Extracto de Spirulina promueve la germinación de semillas de arroz en medio salino

Spirulina extract promotes rice seed germination in saline medium
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Resumen
Abstract

Introducción
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). La salinidad puede afectar la germinación de las semillas de dos formas: primeramente crea un estrés osmótico y posteriormente se evidencia la toxicidad de los iones de sodio y cloruro (7). 
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).
La Spirulina (Arthrospira platensis) es una cianobacteria microscópica azul-verdosa, donde el color azul procede de la ficocianina presente y el verde de la clorofila. Deriva su nombre de la naturaleza espiral de sus filamentos. Se ha convertido en objeto de estudio científico debido a su biodisponibilidad de nutrientes, ya que entre el 85-95 % son asimilables (Belaustegui, 2021).
Se ha demostrado que el uso de Spirulina activa el sistema inmune de las plantas, generando mayores producciones, de mayor calidad y más resistentes a enfermedades y al estrés ambiental, así como una mayor germinación y un mayor enraizamiento cuando se aplica al suelo (Pagnussatt et al., 2016). 
En Amaranthus gangeticus, se ha encontrado que la imbibición de las semillas en  extractos de Spirulina incrementaron los niveles de proteínas (Anitha et al., 2016) y de hierro en las plantas (Kalpana et al., 2014). De igual forma, se informó que la imbibición de semillas de Phaseolus aureus y Solanum lycopersicum L., en extractos de esta especie, aumentó los niveles de Zn en las plantas (Anitha et al., 2016). 
La preparación de extractos bioactivos a partir de subproductos de  Spirulina que constituyen  residuos de la producción del suplemento dietético podría, además, de resolver un problema ambiental actual, proveer con productos  no tóxicos a la agricultura  que pueden actuar como bioestimulantes y de esta forma, reducir y/o sustituir algunos químicos contaminantes que se utilizan y que no se pueden adquirir por su elevado costo.
Por todo lo anterior el objetivo de este trabajo fue determinar si el tratamiento a las semillas de dos cultivares de arroz (cv.INCA LP-7 y cv. Selección 1) con un extracto alcohólico de spirulina es capaz de estimular la germinación y el crecimiento inicial de las plántulas en medio salino.


Materiales y Métodos

Para dar cumplimiento al objetivo de este trabajo se realizaron dos experimentos en el Departamento de Fisiología y Bioquímica Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas, ubicado en el municipio San José de las Lajas, provincia Mayabeque. 
En el primer experimento se utilizaron semillas de arroz (Oryza sativa L.) cultivar INCA LP-7 y cultivar Selección 1, las cuales fueron embebidas durante 24 horas con diferentes concentraciones (1, 0.5, 0.1, 0.05 y 0.01 mg L-1) de un extracto alcohólico (Etanol 70 %) de spirulina.  Una vez culminada la imbibición, las semillas se colocaron en placas Petri (20 semillas por placa y cuatro placas por tratamiento) a las cuales se le adicionaron 15 ml de agua destilada. Las placas se colocaron en la oscuridad en una cámara de crecimiento a 28-30oC durante siete días. El número de semillas germinadas se contabilizó en cada placa a las 24, 48, 72, 96 y 168 horas, las semillas se consideraron germinadas cuando su radícula emergió. Al final del experimento, o sea, a los siete días, se tomaron cinco muestras de cinco plántulas por tratamiento para determinar la masa seca y para ello las mismas se colocaron en una estufa a 70oC hasta masa constante. En el segundo experimento se utilizaron semillas de ambos cultivares de arroz las cuales fueron embebidas durante 24 horas en las mismas concentraciones del extracto alcohólico del experimento anterior. Una vez culminada la imbibición, las semillas se colocaron en placas Petri (20 semillas por placa y cuatro placas por tratamiento) y se dividieron en dos grupos. A un grupo se le adicionaron 15 mL de agua destilada, mientras que al segundo se le adicionó igual cantidad de solución de NaCl 100 mmol L-1. Las placas se colocaron en la oscuridad en una cámara de crecimiento a 28-30oC durante siete días. El conteo de semillas germinadas y la toma de muestras se realizó igual que en el experimento anterior. Con los datos obtenidos se calcularon los siguientes indicadores: porcentaje final de germinación, tasa o velocidad de germinación, así como índice de vigor, para lo cual se utilizaron las siguientes ecuaciones:
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.
Tasa o velocidad de germinación (GS) = (Σ(Gt/Dt), donde Gt es el número de semillas recién germinadas el día t y Dt es el Numero de días.
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, en ambos experimentos, se procesaron mediante el cálculo de las medias, la desviación estándar y los intervalos de confianza a α=0,05.



Resultados 
En la tabla 1 se muestran los resultados del primer experimento realizado. Como se puede observar en el cultivar INCA LP-7 solo la concentración de 0,1mg L -1 tuvo un efecto positivo en el porcentaje final de germinación, mientras que en cultivar Selección 1 no hubo efecto a las concentraciones estudiadas, aunque es de destacar que este ultimo yuvo mejor germnacion de forma general
Tabla I. Influencia del extracto alcohólico de spirulina en la germinación de semillas de de arroz cv. INCA LP-7 y cv. Selección 1 (Medias ± intervalos de confianza).

	Tratamientos
	Cultivares
	Porcentaje final de germinación (G%)
	Tasa de germinación (GS)
	Masa seca
	Índice de vigor (VI)

	Control
	


INCA LP-7
	83 ± 6,7
	17,0 ± 1,9
	3.7 ± 0.3
	307.1 ± 29.3

	1 mg L -1
	
	92 ± 6,4
	16,8 ± 1,0
	4.5 ± 0.3*
	411.2 ± 30.7*

	0,5 mg L -1
	
	92 ± 3,2
	17,9 ± 1,3
	4.5 ± 0.2*
	414.5 ± 20.2*

	0,1mg L -1
	
	97 ± 5,9*
	19,4 ± 2,2
	4.2 ± 0.2
	404.1 ± 46.3*

	0,05mg L -1
	
	90 ± 5,1
	17,8 ± 1,8
	4.4 ± 0.3*
	357.7 ± 70.7

	0,01mg L -1
	
	93 ± 6,7
	18,2 ± 1,3
	4.3 ± 0.3
	390.0 ± 37.9*

	Control
	

Selección 1
	97 ± 2,0
	16,8 ± 0,9
	4.1 ± 0.4
	390.0 ± 42.7

	1 mg L -1
	
	97 ± 3,8
	19,8 ± 1,5*
	4.9 ± 0.2*
	472.7 ± 24.4*

	0,5 mg L -1
	
	99 ± 2,0
	18,7 ± 1,1
	5.0 ± 0.3*
	500.2 ± 42.1*

	0,1 mg L -1
	
	93 ± 3,8
	19,0 ± 2,3
	4.5 ± 0.3
	421.6 ± 47.1

	0,05 mg L -1
	
	99 ± 2,0
	18,3 ± 0,8
	4.7 ± 0.3
	460.6 ± 26.6*

	0,01 mg L -1
	
	99 ± 2,0
	18,7 ± 1,1
	5.4 ± 0.3*
	534.5 ± 33.6*


*Representa los tratamientos que difieren significativamente del tratamiento control según intervalo de confianza a α=0.05

En la tasa de germinación solo se observó una respuesta estadísticamente significativa en el cv. Selección 1 a la concentración de 1 mg L -1. En cuanto a la masa seca y el índice de vigor varias concentraciones mostraron diferencias significativas destacándose 1, 0,5 y 0,01 mg L -1 en ambos cultivares.
Resultados similares se han obtenido en diversos cultivos como maní [1], berro[2], rábano [3], frijol [4], maíz [5] y arroz [6], donde la imbibición de extractos de Spirulina han mejorado la germinación y el crecimiento de las plántulas. 
Las microalgas y sus extractos son estimulantes naturales que aceleran la germinación de las semillas y aumentan el vigor de las plántulas cuando se emplean en dosis relativamente bajas [30, 31]. Varios estudios describen sus efectos beneficiosos en el porcentaje, índice y tiempo medio de germinación, así como en la longitud de la plúmula y de la radícula. Estos resultados se atribuyen a la activación de rutas enzimáticas claves para la fisiología de la germinación. Por ejemplo, la α-amilasa es una enzima sintetizada en la capa de aleurona y su expresión génica está regulada por las giberelinas. Esta enzima es responsable de la movilización de sustancias de reserva, como el almidón, desde el endospermo para apoyar el crecimiento y diferenciación del embrión [32]. Para apoyar esta hipótesis, recientemente, se demostró que el tratamiento de semillas de frijol mungo durante tres horas con un extracto de Spirulina incrementó el ácido giberélico y la actividad de la enzima α-amilasa [33]. Igualmente, varios autores han informado la disminución de los contenidos de proteínas y carbohidratos en semillas de frijol, maíz y maní lo que ha correlacionado con incrementos en las actividades de las enzimas proteasa y α - y β- amilasa [30, 34, 35].


Tabla II. Influencia del extracto alcohólico de spirulina en la germinación de semillas de de arroz cv. INCA LP-7 (Medias ± intervalos de confianza).

	Tratamientos
	Medio de germinación
	Porcentaje final de germinación (G%)
	Tasa de germinación (GR)
	Índice de vigor (VI)

	Control
	


Agua destilada

	74 ± 3.9
	13.6 ± 1.6
	252.2 ± 17.2

	1 mg L -1
	
	68 ± 7.2
	11.7 ± 1.8
	326.2 ± 30.0*

	0,5 mg L -1
	
	80 ± 10.6*
	13.6 ± 2.2*
	361.5 ± 45.4*

	0,1mg L -1
	
	72 ± 11.5
	13.2 ± 3.6
	343.9 ± 51.5*

	0,05mg L -1
	
	67 ± 3.8
	11.8 ± 1.5
	276.0 ± 19.2

	0,01mg L -1
	
	77 ± 15.1
	13.9 ± 1.8
	315.2 ± 54.1*

	Control
	

NaCl
100 mmol L-1
	87 ± 8.1
	12.0 ± 2.1
	221.7 ± 25.8

	1 mg L -1
	
	90 ± 5.1
	12.8 ± 1.2
	363.3 ± 52.1*

	0,5 mg L -1
	
	83 ± 3.8
	10.9 ± 0.9
	311.3 ± 37.1*

	0,1 mg L -1
	
	81 ± 6.7
	10.1 ± 0.4
	243.2 ± 20.9

	0,05 mg L -1
	
	84 ± 7.8
	11.0 ± 0.8
	294.8 ± 21.2*

	0,01 mg L -1
	
	84 ± 6.4
	12.7 ± 1.2
	252.9 ± 31.2





Tabla III. Influencia del extracto alcohólico de spirulina en la germinación de semillas de de arroz cv. Selección 1 tanto en agua como en NaCl 100 mmol L-1  (Medias ± intervalos de confianza).

	Tratamientos
	Medio de germinación
	Porcentaje final de germinación (G%)
	Tasa de germinación (GR)
	Índice de vigor (VI)

	Control
	


Agua destilada

	92±8.5
	16.8±2.1
	405.94±44.5

	1 mg L -1
	
	91±5.9
	17.2±1.2
	467.24±85.3

	0,5 mg L -1
	
	92±5.5
	16.2±2.6
	445.12±27.3

	0,1mg L -1
	
	87±11.3
	15.1±2.7
	467.88±56.8

	0,05mg L -1
	
	89±3.8
	15.6±1.8
	438.4±52.9

	0,01mg L -1
	
	92±3.2
	16.1±1.8
	435.76±30.3

	Control
	

NaCl
100 mmol L-1
	89±3.8
	11.4±0.9
	218.84±34.3

	1 mg L -1
	
	90±5.1*
	11.9±1.8*
	272.62±27.0

	0,5 mg L -1
	
	88±7.2*
	11.2±1.6*
	282.9±47.7

	0,1 mg L -1
	
	86±5.1
	11.2±1.0
	243.94±20.7

	0,05 mg L -1
	
	95±5.9
	12.8±1.9
	269.86±21.4

	0,01 mg L -1
	
	88±7.2
	11.3±1.2
	204.58±15.0












Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de un extracto alcohólico de spirulina en la masa seca de plántulas de arroz cv. INCA LP-7 a los siete días de colocadas las semillas en placas Petri para la germinación tanto en agua como en NaCl 100 mM.


Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de un extracto alcohólico de spirulina en la masa seca de plántulas de arroz cv. Selección 1 a los siete días de colocadas las semillas en placas Petri para la germinación tanto en agua como en NaCl100 mM.
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						76		60		84		72		72		84		80		84		84		80		88		84

						68		64		88		84		64		92		80		88		80		84		88		76

						76		76		84		76		64		76		92		96		80		72		88		84

				prom		74		68		80		72		67		77		87		90		83		81		84		84

				desv		4		7.3		10.8		11.8		3.8		15.4		8.2		5.2		3.8		6.8		8		6.5

				intconf		3.9		7.2		10.6		11.5		3.8		15.1		8.1		5.1		3.8		6.7		7.8		6.4

						Masa Seca

						T1		T2		T3		T4		T5		T6		T7		T8		T9		T10		T11		T12

				1		18.2		22.4		19.9		24.9		19.5		19.5		9.5		16.4		18.8		12.6		20.4		15

				2		16.5		23.9		23.4		24.5		21.1		21.7		10.5		16.1		20.7		14.1		14.6		15

				3		18.7		26.2		24.1		24.2		20.3		21.2		14.3		20		19.1		13.8		15.2		13.7

				4		17.3		23.7		22		22.2		15.8		19.6		16		23.2		16		16.1		18.2		16.4

				5		16.2		26.2		21.1		20		21.5		19.8		10.9		21.2		16.3		16.2		16.9		13.4

						3.64		4.48		3.98		4.98		3.9		3.9		1.9		3.28		3.76		2.52		4.08		3

						3.3		4.78		4.68		4.9		4.22		4.34		2.1		3.22		4.14		2.82		2.92		3

						3.74		5.24		4.82		4.84		4.06		4.24		2.86		4		3.82		2.76		3.04		2.74

						3.46		4.74		4.4		4.44		3.16		3.92		3.2		4.64		3.2		3.22		3.64		3.28

						3.24		5.24		4.22		4		4.3		3.96		2.18		4.24		3.26		3.24		3.38		2.68

				prom		3.5		4.9		4.4		4.6		3.9		4.1		2.4		3.9		3.6		2.9		3.4		2.9

				desv		0.2		0.3		0.3		0.4		0.5		0.2		0.6		0.6		0.4		0.3		0.5		0.2

				intconf		0.2		0.3		0.3		0.4		0.4		0.2		0.5		0.5		0.3		0.3		0.4		0.2





Hoja2

								Control		1 mg L-1		0.5 mg L-1		0.1 mg L-1		0.05 mg L-1		0.01 mg L-1

				Promedios		Agua		3.476		4.896		4.42		4.632		3.928		4.072

						NaCl		2.448		3.876		3.636		2.912		3.412		2.94



								Control		1 mg L-1		0.5 mg L-1		0.1 mg L-1		0.05 mg L-1		0.01 mg L-1

				Intervalo de confianza		Agua		0.2		0.3		0.3		0.4		0.4		0.2

						NaCl		0.5		0.5		0.3		0.3		0.4		0.2





Masa seca

Control	0.18774777265972975	0.4857548420780976	0.18774777265972975	0.4857548420780976	Agua	NaCl	3.476	2.448	1 mg L-1	0.29318335998459039	0.53981265296635517	0.29318335998459039	0.53981265296635517	Agua	NaCl	4.895999999999999	3.8760000000000003	0.5 mg L-1	0.29775975144673011	0.34915975875456151	0.29775975144673011	0.34915975875456151	Agua	NaCl	4.42	3.6360000000000006	0.1 mg L-1	0.35939561959910715	0.27287879686837918	0.35939561959910715	0.27287879686837918	Agua	NaCl	4.6319999999999997	2.9119999999999999	0.05 mg L-1	0.39967890061866618	0.41105075692596876	0.39967890061866618	0.41105075692596876	Agua	NaCl	3.9279999999999999	3.4119999999999999	0.01 mg L-1	0.17817355498000451	0.21036540973838094	0.17817355498000451	0.21036540973838094	Agua	NaCl	4.072000000000001	2.94	mg  



Hoja3
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