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EFECTO DE LOS BRASINOESTEROIDES Y UN INHIBIDOR
DE SU BIOSINTESIS EN PLANTULAS DE DOS VARIEDADES
DE TOMATE SOMETIDAS A ESTRES SALINO

Effect of brassinosteroids and its biosynthesis inhibitor in two varieties
of tomato’s seedlings under salt stress
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ABSTRACT. Brassinosteroids (BRs) are currently
considered the sixth class of plant hormones. In recent
years, several authors have studied the BR protection
conferred to the plants to certain types of biotic and
abiotic stress. In this study, germination, early growth,
levels of proline and malondialdehyde (MDA) and the
peroxidase activity of two tomato varieties (INCA 9(1)
and Amalia) subjected to salt stress and treated with a
natural brassinosteroid (24-epibrassinolide, EBL), an
spirostanic analogue of brassinosteroid (Biobras-16)
and an inhibitor of the biosynthesis of brassinosteroids
(Brz2001) were evaluated. Seeds of these varieties were
treated for four hours with EBL (0,1umol.L") Biobras-16
(0,1umol.L") Brz2001 (10 pmol.L"), and the combination
of brassinosteroids with the inhibitor. Later, they were
then placed in Petri dishes for seven days in the presence
or absence of NaCl 75 mmol.L'. It was evidenced that
both brassinosteroids regained the germination of NaCl
stressed-seeds, while the Brz2001 with NaCl inhibited
germination. In the case of growth, EBL protected the
stem length and the dry mass of the stressed seedlings,
while it had a negative effect on root length. Proline levels
and peroxidase activity increased in all treatments except
the control, whereas MDA levels remained unchanged
in all treatments. EBL reduced proline levels in stressed
seedlings.
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RESUMEN. Los brasinoesteroides (BRs) estan considerados
actualmente la sexta clase de hormonas vegetales. En los
ultimos afios, varios autores han estudiado la proteccion que
los BR le confieren a las plantas ante determinados tipos
de estrés tanto bidticos como abidticos. En este trabajo se
evaluo la germinacion, el crecimiento inicial, los niveles de
prolina y malondialdehido (MDA) y la actividad peroxidasa
de dos variedades de tomate (INCA 9(1) y Amalia) sometidas
a estrés salino y tratadas con un brasinoesteroide natural
(24-epibrasindlida, EBL), un analogo espirostanico de
brasinoesteroide (Biobras-16) y un inhibidor de la biosintesis
de los brasinoesteroides (Brz2001). Para ello semillas de
estas dos variedades se trataron durante cuatro horas con EBL
(0,1umol.L"), Biobras-16 (0,1umol.L-"), Brz2001
(10 umol.L'"), y la combinacion de los brasinoesteroides
con el inhibidor. Posteriormente se colocaron, en placas Petri
durante siete dias, en presencia o no NaCl (75 mmol.L'"). Se
evidencid que ambos brasinoesteroides lograron recuperar la
germinacion de las semillas estresadas con NaCl, mientras
que el Brz2001 con NaCl inhibi6 la germinacion. En el
caso del crecimiento se evidencio un efecto protector de la
EBL en la longitud del tallo y la masa seca de las plantulas
estresadas, mientras que en la longitud de la raiz tuvo
un efecto negativo. Los niveles de prolina y la actividad
peroxidasa aumentaron en todos los tratamientos excepto el
control, mientras que los niveles de MDA se mantuvieron
inalterables en todos los tratamientos. En el caso de la prolina
la EBL logré reducir estos niveles en las plantulas estresadas.

Palabras clave: brasinoesteroides, salinidad, tomate,
germinacion, crecimiento

INTRODUCCION

Los brasinoesteroides (BRs) estan considerados
actualmente la sexta clase de hormonas vegetales.
Estos compuestos naturales, que estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, tienen efectos
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pleiotropicos en las plantas, entre los que se destaca su
efecto estimulador del crecimiento (1) por estimulacién
del alargamiento celular y regeneracién de la pared
celular provocando un incremento de la biomasa y del
rendimiento. Ademas, se encuentran involucrados en
la desdiferenciacion de protoplastos y la regulacion de
la diferenciacion de elementos traquearios (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 biéticos como
abidticos (3, 4). Entre estos se encuentran altas y
bajas temperaturas (5), sequiay salinidad (3) y exceso
de metales pesados (6, 7). Ademas disminuyen los
efectos del estrés causado por la falta de nutrientes
y también incrementan la resistencia a herbicidas y a
agentes patogenos (2).

La 24-epibrasindlida (EBL) es el brasinoesteroide
natural mas usado internacionalmente para estudiar
los efectos de esta familia de compuestos en las
plantas, y diversas han sido las formas de aplicacién y
las concentraciones empleadas. También, para realizar
experimentos actualmente se utilizan analogos, que
son portadores de modificaciones en su estructura
y, por tanto, en su actividad bioldgica, como es el
Biobras-16 (BB-16). Este ultimo es una formulacion
que se sintetiza en nuestro pais, en el Centro de
Estudios de Productos Naturales de la Facultad de
Quimica de la Universidad de la Habana, que ha tenido
muy buenos resultados en la agricultura (8).

El Brz2001 es un inhibidor de la biosintesis de
los brasinoesteroides. Este inhibidor induce cambios
morfologicos en las plantas tales como enanismo
y alteraciones en las hojas con encrespamiento
de los bordes y color verde oscuro. Estos cambios
son revertidos por la brasindlida. A pesar de que
la estructura del Brz2001 es similar al uniconazol,
un inhibidor de la biosintesis de giberelina, las
plantas tratadas con Brz2001 mostraron muy poca
recuperacion con la adicién de acido giberélico. La
comparacién de las respuestas en plantas de berro
tratadas con brasinazol y Brz2001 han demostrado
que este ultimo es un inhibidor mas especifico de
la biosintesis de los brasinoesteroides. Su efecto
se ha demostrado en plantas dicotiledéneas como
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Nicotiana tabacum L.
y Lepidium sativum L., pero en monocotileddoneas como
arroz no produce ningun cambio. El Brz2001 se ha
utilizado como complemento a los mutantes deficientes
de BRs para dilucidar diferentes mecanismos de
accion de estos compuestos en las plantas (9). En
este estudio se utiliza para disminuir el contenido
enddgeno de brasinoesteroides y observar el efecto
que esta deficiencia pudiera tener en la respuesta de
las plantulas al estrés salino.

La salinidad es uno de los estrés mas perjudiciales
para las plantas. Las semillas son las primeras en
enfrentar las condiciones de estrés, ya que la salinidad
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afecta tanto la reanudacion del crecimiento activo del
embrién como el crecimiento inicial de la plantula,
a través de su influencia sobre diferentes procesos
fisioldgicos y bioquimicos. Los principales efectos
que causa la presencia de sales en el medio son la
disminucion de la absorciéon de agua por las raices
(efecto osmoético), la absorcion especifica de iones que
pueden provocar toxicidad y el desbalance nutricional
provocado por modificaciones en la absorcion de
nutrientes esenciales (10).

Existen algunos estudios que plantean la
induccion de tolerancia al estrés salino con la
utilizacion de brasinoesteroides. Sin embargo, no
se ha estudiado como la alteracion de los niveles
de hormona enddgena puede afectar la respuesta a
este estrés. Ademas de que existen pocos estudios
en tomate sobre los efectos de los brasinoesteroides
en la tolerancia al estrés salino.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se realizé
el siguiente trabajo con el objetivo de evaluar el efecto
de la aplicacion exdgena de un brasinoesteroide
natural y un analogo; asi como el de un inhibidor de
la biosintesis, lo cual debe reducir la concentracion
endogena de estas hormonas, en la respuesta de
plantulas de dos genotipos de tomate a la salinidad.

MATERIALES Y METODOS

Para realizar el experimento se utilizaron dos
variedades cubanas de tomate (Solanum lycopersicum),
Amalia e INCA9(1), dos brasinoesteroides, uno natural
(24-epibrasindlida, EBL) y un analogo espirostanico,
25(R)-3a, 5a-dihidroxi- 5a-espirostan-6-ona cuya
formulacion se conoce como Biobras-16 (BB-16) y
un inhibidor de la biosintesis de brasinoesteroides,
Brz2001. Las semillas de ambas variedades se
sumergieron, durante cuatro horas, en soluciones de
24-epibrasinodlida o Biobras-16 (0,1 umol.L"), sin y
con el inhibidor Brz2001 (10 ymol.L"), utilizandose la
imbibicién en agua como tratamiento control. Ademas
se incluyé un tratamiento solamente con Brz2001
(10 pmol.L"). Luego las semillas tratadas se pusieron
a germinar sobre papel de filtro en placas Petri en
solucion de NaCl (75 mmol.L') o en agua destilada
(control). En la tabla se muestra la descripcion detallada
de cada uno de los tratamientos. Se colocaron en
cada placa 30 semillas y se utilizaron seis placas
por tratamiento. Las mismas se mantuvieron bajo
condiciones de oscuridad durante una semana a 25°C.
Al cabo de los siete dias se evaluaron los siguientes
indicadores: numero de semillas germinadas, longitud
de la raiz y del vastago, asi como las masas fresca y
seca de las plantulas. En el caso de las masas seca y
fresca se conformaron tres muestras de cinco plantas
cada una por tratamiento.
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Tabla. Descripcion de los tratamientos utilizados en el experimento

Leyenda Descripcion de los tratamientos
H,0 Semillas embebidas con agua destilada y crecidas en agua destilada
NaCl Semillas embebidas con agua destilada y crecidas en solucion de NaCl 75 mmol.L™!
BB Semillas embebidas con Biobras-16 y crecidas en agua destilada
EBL Semillas embebidas con 24-epibrasindlida y crecidas en agua destilada
Brz Semillas embebidas con Brz2001 y crecidas en agua destilada
BB+NaCl Semillas embebidas con Biobras-16 y crecidas en solucion de NaCl 75 mmol.L"!
EBL+NaCl Semillas embebidas con 24-epibrasinélida y crecidas en solucion de NaCl 75 mmol.L!
Brz+NaCl Semillas embebidas con Brz2001 y crecidas en solucion de NaCl 75 mmol.L™!
BB+Brz Semillas embebidas con Biobras-16 y Brz2001 y crecidas en agua destilada
BB+Brz+NaCl Semillas embebidas con Biobras-16 y Brz2001 y crecidas en solucion de NaCl 75 mmol.L-!
EBL+Brz Semillas embebidas con 24-epibrasindlida y Brz2001 y crecidas en agua destilada
EBL+Brz+NaCl Semillas embebidas con 24-epibrasinélida y Brz2001 y crecidas en solucion de NaCl 75 mmol.L"!

Ademas, al finalizar el experimento se realizaron
algunas determinaciones bioquimicas a las plantulas
de los tratamientos cuyo crecimiento lo permiti6.
Para ello, se tomaron 0,25 g de tejido fresco de cada
tratamiento y se maceraron en nitrégeno liquido,
adicionandole 2,5 mL de tampén fosfato 100 mmol.L",
pH 7 y centrifugandose posteriormente a 10000 rpm
por 20 minutos a 4°C. Con el sobrenadante obtenido
se estimo la peroxidacion lipidica mediante la
cuantificacion del malondialdehido (MDA) (11), la
actividad de las enzimas peroxidasas totales (12)
y las proteinas solubles totales por el método de
Bradford (13). El precipitado obtenido de los extractos,
después de lavado tres veces con tampon fosfato, se
tratd con NaCl 1 mol.L-" por una hora para extraer las
peroxidasas unidas iénicamente a la pared celular (14),
posteriormente se centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos.
Con el sobrenadante obtenido se realizd el ensayo
de la actividad enzimatica peroxidasa utilizando
pirogalol como sustrato (12). Una unidad de actividad
enzimatica peroxidasa se definié como la cantidad de
enzima que causo un incremento de 0,1 unidades de
absorbancia por minuto a 25°C.

Ademas, para la determinacion del aminoacido
prolina se tomaron 0,25 g de tejido fresco de cada
tratamiento y se maceraron en nitrégeno liquido,
adicionandole 10 mL de agua a 100°C. El contenido de
prolina se cuantificd a través del método descrito por Bates
et al. (15) y se utilizé L-Prolina (Sigma) como patrén.

El experimento se repitié en dos ocasiones con
comportamientos similares. Se muestran los resultados
de una de las repeticiones. El procesamiento
estadistico de los datos obtenidos consistio en el
célculo de las medias, las desviaciones estandary los
intervalos de confianza a p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar el efecto de la aplicacion exdgena
de los brasinoesteroides y sus analogos; asi como
el de un inhibidor de la biosintesis en plantulas de
tomate ante estrés salino, se determinaron diferentes
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indicadores relacionados con la germinacion y el
crecimiento de plantulas etioladas de tomate de las
variedades INCA 9(1) y Amalia.

La dinamica de la germinacion demostré que las
semillas de tomate de ambas variedades cubanas,
Amalia e INCA 9(1), tratadas con el inhibidor de la
biosintesis de los BRs, Brz2001 y crecidas en medio
salino, disminuyen su porcentaje final de germinacion,
siendo mas pronunciado cuando se utiliza el inhibidor.
El NaCl disminuyo el porcentaje de germinacion en la
variedad Amalia y no asi en la INCA9(1). El tratamiento
con Brz2001 retrasa la germinacion, pero al final no
hay diferencia con el control. El tratamiento con BRs no
revirtié la reduccion que la sal provoco en la variedad
Amalia y el tratamiento con BRs conjuntamente con
Brz inhibio el proceso de germinacion de las semillas.
Cuando las plantulas crecieron en medio salino y las
semillas habian sido tratadas con Brz, se inhibi6 la
germinacion y esta respuesta se intensifico cuando
se adicionaron los BRs (Figura 1).

Esta bien establecido que los brasinoesteroides
promueven la germinacién de las semillas,
particularmente en tomate (16) presumiblemente por
la interrupcion de la latencia de las semillas mediada
por ABAy estimulando la germinacién por la via de la
expansion del embrién (17).

Se ha demostrado que en los estadios
tempranos de la germinacién los niveles endégenos
de brasinoesteroides como la brasindlida y la
castasterona se elevan, asi como los transcriptos de
dos C-6 oxidasas (CYP85A1 y CYP85A6), enzimas
relacionadas con la biosintesis de los BRs (18).

Otros autores (19) han informado que el porcentaje
de germinacion de semillas de Brassica juncea se
incrementd significativamente con la aplicacion de
24-epibrasindlida especialmente a las concentraciones
mas bajas utilizadas (10° y 10" mol.L™").

En experimentos realizados con el analogo
de brasinoesteroide BB-6 en la germinacién de la
variedad de tomate Campbell-28, en condiciones
salinas, no se modificd la dinamica de germinacion
aunque se encontraron ligeros aumentos en los
porcentajes finales de germinacion (8).
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Figura 1. Influencia de la EBL, el BB-16, el Brz2001 y sus combinaciones enla dinamica de germinacién
de semillas de tomate de las variedades Amalia (A) e INCA-9(1) (B) crecidas en presencia o no

de NaCl (75 mmol.L-1)

En experimentos realizados por nuestro grupo de
trabajo se mostré un incremento en la velocidad de
germinacion con BB-16 (0,1 pmol.L") en semillas de
tomate de la variedad INCA 9(1) sometidas a estrés
salino, aunque no hubo diferencias en los porcentajes
finales de germinacion (20).

En este trabajo los brasinoesteroides no
estimularon la germinacién ni en condiciones normales
ni en presencia de NaCl. Esto podria deberse a la
concentracién utilizada en los ensayos, que es 100 veces
superior a las informadas en la literatura para la
estimulacion de la germinacion. Se ha planteado que
concentraciones altas (1 umol.L"") de estas hormonas
provocan retraso de la germinacion (20). Ademas,
se ha observado que la administracién de cantidades
excesivas de brasindlida y castasterona provoca
crecimiento anormal de los 6rganos vegetales como
inflamacion y distorsion de los hipocotilos y raices,
tanto en la luz como en la oscuridad (21).

También las condiciones en que se realizd el
experimento pueden estar relacionadas con los
resultados, pues estas son plantas crecidas en la
oscuridad. Algunos autores han reportado que, en la
oscuridad, los mutantes de Arabidopsis deficientes
o insensibles a los BRs presentan un fenotipo des-
etiolado y una des-represion de los genes inducidos
por la luz (2). Recientemente, se han obtenido
evidencias de que estos compuestos regulan
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negativamente la fotomorfogénesis, a través de una
compleja red regulatoria que incluye la interaccién con
otras hormonas (22).

Ademas, el Biobras-16 logré revertir parcialmente
los efectos adversos del Brz2001, en ambas variedades,
mientras la EBL no tuvo este comportamiento. Esto
podria deberse a las diferencias estructurales entre
estos compuestos, pues el Biobras-16 es un analogo
de la castasterona, el brasinoesteroide mas activo
en tomate. La castasterona (CS) es el penultimo
compuesto de la biosintesis de los brasinoesteroides y
el precursor de la brasindlida (BL). La CS se convierte
a BL por una reaccion de oxidacion en el C-6 (Baeyer-
Villiger), lo que resulta en la formacién de un inusual
anillo lactona de siete miembros. Se ha postulado que
la castasterona es el brasinoesteroide mas activo en
tomate durante el crecimiento vegetativo y que en este
estadio los niveles de brasindlida son muy bajos (23).

Cuando las semillas se tratan con Brz y se colocan
en presencia de NaCl, los BRs no pueden revertir el
fuerte efecto inhibitorio de la combinacién del estrés
salino y la disminucién del contenido endégeno de
hormona.

En la Figura 2 se muestran las longitudes del
vastago y la raiz de las plantulas de tomate de ambas
variedades. Se puede observar el efecto negativo
de la sal, en una concentraciéon de 75 mmol.L", y el
efecto inhibitorio de Brz2001 a una concentracion
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de 10 ymol.L" en las plantulas etioladas de ambas
variedades de tomate (Figura 2A). Se demostré que
el tratamiento con el BB-16 incrementd la longitud del
tallo de plantulas de la variedad Amalia sometidas al
estrés salino (Figura 2A).
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En todos los casos las barras indican los intervalos de
confianza (p<0,05) y los asteriscos los tratamientos que
difieren significativamente de sus controles respectivos
A.vastago B.raiz

Figura 2. Efecto de la EBL, el BB-16, el Brz2001
y sus combinaciones en la longitud de
plantulas etioladas de tomate de las
variedades Amalia e INCA 9(1) crecidas
en presencia o no de NaCl (75 mmol.L™)

Se evidencié que en plantulas etioladas de
tomate, la imbibicion de las semillas con EBL, tuvo
actividad bioldgica (inhibicién de la raiz) (Figura 2B),
pero no mostro los efectos clasicos de la elongacion
del tallo (Figura 2A). Esta respuesta puede deberse
a la concentracién utilizada, pues generalmente
las concentraciones estimuladoras son mas bajas.
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También este BR, aunque no mejoro la tolerancia de
las plantulas a la salinidad, revirtié un poco la inhibicién
que provoco el Brz: sin embargo, este efecto no se
observé en la germinacion.

Ademas, se comprobo que en general, la aplicacion
de la EBL incrementd la inhibicién del crecimiento de la raiz
provocada por Brz2001, tanto en condiciones normales
como en condiciones de estrés salino (Figura 2B).

Los efectos de los BRs en el crecimiento de la raiz
son contradictorios, en algunos casos detectandose
promocién y en otra inhibicién. En general, los niveles
de brasinoesteroides como la castasterona en raices
son mas bajos que en los meristemos, y al parecer los
requerimientos en este 6rgano también son menores (24).
Los primeros informes mostraron que la EBL tenia efectos
inhibitorios en la formacion de las raices en maiz, tomate,
Arabidopsis y plantulas de soya (25). Sin embargo, otros
autores han informado incrementos en la longitud de la
raiz en plantas de berro (Lepidium sativum) crecidas en
la oscuridad y en raices primarias de maiz (26).

Se ha planteado que esta respuesta es dependiente
de la concentracion. Aplicacién exdégena de bajas
concentraciones de BRs (24-epibrasindlida, 0,1nmol.L"
y 24-epicastasterona, 10 nmol.L") estimularon
el crecimiento de la raiz de plantas de genotipos
silvestres de Arabidopsis y restablecieron los valores
normales en mutantes deficientes de brasinoesteroides
(27). Las altas concentraciones de estos compuestos
resultaron inhibitorias (10 y 500 nmol.L""de EBLy ECS,
respectivamente) probablemente por estimulaciéon
de la biosintesis de etileno, el cual es bien conocido
que inhibe la elongacién de las raices (28). En este
trabajo se utilizd 100 nmol.L"" de EBL, por lo tanto es
posible que ocurra algo similar a lo informado en la
referencia anterior.

El compuesto Brz2001 se ha caracterizado
como un inhibidor especifico de la biosintesis de
los BRs (9). La capacidad de reversion del efecto
inhibitorio por la EBL, sugiere que los BRs pueden
contrarrestar, parcialmente la deficiencia de la
hormona endégena. Este resultado coincide con
hallazgos previos obtenidos en nuestro laboratorio
(29) pero, contrario a previas observaciones, no se
detectd un restablecimiento parcial del crecimiento
por la EBL (Figura 2A). Esto pudiera deberse a las
diferencias estructurales ya explicadas, asi como a la
concentracién empleada en los ensayos.

Por otra parte, el BB-16 incrementé la longitud de la
raiz de las plantulas de la variedad Amalia, en relacion
con el control (agua), y este mismo comportamiento se
evidencio cuando las plantulas crecieron en medio salino,
lo que sugiere que el BB-16 puede inducir la activacion
de mecanismos de tolerancia al NaCl en las raices.

En la Figura 3 se muestran las masas fresca y
seca de las plantulas de ambas variedades de tomate.
Como se puede observar existe una afectacion en la
masa fresca de las plantulas de la variedad Amalia
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crecida en medio salino, mientras que la de la
var. INCA 9(1) no tuvo diferencias significativas. En
cuanto a la masa seca sucedi6 todo lo contrario,
mostrandose la afectacién en las plantulas de la
variedad INCA 9 (1). Por otra parte, no se aprecié un
efecto protector de los brasinoesteroides utilizados
en la masa seca de las plantulas etioladas de ambas
variedades sometidas a estrés salino (Figura 3).
Los efectos del inhibidor Brz2001 a la concentracion
empleada se mostraron en la masa fresca de las
plantulas de la variedad Amalia y en la masa seca de
las plantulas de ambas variedades.

g A
0,2
0,16 |
0,12 | *
0,08 *
0,04 |
O T T T T T T i* T T Ll T 1
0 O & o > O O O v O
[ E VLS & e /f\fzr Q),fb g \;fb L
<§7 é/b\/ & Y )fbx é/b;b(‘/
<§7 ‘37\/
9 B
Amalia
0,010 = D

INCA 9(1)

0,008 {

0,006 ]T:
0,004 « I .

0,002 = * « |1,
0,000 F@ &

\ N A O LA O
X X X Voo X
4 ij\’
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confianza (p<0,05) y los asteriscos los tratamientos que
difieren significativamente de sus controles respectivos
A. vastago B. raiz

Figura 3. Influencia de la EBL, el BB-16, el Brz2001
y sus combinaciones en la masa fresca
(A) y seca (B) de plantulas etioladas de
tomate de las variedades Amalia e INCA
9(1) crecidas en presencia o no de NaCl
75 mmol.L"
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La adicién de Brz2001 a cultivos de Wolfia arrhiza
inhibié su crecimiento después de siete dias de
cultivo. La inhibicién del crecimiento pudo ser revertida
parcialmente por la adicién de la 24-epibrasindlida,
pero no se recuperaron los niveles del control,
especialmente a las concentraciones de Brz2001 entre
5x105-10“ mol.L" (30). En este trabajo la EBL y el
BB-16 revirtieron la inhibicion inducida por el Brz2001
en la masa seca de la var. Amalia.

Otros autores reportaron que el analogo BB-6 a
la concentracion de 0,001 mg.L" estimul6 las masas
frescay seca de las radiculas de plantulas de tomate var.
Campbell-28 crecidas en NaCl (50 y 100 mmol.L-")(8).

En cuanto alos indicadores bioquimicos evaluados
en las plantulas de tomate etioladas, es de destacar
que la salinidad no provocd un incremento en la
concentracion de malondialdehido (MDA), indicador de
peroxidacion lipidica de las membranas provocada por
el dafo oxidativo. Los niveles de MDA se mantuvieron
menores en las plantulas estresadas de la variedad
Amalia tratadas con EBL (Figura 4A); sin embargo,
este comportamiento no influyd en la respuesta del
crecimiento de esta variedad ante el estrés salino.

El incremento de los niveles de MDA ante estrés
salino ha sido informado por otros autores pero en raices
de variedades susceptibles y ha sido correlacionado
con el decremento en las actividades de enzimas
antioxidantes como catalasa y glutationa reductasa
y una actividad basal de superéxido dismutasa y
ascorbato peroxidasa. Sin embargo, en variedades
tolerantes ha sucedido todo lo contrario (31, 32).

El tratamiento de posturas de Robinia
pseudoacacia con brasinélida (BL) disminuyo6 el
contenido de malondialdehido, lo cual fue asociado con
una mayor tolerancia al déficit hidrico (33) . En cuanto
al estrés salino se ha observado una disminucién de
la peroxidacion lipidica en plantas de frijol, maiz y
mostaza tratadas con diferentes concentraciones de
brasinoesteroides , fundamentalmente 24-epibrasindlida
y homobrasindlida (34-36).

Los niveles de prolina aumentaron con el estrés
salino en la variedad INCA 9(1). Sin embargo, la EBL
en presencia de NaCl en la variedad Amalia disminuy6
la prolina en comparacion con el control con NaCl. Un
comportamiento diferente mostré la var. INCA 9(1),
donde los niveles se mantienen iguales entre las
plantulas estresadas tratadas con EBL y las control
(Figura 4B). Sin embargo, aunque se observa esta
respuesta en la variedad Amalia, que pudiera estar
asociada a un posible efecto protector de la prolina,
este no influyo en el crecimiento.

Es interesante destacar que en el tratamiento
con Brz solo aumentaron los niveles de prolina
con respecto al control. Esto pudiera sugerir que
la deficiencia de hormona enddgena incrementa la
biosintesis de la prolina, lo cual pudiera corroborar
la hipotesis de que los brasinoesteroides modulan
negativamente la biosintesis de este aminoacido (2).
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Figura 4. Efecto de la EBL, el BB-16, el Brz2001 y sus
combinaciones en las concentraciones
de malondialdehido (A) y prolina (B)
de plantulas de tomate etioladas de las
variedades Amalia e INCA 9(1) crecidas
en presencia o no de NaCl 75 mmol.L"

Las plantas superiores pueden acumular prolina
en respuesta a diversos estrés abidticos como
sequia y salinidad, bajas temperaturas o radiacion
ultravioleta (10). Aunque la acumulacién de prolina ha
sido observada en diversos cultivos en condiciones
de estrés salino, su rol exacto es muy controversial,
pues es considerada mas un sintoma de dafo que
un indicador de tolerancia al estrés. La acumulacion
de prolina ha sido correlacionada con el grado de
deterioro inducido por el estrés y hay autores que
plantean que el aumento de este aminoacido podria
deberse a una necesidad de la planta de eliminar el
exceso de amonio (10).

Por otra parte, la prolina es sintetizada del
glutamato o la ornitina, y la primera es considerada
la via predominante en el estrés salino, ya que en
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estas condiciones disminuyen las actividades de la
alanina y aspartato aminotransferasas acumulandose
glutamato (37). En esta via, la biosintesis de la prolina
comienza con la fosforilacién y reduccion del glutamato
a glutamil-5-semialdehido (G5SA) por la enzima
bifuncional A'-pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS).
La actividad y-glutamil quinasa de P5CS representa el
paso limitante de la velocidad de reaccion de estaviay
es sensible a retroinhibicién por Pro (38). La expresion
de P5CS fue fuertemente inducida por el estrés salino.
Esto sugiere que P5CS en la biosintesis de la prolina
juega un papel protector bajo las condiciones de estrés,
quizas controlando el potencial redox y estimulando la
via de las pentosas fosfato para la regeneracion del
NADP*. Algunos autores sugirieron que la acumulacion
de prolina inducida por el estrés salino puede ser
causada por la expresion de P5CS (39).

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 expresion de AtP5CS1 es activada por
una via de traduccioén de sefales dependiente de ABA
y modulada por la luz y los brasinoesteroides (40). Esto
pudiera sugerir un posible mecanismo por el cual los
brasinoesteroides disminuyen los efectos adversos
provocados por la salinidad. Sin embargo, esto no se
evidencié en este trabajo.

En cuanto a los niveles de actividad de las enzimas
peroxidasas totales, es la variedad Amalia la que tiene
una mejor respuesta. Las plantulas sometidas al estrés
salino tienen niveles superiores a las plantulas crecidas
en agua, y aunque en el resto de los tratamientos se
aprecia un incremento, los niveles alcanzados no
superan a los controles (Figura 5A). En cuanto a las
peroxidasas unidas idbnicamente a la pared celular se
observa un incremento en las plantulas estresadas
tratadas con ambos brasinoesteroides (Figura 5B).

Las peroxidasas de laclase lll son 6xido-reductasas
especificas de plantas, que estan implicadas en varios
procesos fisiolédgicos como la desintoxicacion del
peroxido de hidrégeno, el catabolismo de las auxinas,
la lignificacion, la suberizacion, la respuesta a estrés
y la senescencia (41).

El estrés salino aumenta la actividad de la enzima
peroxidasa en plantas de arroz (32). Por otra parte,
en Brassica juncea, la aspersion foliar de plantas
con EBL provoco que las plantas sometidas a estrés
salino mostraran una disminucién de la peroxidacién
lipidica, un incremento de la actividad de la CAT; sin
embargo, no hubo modificaciones en la actividad POX
en comparacion con las plantas controles (36).

Se ha encontrado un incremento dependiente de
la concentracién de NaCl de las peroxidasas PER22
(At2g38380) y PER23 (At2g38390), dos enzimas
pertenecientes a las peroxidasas de la clase lll, en
raices de Arabidopsis (42).
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Figura 5. Efecto de la EBL, el BB-16, el Brz2001
y sus combinaciones en la actividad de
las enzimas peroxidasas de las plantulas
de las variedades de tomate Amalia e
INCA 9(1) crecidas en presencia o no de
NaCl 75 mmol.L"

Se ha postulado que las peroxidasas apoplasticas
tienen dos funciones opuestas en la remodelacion de la
pared celular. Por un lado, permiten el entrecruzamiento
de los componentes de la pared celular logrando la
rigidez, y por otro, estan involucradas en la generacion
de radicales hidroxilo, los cuales pueden romper
los polisacaridos de la pared celular permitiendo
el ablandamiento de la misma. Se ha observado
que este fendmeno tiene un papel importante en la
germinacién y el crecimiento de plantulas de berro
(43). Se ha informado que el aumento de la rigidez
de la pared celular, la formacion de una barrera
fisica y el proceso de entrecruzamiento de diversos
compuestos mediados por las peroxidasas de la clase
Ill puede proteger a las raices de las plantas de la
deshidratacién provocada por el déficit hidrico (44).
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Ademas de que actuan como antioxidantes,
las peroxidasas pueden estar involucradas en la
produccién de especies reactivas de oxigeno. Esto
puede deberse a que las peroxidasas de la clase I,
bajo ciertas condiciones fisiologicas, producen los
radicales superéxido e hidroxilo (45).

De forma general, no se encontraron trabajos
publicados sobre los efectos del inhibidor de la
biosintesis de brasinoesteroides Brz2001 en el
contenido de MDA y prolina, ni en la actividad de
las enzimas peroxidasas por lo que estos resultados
constituyen los primeros pasos en el estudio de los
mecanismos de accién de los brasinoesteroides en la
induccién de tolerancia al estrés salino alterando los
niveles enddégenos de estas hormonas.

De estos resultados se puede concluir que el
inhibidor de la biosintesis de BRs, Brz2001, fue mas
potente que el NaCl en retrasar la germinacién de
las semillas y en reducir la elongacion del tallo de las
plantulas de tomate de las variedades Amalia e INCA9(1);
sin embargo, no alteré la acumulacién de la masa
seca de las plantulas. Los resultados sugirieron que
la inhibicion del crecimiento inducido por la salinidad
y por el déficit de hormona enddgena transcurren
por mecanismos distintos. Ademas, se ratificé la
importancia del genotipo en la capacidad de influir en
la respuesta al estrés salino.
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