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INFLUENCIA DE ANALOGOS DE BRASINOESTEROIDES
EN LA RESPUESTA DE PLANTAS DE TOMATE A DIFERENTES

ESTRES AMBIENTALES

L. M. Mazorra”y Miriam Nufiez

ABSTRACT. The effect of brassinosteroid analogs on the
behaviour of young tomato plants under water deficit and the
changes of some antioxidant enzymes of foliar discs under
high temperature stresswere studied in the present work. Two
experimentswere conducted, at thefirst one, the effect of pre-
treated tomato seeds (var. Amalia) was evaluated for eigth
hours with BB-6 solutions (0, 0.01 and 0.05 mg.L™) on some
plant growth and biochemical indicators after 72 hours of
irrigation suspension. At the second one, the response of
antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase and
peroxidase) was studied in tomato foliar discs from the same
variety incubated with MH-5 and 24-epibrassinolide sol utions
(0,0.001 and 0.005 mg.L ™) and submitted to high temperature
stress (40°C) for two hours. Results showed that plants from
treated seeds with 0.01 mg.L™* BB-6 solution presented a
dlightly more favorable foliar water status, providing alesser
reduction of shoot height and diameter after 72 hours of
irrigation suspension. Under high temperature stress
conditions, treatmentswith natural 24-epibrassinolide (EPIBR)
and synthetic analog MH-5 enhanced the activity of the three
antioxidant enzymes evaluated. It is suggested that these
brassinosteroid analogs could protect tomato plants under
water and high temperature stress conditions.

Key words. brassinosteroids, tomatoes, drought stress,
heat stress

INTRODUCCION

Los brasinoesteroides son nuevas sustancias natura-
les promotoras del crecimiento de las plantas a muy bajas
concentraciones, con multiples efectos fisiolégicos que
incluyen el alargamiento celular, la diferenciacion vascular,
etiolacion, desarrollo de la reproduccion, entre otros. El
papel de los brasinoesteroides en el incremento de la tole-
rancia de las plantas ante diferentes condiciones de estrés
ha sido informado por varios autores (1, 2). Asi, se ha
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RESUMEN. En € presentetrabajo seestudio € efecto deané
logos de brasinoesteroides en el comportamiento de plantas
jovenes de tomate sometidas a déficit hidrico, asi como los
cambios en algunas enzimas antioxidantes de discos foliares
ante el estrés de altas temperaturas. Se gjecutaron dos experi-
mentos, en el primero se evalud el efecto que gercio el
pretratamiento durante ocho horasalas semillasdetomate var.
Amaliacon solucionesdel andogo BB-6(0,0.01y 0.05 mg.L™) en
algunosindicadoresdel crecimientoy bioquimicosdelasplan-
tas después de 72 horas de suspensién del riego. En el segun-
do, se estudi6 la respuesta de las enzimas antioxidantes
(catal asa, superdxido dismutasay peroxidasa) dediscosfoliares
detomate de lamismavariedad incubados con soluciones del
andogo MH-5y de 24-Epibrasindlida(0, 0.001y 0.005 mg.L %)
y sometidas a un estrés de altas temperaturas (40°C) por dos
horas. Los resultados demostraron que las plantas proceden-
tes de semillas tratadas con solucion de 0.01 mg.L™ de BB-6
presentaron, después de 72 horas de suspension del riego, un
estado hidrico foliar ligeramente més favorable, lo que reper-
cutio en una menor reduccion de la aturay el diametro del
tallo. En condiciones de estrés de altas temperaturas, tanto el
brasinoesteroide natural 24-Epibrasindlida (EPIBR) como el
analogo sintético MH-5 estimularon la actividad de las tres
enzimas antioxidantes eval uadas. Se sugiere que estos analo-
gos de brasinoesteroides pudieran proteger a las plantas de
tomate ante €l estrés hidrico y de altas temperaturas.

Palabras clave: brasinoesteroides, tomate, estrés de sequia,
estréstérmico

demostrado, por ejemplo, que el pretratamiento de semi-
llas de maiz con 12.5 mg.L™* de brasindlida puede ser
usado para disminuir las pérdidas del cultivo debido a la
sequia; sin embargo, segun los autores, es necesaria la
evaluacion individual de los cultivares (3). Por otra parte,
se ha estudiado también que el tratamiento de semillas
de pepino con 24-epibrasindlida en concentraciones en-
tre 0.01 y 10 mg.L* increment6 la tolerancia al choque
térmico (48°C 90 minutos) de las posturas y esta toleran-
cia esti asociada con la estimulacion de la actividad de
algunos sistemas antioxidantes (4).

En Cuba, desde principios de la década de los no-
venta, se ha venido investigando en la actividad biol6gica
y las aplicaciones practicas de analogos espirostanicos
de brasinoesteroides (5) y diversos autores han informa-
do sobre la influencia de estos compuestos en el creci-
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miento y rendimiento de algunos cultivos (6, 7, 8, 9, 10)
de importancia econdémica; sin embargo, muy poco se
conoce de los efectos que estos analogos pueden provo-
car en el comportamiento de las plantas ante diferentes
estrés ambientales, asi como el papel que pudieran des-
empenfar los sistemas de defensa antioxidante en los
mecanismos de tolerancia al estrés inducida por estos
biorreguladores.

El presente trabajo tiene como objetivo primordial
evaluar la influencia de algunos de estos analogos en el
comportamiento de plantas jovenes de tomate someti-
das a un periodo corto de déficit hidrico, asi como en su
actividad antioxidante en condiciones de estrés de altas
temperaturas.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del trabajo se ejecutaron dos ex-
perimentos en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas.
Experimento 1. Se trataron las semillas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) variedad Amalia durante
ocho horas con tres concentraciones (0, 0.01y 0.05 mg.L™)
de una formulacién conocida como BIOBRAS-6 (BB-6),
la cual tiene como ingrediente activo un analogo
espirostanico de brasinoesteroides (C, O H, ) (11) y es
producida por el Centro de Estudios de Productos Natu-
rales de la Universidad de La Habana. Posteriormente,
las semillas se secaron al aire y sembraron en recipien-
tes de 6 dm?* de capacidad en un sustrato compuesto por
suelo Ferralitico Rojo compactado y materia orgénica (1:1).
Se utilizaron 16 recipientes por tratamiento y tres plantas
por recipiente. Treinta dias después de la siembra, las
plantas de cada tratamiento se dividieron en dos grupos,
uno continué regdndose diariamente (R), y al otro se le
suspendio el riego durante 72 horas (E). Al final del perio-
do de estrés se realizaron diferentes evaluaciones rela-
cionadas con el crecimiento (longitud y diametro del ta-
llo, masa seca por 6rganos y total), las relaciones hidricas
(potencial hidrico foliar y contenido relativo de agua) y la
bioquimica (clorofilas totales, proteinas solubles, prolina
y actividad de la enzima nitrato reductasa) de las plan-
tas, realizadas estas Ultimas segiin metodologias des-
critas anteriormente (6).

Para evaluar los indicadores de crecimiento se se-
leccionaron 12 plantas por tratamiento, mientras que para
el resto de los indicadores se utilizaron la tercera y cuar-
ta hojas de seis plantas como minimo y en el caso de las
determinaciones bioquimicas se conformaron tres mues-
tras por cada uno de los tratamientos y a cada muestra
se le hicieron las determinaciones por triplicado.

Los datos obtenidos se procesaron estadisticamente
mediante el calculo de la media, el error estandar y el
intervalo de confianza a una probabilidad del 95 % .
Experimento 2. Los discos de hojas de plantas de toma-
te variedad Amalia de 15 dias de edad, las cuales fueron
crecidas en camara de crecimiento en condiciones semi-
controladas (25+2°C, 16 horas de luzy 18+2°C, 8 horas

de oscuridad) se preincubaron a 25°C durante 24 horas
en soluciones (0, 0.001y 0.005 mg.L™") de 24-epibrasindlida,
el cual fue suministrado por Beak Consultants Ltd (Toronto,
Canadd) y de una formulacion conocida como MH-5, la
cual tiene como ingrediente activo un analogo
espirostanico trihidroxilado de brasinoesteroides (C,,O H,,)
(12) de igual procedencia que el utilizado en el experi-
mento anterior. Posteriormente, se sometieron a 40°C
durante dos horas. Al final del tratamiento térmico, los
discos (0.25 g) fueron homogenizados en 2 mL de 50 mM
de tampdn fosfato pH 7.8 que contiene 0.1 mM de
Na EDTA, 1.5% (p/v) de PVPPy 0.1% (v/v) de Triton X-100.
El homogenato se centrifugd a 4°C durante 10 minutos a
10 000 gy con el sobrenadante se realizaron las determi-
naciones de las actividades de las enzimas catalasa
(CAT), peroxidasa (POX) y superoxido dismutasa (SOD),
siguiendo las metodologias descritas anteriormente (13).
La unidad de actividad peroxidasa se definié como la can-
tidad de enzima que causa un incremento de 0.1 en la
absorbancia por cada minuto de reaccion a 25°C. La uni-
dad de superdxido dismutasa se definié como la canti-
dad de extracto enzimatico que provoca una disminucion
en un 50 % de la reduccion de la inhibicion del NBT. La
unidad de catalasa es la cantidad de enzima que des-
compone 1 umol de H,O, durante un minuto a 25°C. Los
datos obtenidos se procesaron estadisticamente median-
te andlisis de varianza utilizando modelo de clasificacion
simple, reflejandose la media y el error estandar de cada
uno de los tratamientos.

RESULTADOS

El tratamiento a la semilla con BB-6 no provocé
modificaciones en la longitud del tallo de las plantas que
se mantuvieron regadas; no obstante, la reduccién que
se indujo en esta variable por el déficit hidrico fue menor
(4.8 %) en el tratamiento de 0.01 mg.L™* en comparacién
con el control y la concentracién de 0.05 mg.L?, las cua-
les presentaron reducciones de 9.15y 9.01 %, respecti-
vamente (Tablal).

Tabla I. Influencia del pretratamiento de las semi-
[las con BIOBRAS-6 en el comportamiento
delalongitudy el didmetro del tallo de plan-
tas jovenes de tomate var. Amalia en dos
condiciones de suministro hidrico

Tratamientos Longitud dd talo (cm) Diametro dd talo (mm)
R E R E
Control 25144042 22841056 6.66£0.21  592+0.12
001mgL'BB-6 25264043 24.04+050 6.84+0.20 6.28+0.14
005mgL'BB-6 25414044 2312+066 6.42+0.15 6.12+0.10
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Los mayores diametros promedio en ambas condi-
ciones de suministro hidrico se obtuvieron con el trata-
miento de 0.01 mg.L™" de BB-6 ; sin embargo, la menor
reduccién de esta variable inducida por el estrés se obtu-
vo con la concentracion de 0.05 mg.L™.
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Las variaciones en la masa seca por 6rgano y total
(Figura 1) reflejaron que en las plantas regadas, el
pretratamiento de las semillas con BB-6 estimulé ligera-
mente, aunque no significativamente, la masa seca por
organosy, por ende, la masa seca total, obteniéndose en
este dltimo indicador incrementos de 13.2 'y 14 % para
las concentraciones de 0.01 y 0.05 mg.L™, respectiva-
mente. Sin embargo, las plantas tratadas sometidas a
esta condicion de estrés, aln cuando presentaron, en
comparacion con las plantas regadas, porcentajes de
reduccion de este indicador ligeramente superiores (10.1
y 7.8 %) a los exhibidos por las plantas controles (4.3 %),
los valores promedio de las plantas estresadas fueron
similares.
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Figura 1. Influencia de diferentes concentraciones
de BB-6 en la masa seca por ndrganos y
total de plantas jévenes de tomate var.
Amaliasometidas ados condiciones de su-
ministro hidrico

En cuanto alos indicadores de las relaciones hidricas
(Tabla I1), se observé que las plantas regadas presenta-
ron valores similares del potencial hidrico foliar; sin em-
bargo, en las plantas que fueron sometidas a la suspen-
sion del riego, el estado hidrico mas favorable lo presentaron
aquellas cuyas semillas fueron tratadas con 0.01 mg.L™* de
BB-6. Las plantas procedentes de semillas tratadas con
0.05 mg.L™ presentaron valores similares a las plantas
controles. Por su parte, el contenido relativo de agua re-
flejo que las plantas procedentes de semillas tratadas
con la dosis superior de BB-6 presentaron valores
significativamente inferiores de este indicador en condi-
ciones de estrés.

Tabla Il. Efecto del BIOBRAS-6 en dos indicadores
de las relaciones hidricas de plantas jove-
nes de tomate var. Amalia en dos condi-
ciones de suministro hidrico

Traaniaios  Riedd hicioofdiar (-MFg) CRA (%
R E E
Conird 016002 04002  S784014 7733042

00LnglL'BB-6 015001
006nyL'BB6 014001

0.38+0.01*
0514003

B&EHLE B2
BB BOHLS
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*Diferencia significativa en relaciéon con el tratamiento control

La condicion de estrés indujo en las plantas contro-
les una disminucion ligera de la actividad de la ANR y un
incremento de las concentraciones de prolina y proteinas
solubles; mientras que las clorofilas totales apenas se
alteraron (Tabla I11). En el caso especifico de las plantas
procedentes de semillas tratadas con 0.01 mg.L™ de BB-6,
la condicion de estrés no modifico ni la actividad de la
nitrato reductasa ni la concentracién de proteinas solu-
bles; sin embargo, hubo unincremento en la concentra-
cion de prolina, aunque éste fue muy inferior al del resto
de los tratamientos y hubo una disminucién de la con-
centracién de clorofilas totales, pero éstas no difirieron
significativamente del control en esta condicion.

Estos resultados unidos al comportamiento mostra-
do por los indicadores de las relaciones hidricas y del
crecimiento demostraron que el pretratamiento de las
semillas de esta variedad durante ocho horas con
0.01 mg.L* de BB-6, al parecer, potencid la tolerancia de
las plantas a esta condicion de estrés.

En relacion con el experimento 2, el brasinoesteroide
natural EPIBR incremento significativamente la actividad
de la superoxido dismutasa a 40°C, detectdndose el mis-
mo efecto para las dos concentraciones utilizadas. De
igual manera, los discos tratados con el andlogo MH5
mostraron mayor actividad superdxido dismutasa, a pe-
sar de que los incrementos absolutos de esta actividad
fueron superiores a los provocados por la EPIBR (Figura 2).
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Tablalll. Influencia del tratamiento con BIOBRAS-6 en algunos indicadores bioquimicos de plantas jovenes
de tomate var. Amalia en dos condiciones de suministro hidrico

Tratamientos Clorofilas totales ANR Prolina Proteinas solubles
(mg/cm?) (umoles NO2/h/gmf) pg/g mf (mg/g mf)
R E R E R E
Control 1.19+0.03 1.25+0.02 3.13+0.04 2.53+0.12 5.27+0.12 18.00+£0.06 6.48+0.13 8.15+0.33
0.01mg.L*BB-6  1.39+0.02* 1.15+0.04 3.02+0.08 3.05+0.15 3.59+0.28*  9.74+0.09* 6.46+0.05 6.88+0.28
0.05mg.L*BB-6 1.31+0.00* 0.86+0.05* 2.69+0.09 2.70+0.02 5.07+0.09 14.16+0.31* 8.22+0.04* 7.18+0.32

Diferencia significativa en relacion con el tratamiento control
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Figura 2. Influenciade la 24-Epibrasindliday del ana-
logo MH5 en la actividad de las enzimas
peroxidasa, catalasa y superoxido
dismutasaen condiciones de estrés de ca-
lor (40°C durante dos horas). Las barras
blancas, rayadas y oscuras representan las
concentraciones 0,0.005y 0.001 mg.L™" res-
pectivamente
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Al analizar los efectos de ambos reguladores en la
actividad de la peroxidasa, se constata que ellos promue-
ven de manera significativa la actividad de dicha enzima,
observandose igualmente que no hay dependencia de la
concentracidn en los comportamientos de la enzima. La
EPIBR, ademés, aument? la actividad catalasa; sin em-
bargo, en este caso, su efecto si dependio de la concen-
tracion, manifestandose en que la concentracion de
0.001 mg.L™" no afecté la actividad catalasa. Contrario a
lo que ocurre con EPIBR, ambas concentraciones del ana-
logo estimularon la actividad catalasa a 40°C (Figura 2).

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo demostraron que
la suspensién del riego durante 72 horas a plantas de
tomate variedad Amalia provocé un déficit hidrico ligero
en ellas, independientemente del tratamiento, caracteri-
zado por una disminucion del potencial hidrico foliar y del
contenido relativo de agua. No obstante, se debe desta-
car que las plantas estresadas provenientes de semillas
tratadas con 0.01 mg.L™* de BB-6 presentaron los mayo-
res valores de potencial hidrico y de CRA, lo que indica
gue ellas poseian un estado hidrico més favorable, lo cual
fue reafirmado al analizar la concentracion de prolina, ya
gue este tratamiento fue el que exhibidé un incremento
inferior de este indicador, cuya acumulacion esta consi-
derada por varios autores como un sintoma de estrés (14).

El estado hidrico mas favorable que presentaron las
plantas del tratamiento de 0.01 mg.L™* de BB-6 se revirtio
en una reduccién menor de la longitud y el diametro del
tallo en esta condicion de estrés en comparacion con las
plantas controles; sin embargo, la masa seca por 6rga-
nos y total presentaron magnitudes similares.

Los efectos que los tratamientos con brasinoesteroides
han ejercido en plantas sometidas a déficit hidrico han
sido informados por diversos autores (15, 16, 17). Asi, en
trigo cv. HD2329 se demostré que el tratamiento a las
semillas con homobrasindlida incrementé la germinacion,
la actividad a-amilasay las proteinas solubles totales en
posturas de dos dias de edad y la longitud del tallo en
posturas de cuatro dias con estrés de humedad y sin él
inducido por polietilenglicol (18). De igual forma, se de-
mostrd que el tratamiento con epibrasindlida y acido
abscisico en plantas de sorgo increment6 la capacidad
de supervivencia de las mismas en condiciones de déficit
hidrico severo (19). Esta respuesta se debid no sélo aun
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incremento de la retencidn de agua sino también a un
aumento de la tolerancia fisiol6gica a un estado hidrico
bajo (20).

Los resultados del presente trabajo demostraron que
los analogos espirostanicos de brasinoesteroides pue-
den potenciar la tolerancia de las plantas al déficit hidrico,
aunque resulta vital considerar la concentracion a utilizar,
aspecto que ha sido informado con anterioridad por otros
autores (13).

El estrés de altas temperaturas puede conducir a la
produccion en exceso de radicales activos de oxigeno
que incluyen el radical hidroxilo, superéxido y el peréxido
de hidrégeno y provocar un estrés oxidativo (21). Se co-
noce que la actividad de los sistemas de defensa
antioxidantes puede estar involucrada en la resistencia
de las plantas a muchos tipos de estrés (22, 23, 24). La
superoxido dismutasa estad involucrada en la
desintoxicacion de radicales superéxido, especie dafiina
para las células. Los incrementos de la actividad de esta
enzima como consecuencia de la aplicacion de estos
biorreguladores indica que estos pudieran participar en la
eliminacidon de posibles niveles téxicos del radical
superéxido. Sin embargo, la accién de la superdxido
dismutasa puede generar perdxido de hidrégeno, espe-
cie que aun es dafiina para los tejidos. Su posible elimi-
nacion en los tejidos foliares puede ocurrir através de la
enzima catalasa o por la ascorbato peroxidasa (25). Las
peroxidasas no especificas de plantas participan igual-
mente en el balance de especies activas de oxigeno. Los
resultados sugieren que los posibles excesos de estos
radicales que resultan de la exposicion de los tejidos al
estrés de altas temperaturas, pudieran ser controlados
por la accion combinada de las enzimas estudiadas, las
gue a su vez son inducidas por la aplicacién exégena de
brasinoesteroides. Se sugiere que tanto el
brasinoesteroide natural como el analogo sintético pudie-
ran estimular la tolerancia de los tejidos a las altas tem-
peraturas.

Los resultados del presente trabajo sugieren que tanto
el BB-6 como el MH-5, que son anélogos con modifica-
ciones estructurales en la cadena lateral, pudieran, al igual
gue los brasinoesteroides naturales, proteger a las plan-
tas ante el estrés hidrico y de altas temperaturas.
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