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RESUMEN 

El  uso eficiente del agua de riego en el cultivo del arroz es prioritario, debido  a los volúmenes de agua que consume este cereal; por tal motivo se hace  necesario la aplicación de alternativas que disminuyan los volúmenes de agua a  utilizar, sin que se afecte el rendimiento agrícola. La investigación se  realizó en la Estación Experimental del Zaidín, Granada, España, en condiciones  semi-controladas en macetas plásticas, con plantas de arroz `INCA LP-5´, que se  cultivaron en condiciones de anaerobiosis y fueron expuestas a déficit hídrico,  mediante la suspensión de la lámina de agua en tres momentos, a los 30, 40 y 50  DDT por un periodo de 15 días. Se evidenció que la suspensión de la lámina de  agua provocó un estrés hídrico en la planta, que se manifestó a través de la  disminución del desarrollo aéreo de la planta, el potencial hídrico foliar y la  conductancia estomática. Por el contrario, se incrementó la masa radical de la  planta, el contenido de prolina, de peróxido de hidrógeno, el daño oxidativo y  el contenido del antioxidante glutation, a la vez que disminuyó el ascorbato  reducido. En sentido general, el déficit hídrico en la planta se agudizó cuando  se aplicó a los 50 DDT, respecto a la suspensión de la lámina de agua a los 30  DDT.
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ABSTRACT 

The efficient use of irrigation water in rice cultivation  is a priority, due to the volume of water consumed this grain; for this reason  the application of alternatives that reduce the volumes of water to use is  necessary, without it affecting the agricultural performance. The research was  conducted at the Experimental Station of Zaidín, Granada, Spain, in  semi-controlled plastic flowerpots conditions with rice plants `INCA LP-5’,  which were cultured under anaerobic conditions and were exposed to water  deficit by the suspension of the water lamina in three stages, at 30, 40 and 50  DAT for a period of 15 days. It was evident that the suspension of the lamina  of water caused water stress on the plant, which manifested itself through  decreased air plant growth, leaf water potential and stomatal conductance. On  the contrary, the plant root mass, the content of proline, hydrogen peroxide, oxidative  damage and antioxidant glutathione content increased, while the reduced  ascorbate decreased. In general, the water deficit worsened in the plant when  applied to the 50 DAT, regarding the suspension of the water level at 30 DAT.
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INTRODUCCIÓN

En  Cuba, el arroz se cultiva en tres condiciones diferentes en función del agua  que se aplica. 
  La primera condición es con riego o aniego, que necesita  suficiente disponibilidad de agua para garantizarle al cultivo, en todo o en  gran parte de su ciclo, con una lámina de agua de 10 cm aproximadamente. La  segunda, se conoce como arroz de secano, dependiente de las precipitaciones  durante todo su ciclo biológico, que exige como aproximado 200 mm de lluvia por  mes y es importante, tanto la cantidad, como la frecuencia de las lluvias. En  estas condiciones, este cereal sufre serias afectaciones por la falta de agua a  lo largo de su ciclo, cuando no existen precipitaciones  abundantes, ni fuentes estables de abastecimiento. Por último, el cultivo de  arroz en condiciones de secano favorecido, también es dependiente de las  lluvias, pero en ocasiones recibe abastecimiento de agua por riego (1). A pesar  de que el arroz se cultiva en las tres condiciones antes mencionadas, el aniego  permanente representa la superficie mayor (2) y los rendimientos aun no superan  las 3,5 t ha-1 como promedio nacional (1).

  

    Desde la década de los 90` se realizaron investigaciones relacionadas con el  manejo del agua, a través de la aplicación de un déficit hídrico (estrés  hídrico) en la fase vegetativa en el cultivo del arroz por siembra directa, las  cuales demostraron el incremento del rendimiento agrícolaA;  resultados que se incluyeron en las Normas Técnicas del Cultivo del 2005. No  obstante, estas investigaciones no profundizaron en la respuesta fisiológico y  bioquímico a nivel de la planta y no incluyeron la forma de producción de arroz  por la tecnología de trasplante. El arroz cultivado por esta tecnología consume  menos agua que el arroz que se cultiva por siembra directa (3), aun así, no se  ha informado para esta tecnología el momento que se puede aplicar un déficit  hídrico, como alternativa para ahorrar agua de riego e incrementar el  rendimiento agrícola.

  

    En Cuba han realizado varios estudios que profundizaron en el efecto del  déficit hídrico inducido en estadios tempranos del crecimiento en el arroz,  para identificar variables fisiológicas que faciliten la selección de  variedades tolerantes y conocer la contribución de los carbohidratos del tallo  en el llenado de los granos por siembra directa (4).

  

Una forma posible de aumentar el rendimiento agrícola del arroz, con una  eficiencia mayor en el uso del agua, pudiera ser la aplicación del estrés  hídrico durante la fase vegetativa. El objetivo de esta primera parte es  evaluar la respuesta fisiológica y bioquímica del arroz cultivado en  condiciones de anaerobiosis y expuestos a suspensión de la lámina de agua por  un periodo de 15 días en la fase vegetativa.

 

MATERIALES  Y MÉTODOS

La investigación se  realizó en la Estación Experimental del Zaidín, Granada, España (EEZ) en el año  2010 en condiciones de invernadero, con plantas de arroz cv. INCA LP-5.

  

  Inicialmente se estableció un semillero de arroz en bandejas plásticas de 0,40  x 0,80 x 0,08 m con arena estéril. Para lograr la germinación del arroz, se  regaron las bandejas hasta lograr una lámina de agua de 5 cm por encima de la  superficie de la arena por un periodo de 24 horas, momento a partir del cual se  desaguó la bandeja, manteniendo la arena a máxima capacidad de retención de  agua, hasta que brotaron dos hojas por planta. Con posterioridad, se  restableció la lámina de agua de 3 cm hasta 
  los 30 días después de la emergencia (DDE).

  

  A los 30 DDE se trasplantó una planta en cada maceta de 1 kg de capacidad (0,18  m de alto 
  y 0,13 m de diámetro), que contenían un sustrato compuesto por arena  (granulometría <1 mm) y suelo  (granulometría <5 mm) en proporción 1:1 (v:v). Previamente se  esterilizó la arena a 120 ºC durante 20 min, en una autoclave Selecta, modelo  PRESOCLAVE-II 75 L, y el suelo a 95-100 ºC, 
  durante 60 min diarios por tres días consecutivos. El suelo que se utilizó, se  clasificó como Fluvisol Háplico Calcáreo (5), el que presentó un pH de 8,1  (medido por potenciometría), 1,81 % de materia orgánica (6), fósforo asimilable  6,2 mg kg-1 (P-Olsen) y potasio intercambiable 0,34 cmol kg-1 (extracción con NH4OAc 1 mol L-1 a pH 7). 

  

  Las macetas se colocaron en el invernadero donde se estableció el semillero,  con temperaturas 
  de 26 y 22 ºC (día/noche, respectivamente). La humedad relativa entre 50-70 %,  fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y radiación  fotosintéticamente activa de 850 µmol m-2 s-1, medida con  un LICOR portátil (Lincoln, NE, EE.UU., modelo LI-188B); siguiendo un diseño  experimental Completamente Aleatorizado, con arreglo bifactorial y cinco  repeticiones. Se emplearon 15 macetas por tratamiento, que permitieron realizar  las evaluaciones después de cada periodo sin lámina de agua.

  

  El suministro de agua consistió, en mantener una lámina de agua de 5 cm sobre  la superficie del sustrato en todos los tratamientos. Al 50 % de las macetas se  le suspendió la misma a los 30, 40 y 50 días antes del trasplante (DDT), por un  periodo de 15 días. Momento en el cual se repuso la lámina de agua que  permaneció hasta los 15 días antes de efectuar la cosecha. El grupo de macetas  a las que no se les suspendió la lámina de agua quedaron como tratamientos  testigos.

  

  La aplicación total de nutrientes, correspondiente a 0,123 g de N; 0,050 g de P2O5 y 0,059 g de K2O por maceta, se realizó a los 20, 35 y 60 DDT,  aplicando en cada momento el 30, 40 y 30 %, respectivamente, utilizando como  portadores Urea (46 % de N), Superfosfato Triple (46 % de P2O5)  y Cloruro de Potasio (60 % de K2O), respectivamente.

  

  Muestreo y evaluaciones realizadas

  

  Se tomaron cinco plantas por tratamiento a los 15 días después de la  suspensión de la lámina de agua (45, 55 y 65 DDT), para evaluar la altura de  las plantas (AP), la masa fresca aérea (MFA) 
  y de las raíces (MFR), el rendimiento agrícola y sus componentes, el potencial  hídrico foliar (Ψh),
  la conductancia estomática (CE), los contenidos foliares de prolina (PRO),  peróxido de hidrógeno (H2O2), de daño oxidativo a lípidos  (DOL), el contenido de ascorbato reducido (ASC), el glutation reducido (GSH), además de la colonización micorrízica en la  raíz.

  

  La AP se midió desde la superficie del sustrato hasta el extremo  superior de la hoja más larga proyectada en la misma dirección del tallo. La  MFA y la MFR se determinaron por separado, a través de un corte que se realizó  en la base del tallo, las masas de ambos se midieron en una Balanza Técnica  (Denver Instrument PK-601, con margen de error de 0,01 g) y se expresó en g  planta-1. 

  

  El Ψh se determinó por el método  Psicrométrico (7), dos horas después de iniciarse el fotoperiodo diurno  (entre las 9:00 y 10:00), para lo cual se utilizó un sistema integrado por el  microvoltímetro HR-33T conectado a una cámara psicrométrica C52 (Wescor Inc,  Logan, UT, USA). Se tomaron 10 discos (0,005 m de diámetro) por tratamiento, de  la parte central de las hojas de la planta y se colocaron en la cámara durante  15 min, para estabilizar la temperatura y el vapor de agua del disco, antes de  realizar la lectura del Ψh, el cual se expresó en MPa.

  

  La CE se midió utilizando un Porómetro AP4 (Delta-T Devices Ltd, Cambridge,  Reino Unido), en las mismas horas en las que se determinó el Ψh y se  expresó en mmol H2O m-2 s-1. Ambas variables  se midieron en las hojas bien desarrolladas del tercio superior de la planta.

  

  Para los análisis bioquímicos de PRO, H2O2, DOL y GSH, se tomaron tres muestras cada una de 0,5 g  por planta y de 0,2 g por planta para el ASC, que se congelaron en el momento  de los muestreos con nitrógeno líquido y se conservaron a -80 ºC.

  

  Después de macerar las muestras en nitrógeno líquido y añadido solución de  extracción específica para cada variable (Tabla), se centrifugó o filtró según  correspondió y se extrajo el sobrenadante (extracto). El precipitado de cada  extracción, se colectó en Eppendorf estériles, previamente pesados para  determinar la masa seca (MS). En todos los casos se midió la absorbancia por  espectrofotometría de absorción molecular (Hitachi, modelo U-1900, Japón).



  

  La PRO se determinó a 530 nm de absorbancia  (8), utilizando reactivo de ninhidrina. Se realizó una curva patrón a  partir de una solución de prolina (1 mM) con las siguientes concentraciones: 0,  25, 50,100, 200 y 300 µM) de prolina.

El contenido de peróxido  de hidrógeno se determinó en las hojas (9), a 508 nm absorbancia. Como blanco  se utilizó TCA 5 % en lugar de extracto y la curva patrón se preparó con H2O2 disuelto en solución de extracción (Tabla).  El contenido de H2O2 se expresó en nmol g-1 MS.

  

  El daño oxidativo a lípidos se determinó mediante la lectura de la absorbancia  a 532 y 600 nm (10), este parámetro se estimó a partir del contenido de  sustancias reactivas de ácido tiobarbitúrico y se expresó como equivalentes de  MDA (11). Como blanco se utilizó solución de extracción en lugar de extracto  (Tabla) y para la curva patrón  se preparó con malondialdehído (MDA) disuelto en solución de extracción, en el  rango de 0,1-10 nmol. El DOL se expresó en nmol MDA g-1 MS.

  

    El contenido de ASC se cuantificó a 524 nm (12). Como blanco se utilizó  solución de extracción en lugar de extracto (Tabla). El contenido de  ascorbato reducido se expresó en nmol g-1 MS.

  

    El contenido de GSH se determinó, a 412 nm durante 5 min con un intervalo de 1  min (13). Como blanco se utilizó solución de extracción en lugar de extracto  (Tabla) y para la curva patrón  se utilizó glutation oxidado (GSSG) disuelto en solución de extracción. El contenido de glutation reducido se expresó en  nmol g-1 MS.

  

    Las medias de los tratamientos se compararon a partir de los intervalos de  confianza para α=0,05.

 

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

La suspensión de la lámina  de agua (Con E) condicionó el agrietamiento del sustrato en la maceta, además  del enrollamiento y erección de las hojas, evidenciando un déficit hídrico en  la planta, en los tres momentos que se suspendió la lámina de agua (Figura 1).



  

    



  Comportamiento de otros indicadores  fisiológicos en las plantas

    

  En la Figura 2 se presenta el efecto en  la altura (AP), la acumulación de masa fresca de la parte aérea (MFA) y de las raíces (MFR) de plantas de arroz que  permanecieron con una lámina de agua desde el momento del trasplante (Sin E) y que fueron expuestas a suspensión  de la lámina de agua (Con E) por un periodo de 15 días, a los 30, 40 y 50 DDT.



  

  Las plantas expuestas a suspensión de la lámina de agua mostraron menor AP (Figura 2A) y MFA (Figura 2B). En el  caso de la MFR se presentaron los valores mayores en las plantas expuestas a  suspensión de la lámina de agua en los tres momentos que se impuso esta  condición (Figura 2C).

  

  La variable potencial hídrico foliar (Ψh) y conductancia estomática  (CE) se muestran en la Figura 3. El periodo sin lámina de agua provocó un  estrés hídrico en la planta, que se incrementó en la medida en que el estrés se  impuso más tardíamente, reflejado esto en una disminución del Ψh (Figura 3A).



  

Las plantas que se expusieron a suspensión  de la lámina de agua en los tres momentos, evidenciaron déficit hídrico,  reflejado esto en una disminución de la CE (Figura 3B). La CE, siempre fue  mayor en las plantas testigos (Sin E), encontrándose los valores mayores en  aquellas evaluadas a los 45 DDT. Bajo estas condiciones, no se apreciaron  diferencias a los 45 y 55 DDT.

  

  La disminución del Ψh y la CE indicaron un déficit hídrico en  las plantas provocado por la reducción del suministro de agua, variables que se  han utilizado como indicadores de estrés por déficit hídrico en otros cultivos,  como en tomate (14), Sorghum bicolor L. Moench (15), en maíz (16) y en  el arroz (3, 17).

  

  En la medida que el estrés hídrico se impuso más tardíamente, se correspondió  con la limitación del crecimiento y desarrollo de la planta de arroz, lo que  pudiera atribuirse a una disminución de la entrada de CO2 en las células y una baja  eficiencia en el uso de la luz; a la vez que pudo provocar la inactivación del  sistema fotosintético y por lo tanto, las plantas no produjeron asimilados  suficientes que contribuyeran con la división celular del  tejido meristemático para el crecimiento de la planta (18).

  

    Resultados similares  se informaron al cultivar  arroz en condiciones no inundadas e inundadas (19). 
    Estos mismos autores destacaron que el arroz es sensible a potenciales hídricos  en el suelo inferiores a -30 KPa y además de que, el estrés hídrico estimula el  crecimiento radical. Aunque, a este nivel de potencial no se reduce la  transpiración en otros cultivos de secano, en arroz sí ocurre (19), por  presentar una elevada sensibilidad en los estomas, lo que está relacionado con  los mecanismos de señalización de la raíz a través del ABA para evitar las  pérdidas de agua (20, 21). 

  

    Todo lo anterior indicó que la respuesta encontrada en cuanto al Ψh y CE, también se relaciona con la capacidad de absorción de agua de las plantas  y presumiblemente con la conductividad hidráulica de la raíz; lo que al parecer  disminuyó la resistencia al paso del agua, a pesar de un crecimiento mayor de  las raíces, respecto al tratamiento testigo (Sin E).

  

    Los rangos de Ψh encontrados con la imposición del estrés hídrico  por un periodo de 15 días, indicaron que este fue severo para aquellas plantas  que fueron expuestas al mismo a los 40 y 50 DDT y de moderado a los 30 DDT,  según los rangos propuestos desde el año 1973 (22). Propuesta que se realizó a  partir de un análisis de los resultados publicados sobre el efecto del estrés  hídrico en las plantas y definió tres grados de estrés para categorizar el  estado hídrico de la planta, teniendo en cuenta los valores de Ψh y  el contenido relativo de agua (CRA):

  

    Déficit hídrico ligero: cuando el Ψh es mayor de -5 bar (-0,5 MPa) y  el CRA se reduce en un 8-10 %.

  

    Déficit hídrico moderado: el Ψh está entre -5 bar (-0,5 MPa) a -12 o  -15 bar (-1,2 MPa o -1,5 MPa) y el CRA decrece entre 10 y 20 %.

  

    Déficit hídrico severo: el Ψh es menor de -15 bar (-1,5 MPa) y el  CRA disminuye en más de 20 %.

  

    Teniendo como referente la categorización propuesta se corrobora que, para los  tratamientos expuestos a déficit hídrico a los 40 y 50 DDT el estrés hídrico  fue severo, dado probablemente por modificaciones bioquímicas durante la  exposición al estrés (9), como se analizará a continuación.

  

  Comportamiento de indicadores  bioquímicos en las plantas

  

    En la Figura 4, se  muestra el contenido de prolina (PRO), de peróxido de hidrógeno (H2O2), el daño oxidativo a lípidos (DOL), contenido de ascorbato  reducido (ASC) y de glutation reducido (GLT) en las plantas de arroz.



  

  En cada momento de evaluación se encontró que en los tratamientos sin estresar  (Testigo) las plantas presentaron los contenidos menores de PRO, dicho  contenido disminuyó cuando estas tuvieron un crecimiento y desarrollo mayor  (Figura 4A).

  

  Los contenidos de H2O2 a  los 30, 40 y 50 DDT fueron bajos en las plantas testigos (Sin E)  (Figura 4A), respecto a los tratamientos expuestos a estrés hídrico (Con  E), en estos se incrementó el contenido de H2O2 en la  medida que más tardíamente se aplicó el estrés (50 DDT).

  

  El DOL (Figura 4C) fue menor en las plantas que no se expusieron a estrés por  déficit de agua (Sin E) y entre estas, fue superior al evaluar este indicador a  los 45 DDT. Los valores mayores de DOL se encontraron en las plantas expuestas  a estrés hídrico y dentro de estos tratamientos la imposición de esta condición  a los 30 DDT presentó valores superiores.

  

  Al analizar los contenidos de la molécula antioxidante no enzimática ASC  (Figura 4D), se encontraron incrementos de la misma en los tratamientos  testigos en los tres momentos en que fueron evaluados (45, 55 y 65 DDT) y entre  estos los contenidos más altos correspondieron a las plantas evaluadas a los 45  DDT.

  

  Por otra parte, en los tratamientos expuestos a estrés hídrico los contenidos  de ASC disminuyeron en la medida en que el estrés se impuso más tardíamente.

  

  En cuanto al contenido de GSH (Figura 4E), los valores mayores se encontraron  en las plantas de los tratamientos estresados, correspondiendo los valores  superiores a las plantas evaluadas a los 45 DDT (el estrés se impuso a los 30  DDT).

  

  Varios autores refieren una  acumulación elevada e incrementos de la síntesis de PRO ante condiciones de  estrés, como mecanismo osmoregulador y de ajuste osmótico en las plantas  expuestas a estrés abiótico (20, 23),  además de que el incremento de la PRO está directamente relacionado con la  producción de H2O2 (24).

  

  Los resultados encontrados en cuanto a la PRO, al finalizar el  periodo de estrés hídrico (45 DDT) indicaron que, la PRO puede que esté  expresado como señalizador de la condición a las que fueron expuestas las  plantas, aun cuando se expresara como agente osmoprotector (19),  o incluso haciendo las dos funciones. Estos dos mecanismos se informaron por  varios autores (23, 24). La PRO es un indicador eficiente que se  usa con frecuencia para valorar la tolerancia de las plantas ante una condición  de estrés biótico o abiótico (4, 8, 16, 17, 23) y en la selección de cultivares  tolerantes al estrés hídrico o la sequía (24).

  

  El incremento del contenido de GSH se correspondió con la disminución del DOL y  del contenido de H2O2 encontrados en las plantas de  arroz, por lo que, se puede sugerir su relación directa en la reducción del H2O2 a H2O. En la eliminación del H2O2 participan  otras enzimas antioxidantes tales como, peroxidasa (PRX), ascorbato peroxidasa  (APX), glutation reductasa (GR), superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), de  conjunto con el ciclo ascorbato-glutation, dentro del mecanismo de defensa de  la planta ante un déficit hídrico (25).

  

  Al parecer dado los niveles de GSH encontrados, su acumulación en las plantas  está relacionada con señales que regulan esta reacción, debido a que este contribuye con la regeneración  del ASC (26, 27).

  

  Resultados similares se informaron por otros autores (17, 20), coincidiendo con una reducción  del DOL y del contenido de H2O2, cuando se  incrementó el contenido de GSH, pero en plantas de arroz  cultivadas en condiciones de aerobiosis expuestas a déficit hídrico por un  periodo de 15 días. Diversos autores han utilizado el DOL como un indicador en  las plantas expuestas a estrés biótico o abiótico, así como el contenido de  peróxido de hidrógeno (25, 27–31).

  

  Lo anterior permite interpretar que,  en las condiciones de anaerobiosis el ASC es posible que realice funciones como  la disminución de los excesos de ROS superior al GSH o viceversa, dentro del  mecanismo ascorbato-glutation. Otra interpretación puede ser que, en estas  condiciones se manifestó un aumento en la actividad enzimática, a partir de la  oxidación o reducción de estas dos moléculas (ASC y GSH),  aspecto no evaluado en este trabajo y  resulta de interés continuar investigando este mecanismo de  oxidación-reducción. Al respecto se informó la necesidad de cuantificar con exactitud las modificaciones del  estado redox dentro de la célula, durante tensiones relativamente leves de  estrés oxidativo (27), con la finalidad de cuantificar las trasformaciones  reconocidas por las ROS que escapan  del sistema antioxidante y cuantos se modulan por la vía del sistema de señales  (28).

  

  La acumulación del ASC y el GSH, además de contrarrestar la producción  de H2O2 en la planta, pudieran estar participando en la  eliminación de otras ROS, como es el caso de los radicales libres el superóxido  (O2-), el hidroxilo (OH-) y el oxígeno singlete (1O2). 

 

CONCLUSIONES


  	La suspensión de la lámina  de agua por un periodo de 15 días provocó un estrés hídrico en la planta, que  se manifestó a través de la disminución del crecimiento y desarrollo aéreo de  la planta, el potencial hídrico foliar y la conductancia estomática, por el  contrario, se incrementó la masa radical de la planta.


  	    Desde el punto de vista bioquímico se incrementó el contenido de prolina, de  peróxido de hidrógeno, el daño oxidativo y el contenido del antioxidante  glutation, a la vez que disminuyó el ascorbato reducido.


  	    En sentido general, el déficit hídrico en la planta se agudizó cuando se aplicó  más tardíamente el mismo (50 DDT), respecto a la suspensión de la lámina de  agua a los 30 DDT.




 

NOTAS  AL PIE
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Figura 4. Contenido de Prolina foliar (A), contenido de peréxido de hidrégeno (B), dafio oxidativo  lpidos.
(C), contenido de ascorbato reducido (D) y contenido de glutation reducido (), en plantas
cultivadas con lamina de agua (Sin E)y expusstas a suspension de la misma (Con E) a los 30,
40y 50 DDT, respectivamente
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Figura 2. Altura (A), masa fresca aérea (B) y masa fresca de la raiz C), en plantas cultivadas con ldmina de.
‘agua (Sin E) y expuestas a suspension de la misma (Con E) alos 30, 40y 50 DDT, respectivamente
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Figura 3. Potencial hidrico foliar (A) y conductancia estomatica (8), en plantas cultivadas con lamina de.
‘agua (SinE) y expuestas a suspension de la misma (Con E) alos 30, 40 y 50 DDT, respectivamente
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Tabla. Condiciones y procedimientos de extraccion vegetal para la determinacion de las variables

bioquimicas analizadas.
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2% )
Gltation rducidoy prolina _ Acidosulfusalclco % (mv) smL 1000 g e 10 mina 4°C
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Figura 1. Efectos de la suspensién de la lsmina
de agua por un periodo de 15 dias a los
30 DDT, en condiciones de macetas





