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ASPERSION FOLIAR CON BIOBRAS-16 ESTIMULA
EL CRECIMIENTO DE PLANTAS JOVENES DE ARROZ
(Oryza sativa L.) SOMETIDAS A TRATAMIENTO CON NACL

Biobras-16 foliar spraying enhances rice (Oryza sativa L.)
young plant growth under NaCL treatment

Yanelis Reyes Guerrero®, Lisbel Martinez Gonzalez

y Miriam Nuinhez Vazquez

ABSTRACT. Salinity is one of the most pressing stresses
today and brassinosteroids are compounds which, not only
stimulate plant growth but also improve plant tolerance to
salt stress. In this paper, the effect of foliar spraying with
a brassinosteroid analogue (Biobras-16, BB-16) on rice
seedlings under this kind of stress was evaluated. For this
purpose, rice young plants cv. J-104 were sprayed with
BB-16 (0; 0,01; 0,1; 1 umol L), half of them was treated
with NaCl (100 mmol L) for seven days and later,
these plants were transferred to nutrient solution to assess
recovery during fourteen days. The growth evaluations
(shoot and root length and dry mass) were made at the
beginning and the end of saline treatment and seven and
fourteen days after the recovery. From the results of this
experiment, the best BB-16 concentration was chosen and
a second experiment, following the same methodology,
was performed and, where, the growth indicators and some
biochemical indicators such as malondialdehyde, proline,
chlorophylls and the activities of peroxidase and catalase
enzymes were determined. Results demonstrated, in general,
that the foliar spraying with BB-16 0,1 pumol L™ increased
the length of rice seedlings under saline conditions what
appears to be associated with increased antioxidant defenses
as well as an increase of the concentration of chlorophylls,
chlorophyll a fundamentally.
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RESUMEN. La salinidad es una de las causas de estrés
mas acuciantes en la actualidad y los brasinoesteroides son
compuestos que, ademas, de estimular el crecimiento vegetal
aumentan la tolerancia de las plantas al estrés salino.
En el presente trabajo, se evalud el efecto de la aspersion foliar
con un analogo de brasinoesteroides (Biobras-16, BB-16),
en plantulas de arroz sometidas a este tipo de estrés. Para ello,
se asperjaron plantas jovenes de arroz del cultivar J-104 con
BB-16 (0; 0,01; 0,1; 1 umol L"), la mitad de ellas se trataron
con NaCl (100 mmol L) por siete dias, y posteriormente,
se transfirieron a solucion nutritiva para evaluar su recuperacion
durante catorce dias. Las evaluaciones de crecimiento
(longitudes de la parte aérea y de las raices y masas secas de
la parte aérea y de las raices) se realizaron al inicio y final del
tratamiento salino y a los siete y catorce dias de recuperacion.
Partiendo de los resultados de este experimento, se selecciond
la mejor concentracion de BB-16 y se ejecutd un segundo
experimento, siguiendo la misma metodologia, donde, ademas,
de evaluar los indicadores de crecimiento, se determinaron
algunos indicadores bioquimicos como malondialdehido,
prolina, clorofilas y las actividades de las enzimas peroxidasa
y catalasa. Los resultados demostraron que, de forma general,
la aspersion foliar con BB-16 a 0,1umol L estimul6 la longitud
de las plantulas de arroz en condiciones salinas lo que parece
estar asociado a un incremento de las defensas antioxidantes,
asi como a un aumento de la concentracion de clorofilas,
fundamentalmente clorofila a.

Palabras clave: brasinoesteroides, catalasas, clorofilas,
estrés salino, prolina

INTRODUCCION

La salinidad es una de las causas de estrés
mas acuciantes en la actualidad. La inadecuada
irrigacion de los suelos, asi como el cambio climatico
hacen que este fenébmeno alcance un nivel global (1).
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En nuestro pais, la superficie agricola esta afectada en
un 14 % y otro 15 % mas presenta peligros potenciales
de salinizacion®.

Para enfrentar esta problematica, se trabaja
en la busqueda de soluciones que permitan
incrementar la productividad de los cultivos en
estas condiciones, para lo cual no s6lo se pudieran
utilizar cultivares tolerantes, sino también trabajar
en la introduccién de tecnologias que permitan
minimizar los dafios que estos tipos de estrés
provocan en las plantas.

Una de las tecnologias para incrementar los
rendimientos agricolas que se desarrolla en los
Ultimos anos, se basa en el uso de productos naturales
inocuos desde el punto de vista ecoldgico, como los
brasinoesteroides (BRs).

Estos compuestos son potentes reguladores
del crecimiento vegetal de naturaleza esteroidal.
Estas hormonas tienen efectos pleiotrépicos
como son: estimulacién del alargamiento celular y
desdiferenciacion de protoplastos, regeneracion de
la pared celular, regulacién de la diferenciacién de
elementos traquearios e incremento de la biomasa y
del rendimiento (2). En los ultimos afios, varios autores
han estudiado la proteccion que los BRs le confieren
a las plantas ante determinados tipos de estrés tanto
bidticos como abidticos (3, 4).

En Cuba, se investiga en la sintesis y actividad
bioldgica de algunas formulaciones, que tienen como
ingredientes activos analogos espirostanicos de
brasinoesteroides (5).

Desde el punto de vista practico, la importancia
del uso de analogos cubanos en lugar de compuestos
naturales es que estos Ultimos son mas costosos y
sus efectos son de corta duracién en las plantas (6).
En cambio, los anéalogos, sintetizados en Cuba,
han demostrado ser productos mas baratos e inocuos
con utilidad practica para incrementar los rendimientos
agricolas entre un 10 y 25 % en diferentes especies,
incluyendo Oryza sativa, especie de gran importancia
econdémica para nuestro pais; por ser un alimento
basico para la poblacion (7). Sin embargo, hasta donde
se conoce, no se ha logrado la optimizacion de la
aplicacion de estos compuestos en la proteccién de los
cultivos sometidos a diferentes estreses ambientales,
debido fundamentalmente, a que se desconoce el
mecanismo en que ellos actian en las plantas en estas
condiciones. El conocimiento del modo de accion de
los brasinoesteroides en el cultivo del arroz ante
condiciones de estrés salino permitiria, enun
futuro, una aplicacion mas efectiva y racional de
estos reguladores del crecimiento. Por esta razén,

AQOrellana, R.; Febles, J. y Ortega, F. GEO Cuba. Evaluacion del medio
ambiente cubano. Ed. Centenario SA, 2009, Santo Domingo, Republica
Dominicana, 293 p.
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el objetivo de este trabajo es determinar si la aspersion
foliar con Biobras-16 es capaz de proteger a plantas
jévenes de arroz de los efectos adversos que provoca
el estrés salino, asi como evaluar algunos indicadores
bioquimicos asociados a esta respuesta.

MATERIALES Y METODOS

Para dar cumplimiento al objetivo propuesto,
se utilizaron semillas de arroz (Oryza sativa L.) del
cultivar Jucarito-104 (J-104) considerado como
susceptible al estrés salino®. Las semillas se
desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial
durante cinco minutos; posteriormente, se lavaron
seis veces con agua destilada estéril y luego se
sumergieron en agua durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo, se colocaron en placas
de Petri, a temperatura ambiente en la oscuridad,
para propiciar la germinacion. Luego de 48 horas,
las semillas germinadas se trasplantaron a vasos
plasticos de 240 mL que contenian suelo Hidromorfico
Gley Nodular Petroférrico (8) proveniente de la UCTB
de Los Palacios, Pinar del Rio. Las caracteristicas de
este suelo se encontraban en el rango que permitian
el crecimiento adecuado de las plantas de arroz (Tabla I).
Las determinaciones se realizaron en el Laboratorio
de Analisis Quimico del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (9).

Tabla I. Principales caracteristicas quimicas
del suelo Hidromérfico Gley Nodular
Petroférrico utilizado en el experimento

Na K Ca Mg P MO
pH
cmol kg! mg kg! %
0,23 0,05 9,8 3,98 150,7 0,83 7,1

Se utilizaron 20 vasos (cada uno con tres plantas
en crecimiento) y se colocaron en cestas plasticas
que contenian agua corriente. Las cestas se ubicaron
dentro de un umbraculo para evitar el efecto de las
precipitaciones.

En el momento de emergencia de la tercera hoja
verdadera, se realiz6 la aspersion foliar con Biobras-16
a las concentraciones de 0,01; 0,1 y 1 ymol
L-". Se asperjé un volumen total de 60 mL
para 120 plantas. A todas las soluciones se le
adicioné Tween 20 al 0,01 % como detergente.

B Alfonso, R. Determinacion de pardametros genético-fisiologicos
indicadores del estrés hidrico para su empleo en el mejoramiento genético
del arroz (Oryza sativa L.) y la estabilidad varietal. Tesis de Doctorado,
L.LA., 1998.
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En ese momento, las plantas se dividieron en dos grupos,
uno se colocd en cestas a las cuales se les adiciond solucion
nutritiva Hoagland diluida 1:1 v/v (SN) y el otro se colocd en
cestas que contenian solucién nutritiva Hoagland diluida
suplementada con NaCl 100 mmol L' (SN+NaCl).

A los siete dias, las plantas que se sometieron a
tratamiento salino, se colocaron en solucién nutritiva
Hoagland diluida, durante 14 dias, para su recuperacion.

Las evaluaciones de crecimiento (longitud de la
parte aérea, longitud de las raices, masa seca de la
parte aérea y de las raices) se realizaron a 12 plantas
por tratamiento al iniciar y finalizar el tratamiento
salino y a los siete y 14 dias de recuperacion.

El experimento se realizé en dos épocas del afio,
el primero se inici6 el 24 de diciembre del 2009 y el
segundo el 25 de mayo del 2010. En ambos casos
se registraron las temperaturas minimas, medias y
maximas y las humedades relativas medias del aire
durante las siguientes etapas: crecimiento inicial de
las plantulas (desde el trasplante hasta la aplicacion
del tratamiento con NaCl), periodo de tratamiento con
NaCl (siete dias) y fase de recuperacion (14 dias)
(Tabla II). Estos datos fueron tomados de la Estacion
Meteoroldgica de Tapaste ubicada aproximadamente a
500 m del area donde se desarrollaron los experimentos.

A partir de los resultados del experimento
anterior, se ejecutd un segundo experimento,
en los meses de abril-mayo de 2011, donde se utilizé
la misma metodologia que en el experimento anterior,
con la diferencia que la aspersion foliar se realizé con
Biobras-16 0,1 umol L'. Las evaluaciones de crecimiento
(longitudes de la parte aérea y de las raices, masas
secas de la parte aérea y de las raices) se realizaron
a 12 plantas por tratamiento al iniciar y finalizar el
tratamiento salino y a los 14 dias de recuperacion.
En el caso de las evaluaciones bioquimicas,

realizadas a las hojas de las plantas, éstas se efectuaron al
finalizar el tratamiento salino y alos 14 dias de recuperacion.
Se determinaron los siguientes indicadores: prolina segun
el método de la ninhidrina (10), malondialdehido (MDA)
por el método del acido tiobarbitarico (11) y clorofilas a, b
y totales por extracciéon con acetona al 80 % (12);
asi como las actividades de las enzimas antioxidantes
peroxidasa (EC 1.11.1.7) (13) y catalasa (EC 1.11.1.6) (14).
Ademas se determinaron las proteinas totales segun el
método de Bradford (15).

En todos los experimentos se utilizd6 un disefio
completamente aleatorizado. Luego de comprobar
que los datos obtenidos cumplieron con los supuestos
tedricos de normalidad y homogeneidad de varianza,
se les realiz6 un ANOVA de clasificacion simple.
En los casos en que hubo diferencias significativas entre
tratamientos se realiz6 una comparacién de medias
mediante la prueba de Tukey con p < 0,05 (16), utilizando
el programa estadistico STATGRAPHICS Plus 5.1 (17).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra el comportamiento de
la longitud de la parte aérea de las plantulas. Como se
puede observar, en la primera repeticion del experimento,
el tratamiento con NaCl no afecté este indicador en
ninguno de los momentos evaluados, ni se observo
influencia de la aspersion foliar con BB-16. Sin embargo,
en la segunda repeticion, efectuada en los meses de
mayo-junio, se observo que el tratamiento con NaCl
produjo una disminucion significativa de la longitud de la
parte aérea en todos los tratamientos, que se manifesto
durante la recuperacion. La aspersion foliar con BB-
16 0,1 pmol L fue capaz de proteger a las plantulas,
estimulando de forma significativa la longitud de la parte
aérea a los 14 dias de la recuperacion.

Tabla Il. Temperaturas maximas, media y minima y humedad relativa media del aire durante la fase inicial
de crecimiento, periodo de tratamiento con NaCl y fase de recuperacion de las plantas de arroz

(Medias * desviacion estandar)

- . . Humedad
Temperatura maxima  Temperatura minima Temperatura media .

C) C) C) Relativa

Fases media (%)
Primera  Segunda  Primera  Segunda  Primera  Segunda Primera Segunda
Repeticion repeticion Repeticion repeticion Repeticion repeticion — Repeticion repeticion

Etapa inicial de

24,6+1,6 33,1+0,5 13,6+1,7 22,0+0,9 194+14 264+1,1 76,0£3,2 79,5+ 1,8

crecimiento

Periodo de tratamiento 26,8+ 1,4 33,4+0,4 15,5+ 1,5
con NaCl

i 25,0+1,9 31,8404 13,919
Fase de recuperacion

234+ 0,6 213+1,0 279+04  73,7+7,7 77,14 3,0

22,7+0,5 19,6£14 262+04 71,239 83,5+ 1,4
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En la longitud de las raices se observa que,
en la primera repeticion, de forma general, el tratamiento
con NaCl no afecté este indicador en ninguno de los
tratamientos ni momentos evaluados (Figura 2A),
mientras que en la segunda (Figura 2B) se observo
que la salinidad provocé un incremento significativo de
este indicador en las plantulas asperjadas con 0,1 pmol L™
de BB-16, a los siete dias de recuperacion.

En cuanto a la masa seca de la parte aérea, no se
encontraron afectaciones en este indicador una vez finalizado
el tratamiento con NaCl en ninguna de las dos repeticiones
del experimento. Sin embargo, a los siete dias de
recuperacion en las plantulas con el tratamiento NaCl
aumento de forma significativa la masa seca de las mismas
en la primera repeticién, y solamente las concentraciones
de 0,01 y 1 umol L' de BB-16 conservaron este efecto.

A B
- = ESy=2,76™
40 80 Es,= 3,40 aa a
ns 70 a a
35 ag Za
= 30 60
§ 50
R 40
g’ 15 30
a 10 20
5 10
@ S : 0
Imt:Ito_del Findel estrés 7 diasde 14 dias de Iniciodel  Findel estrés 7 dias de 14 dias de
seee e e estrés recuperacion recuperacion
OSN mSN+NaCl @SN+ BB-16 0,01uM DOSN+NaCl+ BB-16 0,01uM

@SN+ BB-16 0,1uM mSN+NaCl+ BB-16 0,1uM

m SN+ BB-16 1uM ®SN+NaCl+ BB-16 1uM

A: Primera Repeticion

B: Segunda Repeticion

Letras comunes no difieren entre si segun prueba de Tukey (p<0,05) n=12

Figura 1. Efecto de la aspersion foliar con diferentes concentraciones de Biobras-16 (BB-16) en la longitud de la
parte aérea de plantulas de arroz cv. J-104 sometidas a tratamiento con NaCl 100 mmol L por siete dias

A B
Es=192" =097
30 30 Es,= 2,42* a o
Es,= 1,36* 25
= 25 S=1, ab.. 2 a b
S0y 20 T 2
218 15
2
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P
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0
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estrés recuperacion recuperacion estrés recuperacion recuperacion
oSN m SN+NaCl @SN+ BB-16 0,01uM oSN+NaCl+ BB-16 0,01uM

@SN+ BB-16 0,1uM

mSN+NaCl+ BB-16 0,1uM m SN+ BB-16 1uM

mSN+NaCl+ BB-16 1uM

A: Primera Repeticion

B: Segunda Repeticion

Letras comunes no difieren entre si segun prueba de Tukey (p<0,05) n=12

Figura 2. Efecto de la aspersion foliar con diferentes concentraciones de Biobras-16 (BB-16) en la longitud
de la raiz de plantulas de arroz cv. J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L
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No obstante, en la segunda repeticién se observé una
reduccion significativa de este indicador durante la
recuperacion, excepto en los tratamientos de 0,1y 1 umol.L",
a los siete dias de recuperacion (Figura 3).

Al evaluar la masa seca de las raices, en el estrés
salino se obtuvo un aumento significativo de este
indicador en la primera repeticion (Figura 4A), que no
fue observada en las plantas asperjadas con BB-16.

El comportamiento en la segunda repeticién fue diferente,
ya que la salinidad disminuyd significativamente la masa
seca de las raices en las plantas controles al finalizar
el periodo de tratamiento con NaCl y a los 14 dias de
la recuperacion; sin embargo, las plantas asperjadas
con BB-16 1 ymol L' no modificaron significativamente
los niveles de masa seca, una vez finalizado el estrés
ni durante la recuperacion (Figura 4B).

A B
600 Es.= 4,31
Es,= 2,38 aa 2
120 4 a 500 - a
— Es.= 3,21 .
g’ ] a a bb av 400 - Es,=2,42"
s b °
3 2 b b 300 A aa a
© 60 A
8 200 -
E 40 .
20 1 100 A
0 4 0
Inicio del  Fin del estrés 7 dias de 14 dias de Inicio del  Fin del estrés 7 dias de 14 dias de
estrés recuperaciéon recuperacion estrés recuperacion recuperacion
oSN mSN+NacCl SN+ BB-16 0,01uM oSN+NaCl+ BB-16 0,01uM

@SN+ BB-16 0,1uM

mSN+NaCl+ BB-16 0,1uM

m SN+ BB-16 1uM mSN+NaCl+ BB-16 1uM

A: Primera Repeticion

B: Segunda Repeticion

Letras comunes no difieren entre si segun prueba de Tukey (p<0,05) n=12

Figura 3. Efecto de la aspersion foliar con diferentes concentraciones de Biobras-16 (BB-16) en la masa
seca de la parte aérea de plantulas de arroz cv. J-104 sometidas a tratamiento con NaCl 100 mmol L

por siete dias

A
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45

40 A
35 1
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abyp ab
b a
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B
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120
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40
0
Inicio del ~ Fin del estrés 7 dias de 14 dias de
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@SN+ BB-16 0,01uM
m SN+ BB-16 1uM

oSN+NaCl+ BB-16 0,01uM
m SN+NaCl+ BB-16 1uM

A: Primera Repeticion

B: Segunda Repeticion

Letras comunes no difieren entre si segun prueba de Tukey (p<0,05) n=12

Figura 4. Efecto de la aspersion foliar con diferentes concentraciones de BB-16 en la masa seca de las
raices de plantulas de arroz cv. J-104 tratadas con NaCl 100 mmol L durante siete dias
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La salinidad afecté negativamente la longitud
de la parte aérea, pero esta afectacion se produjo
en la recuperacién, donde se observé una marcada
reduccién del crecimiento de las plantulas. Es bien
conocido que la salinidad inhibe el crecimiento de
las plantas y en muchos casos la parte aérea es mas
afectada que las raices. Este efecto del estrés salino
en el crecimiento es ampliamente conocido ya que
tanto el estrés hidrico como la acumulacion de iones
retrasan los procesos de division y diferenciacion
celular (18).

Esta disminuciéon en el crecimiento de las
plantas tratadas, durante la recuperacién, pudiera
deberse a que los efectos tdxicos de la acumulacion
de sales tardan mas en manifestarse pero
permanecen en el tiempo, aun después de pasar
al periodo de recuperacién. Para corroborar esta
hipotesis, se ha sefialado el hecho de que una vez
concluido el periodo de estrés y sometidas las plantas
durante siete dias al tratamiento control, estas no
lograron recuperarse, lo que demuestra el caracter
irreversible de los dafios ocasionados (19).

Se aprecid que la aspersion foliar con BB-16 0,1 mg L™
estimulé la longitud de la parte aérea, 14 dias después
de la recuperacién, en comparacion al resto de los
tratamientos estudiados.

Es de destacar, la diferencia observada en la
respuesta de las plantas ante el tratamiento con
NaCl en las dos repeticiones efectuadas, la cual
pudiera estar relacionada con las condiciones
meteorolégicas imperantes durante la ejecucién
del experimento. Como se aprecia en la Tabla II,
en el experimento iniciado en diciembre (primera repeticion),

tanto la temperatura maxima, como la minima y la
media, durante la ejecucion del experimento,
fue aproximadamente de 7 a 8 °C mas baja que en
el iniciado en mayo (segunda repeticién) y es bien
conocido, el efecto que la temperatura ejerce en el
crecimiento del arroz, pues la temperatura 6ptima
para la fase vegetativa de este cultivo es de 25-30 °C
y temperaturas menores ocasionan un retraso en el
crecimiento®.

Lo anterior demuestra que las afectaciones de la
salinidad en las plantulas también dependen de otros
factores, puesto que en el experimento iniciado en el
mes de diciembre, donde la temperatura fue mas baja,
las plantas controles mostraron un menor crecimiento
enmascarando el efecto provocado por el estrés salino.
Ademas las bajas temperaturas también pueden haber
disminuido la absorcién de agua, y por ende de NaCl,
en las plantulas de arroz.

En las Figuras 5 y 6 se presentan los
resultados de la influencia de la aspersion foliar
con Biobras-16 (0,1 ymol L") en los indicadores
de crecimiento de las plantulas de arroz sometidas
o no a tratamiento con NaCl 100 mmol L' durante
siete dias. Se pudo observar que al finalizar el
tratamiento con NaCl, no se afectd ninguno
de los indicadores del crecimiento evaluados;
sin embargo, las plantas que se colocaron en medio
salino exhibieron, de forma general, un menor
crecimiento después de catorce dias de recuperacion.

Yoshida, S. Fundamentals of rice crop science. Ed. International Rice
Research Institute, 1981, Los Baiios, Philippines.
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S 25 ; Es,=1,52* Es,=2,08™
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S 30 4 10 -
2
€ 20 -
- 5
10 4
0 ! T 0 T T T
Iniciodel ~ Findelestrés 7 diasde 14 dias de Iniciodel  Findelestrés 7diasde 14 diasde
estrés recuperacion - recuperacion estrés recuperacion - recuperacion
oSN @SN+NaCl @ SN+BB-16 @ SN+BB-16+NaCl

A: Parte aérea

B: Raices

Letras comunes no difieren entre si segun prueba de Tukey (p<0,05) n=12

Figura 5. Efecto de la aspersion foliar de Biobras-16 (0,1 pmol L) en la longitud de plantulas de arroz
cv. J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L' por siete dias
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Figura 6. Efecto de la aspersion foliar de Biobras-16 (0,1 umol L") en la masa seca de plantulas de arroz
cv. J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L' por siete dias

Asi, enla Figura 5 se muestran las longitudes de la parte
aérea y de las raices. Se aprecia un efecto protector
del BB-16 en la longitud de las raices (Figura 5B),
confirmando lo encontrado en la segunda repeticion
del experimento anterior (Figura 2B).

En cuanto a la masa seca (Figura 6), hubo un efecto
protector del BB-16 en la parte aérea, donde la aspersion
del compuesto increment6 la masa seca durante el
periodo de estrés y a los siete dias de recuperacion,
en comparacion con las plantas que crecieron en solucion
nutritiva (Figura 6A). Es interesante sefialar, que la
salinidad increment6 la masa seca de las raices al
finalizar el periodo de estrés, mientras que la aspersion
foliar con BB-16 no modificd este indicador en las
plantas tratadas o no con NaCl; sin embargo, durante la
recuperacion se aprecié una reduccion significativa de
la masa seca de las raices de las plantas sometidas a
tratamiento con NaCl independientemente de que fueran
asperjadas o no con BB-16 (Figura 6B).

Este ultimo resultado, que muestra el aumento de
la biomasa de la raiz al finalizar el tratamiento salino,
se repite en varios experimentos y se han encontrado
varios autores que observan un comportamiento similar (20).
A pesar de que las raices se encuentran en contacto
directo con la sal, su crecimiento se ve menos afectado
que el de la parte aérea, aumentando la razon raiz: parte
aérea (18). Esto pudiera ser una adaptacion de la planta
para aumentar el area de absorcion de aguay disminuir
el area de transpiracion. Sin embargo, enel periodode
recuperacion, labiomasa de laraizdisminuye en las plantulas
que fueron previamente estresadas sugiriendo que los
efectos a largo plazo de la salinidad afectan la velocidad
de crecimiento de este érgano.
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Por otra parte, se debe sefalar que se hainformado la
efectividad del ratamiento alas semillas con BB-16 0,005 mg L™
pararevertir los efectos adversos que la salinidad provoco
en el crecimiento inicial de las plantas de los cultivares
de arroz J-104 e INCA LP-7, mientras que la respuesta de
otro analogo (BB-6) dependid del cultivar (7).

Mas recientemente, se evalud la influencia del
tratamiento a las semillas con varias concentraciones de
BB-16 y 24-epibrasindlida (EBL), un brasinoesteroide
natural, en el crecimiento de las plantulas de dos
cultivares de arroz (J-104 y Ginés) en medio salino.
Tanto la EBL como el BB-16 fueron capaces de revertir
parcialmente la inhibicién que en el crecimiento de
las plantulas de ambos genotipos de arroz provoco
la presencia de NaCl; siendo mas efectivos los
tratamientos en el cultivar tolerante Ginés (21).

Como se puede apreciar, los resultados mostrados
en la literatura, se refieren al tratamiento a la semilla
como modo de aplicacion, por lo que estos constituyen
los primeros resultados que muestran que la aspersion
foliar del Biobras-16 pudiera proteger a las plantas
jévenes de arroz del estrés salino.

El estrés salino no modificé la concentracion de
malondialdehido (MDA) en las plantulas en ninguno
de los dos momentos evaluados; no obstante,
la aspersion foliar con BB-16 disminuyd la concentracion
de este compuesto con respecto a las plantas controles
(Figura 7A). EI MDA es uno de los productos finales
de bajo peso molecular de la descomposicion de los
hidroperéxidos lipidicos. Este compuesto es el mas
utilizado como medida de la peroxidacion lipidica en
la membrana celular, como consecuencia directa de la
accion de las especies reactivas de oxigeno.
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Los resultados de este trabajo indicaron que el
tratamiento con NaCl durante siete dias no provocé
dafio oxidativo en las membranas de las células de
las plantas de este cultivar de arroz hasta los 14 dias
de recuperacion y la aspersion con BB-16 no modificé
este comportamiento.

En cuanto a la prolina, el tratamiento con NaCl
no modificd la concentracion de este metabolito en
las plantas controles al final del mismo; sin embargo,
la aspersion de BB-16 aumentd los niveles de este
aminoacido en las plantulas no estresadas. Por otra
parte, en la recuperacion se evidencié el incremento
en la concentracion de este metabolito producto del
tratamiento salino y las plantas asperjadas con BB-16
presentaron valores similares de prolina en sus hojas,
independientemente, que hubieran sido tratadas o no
con sal (Figura 7B).

Otros autores, han observado que la EBL logré
disminuir el eflujo de electrolitos y la peroxidacion
lipidica en plantulas de frijol y pepino expuestas a
estrés salino, lo que favorecioé el indice de estabilidad
de las membranas (22, 23). Algo similar se ha
informado en la literatura en el caso de plantas de
trigo sometidas a estrés salino y asperjadas con
diferentes concentraciones de EBL (24). Igualmente,
en plantulas de frijol sometidas a estrés salino la
aspersion foliar con EBL aumentd la concentracion de
prolina tanto en las hojas como en las raices (22).
Sin embargo, la concentracion de este aminoacido
disminuyd en hojas de plantas de arroz estresadas,
cuyas semillas fueron tratadas con EBL (25) y en
semillas de frijol tratadas con EBL (5 ymol L") y
sometidas a estrés salino por ocho dias, con respecto
a las plantulas estresadas (26).

Aunque la acumulacion de prolina se ha observado
en arroz expuesto a estrés salino, hoy esta claro que
este aminoécido tiene multiples funciones. Numerosos
autores plantean que los cultivares mas susceptibles
a la salinidad tienen mayor contenido de prolina que
los cultivares tolerantes (27, 28). Por esta razén,
la acumulacion de prolina se correlaciona con el grado de
deterioro inducido por el estrés (29) y, hay autores que
plantean que el aumento de este aminoacido podria
deberse auna necesidad de la planta de eliminar el
exceso de amonio (30).

Por otro lado, recientemente, se ha descrito el
posible papel de la prolina como un antioxidante
no enzimatico; ya que es capaz de comportarse
como aceptor final de los radicales libres como el
oxigeno singlete y el radical hidroxilo, por lo que
la acumulacién de prolina en el tejido puede ser
importante en prevenir el dafio oxidativo causado por
las especies reactivas de oxigeno (31). La prolina,
ademas, estabiliza las membranas y los componentes
subcelulares, incluyendo el complejo Il de la cadena
de transporte electronico mitocondrial, y estabilizador
del potencial redox por reaprovisionamiento de
NADP* (32). Se ha demostrado que la aplicacion
exégena de prolina proporciona una accién protectora
contra el dafio oxidativo inducido por el estrés salino.
Existen informes que plantean que la aplicacién de
prolina fue capaz de disminuir la concentracién
de H,O, y aumentar la actividad de la enzima ascorbato
peroxidasa (APX) en dos cultivares de arroz que
difieren en su tolerancia a la salinidad, mientras
que también aumentd la actividad de las enzimas
peroxidasa y catalasa en el cultivar sensible, tanto
en el periodo de estrés como en la recuperacion (33).
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Figura 7. Efecto de la aspersion foliar de Biobras-16 (0,1 umol L") en los niveles de malondialdehido(A)
y prolina(B) de plantulas de arroz cv. J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L' por siete dias
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Otros autores, también han demostrado que la aplicacién
de prolina exégena disminuye el dafio oxidativo e
incrementa las defensas antioxidantes en diferentes
cultivos bajo estrés salino (34, 35).

Al analizar los resultados sobre los pigmentos
clorofilicos, al final del tratamiento con NaCl,
se observdé una disminucién de la clorofila
a y de las clorofilas totales en las plantulas
estresadas; mientras que la aspersion foliar
con esta concentracion de BB-16 fue capaz de
contrarrestar este efecto (Figura 8A). En la recuperacion,
este comportamiento se mantuvo en el caso
de la clorofila a y por ende, en las clorofilas
totales (Figura 8B). Este resultado concuerda
con diferentes autores que han observado la
disminucién de la concentracion de este pigmento
ante estrés salino en numerosos cultivos como:
lechuga, arroz, pepino y trigo (23, 27, 28, 36).

La reduccién en el contenido de clorofila
en las hojas en condiciones de estrés salino ha
sido atribuida a varias causas: la destruccion
de los pigmentos clorofilicos por el incremento
de la actividad clorofilasa y la supresién de
enzimas de la biosintesis como la porfobilinégeno
desaminasa. También puede estar ocasionada por
la interferencia de los iones salinos con la sintesis
de novo de proteinas y componentes estructurales
de la clorofila (37).

La estimulacién de la concentracién de
clorofila a en las hojas de las plantas asperjadas
con BB-16 y sometidas al tratamiento con NaCl,

confirma lo obtenido por otros autores quienes han
informado que el tratamiento a las semillas con
brasindlida, 24-epibrasindlida y homobrasindlida
(3 pmol L") disminuyé la pérdida de los pigmentos
fotosintéticos provocada por el estrés salino
(NaCl 150 mmol L") en plantulas de arroz (3).

En otros cultivos, también se demostro el efecto
de los BRs en la restitucion de las moléculas de
clorofila ante estrés salino. Por ejemplo, en Phaseolus
vulgaris y Hordeum vulgare el pretratamiento a las
semillas con brasinoesteroide (5 pmol L) revirtié la
disminucion del contenido de clorofila provocado por
el estrés salino (150 mmol L") alcanzando niveles
similares a las plantas controles (26). De igual forma,
la aspersion foliar de EBL en plantas de frijol sometidas
a estrés salino revirtid la disminucion en las clorofilas
provocadas por este estrés (22).

En la Figura 9 se observan las respuestas
de las enzimas peroxidasa y catalasa de las
plantulas de arroz cultivar J-104 sometidas a estrés
salino. La actividad de ambas enzimas disminuyé
significativamente al finalizar el tratamiento con
NaCl. La aspersion foliar con BB-16 revirtid este
comportamiento, incrementando la actividad
especifica de ambas enzimas (Figura 9A).

Catorce dias después de la recuperacion,
se encontré6 que las plantas tratadas con NaCl
presentaron un incremento significativo de las
actividades de ambas enzimas y la aspersion foliar de
BB-16 no modifico este comportamiento (Figura 9B).
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Figura 8. Efecto de la aspersion foliar de Biobras-16 (0,1 umol L) en el contenido de clorofilas a, b y
totales en hojas de plantulas de arroz cv. J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L' durante siete dias
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Figura 9. Efecto de la aspersion foliar de Biobras-16 (0,1 umol L") en la actividad especifica de dos enzimas
antioxidantes de plantulas de arroz cv. J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L™ por siete dias

La influencia del analogo BB-16 en el
comportamiento de algunas enzimas antioxidantes
de plantulas de arroz crecidas in vitro en presencia
de NaCl 75 mM, mostraron que la exposicién
durante 16 dias al BB-16 0,01 mg L' incremento,
significativamente, la actividad de las enzimas
catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD),
glutatién reductasa y ligeramente la actividad de la
ascorbato peroxidasa (3). Por otra parte, la aplicacion
de 1 uymol L' de DI-31, ingrediente activo del BB-16,
a plantas de lechuga sometidas a tratamiento de
NaCl 100 mmol L' durante cinco dias fue capaz de
revertir los efectos adversos que la salinidad provoco
en estas plantas (38).

En frijol sometido a estrés salino, la aspersion
foliar de EBL caus6 un incremento en la actividad
SOD y no produjo modificaciones en la actividad
POX en comparacion con las plantas controles (22).
Igualmente, se obtuvo un incrementoenla SOD vy la
CAT por la aplicacidon exdgena de brasinoesteroides
en posturas de pepino sometidas a estrés salino (23).
Por otra parte, en guisante, el tratamiento
a las semillas con EBL provocé un incremento
de la actividad de las enzimas CAT, POX y SOD
en comparacion con las plantas controles (39).
Recientemente, se ha demostrado que, en arroz,
la efectividad de la aplicacion de la EBL en proteger
a las plantulas ante el estrés de metales pesados
(Cr) esta asociada a la sobre-regulacién de las
enzimas antioxidantes (40).
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CONCLUSION

De forma general, se puede concluir que la
aspersion foliar con Biobras-16 estimula el crecimiento
de las plantas de arroz sometidas a estrés salino lo
que puede estar asociada a un incremento de las
actividades de las enzimas antioxidantes catalasa y
peroxidasa al finalizar el periodo de estrés, igualmente
pudiera asociarse al aumento en la concentracion de
clorofilas, fundamentalmente de la clorofila a.
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