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Es de destacar que el potasio correlaciondé de forma negativa con todos los potenciales
evaluados, por lo al parecer no estd involucrado en el mecanismo de ajuste osmoético. Los
cationes calcio y magnesio presentaron un comportamiento similar.

La relacion Na'/K", al igual que el sodio, correlaciond de forma positiva con las variables del
estado hidrico.

4.2.4. Contenido de clorofilas y carotenoides

Las clorofilas son moléculas fundamentales para la realizacion de la fotosintesis. En la figura
12 se presentan los niveles de clorofilas, al final del tratamiento con NaCl y a los 14 dias de
recuperacion. Se observo una disminucion de la clorofila a y de las clorofilas totales en las
plantas siete dias después del tratamiento con NaCl. La aspersion foliar con ambos BR fue
capaz de contrarrestar este efecto al alcanzar valores significativamente superiores al control

sin sal, destacandose el BB-16 (Figura 12A).

Figura 12. Efecto de la aspersion foliar con BB-16 (0,1 umol L) o EBL (2 umol L) en el contenido
de clorofilas a, b y totales en hojas de plantas de arroz del cultivar J-104 sometidas a NaCl 100 mmol

L' durante siete dias. A. Final del periodo de estrés. B. Final del periodo de recuperacion. Medias con
letras comunes no difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples de Tukey (p<0,05) n=9.
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En la recuperacion, se acentué mas la disminucion significativa de las clorofilas totales en las
plantas que estuvieron sometidas al NaCl. No obstante, se mantuvo el efecto de ambos BR en
el incremento de los niveles de clorofilas (Figura 12B) y en este momento, se destaco la EBL
por incrementar las clorofilas a valores significativamente superiores al control sin sal.

La disminucion de la concentracion de los pigmentos fotosintéticos ante estrés salino
concuerda con diferentes autores en numerosos cultivos como: albahaca, arroz, pepino, soya,
trigo, uva y tomate (Furdi et al., 2013; Seif et al., 2014; Senguttuvel et al., 2014). Esta
respuesta ha sido atribuida a varias causas: la destruccion de los pigmentos clorofilicos por el
incremento de la actividad clorofilasa y la supresion de enzimas de la biosintesis como la
porfobilindgeno desaminasa. También puede estar ocasionada por la interferencia de los iones
salinos con la sintesis de novo de proteinas y componentes estructurales de la clorofila (Ashraf
y Harris, 2013).

La estimulacion de la concentracion de clorofilas en las hojas de las plantas asperjadas con
BB-16 6 EBL y sometidas al tratamiento con NaCl, confirm¢é lo obtenido por otros autores. Se
ha informado que la aspersion foliar con EBL a varias concentraciones (50, 100, 200 y 400
nmol L) disminuyé la pérdida de los pigmentos fotosintéticos provocada por el estrés salino
(NaCl 90 mmol L) en plantulas de berenjena (Wu et al., 2012). En Phaseolus vulgaris y
Hordeum vulgare, el pre-tratamiento a las semillas con brasinoesteroide (5 pmol L) revirti6
la disminucién del contenido de clorofila provocado por el estrés salino (150 mmol L)
alcanzando niveles similares a las plantas controles (Ali y Abdel-Fattah, 2006). De igual
forma, la aspersion foliar con EBL en plantas de frijol sometidas a estrés salino aumento la
concentracion de clorofilas (Rady, 2011).

Se ha demostrado el efecto de otros BR en la restitucion de las moléculas de clorofila ante
estrés salino. Por ejemplo, en Brassica juncea la concentracion de 10 mol L' de HBL fue la
de mejor resultado en el incremento de la concentracion de clorofilas en las tres
concentraciones (50, 100 y 150 mmol L) de NaCl evaluadas (Alyemeni et al., 2013).
Particularmente, en arroz, Anuradha y Rao (2003) demostraron que el tratamiento a las
semillas con BL, EBL y HBL (3 umol L) disminuyé la pérdida de los pigmentos

fotosintéticos provocada por el estrés salino (NaCl 150 mmol L).

72



Resultados y Discusion

Una via por la cual los BR pudieran incrementar los contenidos de clorofilas es por inhibicion
de la enzima clorofilasa en condiciones de estrés abiotico, segin lo planteado por Sharma et
al. (2017).

La concentracion de carotenoides de las hojas de las plantas sometidas a NaCl aumento al
final del periodo de estrés en todos los tratamientos con respecto al control. Este incremento
fue mas notable en los tratamientos asperjados con ambos BR (Figura 13).

Al final de la recuperacion, las plantas asperjadas con BB-16 presentaron una concentracion
de estos pigmentos significativamente superior, incluso a la mostrada por el tratamiento
control. Sin embargo, en las plantas asperjadas con EBL, la concentracion de carotenoides fue

significativamente inferior.

Figura 13. Efecto de la aspersion foliar con BB-16 (0,1 umol L") o EBL (2 umol L") en el contenido
de carotenoides (xantofilas+ carotenos) de hojas de plantas de arroz del cultivar J-104 sometidas a

NaCl 100 mmol L' durante siete dias. Medias con letras comunes no difieren significativamente entre si segin
prueba de Rangos Multiples de Tukey (p<0,05) n=9

En trigo, la aspersion foliar con EBL restituyo la pérdida de las moléculas de carotenoides
provocada por el estrés salino en plantas de dos semanas de edad (Dong et al., 2017 ). Del
mismo modo, en maiz el pre-tratamiento a las semillas con EBL aumento la concentracion de
carotenoides en plantas sometidas a diferentes niveles de salinidad (Agami, 2013).

Este incremento de los carotenoides, provocado por la aspersion foliar con los BR en las
plantas sometidas a estrés salino, pudiera ser beneficioso. Estas moléculas pueden actuar como
antioxidante absorbiendo la energia para prevenir la formacion del oxigeno singlete y proteger

el aparato fotosintético (Mattos y Moretti, 2015).
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4.2.5. Indicadores del metabolismo oxidativo

Entre las técnicas que han sido empleadas para indicar el dafo oxidativo se encuentran: la
deteccion de la acumulacion de los productos relativamente estables de la degradacion
oxidativa de los lipidos (malondialdehido), asi como la formacion de proteinas carboniladas
que se generan debido al ataque de los radicales libres (Khan y Panda, 2002; Dalle-Donne et
al., 2003).

La aspersion foliar con BB-16 fue capaz de revertir parcialmente el aumento de la
concentracion de MDA provocado por el estrés salino, al finalizar el tratamiento con NaCl.
Sin embargo, la aspersion con EBL lo revirtio totalmente, alcanzando valores de MDA
significativamente inferiores al de las plantas del tratamiento control. Al final de la
recuperacion, no hubo diferencias significativas entre la concentracion de MDA de las plantas
sometidas a estrés salino y asperjadas con BB-16 o EBL y la del tratamiento control (Tabla
X).

Tabla X. Efecto de la aspersion foliar con BB-16 (0,1 pmol L) o EBL (2 umol L) en el dafio
oxidativo de hojas de plantas de arroz del cultivar J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L™! por siete dias.
MDA: Malondialdehido GCO: Grupos carbonilos oxidados.

7 DIiAS DE ESTRES 14 DIAS DE RECUPERACION

MDA Proteinas oxidadas MDA Proteinas oxidadas
(mmol TBARS (umol GCO mg prot) (mmol TBARS (pmol GCO mg™ prot)
g MF) g MF)
SN 2,07 ¢ 0,256 ¢ 2,56b 0,043 b
SN+BB-16 1,85d 0,191 ¢ 2,14 ¢ 0,0332 ¢
SN+EBL 1,97 cd 0,217d 2,03 ¢ 0,0356 ¢
SN+NaCl 2,85a 0,393 a 3,09 a 0,098 a
SN+BB-16+NaCl 2,36 b 0,266 be 2,37 be 0,0447 b
SN+EBLA+NaCl 1,88 d 0,286 b 2,53 b 0,0477 b
Esy 0,037%%* 0,0076%** 0,086%** 0,0032%**

Medias con letras comunes no difieren significativamente entre si segiin prueba de Rangos Multiples de Tukey (p<0,05) n=9

Estos resultados confirman lo obtenido por Ozdemir et al. (2004) y Sharma et al. (2013b),
quienes encontraron que el tratamiento a las semillas con EBL logré disminuir la peroxidacion
lipidica causada por el estrés salino en plantulas de arroz de un cultivar sensible a la salinidad

como IR-28 y del cv. Pusa Basmati-1, respectivamente.
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Ademéds, la EBL redujo el eflujo de electrolitos y la peroxidacion lipidica en plantulas de
mostaza, frijol y trigo expuestas a estrés salino, lo que favorecio el indice de estabilidad de las
membranas (Ali et al., 2008a; Rady, 2011; Talaat y Shawky, 2013).

Las proteinas pueden sufrir varias modificaciones irreversibles por la accion de las EAO. La
mas comun es la oxidacion de sus grupos carbonilos. En la Tabla X se muestran los resultados
de las determinaciones de los grupos carbonilos oxidados (GCO) de las proteinas de las hojas
de plantas de arroz en cada uno de los tratamientos.

La oxidacion de proteinas se incrementd significativamente con el tratamiento salino,
mientras que la aspersion foliar con BB-16 o EBL disminuy6 los niveles de GCO en las
plantas estresadas a niveles similares al control sin sal.

Un resultado similar se encontr6 en hojas de fresa, donde la salinidad aumento la oxidacion de
proteinas (Tanou et al., 2009). De manera general, no se han encontrado informes que
planteen la reduccion de la oxidacién de proteinas por los brasinoesteroides en condiciones de
estrés salino, ni en ningin otro tipo de estrés. Estos resultados constituyen un aporte sobre el
papel de los BR en el estrés oxidativo de plantas sometidas a estrés salino.

En la figura 14A se observan las respuestas de algunas enzimas del sistema antioxidante de
las plantas de arroz variedad J-104 sometidas a estrés salino. El tratamiento con NaCl
disminuyo6 significativamente la actividad de las peroxidasas (POX), las peroxidasas asociadas
a la pared celular (POXwc), la catalasa (CAT) y la superdxido dismutasa (SOD). Al final de la
recuperacion, se encontrd que las plantas tratadas con NaCl presentaron este mismo
comportamiento, excepto las POXwc que aumentaron en las plantas que estuvieron sometidas
a la sal (Figura 14B).

Resultados similares se han obtenido en la disminucion de la actividad enzimaética de las CAT
y las SOD en arroz y Lolium perenne L. en condiciones de salinidad (Sharma et al., 2013b;
Wu et al., 2017). Reducciones en la actividad de las enzimas POX se han informado en
variedades susceptibles de arroz y trigo sometidas a salinidad (Zheng et al., 2009; Kibria et
al., 2017). Sin embargo, otros autores han demostrado aumentos en la actividad de estas
enzimas ante estrés salino (Talaat y Shawky, 2013; Mir et al., 2015), resultado contrario al

obtenido en este trabajo.
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Figura 14. Efecto de la aspersion foliar con BB-16 (0,1 pmol L) o EBL (2 umol L) en la actividad
especifica de algunas enzimas antioxidantes de plantas de arroz del cultivar J-104 sometidas a NaCl
100 mmol L' por siete dias. A. Final del periodo de estrés. B. Final del periodo de recuperacion. POX:
Peroxidasas. POXwe: Peroxidasas asociadas a la pared celular. CAT: Catalasa. SOD: Superoxido

dismutasa. Medias con letras comunes no difieren significativamente entre si segiin prueba de Rangos Multiples de Tukey
(p<0,05) n=9.

La actividad enzimatica de las POXwc disminuy6 en un cultivar tolerante de tomate sometida
a estrés salino, mientras que en la susceptible se mantuvo inalterable (Reyes et al., 2014).
Estas enzimas estan involucradas en el catabolismo de las auxinas y la formacion de lignina y
suberina. Ademas, participan en el entrecruzamiento de los componentes de la pared celular
(Almagro et al., 2009).

La aspersion foliar con BB-16 o EBL revirtio parcialmente los efectos adversos de la sal en las
actividades de todas las enzimas evaluadas (Figura 14A). Después de la recuperacion, la
aspersion foliar con BB-16 aument6 la actividad de las POXwc y las CAT, no vario la
actividad de las POX y disminuy®¢ la actividad de la SOD (Figura 14 B). La aplicacion de EBL
no modificd la actividad de las enzimas POX y POXwc de las plantas sometidas a estrés

salino, mientras que disminuy¢ la actividad de la CAT y la SOD (Figura 14 B).
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Existen numerosos resultados en la literatura que informan un incremento de la actividad de
las enzimas antioxidantes ante la aplicacion de EBL en diversos cultivos como guisante, arroz,
trigo, habichuela y Lolium perenne L. (Shahid et al., 2011; Sharma et al., 2013b; Talaat y
Shawky, 2013; Mir et al., 2015; Wu et al., 2017).

Sin embargo, los resultados con el BB-16 son mas escasos. Se ha informado el incremento
significativo de la actividad de las enzimas catalasa, superoxido dismutasa, glutation reductasa
y ascorbato peroxidasa en plantulas de arroz crecidas in vitro en presencia de NaCl 75 mmol
L'yBB-16 0,01 mg L' en el medio de cultivo (Nufiez et al., 2003-2004).

El tratamiento a las semillas con EBL (0,1 umol L) y BB-16 (0,1 pmol L) aument6 la
actividad de las POXwc en plantulas de dos cultivares de tomate sometidos a tratamiento
salino por siete dias (Reyes et al., 2014).

El aumento inducido por ambos brasinoesteroides de todas estas actividades enzimaticas al
finalizar el estrés salino contribuye a la mitigacion del estrés oxidativo en las plantas de arroz.
Esto pudiera justificar, en parte, el incremento en las variables del crecimiento observado en el
trabajo.

Otro de los sistemas antioxidantes de las plantas es el ciclo ascorbato-glutation o de Halliwell-
Asada-Foyer. Este es el principal sistema de desintoxicacion del H>O» en cloroplastos,
mitocondrias y citosol de células vegetales. En este ciclo participan cuatro enzimas y dos
compuestos antioxidantes, el ascorbato y el glutation. En la figura 15 se muestran las
actividades especificas de estas cuatro enzimas.

El estrés salino disminuy6 la actividad de las cuatro enzimas evaluadas. La aspersion foliar
con BB-16 o EBL logrd revertir parcialmente este comportamiento en la actividad de la
ascorbato peroxidasa (APX), y totalmente en el caso de la deshidroascorbato reductasa
(DHAR), mientras que en la monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR) y la glutation

reductasa (GR) s6lo el BB-16 pudo contrarrestar el efecto adverso de la sal.
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Después de 14 dias de recuperacion, de forma general, se mantuvo la depresion de la actividad
enzimatica en las plantas que estuvieron tratadas con NaCl. La aspersion foliar con EBL no
tuvo efecto en la actividad de las enzimas evaluadas excepto en la MDHAR y la DHAR que
disminuyeron significativamente. Sin embargo, el BB-16 aument6 de forma significativa las

actividades de las enzimas MDHAR, DHAR y GR con respecto al control con sal.

Figura 15. Efecto de la aspersion foliar con BB-16 (0,1 pmol L) o EBL (2 umol L) en la actividad
especifica de las enzimas del Ciclo del Ascorbato-Glutation de plantas de arroz del cultivar J-104
sometidas a NaCl 100 mmol L por siete dias. A. Final del periodo de estrés. B. Final del periodo de
recuperacion. APX: Ascorbato peroxidasas. DHAR: Deshidroascorbato reductasa. MDHAR:

Monodeshidroascorbato reductasa. GR: Glutation reductasa. Medias con letras comunes no difieren
significativamente entre si segiin prueba de Rangos Multiples de Tukey (p<0,05) n=9.

En cultivares de tomate sensibles a la salinidad, la actividad enziméatica de la APX disminuyo
en hojas y raices cuando las plantas estuvieron sometidas a NaCl 150 mmol L! durante siete

dias, mientras que se acrecentd en un cultivar tolerante (Gharsallah et al., 2016).
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Este mismo comportamiento tuvo la APX y la GR en frijol crecido in vitro y sometido a
diferentes niveles de salinidad; sin embargo, la suplementacion de EBL en el medio revirtio la
disminucion en la actividad enzimatica causada por el NaCl (Nafie et al., 2015).

Por otra parte, la imbibicion de semillas en diferentes concentraciones de HBL por ocho horas,
incremento las actividades enzimaticas de la APX y la GR en plantulas de mostaza sometidas
a NaCl 180 mmol L! (Harpreet et al., 2015).

También, se ha encontrado en plantas de maiz de 10 dias de edad pre-tratadas con EBL, y
sometidas a diferentes niveles de salinidad, un aumento de la actividad de la APX y la GR
(Rattan et al., 2017).

En papa, la aspersion foliar con EBL y EBL+ 4cido ascorbico incrementd la actividad de las
enzimas APX y DHAR en plantulas sometidas a estrés por NaCl 150 mmol L' (Upadhyaya et
al., 2015).

En la tabla XI se muestran los coeficientes de correlacion entre el dafio oxidativo y las
diferentes enzimas antioxidantes. De forma general, en el caso del BB-16, se observo que el
contenido de MDA y las proteinas oxidadas correlacionaron negativamente con la actividad
enzimdtica de la MDHAR, GR, POX y CAT tanto a los siete dias de estrés como a los 14 dias
de recuperacion. Al parecer el aumento de la actividad de estas enzimas estd directamente
relacionado con la disminucion del dafio oxidativo.

En el caso de la EBL, el contenido de MDA correlacion6 negativamente con las actividades de
la DHAR, POX y POXwc a los siete dias de estrés. En la recuperacion solo se mantuvo la
correlacion con la POXwec y se sumo la de la MDHAR.

El contenido de proteinas oxidadas a los siete dias de estrés, correlacion6 de forma negativa
con las enzimas APX, DHAR, POX, POXwc y CAT. A los 14 dias de recuperacion se observo
este comportamiento entre el contenido de proteinas oxidadas y las POXwc, la MDHAR vy la

GR.
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Tabla XI. Coeficientes de correlacion de Pearson entre el dafio oxidativo (MDA y Proteinas oxidadas)
y las actividades enzimaticas de ascorbato peroxidasa (APX), deshidroascorbato reductasa (DHAR),
monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR), glutation reductasa (GR), peroxidasas (POX),
peroxidasas asociadas a la pared celular (POXwec), catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) en
hojas de plantas de arroz del cultivar J-104 sometidas a NaCl 100 mmol L' durante siete dias.

Dano Coeficientes de correlacion
oxidativo
MDA BB-16 7Tdias de -0,59 -0,97* -0,63 -0,92* | -0,82* -0,83* -0,997* | -0,83*
estrés

14 dias de 0,14 -0,90* 0,61 -0,70* | -0,86* -0,62 -0,88* -0,22

recuperacion
EBL 7dias de -0,63 -0,12 -0,98* | -0,63 | -0,94* | -0,87* -0,63 -0,42
estrés
14 dias de 0,31 -0,77* -0,17 -0,67 -0,13 -0,85* 0,01 -0,10
recuperacion
Proteinas BB-16 7dias de -0,60 -0,98* -0,72*% | -0,94* | -0,83* | -0,73* -0,98* | -0,74*
estrés
oxidadas
14 dias de -0,18 -0,94* 0,48 -0,72% | -0,92* -0,33 -0,98* -0,44
recuperacion
EBL 7dias de -0,89* -0,15 -0,92* | -0,61 | -0,84* | -0,71* -0,70* -0,46
estrés

14 dias de -0,34 -0,77* -0,32 | -0,71*% | -0,39 -0,94* -0,10 -0,19
recuperacion

El contenido de proteinas oxidadas correlaciond mejor con las enzimas antioxidantes que el
contenido de MDA. Esto pudiera estar relacionado con el hecho que el peroxido de hidrogeno
es el principal causante de la oxidacidon de los grupos carbonilos, modificacion irreversible de
las proteinas causada por el estrés oxidativo (Mdller et al., 2007).

A su vez las enzimas evaluadas, excepto la SOD, son las encargadas de la desintoxicacion del
H>0: en los diferentes compartimentos celulares, por lo que un aumento de su actividad
pudiera redundar directamente en una disminucion de esta EAO y por tanto una menor
oxidacion de proteinas.

Por otra parte, el MDA es uno de los productos finales de la peroxidacion lipidica que
comienza con el radical hidroxilo. Este ultimo provoca una reaccidon en cadena que genera
nuevos radicales hidroxialquilicos que afectan otros lipidos formando hidroperoxidos
lipidicos. El radical hidroxilo se forma en la reaccion de Fenton a partir de H2O2 y Oz en

presencia de iones Fe labiles (Mdller et al., 2007).
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Por esta razon quizés la respuesta en la concentracion de MDA no seria tan directa ante una
disminuciéon de la concentracion de peroxido provocada por la accion de las enzimas
antioxidantes.

En los ultimos afios se han obtenido evidencias de que las EAO tienen una accion bimodal:
altos niveles pueden ocasionar dafo celular, mientras que bajos niveles pueden jugar un papel
regulatorio en las respuestas de las plantas al estrés (Choudhury et al., 2017).

La tolerancia inducida por brasinoesteroides ha sido frecuentemente relacionada con
incrementos en la acumulacion de EAO vy viceversa; la acumulacion de EAO se ha
correlacionado con la aplicacion exdgena de BR (Jiang et al., 2012b; Jiang et al., 2012a).

Los brasinoesteroides promueven la transcripcion de los genes RBOH y también incrementan
la actividad de la NADPH oxidasa produciendo O2™ que es rapidamente dismutado por la SOD
a H,O» (Xia et al., 2009). Este peroxido activa las MAPK que a su vez inducen nuevas RBOH
produciendo una amplificacion de la senal (Zhou et al., 2014).

El peroxido como segundo mensajero puede sobrerregular la expresion de genes relacionados
con la respuesta a estrés como enzimas antioxidantes, dehidrinas y factores de transcripcion
que permiten una rapida disminucion de los niveles de EAO (Petrov y Van Breusegem, 2012).
También este H2O: pudiera inducir la sintesis de ABA, que a su vez incrementa aun mas las
concentraciones de esta EAO, permitiendo una respuesta sistémica de la planta al estrés.
Existen autores que plantean que esta pudiera ser la base genética de la interrelacion entre los
BR y el ABA (Zhou et al., 2014).

Si se hace un analisis comparativo de la respuesta de las plantas de arroz sometidas a estrés
salino a la aplicacion de BB-16 o EBL, se puede plantear que se encontraron diferencias. Por
ejemplo, el BB-16, al finalizar la recuperacion, incrementd 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 bioquimicas, también, hubo diferencias. El BB-16 solo aument6
significativamente la prolina en hojas, mientras que la EBL aumento este aminoacido en hojas
y raices. Este ultimo, ademas, increment6 la glicina betaina en las raices. Adicionalmente, en
las enzimas antioxidantes se observo un efecto del BB-16, durante la recuperacion, que no

presento la EBL.
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Estas evidencias revelaron que el efecto del BB-16 se observé principalmente en la parte aérea
de la planta, mientras que la EBL también influyo en las raices. Ademads se observa una mayor
influencia del BB-16 al final de la recuperacion.

Este comportamiento pudiera explicarse por las diferencias estructurales existentes entre
ambos brasinoesteroides. El analogo utilizado en el trabajo tiene un nucleo esteroidal similar a
la castasterona, un precursor de la brasinolida. Ademads, en lugar de la cadena lateral
caracteristica de los brasinoesteroides naturales presenta un anillo espirocetalico (Coll et al.,
1995). Estas diferencias pudieran explicar la actividad prolongada en el tiempo del BB-16 por
dos vias. Al tener una estructura similar a un precursor pudiera convertirse en BR natural por
las enzimas biosintéticas presentes en la célula. También la presencia del anillo espirocetalico
pudiera conllevar a una disminucién de la inactivacion observada durante el metabolismo de
los brasinoesteroides naturales. La degradacion de la EBL implica la hidroxilacion del carbono
25 y 26, asi como la ruptura de la cadena lateral a nivel del carbono 20 (Liu et al., 2017). Sin
embargo, estas reacciones no pueden ocurrir en el andlogo puesto que esta cadena lateral tipica
esta ausente, por lo que pudiera mantenerse intacto por un tiempo mas prolongado.

En otros estudios, donde se han comparado los efectos de la EBL con andlogos espirostanicos
de brasinoesteroide en condiciones de estrés abiotico, el brasinoesteroide natural ha resultado
mas efectivo (Mazorra, 2009; Nufiez et al., 2013; Reyes et al., 2014). Sin embargo, se debe
tener en cuenta que la forma de aplicacion en estos casos fue el tratamiento a la semilla o la
adicion al medio de cultivo, reafirmando lo planteado anteriormente sobre la importancia de la
forma de aplicacion.

Como se evidencid en los resultados presentados, al final de la recuperacion, se observo un
efecto residual del NaCl. Para dilucidar si este efecto fue producto de las concentraciones de
NaCl adsorbidas en el suelo durante el periodo de estrés o si fue debido a la permanencia de la
toxicidad i6nica durante la recuperacion; se realizé el siguiente experimento en sustrato inerte
(vermiculita) donde ademads, se evaluo la influencia de la aspersion foliar con EBL en dos

cultivares cubanos de arroz que difieren en su sensibilidad al estrés salino.
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4.3 Efecto de la aspersion foliar con 24-epibrasinolida (EBL) sobre variables fisiologicas
y del metabolismo oxidativo de plantas de dos cultivares de arroz crecidas en sustrato

inerte y sometidas a estrés salino.

En la figura 16A se muestra el comportamiento de la longitud de la parte aérea de las plantas.
El tratamiento con NaCl afect6 este indicador desde los tres dias de estrés en ambos cultivares.
La aspersion foliar con EBL logrd revertir esta disminucion en todos los momentos evaluados.
Esta respuesta fue mas efectiva en el cultivar J-104, donde las plantas tratadas con EBL y
sometidas a estrés lograron valores semejantes al control sin sal, excepto a los catorce dias de

la recuperacion.

Figura 16.- Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 umol L) en la longitud de plantas de arroz de los
cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl 100 mmol L' por siete dias. A. Parte aérea. B. Raices. 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 n=24.
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En la figura 16B se observa el comportamiento de la longitud de las raices en ambos
cultivares. Es interesante destacar como la salinidad afecto al cultivar J-104 desde los tres dias
de estrés, mientras que en el cultivar Ginés esta afectacion se hizo visible a los siete dias de
estrés. La aspersion foliar con EBL tuvo una influencia positiva en todos los momentos
evaluados (Figura 16B). Se destacd el cultivar Ginés, donde las plantas incrementaron la
longitud radical a niveles similares al control sin sal en todos los momentos evaluados.

La masa seca de la parte aérea disminuy06 significativamente desde los tres dias del tratamiento
con NaCl. Este efecto mas marcado en el cultivar J-104 que en el Ginés (Figura 17A). La
aspersion foliar con EBL, en el caso del cultivar J-104 solo logré revertir este efecto negativo
a los tres dias de estrés y a los siete y catorce dias de recuperacion. Sin embargo, en el cultivar
Ginés, la aspersion foliar (SN+EBL+NaCl) aumentd significativamente la masa seca de la
parte aérea, en comparacion con el tratamiento control (SN+NaCl), desde los siete dias de

estrés. Esta respuesta se mantuvo hasta el final del experimento (Figura 17A).

Figura 17.- Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 umol L") en la masa seca de plantas de arroz de
los cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl 100 mmol L' por siete dias. A. Parte aérea. B. Raices.
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 n=24.
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Al evaluar la masa seca de las raices se encontrd que el estrés salino provocd una disminucion
significativa en el cultivar J-104 que fue revertida en las plantas asperjadas con EBL, excepto
a los 14 dias de recuperacion. La disminucion de este indicador en el cultivar Ginés comenzo6 a
los siete dias de estrés y la aspersion foliar con EBL revirtié totalmente este comportamiento;
sin embargo, al final de la recuperacion esta recuperacion fue parcial (Figura 17B).

La salinidad afect6 negativamente los indicadores de crecimiento en ambos cultivares, incluso
durante la recuperacion estos efectos se hicieron visibles. Es de destacar, que el cultivar Ginés
considerado tolerante tuvo reducciones en el crecimiento, aunque menores que el cultivar J-
104. Esto pudiera deberse a que la tolerancia de esta variedad se ha evaluado entre 5-7 dS m'!
en condiciones de campo (Gonzalez et al., 2009); mientras que la concentracion de NaCl (100
mmol L) es equivalente a una conductividad eléctrica de la solucién nutritiva muy superior
(9,867 dS m™).

Por otra parte, el efecto osmotico del estrés salino produce el cierre de los estomas con la
consiguiente disminucion de la fotosintesis por deficiencia de CO;. Por esa razon, en el
experimento se evalud la conductancia estomatica, la transpiracion, la concentracion interna
de CO» y la tasa fotosintética

En la figura 18A, se observa que el estrés salino disminuy0 significativamente la conductancia
estomatica en ambos cultivares. Este comportamiento fue mas pronunciado en el cultivar J-
104 a los siete dias de estrés. El cultivar Ginés presenta una mayor tendencia a la recuperacion
con un incremento superior en este indicador a los 14 dias.

Resultados similares han sido demostrados, por otros autores, en cuatro cultivares de citricos
ante diferentes concentraciones de NaCl, siendo los cultivares mas afectados los sensibles
(Balal et al., 2012). También, se ha observado la disminucion de la conductancia estomatica
en plantulas de mostaza y de Fraxinus ornus sometidas a estrés salino (Jamil y Rha, 2013; Fini
etal., 2014).

La aspersion foliar con EBL increment6 significativamente la conductancia estomatica con
respecto al control con sal, en ambos cultivares, en todos los momentos evaluados (Figura

18A).
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Figura 18.- Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 pmol L) en la conductancia estomatica (A) y la
transpiracion (B) de plantas de arroz de los cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl 100 mmol L-!
por siete dias. 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 n=16.

En el acédpite anterior se discutid6 ampliamente el efecto de los brasinoesteroides en la
conductancia estomatica.

El estrés salino disminuyd significativamente la transpiracion en ambos cultivares, este
comportamiento se mantuvo durante la recuperacion (Figura 18B). Algo similar se obtuvo en
cuatro cultivares de citricos ante diferentes concentraciones de NaCl, disminuyendo la
transpiracion mas en los cultivares sensibles que en las tolerantes (Balal et al., 2012),
fendmeno que no se observo en este trabajo. Por otra parte, se ha informado la disminucion de
la transpiracion en plantulas de mostaza y Fraxinus ornus sometidas a tratamiento con NaCl
(Jamil y Rha, 2013; Fini et al., 2014).

Una disminucioén de la conductancia estomatica, debida al cierre de los estomas provocado por
el efecto osmotico del NaCl, implica una disminucion de la transpiracion. Este mecanismo se

utiliza para evitar la pérdida de agua y la desecacion.
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La aspersion foliar con EBL logré revertir este efecto, incrementando significativamente la
transpiracion. En este caso no se encontraron diferencias entre las plantas de los dos cultivares
estudiados, en ninguno de los momentos evaluados (Figura 18B).

Otros autores como Seif et al. (2014) y Cheng et al. (2015) encontraron que la aplicacion de
EBL a plantas de uva y melén de agua, respectivamente; restablecid la disminucion en la

transpiracion provocada por el tratamiento con NaCl.

Figura 19.- Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 umol L) en la concentracion interna de CO, (A)
y la tasa fotosintética (B) de plantas de arroz de los cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl 100
mmol L' por siete dias. 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 n=16.
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El estrés salino disminuy6 significativamente la Ci en ambos cultivares. Este efecto fue mas
marcado en el cultivar Ginés, aunque hubo una tendencia a la recuperacion (Figura 19A).
Otros autores han informado la disminucion de la Ci en diferentes cultivares de arroz
expuestos a estrés salino durante siete dias (Moradi y Ismail, 2007). Este efecto también es
una consecuencia de la disminucion de la conductancia estomatica.

La aspersion foliar con EBL modificé este efecto negativo de la sal, particularmente, en el
cultivar Ginés, donde hubo un mayor incremento de la Ci en todos los momentos evaluados.
En el cultivar J-104, el incremento fue menor y a los siete dias de recuperacion no se
encontraron diferencias significativas (Figura 19A).

Este resultado concuerda con lo informado por otros autores, que observaron un aumento de la
Ci en plantas de frijol mungo asperjadas con EBL (10® mol L) y sometidas a estrés por NaCl
(Mir et al., 2015). También, en berenjena, las concentraciones de EBL de 50 y 100 nmol L!
restablecieron la disminucién en la Ci provocada por NaCl a la concentracion de 90 mmol L;
sin embargo las concentraciones de EBL de 200 y 400 nmol L™! no tuvieron diferencias con el
control salinizado (Wu et al., 2012).

En la figura 19B la tasa fotosintética de las plantas disminuyd con el estrés salino en ambos
cultivares desde los tres dias de impuesto el mismo y se mantuvo este comportamiento durante
todo el experimento, aunque en la recuperacion el cultivar Ginés tuvo un incremento
significativo con respecto al cultivar J-104.

Algo similar ha sido informado por otros autores que refieren la disminucion de la fotosintesis
en cuatro cultivares de citricos ante diferentes concentraciones de NaCl, siendo los mas
afectados los cultivares sensibles (Balal et al., 2012). Ademas, se ha observado la disminucion
de la tasa fotosintética en plantulas de mostaza sometidas a diferentes concentraciones de
NaCl (Jamil y Rha, 2013). También, en Fraxinus ornus disminuy6 la tasa fotosintética en
plantas expuestas a salinidad (Fini et al., 2014).

La aspersion foliar con EBL logro revertir parcialmente el efecto del estrés salino en la
fotosintesis en ambos cultivares, en todos los momentos evaluados.

Varios autores han informado la influencia positiva del tratamiento con brasinoesteroides en la
fotosintesis, por ejemplo, en berenjena la concentracion de 100 nmol L' de EBL disminuy6

los efectos inhibitorios del estrés salino en la fotosintesis (Wu et al., 2012). En frijol mungo, la
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aspersion foliar con EBL (10" mol L'!) aumento la fotosintesis en el tratamiento con NaCl a

niveles similares al control (Mir et al., 2015).

Otros brasinoesteroides naturales como la HBL, también, han tenido efectos positivos en la
fotosintesis en condiciones de estrés. Por ejemplo, en Brassica juncea, la HBL 10°mol L' fue
la de mejor resultado en el incremento de la fotosintesis en las tres concentraciones 50, 100 y
150 mmol L'de NaCl evaluadas (Alyemeni et al., 2013). En otros estudios se ha planteado
que los brasinoesteroides disminuyen la fotoinhibicion incrementando la eficiencia

fotoquimica y cudntica del fotosistema II (Vardhini y Anjum, 2015).

Al analizar los resultados sobre los pigmentos clorofilicos en el cultivar J-104, a los tres dias
del tratamiento con NaCl, se observo una disminucion de la clorofila a y de las clorofilas
totales en las plantas estresadas. Al finalizar el periodo de estrés esta disminucion la

presentaron también, la clorofila b y los carotenoides.

En la recuperacion, este comportamiento se mantuvo en la mayoria de los pigmentos
evaluados, excepto en los carotenoides a los siete dias de recuperacion. Sin embargo, en el
cultivar Ginés, la disminucion de las clorofilas comenzo desde los tres dias de estrés hasta el
final del experimento, mientras que los carotenoides no sufrieron cambios durante el periodo
de estrés, pero aumentaron a los siete dias de recuperacion y no variaron con respecto al
control con sal a los 14 dias de recuperacion (Figura 20).

La aspersion foliar con EBL disminuyd los efectos adversos del estrés salino en la
concentracion de clorofilas desde los tres dias de estrés hasta el final del experimento en
ambos cultivares (Figura 20). En cuanto a los carotenoides, aument6 la concentracion de los
mismos en las plantas estresadas en el cultivar J-104 en todos los momentos evaluados. En el
cultivar Ginés, la aspersion foliar logré aumentar la concentracion de carotenoides a los 14

dias de recuperacion.

La disminucion de la fotosintesis en las plantas sometidas a estrés salino pudiera deberse tanto

a la disminucion de la concentracion interna de CO2 como a la disminucion de las clorofilas.
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Figura 20. Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 umol L) el contenido de clorofilas a, b y totales y
los carotenoides en hojas de plantas de arroz de los cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl 100
mmol L' por siete dias. 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 n=9.

En la figura 21 se observa el comportamiento de la concentraciéon de prolina en ambos
cultivares de arroz. En las hojas ocurrié un aumento significativo de la concentracion de este
aminoacido con respecto al control sin sal desde los tres dias de estrés en ambos cultivares,
manteniéndose este comportamiento durante todo el experimento (Figura 21A).

En las raices, el estrés salino aumentd significativamente los niveles de prolina, en ambos
cultivares, con respecto al control sin sal. Sin embargo, durante la recuperacion, se encontrd
una estabilizacion de estos niveles en el cv. J-104, mientras que en el cv. Ginés disminuy6
entre los siete y los 14 dias de recuperacion, aunque en ambos casos los valores fueron

significativamente superiores al tratamiento control.
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Esta respuesta en el cv. Ginés pudiera ser debido a una rapida reutilizacion de la prolina para
la sintesis de glutamato después de la disminucion del estrés salino, lo cual conllevaria a una

recuperacion de la energia invertida y mayor economia celular.

Figura 21.- Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 pmol L) en la concentracion de prolina en hojas

(A) y raices (B) de plantas de arroz de los cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl 100 mmol L
por siete dias. 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 n=9.

La aspersion foliar con EBL, aument6 significativamente los niveles de prolina durante el
estrés salino con respecto al control con NaCl en hojas y raices de ambos cultivares. Sin
embargo, durante la recuperacion estos niveles disminuyeron significativamente con respecto
al control con NaCl, en ambos 6rganos de los dos cultivares estudiados. Este comportamiento

fue muy similar a la respuesta a la aspersion foliar con EBL estudiada en el acépite anterior.
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En la figura 22 se muestran las actividades especificas de algunas enzimas antioxidantes. En el
caso de las peroxidasas, el estrés salino disminuyo su actividad en el cultivar J-104 en todos
los momentos evaluados; mientras que en el cv. Ginés solo lo hizo durante el periodo de estrés

sin variacién en la recuperacion (Figura 22A).

La aspersion foliar con la EBL revirtio este efecto en todos los momentos evaluados para el

cv. J-104 y en el caso de la Ginés durante el periodo de estrés (Figura 22A).

En el caso de la enzima catalasa el estrés salino disminuy06 su actividad en todos los momentos
evaluados en el cv. J-104. En el cv. Ginés el estrés aumento la actividad, aunque durante la

recuperacion no hubo variacion (Figura 22B).

La aspersion foliar con EBL restituyo la actividad CAT en el cv. J-104 en todos los momentos
evaluados. En el cv. Ginés s6lo aumentd significativamente a los siete dias de estrés y a los

siete dias de recuperacion (Figura 22B).

La actividad de la SOD, en el cv. J-104, disminuy6 ante el estrés salino en todos los momentos
evaluados, comportamiento que fue revertido por la aspersion foliar con EBL (Figura 22C).
En el cv. Ginés la salinidad solo redujo la actividad a los tres dias de estrés, aumentando
significativamente en los restantes momentos evaluados. La aspersion foliar con EBL solo

mostro diferencias significativas a los siete dias de estrés.

Este aumento de la actividad enzimatica de la CAT y la SOD en las plantas del cultivar Ginés
sometidas a salinidad pudiera ser beneficioso para la disminucion del dafio oxidativo, lo que

redundaria en una estimulacidn del crecimiento en estas condiciones.
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Figura 22. Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 pmol L") en la actividad especifica de algunas
enzimas antioxidantes de plantas de arroz de los cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl 100 mmol
L' por siete dias. A. Peroxidasas. B. Catalasas C. Superoxido dismutasa. 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 n=9.
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De forma general, el estrés salino disminuyd las cuatro enzimas involucradas en el ciclo del
Ascorbato-Glutation en el cv. J-104 y la aspersion foliar con EBL modifico este
comportamiento. En el cultivar Ginés la APX aumento su actividad ante estrés salino excepto
a los tres dias de estrés que no hubo variacion. La aspersion foliar con EBL increment6 atn
mas la actividad de esta enzima durante la recuperacion. En el caso de la MDHAR vy la
DHAR, la salinidad disminuy¢ la actividad en este cultivar, aunque menos que en la J-104. La
aspersion foliar con EBL logro revertir este efecto a niveles similares al control sin sal. La
salinidad aumento6 la actividad enzimatica de la GR a los tres dias de estrés mientras que
disminuy¢ a partir del fin del estrés; no obstante, este decremento fue menor que en la J-104.
La aspersion foliar con EBL increment6 la actividad de esta enzima a los siete dias de estrés y
a los 14 dias de recuperacion.

De manera general, el cultivar Ginés tuvo una mayor actividad enzimatica constitutiva que el
cultivar J-104. Este comportamiento se ha informado en cultivares tolerantes de diferentes
especies y pudiera preparar a la planta para una mejor respuesta a los efectos adversos de la
salinidad.

Igualmente, una mayor actividad de las enzimas antioxidantes pudiera influir en la planta para
prepararla mejor para la etapa reproductiva y el rendimiento; ain mas en esta primera fase del
crecimiento del cultivo de arroz, que segin el estadio fisiologico, es la de inicio de
ahijamiento. Una mayor cantidad de hijos puede redundar en un mayor rendimiento en
condiciones salinas (Evers et al., 2005).

La ejecucion de este experimento confirmo que los efectos adversos del estrés salino se
mantienen durante la recuperacion, a pesar de que las plantas crecieron en un sustrato inerte.
De ahi que, los efectos en el experimento realizado en suelo, al parecer se deben a la toxicidad
de los iones que permanecen en los tejidos incluso después de 14 dias de recuperacion.

La respuesta de las plantas de los tratamientos controles a la salinidad fue muy similar entre
ambos experimentos (acapites 4.2 y 4.3); asi como el comportamiento ante la aspersion foliar

con EBL, excepto en las actividades de las enzimas antioxidantes durante la recuperacion.
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Figura 23. Efecto de la aspersion foliar con EBL (2 pmol L) en la actividad especifica de las enzimas
del Ciclo Ascorbato-Glutation de plantas de arroz de los cultivares J-104 y Ginés sometidas a NaCl
100 mmol L' por siete dias. A. Ascorbato peroxidasas. B. Monodeshidroascorbato reductasa C.
Deshidroascorbato reductasa. D. Glutation reductasa. 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

n=9.
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4.4 Analisis integral de la respuesta de plantas de arroz a la aplicacion exdgena de
EBL ante el estrés salino.

Teniendo en cuenta el efecto protector de ambos BR en las plantas de arroz ante el estrés
salino, el comportamiento de las variables fisioldgicas y bioquimicas discutidas en este
trabajo y la informacion publicada en cuanto al reconocimiento de los BR por proteinas de
membrana y la cascada de sefiales que se desencadenan, asi como los genes inducidos o
regulados por BR en plantas, se propone un modelo de accion que integra la respuesta a la
24-epibrasindlida en las células fotosintéticas de plantas de arroz, cuando estas se someten
a estrés salino (Figura 25).

Primeramente, se sabe que el BR es reconocido por su receptor BRII, una proteina
transmembrana rica en leucina que tiene un dominio citoplasmatico con actividad Ser/Thr
quinasa. El reconocimiento del ligando induce la auto-fosforilacion del tallo C-terminal del
receptor y con ello provoca un cambio conformacional que induce la disociacion de BKI1,
un regulador negativo que mantiene a BRI1 en su estado basal. Posteriormente, ocurre una
heterodimerizacion con BAK1, otro componente de la cascada de sefializacion. Este evento
induce una transfosforilacion, que activa aun mas el receptor (Figura 25[1]).

Este cambio conformacional y posteriores fosforilaciones pudieran activar la H® ATPasa
tipo P ya que se ha observado que esta ATPasa se activa con la actividad quinasa de BRI1
(Figura 25[2]). La activacion de la H" ATPasa provoca hiperpolarizacion de la membrana y
acidificacion del apoplasto.

El pH acido en el apoplasto induce la activacion de enzimas relacionadas con el
ablandamiento de la pared celular como las expansinas (EXP), las xiloglucano-
endotransglicosilasas (XET) y las xiloglucano-transhidrolasas (XHT) (Figura 25[3]).

La acidificacion, también, inhibe las peroxidasas dependientes de pH, localizadas en el
apoplasto, las cuales estan involucradas en la formacion de lignina y la rigidez de la pared
celular (Figura 25[4]). Todas estas respuestas inducidas por los BR pudieran estar
vinculadas a la recuperacion en el crecimie