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RESUMEN

Palabras clave .. ! . , . .
v Introduccion: Los brasinoesteroides (BR) y sus andlogos son compuestos que han sido utili-

zados satisfactoriamente, a nivel internacional, en la induccion de tolerancia a estreses abio-
ticos en las plantas. El objetivo fundamental de esta investigacion fue determinar el efecto
que la aplicacion exdgena de los brasinoesteroides y sus andlogos ejercian en la tolerancia
de plantulas de tomate al estrés por temperaturas altas y el papel de la homeostasis de bra-
sinoesteroides y del estrés oxidativo en dicha tolerancia. Ademas, determinar los efectos que
los brasinoesteroides y sus analogos ejercen en el crecimiento de plantas de arroz sometidas
a estrés salino, asi como los principales mecanismos fisioldgicos y bioquimicos asociados
a esta respuesta. Métodos: Se ejecutd un experimento donde se utilizaron diferentes geno-
tipos caracterizados por cambios genéticos que originan niveles endégenos diferentes de la
castasterona. Para combinar el interés tedrico con el practico se ejecutaron experimentos
con el genotipo Amalia, cultivo extendido en Cuba Para determinar la influencia que ejercia
el tratamiento a las semillas con BR y sus andlogos en el crecimiento de plantulas de arroz
en medio salino, se ejecutaron varios experimentos en condiciones semicontroladas. Resul-
tados: Los experimentos ejecutados demostraron que, la termotolerancia de plantulas de
tomate depende de la actividad del dominio quinasa del receptor tBRIT de los BR, asi como
la participacion del estrés oxidativo en la termotolerancia inducida por estos compuestos. Se
informd, también, que el analogo MH-5 fue mas efectivo que el BB-6, en proteger a las plantu-
las de tomate cultivar Amalia del choque térmico. En cuanto a la proteccion de las plantas de
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arroz ante el estrés salino, se informan, por primera vez, de manera integral, las respuestas
fisioldgicas y bioquimicas asociadas a la proteccion inducida por la 24-epibrasinolida (EBL)
y el Biobras-16; lo que permitié proponer un modelo de accion de la EBL en plantas de arroz
sometidas a estas condiciones. Se demostro, que, aunque ambos compuestos protegieron
a las plantas, las respuestas fisioldgicas y bioquimicas asociadas a dicha proteccion son
diferentes.

Mechanism of action of brassinosteroids and their
analogues in the plant responses subjected to abiotic
stress

ABSTRACT

Keywords . . . .
y Introduction: Brassinosteroids and their analogues are compounds that have been suc-

cessfully used in the tolerance induction to abiotic stresses in plants, at international level.
The main objective of this research was to determine the effect that the exogenous appli-
cation of brassinosteroids and their analogues exerted on the tomato seedling tolerance to
high temperature stress and the role of brassinosteroid homeostasis and oxidative stress
in this tolerance. The effects that brassinosteroids and their analogues exerted on rice plant
growth under saline stress and the main physiological and biochemical mechanisms asso-
ciated with this response, were also determined. Methods: An experiment was carried out
in which different genotypes were used. They were characterized by genetic changes that
produce different endogenous levels of castasterone. In order to combine the theoretical
interest with the practical one, experiments with genotype Amalia were conducted. This
crop is widespread in Cuba. So as to determine the influence of treating the seeds with BR
and their analogues during the growth of rice seedlings in a saline environment, several
experiments were run in semi-controlled conditions. Results: The performed experiments
demonstrated that the thermotolerance of tomato seedlings depends on kinase domain
activity of the brassinosteroid tBRI1 receptor, as well as the participation of oxidative stress
in the BR-induced thermotolerance. Furthermore, MH-5 analogue was more effective in
protecting Amalia tomato seedlings from thermal shock than BB-6. Regarding the rice plant
protection from salt stress, for the first time, in an integral manner, the physiological and
biochemical responses associated with 24-epibrassinolide (EBL) and Biobras-16 induced
protection are reported; it allowed for proposing an EBL action model in rice plants under
these conditions. It was demonstrated that both compounds protected the plants; however,
the physiological and biochemical responses associated with this protection are different.
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INTRODUCCION

miento. Si bien en el mercado internacional existe una gran

Las temperaturas altas y la salinidad de los suelos son
situaciones de estrés que afectan la productividad de los cul-
tivos a nivel mundial. Para enfrentar estas problematicas en
la actualidad, se trabaja en la busqueda de soluciones que
permitan minimizar los dafios que estos tipos de estrés pro-
vocan en las plantas, para lo cual se pudieran obtener y uti-
lizar cultivares tolerantes e introducir tecnologias amigables
con el medio ambiente.

Una de las tecnologias que se vienen desarrollando en
los Ultimos afios se basa en el uso de reguladores del creci-

diversidad de estos compuestos, dentro de ellos, los brasi-
noesteroides son particulares, dada su funcién dual como es-
timuladores del crecimiento y protectores de las plantas con-
tra el estrés. Los andlogos de BR, sintetizados en Cuba, han
demostrado ser productos mas baratos, con utilidad practica
para incrementar los rendimientos agricolas de 10 % a 25 %
en diferentes especies, particularmente en condiciones no 6p-
timas de produccion (.

Existen diversos informes, en la literatura internacional,
gue demuestran la capacidad de los brasinoesteroides de in-
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ducir tolerancia a las plantas ante estrés de temperaturas altas
y de salinidad @%; sin embargo, no existia informacién acerca
del papel de la homeostasis de brasinoesteroides en la tole-
rancia de las plantas al estrés por temperaturas altas. Por otra
parte, la informacion que existe acerca de los mecanismos fi-
sioldégicos y bioquimicos asociados a la proteccion inducida
por los brasinoesteroides en plantas sometidas a estrés salino
no es suficiente y en el caso de la inducida por los analogos
espirostanicos de brasinoesteroides es muy escasa. Ademas,
de forma general, se desconoce si los brasinoesteroides y sus
analogos utilizan los mismos mecanismos o no para inducir
proteccion a las plantas ante condiciones de estrés.

Para dar respuesta a esta problematica y contribuir al co-
nocimiento de la induccién de tolerancia en las plantas por
los brasinoesteroides y sus analogos, se realizo el siguiente
trabajo cuyo objetivo central fue, no solo demostrar el papel
de la homeostasis de brasinoesteroides en la termotolerancia
de plantulas de tomate y su vinculo con el estrés oxidativo
inducido por la temperatura alta; sino ademas, determinar la
tolerancia inducida por los brasinoesteroides y sus analogos;
ademas de, profundizar en los mecanismos fisiolégicos y bio-
quimicos asociados a la tolerancia a estrés salino inducida
por los brasinoesteroides y sus analogos en plantas de arroz.

METODOS

Termotolerancia basal de diferentes genotipos
de tomate y efecto de la aplicacion exégena de
brasinoesteroides y sus analogos

Con el objetivo de determinar el papel de la homeostasis
de brasinoesteroides en la termotolerancia de plantulas de to-
mate (Solanum lycopersicum L.), se ejecutd un experimento
donde se utilizaron diferentes genotipos caracterizados por
cambios genéticos que originan niveles endégenos diferentes
de la castasterona (CS). Asi, se utilizaron plantas del mutante
enano d* con el gen biosintético d bloqueado y que resulta
deficiente de CS (concentraciones no detectables); del mu-
tante enano abs7, que resultd de una mutacion del dominio
quinasa del receptor tBRIT de los BR, el cual tiene alterada
la sensibilidad a los BR y posee un alto nivel endégeno de la
CS (18,56 x 107 mg kg MFA). Ademas, se utilizaron plantas
transgénicas (35SD), que se caracterizan por la acumulacion
de CS (5,75 x 107 mg kg" MFA) y la reversion del enanismo del
mutante d* ya que sobreexpresan constitutivamente el gen d,
bajo el control del promotor del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV35S). Las plantas del genotipo 35SD fueron generadas
previamente mediante la transformacion del mutante d* con
la construccion pGB1421@. Los genotipos d* y 35SD constitu-

yen lineas isogénicas del cultivar de tomate Ailsa Craig (AC),
un genotipo no alterado genéticamente en la biosintesis y re-
conocimiento de los BR, por lo cual posee un nivel normal de
laCS (2,17 x 107 g kg™ MFA).

La caracterizacion de la termotolerancia basal se realizé
colocando semillas desinfectadas de cada uno de los genoti-
pos en potes plasticos estériles que contenian medio Muras-
hige y Skoog suplementado con glucosa 1,0 % y solidificado
con agar 0,8 % (m/v). Las plantas crecieron en condiciones
controladas, a una temperatura de 25 °C, humedad relativa de
50 % y un fotoperiodo de 16 h (10*mol m? s, luz fluorescen-
te). A los 15 d de edad, las plantulas de todos los genotipos
se sometieron a una temperatura de 45 °C por (4, 5,6, 7 y 8)
horas en la oscuridad en una camara para ensayo ambien-
tal. Al finalizar los choques térmicos, los potes se colocaron
inmediatamente a 25 °C durante una semana (periodo de re-
cuperacion) en las condiciones de crecimiento mencionadas
anteriormente. Se empled la sobrevivencia como indicador
de termotolerancia de las plantulas y se determiné al final del
periodo de recuperacion, estimandose a partir de la evalua-
cion del numero de plantulas que mantienen el dpice vivo o la
emergencia de sus primeras hojas verdaderas.

Para evaluar el efecto de la 24-epibrasinolida (EBL) en la
termotolerancia, se aplicaron diferentes concentraciones (0,
10%, 107, 10° mol L) al medio MS cuando las semillas ya es-
taban germinadas y el choque por temperatura alta de 45°C
durante siete horas se impuso segun se describi¢ anterior-
mente. La termotolerancia se estimé a partir de la sobreviven-
cia como ya se ha descrito antes.

Para combinar el interés tedrico con el practico se ejecu-
taron experimentos con el genotipo Amalia, cultivo extendido
en Cuba. Para ello, primeramente, las plantulas se sometieron
a tratamientos de temperatura de 45°C por2h,3h,4hy 5h,
siguiendo la metodologia descrita anteriormente. Posterior-
mente, se evalud la influencia de la EBL y dos andlogos de la
castasterona (A y B), sintetizados en Cuba, en la sobreviven-
ciay el crecimiento de plantulas del cultivar Amalia al choque
de 45 °C durante 4 h. El analogo A corresponde a la formula-
cion conocida como MH-5 que tiene como ingrediente acti-
vo al compuesto 25(R) 2a,30,5a trihidroxi-espirostan-6-ona;
mientras B corresponde a la formulacién conocida como Bio-
bras-6 y su ingrediente activo es la 25(R) 2a,3a. dihidroxi-5a
espirostan-6-ona.

Las condiciones de crecimiento de las plantulas, la forma
de aplicacion, el rango de concentraciones de la 24-epibrasi-
nolida y los dos analogos, la imposicién del choque por tem-
peratura alta, asi como la estimacién de la termotolerancia
fueron similares a las ya descritas.
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Estrés oxidativo en plantulas de diferentes genotipos
de tomate tratadas con brasinoesteroides y sus
analogos y sometidas a estrés por temperatura alta

Para evaluar la influencia que el choque por temperatura
altay la EBL ejercen en la estabilidad de las membranas, se
determiné el eflujo de iones (El) de las plantulas de los dife-
rentes genotipos (AC, d¥, abs1, 35SD), al finalizar el tratamien-
to de 45 °C durante 7 h, solamente con la concentracion de
EBL mas efectiva. Los analisis de la peroxidacion lipidica y la
actividad de la enzima peroxidasa se realizaron antes de la
imposicion del tratamiento térmico, una vez finalizado este
y al final de periodo de recuperacion. La peroxidacion lipidica
se estimé mediante la determinacion del contenido de malon-
dialdehido (MDA) como se describid previamente®.

El ensayo de la actividad peroxidasa, POX (EC 1.11.1.7)
se realizd a través del monitoreo del incremento de la absor-
bancia de la purpurogalina a 420 nm cada 10 s en un intervalo
de 1 min ©. La concentracion de proteinas solubles totales se
determind por el método de Bradford ), utilizando la albimina
de suero bovino (1 g L) como estandar.

En el cultivo Amalia, también se evalu¢ el efecto de la EBL
y los dos analogos en el contenido de MDA y en la actividad
de la enzima POX.

Tolerancia al estrés salino de plantulas de arroz
inducida por el tratamiento a las semillas con
24-epibrasindlida y dos analogos espirostanicos de
brasinoesteroides

Para determinar la influencia que ejercia el tratamiento
a las semillas con BR y sus analogos en el crecimiento de
plantulas de arroz en medio salino, se ejecutaron varios expe-
rimentos en condiciones semicontroladas. En el primer expe-
rimento, se utilizaron semillas de los cultivares de arroz J-104
e INCA LP-7, las cuales se embebieron, durante 24 h, en agua,
NaCl o NaCl suplementado con diferentes concentraciones
(1,0; 0,5, 0,05; 0,005 mg L") de BB-6 0 BB-16. Las semillas se
germinaron en la oscuridad durante 48 h y luego, se transfirie-
ron a potes que contenian las mismas soluciones de ensayo.
Los potes se colocaron en un cuarto de luces a 25 °C y un
fotoperiodo de 16 h durante 7 d. Al finalizar este periodo, se
evaluaron las longitudes y las masas secas de parte aérea y
raices. Posteriormente, se ejecutaron dos experimentos, en el
primero, se utilizaron semillas del cv. J-104 y en el segundo,
semillas de Ginés, cultivares sensible y tolerante a la salinidad,
respectivamente. Las semillas de ambos cultivares se trata-
ron, durante 24 h, con diferentes concentraciones (0,0, 0,07;
0,1; 1,0 umol L") de EBL o BB-16. Al finalizar la imbibicion, las
semillas se pusieron a germinar y 48 h después, las semillas
germinadas se transfirieron a potes que contenian solucion

nutritiva Hoagland diluida (1:1) suplementada o no con NaCl
100 mmol Ly se colocaron en un cuarto de luces durante
11 dy 13 d, para J-104 y Ginés, respectivamente. Al finalizar
el experimento, se realizaron las evaluaciones de crecimiento
descritas anteriormente.

Finalmente, se ejecutaron otros dos experimentos don-
de se utilizaron semillas del cv. INCA LP-7, las cuales, en el
primer experimento, se trataron con soluciones de BB-16 o
BB-25 a concentraciones similares a las descritas en los ex-
perimentos anteriores. En el segundo experimento, se utilizd
la mejor concentracion de cada uno de los productos. Para la
germinacion de las semillas y el crecimiento de las plantulas
se procedié de manera similar a los experimentos anteriores,
aungue en estos casos los potes permanecieron en el cuarto
de luces durante 14 d. En ambos experimentos, se evaluaron
los indicadores de crecimiento y en el segundo experimento,
ademas, se determinaron las concentraciones de pigmentos
y de prolina en las hojas.

Identificacion de mecanismos fisiologicos y
bioquimicos asociados a la tolerancia al estrés
salino inducida por la aspersién foliar de
brasinoesteroides y sus analogos.

Se ejecutd un primer experimento para seleccionar las
concentraciones de EBL ® y de BB-16 © mads efectivas en
la induccion de tolerancia al estrés salino en las plantas de
arroz. Se ejecutd un segundo experimento para evaluar las
respuestas fisioldgicas y bioguimicas inducidas por la asper-
sion foliar de los brasinoesteroides en plantas de arroz some-
tidas a estrés salino. Para esto, se utilizaron semillas de arroz
(Oryza sativa L) del cultivar J-104 considerada como suscep-
tible al estrés salino 9 y se sumergieron en agua destilada
durante 24 h. Posteriormente, se colocaron en placas Petri;
en la oscuridad, para propiciar la germinacién y a las 48 h, las
semillas germinadas se trasplantaron a recipientes plasticos
gue contenfan suelo Gleysol Nodular Ferruginoso Petroférrico
(M y se introdujeron en cestas plasticas que contenian agua
corriente. 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, se realizd la asper-
sion foliar con EBL (2 umol L") o BB-16 (0,1 ymol L"). Se as-
perjaron 240 plantas por tratamiento y se dejaron 240 como
tratamiento control. En ese momento, las plantas se dividie-
ron en dos grupos de 120 plantas, uno se colocé en cestas a
las cuales se les adiciond solucion nutritiva Hoagland diluida
y el otro se coloco en cestas que contenian solucion nutritiva
Hoagland diluida suplementada con NaCl 100 mmolL". A los
7 d, las plantas que estaban sometidas a tratamiento salino,
se colocaron en solucion nutritiva Hoagland diluida, durante
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14 d, para evaluar la recuperacion. A los 7 d del tratamiento
salino y al final de la recuperacién se evaluaron indicadores
del crecimiento (longitud y masa seca de parte aérea y raiz,
area foliar), indicadores de las relaciones hidricas, solutos or-
ganicos (prolina, glicina betaina, azlcares solubles totales y
reductores), cationes inorganicos (Na*, K*, Ca* y Mg?"), con-
tenido de clorofilas y carotenoides, dafio oxidativo (contenido
de MDAy proteinas oxidadas) y actividad de enzimas antioxi-
dantes (POX, POX,. CAT, SOD, APX, MDHAR, DHAR, GR).

RESULTADOS

Termotolerancia basal de diferentes genotipos
de tomate y efecto de la aplicaciéon exégena de
brasinoesteroides y sus analogos

Se evidencid, por primera vez, que la termotolerancia ba-
sal se modifica poco cuando el contenido de castasterona
(CS) de las plantas de tomate se eleva entre la deficiencia (d¥,
mutante biosintético) hasta una cantidad intermedia de 5,75
x 107 g kg MFA (358D, linea transgénica que sobre expresa
el gen d). A partir de este nivel de hormona, un incremento
adicional de hasta 18,56 x 107 g kg MFA produjo un aumen-
to de la termotolerancia (abs1, mutacién del dominio quina-
sa tBRIT). Se demostrd que la induccion de termotolerancia
por la EBL fue pronunciada tanto en tejidos con deficiencia
como en los que poseen un nivel mas elevado de CS; aunque
el mutante d* resulté muy sensible a la EBL, respondiendo a la
menor concentracion estudiada (10® mol L). En general, con
la aplicacion de EBL 10° mol L' se obtuvieron los mayores
niveles de induccion de termotolerancia de las plantulas de
estos genotipos (2 (Tabla 1).

Resultados similares han sido expuestos por Singh y Sho-
no (2005) al demostrar la mayor induccion por la aspersion
foliar de EBL a la concentracion de 10 mol L (9

De igual manera, esta concentracion resulto la mas efec-
tiva en estimular la sobrevivencia de plantulas de tomate cv.
Amalia (Figura 1), incluso el incremento fue superior al infor-
mado con anterioridad %y al observado en el genotipo Ailsa
Craig (AC). En cuanto a los andlogos A (MH-5) y B (BB-6), la
mayor estimulacion también se obtuvo a la concentracion
de 10°% mol L7, obteniéndose valores de sobrevivencia de 72
%y 58 % respectivamente; valores inferiores al obtenido con
la aplicacion de la EBL (85 %). Se debe destacar, que los re-
sultados obtenidos confirman lo informado anteriormente,
con relacion a la termoproteccion inducida por los analogos
espirostanicos en este cultivo % y sugiere la posibilidad fu-
tura del uso de estos productos para incrementar la termo-
tolerancia de plantulas de tomate cv. Amalia.
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Fig. 1. Influencia de diferentes concentraciones de la 24-epibrasiné-
lida (EBL) y los andlogos A (MH-5) y B (BB-6) en la sobrevivencia de
plantulas de tomate (cv. Amalia) sometidas al choque de 45 °C duran-
te 4 h.Las barras representan los errores estandar de las medias y las
letras las diferencias significativas entre tratamientos, segun analisis
de comparacion de proporciones (p < 0,05).

Tabla 1. Porcentajes de sobrevivencia de plantulas de los diferentes genotipos de tomate tratadas con y sin la EBL,
crecidas en el medio MS y sometidas a 45 °C durante 7 h (medias + error estandar)*

Tratamientos/genotipos  AC dx 35SD absl

45°C-7 h 24,5+2,1 30,0+ 1,47 18,25+ 0,63 88,25 + 2,95
EBL (10-6 mol L-1) 45°C  55,5+3,92 (127 %) 78,5+5,2 (162 %) 36,0 + 3,45 (97 %) 92,75+ 2,39
EBL (10-7 mol L-1) 45 °C 27,25+1,7 64,8+ 1,4 (116 %) 19,5+1,26 87,80 + 2,95
EBL (10-8 mol L-1) 45 °C 27 £1,08 61,2+2,7 (104 %) 20,25+1,1 86,50 £ 2,18

*Los numeros entre paréntesis corresponden a los porcentajes de incremento del indicador en los tratamientos con EBL con respecto a

su correspondiente tratamiento control.
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Estrés oxidativo en plantulas de diferentes genotipos
de tomate tratadas con brasinoesteroides y sus
analogos y sometidas a estrés por temperatura alta.

Se determind que la temperatura incrementd el eflu-
jo de iones de los diferentes genotipos de tomate (AC, o,
35SD y absT), inmediatamente después del tratamiento de
choque térmico en la oscuridad; sin embargo, los genotipos
con contenidos alterados de castasterona (d* 35SD y abs17)
no mostraron dafio oxidativo. Esto sugiere que el efecto de
la temperatura alta alterd primariamente la estabilidad de la
membrana de las plantulas de estos genotipos sin que estas
tuvieran dafio oxidativo. Sin embargo, al final de la recupera-
cion en la luz, se observd que, al aumentar el contenido de la
CS, el dafo oxidativo inducido por la temperatura alta se re-
dujo. Asi, las plantulas con ausencia de la CS (mutante d¥) se
dafiaron mas y las que presentan el contenido mas elevado
(mutante absT) se afectaron menos.

La EBL no propicio la proteccién de las membranas de las
plantulas de los genotipos AC y absTante el dafio oxidativo
mediado por la temperatura alta; sin embargo, este compues-
to ejercio un efecto protector en las plantulas de los genotipos
d*y 35SD, siendo marcado en las primeras. De las actividades
de las enzimas antioxidantes, las peroxidasas (POX) fueron
las Unicas que respondieron a la aplicacion de la EBL, por lo
que pudiera ser clave para las respuestas inducidas por los
BR. La respuesta mas pronunciada de la actividad POX se en-
contré cuando el tejido presenta deficiencia de CS, mientras
que esta actividad no respondié al choque por temperatura
alta en plantulas con un nivel elevado de CS. Al aplicarse la
EBL, la actividad POX incrementd de manera pronunciada en
el mutante d¥ sin embargo, en el mutante abs7, la EBL inicial-
mente incremento la actividad POX, la cual fue disminuyendo
durante la recuperacion hasta igualarse al final del periodo (2.

En el caso del cultivar Amalia, el comportamiento de los
indicadores del metabolismo oxidativo (peroxidacion lipidica
y actividad de la enzima POX) ante la aplicacién de los ana-
logos A (MH-5) y B (BB-6) sugieren que ellos tuvieron efec-
tos similares; aunque el analogo MH-5 proporciond un mayor
incremento del porcentaje de sobrevivencia; por lo que otros
mecanismos, mas que la reduccién del dafio oxidativo, po-
drian determinar la mayor capacidad de este andlogo de in-
crementar la termotolerancia.

Tolerancia al estrés salino de plantulas de arroz
inducida por el tratamiento a las semillas con
24-epibrasindlida y dos andlogos espirostanicos de
brasinoesteroides

Se demostrd que el andlogo BB-16 fue mas efectivo que
el BB-6 en estimular el crecimiento de plantulas de dos cul-

tivares de arroz (J-104 e INCA LP-7) en medio salino, nece-
sitdndose una concentracion inferior (0,01 pmol L") a las in-
formadas para los brasinoesteroides naturales en la literatura
internacional (de T umol L"a 5 ymol L) por varios autores (%
" en este cultivo (1),

Posteriormente, se demostrd que tanto la EBL como el
BB-16 fueron capaces de revertir parcialmente la inhibicion del
crecimiento provocada por el NaCl en las plantulas de los cul-
tivares de arroz J-104 y Ginés; siendo la EBL mas efectiva que
el BB-16 y se pudo comprobar que las plantulas del cultivar
Ginés, tolerante a la salinidad, respondieron mejor a los trata-
mientos empleados 9. En otro estudio se compard la efecti-
vidad de los andlogos Biobras-16 y Biobras-25 en estimular el
crecimiento de las plantulas del cv. INCA LP-7 en medio salino
y se encontré que la modificacion en las caracteristicas es-
tructurales que presenta el Biobras-25 favorecieron ain mas
el crecimiento de las plantulas de dicho cultivar, asi como la
concentracion de pigmentos en las hojas ?9.

Identificacion de mecanismos fisiologicos y
bioquimicos asociados a la tolerancia al estrés salino
inducida por la aspersién foliar de brasinoesteroides
y sus andalogos

Tomando como punto de partida, el establecimiento de
las concentraciones mas adecuadas a utilizar para la asper-
sién foliar con EBL ® o Biobras-16 © con vistas a proteger a
las plantas arroz de los efectos adversos que provoca el estrés
salino; se ejecutaron experimentos que permitieron profundi-
zar en las respuestas fisioldgicas y bioquimicas asociadas a la
proteccion inducida por cada uno de estos compuestos.

Se demostré que la concentracion efectiva de BB-16 (0,1
umol L") capaz de inducir proteccién fue 20 veces inferior a la
utilizada para la EBL (2 umol L") (Figura 2).

En condiciones de salinidad, la estimulacion del creci-
miento inducida por la aspersién foliar con EBL o BB-16 esta
asociada a un mejor estado hidrico de las plantas, a un mejor
balance de cationes como el K*, Mg?*y el Ca?*, a un incremento
de la actividad de algunas enzimas antioxidantes (Figura 3) y
a la disminucién del dafio oxidativo a lipidos y proteinas @V,

A pesar de que ambos brasinoesteroides protegen a las
plantas jévenes de arroz de los efectos adversos del estrés
salino, se encontraron diferencias en la respuesta de las plan-
tas a la aplicacion de EBL o BB-16; lo cual se informa por pri-
mera vez. Por ejemplo, el BB-16, al finalizar la recuperacion,
incremento significativamente la masa seca de la parte aérea
y el area foliar con valores superiores al control sin sal. Sin
embargo, con la aplicacion de la EBL la longitud de las raices
fue superior al control sin sal. En las respuestas bioguimicas,
se encontré que el BB-16 solo aumento significativamente la
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prolina en hojas, mientras que la EBL aumentd este aminoa-
cido en hojas y raices. Este ultimo, ademas, incremento la
glicina betaina en las raices. Adicionalmente, en las enzimas
antioxidantes se observé un efecto del BB-16, durante la re-
cuperacion, que no presento la EBL @2, Estos resultados de la
aplicacion foliar del BB-16 durante la recuperacion, sugieren
un efecto a largo plazo de este analogo, lo que tendria influen-
cia en la practica productiva.

Las respuestas fisioldgicas y bioguimicas obtenidas per-
mitieron la elaboracién de un modelo bioldgico (Figura 4) que
sugiere, por primera vez, el modo de accion de la EBL en la
induccion de tolerancia al estrés salino en plantas de arroz 2.

Conclusiones

La termotolerancia basal de genotipos de tomate estuvo
asociada a concentraciones altas de castasterona enddge-
na. Los brasinoesteroides provocan la activacion de algunas
enzimas antioxidantes e inhiben el estrés oxidativo inducido
por el estrés de temperatura alta en tomate o el estrés salino
en arroz para estimular la tolerancia de las plantas. Los ana-
logos espirostanicos de brasinoesteroides, a determinadas
concentraciones, protegen a las plantas de tomate y arroz
ante condiciones de estrés por temperatura alta o salinidad,
respectivamente; a pesar de que las respuestas fisiolégicas y
bioquimicas asociadas a dicha proteccion sean diferentes a
la de los brasinoesteroides naturales.
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Fig. 4. Modelo de accién de la EBL en las células fotosintéticas de plantas jovenes de arroz sometidas a estrés salino. 1) La EBL es reco-
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nocida por su receptor BRIT y desencadena cambios conformacionales, heterodimerizacion con BAK1 y transfosforilacién con lo que se
activa totalmente el receptor. 2) La activacion de BRIT puede fosforilar a la H* ATPasa tipo P con lo que se hiperpolariza la membrana y se
acidifica el apoplasto. 3) El pH acido activa enzimas modificadoras de la pared como las expansinas (EXP), las xiloglucano-endotransgli-
cosilasas (XET) y las xiloglucano-transhidrolasas (XHT). 4) A su vez el pH dcido también inhibe las peroxidasas dependientes de pH (POX).
5) La activacion del receptor por la EBL desencadena una cascada de sefializacion que termina en la asociacion del factor de transcripcion
BZR1/BEST1 con otros factores para el reconocimiento de promotores especificos en el ADN. 6) Este reconocimiento provoca la induccion
de numerosos genes involucrados en el crecimiento y la expansion celular. 7) La interaccion directa de RLP44 con BAKT induce la expresion
de genes de la pectinmetilesterasa (PME). 8) La activacién de BRI1 a su vez regula la actividad de las acuaporinas (AQP), tal vez por fos-
forilacion.9) También se induce, por una via dependiente de ABA, el gen P5CS, que codifica para la pirrolina-5- carboxilato sintasa, enzima
clave en la biosintesis de la prolina en condiciones de estrés. 10) Se incrementa la actividad de la NADPH oxidasa produciendo O, que es
rdpidamente dismutado por la Cu-Zn SOD a H,0,. 11) El perdxido activa las MAPK que a su vez inducen nuevas RBOH produciendo una
amplificacion de la sefial. 12) Este H,0, pudiera inducir la sintesis de ABA, produciendo una respuesta sistémica al estrés. 13) Las con-
centraciones de peroxido en el apoplasto pueden ser reguladas por peroxidasas asociadas a la pared celular (POXwc) que son inducibles
por su sustrato. 14) El peréxido puede inducir la expresién de genes relacionados con la respuesta a estrés como enzimas antioxidantes.
15) El aumento de las principales enzimas antioxidantes como la SOD y las POX y las enzimas del ciclo del ascorbato-glutation, unido al
aumento de los carotenoides, pudieran provocar una disminucién de las EAO en los cloroplastos. 16) Esto disminuyo el dafio oxidativo en
lipidos y protefnas. 17) Esta disminucion de las EAO favoreceria el aumento de las clorofilas y la fotosintesis. 18) El aumento de la catalasa
(CAT) puede contribuir a la eliminacion del peréxido de hidrogeno y asi también disminuir el dafio oxidativo. 19) El mantenimiento de la
integridad de la membrana plasmatica por la disminucion del dafo oxidativo, unido a la regulacion por los BR de la expresion y la actividad
de transportadores de Na*y K* y las bombas de H* pudiera conllevar a la disminucion del Na*, asi como el aumento del K*, Ca?" y Mg?". *

Los recuadros en amarillo representan los resultados obtenidos en el trabajo
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