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INFLUENCIA DE UN ANALOGO DE BRASINOESTEROIDE
SOBRE LA NODULACION DE PLANTULAS DE SOYA

(Glycine max (L) Merril)

Daimy Costales® Maria C. Napoles, A. Falcon y Miriam Nufiez

ABSTRACT. Plant hormones control a| developing processes,
including the beginning, evolution and efficiency of nitrogen
fixation in leguminous root nodul es through a self-regulating
mechanism. However, the substances involved in regulating
nodulation have not been fully identified, due to multiple
interactions between phytohormones and other signaling
compounds (nitric oxide, reactive-oxygen species, jasmonic
acid, salicylic acid, uridin, flavonoids and nodulating factors
synthesized by rhizobia). Brassinosteroid analogues have a
similar mode of action to natural brassinosteroids in plants.
The effect of a brassinosteroid analogue (Biobras-16) on
soybean (Glycine max L.) seedling in vitro nodulation was
evaluated in this investigation. Biobras-16 enhanced the
response to Bradyrhizobium-soybean symbiotic interaction
when soybean seeds were imbibed, thus obtaining similar or
higher values than the control in every nodulation variable
analyzed at the concentrationstested (0.01, 0.05and 0.10mg.L ™).
Nevertheless, when the analogue was added to plant culture
media, the number of nodules was reduced compared to con-
trol plants. Results provethe use of abrassinoesteroid anal ogue
to improvethe response of Bradyrhizobium-soybean symbiotic
interaction by previously imbibing soybean seeds.
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INTRODUCCION

El desarrollo vegetal se encuentra regulado por la
accion de fitohormonas, que activan o reprimen determi-
nados procesos fisiolégicos, interactuando entre si. Los
brasinoesteroides son polihidroxiesteroides de 27-29 ato-
mos de carbono, que se encuentran ampliamente distri-
buidos en el reino vegetal a muy bajas concentraciones,
aungue pueden ser obtenidos por sintesis quimicay, por
su modo de accion, se consideran actualmente la sexta
clase de hormonas vegetales (1).
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RESUM EN. Lashormonas controlan | os procesos de desarallo
delaplanta, induyendolainidiacion, d desarrolloy ladficienciade la
fijacién del nitrégeno en los nddulos de lasraices de las|egu-
minosas, a través de un mecanismo de autorregulacién. Sin
embargo, las sustancias involucradas en la regulacion de la
nodulacion no han sido totalmente identificadas, debido alas
muilti plesinteracciones entre lasfitohormonasy otroscompues-
tos s=fidizadores (Gxido nitrico, especiesreactivas de oxigeno, &ci-
dojasménico, &cido sdlicilico, uridina, flavonoidesy losfacto-
res de nodul acién sintetizados por |os rizobios). Los andlogos
de brasinoesteroides tienen similar modo de accién a los
brasinoesteroides naturales de las plantas. En el trabajo se
evalud d efecto de un analogo de brasinoesteroides (Biobras-16)
sobre la nodulacion in vitro de plantulas de soya (Glycine
max L.). El Biobras-16 mejoro la respuesta de la interaccién
simbi éti ca Bradyrhi zobium-soya cuando se embebieron las se-
millas de soya, obteniéndose valores similares o superioresal
control en todas las variables de nodulacién analizadas con
|as concentraciones ensayadas (0.01, 0.05y 0.10mg.L™). Sin
embargo, cuando el andlogo fue afladido al medio de cultivo
vegetal, se redujo € ndimero de nédulos comparado con las
plantas controles. Los resultados justifican el empleo del ana
logo de brasinoesteroide para mejorar la respuesta de la
i nteracci én simbi 6ti ca Bradyrhizobium-soyapor imbibicion pre-
viadelas semillas de soya.

Palabras clave: nodulacion, soya, brasinoesteroides

Se ha observado una amplia variedad de respues-
tas fisiol6gicas con el empleo de brasinoesteroides, in-
cluyendo los efectos sobre la elongacién, division celu-
lar, el desarrollo vascular y reproductivo, la polarizacién
de la membrana y modulacion del estrés (2). Ademas
de estos efectos, se han informado otros, como la regu-
lacién de la diferenciacién de las células xileméticas,
translocacién de asimilatos y estimulacion de la activi-
dad fotosintética (2). Los brasinoesteroides y sus ana-
logos son considerados hormonas antiestrés, debido al
papel protector que ejercen sobre los cultivos someti-
dos a diferentes estrés, como la deficiencia hidrica, las
altas temperaturas, salinidad y acumulacién de meta-
les pesados (3, 4, 5, 6, 7, 8). Por otra parte, los
brasinoesteroides mejoran el vigor de las semillas y ace-
leran su proceso germinativo (9).
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En la interaccién simbiética entre las legumbres y
los rizobios se produce un complejo intercambio de se-
flales moleculares, que da lugar a la formacién de nédulos
en las raices de la planta y su infeccion por el
microsimbionte (10,11). Los procesos de iniciacion, de-
sarrollo y eficiencia de la fijacion del nitrégeno en los
nédulos, son modulados por reguladores del crecimiento
vegetal. Se ha informado que la aplicacién exdgena de
auxinas (acido indolacético) y citoquininas promueven la
nodulacién en alfalfay trébol blanco, respectivamente (12, 13).
Otros autores demostraron que tanto la simbiosis como
la actividad nitrogenasa en los nédulos desarrollados en
el cultivo del mani, fueron beneficiadas en presencia de
un brasinoesteroide natural (14).

En Cuba, se han sintetizado quimicamente a partir
de esteroles naturales, diferentes analogos de
brasinoesteroides, que han sido probados en el cultivo in
vitro para la formacion de callos embriogénicos (15, 16,
17, 18). Ademas, se han obtenido resultados satisfacto-
rios en la estimulacién del enraizamiento (19) y los rendi-
mientos de diferentes cultivos (15, 20).

No existen referencias acerca del papel de los anéa-
logos de brasinoesteroides en el proceso de simbiosis
de rizobios-leguminosas, por lo que el objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto de dos formas de aplicacién
de un analogo espirostanico de brasinoesteroides (BB-16)
sobre la nodulacion de plantulas de soya por B. elkanii.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos experimentos en condiciones con-
troladas, para evaluar el efecto de un analogo espirostanico
de brasinoesteroides sobre algunos indicadores de la
nodulacién de la soya. En ambos experimentos se utilizo el
Biobras-16 (BB-16), que es una formulacion que tiene como
ingrediente activo un andalogo espirostanico de
brasinoesteroide y fue suministrado por el Centro de Estu-
dios de Productos Naturales de la Facultad de Quimica de
la Universidad de La Habana. Se emplearon semillas certifi-
cadas del cultivar Incasoy-27 (21), las cuales se desinfecta-
ron con etanol (70 %) e hipoclorito de sodio (50 %) durante
cinco minutos y se enjuagaron seis veces con agua destila-
da estéril. En el experimento 1, las semillas se sumergieron
durante una hora en soluciones estériles que contenian 0.01,
0.05y0.10 mg.L™ del analogo y en agua como tratamiento
control, y posteriormente fueron colocadas directamente en
placas Petri sobre medio Agar-agua (0.75 %) para su
germinacion a 30°C durante tres dias en la oscuridad.

Las semillas pregerminadas fueron colocadas en
tubos de ensayo que contenian medio Norris y Date
semisolido (22). En el caso del experimento 2, se utiliza-
ron dos formas de aplicacion del producto, o sea, la in-
mersion de las semillas durante una hora en soluciones
de Biobras-16 (0, 0.05y 0.10 mg.L™) y la aplicacion del
producto directamente, en esas mismas concentracio-
nes, en el medio de cultivo (Norris y Date) para el creci-
miento de las plantas.

En ambos experimentos, se coloc6 una semilla por
tubo y se adicioné 1 mL del in6culo obtenido con la cepa
ICA 8001 de B. elkanii en medio liquido Bradyfact a una
concentracion celular de 108 UFC.mL™. Luego, las plan-
tas fueron cultivadas en condiciones de luz/oscuridad de
16/8 horas, a una temperatura de 25°C y humedad relati-
va del 70 % (23). Cuatro semanas después de la inocu-
lacién, en ambos experimentos, se seleccionaron 10 plan-
tas por tratamiento y se analizaron las variables siguien-
tes: nimero de nddulos (u.planta™®), masa seca nodular
por planta (g.planta™) y porcentaje de efectividad nodular (%)
segun la coloracién en el interior de los nédulos a través
del corte transversal de estos y en el primer experimento,
ademas, se evalud la masa fresca nodular (g.planta™).

El disefio estadistico empleado, en ambos experi-
mentos, fue completamente aleatorizado y los datos se
sometieron a la prueba de normalidad y homogeneidad
de varianza. En el caso especifico del experimento 2 se
utilizé el método factorial, siendo un factor las concentra-
ciones de Biobras-16 empleadas y el otro factor, las for-
mas de aplicacion, o sea, la inmersién de semillas o
aplicacién en el medio de cultivo. Los datos se analiza-
ron mediante el analisis de varianza correspondiente y se
empled la prueba de rangos mdltiples de Tukey HSD para
discriminar las diferencias entre medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla | se puede apreciar que la concentracion
de 0.05 mg.L™ del Biobras-16 incremento significativamente
el nimero de nodulos por planta en comparacion con el
control, aunque no difirié del resto de las concentracio-
nes ensayadas. Un comportamiento similar se observé
en la masa fresca nodular; sin embargo, las tres concen-
traciones probadas del analogo acumularon masa seca
en los nddulos estadisticamente superiores a la del trata-
miento control. La efectividad nodular no fue afectada por
los tratamientos, siendo los nddulos desarrollados 100 %
efectivos.

Tablal. Efecto delainmersion de semillas en soluciones de Biobras-16 durante una horasobre los indicadores
de nodulacidon de plantulas de soya cultivar Incasoy-27

Tratamientos NUmero nédulos.planta®  Efecto nodular (%)  MF nodular (g.planta®) MS nodular (g.planta®)
Imb. en agua 5.00+1.000 b 100 0.012+0.006 b 0.0020+0.0010 b
Imb. BB-16 (0.01 mg.L‘l) 8.11+0.655 ab 100 0.040+0.008 ab 0.0067+0.0009 a
Imb. BB-16 (0.05 mg.L}) 12.10+1620 a 100 0.045+0.011 a 0.0083+0.0015 a
Imb. BB-16 (0.10 mg.L‘l) 9.56+1.334 ab 100 0.038+0.007 ab 0.0091+0.0014 a

Letras iguales no difieren estadisticamente para p<0.05*
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Estos resultados indican el efecto positivo que, en los
principales indicadores de la nodulacién de la soya, tuvo la
inmersién de las semillas en el analogo, fundamentalmen-
te en la concentracion de 0.05 mg.L™?, con la posterior ino-
culacién de B. elkanii en el medio de cultivo vegetal.

Teniendo en cuenta estos resultados, se decidi6 re-
petir el experimento con las concentraciones de 0.05y
0.10 mg.L*de Biobras-16 y, ademas, probar otra forma
de aplicacion del producto, que en este caso fue la adi-
cién al medio de cultivo.

Los resultados del andlisis estadistico del experi-
mento 2 demostraron que hubo interaccion significativa
entre las concentraciones de Biobras-16 y sus formas de
aplicacién, para todas las variables analizadas excepto
el porcentaje de efectividad nodular (Figura 1).
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Letras iguales no difieren estadisticamente para p<0.05*

Figura 1. Efecto de dos concentraciones del andlogo
de brasinoesteroide Biobras-16 (Factor 1)
sobre el numero de nddulos por plantula
de soya variedad Incasoy-27 (A) y la masa
seca nodular (B), mediante dos formas de
aplicacion del producto (Factor 2): imbibi-
cién de las semillas durante 1 hora (nivel 1)
y adicion al medio de cultivo vegetal (ni-
vel 2). T1-Imbibicién en agua+B. elkanii
(Be)N1, T2-Be+BB-16(0.05 mg.L™")N1,
T3-Be+BB-16(0.10 mg.L*)N1, T4-B. elkanii
(Be)N2, T5-Be+BB-16(0.05mg.L N2, T6-Be+BB-16
(0.10mg.LY)N2. Es(A)=1.05, Es(B)=0.002
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Al analizar el porcentaje de efectividad nodular, no
se encontraron diferencias entre los tratamientos, siendo
efectivos en un 100 % todos los nédulos desarrollados en
el sistema radical de las plantulas de soya, excepto los
nédulos logrados con la aplicacion del analogo de
brasinoesteroides al medio de cultivo vegetal conun 96 y
88 % para 0.05y 0.10 mg.L* respectivamente.

Al observar el comportamiento del nimero de nédulos
(Figura 1A), se puede apreciar que el tratamiento a las
semillas con el Biobras-16 (T2 y T3) incremento
significativamente este indicador en comparacién con el
tratamiento control (T1), destacandose la concentracién
de 0.1 mg.L* (T3); mientras que la adicién de este pro-
ducto al medio de cultivo, en las dos concentraciones
estudiadas (T5 y T6), inhibi6 significativamente la forma-
cion de nddulos. Es bueno sefalar que la imbibicién de
semillas con agua e inoculadas con B. elkanii en ausen-
cia del analogo (T1) afectd la nodulacién, en comparacion
con lainoculacion de las plantas sin imbibicion previa (T4).

En cuanto a la masa seca nodular (Figura 1B), se
destacé igualmente la imbibicién de las semillas con cual-
quiera de las dos concentraciones del analogo (T2y T3),
aungue en este caso, estos tratamientos no difirieron
significativamente del tratamiento control no embebido en
agua (T4).

Estos resultados indicaron que la forma de aplica-
cién por imbibicion de las semillas fue la via més efectiva
de accionar esta hormona con el in6culo de B. elkanii
ICA 8001, comparado con la adicién de esta en el medio
de cultivo vegetal (Figura 1).

De esto se infiere que cuando el BB-16 es percibido
por la semilla de soya, previo a la germinacion, favorece
la posterior sintesis nodular en las raices de la planta; sin
embargo, cuando este analogo esta en contacto con el
sistema radical de la planta durante el proceso de creci-
miento, la nodulacién es inhibida. El contacto permanen-
te de las raices con el regulador afecta la sintesis nodular.
Adicionalmente, el resultado pudiera estar relacionado con
los contenidos enddgenos de brasinoesteroides. En este
sentido, algunos han demostrado que la aplicacién foliar
y la inyeccion de raices de soya con brasindlida, en
mutantes con diferentes contenidos enddgenos de
brasinoesteroides, influy6 diferencialmente en la forma-
cion de nddulos(24).

De los resultados se deduce que laimbibicién de las
semillas en agua por una hora afecta la formacién de
nddulos. Otros informaron que la imbibicion de semillas
de leguminosas en agua puede reducir la germinacién, el
crecimiento inicial y vigor de las plantulas, debido a la
disrupcién fisica de las membranas celulares (25, 26, 27),
algo que esta influenciado por la composicion quimica de
la testa y la edad de las semillas (28). Por tanto, estas
afectaciones podrian causar también la reduccion de la
formacién de nédulos en las raices de soya.

Hasta el momento, no hay mucha informacién acer-
ca del efecto de la aplicacion de brasinoesteroides sobre
la nodulacién en leguminosas.
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Algunos han mostrado que tanto la nodulacién como
la actividad nitrogenasa en los nédulos desarrollados en
el cultivo del mani fueron beneficiados en presencia de un
brasinoesteroide natural (14) . Otros sugieren que la
nodulacién y el desarrollo radical de las plantas de soya
estan regulados por brasinoesteroides, en dependencia
de la forma de aplicacion, el contenido end6geno de esta
hormona y la especie vegetal, inhibiendo o induciendo la
nodulacién (24, 29, 30). Este efecto de los brasinoesteroides
sobre la nodulacién puede estar relacionado con los cam-
bios en los contenidos endégenos de las poliaminas
(espermidina y espermina), ya que se ha informado re-
cientemente que la aplicacion de brasindlida en raices de
soya provoca la sintesis de espermidina y esto, a su vez,
suprime la formacién de nédulos en las raices (30).

El efecto de los brasinoesteroides sobre la nodulacion
también est4 vinculado a la interaccion de estos com-
puestos con otras fitohormonas. Es conocido que hor-
monas como el etileno, las citoquininas, auxinas y
giberelinas estan involucradas en el modo de accion de
las respuestas simbidticas, fundamentalmente en la
organogénesis de los nédulos (31, 32, 33, 34, 35, 36).
Varios estudios con plantas mutantes deficientes de las
diferentes hormonas han demostrado la complejidad de
las interacciones entre ellas, incluyendo los
brasinoesteroides en la organogénesis nodular y simbio-
sis en general (35, 37).

Los resultados de este trabajo, realizado en condi-
ciones controladas, demuestran la utilidad de la imbibi-
cion de las semillas de soya cultivar Incasoy-27 con so-
luciones de 0.05 6 0.1 mg.L™ del Biobras-16 durante una
hora, para mejorar la respuesta de la interaccién simbidtica
Bradyrhizobium-soya, por lo que de confirmarse esta
respuesta en condiciones de campo, seria no solo un
resultado de gran interés cientifico-técnico, sino también
de gran importancia practica, pues contribuiria a incre-
mentar la efectividad del uso del biofertilizante.

La aplicacion de biofertilizantes y bioestimulantes a
los cultivos es una estrategia importante, para mejorar o
preservar las condiciones fisicas, quimicas y biol6gicas
de los suelos y, por consiguiente, elevar la sanidad y el
potencial agroproductivo. Por tanto, resulta valida la utili-
zacion de reguladores del crecimiento vegetal u otros
compuestos bioactivos, como complemento de los
bioinoculantes, paraincrementar el proceso de nodulacion
de la soya. Sin embargo, es importante tener en cuenta
la concentracién y forma de aplicacién mas conveniente.
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