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Introducción:
El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cultivos más importantes a nivel mundial. Su producción alcanzó alrededor de 520 millones de toneladas en la temporada 2022-2023 (FAO, 2023). En Cuba el arroz es un cultivo priorizado ya que el consumo anual es de 70 kg per cápita, uno de los más altos de América Latina y  representa el consumo promedio per cápita de los países asiáticos. Sin embargo, su producción nacional (226 mil toneladas) no satisface la demanda de la población cubana, y más de la mitad del arroz que se consume, se importa de Vietnam, Brasil y otros países del Sudeste Asiático (García et al., 2021; ONEI, 2022).
La rápida evolución de los patrones climáticos ha afectado a la productividad agrícola y amenazado la seguridad alimentaria mundial (Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación, 2020). El aumento de la población humana ha incrementado el consumo de alimentos; el aumento de la demanda de alimentos requiere mejoras en el rendimiento de los cultivos de cereales (arroz, trigo, cebada, maíz) (Gouda et al., 2020). Es necesidad del momento desarrollar cultivares de arroz compatibles con las variaciones climáticas y sostener el rendimiento del grano mientras se reducen los impactos negativos del estrés abiótico. Se estima que alrededor de un tercio de las tierras de cultivo totales del mundo sufren estrés por sequía; su intensidad y gravedad son difíciles de predecir, ya que dependen de múltiples factores, como la frecuencia de las precipitaciones, la tasa de evaporación y el contenido de humedad del suelo (Panda et al., 2021). La producción de arroz en todo el mundo se ve afectada por diversos estreses bióticos y abióticos. El añublo del arroz causado por Magnaporte oryzae es la enfermedad fúngica más peligrosa y destructiva entre los factores bióticos que afectan su producción.  Esta enfermedad causa hasta un 70-80 % de pérdida del grano, mientras que algunos autores las informan hasta de un 100% (Agbowuro et al., 2020). Todos estos problemas en la obtención del cereal hacen propicio la utilización de variedades resistentes y métodos de obtención de plantas sanas que garanticen una mayor productividad.
El cultivar de arroz Ginés ´LP-18´ es un mutante obtenido mediante técnicas de cultivo in vitro de semillas del cultivar de arroz ´J-104´ irradiado. Este cultivar supera al donante en su tolerancia a la salinidad, producción de granos enteros, capacidad de ahijamiento y menor ciclo vegetativo, características que lo hacen atractivo para su estudio y cultivo, sobre todo en países como Cuba, en vías de desarrollo. Actualmente, este cultivar forma parte de los once que se priorizan sembrar en nuestro país (Pérez et al., 2022). 
El cultivo de tejidos es una herramienta muy poderosa para la obtención de plantas de importancia económica. Tiene una gran utilidad práctica y científica al garantizar una propagación clonal masiva de las plantas, un ambiente en el que se pueden regular los factores que influyen en su crecimiento de forma indefinida y controlar el riesgo de infecciones proporcionando asepsia (Kadleček et al., 2001). Sin embargo, los principales problemas con este tipo de cultivo se presentan en la fase de trasplante o de aclimatización, en la que se observan bajas tasas de supervivencia causadas por el cambio de un sistema heterotrófico a condiciones autótrofas, la exposición a los estreses causados por los factores ambientales y a los patógenos que habitan el medio (Kumar et al., 2012). Se han propuesto formas de aumentar la supervivencia en esta fase, la biotización con microorganismos constituye una de ellas, esta proporciona un amplio grado de resistencia a las plantas en dependencia de los tipos de microorganismos empleados. 
La biotización constituye un método en el que se inoculan microorganismos beneficiosos con el objetivo de inducir cambios fisiológicos a las plantas que garanticen una mayor capacidad adaptativa. El empleo de Hongos micorrizicos Arbusculares (HMA) y Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) constituyen una alternativa factible para modificar la fisiología y el crecimiento de las plantas durante esa fase, aunque su incorporación durante el proceso de crecimiento in vitro constituye actualmente un reto. 	Comment by Admin: Aquí debe hacerse alguna referencia a la literatura sobre el tema. Si no existe resaltarlo para reafirmar la novedad del tema
Problema Científico:
No existe un sistema de cultivo in vitro que garantice la biotización de plantas de Oryza sativa L. (GINES LP-18) empleando bacterias promotoras del crecimiento vegetal y hongos micorrízicos arbusculares.
Hipótesis de trabajo: El uso de HMA y PGPR compatibles y el empleo de un sistema de cultivo óptimo permitirá desarrollar un esquema de biotización in vitro de plantas de Oryza sativa L. (Ginés LP-18).
Para dar respuesta a la hipótesis se proponen los siguientes Objetivos:  

Objetivo general: DESARROLLAR UN SISTEMA DE BIOTIZACIÓN IN VITRO DE ORYZA SATIVA L. (GINES LP-18) CON BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL Y HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES.

Objetivos específicos: 
1. Seleccionar cepas bacterianas para la biotización in vitro de arroz Oryza sativa cv. Ginés LP 18.
2. Evaluar la compatibilidad in vitro entre las cepas bacterianas promisorias y el HMA Rhizophagus irregularis INCAM 11.
3. Diseñar un sistema de cultivo in vitro para la biotización de O. sativa L.  cv. Ginés LP-18 empleando las cepas de PGPR compatibles y R. irregularis INCAM 11.
4. Evaluar el efecto de la biotización in vitro de plantas de O. sativa L. cv. (GINES LP-18) en cuanto a la calidad de las vitroplantas y su capacidad adaptativa.
5. Demostrar la factibilidad del sistema de biotización basado en el estudio de expresión de acuaporinas e indicadores del estrés biótico y abiótico.
Novedad científica de la investigación:
Se contará con un sistema de cultivo in vitro para la biotización de vitroplantas de arroz cv. Ginés LP. 18 empleando PGPR y HMA que garantizará la obtención de plantas más preparadas fisiológicamente para enfrentar los estreses bióticos y abióticos que supone el transplante a la fase de aclimatización. 	Comment by Admin: En español es trasplante sin la n	Comment by Admin: Como este plan es para Biología sugiero que se mencione también lo de los mecanismos que pudieran estar asociados a la biotización 
Importancia teórica
Se realizan aportes al conocimiento sobre la biotizacion in vitro de plantas de arroz, así como de los mecanismos que intervienen en la interacción.
Importancia Práctica
Se obtendrán plantas de arroz cv. Ginés LP. 18 biotizadas durante su enraizamiento in vitro lo que permitirá aumentar las tasas de supervivencia en la fase de aclimatización.
Metodología a utilizar para enfrentar el problema
Para cumplimentar los objetivos se realizarán los siguientes experimentos:
1. Determinación de las cepas promisorias para la biotización de arroz
Se implementará un sistema de cultivo totalmente in vitro de arroz en el que se inocularán diferentes cepas bacterianas en solución de Hoagland con un período de evaluación de 21 días postinoculación.
Tabla 1.  Cepas bacterianas a utilizar
	Cepas bacterianas
	Principales 
características PGPB
	Origen
	
Referencias

	Bradyrhizobium elkanii ICA 8001
	AIA, actividad nitrogenasa, actividad ACC desaminasa 
	nódulos de soya
	Hernández et al., 2015

	Rhizobium sp. Rpd16
	AIA,SID,BIOP,actividad antagonista frente a Magnaporte oryzae, solubilización de fosfatos.
	rizosfera de arroz cultivar INCA LP-5
 
	Hernández y Nápoles, 2019;
Hernández et  al., 2021

	 
Pseudomonas sp.S7-1
	AIA, SID, BIOP, solubilización de fosfatos
	interior de semillas de arroz cultivar INCA LP-7
	
Hernández et al., 2023

	Paenibacillus xylanexedens ST15.15/027
	Inhibición de agrobacteria rizogénica 
	Bacproef whiskey
	



Parámetros a evaluar:
1. Contenido de clorofilas totales
2. Altura de la planta
3. Largo de la raíz
4. Masa fresca
5. Masa seca
2. Evaluar la compatibilidad in vitro entre las cepas bacterianas promisorias y Rhizophagus irregularis INCAM 11.
Se estudiarán tres métodos de enfrentamiento para la inoculación bacteriana en las placas, suspensión, siembra por estrías y envenenamiento. Las esporas se inocularán directamente en las placas ubicadas en la cercanía de las bacterias dependiendo del método. Se utilizará el medio de cultivo Strullu y Romand Modificado (SRM). Se realizarán evaluaciones cada tres días postinoculación durante un mes.
Tareas
· Selección del esquema de compatibilidad más adecuado para el estudio de las interacciones entre las cepas bacterianas promisorias e INCAM 11.
· Selección de las cepas más compatibles con INCAM 11.
Parámetros a evaluar:
1. Porcentaje de germinación
2. Largo del tubo germinativo
3. Ramificaciones de las hifas 
4. Crecimiento bacteriano en el medio SRM
3. Diseñar un sistema de cultivo in vitro para la biotización eficiente de Oryza sativa L.  cv. Gines LP-18 empleando las cepas de PGPR y R. irregularis INCAM 11 compatibles.
Para este estudio se emplearán diferentes medios de cultivo basados en resultados experimentales previos.
Los medios a utilizar se reflejan en la Tabla 2. En cada medio propuesto se variaron las concentraciones de macronutrientes del medio MS. Se evaluarán sistemas de cultivo totalmente y parcialmente in vitro.  Se realizarán las evaluaciones semanales después de establecido el sistema. Para el desarrollo del sistema parcialmente in vitro (la raíz en el interior de la placa y el resto de la planta afuera) y los medios se incorporarán a las placas con un ángulo de inclinación de 40 y las placas se dispondrán verticalmente cubiertas con un envoltorio opaco. 	Comment by Admin: variarán	Comment by Admin: me parece que esta “y “sobra
Parámetros a evaluar
1. Altura de la planta
2. Largo de la raíz
3. Área foliar
4. Contenido de clorofila 
5. Tasa de transpiración y fotosíntesis 
6. Colonización por microorganismos 
Tabla 2. Contenido de macronutrientes de los medios
	Reactivos
	SRM 
Medium 
	MS/2
	MS(E)
	MS (Arroz)

	N(NO3-), µm
	3800
	19100
	9550
	4775

	(NH4+), µm
	180
	10 050
	525
	2512.5

	P(µm)
	30
	600
	300
	150

	K(µm)
	1650
	9850
	4925
	2462.5

	Ca (µm)
	1520
	1980
	1980
	1980

	Mg(µm)
	3000
	745
	745
	745

	S(µm)
	3013
	870
	870
	870


Para determinar la colonización por microorganismos se emplearán técnicas de biología molecular. En la Tabla 3 se observa el juego de primers a utilizar para la detección de R. irregularis INCAM 11. Las bacterias se determinarán por métodos de PCR en tiempo real y por inmunofluorescencia. 
Tabla 3. Primers para la detección de R. irregularis INCAM 11
	Región del genoma 
	Cebador F/R
	Secuencia nucletídica
            (5´-3´)
	Longitud del Amplicón

	RPB1
	RPB-INCAM11-F
RPB-INCAM11-R
	CTGTTGCTTTTCTGTACG
GTGTACCCGAAGTATGTTTT
	                 400bp



4. Evaluar el efecto de la biotización in vitro de plantas de Oryza sativa L.  cv. Gines LP-18 en cuanto a la calidad de las vitroplantas y su capacidad adaptativa.
Se utilizarán plantas biotizadas en el sistema escogido como óptimo. Los parámetros a evaluar serán:
1. Tasa de supervivencia
2. Contenido de clorofila 
3. Tasa de traspiración y fotosíntesis 
4. Área foliar 
5. Potencial hídrico	Comment by Admin: el potencial hídrico por si sólo no te da idea de si hubo o no mecanismos de ajuste osmótico. Sugiero realizar también potencial osmótico y osmótico saturado.
6. Resistencia a la desecación (se reducirán los suministros de agua después del trasplante)
7. Resistencia a patógenos 
5. Demostrar la factibilidad del sistema de biotización basado en el estudio de la expresión de acuaporinas e indicadores del estrés biótico y abiótico.
Tareas
· Detección del producto de los genes PtPIP2;3, PtPIP2;5 y PtPIP2;1.
Para el cumplimiento de esta tarea se realizará primero la extracción y conservación del tejido procedente de las hojas. Después se procederá a obtener el ARN total de la muestra (hot phenol) tratado con DNAasa, se separará el ARN electroforéticamente en un gel de formaldehído agarosa 1.2 %.
· Detección de ARNm de PinII gen expresado y exclusivo de la síntesis de jasmonatos por qRTPCR. Para la realización de esta tarea se extraerá el RNA total y se detectará la expresión del gen involucrado usando los primers que se muestran en la siguiente tabla:Tabla 4. Cebadores para la detección del producto del gen PinII. 
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· Medir la actividad peroxidasa de las hojas de las plantas.
Para la implementación se macerará el tejido fresco, continuando con una centrifugación a 12.100 rpm y se obtendrá el extracto crudo que se empleará en las pruebas de la peroxidasa. Para esta evaluación se usará guaiacol como sustancia indicadora y se realizará una prueba espectrofotométrica a 470 nm.
Cronograma
	Actividades
	Período

	Objetivo 1
	Septiembre 23-Enero 24

	Objetivo 2
	Enero 24 – Junio del 24

	Objetivo 3
	Junio 24- Junio 25

	Objetivo 4
	Junio 24 –Junio 25

	Objetivo 5
	Junio 2025-Diciembre 2025

	Examen Idioma
	2do Semestre 2025

	Examen Problemas Sociales de la Ciencia
	1er Semestre 2025

	Escritura del documento
	Enero 2026 -Septiembre 2026

	Presentación en Comisión Científica
	Noviembre 2026

	Predefensa en Consejo Científico
	Febrero 2027

	Defensa
	Septiembre 2027



Financiamiento de la investigación
· Proyecto: Proyecto Internacional BIOFOCUs (2022-2027)
· Programa del proyecto: 
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