@ REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
\

ARTICULO ORIGINAL

http://www.rcch.uh.cu

El analogo de brasinoesteroides DI-31 varia la arquitectura de
la raiz en los cultivares de interés comercial INCA LP-5 y Perla
de Cuba de Oryza sativa L. (Poaceae)

The brassinosteroid analog DI-31 modify the root architecture of commercial cultivars
INCA LP-5 and Perla de Cuba of Oryza sativa L. (Poaceae)

Alenna Vazquez-Glaria', Amanda Duvergel-Terry!, Patricia Ortega-Rodés’, Eduardo Ortega’,

Yamilet Coll? Loiret F.G.»

1 Laboratorio de Fisiologia Vege-
tal, Facultad de Biologia, Universi-
dad de La Habana, Cuba.

2 Centro de Estudio de Productos
Naturales, Facultad de Quimica,
Universidad de La Habana, Cuba

* Autor para correspondencia:
loiret@fq.uh.cu

Recibido: 2019-07-11

Aceptado: 2019-10-01

RESUMEN

El estudio de la arquitectura de la raiz permite describir la forma y estruc-
tura del sistema radical en las plantas. Las variaciones en la misma estan
condicionadas por factores ambientales, asi como hormonales. Los bra-
sinoesteroides y sus andlogos promueven el desarrollo del sistema radi-
cal, aunque no existen muchos estudios que demuestren su efecto en la
arquitectura de la raiz. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
del analogo de brasinoesteroide DI-31 en la arquitectura de la raiz de dos
cultivares de arroz (Oryza sativa L.) cv. INCA LP-5 y Perla de Cuba. Se em-
plearon semillas de ambos cultivares y el andlogo de brasinoesteroide DI-
31. El peso de las semillas durante la toma de agua tuvo un incremento
rapido durante las primeras 15 horas manteniéndose estable posterior-
mente hasta las 30 horas, momento en que comienza la Fase Ill de la
germinacion. No existen diferencias significativas entre los valores de
porcentaje de germinacidn entre los tratamientos empleados en los culti-
vares estudiados. Las mediciones de los pardmetros de la arquitectura de
la raiz fueron realizadas con el programa SmartRoot de Image J. La longi-
tud de la radicula fue significativamente mayor para el cultivar INCA LP-5
en los tratamientos con DI-31 no siendo asi para el cultivar Perla de Cuba.
Se observo diferencias significativas para las variables longitud de la radi-
cula, raices laterales y densidad de raices laterales con DI-31 para el culti-
var INCA LP-5.
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ABSTRACT

The study of the root architecture allows to describe the shape and structure of the root system in plants, varia-
tions are conditioned by environmental as well as hormonal factors. The brassinosteroids and their analogues
promote the development of the root system but there are not many studies about its effect on the root archi-
tecture. The aim of this work was to evaluate the effect of brassinosteroid analog DI-31 on the root architecture
of two rice cultivars (Oryza sativa L.) cv. INCA LP-5 and Perla de Cuba. The water uptake of the seeds had a rapid
increase during the first 15 hours, remaining stable until 30 hours, when the third phase of the germination start-
ed. There are no significant differences between the germination percentage values between the treatments
used in the cultivars studied. The measurements of the root were made with the Image J SmartRoot program.
The radicle length was significantly greater for the cultivar INCA LP-5 in the treatments with DI-31, but not for the
cultivar Perla de Cuba. Significant differences were observed for root length, lateral root variables and lateral root
density with DI-31 for INCA LP-5 cultivar.

Keywords: rice, lateral roots, germination, imbibition

INTRODUCCION

El crecimiento y desarrollo del sistema radical nece-
sita de una coordinada regulacion de elementos en-
doégenos, asi como de sefiales ambientales. Numero-
sos estudios han demostrado que este desarrollo estd
estrechamente ligado con las fitohormonas (Pacifici et
al., 2015). Los brasinoesteroides (BRs) son hormonas
esteroidales que juegan un papel esencial en muchos
aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas
como la elongacion celular, la division celular, la se-
nescencia, la diferenciacion celular, diferenciacion
vascular, reproduccion y la respuesta a diferentes
estreses (Clouse y Sasse, 1998, Divi y Krishna, 2009).
Se ha demostrado que bajas concentraciones de BR
promueven el crecimiento de la raiz principal
(Mazorra et al., 2004, Hacham et al., 2011, Nufiez et
al., 2016) y el desarrollo de las raices laterales (Bao et
al., 2004; Gupta et al., 2015).

El estudio de la arquitectura de la raiz (AR) va mas
alla del crecimiento de la raiz principal y las raices
laterales; la misma comprende todo un sistema de
aspectos como son la anatomia y morfologia, asi co-
mo su topologia y distribucién de la misma (Jung y
McCouch, 2013). El estudio de la AR permite describir
la forma y estructura del sistema radical en las plantas
(de Dorlodot et al., 2007), el cual es esencial en la
toma de agua y nutrientes del suelo. Debido a esto
resulta importante el estudio de las variaciones de la
AR en condiciones ambientales como el estrés hidrico,
salino o la deficiencia de nutrientes en el suelo. Ade-
mas, el estudio de la respuesta del sistema radical a la
aplicacién de fitohormonas de origen sintético, como

los analogos de brasinoesteroides, pudiera resultar en
soluciones para el manejo de los cultivos. Sin embar-
go, son pocos los estudios en los que se analizan el
efecto de brasinoesteroides y sus analogos en la va-
riacion de la arquitectura de la raiz mas alla del desa-
rrollo de la raiz principal en plantas y particularmente
en arroz. Debido a esto el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del andlogo de brasinoesteroide DI-
31 en la arquitectura de la raiz de dos cultivares de
arroz (Oryza sativa L.) cv. INCA LP-5 y Perla de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se emplearon semillas biolo-
gicas de dos cultivares de Oryza sativa: INCA LP-5 del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (Pérez y Cas-
tro, 2000) y Perla de Cuba producida por el Instituto
de Investigaciones de Granos. Se empled el
brasinoesteroide sintético DI-31, producto activo de la
formulacién Biobras 16, producido en el Centro de
Estudios de Productos Naturales de la Facultad de
Quimica de la Universidad de La Habana.

Toma de agua

Para obtener la curva de toma de agua del material
bioldgico se prepararon 5 grupos de 5 semillas de
cada cultivar estudiado; las semillas se pesaron y lue-
go se colocaron en agua destilada o en una solucidn
de DI-31 a una concentracién de 1 ppm durante 30
horas. La medicion de la toma de agua se realizé cada
30 minutos eliminando el exceso de solucion con pa-
pel de filtro.
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Germinacion

Las semillas se desinfectaron externamente con
hipoclorito de sodio al 1 % y se enjuagaron con agua
destilada estéril hasta eliminar el olor a cloro. Estas se
embebieron en soluciones del brasinoesteroide DI-31
(1 ppm; 0,1 ppm y 0,01 ppm) durante 30 minutos en
agitacion (100 rpm). Se utilizaron como control semi-
llas en agua destilada estéril. Las semillas germinaron
en una camara himeda con papel de germinacion
humedecido con agua destilada estéril a 30 °C duran-
te 48 horas en la oscuridad. Se emplearon 4 placas
por cada tratamiento con 25 semillas, se determiné el
porcentaje de germinacion.

Arquitectura de la raiz

Para evaluar la arquitectura de la raiz, las semillas se
desinfectaron y se trataron como se describié en el
acapite anterior. Veinticinco semillas de cada cultivar
se incubaron a 30°C en la oscuridad durante 7 dias, en
papel Germitest® himedo, enrollado y colocado de
forma vertical dentro de una bolsa plastica cerrada
herméticamente, siguiendo un disefio completamente
aleatorizado. Al papel de germinacion se le agrego agua
destilada tres veces su peso, garantizando que estuvie-
ra completamente hiumedo y quedara exceso de agua.
Se tomaron fotos de las raices y se procesaron en el
programa SmartRoot de Imagel. Las variables medidas
fueron: longitud de la radicula (LR), nimero de raices
laterales (RL) y densidad de raices laterales (DRL).

ALENNA VAZQUEZ-GLARIA ET AL

A los datos se les realizé un Andlisis de varianza para-
métrico de clasificacion doble para determinar el efec-
to de los factores y la interaccion entre ellos, previa
comprobacién de las premisas y luego se realizd una
prueba Tukey para determinar las diferencias entre los
tratamientos. Se utiliz6 un nivel de significacion de
0,05.

RESULTADOS

Curva de toma de agua

El peso de las semillas de los cultivares INCA LP-5 y
Perla de Cuba durante la toma de agua se caracterizd
por un incremento rapido en las primeras 15 horas. La
comparacion mediante ANOVA bifactorial mostré que
no existe efecto del brasinoesteroide en la absorcién
de agua a las 18 horas, momento en el cual ha
concluido la Fase | de la germinacién. Sin embargo, si
fue significativo el efecto del cultivar (Fig. 1); el analisis
no reveld interaccion entre los factores variedad x
brasinoesteroide. Posteriormente este incremento de
peso fue mas lento manteniéndose estable hasta las
30 horas donde ya se observa un mayor aumento del
peso de las semillas, como resultado del comienzo de
la Fase Il de la germinacion (Fig. 1).
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Figura 1. Curva de toma de agua de los cultivares Perla de Cuba e INCA LP-5 (Oryza sativa) durante 30 horas de imbibicion en
agua destilada y en una solucion de DI-31 (1 ppm). Las variables se ajustan a una curva polindmica de tercer grado. Existen
diferencias significativas en la toma de agua entre los cultivares INCA LP-5 y Perla de Cuba a las 18 horas (recuadro), se em-
pleé un ANOVA bifactorial (factores: brasinoesteroide y cultivar), p<0,05, n=5.

Figure 1. Water uptake curve of the Perla de Cuba and INCA LP-5 (Oryza sativa) cultivars for 30 hours of imbibition in distilled
water and in a solution of DI-31 (1 ppm). The variables fit a third degree polynomial curve. There are significant differences in
the water uptake between the INCA LP-5 and Perla de Cuba cultivars at 18 hours (box), a bifactorial ANOVA was used (factors:

brassinosteroid and cultivar), p <0.05, n = 5.
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Germinacion

El ANOVA bifactorial indicé que existen diferencias
en la germinacion entre los cultivares, INCA LP-5 pre-
senta un porciento de germinacidén mayor (95 %) que
Perla de Cuba (91 %). El analisis estadistico mostré
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que la germinacion de los cultivares no varia por efec-
to de la concentracion de brasinoesteroide, y no existe
interaccion entre el factor variedad y concentracion
del andlogo de brasinoesteroide (Fig. 2).
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Figura 2. Porcentaje de germinacidn de los cultivares de arroz (Oryza sativa) INCA LP-5 y Perla de Cuba tratados con tres
concentraciones de DI-31 y un control con agua destilada. No existen diferencias en el porcentaje de germinacién entre los
tratamientos. Los datos que se muestran son la media + DE. Andlisis ANOVA bifactorial (concentracidn de brasinoesteroide y

cultivar). Tukey p<0,05, n=4.

Figure 2. Germination percentage of rice cultivars (Oryza sativa) INCA LP-5 and Perla de Cuba treated with three concentra-
tions of DI-31 and a control with distilled water. There are no differences in the percentage of germination between treat-
ments. The data shown are the mean + SD. Bifactorial ANOVA analysis (concentration of brassinosteroid and cultivar). Tukey

p <0.05, n =4.

Arquitectura de la raiz

La longitud de la radicula (LR) y el nimero de raices
laterales (RL) del cultivar INCA LP-5 fueron mayores
en las concentraciones de DI-31 de 0,01; 0,1y 1 ppm
(Fig. 3), estos valores difieren significativamente del
control y del resto de los tratamientos empleados
evidenciando un efecto del brasinoesteroide DI-31 a
dichas concentraciones. En el cultivar Perla de Cuba
solo se encontraron diferencias entre los tratamientos
y el control con 1 ppm de DI-31. Ambos cultivares
mostraron respuestas diferentes en las variables LR y
RL producto de la aplicacién de DI-31.

Con la densidad de raices laterales ocurre similar a
las variables antes analizadas (LR y RL); es el cultivar
INCA LP-5 el que mayores valores de DRL presenta
cuando se aplica la hormona (Fig. 3). En este caso son
las concentraciones de 0,1 y 1 ppm de DI-31 las que
presentan los valores maximos de DRL para esta
variedad. En el cultivar Perla de Cuba no hubo dife-
rencias significativas en los valores de DRL entre los
tratamientos y el control.
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Figura 3. Efecto de la concentracion del analogo de brasinoesteroide DI-31 sobre la longitud de la radicula (A), el nimero de
raices laterales (B) y la densidad de raices laterales (C) de dos cultivares de arroz (Oryza sativa), INCA LP-5 y Perla de Cuba a los
7 dias. Los datos que se muestran son la media + DE (n = 25), letras diferentes indican diferencias significativas entre trata-
mientos segiin ANOVA bifactorial (variedad x concentracidn), Tukey (p<0,05).

Figure 3. Effect of the concentration of the brassinosteroid analog DI-31 on the radicle length (A), the number of lateral roots
(B) and the lateral root density (C) of two rice cultivars (Oryza sativa), INCA LP-5 and Perla de Cuba at 7 days The data shown
are the mean * SD (n = 25), different letters indicate significant differences between treatments according to bifactorial ANOVA
(variety x concentration), Tukey (p <0, 05).
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DISCUSION

Germinacion

La germinacion de las semillas es un paso importan-
te en el ciclo de las plantas e incluye procesos fisiolo-
gicos que comienzan con la toma de agua hasta la
emergencia de la radicula (Bewley, 1997). La curva de
toma de agua muestra claramente las dos primeras
fases descritas por Bewley (1997), para el aumento
del contenido de agua en las semillas durante la ger-
minacion. La primera fase de la germinacién de los
cultivares de arroz INCA LP-5 y Perla de Cuba tiene
una duracién de 15 horas a diferencia de lo obtenido
por Yang et al. (2007) quienes reportaron que la Fase |
de toma de agua en Oryza sativa indica cv. 9311 tuvo
una duracion de 20 horas. La Fase Il de toma de agua
de los cultivares cubanos ocurre hasta las 30 horas;
tiempo a partir del cual ya se puede observar el inicio
de la Fase Ill. Este resultado también difiere de lo in-
formado por Yang et al. (2007) quienes indican que la
Fase Il se mantuvo hasta las 50 horas. La diferencia en
la duracidn de las dos primeras fases puede estar rela-
cionado con las caracteristicas intrinsecas de las varie-
dades. También pudiera haber un efecto de la tempe-
ratura, ya que nuestro experimento se realizé a 30 °Cy
los experimentos de Yang et al. (2007) fueron a 26 °C.

Las diferencias en la duracion de las fases y en la can-
tidad de agua absorbida por las variedades debe estar
relacionado con la composicidn del grano de arroz. El
proceso de germinacién es complejo y depende en
gran medida de la degradacion de los granulos de almi-
don mediante la accidon enzimatica de a-amilasa, B-
amilasa y B-glucosidasa (Dunn, 1974). El contenido de
amilosa y amilopectina en semillas de arroz determina
diferencias en el contenido de azlcares reductores y
oligosacdridos durante la germinacién (Saman et al.,
2008), lo que podria influir en la toma de agua. Las dife-
rencias entre cultivares de arroz en la toma de agua
también ha sido informada por Shittu et al. (2012), que
plantean que se deben a diferencias en el grosor y po-
rosidad de la testa y en la esfericidad, densidad y por-
centaje de humedad del grano. Las semillas usadas de
INCA LP-5 y Perla de Cuba no tenian diferencias en la
humedad, ademas ha sido informado que los granos de
estas variedades no son muy diferentes en cuanto a su
forma; sin embargo, el contenido de amilosa si es dife-
rente (INCA LP-5, 16,7 % y Perla de Cuba 18,7 % base
seca) (Toro et al., 2007). Consideramos que esto ultimo
puede ser la causa de las diferencias en la absorcién de
agua entre los dos cultivares.

ALENNA VAZQUEZ-GLARIA ET AL

Los BRs tienen un potente rol en la geminacién de las
semillas (Sano et al., 2017), sin embargo, no encontra-
mos diferencias significativas en los porcentajes de
germinacion de las semillas tratadas con DI-31y el con-
trol. Se conoce que los BRs aumentan la germinacion
de semillas envejecidas o sometidas a estrés hidrico
(Mahesh et al., 2013) o salino (Ozdemir et al., 2004),
pero en nuestro caso las semillas usadas eran frescas
con un porcentaje de germinacién alto (>90 %) por lo
que aumentar el porciento de geminacion podria estar
determinado por factores intrinsecos de las semillas
(Mitchel et al., 2016) y no por la adicién de la hormona.

El porciento de germinaciéon de las variedades no
disminuyé con 1 ppm de DI-31, concentracidn que
puede considerarse alta. Tong et al. (2014) demostra-
ron que altas concentraciones de BRs resultaron
inhibitorias en la elongacién celular debido a una sobre
-expresion del gen GA2ox-3 responsable de la inactiva-
cién de giberelina en arroz. Sin embargo, concentracio-
nes bajas de BR estimulan la expresién de genes
relacionados con la biosintesis de giberelinas, las que
tienen un papel importante en la elongacién celular
durante la germinacion de cereales. La compleja inter-
acciéon entre estas dos hormonas es crucial durante la
germinacion. En nuestro estudio no se obtuvo un incre-
mento en el porciento de germinacidn ya que las semi-
llas estaban en dptimas condiciones y tenian su maxi-
mo potencial de germinacion. Sin embargo, tampoco se
obtuvo una inhibicién, lo que puede estar determinado
por la forma en que se afiadié el BR pues las semillas
estuvieron en contacto con la hormona durante 1 hora
y no formando parte del medio donde germinaron.

Arquitectura de la raiz

La longitud de la radicula es un componente impor-
tante de la arquitectura de la raiz y es esencial para la
supervivencia en condiciones complejas del suelo
(Meng et al., 2019). El efecto estimulador del DI-31
sobre la longitud de la radicula obtenido en nuestro
trabajo para la variedad INCA LP-5 esta en concordan-
cia con resultados obtenidos en otras especies de plan-
tas como el aumento de la raiz principal obtenido en
Arabidopsis utilizando brasindlida (Mussig et al., 2003,
Gonzalez-Garcia et al., 2011, Lv et al., 2018) o en cafia
de azucar utilizando analogos de BR (Ortega-Rodés et
al., 2003). Otros cultivares cubanos de arroz como INCA
LP-7 también han respondido con un aumento en la
longitud de la raiz utilizando los analogos cubanos Bio-
bras-16 y Biobras-25 (Nuiez et al., 2016).
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Algunos estudios muestran la accion de los bra-
sinoesteroides o sus analogos a muy bajas concentra-
ciones. Ortega-Rodés et al. (2003) encontraron que la
concentracién de 10° ppm estimulé el crecimiento de
las raices de cafia de azucar, concentracidén que es un
millén de veces mas diluida que a la que nosotros
encontramos efecto sobre el crecimiento de la radicu-
la. Por otro lado, MUssig, et al. (2003) informaron que
concentraciones de epibrasindlida similares a 1 ppm
inhibieron el crecimiento de la raiz en Arabidopsis. Sin
embargo, Duran et al. (2017) encontraron la mayor
actividad biolégica de andlogos de BR a concen-
traciones similares a las nuestras (1 ppm). Esto
confirma que los efectos de las hormonas estan
relacionados con muchos factores, proceso fisioldgico
sobre el que acttdan, concentracién de la hormona,
tejido, fase del desarrollo, 6rgano o la forma de
aplicacion.

En la mayoria de los estudios los brasinoesteroides
son aplicados al medio, por lo que la hormona se en-
cuentra mas tiempo en contacto con la planta. En este
trabajo se empled el DI-31 como pretratamiento a las
semillas una hora antes de colocarse para germinar.
Analizando la curva de toma de agua (Fig. 1) se obser-
va que la cantidad de agua que absorben las semillas a
una hora de imbibicion es aproximadamente la cuarta
parte (26 %) del agua absorbida al final de la Fase | de
la germinacién (18 horas). Este hecho, unido al poco
tiempo de contacto entre las semillas y el BR puede
explicar la no inhibicién de la germinacion y el creci-
miento de la radicula en el tratamiento de 1 ppm.

En el presente trabajo se pudo observar un efecto
positivo en el nimero y densidad de raices laterales
con los tratamientos de DI-31 empleados. Estas dos
variables representan aspectos de la morfologia de la
raiz (Jung y McCouch, 2013) y no estd ampliamente
estudiado el efecto de los brasinoesteroides en estos
aspectos de la arquitectura de la raiz ya que la mayo-
ria se centran en el desarrollo de la raiz principal. Se
ha demostrado que plantulas de Arabidopsis crecidas
en medio suplementado con brasinélida (1-100 nmol
L™) mostraron un incremento en el nimero de raices
laterales (Bao et al., 2004). Gupta et al. (2015) explica
que el aumento de las raices laterales puede estar
relacionado con el transporte de auxina, mediado por
BR, lo cual promueve la emergencia de estas.

El brasinoesteroide sintético DI-31 no mostré efecto
negativo en la germinacién ni variaciones en la toma
de agua de las semillas de arroz de los cultivares INCA
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LP-5 y Perla de Cuba cuando es aplicado a las semillas
durante un corto periodo de tiempo previo a la germi-
nacion. Ademas, mostré un efecto estimulador en las
variables de la arquitectura de la raiz para el cultivar
INCA LP-5, siendo la concentracion de 1 ppm la que
mostrd efecto positivo para las variables LR y RL en
ambos cultivares. Experimentos futuros se enfocaran
al estudio del desarrollo de los primordios de raices
laterales, y la zona meristematica de la raiz.
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