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EFECTO DEL ANALOGO DE BRASINOESTEROIDE MH-5
EN EL CRECIMIENTO In Vitro DEL ARROZ
(Oryza sativa L.) EN CONDICIONES DE DEFICIT HIDRICO

Aymara Garcia®, Tania Rodriguez, E. Héctor y Miriam Nufiez

ABSTRACT. The present study was carried out with theaim
to know the MH-5 brassinosteroid analogue antistress
potentialities on in vitro rice plant growth subjected to short
water stress periods. Seedsfrom two varieties having different
tolerance to drought stress were cultivated on MS solid
medium at different MH-5 analogue levels (0, 10, 103, 102
and 10" mg. L™). Fifteen days after inoculation, seed
germination was determined and plantswere submitted to PEG
(MW 6000) solution simulating at -1.0 MPawater deficit for O,
24 and 48 hours. Morphological characters as plant height,
number and length of root system, fresh and dry weights as
well as relative water content were evaluated. Results have
shown a positive stimulation on seed germination and the
response of some indicators by the effect of MH-5 analogue,
specialy when plants were subjected to water deficit by 24
hours, where the greatest differences between varieties were
observed. The tolerant cultivar presented better results when
MH-5 at 10* concentration was added while the sensitive one
got them at 10% mg.L* concentration.

Key words: rice, brassinosteroids, growth, in vitro culture,
growth, drought stress

INTRODUCCION

El déficit hidrico se cataloga como uno de los facto-
res mas importantes que pueden sufrir los cultivos, afec-
tando diferentes procesos de su crecimiento y desarrollo
e incidiendo negativamente sobre los rendimientos; asi
mismo,se considera el factor que mayores dafios provo-
caen la productividad del arroz. Por ello, actualmente se
realizan estudios que posibiliten aminorar los efectos del
déficit hidrico a fin de incrementar la produccion (1, 2).

Ms.C. Aymara Garcia, Investigadora del Instituto de Investigaciones de
Riego y Drenaje, Ms.C. Tania Rodriguez, Profesora Instructora y
Dr.C. E. Héctor, Profesor Auxiliar del Departamento de Biotecnologia
Vegetal, Facultad de Agronomia, Universidad de La Habana; Dr. C. Miriam
Nufiez, Investigadora Titular del Departamento de Fisiologiay Bioquimica
Vegetal, Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, Gaveta Postal 1, San
José de las Lajas, La Habana, CP32700, Cuba.

= aymara_garcia@yahoo.com

89

RESUMEN. El presente estudio serealizd con el objetivo de
conocer las potencialidades antiestrés del andlogo de
brasinoesteroide MH-5 en pléntulas de arroz expuestas a pe-
riodos cortos de estrés hidrico y €l efecto en su crecimiento.
Semillas de dos variedades con diferentes respuestas ala se-
quia fueron sembradas en medios que contenian las sales
Murashige y Skoog (MS) y diferentes concentraciones del
andogo debrasinoesteroide MH-5(0, 104, 103, 10%y 10 mg.L™).
A los15 diasdespuésdelasiembra, sedetermind lagerminacién
delas semillasy setomaron pléntulas que se trataron durante
0, 24y 48 h con unaconcentracion de PEG (PM 6000) simuladora
deun déficit hidrico de-1.0 MPade potencial osmético. Segui-
damente, seevalud € comportamiento delassiguientesvaria-
bles: aturadelaplanta, longitud del sistemaradical, nimero
deraices, masas frescay secade laplanta, y contenido relati-
vo de agua. A partir de los resultados, se evidencié una
estimulacion positivaen lagerminacién delas semillasy tam-
bién, en larespuesta de algunos de losindicadores en estudio
por el efecto del andlogo de brasi noesteroi de especificamente,
después de someter a las plantulas a estrés durante 24 h,
donde se observaron las mayores diferencias entre las varie-
dades. Lavariedad tol erante mostré un mejor comportamiento
al afiadir MH-510" mg.L™, mientras que la susceptible lo al-
canzd al emplear laconcentracion de 102 mg.L ™ del andlogo.

Palabrasclave: arroz, brasinoesteroides, crecimiento,
cultivo in vitro, estrés de sequia

Una de las alternativas que se proponen es el uso de
biorreguladores que permitan aumentar la respuesta de
las plantas ante estas condiciones. Dentro de estos se en-
cuentran los brasinoesteroides, un nuevo grupo de
esteroides esenciales para el crecimiento y desarrollo de
las plantas (3, 4). Se les atribuye la capacidad para incre-
mentar la tolerancia a estrés abidtico, que cobra cada vez
mésinterés, teniendo en cuentalas afectaciones medioambientales
gue se han presentado durante los Gltimos afios.

Al respecto, existen informes sobre el empleo de la
homobrasindlida, epibrasindlida y brasindélida en diferentes
cultivos ante condiciones de estrés de frio (5), salino (6) e
hidrico (7), donde se aprecia un efecto promotor de estos
compuestos que mejora la tolerancia de estos cultivares
sobre la actividad metabdlica y antioxidante, distribucién
de asimilados, longitud del sistema radical, masa seca
de la parte aéreay del sistema radical, contenido relativo
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de agua o balance hidrico, asi como de la estabilidad de
la membrana celular.

Estudios realizados demuestran el efecto de los ané-
logos espirostanicos de brasinoesteroides sobre la
ultraestructura foliar (8) y la actividad de enzimas
antioxidantes (9) bajo estrés de altas temperaturas en el
cultivo del tomate. Sin embargo, existe muy poca infor-
macion sobre la accién de estos compuestos en plantas
tratadas en condiciones de déficit hidrico. Teniendo en
cuenta lo anteriormente expresado, el presente estudio
tuvo como objetivo central determinar el efecto antiestrés
del analogo de brasinoesteroide conocido como MH-5 so-
bre el crecimiento del arroz en condiciones de déficit hidrico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron 160 semillas maduras de
dos variedades cubanas de arroz con diferentes respues-
tas a las condiciones de déficit hidrico: Perla de Cuba
(Perla, tolerante) y Jucarito 104 (J-104, susceptible) (10).
Condiciones de cultivo. Los medios empleados para la
obtencidn de las plantulas contenian las sales minerales
MS (11), vitaminas, sacarosa 30 g.L™, agar 7 g.L y dife-
rentes concentraciones del analogo de brasinoesteroide
MH-5 (10, 10%, 102y 10" mg.L™"). Se utilizé un trata-
miento control, que no se le afiadio el analogo, para con-
formarse al final cinco variantes de medios de cultivo. El
pH fue ajustado a 5.8 y la esterilizacion se realiz6 en
autoclave a 120°C y 1.5 atmdsferas de presion durante
20 minutos.

La desinfeccion de las semillas, una vez
descascaradas, se efectud con cloro comercial al 2.5 %
durante 15 minutos. Se sembraron seis semillas por fras-
co, empleandose 10 por cada variante de medio de culti-
vo. Tanto la siembra como la desinfeccion se realizaron
en condiciones de asepsia bajo una camara de flujo lami-
nar. Los cultivos se mantuvieron a 27+ 2°C de temperatu-
ray un fotoperiodo de 16 h.

Alos 15 dias después de la siembra se determiné el
numero de semillas germinadas y a cinco plantulas obte-
nidas por cada variante de medio de cultivo se les evalua-
ron los siguientes caracteres: altura de la planta (cm)
(AP), nUmero de raices (NR), longitud del sistema radical
(cm) (LSR), masa fresca de la planta (g) (MFP), masa
seca de la planta (g) (MSP) y contenido relativo de agua
de la parte aérea (%) (CRA).

Posteriormente, se tomaron 15 plantulas de cada tra-
tamiento y se trataron con 5 mL de una solucién de PEG
(PM 6000), que simula un déficit hidrico de -1.0 MPa (12)
durante 24y 48 horas. Pasado este tiempo, se evaluaron
los caracteres anteriormente sefialados.

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado. Los
datos correspondientes a la germinacion de las semillas
se procesaron mediante un analisis de varianza, mien-
tras que en el resto de los caracteres, se realiz6 un ana-
lisis bifactorial docimandose, en ambos casos, las dife-
rencias significativas entre tratamientos, por la prueba de
Rangos Miiltiples de Duncan.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al valorar la germinacidn de las semillas ante dife-
rentes concentraciones del analogo de brasinoesteroide
(Tablal), se pudo detectar una estimulacion significativa
en ambas variedades, ocurriendo para la J-104 en todos
los niveles utilizados del analogo. Sin embargo, en Perla
se obtuvo este efecto con el empleo de las concentracio-
nes que estuvieron entre 10*y 102 mg.L™*, mientras que
al adicionar 10" mg.L" al medio de cultivo, se observé
que el porcentaje de germinacion fue igual al tratamiento
gue no incluyo el analogo.

La germinacion de las semillas ha sido estudiada
con muchos fines; en el caso del uso de los
brasinoesteroides, se ha encontrado un efecto favorece-
dor de estos compuestos, esencialmente en condiciones
de salinidad (13) y estrés hidrico (14), obteniéndose mejores
respuestas cuando las semillas son imbibidas en soluciones
a determinadas concentraciones de estos productos.

Tabla I. Comportamiento de la germinacion de las
semillas de dos variedades de arroz ante
diferentes concentraciones del analogo de

brasinoesteroide MH-5

Concentraciones Variedades

de MH-5 (mg.L™)

J-104 Perla
0 93.3 b 95.8 b
107 100.0 a 100.0 a
1073 100.0 a 100.0 a
1072 100.0 a 100.0 a
10t 100.0 a 95.8 b
CV (%) 11.4 9.17
ES (&) 1.04%* 0.98**

La Tabla Il muestra el comportamiento de la variedad
J-104 por efecto de las concentraciones del analogo MH-5
y diferentes tiempos de exposicién al PEG, donde se
observa que hubo una interaccidn significativa entre los
factores para los caracteres evaluados.

En cuanto a las plantulas que no fueron tratadas con
PEG-6000, se encontro que el analogo, en todos los ni-
veles empleados, no tuvo efecto significativo sobre el com-
portamiento del nimero de raices, la masa fresca de la
planta y el CRA, mientras que favorecié la masa seca
con la adicion de las concentraciones de 102y 10° mg.L™
al medio de cultivo. Por el contrario, el MH-5 disminuyo
significativamente el crecimiento en longitud de la raiz al
emplear concentraciones que estan entre 10*y 10?2 mg.L™.

Alas 24 h de aplicado el PEG, se detectd un efecto
positivo del analogo para la altura, teniendo este caracter
su mayor estimulacion a 10* mg.L?, aunque no difiere
significativamente del resto de las concentraciones estu-
diadas. Asi mismo, se incremento el estimulo que pro-
porciona este analogo en el nUmero de raices y la longi-
tud del sistema radical a las concentraciones de 102y
10" mg.L™. Del mismo modo ocurrié para la masa fresca
a 102 mg.L™"y también se observa, para el resto de los
caracteres como masa seca y CRA, en los tratamientos
que oscilan entre 10*y 102 mg.L " del producto.
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Sin embargo, a las 48 h de colocadas las plantulas
en la solucion estresante, el efecto del analogo se redu-
jo. Con respecto al control, se encontré un mayor esti-
mulo del MH-5 para la masa fresca a la concentracion de
102 mg.L"?, sin diferencias con los tratamientos que in-
cluyeron a los niveles de 10y 102 mg.L; mientras que
en la masa seca, se observa a los niveles que estan por
encima de 10 mg.L" del analogo de brasinoesteroide.
En este momento, se obtienen los valores mas bajos del
CRA solo favorecidos por el analogo a las concentracio-
nes de 102y 10" mg.L™.

Cabe resaltar que para esta variedad, considerada
susceptible, a las 24 horas de mantener las plantulas en

la solucién de PEG 6000, si bien el CRA disminuy6
significativamente, alin no hubo afectaciones sensibles
en las variables de crecimiento de las plantulas del trata-
miento control y, en estas condiciones, se evidencio que
la adicién de MH-5 a una concentracion de 10° mg.L* de
MH-5, mantuvo altos los niveles de CRAY, por ende, favo-
recio significativamente el crecimiento de las plantulas.
Sin embargo, cuando se prolonga el contacto con la so-
lucién de PEG a 48 horas, esa concentracion de MH-5
sol6 logré mejorar el CRA y la masa seca de la planta.
Alvalorar el comportamiento de la variedad Perla (Ta-
bla Ill) se aprecia, al igual que para la J-104, una
interaccion significativa entre los factores para los carac-

teres estudiados.

Tabla ll. Comportamiento de la variedad J-104 ante diferentes concentraciones del andlogo MH-5y duracion
de los tratamientos con PEG

Concentraciones de MH-5 Duracién del AP NR LSR MFP MSP CRA

(mg.L™h) periodo de estrés (cm) (cm) (@) (@) (%)
0 23.4b 9.2 ab 5.24 a 0.168d 0.0216 d 86.9 a
10 22.0 bc 9.0 ab 3.08¢c 0.184 cd 0.0222 d 85.9 a
1073 Oh 25.7 ab 8.8 ab 4.28 b 0.172 cd 0.0268 ¢ 85.1a
1072 25.4 ab 8.8 ab 4.82b 0.186 cd 0.0295 b 85.4 a
10" 23.7b 7.8b 5.90 a 0.176 cd 0.0220d 85.8 a
0 235hb 8.8 ab 454 b 0.214 bc 0.0290 b 66.4 c
10 26.6 a 8.7 ab 4.26 b 0.228 bc 0.0380 a 74.8b
10°® 24h 25.1 ab 8.8 ab 454 b 0.232 bc 0.0350 a 84.2 a
1072 24.5 ab 9.7a 5.88 a 0.286 a 0.0370 a 83.0 a
107 24.4 ab 9.8 a 5.86 a 0.208 ¢ 0.0287 b 829 a
0 22.1 bc 9.0 ab 5.02 ab 0.184 cd 0.0118 e 52.8d
10 209c 9.2 ab 4.30b 0.236 bc 0.0118 e 54.7d
107 48h 20.7 ¢ 9.2 ab 432 Db 0.246 b 0.0221d 55.2d
1072 226 b 9.2 ab 4.42 b 0.234 bc 0.0223 d 63.2c
10 22.2b 9.2 ab 454 b 0.206 ¢ 0.0218d 65.6 C
ES(t) 0.67** 0.39** 0.41** 0.01** 0.01** 1.65**

CV % 2.84 4.41 8.62 4,78 5.19 2.23

Tabla Ill. Comportamiento de la variedad Perla ante diferentes concentraciones del anadlogo MH-5 y dura-
cion de los tratamientos con PEG

Concentraciones de MH-5 Duracién del AP NR LSR MFP MSP CRA
(mg.L™) periodo de estrés (cm) (cm) (@) (C)) (%)

0 23.3ab 10.0a 35¢c 0.224 b 0.0210d 87.4 a
10* 24.1a 46d 6.32 a 0.264 a 0.0281 b 87.7 a
107 Oh 24.3 a 7.2c¢c 6.36 a 0.264 a 0.0293 b 86.9 a
1072 25.1a 7.2c¢c 6.46 a 0.262 a 0.0295 b 87.7 a
10* 23.1 ab 7.8¢c 5.74 ab 0.226 b 0.0275 b 87.9 a

0 24.1a 10.4 a 5.16 b 0.206 b 0.0237 ¢ 77.3 ¢
10* 24.4 a 9.6 a 6.36 a 0.274a 0.0329 ab 83.7 ab
107 24h 24.8 a 9.6 a 6.48 a 0.266a 0.0336 ab 84.7 ab
1072 245 a 9.8a 6.44 a 0.256a 0.0322 ab 83.9 ab
10* 24.3 a 9.7 a 5.10b 0.214 b 0.0235¢c 81.5 bc

0 226b 8.8b 5.28b 0.192 b 0.0241 c 72.7¢c
10™* 24.7 a 8.3b 6.40 a 0.244 a 0.0351 a 87.1a
1073 48h 24.4 a 8.6 b 6.38 a 0.256 a 0.0357 a 87.2 a
1072 25.4 a 8.8 b 6.42 a 0.256 a 0.0348 a 86.3 a
10* 23.2 ab 8.2b 5.94 ab 0.198 b 0.0239 ¢ 86.3 a

ES (1) 0.77** 0.37** 0.29** 0.01** 0.001** 1.53**
CV % 3.18 4.31 5.05 4.81 1.00 1.82
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En relacién con las plantulas que no se trataron con
la solucion de PEG, se constaté que el MH-5 disminuy6
de forma significativa el nUmero de raices. En cambio,
este analogo, en todas las concentraciones estudiadas,
aumenté significativamente tanto la masa seca como la
longitud del sistema radical, mientras que para la masa
fresca se obtuvo una estimulacién en el intervalo de 10y
102mg.L?, concentraciones donde en el caso de la altu-
ra, los valores no difieren significativamente de los res-
tantes tratamientos aplicados. Se destaca a su vez que,
en estas condiciones, todos los tratamientos mostraron
niveles similares de CRA.

Transcurridas 24 horas de incubar las plantulas a-1.0 MPa,
el MH-5 fue capaz de incrementar significativamente la
longitud del sistema radical, las masas fresca y seca, y
el CRA con el uso de las concentraciones de 10* a 102mg.L™.
Por otra parte, mantuvo sin variaciones el comportamien-
to de las variables altura y nUmero de raices, en este Ulti-
mo caso contrario a lo obtenido cuando las plantulas no
fueron tratadas con PEG-6000.

Después de incubar las plantas durante 48 horas
con el PEG, se pudo evidenciar que la variedad Perla
manifesto diferente respuesta ala J-104 (susceptible) pero
similar a lo observado a las 24 horas de tratar las
plantulas, pudiendo notarse que, teniendo como referen-
cia al control, el analogo, especificamente en las con-
centraciones que oscilan entre 10* y 102 mg.L™,
incrementé significativamente la altura de las plantulas,
la longitud del sistema radical, las masas frescay secay
el CRA.

De lo anteriormente expuesto, se observé que tanto
a las 24 como a las 48 horas de tratar las plantulas con
PEG y la adicién al medio de cultivo de la menor concen-
tracién del analogo de brasinoesteroide MH-5, es decir
10“ mg.L?, se estimularon significativamente la mayoria
de los caracteres evaluados, indicando la factibilidad del
empleo de este compuesto a bajas concentraciones.

Las aplicaciones de los brasinoesteroides han sido
extensas y muy exitosas y, aunque los mecanismos de
accion de estos compuestos no estan del todo esclareci-
dos, se ha detectado en diferentes cultivos un efecto
estimulador, a concentraciones mucho mas bajas que cuan-
do se utilizan otras hormonas vegetales, en el crecimiento
de las plantas especificamente a favor de los caracteres
como la altura y la produccién de materia seca (15, 16).
Sin embargo, en relacién con el crecimiento de las raices
se han informado resultados contradictorios, encontran-
dose en algunos ensayos incrementos y en otros inhibi-
cion (17, 18), coincidiendo en este ultimo criterio con lo
planteado anteriormente para la variedad Perla cuando
se evalud el nUmero de raices y en la J-104 en relacién
con lalongitud del sistema radical. Este comportamiento
puede estar dado por la forma de aplicacion del producto,
es decir, por imbibicién de las semillas o por aspersion
foliar, que aunque este aspecto no fue objeto de estudio
en este trabajo, es importante tener en consideracion.
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En condiciones de estrés, han sido indicados los
efectos favorables que inducen estos compuestos
incrementando la tolerancia a estrés, siendo mucho mas
marcada en los cultivares tolerantes, criterios que se co-
rresponden con los que enfatizan la utilidad de estos nue-
vos biorreguladores en la tolerancia a estrés abiético. Por
ejemplo en arroz, para la tolerancia al frio, se sugiere el
tratamiento con la homobrasinélida BR-120 (19), porque
permite un desarrollo mas vigoroso de las plantas y
especificamente del sistema radical, en cuanto a longi-
tud y masa seca en relacién con las plantas no tratadas
con el compuesto. Este sefialamiento esta en corres-
pondencia con lo encontrado en este estudio, que aun-
gue se detectaron diferencias entre las variedades en
cuanto al crecimiento de la raiz tanto en longitud como
en namero, por efecto del analogo, estas pudieran estar
asociadas con los mecanismos que las plantas desarro-
llan para sobrevivir en condiciones de estrés hidrico, siendo
mas favorecidas cuando se afiaden concentraciones del
analogo de brasinoesteroide, comportamiento que revis-
te singular importancia teniendo en cuenta una de las
caracteristicas fundamentales de las especies resisten-
tes y/o con adaptabilidad a la sequia, que es poseer un
sistema radical profundo y desarrollado que le permita a
la planta ante bajos potenciales hidricos continuar su cre-
cimiento a través de la absorcion de la humedad presen-
te a una mayor profundidad del suelo (2, 20).

Por otra parte, el empleo de otro analogo espirostanico
de brasinoesteroide, BB-16, estimulo las actividades de
algunas enzimas antioxidantes de plantulas de arroz
J-104 crecidas en medio de cultivo suplementado con
NaCl (21). Del mismo modo, otros evaluaron el efecto del
pretratamiento de semillas de maiz con la brasinélida (22)
sobre el comportamiento de plantulas de dos variedades
sometidas a déficit hidrico simulado con PEG-6000
(-1.0 MPa) durante 48 horas y detectaron que para la
variedad tolerante la concentracién de 12,5 mg.L™* man-
tuvo un mayor contenido relativo de agua y menor
conductividad relativa y tasa de transpiracion durante el
periodo de estrés.

A partir de los resultados expuestos, se pudo com-
probar la efectividad del uso del analogo de
brasinoesteroide MH-5, siendo capaz de favorecer la res-
puesta de las plantas ante condiciones de déficit hidrico.
Por otra parte, se constat6 que desde que las plantulas
fueron incubadas en la solucién de -1.0 MPa por 24 h, fue
posible detectar una respuesta diferenciada de las varie-
dades a las concentraciones utilizadas, correspondién-
dose con su grado de tolerancia al déficit hidrico,
obteniéndose los mejores resultados con la adicion de
102 mg.L*y 10* mg.L™ en el medio de cultivo para las
variedades susceptible y tolerante, respectivamente, lo
gue evidencié las potencialidades antiestrés de este ana-
logo espirostanico de brasinoesteroide.
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