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Resumen

La salinidad es uno de los factores ambientales més perjudiciales para las plantas, y puede limitar fuertemente la
productividad y calidad de los cultivos. Muchas especies ornamentales cultivadas en contenedores son sensibles a la
acumulacion de sales en la zona radicular. Por lo tanto, es necesario estudiar alternativas de manejo que permitan
aumentar la tolerancia a la salinidad para minimizar el dafio ocasionado por dicho estrés. El objetivo de este trabajo fue
estudiar el efecto del brasinoesteroide BB16, sobre el crecimiento y desarrollo floral de Petunia x hybrida var. Limbo
Red bajo condiciones de salinidad. Las plantas fueron tratadas por aspersion hasta punto de goteo con BB16 0,1
mg.l'l, y luego sometidas a estrés salino durante 45 dias, mediante riego con soluciones a concentraciones crecientes de
NaCl (50, 100, 150 y 200 mM). Las plantas tratadas con BB16, evidenciaron una mayor longitud radicular y un mayor
didmetro de flores en todas las concentraciones salinas evaluadas; un mayor nimero de flores a 50 y 200 mM de NaCl y
una reduccion en el tiempo de floracion en condiciones de riego con NaCl 200 mM, con respecto a las plantas control.
También se pudo observar que las plantas tratadas presentaron una menor pérdida de clorofila a las concentraciones de
150 y 200 mM de NaCl. El marcado efecto protector de BB16 en plantas de petunia expuestas a estrés salino, permitiria
atenuar los efectos perjudiciales minimizando las pérdidas de productividad y calidad que ocasiona en el cultivo.
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Abstract

Salinity is one of the most damaging environmental factors for plants, and can severely limit the productivity and quality of
crops. Many container-grown ornamental species are sensitive to salt accumulation in the root zone. Therefore, it is necessary
to study other management alternatives that allow increasing tolerance to salinity to minimize the damage caused by said stress.
The objective of this work was to study the effect of the brassinosteroid BB16 on the growth and floral development of Petunia
x hybrida var. limbus network under conditions of increasing salinity. The plants were treated by aspersion to dripping point
with BB16 0.1 mg.I-!, and then subjected to saline stress for 45 days, by irrigation with solutions at increasing concentrations of
NaCl (50, 100, 150 and 200 mM) . Plants treated with BB16, showed a greater root length and a greater diameter of flowers in
all the saline concentrations evaluated; a greater number of flowers at 50 and 200 mM NaCl and a reduction in flowering time
under irrigation conditions with 200 mM NaCl, with respect to control plants. It was also possible to observe that the petunia
plants treated with BB16 presented a lower loss of chlorophyll with respect to the control plants, at concentrations of 150 and
200 mM of NaCl. The marked protective effect of BB16 in petunia plants exposed to saline stress, would allow attenuating the
harmful effects minimizing the losses of productivity and quality that this stress causes in the crop.

Keywords: Brassinosteroids; Petunia; Salinity.

Introduccion cultivos en invernadero y sus estrategias de riego

resulta crucial (Todd y Reed, 1998). En muchos

La calidad y la conservacion del agua estan entre
las principales preocupaciones ambientales de la
actualidad; por lo tanto, repensar el manejo de
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lugares, ante la falta de un suministro de agua de alta
calidad, los productores se ven obligados a regar
sus cultivos con aguas pesadas, con un importante
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contenido salino (Lieth y Burger, 1989), siendo
la salinidad uno de los factores ambientales mas
determinantes a la hora de limitar la productividad
de los cultivos (Zorb et al., 2019). Ademas,
Argentina es el tercer pais con mayor superficie de
suelos afectados por salinidad en el mundo, después
de Rusia y Australia (Lavado, 2008), por lo que
la necesidad de desarrollar sistemas innovadores
y eficientes de gestion del agua para uso agricola
es esencial para el desarrollo sostenible (Skaggs
et al., 2006). La acumulacion de sales provoca
estrés osmotico, toxicidad idonica, déficit de agua
y desequilibrio en los niveles de nutrientes (Zorb
et al., 2019). El efecto perjudicial relacionado con
el estrés, no se puede asignar a un solo proceso
fisiologico; sino a la disminucion de la actividad
fotosintética, el cierre de estomas, la reduccion
del potencial hidrico, deficiencias en la absorcion
de nutrientes, la inhibicion del crecimiento, y
cambios enzimaticos y de sefializacion genética
son responsables de los efectos perjudiciales
ocasionados (Escalante et al., 2015).

La tolerancia a la salinidad se define como la
capacidad que tiene el cultivo para soportar dicho
estrés sin experimentar efectos perjudiciales en su
desarrollo y/o produccion (Zhu et al., 2002). Las
plantas presentan algunas estrategias para tolerar
la salinidad (Munns y Tester, 2008) pero hasta
cierto umbral, a partir del cual se ven afectadas,
reduciéndose significativamente su productividad.
Como resultado del creciente uso de agua de riego
con elevada concentracion salina, es imperativo
para la industria de la floricultura, poder
determinar y tratar de incrementar la tolerancia
salina de diversas especies que son muy sensibles
a la misma, tratando de minimizar el potencial
dafio que el estrés les ocasiona.

Las estrategias que estan disponibles actualmente
para mitigar el estrés salino que afecta fuertemente
los rendimientos de las plantas son escasas
(Battacharyya et al., 2015). Algunos ejemplos
son la adicion externa de algunos reguladores
del crecimiento de las plantas, osmoprotectores
y oxido nitrico (Arun et al., 2016; Selem, 2019).
La tolerancia también puede ser inducida por la
aplicacion de fitohormonas (o analogos de estas)
que activan respuestas de resistencia como el acido
salicilico (SA), el acido jasmonico (JA), el etileno
(ET) (Pieterse et al., 2012) y mas recientemente
brasinosteroides (BRs) (Li et al., 2021).

Los Brasinoesteroides (BRs) son compuestos
de naturaleza esteroidal esenciales para el

crecimiento y desarrollo de las plantas. Fueron
descubiertos en la década del 70, cuando Mitchell
et al. (1970) observaron una marcada actividad
estimulante del crecimiento vegetal de un extracto
lipidico obtenido a partir de granos de polen
de Brassica napus. Afios mas tarde, a partir de
dichos granos, se logr6é purificar un compuesto
denominado “brasinélida” y los demas compuestos
estructuralmente relacionados que se fueron
descubriendo se denominaron brasinosteroides,
siendo los mas abundantes la brasinolida y la
castasterona (Bajguz y Tretyn, 2003).

Los BRs generaron un interés practico en la
agricultura por sus efectos como estimuladores del
crecimiento, lo que hizo posible que se introdujeran
algunos analogos de los BRs, obtenidos por via
sintética y que a su vez resultaban mas econémicos
y presentaban efectos mas prolongados (Khripach
et al., 2000; Mazorra y Nunez, 2008).

Aunque la tolerancia a salinidad, ha sido
estudiada en multiples especies, en plantas
ornamentales no se ha prestado la misma atencion.
Petunia (Petunia hybrida) pertenece a la familia
de las Solanaceas y es originaria de América del
Sur. Es una planta herbacea que se cultiva como
anual. Los hibridos comerciales presentan una
amplia gama de formas y colores, por lo que es
uno de los plantines de estacion mas cultivado en
todo el mundo (Toffoli ef al., 2021). Esta planta
ornamental es muy popular y econdmicamente
importante, sin embargo, los esfuerzos por estudiar
e intentar mejorar la tolerancia a la salinidad de esta
especie no fueron suficientes (Arun et al., 2016).
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estudiar
el efecto del tratamiento con un brasinosteroide
obtenido por sintesis quimica, denominado BB16,
sobre el crecimiento de plantas de petunia en
invernadero sometidas a condiciones de estrés
salino, mediante la evaluacion de parametros
morfologicos y fisiologicos asociados con la
tolerancia al estrés.

Materiales y métodos
Material vegetal

Plantines de Petunia x hybrida var. Limbo
Red provenientes de vivero comercial, fueron
implantados en sustrato esterilizado (humus y
perlita, 2:1), y mantenidas durante 14 semanas en
contenedores de 800 cc capacidad bajo condiciones
semi controladas de invernadero. Las plantas se
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regaron cada 3 dias con 80 ml de agua destilada.
Durante este tiempo no se realizoé la aplicacion de
fertilizantes ni fungicidas.

Tratamiento con BRs

Las plantas se pulverizaron con BB16 a una
concentracion de 0,1 mg.I'! hasta punto de goteo
(1,5 ml por planta) 3 dias antes de ser sometidas
a estrés salino. Posteriormente, las plantas se
mantuvieron en las condiciones mencionadas
anteriormente. Después de 45 dias, las plantas se
evaluaron como se describe a continuacion.

Estreés salino

Las plantas se regaron con 80 ml de NaCl 50, 100,
150 y 200 mM cada 3 dias. Los controles fueron:
plantas no tratadas con BB16 y sometidas a riego
con 80 ml de agua destilada por planta (control) y
plantas no tratadas con BB16 y sometidas a riego
con 80 ml de NaCl a distintas concentraciones (50,
100, 150 y 200 mM).

Parametros analizados en raiz

Después de 45 dias bajo condiciones de estrés,
las plantas se retiraron de las macetas y el sustrato
se elimino de las raices lavandolas cuidadosamente
con agua corriente.

Se midié la longitud de las raices (cm) y
los diametros de corona (cm) con un calibre
digital Wembley-5940, La superficie radicular
se determindé mediante el método del nitrato de
calcio (Carley y Watson, 1966). Las raices se
lavaron suavemente con agua, se escurrieron
durante 30 segundos sobre papel absorbente y
se pesaron. Luego se sumergieron durante 10
segundos en un vaso de precipitados que contenia
la solucion saturada de Ca(NOs;),, se escurrieron
sobre el mismo recipiente durante 30 segundos y
se pesaron. La diferencia de peso es equivalente
al area de la raiz. Finalmente, se determiné el
peso seco de las raices (g) después de secarlas
en un horno a 60 °C hasta peso constante. Las
mediciones se realizaron en 20 repeticiones y los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

Parametros estudiados en la parte aérea

Para estudiar el efecto de BB16 en la parte
acérea de las plantas expuestas a estrés salino se
analiz6 el peso seco de la parte aérea, el indice de

verdor, el numero de flores, el diametro floral y
los dias hasta la floracion. El indice de verdor se
midié utilizando un medidor de clorofila Minolta
SPAD-502 (Giiler et al., 2006). Estos datos se
expresaron como valores SPAD (valor numérico
proporcional a la cantidad de clorofila en la hoja).
Las mediciones se realizaron en 20 repeticiones y
el experimento se llevo a cabo tres veces.

Analisis estadistico

Se utilizé el software InfoStat (Di Rienzo et
al., 2013) para realizar el analisis estadistico de
los datos obtenidos. Estos datos se obtuvieron de
tres experimentos independientes y se expresaron
como media =+ error estandar. Se realizo la prueba
de analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
y las medias se separaron mediante la prueba de
Tukey para p < 0,05. Por su parte, para el analisis
inferencial de la cantidad de flores en funcion
de los tratamientos se utilizd un modelo lineal
generalizado con el programa R a través de InfoStat
(GLMM). El ntmero de flores fue la variable
respuesta. Se utilizo la familia Binomial negativa
y la funcién de enlace logit. El ajuste del modelo
se evaludé mediante la razon entre Deviance y gl
residuales. La prueba de comparacion de medias
se realiz6 mediante la prueba DGC (5 %) (Di
Rienzo et al., 2002).

Resultados

Después de tratar las plantas de petunia con
BB16 y someterlas a estrés salino, mediante riego
con solucion de NaCl a distintas concentraciones,
se evaluo el estado fisiologico de las plantas y se
compar6 con las plantas control sin tratamiento
con BB16 y sometidas a estrés. Se pudo observar
un claro efecto protector de BB16 en las plantas
expuestas a un riego con mayor concentracion
de NaCl (150 y 200 mM) ya que las plantas no
tratadas con BB16 fueron severamente afectadas
por el estrés. Las plantas previamente tratadas,
mostraron leves efectos adversos, exhibiendo un
estado fisiologico mucho mas saludable (Figura
1).

Luego se procedio a evaluar la biomasa de las
plantas de petunia, determinando el peso seco,
tanto de la parte aérea como de la zona radicular.
Se detectd un aumento significativo en el peso
seco aéreo en las plantas tratadas con BB16 y
no sometidas a estrés, con respecto a las plantas
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Figura 1. Plantas de petunia sometidas a estrés salino. Plantas control, no tratadas con BB16 (A), plantas tratadas con BB16

(B).

control, regadas con agua destilada. A su vez,
se pudo comprobar un mayor peso seco de la
parte aérea en las petunias tratadas con BB16
y sometidas a riego con una soluciéon de NaCl
150 mM, con respecto a las plantas control sin
tratamiento con BB16 y sometidas a las mismas
condiciones de estrés (Figura 2A). El tratamiento
con BB16, también dio lugar a un mayor peso
seco radicular de las plantas sometidas a riego con
NaCl 50 y 200 mM, con respecto a sus respectivos
controles (Figura 2B).

Al analizar la longitud y la superficie radicular,
se pudo comprobar que el tratamiento con BB16
dio lugar a plantas con mayor longitud radicular
en todas las condiciones evaluadas (Figura
3A), mientras que la superficie radicular se vio
incrementada, solamente en las plantas de petunia
tratadas con BB16 y sometidas a riego con NaCl
200 mM (Figura 3B).

Las plantas tratadas con BB16 mostraron,
ademas, una menor disminucion del contenido
relativo de clorofila en comparacion con las
plantas control no tratadas, a los 15 dias post-
tratamiento al ser sometidas a riego con NaCl 50
mM (Figura 4B), a los 45 dias al ser sometidas a
riego con NaCl 150 mM (Figura 4D), y alos 30 y
45 dias post-tratamiento cuando fueron sometidas
ariego con NaCl 200 mM (Figura 4E).

Para evaluar el efecto del tratamiento con BB16
en la parte aérea de la planta, se estudié el numero 'y
diametro de las flores y los dias hasta floracion. El
tratamiento con este BR permitié obtener plantas
con mayor numero de flores en la condicion de
estrés correspondiente a un riego con NaCl 50

mM (Figura 5A) y flores de mayor diametro bajo
todas las condiciones estudiadas (Figura 5B).
Finalmente, se pudo apreciar que el tratamiento
con esta fitohormona logré que se reduzcan los
dias hasta floracion en plantas sometidas a riego
con NaCl 100 y 200 mM (Figura 5C).

Discusion

El cultivo comercial de petunia se realiza en
sistemas intensivos, en los que a menudo se riega
periodicamente y en muchos casos con agua de
mala calidad, lo que, sumado a las aplicaciones
excesivas de fertilizantes, provoca un aumento en
laconductividad eléctricay llevaauna disminucion
de los rendimientos y calidad de las plantas. Por lo
tanto, se hace necesario la busqueda de estrategias
sustentables para lograr una mayor tolerancia a la
salinidad, que permita un cultivo intensivo de estas
plantas, de una manera ambientalmente segura.

Es por ello, que en este trabajo nos enfocamos
en estudiar el efecto de la salinidad en
plantas de petunia previamente tratadas con
brasinoesteroides. Anteriormente, varios trabajos
demostraron y confirmaron que la aplicacion de
hormonas u otros compuestos quimicos en plantas
aumenta su tolerancia al estrés salino (Shahid et
al., 2014). Entre estos compuestos, los BRs se
utilizaron para conferir resistencia contra diversos
estreses, entre ellos, la salinidad (Fariduddin et al.,
2014).

Se estima que el estrés abidtico reduce el
rendimiento de un cultivo a menos del 50%
(Battacharyya et al., 2015). En condiciones sin
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Figura 2. Pesos secos de las plantas de petunia tratadas, y no tratadas, con BB16, sometidas a riego con concentraciones
crecientes de NaCl. Peso seco de la parte aérea (A) y peso seco radicular (B). Los valores medios + ES se obtuvieron de tres
experimentos independientes (n = 10). El analisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey se realizod con el
software InfoStat/L (p < 0,05). Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa.

estrés, las plantas emplean la mayor parte de
su energia en los procesos necesarios para su
mantenimiento y crecimiento. Sin embargo, la
asignacion de recursos se ve claramente modificada
con el aumento de los niveles de salinidad, ya que
se invierten mas recursos para mitigar el estrés
(Zorb et al., 2019).

Las plantas de petunia, frente a condiciones
de estrés salino se ven sensiblemente afectadas,
presentando efectos negativos en caracteristicas
morfologicas como la longitud de los brotes y
las raices, dando lugar a plantas mas bajas y con
raices mas cortas (Krupa-Matkiewicz y Fornal,
2018). Los resultados obtenidos en este trabajo son
consistentes también, con los observados por Jones
(1986) y Krupa-Matkiewicz et al. (2016), quienes
encontraron que una concentracion salina superior
a 100 mM tiene un efecto inhibitorio sobre la
germinacion de las semillas y el crecimiento de las
plantas. En el presente estudio, las caracteristicas
morfofisiologicas de las plantas de petunias bajo
estrés salino, mejoraron significativamente con el
tratamiento con BB16.Y se pudo apreciar también,
en consistencia con estos trabajos previos, que la

salinidad afecta con mayor gravedad a las plantas
de petunia, en concentraciones de NaCl elevadas,
como ser 150 0 200 mM (Figura 1A).

Varios autores (Manchanda y Garg, 2008; Khalid
et al., 2015; Piwowarczyk et al., 2016), sostienen
que, para determinar la influencia del estrés salino
en el crecimiento de las plantas, ademas de medir
la longitud radicular (Figura 3), se debe medir su
peso. El bajo coeficiente de crecimiento puede
sugerir la ocurrencia de procesos adaptativos para
condiciones de estrés dentro de la planta. A partir
de los resultados de nuestro estudio, se determind
que el tratamiento con BB16 daba lugar a plantas
de petunia que mostraban una menor disminucion
de su biomasa, tanto aérea como radicular, en
respuesta a concentraciones crecientes de NaCl
(Figura 2), mostrando diferencias significativas
en condiciones de riego con NaCl 150 mM en la
parte aérea, y con NaCl 50 y 200 mM en peso seco
radicular.

La reduccion del crecimiento de la planta y una
marcada reduccion de los valores de SPAD se
observan en plantas bajo estrés osmotico (Naing
et al., 2022). La disminuciéon en el contenido
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Figura 3. Longitud radicular y superficie de raiz de las plantas de petunia tratadas, y no tratadas, con BB16, sometidas a
estrés salino. Longitud radicular (A) y Superficie radicular (B). Los valores medios + ES se obtuvieron de tres experimentos
independientes (n = 10). El andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey se realiz6 con el software InfoStat/L
(p <0,05). Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa.

relativo de clorofila o valor SPAD es uno de los
principales efectos que provoca el estrés osmaotico,
ocasionado por salinidad o sequia en plantas de
petunia. Tal reduccion en el crecimiento de las
plantas y la interrupcion del proceso fisiologico
por estrés abidtico se ha observado en varios
trabajos en petunia (Naing et al., 2021; Arun et
al., 2016; Ai et al., 2018). Las plantas sometidas
a estrés osmotico cierran sus estomas para evitar
la pérdida de agua, situacion que provoca un
aumento de radicales libres induciendo a su vez la
degradacion de lipidos, proteinas y componentes
celulares como la clorofila (Makale et al., 1999).
Cuando ocurre esto ultimo, las hojas de las plantas
se vuelven amarillas (Wise y Naylor, 1987), como
se observo en las plantas de petunia sometidas a
estrés salino a concentraciones de 150 y 200 mM,
en las cuales se produce una marcada disminucion
del indice de verdor. Sin embargo, las plantas
tratadas previamente con BB16, no muestran tal
reduccion y presentan diferencias significativas
con las plantas control, no tratadas a partir del
dia 30 post-tratamiento. (Figura 4E), presentando
hojas mas verdes (Figura 1).

En el trabajo llevado a cabo por Bayona-
Morcillo (2020), plantas de petunia mostraron una
tolerancia moderada al agua de riego salina con
una conductividad de 2 dS m-!, sin embargo, se
observo una respuesta negativa cuando el nivel
de salinidad se elevo a 3 dS m'l. La tolerancia a
la salinidad se suele definir como la capacidad
de una planta para resistir los efectos de una
salinidad elevada o creciente, sin efectos adversos
significativos, como la reduccion del crecimiento y
el rendimiento o el dafio foliar. Nuestros resultados
estan en linea con los de Niu y Sun (2019), que
mostraron que cuando las plantas estan sujetas a
altos niveles de salinidad, todas las partes de la
misma, incluidas las hojas, los tallos, las raices y
las flores, pueden reducir su tamafio. En nuestro
caso, al analizar parametros florares, pudimos
observar que la salinidad provoca una reduccion
en el nimero y didmetro de flores, mientras que el
tratamiento con BB16 permitio contrarrestar este
efecto, dando lugar a petunias con mayor nimero
y diametro de flores ante las condiciones adversas
del estrés salino (Figura 5). Por su parte, pudimos
observar que, a la mayor concentracion salina
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Figura 4. Cambios en el indice de verdor, durante los 45 dias de riego con NaCl, de las plantas de petunia, tratadas y no tratadas
con BB16. Podemos observar la variacion de SPAD de las plantas expuestas a: riego con agua destilada (A), riego con NaCl 50
mM (B), riego con NaCl 100 mM (C), riego con NaCl 150 mM (D), y riego con NaCl 200 mM (E). Los valores medios + ES
se obtuvieron de tres experimentos independientes (n = 10). El analisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey
se realizo con el software InfoStat/L (p < 0,05). Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa.

evaluada, se produce ademas una reduccion en
el tiempo de floracion en respuesta al tratamiento
con el brasinoesteroide.

Conclusiones

El objetivo planteado en este trabajo era
estudiar el efecto del brasinoesteroide BB16,
sobre el crecimiento y desarrollo floral de Petunia
x hybrida var. Limbo Red bajo condiciones de
salinidad creciente. Se logré6 demostrar que las
plantas tratadas con BB16 a una concentracion
de 0,1 mg.l-! evidenciaron mejoras en todos las
variables morfosiologicas evaluadas. Las mismas

mostraron una mayor longitud radicular y flores
de mayor tamafio en todas las concentraciones
salinas evaluadas con respecto a plantas control,
no tratadas. Se pudo apreciar, ademas, un mayor
numero de flores a 50 y 200 mM de NaCl, y una
reduccion en el tiempo de floracion en condiciones
de riego con NaCl 200 mM. A esta concentracion,
ademas, se pudo observar como las plantas de
petunia tenian una menor pérdida de clorofila con
respecto a plantas control, no tratadas con BB16.
En conclusion, se pudo comprobar un marcado
efecto protector de BB16 en plantas de petunia,
expuestas a estrés salino. La capacidad de los
brasinoesteroides para inducir tolerancia contra
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Figura 5. Pardmetros florales evaluados en las plantas de petunia tratadas, y no tratadas, con BB16, sometidas a estrés salino.
Numero de flores (A), diametro de flor (B), y dias hasta la floracion (C). Los valores medios + ES se obtuvieron de tres expe-
rimentos independientes (n = 10). Para estudiar el diametro de flor y los dias hasta floracion se realizo el analisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba de Tukey se realizé con el software InfoStat/L (p < 0,05). Por su parte, para el analisis inferen-
cial de la cantidad de flores se utilizé un modelo lineal generalizado y el ensayo de comparacion de medias se realizd mediante
la prueba DGC (5 %). Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa.
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