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Extractos de Spirulina revierten los efectos del déficit hídrico simulado con PEG 6 000 en maíz


RESUMEN 
El déficit hídrico retrasa la germinación y el crecimiento inicial de plántulas de maíz y la aplicación de bioestimulantes puede revertir este efecto. El objetivo de esta investigación fue determinar los efectos de dos extractos etanólicos de Spirulina (Arthrospira platensis) en la germinación y el crecimiento inicial de plántulas de maíz sometidas a déficit hídrico simulado con PEG 6000. Se ejecutaron dos experimentos utilizando el cultivar P-7928. En el primero, las semillas desinfectadas se pusieron a germinar durante siete días en agua, PEG 6 000 15 % y PEG 6 000 15 % suplementado con diferentes concentraciones (1, 0,5 y 0,1 µL mL-1) de dos extractos etanólicos de Spirulina (ESp1 y ESp2). Al final del experimento, se evaluaron el porcentaje final de germinación y algunos indicadores del crecimiento de las plántulas. En el segundo, se utilizó el extracto de Spirulina de mejor comportamiento con las mismas concentraciones y se procedió de forma similar al primer experimento. Se siguió la dinámica de germinación cada 12 horas y se calcularon el porcentaje final de germinación (% G), la velocidad de germinación (VG), el tiempo medio de germinación (TMG) y la tasa de germinación (TG). Los resultados mostraron que el estrés osmótico impuesto retrasó la germinación, pero no afectó el porcentaje final y disminuyó, significativamente, la longitud del vástago. La adición de 1,0 µL mL-1 del extracto etanólico de Spirulina (ESp 2) revirtió totalmente el retraso de la germinación impuesto por el PEG 6 000 y estimuló, de forma general, el crecimiento de las plántulas.	Comment by Revisor : Es junto o pegado? El 6000
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ABSTRACT
The water deficit delays the germination and initial growth of maize seedlings and the application of biostimulants can reverse this effect. The objective of this research was to determine the effects of two ethanolic extracts of Spirulina (Arthrospira platensis) on the germination and initial growth of maize seedlings subjected to simulated water deficit with PEG 6 000. Two experiments were performed using cultivar P-7928. At the first one, desinfected seeds were placed to germinate, during seven days, in water, PEG 6 000 15 % and PEG 6 000 15 % supplemented with different concentrations (1, 0,5 and 0,1 µL mL-1) of two ethanolic extracts of Spirulina (SpE 1 y SpE 2). At the end of experiment, final percentage of germination and some indicators of seedling growth were evaluated. In the second one, the best performing Spirulina extract was used with the same concentrations proceeded in a similar way to the first experiment. The germination dynamics was followed every 12 hours and final percentage of germination (%G), germination velocity (GV), mean   germination time (MGT), germination rate (GR) were calculated. Results showed that the imposed osmotic stress delayed germination but did not affect the final percentage and decreased significantly the shoot length. The addition of an ethanolic extract of Spirulina (SpE 2) at 1,0 µL mL-1 concentration completely reversed the delay in germination imposed by PEG 6 000 and generally stimulated the seedling growth.
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INTRODUCCIÓN
El maíz (Zea mays L.) es uno de los tres cereales (junto con el trigo y el arroz) más importantes del mundo. Actualmente, se produce en 125 países y se encuentra entre los tres cultivos más sembrados en 75 de dichos países. Aproximadamente, 140 millones de hectáreas de maíz se cultivan en el mundo. Los principales productores son: Estados Unidos, China y Brasil, seguidos por Argentina, Sudáfrica y la Comunidad Europea. Cerca de 96 millones de hectáreas se cultivan en países como China, Brasil, México e India, acumulando más del 50% del área total [1]
El maíz se cultiva en Cuba desde la época de los aborígenes y constituye un alimento básico en la nutrición humana, del ganado y las aves [2]. En el año 2019 se cosecharon 128 265 hectáreas, con una producción de 247 473 toneladas, para un rendimiento promedio de 1.93 t ha-1 [3].
Uno de los estadios clave en el desarrollo de un cultivo es el establecimiento exitoso de las plántulas; por tanto, la falta de humedad, durante o inmediatamente después de la siembra, afecta la germinación y el crecimiento inicial, reduciendo la densidad de plantas y el rendimiento final [4, 5]. Este efecto es especialmente marcado en maíz, donde la rápida deshidratación de las plántulas está asociada con sistemas radicales poco desarrollados [2]. En este cultivo se ha estimado que la sequía, durante la germinación, puede causar pérdidas en el número de plantas, lo que causa mermas en los rendimientos, comparables con la producida por la sequía durante la etapa de floración [6]. 
Respecto al efecto del déficit hídrico en el proceso de la germinación de las semillas de maíz, al comparar genotipos tolerantes y no tolerantes a la sequía, se encontró que la fase de la imbibición es la que se retrasa, debido a que se demora el proceso de ósmosis al aumentar el déficit hídrico, siendo más marcado este retraso en los genotipos no tolerantes [7]. El primer proceso que se afecta por el déficit hídrico es el crecimiento, el cual se inicia con la germinación de las semillas; que comprende las fases de imbibición, metabolismo e inicio del crecimiento de las estructuras que se encuentran en el embrión [8].
En los estudios de laboratorio, el déficit hídrico en el suelo se puede simular mediante el uso de soluciones con potenciales hídricos definidos. Varios estudios se han realizado para evaluar el comportamiento de distintas especies bajo deficiencia hídrica simulada con polietilenglicol (PEG) [9-11]. Este compuesto tiene la ventaja de que, además de aumentar el potencial osmótico de la solución, es inactivo metabólicamente.
Por otra parte, la Spirulina (Spirulina platensis) es un tipo de cyanobacteria, que posee gran interés por sus altos valores nutricionales [12, 13]. Su utilización es muy amplia en la farmacéutica y la cosmética, aunque es poco explotada en la agricultura. Por su composición química rica en proteínas, ácidos grasos poliinsaturados esenciales y vitaminas, así como xantinas, ficobiliproteínas, carbohidratos, minerales, fitohormonas, antioxidantes y polisacáridos, es un complemento biológico excelente [12, 14]. 
Se ha estudiado el efecto de la aplicación de Spirulina platensis en maíz donde incrementó la germinación y el crecimiento [15]. También, en los últimos años, se ha investigado sus potencialidades para proteger a las plantas contra el estrés abiótico. Por ejemplo, el uso de extractos acuosos de Spirulina spp. y Chlorella spp. mejoró la tolerancia del trigo a la salinidad, la capacidad antioxidante y el contenido de proteínas de los granos enteros [16]. Sin embargo, está poco estudiado el efecto de extractos de Spirulina en plantas sometidas a estrés hídrico por defecto. Por esa razón, el objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de dos extractos de Spirulina en la germinación y el crecimiento inicial de plántulas de maíz cv. P-7928, sometidas a déficit hídrico simulado con PEG 6000. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Los experimentos se ejecutaron 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 
Preparación de los extractos alcohólicos de Spirulina
Los extractos alcohólicos de Spirulina se prepararon como se describe a continuación: para el extracto número 1 (ESp1) se tomaron 10g del polvo de Spirulina, proveniente de la Unidad Empresarial de Base (UEB) Spirulina de Jaruco, y se disuelve en 100 mL de etanol al 90 %. Este homogeneizado se agita durante 10 min cada 24 horas por 21 días, pasado este tiempo se filtra y se guarda a 4ºC. Para el extracto número 2 (ESp2) se siguió esta metodología, pero la disolución se realizó con 100 mL de etanol al 70 % por 10 días.
Efecto de diferentes concentraciones de los extractos alcohólicos de Spirulina en la germinación de semillas de maíz cv. P-7928, en condiciones de déficit hídrico
Se utilizaron semillas de maíz (Zea mays L.) cv. P-7928, las cuales se desinfectaron con NaClO 5% durante 10 minutos. Después de lavadas tres veces con agua destilada estéril, se colocaron en placas Petri esterilizadas (15 semillas por placa y cinco placas por tratamiento), a las cuales se le adicionaron 15 mL de cada una de las soluciones de ensayo (Tabla 1). 

Tabla 1. Tratamientos utilizados en el experimento
	
	Nomenclatura
	Descripción 

	1
	Control
	Agua destilada estéril

	2
	PEG
	Solución de PEG 6000 15 %

	3
	PEG +1 ESp-1
	Solución de PEG 6000 15 % + 1 µL mL-1 ESp-1

	4
	PEG+ 0,5 ESp-1
	Solución de PEG 6000 15 % + 0,5 µL mL-1 ESp-1

	5
	PEG+ 0,1 ESp-1
	Solución de PEG 6000 15 % + 0,1 µL mL-1 ESp-1

	6
	PEG +1 ESp-2
	Solución de PEG 6000 15 % + 1 µL mL-1 ESp-2

	7
	PEG+ 0,5 ESp-2
	Solución de PEG 6000 15 % + 0,5 µL mL-1 ESp-2

	8
	PEG+ 0,1 ESp-2
	Solución de PEG 6000 15 % + 0,1 µL mL-1 ESp-2



Las placas se colocaron en la oscuridad en cámara de crecimiento a 28-30oC, durante siete días. Pasado este tiempo, se evaluó el porcentaje final de germinación, y se seleccionaron 25 plántulas por tratamiento, para evaluar la longitud del vástago y la radícula y la masa seca de las plántulas. 
Para la simulación del estrés hídrico se utilizaron soluciones de polietilenglicol (PEG-6000) (Sigma-Aldrich) al 15% (-0,295 MPa) preparadas con agua destilada estéril. El experimento se repitió en dos ocasiones.
En el segundo experimento, se utilizó el extracto etanólico de mejor respuesta con las tres concentraciones y se procedió, de manera similar al primer experimento, excepto que se utilizó la solución nutritiva de Hoagland para la preparación de las soluciones de ensayo. En este caso, se siguió la dinámica de germinación mediante el conteo de las semillas germinadas cada 12 h (12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144) por seis días y se expresó en porciento. Además, se calculó el comportamiento de diferentes indicadores de la germinación, según la metodología propuesta por la International Seed Testing Association (ISTA):	Comment by Revisor : Ver la posibilidad de usar editor de fórmulas, para las fórmulas que se presentan enseguida
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.
Velocidad de germinación (VG) = Σ (Ni/Ti), donde Ni es el número de semillas germinadas en el día t y Ti es el número de días desde el comienzo de la prueba de germinación. 
Tiempo medio de germinación (TMG) = ∑ (Ti × Ni)/∑Ni, donde Ni es el número de semillas recién germinadas en el tiempo Ti y T es el número de días desde el comienzo de la prueba de germinación. 
Tasa de germinación (TG) = ΣNi / ΣTi Ni, donde Ni es el número de semillas recién germinadas en el momento Ti.
Procesamiento estadístico
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.	Comment by Revisor : Ver si es factible el Análisis de Varianza para ver diferencias significativas entre tratamientos

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los resultados del porcentaje final de germinación de semillas de maíz cv. P7928 sometidas a déficit hídrico simulado con PEG se muestran en la figura 1. Como se puede observar, no hubo diferencias significativas en este indicador, ni con el PEG, ni con la aplicación de las diferentes concentraciones de los extractos evaluados, en ninguna de las dos repeticiones del experimento.
A. Primera repetición. B. Segunda repetición (Medias ± intervalos de confianza)[image: ]
Figura 1. Influencia de diferentes concentraciones de dos extractos etanólicos de Spirulina en el porcentaje final de germinación de semillas de maíz cv. P-7928 sometidas a déficit hídrico simulado con PEG-6000 (15%)

Con anterioridad, se había encontrado que el porcentaje final de germinación de semillas de maíz no se afectó hasta los -0,9 MPa, e incluso a -0,3 MPa se obtuvo el mayor valor de este indicador [17]. Los resultados del presente trabajo confirmaron lo anterior, ya que el potencial osmótico utilizado fue de -0,295 MPa. Sin embargo, otros autores encontraron una disminución del porcentaje final de germinación en semillas de varias accesiones de maíz crecidas en soluciones de PEG 10 %, siendo más significativo este decremento a las concentraciones de 15 % y 20 %, aunque el efecto varió con los diferentes cultivares [5].
En la tabla 2 se muestran los resultados de los indicadores de crecimiento de las plántulas de maíz en ambas repeticiones, en esta se puede observar que el déficit hídrico impuesto solamente redujo, significativamente, la longitud del vástago. Sin embargo, en la primera repetición sí hubo una reducción significativa de la longitud de las raíces, efecto que no se observó en la segunda. La masa seca no se vio afectada en ninguna de las dos repeticiones realizadas.
La adición de diferentes concentraciones de los dos extractos de Spirulina demostró que, en la primera repetición, solamente ESp2 0,1 µL mL-1 fue capaz de revertir parcial y totalmente las reducciones inducidas por el PEG en la longitud del vástago y de las raíces, respectivamente. No obstante, se observó que la concentración 0,5 µL mL-1, de ambos extractos, fue capaz de revertir parcialmente la reducción inducida por el PEG en la longitud de las raíces; mientras que el extracto ESp1 0,1 µL mL-1 disminuyó significativamente la longitud de las plantas. 

Tabla 2. Influencia de diferentes concentraciones de dos extractos alcohólicos de Spirulina en indicadores del crecimiento de plántulas de maíz, cv. P-7928 sometidas a déficit hídrico simulado con PEG 6 000 (15%)
	Tratamientos
	Longitud del vástago (cm)
	Longitud de raíces (cm)
	Masa seca de las plántulas (mg)

	
	Primera repetición
	Segunda repetición
	Primera repetición
	Segunda repetición
	Primera repetición
	Segunda repetición

	Control
	12,0 ± 0,4
	9,7 ± 0,4
	15,8 ± 0,7
	7,8 ± 0,5
	257,8 ± 8,6
	262,1 ± 2,6

	PEG
	4,8 ± 0,2
	2,0 ± 0,2
	12,5 ± 0,5
	8,4 ± 0,5
	252,8 ± 5,6
	256,3 ± 3,1

	PEG + 1,0 ESp1
	3,6 ± 0,2*
	4,8 ± 0,3*
	12,1 ± 0,4
	10,8 ± 0,7*
	270,0 ± 4,2*
	275,8 ± 3,0*

	PEG + 0,5 ESp1
	3,7 ± 0,1*
	4,2 ± 0,2*
	14,0 ± 0,6*
	9,7 ± 0,5*
	256,5 ± 6,0
	272,8 ± 5,2*

	PEG + 0,1 ESp1
	3,7 ± 0,2*
	4,6 ± 0,2*
	  9,9 ± 0,4*
	10,7 ± 0,5*
	301,1 ± 7,8*
	310,3 ± 1,3*

	PEG + 1,0 ESp2
	4,9 ± 0,1
	4,4 ± 0,1*
	12,1 ± 0,6
	13,5 ± 0,6*
	252,6 ± 8,9
	278,9 ± 1,2*

	PEG + 0,5 ESp2
	4,7 ± 0,1
	4,4 ± 3,1*
	13,9 ± 0,6*
	13,5 ± 0,6*
	279,3 ± 6,0*
	284,8 ± 3,1*

	PEG + 0,1 ESp2
	5,2 ± 0,1*
	3,1 ± 0,2*
	15,5 ± 0,6*
	8,3 ± 0,6
	239,0 ± 8,3
	240,5 ± 6,2


(Medias ± intervalos de confianza). * Representa los tratamientos que difieren significativamente del tratamiento con PEG según intervalo de confianza a α=0,05

En la segunda repetición, todas las concentraciones ensayadas de ambos extractos revirtieron, parcialmente, la reducción en la longitud del vástago inducido por el PEG y, además, estimularon significativamente la longitud de las raíces, en comparación con las plantas del tratamiento control, excepto el tratamiento ESp2 0,1 µL mL-1.
La masa seca, que no se vio afectada por el PEG en ninguno de los dos ensayos realizados, se incrementó, significativamente, en la primera repetición con ESp1 1,0 y 0,1 µL mL-1, sin embargo, estos tratamientos disminuyeron, significativamente, la longitud del vástago y la longitud de las raíces, en el caso de la concentración menor, en comparación con el tratamiento control con PEG.
La respuesta en la segunda repetición fue diferente, ya que todas las concentraciones de ambos extractos fueron capaces de estimular, significativamente, la longitud de la planta, así como la masa seca, excepto el tratamiento ESp2 0,1 µL mL-1, que solamente estimuló la longitud del vástago.
Es interesante destacar que, la mejor respuesta se obtuvo con el extracto de Spirulina ESp2, en el cual se utilizó como solvente etanol 70 % y la maceración tuvo una duración de 10 días, lo cual favorecería su producción a mayor escala, pues se obtendría en menos tiempo y con menor cantidad de etanol. 
El efecto observado con el ESp1, probablemente, se deba a una mayor concentración de compuestos activos extraídos, pues al estar más tiempo en contacto con el solvente a mayor concentración (90 %), pudiera tener mayor contenido de compuestos con acción hormonal. Con respecto a este tema, varios autores han planteado que los extractos de algas a bajas concentraciones (dilución 1:1000 o más) estimulan respuestas positivas en las plantas tratadas, mientras que concentraciones relativamente altas producen efectos inhibitorios [18, 19]. Por ejemplo, Michalak et al. 2016 demostró que en plantas de trigo la masa y la longitud se incrementaron con las dosis más bajas de un extracto de Chorella, mientras que la dosis más alta tuvo un efecto inhibitorio. Igualmente, la forma de aplicación influyó en la respuesta, puesto que el tratamiento a las semillas de Lepidium sativum por 24 horas inhibió la longitud de la parte aérea y las raíces, mientras que la adición al medio de germinación estimuló estos indicadores. Sin embargo, en trigo, el tratamiento a la semilla reflejó los mejores resultados [20].
No se han encontrado en la literatura informes de la utilización de extractos de Arthrospira platensis en la mitigación del déficit hídrico, sin embargo, algunos autores han investigado el efecto de otras microalgas ante este estrés. De esta forma, se ha informado que extractos de Nannochloris se ha encontrado que mitigan los impactos del estrés hídrico en plantas de Solanum lycopersicum [21], extractos de Chlorella vulgaris favoreció el crecimiento de plantas de brócoli sometidas a déficit hídrico [22] y nanopartículas de un extracto de la cyanobacteria Oscillatoria agardhii incrementó la tolerancia a la sequía de plantas de trigo, mejorando la calidad de las plantas y el grano [23].
Sin embargo, si se ha evaluado el efecto de extractos de Spirulina ante estrés salino, ya que uno de los efectos que provoca en las plantas es el estrés osmótico. Así, se ha demostrado la efectividad del uso de los mismos para mejorar el comportamiento de plantas de Vicia faba sometidas a NaCl 135 mmol L-1 [24]. De igual manera, la aplicación de Arthrospira maxima [25] y Arthrospira platensis [16] a plantas de trigo irrigadas con agua de mar incrementó la capacidad antioxidante de las mismas, mediante el aumento de metabolitos y enzimas antioxidantes. 
Los resultados obtenidos en el primer experimento propiciaron que se escogiera el extracto ESp 2 para estudiar la dinámica de germinación de las semillas de maíz ante el déficit hídrico simulado por PEG.
En la figura 2 se muestra la dinámica de germinación de las semillas de maíz cv. P-7928 sometidas a déficit hídrico simulado con PEG-6000. Como se puede observar, el estrés hídrico provocó un retraso en la germinación de las semillas, ya que el tratamiento con PEG difirió, significativamente, del resto de los tratamientos a las 24 y 36h. Después de las 48h, no se observaron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos evaluados. Las tres concentraciones del ESp2 ensayadas lograron revertir el impacto del déficit hídrico en el retraso de la germinación.
Resultados similares fueron informados anteriormente, donde la presión osmótica de -0,3 MPa retrasó la germinación de semillas de maíz hasta las 48h. Sin embargo, a partir de -0,6 MPa se afectó de manera irreversible el porcentaje de germinación [26].
 
[image: ]
(Medias ± intervalos de confianza) *Representa los tratamientos que difieren significativamente de su respectivo control, según intervalo de confianza a α=0,05
Figura 2. Influencia de diferentes concentraciones de un extracto alcohólico de Spirulina en la dinámica de germinación de semillas de maíz cv. P-7928 sometidas a déficit hídrico simulado con PEG-6000 (15%)

La figura 3 muestra los resultados de varios índices relacionados con la germinación. El estrés hídrico inducido con PEG disminuyó significativamente la velocidad de germinación (VG) y la tasa de germinación (TG), con un aumento del tiempo medio de germinación (TMG). Resultados similares se encontraron en este mismo cultivo con -0,3MPa de presión osmótica inducida con PEG [26]. Igualmente, en líneas híbridas de maíz el aumento de la presión osmótica del medio con PEG disminuyó el porcentaje final y la velocidad de germinación [27].
[image: ]
A. Velocidad de germinación (VG). B. Tiempo medio de germinación (TMG). C. Tasa de germinación (TG). (Medias ± intervalos de confianza) *Representa los tratamientos que difieren significativamente del tratamiento con PEG, según intervalo de confianza a α=0,05 
Figura 3. Influencia de un extracto alcohólico de Spirulina en indicadores de la germinación de semillas de maíz cv. P-7928, sometidas a déficit hídrico simulado con PEG-6000 (15%)

Los efectos negativos están relacionados con el estrés osmótico inducido por el polietilenglicol que crea una reducción del potencial de soluto del medio y, por tanto, del potencial hídrico. La disminución del potencial hídrico afecta el proceso de imbibición y la disponibilidad de agua para las semillas, lo que es fundamental para la hidratación de las enzimas y los sustratos que participan en las diversas reacciones bioquímicas que inician el proceso de germinación [28] 
En cuanto al efecto del extracto de Spirulina en los índices de germinación, las concentraciones de 1 y 0,1 µL mL-1 aumentaron la velocidad y la tasa de germinación, así como disminuyeron el TMG.  
En este mismo cultivo, en condiciones normales, la aplicación de Chorella sp. incrementó el porcentaje de germinación y disminuyó el TMG, tanto en las semillas embebidas en el extracto como con la aplicación del mismo al sustrato [29].  
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 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 clave 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]. En apoyo a 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].

CONCLUSIONES
El déficit hídrico simulado con PEG 6 000 (15 %) retrasó la germinación de las semillas de maíz cv. P-7928 las primeras 36 h y redujo la longitud del vástago de las plántulas, aunque no afectó el porcentaje final de germinación. La adición de extractos etanólicos de Spirulina, de forma general, revirtió parcialmente la disminución en la longitud del vástago y estimularon la longitud de las raíces y la masa seca de las plántulas; destacándose el extracto obtenido por maceración con EtOH 70 %, durante 10 días (ESp 2), a la concentración de 1 µL mL-1 el que, además, revirtió totalmente el retraso en la germinación impuesto por el PEG.
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