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Antecedentes

Problema científico:
¿Puede la aplicación de extractos de algas estimular el crecimiento de plántulas arroz sometidas a estrés por NaCl?
Hipótesis:

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

Novedad Científica:
Novedad práctica

Objetivo general: 
Estudiar los efectos de los extractos de algas en la estimulación de la tolerancia de plántulas de arroz ante el estrés por NaCl.

Objetivos específicos

1. Evaluar diferentes concentraciones de extractos de algas en la estimulación de la germinación. 

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.

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

Objetivo 1
Evaluar diferentes concentraciones de extractos de algas en la estimulación de la germinación.

Tarea 
1. Determinar si el tratamiento a las semillas con extractos de algas en dos cultivares de arroz es capaz de estimular la germinación de las mismas en medio salino.

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

Las semillas de arroz se imbibirán 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 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.
Con los datos obtenidos se calcularán los siguientes indicadores: índice y tasa de germinación, porcentaje final de germinación, así como índice de vigor.
Índice de germinación (GI) = Σ (Gt/Tt), donde Gt es el número de semillas germinadas en el día t y Tt es el número de días desde el comienzo de la prueba de germinación.
Tasa de germinación (GR) = ΣNi / ΣTi Ni, donde Ni es el número de semillas recién germinadas en el momento Ti.
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.

Este mismo procedimiento se realizará para 40 mmol L-1 y para 60 mmol L-1 de NaCl. 

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


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 imbibido en agua y germinado en agua
T2. Imbibido en 1% EAS y germinado en agua
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 imbibido en agua y germinado en NaCl
T13. Imbibido en 1% EAS y germinado en NaCl
T14. Imbibido en 1.5% EAS y germinado en NaCl
T15. Imbibido en 3% EAS y germinado en NaCl
T16. Imbibido en 3.5% EAS y germinado en NaCl
T17. Imbibido en 5% EAS y germinado en NaCl
T18. Imbibido en 0.1 EASp y germinado en NaCl
T19. Imbibido en 0.05 EASp y germinado en NaCl
T20. Imbibido en 0.01 EASp y germinado en NaCl
T21. Imbibido en 0.005 EASp y germinado en NaCl
T22. Imbibido 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. Determinar el nivel de NaCl más idóneo para el crecimiento de plántulas de arroz durante un mes.


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


Las semillas de arroz 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 3 plantas por pote durante un mes  y se colocarán 20 potes por cesta. Cada 7 días se realizarán evaluaciones de crecimiento:


· Longitud de la parte aérea (cm)
· Longitud de la raíz (cm)
· Masa seca de la parte aérea y de las raíces (g)
· Área foliar 



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

Para cumplimentar esta tarea se seleccionará el mejor nivel de NaCl  según la tarea 1
 
Tratamientos:
Extracto acuoso de sargazo (EAS) (1%, 1.5%, 3%, 3.5%, 5%)
Extracto alcohoólico de Spirulina (EASp) (0.1%, 0.05%, 0.01%, 0.005%, 0.001%)
Solución nutritiva (SN)

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



3. Efecto de la aspersión foliar con diferentes concentraciones de extractos de algas en el crecimiento de plántulas de dos cultivares de arroz sometidas a estrés salino.



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

Tareas

1. Influencia del tratamiento a las semillas con diferentes concentraciones de extractos de algas en el crecimiento de plántulas de dos cultivares de arroz sometidas a estrés salino.


Para cumplimentar esta tarea se seleccionará el mejor tratamiento capaz de estimular el crecimiento de las plántulas sometidas a estrés salino  según el objetivo 2, tarea 2

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

Evaluaciones:
Contenido relativo de agua (CRA)
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


2. Influencia de la aspersión foliar con diferentes concentraciones de extractos de algas en el crecimiento de plántulas de dos cultivares de arroz sometidas a estrés salino.
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