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INDICADORES BIOQUIMICOS PARA LA SELECCION
TEMPRANA DE GENOTIPOS DE ARROZ (Oryza sativa L.)
CON TOLERANCIA A LA SALINIDAD

Biochemical indicators for the early selection of genotypes of rice
(Oryza sativa L.) to salt tolerance

Alexis Lamz Piedra®, Maria C. Gonzalez Cepero y Yanelis Reyes Guerrero

ABSTRACT. The present study aimed to perform biochemical
studies to search possible indicators for differentiation in the
early development stages of rice varieties, in relation to their
degree of tolerance to saline stress. Leaf samples of two
varieties with different degrees of tolerance to salinity (Pokkali
and Amistad-82) and grew up in greenhouses growing in
nutrient solutions simulating the salt stress (8 and 12 dS.m™),
were analyzed. At 35 days after planting, it was assessed the
activity of the enzyme peroxidase, total protein content, proline
and lipid peroxidation. The results showed a differential
behavior of the varieties in their degree of tolerance when
using the EC 12 dS.m™ which allows using the activity of the
enzyme peroxidase, proline concentration and lipid peroxidation
in the discrimination of rice genotypes tolerant to salinity.

Key words: salt stress, malondialdehide, oxidative stress,
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INTRODUCCION

La salinidad de los suelos es uno de los problemas
gue mas afecta la productividad de los cultivos a nivel
mundial (1), por lo que encaminar esfuerzos a la solucion
de esta problemética se revertira en la utilizacion y rescate
de areas subutilizadas, asi como una mayor produccion
de alimentos (2).

En los programas de mejoramiento genético para la
tolerancia al estrés medioambiental, resulta de vital
importancia el establecimiento de marcadores que
permitan incrementar la eficiencia en la seleccién temprana
de genotipos con mayor tolerancia a dichos factores
abidticos (3).
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RESUMEN. El presente trabajo tuvo como objetivo identificar
indicadores bioquimicos relacionados con la tolerancia a la
salinidad en estadios tempranos de desarrollo de genotipos
de arroz (Oryza sativa L.). Se analizaron muestras foliares de
dos variedades con diferente grado de tolerancia a la salinidad
(Pokkali y Amistad-82), cultivadas en condiciones
semicontroladas, utilizando soluciones nutritivas simuladoras
del estrés salino por la adicion de NaCl hasta obtener
conductividades eléctricas (CE) de 8 y 12 dS.m™. Alos 35 dias
después de la siembra, se evalué la actividad de la enzima
peroxidasa, los contenidos de proteinas totales y prolina asi
como la peroxidacién de lipidos. Los resultados evidencian un
comportamiento diferencial de las variedades en cuanto a su
grado de tolerancia a la salinidad en la CE de 12 dS.m™ lo cual
permite usar algunas de las variables evaluadas, para la
discriminacién de genotipos de arroz tolerantes a condiciones
de salinidad.

Palabras clave: estrés salino, malondialdehido,
estrés oxidativo, prolina, arroz

Por ello, ha sido objeto de estudio la variacion tanto
de sistemas isoenziméticos asi como de la actividad de
algunas enzimas, porque en alguna medida se conocen
las bases bioguimicas de la tolerancia y cuéles de estas
pudieran constituir mecanismos adaptativos que se
inducen en las plantas y que a su vez, presenten una
estrecha vinculaciéon con el estrés (4). El estudio de
indicadores fisiologicos y bioquimicos pudiera proporcionar
mayor eficiencia en la seleccion de materiales tolerantes
ala salinidad (5). Esos resultados, constituirian una base
importante para profundizar en el estudio de los
mecanismos fisiolégicos y bioquimicos involucrados en
la tolerancia a la salinidad.

En Cuba, se han obtenido resultados en la liberacién
de genotipos de arroz tolerantes a la salinidad como son
IACuba 25 e INCA LP-7 (2, 6) pero la seleccién en
condiciones de campo es muy dificil por la gran variabilidad
en la distribucion de sales en los suelos, lo que demora
el tiempo de obtencién de nuevos genotipos, por lo que la
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busqueda de indicadores que permitan la seleccién
temprana de genotipos tolerantes, permitiria acotar el
tiempo para incorporar nuevas variedades a la produccién
arrocera nacional. El presente trabajo tuvo como objetivo
realizar estudios bioquimicos para la busqueda de
indicadores, que puedan ser tiles en la seleccién
temprana de genotipos de arroz, con adecuado
comportamiento ante el estrés salino.

MATERIALES Y METODOS

En el estudio fueron utilizadas semillas de dos
variedades de arroz con diferentes respuestas a la
salinidad: Pokkali; testigo internacional tolerante a la
salinidad (7) y Amistad 82 (A-82) testigo susceptible a la
salinidad (8), de las cuales tres semillas pregerminadas
se trasplantaron en recipientes plasticos (200 mL) que
contenian suelo Hidromdrfico Gley Nodular Ferruginoso (9)
y fueron colocadas en cajas que contenian agua destilada.
El experimento se condujo en condiciones de invernadero.

A los15 dias después del trasplante (DDT), se les
indujo el estrés salino mediante la aplicacion de solucion
nutritiva Murashige y Skoog al 50 % ( MS %2) (10) ajustadas
a conductividad eléctrica (CE) de 8 y 12 dS.m™ obtenidas
por la adicion de NaCly un control con solucion nutritiva
MS %. Alos 15 dias se tomaron tres muestras de 0.25 g
procedentes de la cuarta hoja de seis plantas de cada
genotipo para la determinacion de la peroxidacion lipidica
por el método del &cido tiobarbitdrico (11), la actividad de
la enzima peroxidasa (POX) segun (12), la concentracion
de proteina totales solubles (PTS) por el método de
Bradford (13) y la determinacion del contenido de prolina
se realiz6 segun Bates et al. (14).

Se realizaron tres repeticiones de cada determinacion
en un disefio completamente aleatorizado y los datos se
procesaron mediante andlisis de varianza simple, utilizando
el paquete estadistico SPSS version 11.5. Las diferencias
significativas entre tratamientos se verificaron por la prueba
de rango mdltiple de Duncan (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observé disminucion en la acumulacion de masa
seca del area foliar (MSAF) con el aumento de la
conductividad eléctrica (CE) en las soluciones nutritivas
(Figura 1). Sin embargo, una mayor reduccién se evidencio
en la variedad susceptible (A-82) que manifestd una
marcada reduccion de la MSAF, mostrando diferencias
significativas respecto al control desde la CE de 8 dS.m™,
la que siguié disminuyendo en la CE de 12 dS.m™. Se
evidencio como la variedad Pokkali, no mostrd diferencias
significativas entre el control y la CE de 8 dS.m™, mientras
gue a 12 dS.m™ la disminucion de la MSAF de esta
variedad, fue significativa respecto al control.
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Figura 1. Masa secadel areafoliar de las variedades
de arroz Pokkali y A-82 en condiciones de
estrés salino y control durante la fase de
plantulaalos 15 dias después de impuesto
el estrés salino

Estas reducciones en la produccién de biomasa de
las plantas en condiciones salinas, a menudo se atribuyen
a los dafios en el aparato fotosintético, asi como en la
fijacion de CO,. Al respecto, Moradi e Ismail (1) reportaron
gue la tasa neta fotosintética, medida en términos de
asimilacion de CO, de la hoja mas joven totalmente
extendida de tres variedades de arroz, disminuy6 con el
aumento del estrés salino.

Las reducciones en la acumulacion de biomasa estan
relacionadas con el comportamiento de algunos
parametros del crecimiento vegetal. Varios autores han
referido la disminucién de algunos de estos parametros
del crecimiento vegetal en condiciones de estrés
medioambiental (5, 16, 17). Al respecto, Duan et al. (18)
sostienen que tanto el estrés hidrico, como la acumulacién
de iones provocado por el estrés salino, retrasan los
procesos de division y diferenciacion celular.

Este comportamiento de la variedad A-82 coincide
con lo reportado por otros autores que encontraron similar
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comportamiento de esta variedad ante el estrés salino
impuesto (8). Ademas, la disminucién de la acumulacion
de biomasa en las plantas, de forma general, en
condiciones salinas ha sido ampliamente fundamentada
(19, 20). En este sentido, en el cultivo del arroz, en un
estudio realizado con variedades contrastantes en su
grado de tolerancia a la salinidad, se encontré que la
variedad susceptible mostré una mayor reduccion de su
biomasa que las tolerantes (1).

PEROXIDACION DE LiPIDOS

Al analizar la peroxidacion lipidica (Figura 2) se pudo
constatar como la variedad Pokkali no mostré diferencias
significativas en las variaciones de la concentracion de
malondialdehido (MDA) en tejido foliar a medida que
aumento la concentracion de NaCl en el medio de
crecimiento, por lo que se puede asumir que la magnitud
de peroxidacion de lipidos en esta variedad se mantuvo
estable en estas condiciones de estrés. Sin embargo, la
variedad A-82 mostré diferencias significativas en la CE
de 12 dS.m™ respecto al control, observandose una mayor
produccion de MDA y por consiguiente, mayor dafio por
peroxidacion lipidica.
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Figura 2. Contenido de MDA en tejido foliar de las
variedades de arroz Pokkali y A-82 en
condiciones de estrés salino y control
durante la fase de plantula a los 15 dias
después de impuesto el estrés salino

La concentracion de MDA foliar en genotipos
contrastantes de Cenchrus ciliaris L. (21) y papa (22) se
ha sugerido como un indicador potencial para la evaluacion
de la tolerancia al estrés salino. Teniendo en cuenta la
CE de 12 dS.m™* este indicador en el cultivo del arroz
muestra un comportamiento que se corresponde con el
caracter tolerante de la variedad Pokkali ante el estrés
salinoy el caracter susceptible de la variedad A-82. Estos
resultados coinciden con los reportados por Li. (23) en
tomate, Koca et al. (24) en sésamo y Arslan et al. (25) en
trigo, quiénes reportaron que los cultivares tolerantes
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acumularon menor contenido de MDA que los susceptibles
en altos niveles de salinidad.

Los resultados en la variedad Pokkali demuestran
gue esta posee un eficiente sistema de detoxificacién de
radicales libres (enzimatico y no enziméatico) por lo que
el dafio en los lipidos de la membrana provocados por el
estrés oxidativo, es minimizado por dicho sistema.

Los resultados muestran que el andlisis de la
peroxidacion de lipidos en la CE de 12 dS.m™, permite
discriminar genotipos de arroz que difieren en su grado
de tolerancia a la salinidad.

ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PEROXIDASA

En el analisis de la actividad de la enzima peroxidasa
(POX) (Figura 3), en ambas variedades no se observaron
diferencias significativas en la CE de 8 dS.m™ respecto al
control. Sin embargo, la variedad Pokkali manifest6 una
ligera disminucion de la actividad enzimatica en la CE de
12 dS.m*, mientras que A-82, en la CE de 12 dS.m*
manifestd un aumento significativo de la actividad POX.

0,0016+1
0,0014+

OEE+0,01 ® EE+0,002
a

0,0012+

5 0,0010. a ab P
a T b

0,0008+

ro

0 Pokkali
B A-82
0,00064

AE POX/mg

0,0004+
0,00024

0,0000 =
Control 8

CE (dS.m™)

12

Figura 3. Actividad de la enzima POX en tejido foliar
de las variedades de arroz Pokkali y A-82
en condiciones de estrés salino y control
durante la fase de plantula a los 15 dias
después de impuesto el estrés salino

El aumento de la actividad POX en la variedad A-82,
puede estar asociado al aumento del dafio oxidativo
provocado por el estrés salino, lo que se puede corroborar
al observar la produccion de MDA en la CE de 12 dS.m™
(Figura 2), siendo en esta CE donde hubo una mayor
actividad POX para esta variedad.

El dafio oxidativo en condiciones de estrés salino,
asi como en otros factores estresantes, ha sido objeto
de estudio por disimiles investigadores (26, 27). Este dafio
oxidativo, es provocado por la produccion de radicales
libres de oxigeno o especies reactivas de oxigeno como
también se les llama (ROS, del Ingles Reactive Oxygen
Species), entre las que se puede mencionar O, , H.O, y
OH'. Las ROS son altamente reactivas y pueden alterar
el metabolismo celular, provocando dafio oxidativo en
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lipidos de las membranas, proteinas y acidos nucleicos
(28, 29, 30).

Para prevenir el dafio en los componentes celulares
producido por las ROS, las plantas han desarrollado un
complejo sistema de antioxidantes (enzimatico y no
enzimatico). Amenudo, se asocian los dafios oxidativos
en los componentes celulares, a una mayor actividad de
los sistemas de desintoxicacion de ROS (31, 32).

Varios autores sugieren el aumento de la actividad
de la enzima POXy de otras enzimas involucradas en la
eliminacién de ROS en condiciones salinas para cultivares
tolerantes al estrés salino, en una gran gama de cultivos,
incluyendo el arroz (33, 34, 35, 36) atribuyéndole a estos
aumentos una mayor proteccion ante el estrés oxidativo
(37, 38).

En este sentido, en algunos estudios, utilizando la
variedad Pokkali como testigo tolerante al estrés salino
(39), se informaron respuestas similares a las encontradas
en este trabajo, lo que puede estar asociado a su caracter
tolerante al estrés salino, no manifestando dafio oxidativo
intenso al aumentar la CE del medio de crecimiento por
lo que no le es necesario que la misma aumente la
actividad POX ya que con los valores constitutivos pueden
remediar el dafio oxidativo ocasionado.

Por otra parte, el aumento en la variedad A-82 en CE
de 12 dS.m™, no precisamente tiene que estar asociada
a la tolerancia al estrés salino. En este sentido, algunos
autores sugirieron, que un aumento en la actividad de
enzimas antioxidantes podria ser indicativo del aumento
en la produccion de especies reactivas de oxigeno (36),
lo que provocaria dafios irremediables en algunas
estructuras celulares, debido a que el aumento en la
actividad enzimatica no remedia los altos niveles de ROS
producidos.

No obstante, teniendo en cuenta que las variaciones de
laactividad POX se producen a tal efecto en la CE de
12 dS.m?, este pudiera utilizarse como un indicador para
la seleccion de genotipos de arroz tolerantes al estrés salino.

CONTENIDO DE PROTEINAS TOTALES (PT)

En el andlisis de las proteinas totales (Figura 4) se
pudo apreciar que no hubo variaciones con el aumento de
la CE en las variedades estudiadas. Resultados similares
han sido reportados por (40) en callos de Stylosanthes
guianensis, los que detectaron un comportamiento
homogéneo en el contenido de proteinas totales para las
diferentes variantes de salinidad y explantes empleados.
Este resultado en las variedades Pokkali y A-82 pudiera
deberse a los cambios en los procesos a nivel celular. En
este sentido se plantea que mientras determinados
procesos que implican una sintesis activa de proteinas
(como la division celular) son afectados total o
parcialmente por el estrés osmotico debido a la presencia
de sales en el medio de crecimiento, otro grupo importante
de proteinas podrian ser sobre-expresadas (41). Entre
estas se encuentran las enzimas antioxidantes como
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mecanismo para eliminar los radicales libres de oxigeno,
cuyos niveles aumentan por lo general, bajo el efecto del
estrés salino (36, 41), asi como enzimas ATPasas,
transportadores proteicos de iones y acuaporinas para
mantener la homeostasis idnica intracelular (42).
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Figura 4. Contenido de proteinas totales solubles en
tejido foliar de las variedades de arroz
Pokkali y A-82 en condiciones de estrés
salino y control durante la fase de plantula
alos 15dias después de impuesto el estrés
salino

CONTENIDO DE PROLINA

El contenido de prolina no mostré en ninguna de las
variedades diferencias significativas para CE de 8 dS.m™
respecto al control (Figura 5), aunque con el aumento de
la CE la variedad A-82 mostr6 una tendencia al aumento
en los niveles acumulados de este aminoacido que en
CE de 12 dS.m™alcanza niveles altamente significativos.
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Figura 5. Contenido de prolina en tejido foliar de
las variedades de arroz Pokkali y A-82 en
condiciones de estrés salino y control
durante la fase de plantula a los 15 dias

después de impuesto el estrés salino
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Por su parte, la variedad Pokkali mostré una ligera
disminucién en la CE de 12 dS.m™*, siendo en esta CE
donde se observaron cambios significativos de los niveles
de prolina para ambas variedades ante el estrés salino
impuesto respecto a su control correspondiente.

El aumento del contenido de prolina en tejido foliar,
asi como radical, de cultivares de arroz expuestos a
condiciones salinas ha sido ampliamente fundamentado,
convirtiéndose esto en un rasgo distintivo en la mayoria
de las plantas, planteandose ademas, que juega un papel
importante en los mecanismos de ajuste osmético o el
uso eficiente del agua y como compuesto antioxidante
no enzimatico (43, 44).

En el presente estudio, una mayor acumulacion de
prolina se detect6 en los tejidos foliares de la variedad
susceptible A-82 en la CE de 12 dS.m™, lo cual pudo
estar dado por la mayor necesidad de ajuste osmético
ante el estrés salino para garantizar la toma de agua en
estas condiciones. Estos resultados, concuerdan con lo
planteado por algunos autores, quiénes detectaron una
mayor acumulacién de prolina en el cultivar IR29, sensible
a la salinidad (1) y por otros que detectaron mayor
incremento de los niveles de prolina en cultivares sensibles
de frijol comun (45). Moradi e Ismail (1) sostuvieron que el
incremento en la concentracién de prolina no pudo ser
asociado con la tolerancia a la salinidad en cultivares de
arroz contrastantes en su grado de tolerancia a la
salinidad. Elevados niveles de prolina puede también
conferir regulacién adicional bajo estrés salino, tal como
su papel en el control de transportadores involucrados en
el ajuste osmético celular de la membrana plasmatica en
raices de cebada (46).

Existen evidencias de una mayor acumulacién del
contenido de prolina en cultivares de arroz tolerantes a la
salinidad respecto a cultivares sensibles (43, 47); asi
también, como respuesta para mantener la turgencia
celular en cultivares de trigo (48); sin embargo, en el
presente estudio los resultados no concuerdan con lo
anteriormente sefialado.

Otra posible explicacion de la mayor acumulacion
de prolina en A-82 pudiera estar dado por el hecho de que
la acumulacién de este aminoacido no solo es provocada
por la activacion de la biosintesis, sino también por la
inactivacién de la degradacién, lo que resulta en una
disminucién en el nivel de acumulacién de prolina en
plantas rehidratadas (49).

No obstante, repuestas diferentes pueden ser
observadas por los diferentes cultivares de arroz en cuanto
a la acumulacion de prolina en condiciones de estrés
salino teniendo en cuenta la CE de 12 dS.m™. Dado el
hecho de que la biosintesis de prolina es un proceso
altamente demandante de energia y que se requieren
cantidades pequefias de prolina probablemente para el
control de transportadores de la membrana plasmatica
(32), la sobreproduccion de prolina en A-82 mas bien puede
ser interpretada como un mayor dafio ante el estrés salino.
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Estos resultados evidencian una respuesta diferencial
ante el estrés salino impuesto entre las variedades Pokkali
y A-82, si se tiene en cuenta la CE de 12 dS.m* y los
indicadores evaluados, peroxidacion lipidica, evaluada
mediante la concentracion de malondialdehido, actividad
de la enzima peroxidasa y acumulacion de prolina, lo que
permite usar estas variables para la discriminacién de
genotipos de arroz tolerantes a la salinidad en edades
tempranas de crecimiento y desarrollo.
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