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Antecedentes	Comment by HP: Según lo que aparece en los antecedentes se va a trabajar solamente con extractos de algas marinas, no?, porque no veo nada de Spirulina aquí. Por otro lado, no queda clara en la introducción por qué se escogió el arroz para hacer este trabajo. Me parece que hay que poner algo acerca del incremento de la salinidad de los suelos que se espera debido al cambio climático y la necesidad que tiene el país de incrementar la producción arrocera, por lo que lograr un buen establecimiento del cultivo y posturas de buena calidad en el caso del trasplante es imprescindible para cumplir con ese objetivo.
Además, pienso que se debe justificar por qué se va a trabajar con extractos de sargazos y no con otro tipo de algas, al igual que en el caso de la Spirulina, si se va a usar también.
La salinidad como estrés abiótico es el segundo fenómeno más devastador y se ha convertido en uno de los problemas más alarmantes en la actualidad (Ghosh, 2016). Las frecuentes variaciones del clima debido al cambio climático, la erosión en zonas costeras que permite la entrada del agua del mar, así como la inadecuada irrigación de los suelos, hacen que este fenómeno se agrave cada día más (Hussain et al., 2017).

Las principales afectaciones en las plantas asociadas a la salinidad son el déficit hídrico impuesto por la mayor osmolaridad del suelo, el daño celular infligido por la excesiva acumulación de iones en los tejidos vegetales y el desbalance nutricional por la modificación de la absorción de nutrientes esenciales (Reddy et al., 2017). La salinidad influye en el metabolismo del nitrógeno y de los azúcares, disminuye la fotosíntesis y aumenta el estrés oxidativo. Todos estos trastornos implican una afectación en el crecimiento y desarrollo de las plantas y por tanto, una disminución del rendimiento (Orosco-Alcalá et al., 2018). 

El arroz (Oryza sativa L.) es una monocotiledónea perteneciente a la familia Poaceae. Es uno de los cereales de mayor producción a nivel mundial y constituye una de las bases de la alimentación humana (John y Fielding, 2014).Sus rendimientos futuros se ponen en peligro debido a su alta sensibilidad a la sal, que se prevé que aumentará con el cambio climático global (Radanielson et al., 2018). 

Una de las estrategias que pudiera utilizarse para contrarrestar el efecto de la salinidad, además de la utilización de cultivares tolerantes, es la aplicación de diferentes productos ecológicamente inocuos como pueden ser los bioestimulantes y los reguladores del crecimiento (Núñez et al., 2018).

El uso de las algas marinas como bioestimulantes, es un sector en crecimiento en varias partes del mundo. Una de las razones que hacen a las algas marinas buenas candidatas para la producción de bioestimulantes vegetales, es la presencia de una extensa gama de sustancias bioactivas que pueden favorecer el crecimiento vegetal, entre ellas; fitohormonas, macro y micronutrientes, aminoácidos y vitaminas.Además de estos compuestos, las algas poseen otros metabolitos únicos como los polisacáridos sulfatados y algunos polifenoles que, según otras investigaciones mejoran la resistencia al estrés (González y Batista, 2018).	Comment by Yanelis: Aquí debe ser de las algas en general. Macro y micro después hablas de la spirulina y de las algas marinas. Tienes que poner el porqué del sargazo con datos de las cantidades y las arribazones en nuestro país.

La utilización de extractos de algas marinas refuerzan en las plantas su sistema inmunitario y alimentario, así también activan  sus funciones fisiológicas, lográndose plantas más sanas, con mejor nutrición y más vigorosas (Rodríguez y Orellana, 2008).

En la agricultura han sido utilizados los extractos de algas marinas, como acondicionadores  del  suelo  para  mejorar  la  productividad de  los  cultivos   (Newton  1951;   Booth   1969; Abdel-Raouf et al. 2013). Se ha confirmado  que  los  polisacáridos extraídos  de algas  marinas  se  usan  como  perfectos  quelantes de iones  metálicos.  Estos extractos  de algas marinas se han aplicado por aspersión foliar y al sustrato  para mejorar el crecimiento de la planta en condiciones extremas  de congelación, sequía y alta salinidad, también  las plantas tratadas con estos extractos  han  mostrado una notable   resistencia  a  enfermedades   causadas por hongos, bacterias  y virus.  Además  mejoran el rendimiento y la productividad de varios  cultivos (Nuño et al., 2020).

Estudios previos muestran que la aplicación de extractos de algas marinas estimulan la actividad de los microorganismos del suelo, que induce una mayor disponibilidad de nutrientes para la planta facilitando su absorción, reducen la compactación, aumentan la aireación y capacidad de retención de agua del suelo (Selvaraj et al., 2004; Khan et al., 2009). Las algas marinas también tienen un efecto positivo sobre la actividad biológica (respiración y movilización del nitrógeno) del suelo ya que promueve la diversidad microbiana, creando así una medio ambiente adecuado para el crecimiento de la raíz (Sarwar et al., 2008). Al incinerar las algas marinas, dejan un residuo de cenizas cinco o seis veces mayor que él que dejan las plantas; consecuentemente, tienen más metabolitos y, por lo tanto, más enzimas, por lo que al usar algas marinas y/o sus derivados en la agricultura, se aporta un complejo enzimático extra al suelo y a la planta (Gopinath et al., 2008). (Zermeño et al., 2015).

En estudios anteriores, se ha observado la eficiencia del extracto líquido de Sargassumtenerrimum en la germinación, crecimiento, rendimiento y calidad de semillas de Solanum lycopersicum, aplicado a la planta en tres formas diferentes, como tratamiento del suelo, aspersión foliar y tratamiento de semillas con diferentes concentraciones que oscilan entre 0,2 % y 1 % (Sasikala et al., 2016).

La aplicación de extractos líquidos de Sargassum wightii ha aumentado el porcentaje de germinación de semillas y el crecimiento de Triticum aestivum. En otra investigación realizada se demostró que los extractos acuosos al 1 % de S. wightii promovieron el crecimiento y el rendimiento de las plantas de Capsicum annum (Baharuding et al., 2019). Semillas de Vigna mungo L. tratadas con extractos de algas Turbinaria conoides al 1.5% y Sargassum wightii al 1.0%, durante 3 horas, mejoraron significativamente la germinación de las semillas, la velocidad de germinación, la producción de materia seca y el índice de vigor (Nguyen y Sundareswaran, 2019).

En cuanto al estrés salino, se ha demostrado que extractos de Sargassum vulgare al 0.2% y 0,5% incrementaron la germinación y el crecimiento de plántulas de trigo duro (Triticum durum L.) sometidas a concentraciones de NaCl de 2 y 4 g L-1. Mientras que concentraciones superiores de estos extractos 25 y 50% tuvieron efectos inhibitorios (Latique et al., 2014).Igualmente, extractos de Sargassum vulgare estimularon la germinación y el crecimiento de plantas de dos cultivares en tomate crecidas en medio salino (Elouaer et al., 2014).

De forma similar, extractos de algas pardas (Sargassum muticum) y rojas (Jania rubens) a la concentración de 1% disminuyeron los efectos adversos del estrés salino en el crecimiento de plantas de garbanzo (Cicer arietinum). Estos resultados estuvieron asociados a un aumento de los pigmentos fotosintéticos, una disminución de los iones Na+, aumento de los iones K+  y a una disminución del estrés oxidativo (Latef et al., 2017).	Comment by Yanelis: Coincido con Miriam que hay que poner cosas de la Spirulina. Igualmente pienso que se debe poner algo de las fuentes de obtención de estos extractos o sea dejar bien claro que son subproductos de la industria farmacéutica y contaminantes de las playas en cada caso. Debes poner un párrafo final que queden claros  los beneficios de estos extractos en el estrés salino  y que pudieran servir como alternativa factible



Problema científico:
¿Puede la aplicación de extractos de algas estimular el crecimiento de plantas jóvenes de arroz sometidas a estrés por NaCl?	Comment by HP: Pensar si se va a incluir la germinación, entonces debe estar dentro del problema también.
Hipótesis:

La aplicación de extractos de algas estimula la tolerancia de plantas jóvenes de arroz ante el estrés por NaCl.

Novedad Científica:	Comment by HP: La novedad científica y el aporte práctico se coloca después de los objetivos
Se determina si la aplicación de extractos de algas estimulan el crecimiento de plantas jóvenes de arroz crecidas en medio salino.	Comment by HP: OJO!!!. Revisar, pienso que la novedad pudiera estar en determinar las bases fisiológicas y bioquímicas fundamentales asociadas a la estimulación de la germinación y el crecimiento de plantas jóvenes de arroz inducida por la aplicación de extractos de algas.

Novedad práctica
Se define la concentración de los extraxtos que estimula el crecimiento de plantas jóvenes de arroz crecidas en medio salino.	Comment by HP: extractos

Objetivo general: 
Determinar la influencia que los extractos de algas ejercen en el comportamiento de plantas jóvenes de arroz crecidas en medio salino	Comment by HP: Este es el objetivo general, pero me parece que ya hay que incluir los extractos con los que se va a trabajar.

Objetivos específicos

1.Evaluar el efecto del tratamiento a las semillas con diferentes concentraciones de extractos de algas sobre la germinación de dos cultivares de arroz.	Comment by HP: Me imagino que esto sea en medio salino, no?. Además, se debe definir los extractos de algas, porque sabemos que hay muchos tipos de algas, entonces hay que decir qué tipo y que género de algas se van a usar en el estudio. 



2. Establecer la influencia que diferentes concentraciones y formas de aplicación de extractos de algas ejercen en el crecimiento de las plantas de  dos cultivares de arroz sometidas a estrés por NaCl.
3. Determinar algunos indicadores fisiológicos y bioquímicos asociados a la inducción de tolerancia al estrés salino por los extractos de algas en plantas de dos cultivares de arroz.

Objetivo 1
Evaluar diferentes concentraciones de extractos de algas en la estimulación de la germinación.	Comment by HP: Debe copiar el objetivo completo

Tarea 
1. Efecto del tratamiento a las con extractos de algas sobre la germinación de dos cultivares de arroz en medio salino.	Comment by HP: Revisar la redacción

Cultivares
INCA LP-7 (tolerante)
Selección 1 (sensible)

Las semillas de arroz se sumergirán durante 24 horas con diferentes concentraciones de los extractos de algas. Una vez culminada la imbibición, las semillas se colocarán en placas Petri (20 semillas por placa y cuatro placas por tratamiento) y se dividirán  en dos grupos. A un grupo se le adicionarán 15 mL de agua destilada, mientras que al segundo se le adicionará igual cantidad de solución de NaCl (40, 60 y 100 mmol L-1). Las placas se colocarán en la oscuridad en una cámara de crecimiento a 28-30oC durante siete días. El número de semillas germinadas se contabilizará en cada placa a las 24, 48, 72, 96 y 168 horas, las semillas se considerarán germinadas cuando su radícula haya emergido. Al final del experimento, o sea, a los siete días, se tomarán cinco muestras de cinco plántulas por tratamiento y se determinará la masa seca de las plántulas, para ello las plántulas se colocarán en una estufa a 70oC hasta masa constante.	Comment by HP: Esto quiere decir que se van a evaluar las tres concentraciones.	Comment by HP: Esto pudiera ampliarse, ya que se van a poner a germinar 80 semillas y pienso que se pueden tomar de ocho a diez muestras de cinco plantas cada una para hacer la masa seca y eso ayudará a minimizar la variabilidad.
Con los datos obtenidos se calcularán los siguientes indicadores: velocidad de germinación, tiempo medio de germinación, porcentaje final de germinación e índice de vigor.
Velocidad de germinación VG= Σ(ni/di), siendo ni el número de semillas germinadas en el tiempo di.	Comment by HP: Velocidad
Tiempo medio de germinación TMG= Σ(D x n)/ Σn, donde n es el número de semillas recién germinadas en el día D y D es el número de días contados desde el comienzo del experimento
Porcentaje final de germinación (G %) = (Gf/N) 100, donde Gf es el número total de semillas germinadas al final de la prueba y N es el número total de semillas utilizadas en la prueba.
Índice de vigor (VI) = SDW G%, donde SDW es la masa seca de la plántula al final de la prueba y G% es el porcentaje final de germinación.


Los datos obtenidos se procesarán mediante el cálculo de las medias, la desviación estándar y los intervalos de confianza a α=0,05. Este experimento se repetirá en dos ocasiones.


Concentraciones de los extractos
Extracto acuoso de sargazo (EAS) (1%, 1.5%, 3%, 3.5%, 5%)
Extracto alcohólico de spirulina (EASp) (0.1%, 0.05%, 0.01%, 0.005%, 0.001%)

Tratamientos:
T1. Control embebido en agua y germinado en agua
T2. Imbibición en 1% EAS y germinado en agua	Comment by HP: Debe escribirlo todo de esta forma, ya que imbibido no existe en español, pero el termino imbibición sí.
T3. Imbibido en 1.5% EAS y germinado en agua
T4. Imbibido en 3% EAS y germinado en  agua
T5. Imbibido en 3.5% EAS y germinado en  agua
T6. Imbibido en 5% EAS y germinado en  agua
T7. Imbibido en 0.1 EASp y germinado en agua
T8. Imbibido en 0.05 EASp y germinado en agua
T9. Imbibido en 0.01 EASp y germinado en agua
T10. Imbibido en 0.005 EASp y germinado en agua
T11. Imbibido en 0.001 EASp y germinado en agua
T12. Control embebido en agua y germinado en NaCl
T13. Imbibición en 1% EAS y germinado en NaCl
T14Imbibición en 1.5% EAS y germinado en NaCl
T15. Imbibición en 3% EAS y germinado en NaCl
T16. Imbibición en 3.5% EAS y germinado en NaCl
T17. Imbibición en 5% EAS y germinado en NaCl
T18. Imbibición en 0.1 EASp y germinado en NaCl
T19. Imbibición en 0.05 EASp y germinado en NaCl
T20. Imbibición en 0.01 EASp y germinado en NaCl
T21. Imbibición 0.005 EASp y germinado en NaCl
T22. Imbibición en 0.001 EASp y germinado en NaCl



Objetivo 2
Evaluar diferentes concentraciones y formas de aplicación de los extractos de algas capaces de estimular el crecimiento de plántulas de  dos cultivares de arroz sometidas a estrés por NaCl.




Tareas
1. Efecto de dos concentraciones de NaCl en el crecimiento de dos cultivares de arroz

	
Cultivares: INCA LP-7 (tolerante)
                   Selección 1 (sensible)


Las semillas de arroz se sumergirán en agua durante 24 horas. Despues de este período se colocarán en potes con suelo Hidromórfico Gley Nodular Petroférrico, estos se introducirán en cestas plásticas a las cuales se les adicionará NaCl (40 mmolL-1 y 60 mmolL-1). Se dejarán crecer tres plantas por pote durante un mes  y se colocarán 20 potes por cesta. A partir de siete días después de emergencia de las plantas se realizarán muestreos semanales donde se realizarán evaluaciones de crecimiento: 	Comment by HP: Falta la tilde	Comment by HP: Sugiero que se siga la misma metodología que se describe en el experimento que aparece debajo, en cuanto que se tratarán las semillas con agua 24 horas, luego se ponen a germinar durante 48 horas y las semillas germinadas, entonces se ponen en los potes. Si se hace así hay mas garantía de que crezcan las tres plantas por pote.	Comment by HP: OJO!!! Pienso que este experimento está incompleto, pues no veo tratamiento control que debe tener SN solamente, además de SN+NaCl 40 mmol L-1 y SN+NaCl 60 mmol L-1, luego serían tres concentraciones y dos cultivares, que hacen un total de seis tratamientos. 


· Longitud de la parte aérea (cm)
· Longitud de la raíz (cm)
· Masa seca de la parte aérea y de las raíces(g)
· Área foliar 
· Diámetro del tallo
· Número de hojas



2. Efecto del tratamiento a las semillas con diferentes concentraciones de extractos de algas en el crecimiento de plantas de dos cultivares de arroz sometidas a estrés salino.

Para cumplimentar esta tarea se seleccionará la mejor concentración de NaCl  según objetivo 2, tarea 1.

Tratamientos:
Extracto acuoso de sargazo (EAS) (1%, 1.5%, 3%, 3.5%, 5%)
Extracto alcohólico de Spirulina (EASp) (0.1%, 0.05%, 0.01%, 0.005%, 0.001%)
Solución nutritiva (SN)

T1. Control embebido en agua + SN
T2. Imbibición en 1% EAS + SN
T3. Imbibición en 1.5% EAS + SN
T4. Imbibición en 3% EAS + SN
T5. Imbibición en 3.5% EAS + SN
T6. Imbibición en 5% EAS + SN
T7. Imbibición en 0.1 EASp + SN
T8. Imbibición en 0.05 EASp + SN
T9. Imbibición en 0.01 EASp + SN
T10. Imbibición en 0.005 EASp + SN
T11. Imbibición en 0.001 EASp + SN
T12. Control embebido en agua + SN+NaCl
T13. Imbibición en 1% EAS + SN+NaCl
T14. Imbibición en 1.5% EAS + SN+NaCl
T15. Imbibición en 3% EAS + SN+NaCl
T16. Imbibición en 3.5% EAS + SN+NaCl
T17. Imbibición en 5% EAS + SN+NaCl
T18. Imbibición en 0.1 EASp + SN+NaCl
T19. Imbibición en 0.05 EASp + SN+NaCl
T20. Imbibición en 0.01 EASp + SN+NaCl
T21. Imbibición en0.005 EASp + SN+NaCl
T22. Imbibición en 0.001 EASp + SN+NaCl



Cultivares: INCA LP-7 (tolerante)
                   Selección 1 (sensible)

Las semillas de arroz se tratarán con las diferentes concentraciones de extractos de algas durante 24 horas. Posteriormente, se colocarán en placas Petri; en la oscuridad, para propiciar la germinación y a las 48 horas, las semillas germinadas se trasplantarán a potes con suelo Hidromórfico Gley Nodular Petroférrico y se introducirán en cestas plásticas. Se dejarán crecer 3 plantas por pote y se colocarán 20 potes por cesta. Las plantas se dividirán en dos grupos, uno se colocará en cestas a las cuales se les adicionará solución nutritiva Hoagland diluida y el otro se colocará en cestas que contendrán solución nutritiva Hoagland diluida (1:2) suplementada con (¿?) mmolL-1 de NaCl. Las cestas se colocarán dentro de un umbráculo para evitar el efecto de las precipitaciones durante 30 días.  Al finalizar este período se realizarán las siguientes evaluaciones de crecimiento a 25 plántulas por tratamiento.

· Longitud de la parte aérea (cm)
· Longitud de la raíz (cm)
· Masa seca de la parte aérea y de las raíces(g)
· Área foliar 
· Diámetro del tallo
· Número de hojas
· Clorofilas totales por SPAD




Objetivo 3
Determinar algunos indicadores fisiológicos y bioquímicos asociados a la inducción de tolerancia al estrés salino por los extractos de algas en plantas de dos cultivares de arroz.

Tareas

1. Influencia del tratamiento a las semillas con diferentes concentraciones de extractos de algas en el crecimiento de plantas de dos cultivares de arroz sometidas a estrés salino.	Comment by HP: Revisar esto, ya que aquí se trabajará con la mejor concentración de cada extracto.


Para cumplimentar esta tarea se seleccionará el mejor tratamiento para cada cultivar capaz de estimular el crecimiento de las plántulas sometidas a estrés salino  según el objetivo 2, tarea 2	Comment by HP: Creo que será mejor decir que se seleccionará para cada cultivar la mejor concentración de cada extracto, ya que el mejor tratamiento pudiera ser una concentración de sargazo o una de spirulina y sería uno solo y eso no es lo que se quiere.

Concentración: Extracto acuoso de sargazo ¿?
                          Extracto alcohólico de Spirulina ¿?

Evaluaciones:
Evaluaciones de crecimiento	Comment by HP: Creo que hay que ser más explícito, pues en este caso cuáles serían los indicadores a evaluar y con qué frecuencia. Esto debe planificarse.Sugiero que se revise literatura para profundizar en el crecimiento radical y además de hacer longitud y masa seca de las raíces, buscar en la literatura para ver qué otros indicadores se pudieran evaluar.
Dinámica de crecimiento
Contenido relativo de agua (CRA)	Comment by HP: Me imagino que estas determinaciones se harán al final del experimento.
Potencial hídrico y osmótico
Conductancia estomática 
Fotosíntesis 
Prolina
Clorofilas
Proteínas solubles totales
Daño oxidativo: Lípidos (MDA) y proteínas (grupos carbonilos oxidados)
Enzimas antioxidantes: Catalasa, peroxidasas, superóxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR), glutatión reductasa (GR)
Isoenzimas de las enzimas que muestren respuesta en su actividad enzimática
Análisis minerales en raíces y hojas (clorofilas y carotenoides)	Comment by HP: Esto da la impresión que las clorofilas y los carotenoides son parte del análisis mineral. 	Comment by Yanelis: Ya arriba habías puesto clorofilas agrégale carotenoides y los quitas de aquí

Hay q poner el tiempo de las evaluaciones si se van a hacer cada 7 o 10 días. O al final del experimento. Me parece q es mejor hacerlo cada 7 o 10 días para hacer una dinámica en el tiempo.
También, me parece que sería bueno incluir análisis nutricionales de nitrógeno, fósforo, potasio, carbohidratos y eso pq las algas además de su posible efecto hormonal pueden tener efecto nutricional. Explicitar en los análisis minerales o poner análisis de macro y microelementos y además carbohidratos y proteínas
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