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ANALOGOS ESPIROSTANICOS DE BRASINOESTEROIDES
ESTIMULAN EL CRECIMIENTO DE PLANTULAS
DE ARROZ (Oryza sativa L.) cv. INCA LP-7 SOMETIDAS

A ESTRES POR NaCl

Spirostanic analogues of brassinosteroids enhance the rice
(Oryza sativa L.) cv. INCA LP-7 seedling growth under NaCl stress

Miriam Nunez Vazquez', Geydi Pérez Dominguez’,
Lisbel Martinez Gonzalez', Yanelis Reyes Guerrero'

y Yamilet Coll Garcia?

ABSTRACT. Spirostanic analogues of brassinosteroids
are synthesized, compounds in Cuba and some of their
formulations have demonstrated to enhance the growth when
plants grow under saline stress. Recently, a new analogue
(Biobras-25) which should have a good biological activity
has been synthesized. For this reason, the objective of this
paper was to evaluate rice seedling growth under NaCl
stress by fourteen days, when the seeds were treated
with Biobras-25 or Biobras-16. Two experiments were
performed, in the first one, rice seeds of cv. INCA-17 were
soaked in BB-25 or BB-16 solutions (0; 0,005; 0,05 y 0,5
mg L) and after germination, they were placed in pots which
contained Hoagland nutritive solution with the addition or
not of NaCl 0,1 mol L' and remained during fourteen days
in a growth room. At the end of the experiment, root and
shoot length and dry mass were evaluated to 25 plants by
treatment. Later, a second experiment was performed with
the best concentrations of both formulations and, also, the
growth indicators described above, leaf proline, a, b and total
chlorophylls and total carotenes were determined. Results
showed that both analogues exhibited a distinct behavior.
Biobras-25 not only enhanced significantly seedling growth
under NaCl stress but also increased significantly pigment
concentration and decreased the proline content in leaves.

Key words: plant growth regulators, pigments, proline,
salt stress

RESUMEN. Los analogos espirostanicos de
brasinoesteroides son compuestos sintetizados en Cuba
y algunas de sus formulaciones han demostrado estimular
el crecimiento cuando las plantas son sometidas a estrés
salino. Recientemente, se ha sintetizado un nuevo anélogo
(Biobras-25), que debe poseer una buena actividad
biologica. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el crecimiento de plantulas de arroz sometidas a
estrés por NaCl, durante catorce dias, cuando sus semillas
fueron tratadas con Biobras-25 o Biobras-16. Se montaron
dos experimentos, en el primero las semillas de arroz cv.
INCA LP-7 se sumergieron en soluciones de 0; 0,005; 0,05
y 0,5 mg L' de BB-25 0 BB-16 y después de germinadas
se colocaron en potes que contenian solucion nutritiva
Hoagland diluida suplementada o no con NaCl
0,1 mol L'y se mantuvieron durante catorce dias en un
cuarto de crecimiento. Al final del experimento se evaluaron
25 plantas por tratamiento, la longitud; la masa seca de
raices y la parte aérea. El segundo experimento se monto
con las mejores concentraciones de ambas formulaciones
y, ademas, de los indicadores de crecimiento descritos
anteriormente, se determinaron las concentraciones de
prolina, clorofilas a, b, totales y carotenos totales en las
hojas. Los resultados mostraron que ambos analogos
exhibieron un comportamiento diferencial, destacandose el
BB-25, que no soélo estimul6 el crecimiento de las plantulas
sometidas a estrés por NaCl, sino que ademas, estimul6
significativamente, la concentracion de los pigmentos y
disminuy la concentracion de prolina en las hojas.

Palabras clave: reguladores del crecimiento, pigmentos,
prolina, estrés salino
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INTRODUCCION

El estrés salino es un factor limitante para el
crecimiento y la productividad de los cultivos. Los
efectos dafiinos de este estrés en el crecimiento y la
productividad de las plantas se debe al estrés osmético
€ iénico que deprime severamente varios procesos
fisiolégicos y bioquimicos, tales como la fotosintesis,
la sintesis de proteinas y energia y el metabolismo de
los lipidos (1). En el caso particular del arroz, se ha
informado que la sensibilidad del cultivo a la sal varia
de acuerdo con la etapa del crecimiento, siendo la fase
de postura una de las mas sensibles (2).

Existen varias estrategias para lograr revertir los
efectos adversos que provoca el estrés salino en este
cultivo. Entre ellas se encuentran: la utilizacion de
variedades tolerantes y el uso de productos bioactivos,
dentro de los cuales se incluyen algunos reguladores
del crecimiento, como son los brasinoesteroides (3) y
sus analogos (4).

Esta bien documentado que los brasinoesteroides
protegen a las plantas cuando son cultivadas en
condiciones de estrés salino (5-7). Especificamente
en el cultivo del arroz, varios autores han informado
de la influencia positiva de la aplicacion exdgena de
estos compuestos en estas condiciones de estrés
(8-10). Sin embargo, es escasa aun la informacion
existente en cuanto a la proteccién inducida por los
analogos de brasinoesteroides, sintetizados en Cuba.
Existen resultados de la efectividad de determinadas
concentraciones de los anélogos espirostanicos BB-6
y BB-16 en estimular el crecimiento de las plantulas
de siete dias de edad de los cultivares INCA LP-7 y
J-104 (11). Resultados similares fueron informados
con el BB-16 cuando plantulas del cv J-104 fueron
sometidas a estrés salino por once dias (12). Sin
embargo, no se conoce si este efecto del BB-16 se
mantiene al extender el tiempo de exposicion de las
plantulas al NaCl y mucho menos el efecto que el
nuevo analogo denominado Biobras-25 pueda ejercer
en el crecimiento de las plantulas de arroz en estas
condiciones.

Por todo lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar si el tratamiento a las semillas con
Biobras-16 6 con Biobras-25 estimula el crecimiento
de las plantulas de arroz cv. INCA LP-7 sometidas a
estrés por NaCl durante catorce dias.

MATERIALES Y METODOS

Semillas de arroz (Oryza sativa L.) cv. INCA LP-7
(cultivar recomendado para suelos afectados por
salinidad) (13), fueron tratadas, durante 24 horas,
con diferentes concentraciones (0, 0,005, 0,05 y
0,5 mg L") de Biobras-16 y Biobras-25.
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Biobras-16 (BB-16) tiene como ingrediente
activo un analogo espirostanico de brasinoesteroide,
el DI-31, mientras que el Biobras-25 (BB-25) tiene
como ingredientes activos un analogo colestanico de
brasinoesteroides (65 %) y un analogo espirostanico
de brasinoesteroides, el DI-31 (35 %). Ambas
formulaciones fueron suministradas por el Centro de
Estudios de Productos Naturales de la Facultad de
Quimica de la Universidad de la Habana.

Una vez finalizado el tratamiento a las semillas (200
por tratamiento) con las diferentes soluciones, éstas
se colocaron en placas Petri con agua destilada en la
oscuridad a 25 % 2°C para propiciar la germinacion. A
las 48 horas, las semillas germinadas se transfirieron
a potes, a los cuales se les adicionaron 50 x 10 L de
solucion nutritiva Hoagland diluida (1:1) suplementada
o no con NaCl 0.1 mol L. Se utilizaron seis potes
por tratamiento y 20 plantulas por pote, es decir, 120
plantulas por tratamiento y los mismos permanecieron
en un cuarto de crecimiento (temperatura media
promedio de 2512 °C, un fotoperiodo de 12 horas y una
humedad relativa promedio de 70 %) durante catorce
dias. Los indicadores de crecimiento se evaluaron a
25 plantulas por tratamiento, al final del experimento
y éstos fueron: longitud (cm) y masa seca de la parte
aérea y de las raices (mg planta™).

Con los tratamientos que propiciaron la mejor
respuesta de crecimiento de las plantulas después de
catorce dias sometidas a estrés por NaCl, se procedio,
entonces, a montar otro experimento similar con dichas
concentraciones solamente.

Para este experimento, las semillas (250 por
tratamiento) fueron tratadas, durante 24 horas,
con agua, BB-16 0,05 mg L'y BB-25 0,005 mg L.
Terminado este periodo, se colocaron en placas Petri
con agua destilada en una camara de crecimiento a
26+2 °C para propiciar la germinaciéon. Después de
48 horas, las semillas germinadas fueron transferidas
a potes y colocadas en el cuarto de crecimiento
siguiendo la metodologia descrita en el experimento
anterior; con la diferencia de que en este caso se
utilizaron diez potes por tratamiento. De forma similar
alo expuesto en el experimento anterior, se realizaron
las evaluaciones de crecimiento a las plantulas catorce
dias con las que se calcularon los porcentajes de
reduccién que la salinidad provocaba en cada uno de
los indicadores a través de la siguiente férmula:

Porcentaje de reduccion (%) = (1-V. V¢, )100

donde:
Vousnac: €8 €l valor del promedio del indicador
de las plantulas crecidas en la solucién nutritiva
suplementada con NaCl.

V, €s el valor del promedio del indicador de las
plantulas crecidas en la solucién nutritiva.

SN+NaCl
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Ademas, se realizaron las siguientes
determinaciones bioquimicas a las hojas:

CLOROFILAS A, B, TOTALES Y CAROTENOS TOTALES

Para determinar la concentracién de clorofilas
(clorofila a, b y totales) y carotenos, se utilizaron
tres muestras por tratamiento de 4 x 10 kg de tejido
foliar, las mismas se sumergieron en 1x102 L de
acetona (80% v/v) y se mantuvieron en la oscuridad
por 24h (14). Transcurrido este tiempo se leyo la
absorbancia a 440, 665 y 649 nm para los carotenos,
la clorofila a y b, respectivamente. Para el calculo
de las concentraciones de clorofilas se utilizaron las
ecuaciones siguientes (14):

C,=(1163A,,—-239A,) MF
C,=(20.11A,,—-5.18 A,.) MF
C,., =(6.45A,,+17.72A,,)MF
donde:
A, Ass — absorbancia a 649y 665 nm.

MF gramos de masa fresca de tejido

La concentracion de carotenos totales se
determind utilizando una curva patron de B-caroteno
y se expreso en base a la masa fresca del tejido.

CONTENIDO DE PROLINA

El contenido de prolina fue determinado de
acuerdo al método mas utilizado a nivel internacional
(15). Tres muestras de 0. 25 g de tejido foliar fueron
congeladas en nitrégeno liquido y homogenizadas con
1 x10?2 L de agua destilada a 100° C. Posteriormente
las muestras se filtraron. Luego, 2 x 103 L del extracto
se colocaron en un tubo de ensayo y se hicieron
reaccionar con 2 x 10 L de acido acético glacial y 2 x
103 L de ninhidrina a 100° C por una hora. La reaccioén
fue detenida cuando los tubos fueron colocados
en bafio con hielo. EI cromoéforo conteniendo la
prolina fue extraido con 4 x 10 L de tolueno. La
prolina fue cuantificada en un espectrofotometro UV/
Visible (Genesys 6, Thermo Electron Corporation), a
520 nm, usando L-prolina (Sigma) para la curva de
calibracion. A cada muestra se le hicieron dos lecturas
espectrofotométricas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron por ANOVA de
clasificacion simple. En los casos en que se encontré
diferencia significativa entre los tratamientos, se realizé
la comparaciéon de medias mediante la prueba de
rangos multiples de Tukey HSD a p<0,05 (16).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los efectos de los tratamientos a las semillas de
arroz con las diferentes concentraciones de BB-16
y BB-25 en los indicadores de crecimiento de las
plantulas, catorce dias después de ser colocadas en
solucion nutritiva Hoagland (SN) o en solucién nutritiva
suplementada con NaCl 0,1 mol L' (SN + NaCl) se
pueden apreciar en la Tabla I. Como se aprecia la
concentracion mas baja (0,005 mg L") de ambos
productos estimulé el crecimiento de la parte aérea
(longitud y masa seca) y la longitud de las raices
cuando las plantulas crecieron en solucion nutritiva.

Se conoce que los brasinoesteroides juegan un
papel esencial en el crecimiento y desarrollo de las
plantas (17); sin embargo, es importante determinar,
en funcién del modo de aplicacion, cual debe ser la
concentracion que provoque una estimulacién en
el crecimiento. Por ejemplo, recientemente, se
realizaron tratamientos a semillas de mostaza con
24-epibrasindlida extraida de ese mismo cultivo y
se encontré que las concentraciones de 10°y 10"
mol L fueron las que estimularon el crecimiento
de las plantas, no asi la de 107 mol L
(18). En este trabajo la concentracion mas baja
utilizada, que equivale a 10 mol L™, resulté la mas
efectiva, lo que sugiere evaluar, en estudios futuros,
concentraciones inferiores con el fin de determinar cual
es la concentracion mas adecuada para estimular el
crecimiento inicial de plantulas de arroz de este cultivar
en condiciones normales.

En presencia de NaCl, el BB-16 y el BB-25 se
comportaron de forma diferente, pues el tratamiento con
BB-25 0,005 mg L™ revirtié totalmente la inhibicion que
la sal provoco en el crecimiento radical y parcialmente
la inducida en la longitud de la parte aérea. Por otra
parte, la salinidad no afecté la masa seca de la parte
aeérea; sin embargo, las plantulas procedentes de los
tratamientos con BB-25 estimularon este indicador,
alcanzando valores significativamente superiores a
las plantas controles crecidas sin presencia de sal. Sin
embargo, el BB-16 0,05 mg L™" solo revirtié totalmente
el crecimiento radical.

Los resultados presentados en este trabajo
demuestran que el Biobras-25 fue mas efectivo
que el Biobras-16 para revertir los efectos
adversos que el estrés por NaCl provoca en las
plantulas de arroz cv. INCA LP-7, después de
catorce dias de tratamiento.
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Tabla I. Influencia del tratamiento a las semillas con diferentes concentraciones de BB-16 o BB-25 en
algunos indicadores del crecimiento de plantulas de arroz cv. INCA LP-7 sometidas a estrés por

NaCl por catorce dias

Tratamientos Medio Longitud de raices

Longitud Masa seca raices Masa seca parte aérea

de crecimiento (cm) de parte aérea (cm) (mg planta™) (mg planta™)
Control 6,7 bed 14,7 de 5,0 cde 7,9 efg
BB-16 0,5 mg L"! 6,3 bede 144 ¢ 48¢ 7.7 fg
BB-16 0,05 mg L' SN 7,7 a 15,5 cd 5,8 ab 8,1 cde
BB-16 0,005 mg L"! 6,6 bed 16,4 be 6,2a 88c¢
BB-250,5mg L 5,9 def 18,1 a 5,4 bed 10,0 a
BB-25 0,05 mg L' 6,4 bede 16,7b 5,5 be 8,7 cd
BB-25 0,005 mg L"! 7,0 abc 17,1 b 5,9 ab 9,7 ab
Control 5,5ef 9,1 hi 35¢g 7,1g
BB-16 0,5 mg L"! 5,7 ef 10,0 gh 4,0 fg 7,8 efg
BB-16 0,05 mg L SN4NaCl 6,9 abc 8,71 4,4 ef 71¢g
BB-16 0,005 mg L 53f 10,0 gh 4,0 fg 7,9 efg
BB-250,5mgL"! 54f 12,1 f 5,0 cde 9,9 a
BB-25 0,05 mg L 6,1 cdef 11,0 g 4,7 e 8,9 be
BB-25 0,005 mg L 7,2 ab 12,1 f 4,9 de 10,2 a
ESx 0,28* 0,36* 0,20%* 0,28*

Se conoce que la aplicacion exdégena de
brasinoesteroides estimula el crecimiento de plantas
de arroz cuando son sometidas a estrés salino y para
esto se han empleado varios modos de aplicacion,
dentro de los cuales se encuentra el tratamiento a las
semillas con y sin la presencia del NaCl (8-10, 19),
aunque se debe sefialar que las concentraciones mas
utilizadas, de forma general, han sido superiores a
10 mol L, lo cual equivale a 0,5 mg L-". Sin embargo,
la informacion existente relacionada con la proteccion
de los analogos de brasinoesteroides, sintetizados en
Cuba, es escasa, utilizandose los analogos conocidos
como Biobras-6, Biobras-16 y MH-5 (11, 20) y de forma
general, el cv. mas estudiado ha sido J-104, que es
un cultivar sensible.

En el presente trabajo se utilizdé un cultivar
tolerante, una nueva formulacion (Biobras-25) y
ademas el tratamiento con NaCl se extendi6 catorce
dias, aspectos no estudiados con anterioridad, de ahi
la importancia de estos resultados preliminares. Debe
destacarse que, en todos los casos, la concentracion
mas efectiva de los analogos (102 y 107 mol L") fue
inferior a las informadas para los brasinoesteroides
naturales. Por tal motivo, se seleccionaron
las concentraciones de 0,05y 0,005 mg L' de
BB-16 y BB-25, respectivamente para ejecutar el otro
experimento y evaluar si la respuesta del crecimiento
estaba asociada o no con algunos indicadores
bioquimicos de las plantas.

En la Tabla II se presentan los porcentajes de
reduccién que la salinidad provoco en los indicadores
de crecimiento de las plantulas de los diferentes
tratamientos estudiados. El Biobras-25 logré revertir
con mayor efectividad que el Biobras-16, la inhibicion
que en el crecimiento de las plantulas de arroz provoca
la presencia del NaCl 100 mmol L' durante catorce
dias.

Teniendo en cuenta que esta bien documentada
la influencia que la salinidad ejerce en la fotosintesis
y en especial en los pigmentos fotosintéticos y
el efecto positivo que la aplicacion exdégena de
brasinoesteroides ejerce en estos indicadores (5,
21-23), ademas de que se conoce que la prolina
es un metabolito que actua como osmoprotector,
estabilizador de membrana y atrapador de especies
activas de oxigeno (24), en la figura se presentan los
resultados de la influencia que el tratamiento a las
semillas con Biobras-16 y Biobras-25 ejercieron en la
concentracion de estos indicadores en las hojas de
plantulas de arroz cv. INCA LP-7 crecidas en solucion
nutritiva con la adicién o no de NaCl.

Se puede observar que la presencia de NaCl no
modificé la concentracion de pigmentos fotosintéticos
en las hojas y el tratamiento con Biobras-16 no influyd
en esta respuesta. Sin embargo, las plantulas cuyas
semillas fueron tratadas con Biobras-25 exhibieron
una concentracion de pigmentos en las hojas que
resulté significativamente superior a la mostrada por
el tratamiento control crecido en solucion nutritiva.
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Tabla Il. Influencia de los analogos de brasinoesteroides Biobras-16 y Biobras-25 en los porcentajes de
reduccion, inducidos por el estrés por NaCl durante catorce dias, en algunos indicadores del
crecimiento de plantulas de arroz cv. INCA LP-7

Tratamientos Longitud Longitud Masa seca Masa seca
de las raices de la parte aérea de las raices de la parte aérea
Control 0 374 21,5 32,1
Biobras-16 (0,05 mg L) 5,7 19,4 21,3 0
Biobras-25 (0,005 mg L) 0 10,4 1,9 0

Este comportamiento de los pigmentos puede
estar asociado a la tolerancia del cultivar al estrés
salino, ya que se ha informado que en los cultivares
tolerantes de arroz cuando son sometidos a este
tipo de estrés hay un incremento de la actividad de
la enzima fructosa 1,6-bifosfatasa en hojas y raices,
una alta concentracion de azucares y un retraso en la
degradacion de las clorofilas (25).

Por otra parte, se ha demostrado que la aplicacion
exbégena de brasinoesteroides revierte la inhibicidn
que la salinidad provoca en la concentracién de
pigmentos fotosintéticos (5, 22, 23, 26). En este caso,
esto solo ocurrié cuando las semillas fueron tratadas
con Biobras-25 y en especial en la clorofila a, las
clorofilas totales y en los carotenos. Estos pigmentos
fotosintéticos son los encargados de capturar la
energia luminosa (clorofilas) y de proteger al aparato
fotosintético de la fotooxidacién (carotenos), disipando
el exceso de luz absorbida por los pigmentos, de ahi
la importancia que tiene que el BB-25 incremente la
concentracion de estos pigmentos en condiciones
salinas.

En cuanto a la prolina, se aprecia el incremento
que el estrés salino produjo en este indicador; sin
embargo, solamente el tratamiento con Biobras-25
pudo reducir significativamente este incremento.
Hay que sefalar que los resultados informados en
la literatura internacional con relacion a los efectos
de la aplicaciéon exdgena de brasinoesteroides en
la concentracion de prolina en plantas sometidas a
estrés salino son variables, pues mientras que hay
autores que han encontrado que los brasinoesteroides
incrementan aun mas la concentracién de prolina
cuando las plantas estan sometidas a estrés salino
(5, 26), otros han informado lo contrario (9, 21, 27),
argumentando que si el incremento de la prolina
es una respuesta al estrés, los brasinoesteroides
al proteger a las mismas contra éste, provocan
una disminucion en la sintesis de este metabolito.
Por otra parte, en un experimento donde se realizd
una aspersion foliar con 24-epibrasinélida, previo
al tratamiento con NaCl en plantulas de arroz, se
constatd que la prolina actué como un atrapador de
radicales libres y como un protector de membrana,
mas que como un osmolito (27).

Enrelacién con esto, se ha planteado que la prolina
es sintetizada predominantemente del glutamato en
condiciones de estrés salino y la actividad y-glutamil
quinasa de P5CS representa el paso limitante de la
velocidad de reaccion de esta via. La expresion de
P5CS es fuertemente inducida por el estrés salino, lo
que sugiere que P5CS en la biosintesis de la prolina
juega un papel protector bajo las condiciones de
estrés. Por otro lado, en Arabidopsis thaliana, la sequia
y el estrés salino activan diferencialmente la expresion
de dos genes de P5CS: AtP5CS1 (At2g39800) y
AtP5CS2 (At3g55610). AtP5CS1 es responsable de
la acumulacién de prolina durante el estrés salino y
la sequia. La expresién de AtP5CS1 es activada por
una via de traduccién de sefales dependiente de ABA
y modulada por la luz y los brasinoesteroides. Esto
pudiera sugerir un posible mecanismo por el cual los
brasinoesteroides disminuyen los efectos adversos
provocados por la salinidad (28).

En este caso, el Biobras-25 disminuy¢ la
concentracion de prolina; sin embargo, no se conoce
el mecanismo que este analogo de brasinoesteroides
utiliza para ejercer su accion.

En este trabajo se confirmé el efecto positivo
que los analogos de brasinoesteroides ejercen en el
crecimiento de plantulas de arroz sometidas a estrés
por NaCl. Sin embargo, se deberan continuar las
investigaciones en este tema, ya que los resultados
que se han obtenido, hasta la fecha, con los analogos
de brasinoesteroides, sintetizados en Cuba, se limitan
a evaluar los efectos que las aplicaciones exdgenas
ejercen en las plantas, lo que hace necesario
determinar cuales son los mecanismos que estos
analogos utilizan para realizar su proteccion.

Especial atencion se debe prestar al nuevo analogo
denominado Biobras-25 por sus potencialidades para
ser utilizado como protector de las plantas de arroz
crecidas en medio salino.
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Medias con letras iguales no difieren significativamente segun prueba de rangos multiples de Tukey HSD p<0,05 (16)
Figura. Efecto de dos analogos de brasinoesteroides en las concentraciones de clorofilas, carotenos

y prolina en hojas de plantulas de arroz cv. INCA LP-7 crecidas en solucion nutritiva Hoagland
suplementada o no con NaCl 100 mmol L' durante catorce dias
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