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EFECTO DE LA 24-EPIBRASINOLIDA EN ELCRECIMIENTO,
LOS NIVELES DE PROLINA Y DE MALONDIALDEHIDO
DE PLANTULAS DE ARROZ (Oryza sativa L.) SOMETIDAS

A ESTRES SALINO

Effect of 24-epibrassinolide on growth, proline and malondialdehide levels
in rice seedlings (Oryzasativa L.) under salt stress

Yanelis Reyes®, Lisbel Martinez, Lizzy Rosabal, Luis M. Mazorra,

Alejandro Pieters y Miriam Nufiez

ABSTRACT. Salinization of soils is one of the most alarming
facts worldwide, it remarks the necessity of find natural
products which omdice the saline stress tolerance on plants.
On this paper, the effect of 24 epibrasinolide (EBL), a natural
brassinosteroid, on growth, proline level and lipid peroxidation
on rice plantlets var. J-104 (susceptible) under stress caused
NaCl during seven days, was evaluated. Rice seeds were
sowing on distilled water during 24 hours, then were germinated
on Petri dishes and 48 hours later, were planted on flasks
containing a Gley nodular ferritic hydromorphic soil, whichs
were placed on a plastic basket containing Hoagland nutritive
solution, to allow the normal growth of plants. At the moment
of the appearance of the 3" true live (five to six weeks after
planting), the treatment of salinity was imposed with NaCl
(100 mmol.L*) on Hoagland solution during seven days and in
this moment leaves were sprinkled with 24 epibrasinolide (0,5;
1and 2 umol.L™). Plants were maintained on Hoagland solution
during 14 days to their recovering. At the moment of the salinity
treatment application, at the end of the stress period, seven
days after beginning of recovering period and at the end of
this period, the length and biomass of radical and aereal parts
of plants were measured. Proline and malondialdehyde levels
were also evaluated, as well as lipid peroxidation at the end of
the recovering period. The results showed that the effects of
NaCl and EBL on the growth and malondialdehyde level on
leaves of plantlets, depends on the temperature during the
growing period. The increase of proline levels, caused by the
stress due to NaCl after 14 days of recovering, diminished
significatively with the application of 1 to 2 umol.L* de EBL on
both repetitions.
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RESUMEN. La salinizacion de los suelos es uno de los fenémenos
mas alarmantes a nivel mundial, por lo que es de gran importancia
encontrar productos naturales que induzcan tolerancia al estrés
salino. En este trabajo se evalud el efecto de la 24-epibrasindlida
(24-EBL), un brasinoesteroide natural, en el crecimiento, los niveles
de prolinay la peroxidacion lipidica en plantulas de arroz (Oryza
sativa L.) var. J-104 (susceptible) sometidas a estrés por NaCl
durante siete dias. Para ello, las semillas de arroz se sumergieron
en agua destilada durante 24 horas. Posteriormente se germinaron
en placas Petri, a las 48 horas se trasplantaron a potes con suelo
Hidromorfico Gley Nodular Ferruginoso, que se colocaron en
una cesta plastica con solucion nutritiva Hoagland diluida para
propiciar el crecimiento normal de las plantas. Al emerger la tercera
hoja verdadera (cinco-seis semanas después del trasplante)
se impuso el tratamiento de salinidad (100 mM de NaCl en solucién
nutritiva de Hoagland) por siete dias y en este mismo momento se
realizo la aspersion foliar de 24-EBL (0.5, 1y 2 pmoles.L™).
Finalmente las plantas se mantuvieron en solucién nutritiva de
Hoagland por 14 dias para su recuperacién. Los muestreos de la
longitud y la biomasa del sistema radical y de la parte aérea se
realizaronal iniciar el tratamiento salino, al finalizar el periodo de estrés,
a los siete dias de recuperacion y al finalizar este Gltimo periodo.
Ademas se midieron los niveles de prolina y de malondialdehido
(MDA), medida de la peroxidacion lipidica, al finalizar la recuperacién.
Se evidenci6 que tanto el efecto del tratamiento con NaCl como el de
la aspersidn foliar con EBL en el crecimiento de las plantulas y la
concentracion de MDA foliar dependi6 de las temperaturas en las
cuales estaban creciendo las mismas. El incremento que el estrés por
NaCl produjo en el nivel de prolina foliar a los 14 dias de la
recuperacion disminuyd significativamente por laaplicacion exdgena
de 1y 2 pmoles.L* de EBL enambas repeticiones.
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INTRODUCCION

La salinidad de los suelos se ha convertido en uno
de los problemas mas alarmantes en la actualidad. Las
frecuentes variaciones del clima debido al cambio
climatico, la erosion en zonas costeras que permite la
entrada del agua del mar, asi como la inadecuada irrigacion
de los suelos, hacen que este fendmeno se agrave cada
dia mas (1, 2, 3). Existen reportes que demuestran que
el area de nuestro planeta afectada por la salinizacion es
de alrededor de 800 millones de hectareas (4). En nuestro
pais, la superficie agricola esta afectada en un 14 %y
otro 15 % mas presenta peligros potenciales de
salinizacion (5). Este fenédmeno tiene una incidencia
directa en la produccion de alimentos y en la economia
del agricultor que vive en dichas zonas (3).

El arroz (Oryza sativa L.) es una de las especies
mas cultivadas en el planeta pues constituye la fuente
principal de alimento de mas de un tercio de la poblacion
mundial. Este cultivo, por sus caracteristicas culturales,
ve seriamente afectada su productividad por la salinidad en
cada etapa del desarrollo, especialmente en la etapa de
plantula, cuando es mas susceptible al estrés salino (6).

Los brasinoesteroides son potentes reguladores del
crecimiento vegetal de naturaleza esteroidal. Estas
hormonas tienen efectos pleiotropicos como son:
estimulacién del alargamiento celular y de la
desdiferenciacion de protoplastos, la regeneracion de la
pared celular, la regulacion de la diferenciacion de
elementos traquearios, el incremento de la biomasay del
rendimiento (7).

Ademas, se ha informado ampliamente el efecto
protector de los brasinoesteroides ante distintos tipos
de estrés como altas y bajas temperaturas (8), sequia 'y
salinidad (9). Ademas disminuyen los efectos del estrés
causado por la falta de nutrientes y por exceso de metales
pesados y también incrementan la resistencia a
herbicidas y a agentes patdgenos (7).

Especificamente en arroz, existen algunos estudios
sobre la proteccion de los brasinoesteroides ante el estrés
salino.

Anuradha y Rao han informado una recuperacion en
el crecimiento y en algunos aspectos metabdlicos en
semillas de arroz tratadas con EBL (10, 11). Otros autores
han reportado que el tratamiento con EBL aumento el
crecimiento de plantulas de arroz sometidas a estrés
salino y disminuy®d la peroxidacion lipidica y la acumulacion
de prolina causada por este estrés (12).

Se ha demostrado, ademas, que el tratamiento por
siete dias con EBL incrementd las velocidades de crecimiento
de las raices y la parte aérea de plantulas de arroz en
medio salino (13).

Como se puede apreciar, todos estos autores refieren
la utilizacion del tratamiento a las semillas para sus
evaluaciones. Sin embargo, la informacion que aparece
en laliteratura internacional acerca de la posible proteccion
de los brasinoesteroides cuando es utilizada la aspersion
foliar es bastante limitada.
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Por estas razones, se decidié acometer el siguiente
trabajo, cuyo objetivo central fue evaluar el efecto de la
aspersion foliar con 24-epibrasinélida (24-EBL) en el
crecimiento, los niveles de prolinay la peroxidacion lipidica
en plantulas de arroz var. J-104 sometidas a un periodo
corto de estrés por NaCl.

MATERIALES Y METODOS

Para dar cumplimiento al objetivo propuesto, se
utilizaron semillas de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad
Jucarito-104 (J-104) considerada como susceptible al
estrés salino (14) y se sumergieron en agua destilada
durante 24 horas. Posteriormente, se colocaron en
placas Petri; en la oscuridad, para propiciar la
germinacion y a las 48 horas, las semillas germinadas
se trasplantaron a potes que contenian suelo Hidromorfico
Gley Nodular Ferruginoso (15) y se introdujeron en cestas
plasticas que contenian agua corriente. Se dejaron crecer
tres plantas por pote y se colocaron 20 potes por cesta.
Las cestas se colocaron dentro de un umbraculo para
evitar el efecto de las precipitaciones. En el momento
de emergencia de la tercera hoja verdadera (19 dias
después del trasplante), se realizé la aspersion foliar con
la 24-epibrasindlida (EBL). Las concentraciones utilizadas
fueron 0.5, 1y 2 umoles.L? . Se asperjaron 120 plantas
por tratamiento y se dejaron 120 como tratamiento
control. En ese momento, las plantas se dividieron en
dos grupos de 60 plantas, uno se coloco en cestas a las
cuales se les adiciond solucidn nutritiva Hoagland diluida
y el otro se coloco en cestas que contenian solucion
nutritiva Hoagland diluida suplementada con 100 umoles.L™
de NaCl. Alos siete dias, las plantas que estaban sometidas
a tratamiento salino, se colocaron en solucion nutritiva
Hoagland diluida, durante 14 dias, para evaluar la
recuperacion.

Las evaluaciones de crecimiento (altura, longitud de
las raices, masa seca de la parte aérea y de las raices)
se realizaron a doce plantas por tratamiento, al iniciar y
finalizar el tratamiento salino y a los siete y catorce dias
de recuperacion. La longitud del tallo se midié con una
regla desde la base del mismo al apice de la hoja mas
alargada. De igual forma se determind la longitud de la
raiz.

En el caso de las masas secas, con las medias de
cada tratamiento alos 0, 7 y 14 dias de recuperacion, se
calcularon los porcentajes de variacion que el tratamiento
con NaCl provoco en estos indicadores utilizando la formula:

%=-(1 - T2/T1)*100
T2= Valor de masa seca de cada tratamiento en
condiciones salinas

T1= Valor de masa seca de cada tratamiento en solucién
nutritiva

Las concentraciones de prolina y de malondialdehido
(MDA) en las hojas se determinaron al finalizar el periodo
de recuperacién. La prolina se realiz6 mediante el
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método de Bates et al. (16) y el contenido de MDA se
determind por el método del acido tiobarbitarico (17).
En ambos casos se realizaron tres extracciones con tres
réplicas cada una por tratamiento.

Se ejecutaron dos repeticiones del experimento, una
se inicid el 8 de septiembre y la otra el 12 de octubre del
2009, respectivamente. Se registraron las temperaturas
minimas, medias y maximas y las humedades relativas
medias durante la etapa de crecimiento inicial de las
plantulas (desde el trasplante hasta la imposicion del
tratamiento con NaCl), durante el periodo de tratamiento
con NaCl (siete dias) y durante la fase de recuperacion
(14 dias) en las dos repeticiones del experimento (Tabla I).

RESULTADOS Y DISCUSION

En laFigura 1 se muestran los resultados de la longitud
de la parte aérea de ambas repeticiones

Como se puede apreciar en la primera repeticion
del experimento, el tratamiento con NaCl afectd la longitud
de la parte aérea; aunque la 24-epibrasindlida (EBL), a
las concentraciones de 0,5y 2 umoles.L™, tuvo un efecto
protector durante el periodo de estrés. Este efecto del
estrés salino en el crecimiento es ampliamente conocido
ya que tanto el estrés hidrico como la acumulacién de
iones retrasan los procesos de division y diferenciacion
celular (18).

Tabla |. Datos de la temperatura maxima, media y minima y de la humedad relativa media del aire y sus
respectivos intervalos de confianza, durante la fase de crecimiento, el periodo de tratamiento con
NaCl y la fase de recuperacién de las plantas de arroz correspondientes a las dos repeticiones del

experimento

Fases Temperatura maxima Temperatura minima Temperatura media Humedad relativa media
Primera Segunda Primera Segunda Primera Segunda Primera Segunda
repeticion  repeticion repeticion repeticion  repeticidbn  repeticibn  repeticion  repeticion

Etapadecrecimiento  322+24 305+12 222+05 209+11 265+03 252+07 824+14 78035
de las plantulas

Periodo de tratamiento 31.8+10 289x15 198+15 204+16 251+x15 25020 821+46 817x29
con NaCl

Fase de recuperacion 326+12 274+09 228+08 172+14 270+08 216+16 789+14 78428

de las plantulas

Los datos de cada repeticion se procesaron mediante el calculo de las medias y los intervalos de confianza a p<0.05
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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 sin NaCl

Figura 1. Efecto de la aspersion foliar de EBL en la longitud de la parte aérea de plantulas de arroz de la
variedad J-104 sometidas a 100 mmol.L™* de NaCl
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Ademas se ha demostrado que en condiciones salinas
disminuye la sintesis de proteinas, ARN y ADN (19). Lo
anteriormente planteado unido a la sintesis de solutos
compatibles para restablecer el potencial osmatico celular,
estrategia costosa para la célula, hacen que se inhiban
los procesos de crecimiento. Ademdas se observa que
en la recuperacién en solucion nutritiva sin NaCl
todavialas plantas mostraban afectaciones en el crecimiento
gue no pudo revertir la EBL. Esta disminucion en la
velocidad de crecimiento de las plantas tratadas, durante
este periodo, pudiera deberse, en parte, a que las
afectaciones en la etapa inicial del crecimiento son muy
dificiles de recuperar, ya que en este periodo ocurren
en las plantas mecanismos adaptativos de defensa en el
intercambio de sustancias, que conllevan al paro temporal
del crecimiento por la falta de materiales de constitucion
o de reserva, que al normalizarse, se restablece el
funcionamiento del organismo (incluidos los procesos
de crecimiento), pero a un nivel menos intenso (16).

Algunos autores han 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 (20).

No obstante, en la segunda repeticion del
experimento (Figura 1B), el tratamiento con NaCl no
afectd significativamente la longitud de la parte aérea de
las plantulas hasta el final de la etapa de recuperacion,
donde se observa un efecto de proteccion de la EBL a
las concentraciones de 1y 2 umoles.L™.

La causa de esta diferencia en la respuesta de las
plantas ante el tratamiento con NaCl en ambas repeticiones,
es desconocida por lo que deberemos seguir investigando
para dilucidarla. La diferencia observada en la etapa de
recuperacion pudiera estar relacionada con las
condiciones meteorolégicas imperantes durante la
ejecucion de ambas repeticiones. Como se puede
observar enlaTabla I, en la segunda repeticion, tanto la
temperatura maxima, como la minimay la media durante
la etapa de recuperacion de las plantulas fue aproxima-
damente cinco grados mas baja que en la primera
repeticiony es bien conocido, el efecto que la temperatura
ejerce en el crecimiento del arroz, pues la temperatura
Optima para la fase vegetativa de este cultivo es de
25-30°C y temperaturas menores ocasionan un retraso
en el crecimiento (21). Es de destacar, que en la etapa
de cuatro a cinco hojas, que es en la que se realiza el
experimento, el arroz es muy sensible a las variaciones de
temperatura, ya sea disminucién o aumento de su
temperatura 6ptima (22).

En cuanto a lalongitud de laraiz en la primera repeticion
se observa un incremento significativo con la concentracion
de 0,5 umoles.L* de EBL tanto en el periodo de estrés
como en larecuperacion. Alfinal de este periodo se observa
que la concentracion de 1 umol.L™ también logra aumentar
la longitud de la raiz (Figura 2A).

22

A Primerarepeticion
25 -
* . *
20 -
: | i Sl
s . N
E \
E s
-510 - §
: s
9. N
N
N
0 v v . v
0 7 14 21 DDAF
oSN o ShNaCl
0 SN+0.5 uM EBL £ SN+NaCH0.5 uM EBL
w Sh+1.0 uM EBL @ SN+NaCH1.0 uM EBL
W Sh+2.0 uM BBL B Sh+MaCl+2.0 uM BBL
B Segunda repeticion
30 -
25 -
€ 204
S 20
©
S 15 -
i)
2 10 -
o
—1 5
0 -
0 7 14
O SN 0 SN+NaCl

0O SN+0.5 uM EBL
mE SN+1.0 uM EBL
W SN+2.0 uM EBL

SN+NaCl+0.5 uM EBL
E SN+NaCl+1.0 uM EBL
m SN+NaCl+2.0 uM EBL

DDAF: Dias después de la aspersion foliar

Figura 2. Efecto de la aspersion foliar de EBL en la
longitud de la raiz de plantulas de arroz
delavariedad J-104 sometidas a 100 mmol.L™*
de NaCl

Sin embargo, en la segunda repeticién del
experimento (Figura 2B) no se observa este efecto, tan
solo se evidencia en la etapa de recuperacion, una
disminucién significativa de la longitud radical en las
plantulas tratadas con 2 umoles.L™ de EBL y sometidas
a 100 mmol.L™* de NaCl. Estas diferencias entre las dos
repeticiones del experimento también pueden obedecer
a las diferencias en las temperaturas registradas entre
ambas repeticiones.

En el caso del arroz existe poca informacién sobre
el efecto de los brasinoesteroides en la reduccion de los
efectos negativos del estrés salino.

Algunos autores han demostrado que el tratamiento
por siete dias con 24-EBL (1 pmol.L™) fue capaz de
incrementar significativamente las velocidades de
crecimiento de las raices y la parte aérea de las plantulas
de arroz variedad INCA LP-7 en medio salino (100 mmol.L*
NacCl), mientras que en la variedad J-104 el tratamiento
con EBL (0.1 umol.L™") fue el mejor aunque solo aumentd
la masa fresca de las raices (13).
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Se hainformado una recuperacién en el crecimiento
y un incremento de los niveles de proteinas solubles y
RNA en semillas de arroz var IR-64 tratadas durante 24
horas con NaCl (150 mmol.L™") y EBL (3 pmol.L™) (11).
Estos mismos autores en un trabajo posterior demostraron
gue la imbibicion de las semillas con brasinélida (BL),
EBL y homobrasinélida (HBL) (3 umol.L™") restaurd
considerablemente el crecimiento, los niveles de clorofila
y la actividad de la nitrato reductasa ante estrés salino
(150 mmol.L) [10]. Sin embargo, no utilizaron los
controles respectivos sin NaCl y con BR, por lo que el
efecto observado pudiera ser producto de la capacidad de
estas hormonas para inducir el crecimiento y no de una
verdadera proteccion ante el estrés salino.

Por otra parte, en Turquia, otros autores evaluaron
la germinacién de las semillas y el crecimiento inicial de
plantulas de arroz variedad IR-28 ante estrés salino
(120 mmol.L™?) con 24-EBL (3 umol.L?). Los resultados
demuestran que los tratamientos con BR aumentaron el
crecimiento de las plantulas pero no la germinacion.

Como se puede observar estos reportes se refieren
al tratamiento de las semillas de arroz, por lo que laaspersion
foliar con brasinoesteroides esta muy poco documentada.
Sin embargo, en otro cereal como es el trigo, se evaluaron
los efectos de la aspersion foliar con EBL en plantas de
la variedad S-24 (tolerante a la sal) y MH-97 (modera-
damente sensible a la sal), dos dias después de comenzado
el tratamiento de estrés (suplemento de 150 mmol.L™*
de NaCl a la solucién nutritiva Hoagland, 41 dias después
la siembra). Se encontré que, 45 dias después de la
aplicacion, la EBL solamente mejoré el crecimiento en
la variedad tolerante, aunque la inhibicién de la
actividad fotosintética provocada por la sal fue contra-
rrestada significativamente por este compuesto en ambos
cultivares. La EBL estimulé la eficiencia del fotosistema
Il en ambos cultivares medido como la relacion Fv/Fm;
sin embargo, esta hormona no tuvo influencia en el
rendimiento del grano (23).

En otro estudio, con estas dos mismas variedades,
se demostré que el suministro continuo de EBL por las
raices, a través de la solucién nutritiva suplementada o no
con 120 mmol.L* de NaCl, mejoré no solo el crecimiento
de las plantas de ambos cultivares en condiciones salinas,
sino que ademas estimulé el rendimiento total del grano
y la masa de 100 granos, siendo la concentracion de
0.052 umol.L™ la mas efectiva (24). Los autores sugirieron
gue el incremento en el tamafio del grano inducido por
la EBL pudo deberse al incremento en la translocacion
de mas fotoasimilados hacia el grano, mientras que el
mejoramiento en el crecimiento de ambos cultivares pudo
estar asociado al incremento observado en la capacidad
fotosintética, debido a la supresién de las limitaciones
estomaticas inducidas por dicho estrés. Se conoce que,
en cereales, los niveles de lectinas se incrementan en
condiciones de estrés.

Por otra parte, recientemente, se demostré que el
tratamiento de semillas con 3 pmol.L* de EBL disminuy6
significativamente el indice mitético de plantas de cebada
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crecidas en medio que contienen 300, 350 0 400 mmol.L™
de NacCl; sin embargo, esta hormona fue capaz de mejorar
las anormalidades cromosOmicas que se presentan en
los apices de las raices en estas condiciones (25).

Otros autores encontraron que el tratamiento a las
semillas de garbanzo con HBL, antes o después de la
inmersion en NaCl, era capaz de revertir los efectos dafiinos
gue el tratamiento salino ejerce en el crecimiento y rendimiento
de estas plantas (26).

En otra especie, Brassica napus, se ha informado
gue la presencia de 2 umol.L* en el medio estimuld
significativamente la germinacion y el crecimiento inicial
de las plantulas ante condiciones salinas impuestas por
200, 250 y 300 mmol.L™* de NaCl (27).

Se ha constatado que, en plantulas de mostaza
expuestas a estrés por NaCl, la aspersion foliar con
1 pmol.L* de 24-EBL, 15 dias después de la siembra,
incremento significativamente el crecimiento, el nivel de
pigmentos y la actividad fotosintética; ademas de disminuir
el eflujo de electrolitos y la peroxidacién lipidica, lo que
favorece el indice de estabilidad de las membranas (28).

Como se puede observar en la Tabla Il, el tratamiento
con NaCl provocd, al final del periodo de estrés, unincremento
en labiomasa seca de las raices que se hizo mas evidente
en la segunda repeticibn y muy poca variacion en la
biomasa de la parte aérea. Se debe destacar, como en
este momento, sobre todo en la segunda repeticién la
aspersion foliar con 2 umoles.L™ de EBL estimuld la formacion
de biomasa seca de las plantulas en condiciones salinas.
Sin embargo, en las evaluaciones realizadas a los siete y
catorce dias de larecuperacion, se puede observar, como el
tratamiento con NaCl indujo, de forma general, en ambas
repeticiones, una reduccion en la acumulacién de
biomasa seca tanto de la parte aérea como de las raices
de las plantulas no asperjadas con EBL. Se destaca, enla
segunda repeticion, el tratamiento de 2 umoles.L™ de EBL,
el cual provocé una estimulacién significativa en la
acumulacion de biomasa seca de las raices a los
14 dias de la recuperacion.

Tabla Il. Efecto de la aspersion foliar de EBL en los
porcentajes de variaciéon (decremento o
incremento) que el tratamiento con NacCl
induce en la biomasa seca de la parte aérea
y de las raices de plantulas de arroz variedad
J-104 alos 0, 7y 14 dias de recuperacion

Tratamientos Parte aérea Raices

0 7 14 0 7 14
A — primerarepeticion
Control -31 -190 -208 236 -508 -427
0.5 uMEBL -137 49 -141 -300 417 536
1.0uMEBL 168 -50 -103 -108 -463 -60.0
2.0 uMEBL 16 -1.7 -130 -180 458 -504
B - segunda repeticion
Control 19  -119 7.1 56 -100 -284
05puMEBL 92 124 -175 220 -87 -188
1.0 UM EBL 74 -6.8 -5.0 -105 6.3 -12.9
20yMEBL 231 -115 58 7”4 287 515
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Nuestros resultados muestran que la biomasa de la
raiz aumenta con el tratamiento salino, este resultado se
repite en numerosos experimentos y hemos encontrado
varios autores que observan un comportamiento similar
(29, 30). 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 razén
raiz: vastago (30). Esto pudiera ser una adaptacion de la
planta para aumentar el area de absorcién de agua y
disminuir el &rea de transpiracién. En general, los niveles
de brasinoesteroides, en raices son mas bajos que en los
meristemos y, al parecer, los requerimientos en este
6rgano también son menores (31). Los primeros reportes
mostraron que la 24-EBL tenia efectos inhibitorios en la
formacion de las raices en maiz, tomate, Arabidopsis y
plantulas de soya (32). 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 las raices primarias de maiz (33).

En el afio 2003 se demostrd que esta respuesta es
dependiente de la concentracion. Bajas concentraciones
de BRs externos (0.1 nmol.L™* de EBL y 10 nmol.L* de
Epicastasterona (EpiCS)) estimularon el crecimiento de
laraiz de plantas de genotipos silvestres y restablecieron los
valores normales en mutantes deficientes de
brasinoesteroides. Las altas concentraciones de estos
compuestos resultaron inhibitorias (10 nmol.L™ de EBL y
500 nmol.L™ de EpiCS), probablemente, por estimulacion
de la biosintesis de etileno, el cual es bien conocido que
inhibe la elongacion de las raices (34).

En la Tabla Il se muestran los niveles de
malondialdehido (MDA) y prolina.

Tablalll. Influenciade laaspersion foliar con EBL en
la concentracion de prolinay de MDA de hojas
de plantulas de arroz variedad J-104, a los
14 dias de recuperaciéon de un tratamiento
con 100 mmol.L™* de NaCl por siete dias

Prolina M DA

(umoles.mg MF™) (umoles
de TBARS.mg MF?)

Tratamientos

A — primera repeticién

Control 88+16 22+0.1
0.5uM EBL 9.0+ 10 19+0.1*
1.0« 8.3+0.9 1.8+0.1*
20" 8.6+09 1.7+0.1*
NaCl 27.0+ 2.3 2702
NaCl + 0.5 yM EBL 43.2 £ 2.5* 2.0+0.1*
NaCl+ 1.0 “* 20.1 + 0.4* 21+0.1*
NaCl+ 2.0 ““ 16.6 + 0.8* 24+0.1
B —segunda repeticion

Control 5.5+0.6 24+0.1
0.5 uM EBL 41+0.1* 19+0.1*
1.0« 54+0.2 22+0.1
20" 7.4+0.3* 2.1+£0.0*
NaCl 17.3+0.6 25+0.1
NaCl + 0.5 yM EBL 5.3+0.5* 2.2+0.1*
NaCl + 1.0 “* 5.2+0.1* 23+0.1
NaCl+ 2.0 ““ 10.2 £2.4* 2202

(Medias * intervalos de confianza a p<0.05)
*Los asteriscos representan los tratamientos que difieren
significativamente de los controles sin EBL

El MDA se produce cuando los &cidos grasos
poliinsaturados se oxidan por efecto de los radicales
libres del oxigeno. Esta peroxidacion lipidica da una
medida indirecta del dafio celular inducido por el estrés
oxidativo que provoca la salinidad. Como se puede
observar, en la primera repeticion del experimento
(Tabla Il A), los niveles de MDA aumentaron levemente
ante el estrés salino. Sin embargo, la EBL disminuy6
significativamente estos niveles en los tratamientos sin
NacCl, y en los tratamientos con estrés las concentraciones
de 0,5y 1 umol.L* también redujeron los niveles de
peroxidacion lipidica. En la segunda repeticion, no hubo
un aumento de los niveles de MDA ante el estrés salino.
No obstante, la EBL (0,5 y 2 umoles.L™) disminuyd los
niveles de peroxidacién lipidica en los tratamientos sin
estrés, mientras que la concentracion de 0,5 umoles.L™
fue la Ginica que disminuyd significativamente los niveles
de MDA en las plantas tratadas con NaCl.

Este incremento de los niveles de MDA ante estrés
salino ha sido informado por otros autores pero en raices
de arroz de variedades susceptibles y ha sido
correlacionado con decremento en las actividades de
enzimas antioxidantes como catalasa y glutationa
reductasay una actividad basal de superéxido dismutasa
y ascorbato peroxidasa. Sin embargo, en variedades
tolerantes ha sucedido todo lo contrario (19, 35).

Ademas, la EBL (3 pmol.L™?) logré disminuir la
peroxidacion lipidica y la acumulacion de prolina causada
por el estrés salino (120 mmol.L™) de plantulas de arroz
variedad IR-28. Entre las enzimas antioxidantes solo se
incrementé la ascorbato peroxidasa ante el tratamiento
con esta hormona (12).

En maiz, el tratamiento de semillas con otro BR, la
homobrasindlida, incremento la actividad de las enzimas
antioxidantes, disminuy6 la peroxidacion lipidica e
incrementé la concentracion de proteinas solubles de plantas
crecidas en condiciones salinas (36).

En cuanto a la prolina, se puede observar el
incremento que experiment6 este indicador a los 14 dias
de la recuperacion en las plantulas tratadas con NacCl
(Tabla lll). Las plantas superiores pueden acumular L-prolina
(Pro) en respuesta a diversos estrés medioambientales
como sequia y salinidad, bajas temperaturas o
radiacion ultravioleta (37). La acumulacién de prolina
estabiliza las membranas y los componentes subcelulares,
incluyendo el complejo Il de la cadena de transporte
electronico mitocondrial. Existen estudios que proponen
a la prolina como aceptor final de los radicales libres y
estabilizador del potencial redox por reaprovisionamiento
de la provisién de NADP* (38). Ademas, la prolina induce
la expresion de genes de respuesta a estrés salino que
tienen elementos de respuesta a prolina (PRE, ACTCAT)
en sus promotores (39).

Aungue la acumulacién de prolina ha sido observada
en arroz expuesto a estrés salino, su rol exacto es muy
controversial, pues es considerada mas un sintoma de
dafio que un indicador de tolerancia al estrés.
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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 amino&cido podria
deberse a una necesidad de la planta de eliminar el
exceso de amonio (40).

En la primera repeticion, la aspersién foliar con
0,5 umoles.L™* de EBL aumenté alin mas los niveles de
prolina en las plantulas sometidas a estrés salino, mientras
gue las concentraciones de 1 y 2 umoles.L™ redujeron
estos niveles. En el segundo experimento, las tres
concentraciones estudiadas redujeron los niveles de
prolina en las plantulas tratadas con NacCl.

En plantas, la prolina es sintetizada del glutamato o
la ornitina, y la primera es considerada la via predominante
en el estrés salino, ya que en estas condiciones disminuyen
las actividades de la alanina y aspartato aminotransferasas
acumulandose glutamato (41). En esta via, la biosintesis
de la prolina comienza con la fosforilacion y reduccion
del glutamato a glutamil-5-semialdehido (G5SA) por la
enzima bifuncional &*-pirrolina-5-carboxilato sintasa
(P5CS). La actividad y-glutamil quinasa de P5CS representa
el paso limitante de la velocidad de reaccion de esta viay
es sensible a retroinhibicién por Pro (42). 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,
quizés controlando el potencial redox y estimulando la
via de las pentosas fosfato para la regeneracion del
NADP™. Algunos autores sugirieron que la acumulaciéon
de prolina inducida por el estrés salino puede ser causada
por la expresion de P5CS (43).

Por otro lado, en Arabidopsis thaliana, la sequiay el
estrés salino activan diferencialmente la expresion de dos
genes de P5CS: AtP5CS1 (At2g39800) y AtP5CS2
(At3g55610). AtP5CSL1 es responsable de la acumulacion
de prolina durante el estrés salino y la sequia. La expre-
sion de AtP5CS1 es activada por una via de traduccién
de sefiales dependiente de ABAy modulada por la luz 'y
los brasinoesteroides (44, 45). Esto pudiera sugerir un posi-
ble mecanismo por el cual los BR disminuyen los efectos
adversos provocados por la salinidad.

A modo de conclusién, se puede plantear que la
respuesta del crecimiento de las plantulas de arroz
variedad J-104 al tratamiento con 100 mmoles.L™ de NaCl
por siete dias y a la aplicacién exdgena de
24-epibrasindlida estuvo muy relacionada con las
temperaturas en las cuales estaban creciendo las
mismas. Esto Ultimo es de gran interés cientifico-técnico,
pues la mayoria de los resultados que se han informado
en cuanto a lainduccion de tolerancia al estrés salino por
la 24-epibrasindlida en el cultivo del arroz se han obtenido
mediante el tratamiento a la semilla (22, 23, 24) y se ha
evaluado el crecimiento inicial de las plantulas en
condiciones controladas; sin embargo, no hay informacion

25

anterior de aplicaciones mediante aspersion foliar en esta
etapa de crecimiento del cultivo en condiciones abiertas;
por lo que se hace necesario continuar profundizando en
este sentido, pues al parecer la respuesta a determinadas
dosis de la hormona dependera en gran medida de las
condiciones de crecimiento de las plantas.
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