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RESUMEN

El arroz es el principal cultivo alimentario del mundo, y es afectado por la salinidad en los estadios tempranos del desarrollo. Los brasinoesteroides
tienen la capacidad de revertir los efectos del estrés salino sobre la germinacién y el crecimiento de plantulas, por lo que son buenos candidatos
para su uso en cultivos de arroz bajo este tipo de estrés. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del analogo de brasinoesteroide DI-31
en la respuesta al estrés salino en los cultivares de arroz Oryza sativa 'INCA LP-5" y Oryza sativa 'Perla de Cuba’, en cuanto a parametros de
la germinacion y crecimiento en la fase de plantula. Se utilizaron semillas de los cultivares de arroz ‘INCA LP-5"y ‘Perla de Cuba’, que fueron
pretratadas con el analogo de brasinoesteroide DI-31 (a una concentracion de 10 mol L-'). Las semillas fueron colocadas en placas y en rolos
con soluciones de 0, 25, 50 y 100 mmol L' de NaCl durante 72 horas y siete dias, respectivamente. Luego se midieron 12 parametros de la
germinacion y la longitud de las plantulas. Los resultados obtenidos evidenciaron que el cultivar 'INCA LP-5" presenta mejores parametros de la
germinacion y del crecimiento temprano bajo condiciones 6ptimas y de estrés salino. Por tanto, se pudo inferir que este cultivar pudiera ser mas
tolerante a la salinidad que el cultivar 'Perla de Cuba'. Por otra parte, el pretratamiento de las semillas con el analogo de brasinoesteroide DI-31
no tuvo efecto en la mayoria de los parametros estudiados.
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ABSTRACT

Rice is the main food crop in the developing world and is severely affected by salinity especially in early development stages. Brassinosteroids
can reverse the effects of this stress on germination and seedling growth, being a good candidate for use in rice crops under saline of stress. The
aim of this work was to evaluate the effect of the barssinosteroid analogue DI-31 on the germination and seedling growh of Oryza sativa ‘INCA
LP-5" and Oryza sativa ‘Perla de Cuba’ rice cultivars in response to salt stress. Seeds of the ‘INCA LP-5’ and ‘Perla de Cuba'’ rice cultivars were
used, as well as the brassinosteroid analogue DI-31 (10 mol L") for their pretreatment. The seeds were placed on plates and rolls with 0, 25, 50
and 100 mmol L-1ol L' mmol L' NaCl solutions for 72 hours and seven days, respectively. Then 12 parameters of germination and seedling
length were measured. Our results showed that the ‘INCA LP-5’ cultivar has better germination and early growth parameters under normal and
salt stress conditions. It could be inferred that this cultivar could be more tolerant to salinity than the 'Perla de Cuba’ cultivar. On the other hand,
the pretreatment of the seeds with the brassinosteroid analog DI-31 had no effect on most of the parameters studied.
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INTRODUCCION del vastago, la longitud de la raiz, el tamafio de las hojas,
La salinidad de los suelos es un problema importante para entre otros caracteres (Riaz & al. 2019).

el crecimiento y desarrollo de las plantas, especialmente en

regiones aridas y semiaridas (Hussain & al. 2017). Alrededor El arroz es el principal cultivo alimentario del mundo en
del 6 % del area total de la Tierra, y un tercio de las areas desarrollo y, a menudo, se ve gravemente afectado por la
irrigadas, estan afectadas por salinidad directa o por sali- salinidad (Ganie & al. 2019). Bajo estrés salino, las plantas
nidad secundaria (Rahman & al. 2017). En Cuba, el 14,9 % de arroz muestran alteraciones morfolégicas, fisioldgicas
de las areas agricolas y el 9,1 % de la superficie del pais y bioquimicas y toleran bajos niveles de salinidad sin
estan afectadas por sales (ONEI 2022). La salinidad va en comprometer el crecimiento y el rendimiento (Rahman & al.
detrimento de numerosos procesos en las plantas, como la 2017), especialmente durante la germinacion (Vibhuti & al.
germinacion de las semillas y el vigor de las plantulas (Sairam 2015) y la etapa de plantula (Hussain & al. 2017).

& Tyagi 2004). Ademas, la salinidad provoca en el suelo un

bajo potencial osmético, llevando a las plantas a un estrés La tolerancia que poseen las plantas al estrés salino puede
osmotico, idnico y oxidativo (Akram & al. 2017). Asimismo, el variar segun la etapa de crecimiento en que se encuentren,
estrés salino impacta negativamente, la masa seca y fresca donde los procesos mas vulnerables son la germinacién y el
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crecimiento inicial de las plantulas (Villalobos & Fereres 2016).
Es por ello que son fases muy importantes para su esta-
blecimiento en condiciones de estrés (Prakash & al. 2016).

Se ha demostrado que los brasinoesteroides (BRs) tienen la
capacidad de revertir los efectos del estrés salino sobre la
germinacion y el crecimiento de plantulas, lo cual los convier-
te en buenos candidatos para su uso en cultivos de arroz bajo
este tipo de estrés (Nufiez & al. 2013). Los BRs son hormonas
esteroidales que juegan un papel esencial en muchos
aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, como
la elongacion y division celular, la diferenciacion vascular, la
reproduccion y la senescencia, asi como en la respuesta a
diferentes estreses (Divi & Krishna 2009). Algunos estudios
han demostrado que el pretratamiento de las semillas con BRs
promueve su germinacion en presencia de NaCl (Anuradha
& Rao 2001).

Los brasinoesteroides naturales han sido ampliamente
estudiados, pero presentan poca estabilidad en el campo
y un elevado costo. En la actualidad, se propone el uso
de analogos de brasinoesteroides que tengan una mayor
duracién a nivel de campo, ademas de que su sintesis resulta
menos costosa. El Centro de Estudios de Productos Naturales
de la Facultad de Quimica, Universidad de La Habana, se ha
dedicado a la produccion de analogos de brasinoesteroides
como el DI-31. Sin embargo, existen pocas referencias
acerca del efecto que tiene este compuesto en los primeros
estadios del desarrollo del cultivo del arroz, especialmente
en condiciones de estrés salino.

La seleccion de cultivares o la aplicacion de productos que
conlleven a una germinacion rapida y uniforme, en condiciones
de estrés salino, pueden ayudar al establecimiento temprano
de las plantulas. En virtud de lo antes planteado, el presente
trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del analogo del
brasinoesteroide DI-31 en la respuesta al estrés salino en los
cultivares de arroz ‘INCA LP-5' y ‘Perla de Cuba’ en cuanto
a parametros de la germinacién y crecimiento en la fase de
plantula.

MATERIALES Y METODOS

Material de estudio

En el presente estudio, se utilizaron semillas de dos cultivares
cubanos de arroz (Oryza sativa): INCA LP-5" del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (Pérez & Castro 2000) y
‘Perla de Cuba’ producida por el Instituto de Investigaciones
de Granos. La semilla fueron donadas por Frank Becerra
Miranda, productor de semillas en la Finca “La perseverante”,
Aguada de Pasajeros, Cienfuegos. Para el pretratamiento de
las semillas, se empleé el analogo de brasinoesteroide DI-31,
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 se prepararon cinco
grupos de cinco semillas de cada cultivar. Las semillas se
pesaron en una balanza analitica Sartorius, modelo BSA124S

(e = 0,1 mg), y luego se colocaron en agua destilada o en
una solucién de NaCl, a una concentraciéon de 100 mmol L™
durante 30 horas a temperatura ambiente (27 — 30 °C).
La medicion de la toma de agua se realizé cada 1,5 horas,
eliminando el exceso de solucién con papel de filtro. A las 30
horas se compararon los valores de masa de las semillas de
los tratamientos (cultivares y concentracion de NaCl), mediante
un ANOVA bifactorial, luego de comprobar la normalidad y
homogenidad de varianza de los datos mediante las pruebas
Shapiro-Wilk y Levene. En caso de obtener diferencias
significativas, se realiz6é una Prueba de Tukey para conocer
la diferencias entre los tratamientos. Se utilizé un nivel de
significacion de 0,05. El analisis estadistico se realiz6 con el
programa InfoStat (2020).

Germinacion

Las semillas de ambos cultivares se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 1 % y se enjuagaron con agua desti-
lada estéril entre siete y diez veces hasta eliminar el olor a
hipoclorito. Posteriormente, se embebieron en una solucién
del analogo de brasinoesteroide DI-31, a una concentracion
de 10® mol L, y agua destilada durante una hora en agitacion
(100 rpm). A continuacion, las semillas se colocaron en
placas Petri con papel de filiro humedecido con 5 mL de agua
destilada o en soluciones de NaCl (25, 50 y 100 mmol L"), se
colocaron en una incubadora a 30 °C. Para cada tratamiento
se emplearon cuatro placas Petri con 25 semillas cada una. Se
conto el nimero de semillas que germinaron en cada placa a
las 24,48 y 72 h, considerando como germinadas las semillas
en las que fuesen visibles la ruptura de la testa y la radicula.

Luego de completado el experimento, se calcularon los
siguientes parametros de germinacion: Porcentaje de
germinacion a las 24 h (PG24), Porcentaje de germinacion a
las 48 h (PG48), Porcentaje de germinacién alas 72 h (PG72),
indice de emergencia a las 24 h (IE24), indice de emergencia a
las 48 h (IE48), Sincronia (Z), Tiempo medio de la germinacion
(TMG), Coeficiente de velocidad de la germinacion (CVG),
Tasa de germinacion (TG), asi como el indice de vigor (V),
segun las féormulas planteadas por Ranal & Santana (2006).
Ademas, se midioé la longitud de las plantulas con el empleo
del programa SmartRoot de ImagedJ (Schneider & al. 2012).

Todos los datos obtenidos se analizaron mediante un ANOVA
trifactorial, luego de verificar el cumplimiento de las premisas
de normalidad y homogenidad de varianza mediante las
pruebas Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Los factores
fueron cultivar, concentracion de DI-31 y concentracion
de NaCl. En caso de obtener diferencias significativas, se
realizé una Prueba de Tukey para conocer la diferencias
entre los tratamientos. Se utilizé un nivel de significacion
de 0,05. Ademas, se realizé un analisis de componentes
principales teniendo en cuenta los siguientes parametros de
la germinacion: PG24, PG48, PG72, IE24, IE48, V, Z, TMG,
CVG y TG. Para ello, se estandarizaron los datos, ya que
no presentaban igual unidad de medida, y se empled una
matriz de correlacion. Para seleccionar las variables de mayor
contribucion, se tomaron como significativos los valores de
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los vectores propios, superiores a la media de los valores
de menor y mayor valor de cada componente. Los analisis
estadisticos se ralizaron con el programa InfoStat (2020).

Crecimiento de las plantulas

Semillas de ambos cultivares se desinfectaron y se
embebieron, como se describié anteriormente. Después se
ubicaron en papeles de germinacion Germitest® de 28,3 cm de
ancho por 18,8 cm de largo, enrollados y colocados de forma
vertical dentro de una bolsa plastica cerrada herméticamente
para mantener la humedad. Los papeles de germinacion se
humedecieron con 21 mL de soluciones con NaCl (0, 25, 50 y
100 mmol L") y se pusieron en una incubadora durante 7 dias
a temperatura ambiente (27 — 30 °C). Transcurrido este tiempo,
se midio la longitud de las raices y de la parte aérea (vastago),
con el empleo del programa SmartRoot de ImagedJ (Schneider
& al. 2012), ademas, se midio la masa fresca y seca.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un ANOVA
trifactorial luego de comprobar la normalidad y homogenidad
de varianza de los mismos mediante las pruebas Shapiro-
Wilk y Levene. Los factores considerados fueron cultivar,
concentraciéon de DI-31 y concentracion de NaCl. En caso
de obtener diferencias significativas, se realizé una Prueba
de Tukey para conocer cuales de los tratamientos difieren.
Se utilizé un nivel de significacion de 0,05. Los analisis esta-
disticos se ralizaron con el programa InfoStat (2020).
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RESULTADOS

Toma de agua

El aumento de la masa de las semillas de los cultivares ‘INCA
LP-5’y ‘Perla de Cuba’ durante la imbibiciéon en agua destilada
y en 100 mmol L' de NaCl siguié un comportamiento trifasico.
La primera fase se caracterizé por un incremento rapido de la
masa fresca en las primeras 15 horas. Posteriormente, en la
fase Il se observé un incremento mas lento, manteniéndose
estable en las siguientes 15 horas. Alas 30 horas de imbibicién
se observé un mayor aumento de masa de las semillas, como
resultado del comienzo de la Fase Il (Figura 1). Alas 18 horas,
ya comenzada la fase Il, no existieron diferencias entre los
cultivares, pero si se observé el efecto de la concentracion
de NaCl, siendo mayor la masa de las semillas cuando se
habian embebido en agua. Este comportamiento estuvo
presente hasta el final de la curva. Sin embargo, a partir de
las 21 horas se detectaron diferencias en la masa de las
semillas entre los cultivares, siendo mayor en ‘Perla de Cuba’,
manteniéndose asi hasta las 30 horas, donde no existieron
diferencias entre cultivares, pero si una marcada diferencia
entre los tratamientos con sal y agua destilada.

Germinacién

Los resultados evidenciaron que los parametros de la
germinacion fueron afectados por el estrés salino en ambos
cultivares de arroz (Tabla I), siendo mas evidente para el
cultivar ‘Perla de Cuba’ (Figura 2). Se observé una disminucion
en el PG24, a medida que aumentd la concentracién de sal.
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Fig. 1. Masa de las semillas de los cultivares de Oryza sativa INCA LP-5"y ‘Perla de Cuba’ durante 30 horas de imbibicién en agua destilada y
en solucion de 100 mmol L' de NaCl. Las variables se ajustan a una curva polindmica de tercer grado. El recuadro sefiala la diferencias entre
las semillas de ambos cultivares embebidas en la solucién de sal y en agua destilada a las 30 horas, segun la prueba Tukey (n = 5) (p < 0,05).

Fig. 1. Seed mass of INCA LP-5" and ‘Perla de Cuba’ cultivars during 30 hours of imbibition in distilled water and in a 100 mmol L-" NaCl solution.
The variables fit a third degree polynomial curve. The box indicates the point of the curve where significant differences were found between the

treatments with NaCl according to Tukey test (n = 5) (p < 0.05).
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Los menores valores de PG24 se observaron a 100 mmol L
de NaCl, siendo 0 % para el cultivar ‘Perla de Cuba’ a dicha
concentracion (Figura 2). En general, se obtuvo un ligero
aumento de PG24 cuando las semillas fueron pretratadas
con el analogo de brasinoesteroide DI-31, cuyo mayor valor
se obtuvo para el cultivar INCA LP-5" a 0 mmol L' de NaCl.
No obstante, este efecto fue mas marcado para el cultivar
‘Perla de Cuba’ cuando las semillas fueron germinadas en
las concentraciones de 25 y 50 mmol L' de NaCl. Por otra
parte, solo se obtuvieron valores significativamente menores
de PG48 y PG72 para el cultivar ‘Perla de Cuba’ a la
concentracion de 100 mmol L' de NaCl, cuando las semillas
no fueron pretratadas con el analogo de brasinesteroide
(PG48 =81 %y PG72 = 88 %).

Por otra parte, los mayores valores de Z se presentaron para
el cultivar ‘Perla de Cuba’, cuyas semillas germinaron en
100 mmol L' de NaCl, independiente de la presencia o no del
brasinoesteroide DI-31. El menor valor de TMG corresponde al
cultivar ‘INCALP-5’ cuando sus semillas son pretratadas con
DI-31, sin embargo, el cultivar mostré un aumento del 66 %
del TMG, bajo condiciones de maximo estrés salino (100
mmol L' de NaCl). Por otra parte el cultivar ‘Perla de Cuba’
mostré un aumento del 70 % bajo las mismas condiciones.
Los maximos valores de CVG y TG fueron encontrados
para ‘INCA LP-5’, cuando las semillas fueron tratadas
con el analogo de brasinoesteroide DI-31 y fueron germi-
nadas sin NaCl (CVG = 3,48 % y TG = 0,93) (Figura 2). El

estrés salino disminuyo significativamente dichos valores
en ambos cultivares, alrededor del 72 %, para CVG, y
70 % para TG, respecto al control. Los valores cuantitativos
de las variables que describen la germinacion se muestran
en el Anexo 1.

Luego de 72 horas de germinacion, la longitud de la plantula
fue menor en condiciones de estrés salino para ambos
cultivares, siendo este factor el Unico que tuvo efecto en esta
variable (pNaCl < 0,001). El tratamiento 100 mmol L-' de NaCl
redujo esta variable en el cultivar ‘Perla de Cuba’ (~85 % del
control) mas que en ‘INCA LP-5' (~60 % del control) para las
semillas pretratadas o no con DI-31 mostrando diferencias
significativas con el control (Figura 3).

El analisis de componentes principales (ACP) (Tabla II)
muestra que las componentes principales (CP1 y CP2)
explican el 94,6 % de la variabilidad de los 10 parametros
de la germinacion analizados. La CP1 explicé un 84,1 % de
la variabilidad total y las variables que mas contribuyeron al
mismo fueron PG24, IE24, IE48, TMG, CVG y V. Por otra
parte, la CP2 justifico un 10,6 % de la variabilidad y los
parametros que mas contribuyeron al mismo fueron PG48,
PG72, y Z. En el cuadrante positivo de la CP1 se agrupan
los tratamientos en los que las semillas fueron germinadas en
concentraciones de sal menores de 100 mmol L™ (Figura 4).
Los mismos se caracterizaron por presentar altos valores de
PG24, TG, PG72y Z. Hacia el cuadrante negativo del la misma

TABLAI
Efecto de los factores cultivar, concentraciéon de DI-31(0 y 10-° mol L"), concentracion de NaCl (0, 25, 50 y
100 mmol L) asi como sus interacciones de primer y segundo orden en los parametros de la germinacién
de dos cultivares cubanos de arroz ‘INCA LP-5’ y ‘Perla de Cuba’ (media * DE) n=4.
Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05 *, 0, 001 ***). PG24: Porcentaje de
germinacion a las 24 h; PG48: qucentaje de germinacion a las 48 h; PG72: Porcentaje de germinacion a las 72 h; IE24: Indice
de emergencia a las 24 h; IE48: Indice de emergencia a las 48 h; Z: Sincronia, TMG: Tiempo medio de la germinacion; CVG:
Coeficiente de velocidad de la germinacion; TG: Tasa de germinacion.

TABLE |
Effect of the factors cultivar, DI-31 concentration (0 y 10°° mol L") and NaCl concentration (0, 25, 50 y
100 mmol L") as well as their first and second order interaction in germination parameters in two Cuban
rice cultivars ‘INCA LP-5’ and ‘Perla de Cuba’ (media * DE) n=4.
The asterisks show the significant differences between treatments (p < 0.05% 0.01**, 0.001***). PG24: Percentage of
germination at 24 h; PG48: Percentage of germination at 48 h; PG72: Percentage of germination at 72 h; IE24: 24-h emergency
index; IE48: 48-h emergency index; Z: Synchrony, TMG: Mean germination time; CVG: germination speed coefficient;
TG: Germination rate.

Parametros de la IE24 IE48

ia-1
germinacién PG24 (%) PG48 (%) PG72 (%) (semilla h") (semilla h") Z TMG (h) CVG (%G) TG (% dia™)

Factores

Cultivar Hkok ns ns sekok sekok ns EEES EEES sekok
Concentracion DI-31 wokk * ns woxk ok ns ok wkk ok
Concentracion NaCl Hkok EETS EEE Hokk Fokok sk sk EEE sk
Cultivar x [DI-31] *% ns ns * ns ns % * *
Cultivar x [NaCl] ns ns ns ns ns woxk ns ns ns
[DI-31] x [NaCl] ns w0k * ns ns * ns ns ns
Cultivar x [DI-31] x [NaCl] ns ns ns ns ns ns ns ns ns
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Fig. 2. Germinacion a las 24 h, indice de emergencia a las 24 h, Tiempo medio de germinacién y Tasa de germinacién de dos cultivares cubanos
de arroz ‘INCA LP-5" y ‘Perla de Cuba’ pretratados con DI-31 (0 y 10°mol L") y germinados en soluciones salinas (0, 25, 50 y 100 mmol L'
de NaCl). Los datos que se muestran son la media + DE (n = 4) letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun la
prueba de Tukey (NaCl x DI-31), (p < 0,05).

Fig. 2. Percentage of germination at 24 h, 24-h emergency index, Mean germination time, Germination rate of two Cuban rice cultivars ‘INCA
LP-5" and ‘Perla de Cuba’ pretreated with DI-31 (0 and 10° mol L") and germinated in salt solutions (0, 25, 50 and 100 mmol L-'). The data shown
are the mean + SD (n = 4) different letters indicate significant differences between treatments according to Tukey test (NaCl x DI-31), (p < 0.05).
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Fig. 3. Longitud de la plantula e indice de vigor de dos cultivares cubanos de arroz, ‘INCA LP-5" y ‘Perla de Cuba’ pretratados con DI-31 (0 y
10%mol L") y germinados en soluciones salinas (0, 25, 50 y 100 mmol L-'de NaCl). Los datos que se muestran son la media + DE (n = 4) letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de Tukey (variedad x NaCl x DI-31), Tukey (p < 0,05).

Fig. 3. Seedling length and vigor index of two Cuban rice cultivars, INCA LP-5" and ‘Perla de Cuba’ pretreated with DI-31 (0 and 10 mol L")
and germinated in salt solitions (0, 25, 50 and 100 mmol L-'). The data shown are the mean + SD (n = 4) different letters indicate significant
differences between treatments according to Tukey test (NaCl x DI-31), (p < 0.05).

TABLAII
Autovalores, porcentaje de la varianza total, porcen-
taje acumulado y valores de los autovectores obte-
nido del Analisis de Componentes Principales (ACP)
para los 10 parametros de la germinacién evaluados
en dos cultivares cubanos de arroz, INCA LP-5" y
‘Perla de Cuba’
Sefialados en negrita los caracteres con mayor contribucion
a cada componente.

TABLE Il
Eigenvalues, percentage of the total variance, accu-
mulated percentage and values of the eigen-vectors
obtained from the Principal Components Analysis
(PCA) for the 10 germination parameters evaluated
in two Cuban rice cultivars, INCA LP-5’ and ‘Perla

de Cuba’

The characters with the greatest contribution to each

component are indicated in bold.

Componente CP1 CP2
Autovalores 8,40 1,06
% Varianza total 84,0 10,6
% Acumulado 84,0 94,6
Autovectores CP 1 CP2
Porcentaje de germinacion 24h 0,34 -0,16
Porcentaje de germinacion 48h 0,29 0,52
Porcentaje de germinacion 72h 0,27 0,52
indice de Vigor 0,31 0,02
indice de emergencia 24h 0,34 -0,21
indice de emergencia 48h -0,33 0,26
Sincronia -0,27 0,43
Tiempo medio de germinacion -0,34 0,17
Coeficiente de velocidad de la germinacion 0,33 -0,29
Tasa de germinacion 0,34 -0,14

componente se agrupan los tratamientos cuyas semillas
germinaron a una concentracion de 100 mmol L' de NaCl,
ademas del tratamiento que combina el cultivar ‘Perla de
Cuba’, cuyas semillas germinaron en una solucién de 50 mmol
L' de NaCl (Figura 4). Estos tratamientos mostraron los mas
altos valores de TMG e IE48 y bajos valores para el resto
de las variables estudiadas. Sin embargo, el tratamiento
que combina el cultivar ‘Perla de Cuba’, cuyas semillas no
fueron pretratadas y que germinaron a 100 mmol L' de NaCl
no muestra agrupaciéon con ningun otro tratamiento. Estos
agrupamientos evidencian el efecto negativo de altas
concentraciones de NaCl, principalmente para el cultivar
‘Perla de Cuba’.

Parametros del crecimiento temprano

Se encontraron diferencias significativas entre los cultivares
‘INCALP-5" y‘Perla de Cuba’ para el parametro longitud de
la raiz (Tabla IIl). Los mayores valores para esta variable se
encontraron en el cultivar INCA LP-5’, los cuales represen-
tan aproximadamente el doble del cultivar ‘Perla de Cuba’.
El analogo de brasinoesteroide DI-31 tuvo un efecto positivo
en el incremento de longitud de la raiz en ambos cultivares,
siendo incluso mayor para ambos cultivares en la solucion de
25 mmol L' de NaCl (Figura 5). Sin embargo, se muestra una
disminucion significativa cuando se aplica una solucién de
100 mmol L' de NaCl, la cual no logra ser contrarrestada
por el pretratamiento con DI-31. Por otra parte, no existen
dife-rencias significativas para la variable longitud del
vastago entre ambos cultivares para los tratamientos
empleados. Esto ocurre con excepcion del cultivar ‘Perla
de Cuba’, pretratada con DI-31 y crecida en solucion de 25
mmol L-" de NaCl, en cuyo caso esta variable mostré mayores
valores que el cultivar INCA LP-5’. Nuevamente se observo
una disminucién significativa para ambos cultivares cuando
se aplicé una solucién de 100 mmol L', observandose
aproximadamente la mitad de los valores obtenidos para
el control.
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Otros parametros del crecimiento analizados fueron la masa
fresca y la masa seca de la raiz y el vastago. Se puede
destacar que las plantulas, con mayores valores de masa
fresca de la raiz (MFR) fueron aquellas que crecieron en
soluciones de NaCl de 25 y 50 mmol L. Esto ocurre tanto
para las que sus semillas fueron pretratadas o no con DI-31.

El mayor valor de MFR se presentd para el cultivar ‘Perla
de Cuba’ cuando las plantulas crecieron en una solucién de
50 mmol L-"de NaCl y no fueron tratadas con el analogo
(MFR =75,2 mg). Sin embargo, se observaron valores signi-
ficativamente menores cuando las plantulas crecieron en
una solucién de concentraciéon 100 mmol L'. No obstante, se
pudo observar un ligero aumento cuando las semillas fueron
pretratadas con DI-31. Por otra parte, la masa seca de laraiz
(MSR) siguié un comportamiento similar al MFR, observan-
dose un aumento cuando las plantulas crecieron en solucion
de 25 y 50 mmol L' de NaCl y una disminucién significa-
tiva cuando se aplica 100 mmol L. En este caso, el mayor
valor pertenece al cultivar ‘INCA LP-5’, al ser tratado con
DI-31 y crecido en 25 mmol L' de NaCl (PSR = 9,35 mg). En
cuanto a la masa fresca del vastago (MFV), se pudo obser-
var que el cultivar ‘INCA LP-5" obtuvo un valor significativa-

mente superior al resto de los tratamientos cuando sus
semillas fueron tratadas con DI-31 y crecidas en agua desti-
lada (203 mg). Tanto para esta variable como para la masa
seca del vastago (MSV), se observé el mismo patrén que para
la raiz, donde la maxima concentracion de sal provocé una
disminucion significativa respecto al resto de los tratamien-
tos. Sin embargo, para el parametro MSV hay un aumento
significativo cuando las semillas son tratadas con el analogo
de brasinoesteroide respecto a las no tratadas crecidas en
50 Mmol L' de NaCl (17,5 mg a 20,8 mg) para el cultivar
‘Perla de Cuba’. Los valores cuantitativos de las variables
que describen el crecimiento se muestran en el Anexo 2.

DISCUSION

Variacion en medio salino de la curva de toma de agua de
las semillas de los cultivares cubanos de arroz ‘Inca LP-5’
y ‘Perla de Cuba’

La germinacién de las semillas incluye procesos fisioldgicos
y comienza con la toma de agua hasta la emergencia de la
radicula (Bewley 1997). En el experimento realizado, la toma
de agua de los cultivares de arroz INCA LP-5’y ‘Perla de Cuba’
tiene un comportamiento trifdsico semejante al modelo
propuesto por Bewley (1997). La primera fase de la germinacion
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Fig. 4. Analisis de Componentes principales para 10 parametros de la germinacién medidos en dos cultivares cubanos de arroz, ‘INCA
LP-5 (LP-5) y ‘Perla de Cuba’ (PC) pretratados con DI-31: 0 mol L' y 10 mol L' (Br) y germinados en soluciones de NaCl: 0 mmol L' (0),
25 mmol L (25), 50 mmol L' (50) y 100 mmol L' (100). PG24: Porcentaje de germinacion a las 24 h; PG48: Porcentaje de germinacion a las
48 h; PG72: Porcentaje de germinacion a las 72 h; IE24: indice de emergencia a las 24 h; IE48: indice de emergencia a las 48 h; Z: Sincronia;
TMG: Tiempo medio de la germinacién; CVG: Coeficiente de velocidad de la germinacién; TG: Tasa de germinacién; V: indice de Vigor.

Fig. 4. Principal Component Analysis for 10 germination parameters measured in two Cuban rice cultivars, INCA LP-5" (LP-5) and ‘Perla de
Cuba’ (PC) pretreated with DI-31: 0 mol L' and 10 mol L' (Br) and germinated in NaCl solutions: 0 mmol L' (0), 25 mmol L' (25), 50 mmol L
(50) and 100 mmol L -" (100). PG24: Percentage of germination at 24 h; PG48: Percentage of germination at 48 h; PG72: Percentage of
germination at 72 h; IE24: 24-h emergency index; IE48: 48-h emergency index; Z: Synchrony; TMG: mean germination time; CVG: germination

speed coefficient; TG: Germination rate; V: Vigor Index.
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TABLAII
Efecto de los factores cultivar (‘INCA LP-5’ y ‘Perla de Cuba’ ), concentracion de DI-31(0 y 10-6 mol L-1),
concentracion de NaCl (0, 25, 50 y 100 mmol L-1) asi como sus interacciones de primer y segundo orden en
los parametros del crecimiento temprano de dos cultivares cubanos de arroz ‘INCA LP-5’ y ‘Perla de Cuba’
n=6. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05*, 0,01**, 0,001***). LR: Longitud
de la raiz; LV: Longitud del vastago; MFR: Masa fresca de la raiz; MFV: Masa fresca del vastago; MSR: Masa seca de la raiz;
MSV: Masa seca del vastago.

TABLE 1l
Effect of the factors cultivar (INCA LP-5’ and ‘Perla de Cuba’ ), DI-31 concentration (0 y 10-6 mol L-1) and
NaCl concentration (0, 25, 50 y 100 mmol L-1) as well as their first and second order interaction in germination
parameters in two Cuban rice cultivars ‘INCA LP-5’ and ‘Perla de Cuba’
n=6. The asterisks show the significant differences between the cultivar, salt (NaCl), DI-31) treatments and their interactions
according to three-way ANOVA for each parameter (p < 0.05% 0.01*%, 0.001***). LR: Root length; LV: Stem length;, MFR: Fresh
root mass; MFV: Fresh stem mass; MSR: Dry root mass, MSV: Dry stem mass.

Parametros del crecimiento temprano LR (cm) LV(cm) MFR(mg) MFV(mg) MSR(mg) MS (mg) MSMSR

Factores
Cultivar sk ns ns ns ns ns
Concentracion de DI-31 ook ns ns ook ns ns ns
Concentracion de NaCl Rk Hkk Hkk sokk sk sokok $okok
Cultivar x [DI-31] * ns ns o ns ns ns
Cultivar x [NaCl] ok otk *ok * * ns ok
[DI-31] x [NaCl] Hook sk sk wkok w0k ns k%
Cultivar x [DI-31] x [NaCl] Hokk % ns *k ns * Hokok
‘INCA LP-5’
25 a 12 ‘Perla de Cuba’
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Fig. 5. Longitud de la raiz y del vastago de dos cultivares cubanos de arroz, INCALP-5" y ‘Perla de Cuba’, pretratados con DI-31 (0 y 10°mol L")
y crecidos en rolos humedecidos con soluciones de cuatro concentraciones de sal (0, 25, 50 y 100 mmol L") durante siete dias. Los datos que
se muestran son la media + DE (n = 6) letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun el ANOVA trifactorial (cultivar
x [NaCl] x DI-31) y la prueba de Tukey (p < 0,05).

Fig. 5. Root and shoot length of two Cuban rice cultivars, INCA LP-5" and ‘Perla de Cuba’, pretreated with DI-31 (0 and 10-° mol L") and grown
in rolls moistened with solutions of four salt concentrations (0, 25, 50 and 100 mmol L) for seven days. The data shown are the mean + SD
(n = 6) different letters indicate significant differences between treatments according to three-way ANOVA (variety x [NaCl] x DI-31) and Tukey
test (p < 0.05).
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para ambos cultivares tiene una duracion de 15 horas,
resultado obtenido previamente por Vazquez-Glaria & al.
(2019) para estos mismos cultivares con agua destilada y
una solucion de 1 ppm de DI-31. Sin embargo, otros autores
informaron que la Fase | de la toma de agua en Oryza sativa
tuvo una duracion de 20 horas (Yang & al. 2007) y 24 horas
(Xu & al. 2017), tanto en agua destilada como en soluciones
con sal. Estos resultados podrian ser contradictorios, ya que
la presencia de NaCl disminuye el potencial de agua y se
esperaria una disminucion en su absorcion. Sin embargo,
Bewley & Black (1994) explican que la primera fase de toma
de agua por las semillas involucra el movimiento de agua en
el espacio libre (apoplasto) y que no depende del potencial
osmotico de la solucion. La fase | de la curva de toma de
agua, también conocida como imbibicién, se caracteriza
por una rapida absorcion de agua por parte de las semillas
(Finch-Savage & Leubner-Metzger 2006), lo cual se refleja
en el aumento de su masa fresca, tal como ocurre en este
experimento.

Por otra parte, Yang & al. (2007), plantearon una duracién
de la Fase Il hasta las 50 horas, diferente a lo obtenido en
este experimento, en el que la fase Il durd hasta las 30 horas,
tiempo a partir del cual ya se observa el inicio de la fase Ill.
Otros autores han indicado una duracion de hasta las 84 horas
de la fase Il para cultivares de arroz en agua destilada (Cheng
& al. 2017, Xu & al. 2017). Conjuntamente, Xu & al. (2017)
encontraron que esta fase también se prolongé hasta las 96
h cuando las semillas fueron sumergidas en una solucion
salina. Esto representa otra diferencia con el presente trabajo,
ya que, si bien existen diferencias en el aumento de masa
fresca de las semillas cuando son embebidas en sal o en agua
destilada, el tratamiento salino no prolongo la duracion de la
fase Il. En esta fase, también conocida como fase de meseta,
se reactiva el metabolismo en el embridn y la disminucion
en la toma de agua por causa de la salinidad en la misma se
atribuye principalmente al estrés osmético, debido al aumento
de la concentracion de solutos y la consecuente diminucion
del potencial de agua (Ugarli 2021).

Otros autores como Yang & al. (2019) también informaron
una disminucion en la toma de agua de semillas de
arroz a partir de concentraciones de sal de 100 y
150 mmol L' respectivamente, sin que esto incida en la
duracion de la fase Il. La diferencia en la duracién de las dos
primeras fases pudiera estar relacionada con un efecto de
la temperatura, ya que el experimento se realizé a 30 °C y
los experimentos de Yang & al. (2019) fueron a 26 °C. Este
aumento en la toma de agua en los cultivares cubanos de
arroz estudiados, en relacién a la temperatura, fue descrito
previamente por Kashaninejad & al. (2007), estos autores
plantean que el contenido de humedad del grano aumenta
con la temperatura lo cual se debe a cambios en la resistencia
del grano a la difusion.

Por lo tanto, una temperatura mas alta puede acortar el tiempo
en que se alcanza un mayor contenido de humedad en el grano
de arroz. Por otra parte, a partir de las 21 horas de imbibicion

se pudo encontrar que existen diferencias significativas en el
aumento de masa de las semillas entre los cultivares. En el
presente trabajo, como en el de Vazquez-Glaria & al. (2019), el
cultivar ‘Perla de Cuba’ mostré un mayor aumento en la masa
del grano y por consiguiente en la toma de agua. Esto puede
deberse al contenido de amilosa y amilopectina en semillas
de arroz, lo cual determina diferencias en el contenido de
azucares reductores y oligosacaridos durante la germina-
cion (Saman & al. 2008) y que podria influir en la toma de
agua. Finalmente, ya en la fase 1l de toma de agua, se puede
observar que existen diferencias en el aumento de masa de
las semillas cuando estas son embebidas en agua desti-
lada y en una solucién de 100 mmol L' de NaCl. Esto se
debe no solo al estrés osmético que ya se presentaba en la
fase Il, sino también al estrés idnico causado por el aumento
de la concentracion de NaCl (Ugarli 2021). Tanto los efectos
osmoticos como los idnicos del estrés salino conducen a la
generacion de un exceso de especies reactivas del oxi-
geno y dafo oxidativo, que altera las proteinas, los lipidos y
acidos nucleicos o la estructura celular, incluida la membrana
lipidica (Munns & Tester 2008). Todo esto hace que se
vean afectados los procesos tipicos de esta fase como son
la movilizaciéon de los compuestos de reserva, la division
celular y la consecuente elongacion de la radicula y el
establecimiento de la plantula (Bewley 1997).

Efecto del estrés salino en la germinacion y el crecimiento
temprano de cultivares cubanos de arroz

Esta documentado que la presencia de sal en el medio
dificulta la germinacion y el establecimiento de plantulas, ya
que obstaculiza eventos como la imbibicién, la activacion
del metabolismo, la apariciéon de tejidos embrionarios y el
establecimiento de plantulas (Hasanuzzaman & al. 2013).
En el presente trabajo, el porcentaje de germinacion (PG)
solo fue afectado por la salinidad a las 24 horas, siendo de
0 % para el cultivar ‘Perla de Cuba’ cuando sus semillas son
embebidas en una solucién de 100 mmol L' de NaCl. Este
resultado esta en concordancia con autores como Li & al.
(2020), Fogliatto & al. (2019), los cuales evidencian una
caida del PG en cultivares de arroz a medida que aumenta
la concentracion de sal en el medio. No obstante, la mayoria
de los autores concuerdan en que el efecto negativo de la
salinidad en la germinacion varia segun la concentracién de
sal y el cultivar en estudio, como se observa en este estudio
(Hasanuzzaman & al. 2013, Hussian & al. 2017, Li & al. 2020,
Fogliatto & al. 2019,).

Si bien la salinidad no afecté considerablemente el PG de
ambos cultivares alas 48y 72 h, si se pudo observar como el
aumento de la concentracion de sal afecté otros parametros
que definen la dinamica de la germinacion como el IE, TG,
Z, VG y TMG, como han informado otros autores (Hua-long
& al. 2014). En este trabajo, se observé un aumento del
TMG en los cultivares ‘INCA LP-5 y ‘Perla de Cuba’ a
medida que aumenté la concentracion de sal. Por otra
parte, se evidencié que el estrés salino provocé retraso
en la germinacion, ya que existe una diferencia de
aproximadamente 15 horas para ambos cultivares entre
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el tratamiento control y la maxima concentracién de sal
aplicada. Estos resultados, en concordancia con los de
Fogliatto & al. (2019), evidencian que el estrés salino afecta
los parametros que definen la velocidad de la germinacion.

La germinacién es un fendbmeno complejo que involucra
cambios fisiolégicos y bioquimicos que conducen a la acti-
vacion del embrion. Se ha demostrado que el estrés salino
disminuye significativamente los niveles de actividad de la
a-amilasa y B-amilasa (Shereen & al. 2011, Hua-long & al.
2014, Liu & al. 2018) lo cual puede justificar los cambios
en los parametros de la germinacién bajo condiciones de
estrés salino encontrados en el presente trabajo. Shereen
& al. (2011), ademas, encontraron que la disminucién en la
actividad de la a-amilasa era diferente en las siete lineas
de arroz que estudié. Esta pudiera ser la razén por la que
la mayor concentracién de sal impuesta a las semillas de
arroz, en este estudio, afectara significativamente mas al
cultivar ‘Perla de Cuba’ que al cultivar INCA LP-5’ durante
el proceso de germinacion de las semillas. Por otra parte,
la actividad de las enzimas a-amilasa y B-amilasa durante
la germinacion, también resulta un factor importante en el
crecimiento y vigor de las plantulas (Shereen & al. 2011).
En este estudio, se observd una reduccion significativa
en la longitud de las plantulas, tanto a las 72 horas como
a los siete dias de crecidas, y del indice de vigor cuando
las semillas fueron germinadas en una solucién de 100
mmol L' de NaCl (Figuras 3, 5). Estos resultados son
consistentes con estudios previos realizados en arroz y
otras monocotiledéneas, los que demostraron una reduccién
del tamafio de la plantula con el aumento del estrés salino
(Chen & al. 2021).

Una buena parte de las investigaciones antes mencionadas
asumen la disminucién de la longitud de la plantula en
condiciones de estrés salino como una disminucion del
vigor. Segun ISTA (2022), el vigor de la semilla es la suma
de aquellas propiedades que determinan la actividad y
rendimiento de lotes de semillas de germinacién aceptable
en una amplia gama de entornos. En este trabajo, se puede
afirmar que hubo una disminucién del vigor de la semilla bajo
condiciones de estrés salino basandonos en varios criterios
como son disminucidn significativa de la longitud de la plantula
y del indice de vigor, asi como la disminucion significativa del
IE24, el CVG y el TG, los cuales han sido informados como
parte de la disminucion del vigor (Yousof 2013).

Los resultados obtenidos del ACP muestran que el cultivar
‘Perla de Cuba’ es mas susceptible al estrés salino que
el cultivar ‘INCA LP-5’, al considerar los parametros de
germinacion y vigor. Sin embargo, contrario a lo que se
pudiera esperar, los parametros del crecimiento LR y LV,
MFV, MFR y MSV, MSR de ambos cultivares no se ven
afectados cuando las plantas han crecido en una solucion
de 25 mmol L' de sal durante siete dias. Incluso, en algunos
parametros, como la LR, se puede observar un incremento,
llegando a ser significativo para el cultivar ‘Perla de Cuba’.
En otros estudios se ha indicado un aumento de LR a bajas

concentraciones de sal (2 a 4 dS m™) en otros cultivares de
arroz (Balkan & al. 2015, Vibhuti & al. 2015). Esta estimulacion
del crecimiento a bajas concentraciones de sal encontrada
en este experimento ha sido descrita por Agathokleous & al.
(2019) como hormesis. Es un fendmeno que se caracteriza
por una respuesta adaptativa de las plantas a sustancias
téxicas, como el NaCl, que a bajas concentraciones estimula
el crecimiento (Agathokleous & al. 2019).

Papel del analogo de brasinoesteroide DI-31 en la
respuesta al estrés salino

En el trabajo, se evidencié que el efecto del pretrata-
miento de las semillas con analogo de brasinoesteroide
DI-31 fue menor que el efecto del estrés salino en los
parametros de la germinacién para los cultivares ‘INCA
LP-5"y ‘Perla de Cuba’. Si bien en la mayoria de los para-
metros no se mostraron diferencias significativas al tratar
las semillas con DI-31, se pudo observar que el aumento
en PG24, IE24, CVG, TG y la disminucién del TMG
fue mucho mas marcado para el cultivar ‘Perla de Cuba’.
Jirakajornjaritkul & al. (2021) han evidenciado que la
accion de los brasinoesteroides en la germinacién es
heterogénea. Esto se debe a que el efecto de la hormona
depende de la especie e incluso del cultivar empleado, del
tipo y concentracién del brasinoesteroides aplicado, asi
como de la forma de aplicacion.

Si bien el aumento de algunos parametros de la germina-
cion no fue significativo al tratar las semillas con DI-31, su
efecto fue mas evidente cuando la germinacion ocurrié bajo
condiciones de estrés salino. El efecto protector del analogo
DI-31 observado para el cultivar ‘Perla de Cuba’ durante
la germinacién en condiciones de estrés salino ha sido
demostrado con otros brasinoesteroides en algunos cultiva-
res de arroz como IR-64 (Anuradha & Rao 2001) y otros cinco
cultivares indios de arroz (Das & al. 2013).

Cuando analizamos los parametros del crecimiento se
observo un patrén similar al descrito anteriormente en cuanto
al efecto del analogo de brasinoesteroide DI-31. No obstante,
hay que destacar que existe un aumento en la longitud de la
raiz cuando se aplica el brasinoesteroide y las plantas son
crecidas en agua destilada; tal y como informaron Vazquez-
Glaria & al. (2019) para estos mismos cultivares de arroz.
Estos resultados de la estimulacion del crecimiento de la raiz
se han observado previamente para el cultivar cubano de
arroz ‘INCALP-7’, al utilizar los analogos cubanos Biobras-16
y Biobras-25 (Nunez & al. 2016).

CONCLUSIONES

El cultivar ‘INCA LP-5" presenta mejores parametros de la
germinacioén y del crecimiento temprano en presencia o no
de estrés salino. De esto se puede inferir que ‘INCALP-5" es
mas tolerante a la salinidad que el cultivar ‘Perla de Cuba’.
No obstante, se necesitarian otros parametros e indices de
tolerancia en diferentes estadios del desarrollo para hacer
una clasificacion final con respecto a la respuesta ante el
estrés salino.
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El pretratamiento de las semillas con DI-31 no tuvo efecto
sobre la mayoria de los pardmetros estudiados aunque me-
joré la germinacion del cultivar ‘Perla de Cuba’ en condiciones
de estrés. Esto puede indicar que la germinacioén de cultivares
suceptibles al estrés puede mejorar con el tratamiendo de las
semillas con DI-31.
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Vazquez-Glaria, A. & al.: Efecto del DI-31 sobre los cultivares de Oryza sativa bajo estrés salino
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