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RESPUESTAS FISIOLOGICAS, BIOQUIMICAS Y MOLECULARES DE ARROZ A LA

APLICACION DE ELEMENTOS BENEFICOS
Sara Monzerrat Ramirez Olvera, D.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN
El arroz es uno de los alimentos basicos para la poblacion mundial, no obstante, su produccion se
enfrenta a los efectos del cambio climatico, como la sequia. Los elementos benéficos como el
silicio (Si) y el cerio (Ce), han mostrado mejoras en el metabolismo vegetal, aln en condiciones
de estrés, sin embargo, son pocos los estudios de su efecto en cultivares mexicanos de arroz. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar la aplicacion de Siy Ce a plantas de arroz en condiciones
sin estrés y bajo estrés osmotico, asi como la aplicacién de Ce durante el crecimiento inicial, y su
efecto en las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y nutrimentales. Plantulas de arroz Morelos A-
98 de 14 d de edad se trataron con 1y 2 mM SiO2 0 25 y 50 uM Ce por 28 d, posteriormente la
mitad de plantas se sometieron a estrés osmotico con la adicion de PEG 8000 al 10% durante 7 d,
y se mantuvieron los niveles de Si o Ce. Después de evalud el crecimiento, la concentracion de
biomoléculas y nutrimentos. Para la evaluacién del crecimiento inicial, semillas de arroz se
colocaron en contenedores de plastico y se suministraron 0, 4, 8 y 12 uM Ce durante seis dias y se
cuantificd la concentracion de compuestos fendlicos y fitohormonas. ElI Ce, modifica el

crecimiento en funcion del estado de la planta, y la concentracion de biomoléculas y nutrimentos.

Palabras clave: Bioestimulacion, cultivares mexicanos de arroz, elementos benéficos, Oryza

sativa.



PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR RESPONSES OF RICE TO

THE APPLICATION OF BENEFICIAL ELEMENTS

Sara Monzerrat Ramirez Olvera, D.C.

College of Postgraduates, 2021

ABSTRACT
Rice is one of the staple foods for the world's population, however, world production is facing the
effects of climate change, such as drought. Beneficial elements such as silicon (Si) and cerium
(Ce) have shown improvements in plant metabolism, even under stress conditions, however, there
are few studies of their effect in Mexican rice cultivars. The objective of this research was to
evaluate the application of Si and Ce to rice plants under normal conditions and under osmotic
stress, as well as the application of Ce during the initial growth, in the physiological, biochemical
and nutritional responses. Morelos A-98 rice seedlings of 14 d of age were treated with 1 and 2
mM SiO> or 25 and 50 uM Ce for 28 d, then half of the plants were subjected to osmotic stress
with the addition of PEG 8000 at 10% during 7 d, and the levels of Si or Ce were maintained. After
the growth, the concentration of biomolecules and nutrients were evaluated. For the evaluation of
the initial growth, rice seeds were placed in plastic containers and 0, 4, 8 and 12 uM Ce were
supplied for six days and the concentration of phenolic compounds and phytohormones was
quantified. Ce modifies growth depending on the state of the plant, and the concentration of

biomolecules and nutrients.

Keywords: Biostimulation, mexican rice cultivars, beneficial elements, Oryza sativa.
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INTRODUCCION GENERAL

El arroz (Oryza sativa) es un cultivo de suma importancia para la poblacion mundial (Seck et al.,
2012). Es considerado un producto importante en la seguridad alimentaria, ademéas de ser un
alimento estratégico contra la desnutricion (Beyer, 2010). Actualmente es el tercer cereal mas
producido en el mundo, precedido por el maiz y el trigo (FAOSTAT, 2021).

México se encuentra dentro de los veinte paises con mayor consumo de arroz en el mundo, ubicado
en el nimero veinte (AMIS, 2021). La produccion de arroz para el afio 2018 fue de 0.20 millones
de toneladas (MMt) con un rendimiento de 6.51 Mg ha™. Sin embargo, del afio 2007 al afio 2018
la superficie sembrada en México disminuyo en 53.90% (FAOSTAT, 2020). Aunado a esto
México se encuentra en la posicion nimero 10, de los paises con mayor importacion de arroz
(AMIS, 2020). En el afio 2017, se importaron 1182.22 Mt, las cuales superaron en 4.45 veces la
produccion nacional (FAOSTAT, 2020).

Aunado a esto, la produccion mundial de alimentos se enfrenta a los efectos del cambio climético,
como la sequia, y el aumento de la poblacién mundial (Smith y Gregory, 2013). En los dltimos
ahos, la frecuencia e intensidad de la sequia ha incrementado, lo que afecta a la produccion y
seguridad alimentaria (Madadgar et al., 2017). En este contexto, es necesaria la busqueda de
alternativas que permitan dar solucién a estos problemas. La nutricion vegetal, en especifico los

elementos benéficos han mostrado mejorar el crecimiento de plantas en condiciones de estrés.

Silicio
El Silicio (Si), es un metaloide, solido de color gris, con baja conductividad (Daub y Seese, 1996).
El segundo elemento méas abundante en la corteza terrestre, se encuentra silicatos y dioxido de

silicio (Gillespie et al., 1990).



1.1.1. Absorcion y trasporte de Si por la raiz

Las plantas absorben silicio (Si) en forma de acido monosilicico (H4SiO4), molécula no cargada,

con valores de pH entre 2 a 9 (Epstein, 1994; Raven, 2003).

La entrada de Si a la célula, se realiza mediante el acoplamiento de un trasportador de influjo y
uno de eflujo, con diferente polaridad y localizacion celular (Yamaji y Ma, 2007). En arroz se han
identificado los genes OsLsil y OsLsi2 que se encuentran en las mismas capas celulares, pero con
diferente polaridad, y se expresan constitutivamente en las zonas maduras y puntas de las raices,
respectivamente (Ma et al., 2007; Ma 'y Yamaji, 2008). Ademas, las raices de arroz, presentan dos
bandas de caspary, en la exodermis y la endodermis, lo que evita el movimiento de Si a través de
cada capa celular. Por lo tanto, el Si es importado primero en el simplasto por Lsil en el lado distal
de las células exodérmicas y luego exportado por Lsi2 en el lado proximal a las conexiones
apoplésticas (Ma y Yamaji, 2015). Por tanto, las plantas de arroz al poseer un trasportador de
entrada y uno de salida, poseen un sistema de trasporte de Si efectivo, que permite que el arroz

acumule hasta 10% de Si (May Yamaji, 2015).

OsLsil, es un canal bidireccional pasivo, que permite la entrada de Si a través de la membrana,
desde el apoplasto a las células corticales de la raiz (Ma y Yamaji, 2015). La absorcion de acido
silicico por Lsil es un proceso pasivo. En arroz, Lsil se encuentra en el cromosoma 2 y codifica
para una proteina de 298 aminoacidos (Ma y Yamaji, 2008). Este canal, pertenece al grupo de
proteinas de membrana acuaporinas, al subgrupo NIP 111 similar a Nod26 (Ma y Yamaji, 2015).
Las acuaporinas, son proteinas de membrana formadoras de poros, que pertenecen a la familia
proteinas integrales de membrana (PIM), cuales facilitan el trasporte de agua y/o solutos
(Deshmukh et al., 2015). Dentro de este grupo, se encuentran las proteinas intrinsecas similares a

NOD26 (NIP), las cuales facilitan el trasporte pasivo de agua, asi como pequefios solutos sin carga,



como el glicerol, amoniaco y acido borico (Ma y Yamaji, 2015). Ademas, poseen una alta
selectividad para una amplia gama de solutos, incluidos los metaloides, cuyo nombre se debe a la
similitud que poseen los miembros de este grupo con nodulina 26 (Echeverria y Zardoya, 2006).
A su vez las proteinas NIP se clasifican en tres subclases (NIPI, NIPII y NIPIII), asi mismo, las
proteinas NIP poseen un filtro de selectividad, relacionado con la especificidad del soluto, en arroz
se ha informado que el filtro de selectividad GSGR es necesario para regular la afluencia de Si

(Deshmukh al., 2015; Maurel et al., 2015).

Lsi2 codifica un transportador de aniones (Ma y Yamaji, 2008); impulsado activamente por una
bomba H* que consume ATP (Deshmuk y Bélanger, 2016). Capaz de transportar acido silicico
contra el gradiente de concentracion, mediante un comportamiento simporte y la participacion de
H*-ATPasa en la activacion de este transporte activo secundario (Maet al., 2011; Yan et al., 2018).
La actividad de Lsi2 es inhibida por la baja temperatura y pH alto (Ma et al., 2007). El arroz Lsi2
se expresa principalmente en las raices durante la etapa de crecimiento vegetativo (Ma y Yamaji,

2015).

1.1.2. Carga al xilema y deposicion en hojas

Se ha encontrado silicio en los tejidos de la mayoria de las especies de plantas terrestres con una
concentracion de brotes que varia entre 0.1 y 10% en peso seco (Epstein, 1999; Richmond vy

Sussman, 2003).

Una vez absorbido por Lsil en la exodermis y liberado por Lsi2, el &cido silicico se difunde a
través del apoplasto del paréenquima. Aungue el transporte Si al xilema es impulsado por la

corriente de transpiracion, algunos tejidos con bajas tasas de transpiracion pueden acumular Si a



niveles extremadamente altos, como la testa en las semillas de arroz (Ma et al., 2011; Yamaji et

al., 2015).

Lsi6 se localiza en el lado adaxial de las células del parénquima del xilema en las vainas y las
laminas de las hojas, y esta involucrado en la descarga del xilema (Ma y Yamaji, 2015);
transportando Si desde el xilema a las células del parénquima del xilema, que influye en su

posterior distribucion y depdsito de Si en los brotes (Yamaji et al., 2012; Ma 'y Yamaji, 2015).

Posteriormente, el &cido silicico, se polimeriza en silice amorfo, y se acumula en la pared celular
de hojas, y tallos. En arroz, el Si puede encontrarse como fitolitos en células de silice en haces
vasculares y/o presentes como cuerpos de silice en células buliformes, células fusiformes o
tricomas (Ma et al., 2004). Finalmente, en la etapa reproductiva el Si se deposita en la testa de
arroz, donde tiene importancia en la fertilidad del grano, puesto que disminuye la pérdida de agua

y la infeccion por patdgenos (Ma, 2004).

Asi mismo, se ha informado que la acumulacion de Si es superior en brotes en relacién con la
acumulacion en raiz, debido a la alta capacidad de trasporte de Si, al tener una fuerza impulsora
de absorcion continua de Si (Gao et al., 2006). En el arroz, més del 90% del Si captado por las

raices se transloca a los brotes (Ma y Yamaji, 2015).

Cerio

Las tierras raras o elementos de tierras raras (REE) son un grupo de 17 elementos metalicos
qguimicamente similares (15 lantanidos, méas escandio e itrio. En el grupo de los lantanidos se
encuentras los elementos lantano (La), cerio (Ce), praseodimio (Pr), neodimio (Nd), prometio
(Pm), samario (Sm), europio (Eu), gadolinio (Gd), terbio (Tb), disprosio (Dy), holmio (Ho), erbio

(Er), tulio (Tm), iterbio (Yb) y lutecio (Lu) (Alina 'y Henryk, 1984).



Estos elementos representan el 0.015% de la corteza terrestre, y se encuentran en concentraciones
similares al cobre, el plomo y el zinc (Wang et al., 1989). Su concentracién depende del material
parental y el tipo de suelo (Hu et al., 2006). Por ejemplo, suelos que se desarrollaron a partir de
roca ignea basica, roca ignea acida, arenisca y roca de lutita tienen contenidos de tierras raras mas
altos, que van de 174 a 219 mg kg 2, con relacion a los suelos que se originan de roca calcérea,

gue muestran concentraciones mas bajas de 137 a 174 mg kg* (Hu et al., 2006).

Los elementos de tierras raras, pueden fijarse en materia organica como quelatos o sulfuros

organicos, que se liberan solo en condiciones oxidantes fuertes (Hu et al., 2006).

Actualmente son pocos los estudios de la forma de absorcién y trasporte de cerio (Ce) en su forma
i6nica, en plantas superiores. Sin embargo, se ha reportado que el Ce presenta diferente
comportamiento en el suelo, en funcion del estado de oxidacion, por ejemplo, Ce** es menos movil,
forma Oxidos e hidroxilos con Mn y Fe respecto a Ce**, ademas, Ce3* es méas absorbido por las

plantas (He et al., 2019).

Asi también, el Ce es retenido por la banda de Caspary, lo que se refleja en mayores tasas de
absorcién de Ce por las raices y menores a las tasas de translocacion a parte aérea, presentado el
orden de acumulacion raiz> hoja> tallo (Brioschi et al., 2013; He et al., 2019). En arroz se ha
reportado el orden de translocacion raiz> hoja> tallo> grano (Wen et al., 2001). Lo cual se debe a
la acumulacion de Ce en la pared celular de las raices de arroz (Liu et al., 2012); principalmente
en raices jovenes, con pared celular primaria, durante las primeras etapas de desarrollo (Brioschi
et al., 2013). Debido a que, las raices pequefias muestran solo paredes celulares primarias que son
delgadas y caracteristicas de las células jovenes en crecimiento, mientras que las raices mas viejas

tienen células con paredes secundarias gruesas ricas en lignina. En tanto que raices viejas



secuestran el Ce, posiblemente al hacer complejos con lignina de las paredes secundarias que

puede precipitar el Ce (He et al., 2019).

En este contexto se ha reportado que en plantas de trigo (Triticum aestivum) (Hu et al., 2002);
arabidpsis (Arabidopsis thaliana) (Xue et al., 2012); maiz (Zea mays), frijol mungo (Vigna
radiata) (Diatloff et al., 2008); rabano (Raphanus sativus) (Zhang et al., 2015); arroz (Liu et al.,
2012; Ramirez-Olvera et al., 2018); y alfalfa (Medicago sativa) (He et al., 2019); el Ce es
absorbido por las raices y traslocado a parte area, donde la mayor acumulacion de Ce se tienen en

la raiz, en relacion a la parte area.

Ademas, se ha informado que la acumulacién de Ce es dependiente de la dosis de aplicacion. Liu
et al. (2012), indican que el tratamiento via raiz con 0.05, 0.1, 0.5y 1 mM Ce (NO3)3 a plantas de
arroz cv. Shengdao durante 13 d, presentd el 99.15, 99.13, 99.52 y 99.53% de la acumulacién de

Ce en raiz, respectivamente y el 0.85, 0.87, 0.48, 0.47% se acumuld en véastago.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivos

Analizar las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y moleculares de cultivares mexicanos de arroz,
tratados con didxido de silicio (SiO) y cloruro de cerio (CeClz) en condiciones convencionales

como bajo estrés osmotico.

Evaluar el efecto de la aplicacion de CeCls en el crecimiento inicial, concentracion de compuestos
fenodlicos y fitohormonas de cultivares mexicanos de arroz.
Hipotesis

La aplicacion de Ce y Si, a partir de CeClsy SiO., respectivamente afecta de manera positiva las
respuestas fisiologicas, bioquimicas, moleculares, en condiciones convencionales como bajo estrés

osmotico.

La adicion de CeCls modifica el crecimiento inicial de cultivares mexicanos de arroz, y la

concentracion de compuestos fenolicos y fitohormonas.



CAPITULO I. EL SILICIO ESTIMULA EL CRECIMIENTO Y EL METABOLISMO DE
LAS PLANTAS EN LAS PLANTAS DE ARROZ EN CONDICIONES DE ESTRES
OSMOTICO Y CONVENCIONAL
1.1. RESUMEN
La sequia es uno de los factores abioticos de mayor impacto en el crecimiento del cultivo de arroz
(Oryza sativa L.), y silicio (Si) puede estimular mejores respuestas en las plantas expuestas a
diversos tipos de estrés. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la aplicacion de 1y 2 mM Si
a plantas en condiciones normales y bajo estrés osmotico. Plantulas de arroz Morelos A-98 de 14
d de edad se trataron con 1y 2 mM SiO> por 28 d, posteriormente la mitad de las plantas se sometio
a estrés osmotico con la adicion de PEG 8000 al 10% durante 7 d, y se mantuvieron los niveles de
Si. La adicién de Si en condiciones convencionales y bajo estrés osmotico increment6 el volumen
de raiz, asi como la biomasa fresca y seca de raiz y la concentracion de clorofila b. Por otra parte,
en ambas condiciones de estudio, Si redujo la relacion véastago/raiz. En contraste el nimero de
macollos, biomasa fresca y seca de vastago, contenido de agua en vastago, concentracion de
clorofila a, total y la relacion a/b, concentracién de azlcares totales y prolina en vastago,
incrementd con la adicion de Si en condiciones de estrés osmatico. Asi también, la concentracion
de amino&cidos en raiz, concentracion de N en vastago y raiz, Mg en raiz, se redujo con la
aplicacion de Si en condiciones de estrés osmatico. En tanto que la adicion de Si en condiciones
normales, redujo la concentracion de azucares en raiz, K y Mn en raiz, asi como incremento la
concentracion de Fe y Zn en vastago. El Si en condiciones normales como bajo estrés osmatico,

modifica el crecimiento, la concentracion de biomoléculas y nutrimentos.

Palabras clave: Biomoléculas, elementos benéficos, nutrimentos y Oryza sativa.
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1.2. ABSTRACT
Drought is one of the abiotic factors with the greatest impact on the growth of rice (Oryza sativa
L.), and silicon (Si) can stimulate better responses in plants exposed to various types of stress. The
objective of this research was to evaluate the application of 1 and 2 mM Si to plants under normal
conditions and under osmotic stress. Morelos A-98 rice seedlings of 14 d of age were treated with
1 and 2 mM SiO- for 28 d, then half of the plants were subjected to osmotic stress with the addition
of PEG 8000 at 10% for 7 d, and they maintained the Si levels. The addition of Si under normal
conditions and under osmotic stress increased the root volume, as well as the fresh and dry root
biomass and the chlorophyll b concentration. On the other hand, in both study conditions, Si
reduced the stem/root ratio. In contrast, the number of tillers, fresh and dry stem biomass, stem
water content, chlorophyll a concentration, total and the a/b ratio, total sugar concentration and
proline stem, increased with the addition of Si under conditions of osmotic stress. Likewise, the
concentration of amino acids in the root, N concentration in the stem and root, Mg in the root, was
reduced with the application of Si under conditions of osmotic stress. While the addition of Si
under normal conditions, reduced the concentration of sugars in the root, K and Mn in the root, as
well as increased the concentration of Fe and Zn in the stem. Si under normal conditions such as

under osmotic stress, modifies growth, the concentration of biomolecules and nutrients.

Keywords: Biomolecules, beneficial elements, nutrients and Oryza sativa.
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1.3. INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa) es un cultivo de suma importancia, al ser el alimento basico de mas de la
mitad de la poblacion mundial (Seck et al., 2012; FAO, 2019). Sin embargo, su produccion
requiere abundante agua a lo largo de su ciclo de cultivo, por lo que el estrés por sequia limita su
crecimiento y rendimiento. Aunado a esto, se ha reportado que la frecuencia y la severidad de la
sequia aumentard en los préximos afios como consecuencia del cambio climético global (Pandey
y Shukla, 2015; Ding et al., 2018).

La sequia tiene impactos negativos en el metabolismo vegetal, al generar alteraciones
morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas que reducen la produccion y el rendimiento (Nuruzzaman
etal., 2013; Akram et al., 2019). Se ha reportado que la sequia disminuye el rendimiento de arroz
hasta en 32%, y la produccién de biomasa en 35.2% (Zhang et al., 2018), ademas de reducir la
altura de planta, el nmero de hojas (Rachmawati y Amalia, 2018), y la concentracién de clorofila
a, b y total (Wang et al., 2019), entre otras alteraciones. Estos desafios hacen necesaria la busqueda
de alternativas para estimular el metabolismo vegetal y hacer frente a estas condiciones de estrés
de manera exitosa.

En este contexto el silicio (Si) ha mostrado efectos benéficos en la tolerancia a diversos tipos de
estres, tanto en plantas monocotiledoneas como en dicotiledoneas (Coskun et al., 2016; Chen et
al., 2018a). En condiciones de estrés osmatico, su aplicacion aumenta la altura de planta, el nimero
de hojas y el peso de biomasa (Cao et al., 2015; Amin et al., 2018), la longitud de raiz (Zhang et
al., 2018), la acumulacién de osmolitos, aztcares solubles, aminoécidos y prolina (Sonobe et al.,
2010; Chen et al., 2018a). EI Si también mejora la estructura de tilacoides y cloroplastos, aumenta
la concentracion de clorofila a,b y carotenoides (Zhang et al., 2018, Wang et al., 2019), mejora la

estabilidad de la pared celular (He et al., 2015; Coskun et al., 2016), disminuye la tasa de
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transpiracion (Amin et al., 2018), mejora la conductancia hidraulica de la raiz, la conductancia
estomatica, aumenta la expresion de acuaporinas, el contenido de agua en las hojas (Liu et al.,
2015; Coskun et al., 2016), e incrementa la actividad de enzimas antioxidantes superoxido
dismutasa, peroxidasa, catalasa, glutation reductasa (Coskun et al., 2016).
El objetivo de esta investigacion fue evaluar las respuestas bioquimicas, fisioldgicas y
nutrimentales de la aplicacion de Si en forma de dioxido de silicio (SiO2) a plantas de arroz
Morelos A-98 bajo condiciones normales, como bajo estrés inducido por PEG.

1.4. MATERIALES Y METODOS
1.4.1. Material vegetal, desinfeccion de semillas
Semillas de arroz del cultivar Morelos A-98 (Oryza sativa L. ssp. indica) obtenidas del Banco de
Germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), ubicado en el Campo Experimental Zacatepec, Morelos, México (18° 39’ NL, 99° 12’
WL, 910 masl) se utilizaron en esta investigacién. Las semillas se desinfectaron con etanol al 70%
por 10 min, inmediatamente después se lavaron con agua destilada estéril y se sumergieron por 1

h en una mezcla de hipoclorito de sodio al 5% y 0.1% de Tween™ 20 (Hycel, Zapopan, México).

1.4.2. Crecimiento vegetativo

Las semillas ya desinfectadas se depositaron en frascos de vidrio con 60 mL de medio MS (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemania) suplementado con 3% (w/v) de sacarosa (J. T. Baker, Pensilvania,
USA) y solidificado con 0.8% de agar (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Enseguida, los
frascos se colocaron en oscuridad a 28 °C por 3 d, después fueron expuestos a luz natural por 11
d. A'los 12 d de edad se trasfirieron a un sistema hidropdnico en condiciones de invernadero a una
temperatura promedio de 23 °C/16 °C (dia/noche), humedad relativa de 57% con 16 h luz a 145

pumol m? sy 8 h oscuridad. Las plantas se colocaron en recipientes con capacidad para de 14 L
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con solucién nutritiva Magnavaca modificada por Famoso et al. (2010), conformada por 1 mM
KCI, 1.5 mM NH4NO3z, 1 mM CaCl, 2H,0, 45 uM KH2POs, 200 pM MgSO4 7H20, 500 uM Mg
(NO3)2 6H20, 155 uM MgCl, 6H20, 11.8 pM MnCl2 4H,0, 33 pM H3BO3, 3 UM ZnSO4 7H:0,
0.8 UM CuSQO4 5H20, 1 uM NaMoO4 2H,0 y 77 UM Fe-EDTA. Siete dias después del trasplante,
la solucién Magnavaca se reemplazé por solucién Yoshida (Yoshida, 1976), constituida por 1.43
mM NHsNO3z, 1.00 mM CaCl, 2H0, 1.64 mM MgSO4 7H20, 1.32 mM K2S0O4, 320 UM NaH2PO4,
100 puM Fe-EDTA, 7.99 uM MnCl; 4H0, 0.15 uM ZnSO4 7H,0, 0.15 uM CuSO4 5H20, 0.08
MM (NH2)6M07024 4H20 y 1.39 uM H3BOs. Transcurridos 14 dias después del trasplante (plantas
de 26 d), los tratamientos de Si (0, 1, 2 mM SiO3) se aplicaron a través de la solucién nutritiva. A
los 28 d del inicio de los tratamientos con Si, la mitad de las plantas fue sometida a estrés osmotico
por 7 d con la adicion de PEG 8000 al 10% (PEG) manteniendo los niveles de SiO> descritos. La
otra parte de las plantas continu6 expuesta a los niveles de SiO, también por 7 d. A partir de la
adicidn de tratamientos con SiO», la solucién nutritiva se reemplazé completamente cada siete dias
y cada tercer dia se repuso el agua consumida por la planta. El pH de la solucién se ajust6 a 5.5
utilizando H>SOs 0 NaOH 1 N. Los potenciales osméticos de los seis tratamientos evaluados se
determinaron con un osmémetro (VAPRO/WESCOR 5520), y fueron los siguientes: T1: Testigo
(-0.09 MPa), T2: 1 mM SiO- (-0.09 MPa), T3: 2 mM SiO; (-0.09 MPa), T4: PEG (-0.180 MPa),
T5: 1 mM SiO- + PEG (-0.198 MPa) T6: 2 mM de SiO. + PEG (-0.183 MPa).

Después de 35 d de tratamientos con SiO2 y 7 d con tratamiento de estrés y sin €l, las plantas de
60 d de edad se retiraron de la solucion nutritiva, se enjuagaron y se registro la altura de planta,
longitud y volumen de raiz, nimero de macollos, peso de la biomasa fresca. Las plantas se
separaron en vastago y raiz, despues se secaron en una estufa de aire forzado (HCF-125, Riossa,

México) a 72 °C por 72 h y determind el peso de la biomasa seca. Posteriormente, con los datos
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de peso de biomasa fresca y seca se calcul6 la relacion vastago/raiz, y se calculd el contenido total

de agua en vastago y raiz con la siguiente formula (Jones y Turner, 1978; Ming et al., 2012).

(Peso fresco — peso seco)

Contenido total de agua
peso seco

1.4.3. Concentracion de clorofilas

Muestras de tejido fresco de vastago y raiz se maceraron por separado con nitrogeno liquido.
Posteriormente se pesaron 60 mg de cada muestra y se realizd una triple extraccién etandlica (80,
80 y 50%). En cada extraccion, las muestras fueron incubadas en bafio Maria a 80 °C durante 20
min y centrifugadas a 14000 rpm durante 5 min. Los sobrenadantes de cada extraccién se
recuperaron, mezclaron y se utilizaron para la determinacion de clorofilas y aminoéacidos.
Finalmente, la concentracion de clorofilas a y b se determind en vastago, leyendo los extractos a
635 y 645 nm en un espectrofotometro (Jenway 6715; Staffordshire, UK), y se calcul6 la
concentracion de clorofila total, asi como la relacion clorofila a/b (Harborne, 1973).

1.4.4. Concentracidon de aminoacidos y azucares totales

Del sobrenadante obtenido en la determinacion de clorofilas, la concentracion de aminoacidos
libres totales se determind en vastago y raiz utilizando el método de la ninhidrina (Moore y Stein,
1948), y las muestras se analizaron a 570 nm. Se empled L-leucina (Sigma-Aldrich; Steinheim,
Germany) para la elaboracion de la curva estandar.

La determinacion de azUcares totales se realizo en vastago y raiz, para lo cual se pesaron 500 mg
de tejido previamente macerado en nitrogeno liquido. Posteriormente se realiz6 la extraccidn con
50 mL de etanol (80%), en una plancha caliente a ebullicién constante con agitacién ocasional. El
sobrenadante obtenido se filtré y afor6 a 20 mL, del cual se tomd 1 mL del extracto y se le

agregaron 5 mL de antrona al 0.4% (w/v) en acido sulfdrico concentrado (Merck; Darmstadt,
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Germany). Después, las muestras se incubaron en bafio Maria a 95 °C durante 15 min, al concluir
este tiempo las muestras se colocaron en hielo para finalizar la reaccion. Para su cuantificacion se
realiz6 una curva estandar usando glucosa (Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO, USA) y se midi6 a

una absorbancia de 600 nm (Morris, 1948).

1.4.5. Analisis nutrimental

Tejido seco de vastago y raiz se molio finamente, después se pesaron 0.25 g de este tejido y se
sometio a una digestion himeda con una mezcla de acido sulfarico y perclérico. Al finalizar la
digestion, los extractos obtenidos se filtraron y aforaron a 25 mL con agua desionizada.
Posteriormente los extractos se leyeron en un espectrofotémetro de emision dptica de induccion
por plasma acoplado (Varian ICP OES 725-ES; Mulgrave, Australia) para la determinacion de los
elementos, a excepcién de N, el cual se determind por el método micro Kjeldahl.

1.4.6. Concentracion de prolina

Se maceraron 0.5 g de vastago y 1 g de raiz con acido sulfosalicilico (3%, w/v) y se filtré la muestra
(papel filtro No. 4), después se mezclaron 2 mL del extracto obtenido, 2 mL de ninhidrina acida y
2 mL de acido acético glacial concentrado, y enseguida se incubé en bafio Maria a 100 °C durante
60 min. Inmediatamente después, las muestras fueron colocadas en hielo y se agregdé 4 mL de
tolueno (J. T. Baker, Pensilvania, USA) se agitaron y se registrd la absorbancia a 520 nm. La
concentracion de prolina se determind mediante una curva estandar usando L-Prolina (Bates et al.,
1973).

1.4.7. Analisis estadistico

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio experimental completamente al azar y se realizo
analisis de varianza y comparacion de medias con la prueba de Duncan, asi también, se

correlacionaron las variables evaluadas y la concentracion de Si en vastagos y raices, mediante la
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correlacion de Pearson, con un nivel de significancia de 0.05. Para ello se usé el paquete estadistico
SAS 9.3 (SAS Institute; Cary, NC, USA).

1.5. RESULTADOS
1.5.1. El Si afecta el crecimiento vegetativo de arroz dependiendo de la situacion de estrés
La aplicacion de 1 y 2 mM Si no modifico significativamente la altura de planta, asi como el
tratamiento con PEG. De igual manera no se observaron efectos significativos con la adicion de Si
a plantas bajo estrés osmotico (Fig. 1A). En cuanto a la longitud de raiz, ésta solo fue menor en
15.2% en el tratamiento sin SiO2 y con aplicacion de PEG, en comparacion con el testigo (sin Si
y sin PEG); asimismo, dicho tratamiento con PEG fue superado en 11y 12.1% en los tratamientos
con PEG con niveles de 1y 2 mM Si, respectivamente (Fig. 1B).
El volumen de raiz incremento significativamente con la aplicacion de 1 y 2 mM Si en promedio
en 28.6%, respecto al testigo. Asi también, el tratamiento con PEG y sin Si, aumenté el volumen
de raiz en 28.6%, también respecto al testigo. Por otra parte, los tratamientos con 1y 2 mM Si con
estrés osmotico, aumentaron en 33 y 24.1% el volumen de raiz en comparacion de aquel registrado
en plantas tratadas solamente con PEG (Fig. 1C).
Los tratamientos con 1 y 2 mM Si sin PEG no incrementaron significativamente el nimero de
macollos, respecto al testigo. De igual manera no se observaron efectos significativos en el
tratamiento con solo PEG. Sin embargo, la aplicacién de 1 y 2 mM Si a plantas bajo estrés osmotico
incremento significativamente el nimero de macollos en 33.3 y 32.1%, respecto al tratamiento con

PEG (Fig. 1D).
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Fig. 1. Altura de planta (A), longitud de raiz (B), volumen de raiz (C) y niumero de macollos
(D), de plantas de arroz tratadas con Si y PEG. T1: Testigo; T2:1 mM SiOg; T3: 2 mM SiO;
T4: PEG 8000 al 10%; T5: PEG 8000 10% +1 mM SiO2; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO,. Medias
+ DE con letras diferentes en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre tratamientos
(Duncan, P <0.05).

El peso de biomasa fresca de vastago no se modifico en los tratamientos 1 y 2 mM Si sin adicion
de PEG, respecto al testigo. De igual manera no se observo influencia en el peso con la aplicacion

de PEG sin Si. Por otra parte, el tratamiento con 1 y 2 mM Si a plantas sometidas a estrées
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incremento significativamente el peso de biomasa fresca en 26.1 y 42.8%, respecto a las plantas

tratadas Unicamente con PEG (Fig. 2A).
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Fig. 2. Peso de biomasa fresca (A) y seca (B) de plantas de arroz tratadas con Siy PEG. T1:
Testigo; T2:1 mM SiO»; T3: 2 mM SiO2; T4: PEG 8000 al 10%; T5: PEG 8000 10% + 1 mM
SiO2; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO2. Medias + DE con letras diferentes en cada subfigura
indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).

En cuanto al peso de biomasa fresca de raiz, se observo un incremento significativo del 25.7% con
la adicion de 1 mM Si sin PEG, respecto al testigo. Por el contrario, la adicion de PEG en ausencia
de Si, no afecto significativamente el peso de biomasa fresca de raiz; mientras que la adicion de 1
y 2 mM Si a plantas sometidas a estrés incrementd el peso de biomasa fresca de raiz en 26.1 y
38.9%, respecto a las plantas tratadas solo con PEG (Fig. 2A).

Plantas tratadas solo con PEG superaron en 29.4% el peso de biomasa seca de vastago de plantas
del testigo. Asimismo, plantas tratadas con 2 mM Si y PEG superaron en 41% el peso de biomasa
seca de vastago del testigo. En cuanto al peso seco de raiz, se registré un incremento del 27.5% en

el tratamiento 1 mM Si sin PEG, respecto al testigo. En tanto, el tratamiento con PEG sin Si,
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registré un incremento de 44.7% en el peso de biomasa seca de raiz, respecto al testigo. Los
tratamientos 1 y 2 mM Si a plantas bajo estrés osmotico, no mostraron diferencias significativas,
respecto al tratamiento Gnicamente con PEG (Fig. 2B).

El contenido de agua en vastago se incremento en 44.04%, en el tratamiento con 1 mM Si y PEG
en comparacion con el testigo. El resto de los tratamientos no tuvo influencia en esta variable (Fig.
3A). En lo que respecta al contenido de agua en raiz, si bien no existen diferencias estadisticas
entre los tratamientos y el testigo, destaca que en plantas tratadas con 1 mM Si y PEG, se aumento

en 29.16% el contenido de agua, respecto a el tratamiento con PEG (Fig. 3B).
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Fig. 3. Contenido total de agua en vastago (A) y raiz (B) de plantas de arroz tratadas con Si
y PEG. T1: Testigo; T2:1 mM SiO2; T3: 2 mM SiO»; T4: PEG 8000 al 10%; T5: PEG 8000 10%
+ 1 mM SiO; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO,. Medias + DE con letras diferentes en cada

subfigura indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).

20



La relacion de biomasas frescas de vastago/raiz fue inferior al testigo en 14.5% en el tratamiento
con 1 mM Si sin PEG; mientras que, en los tratamientos con PEG, tanto sin Si comocon 1y 2 mM
Si, redujeron esta variable en 17.75, 17.96 y 15.87%, respectivamente, en comparacién con el
testigo (Fig. 4A). En la relacion de biomasas secas de raiz/vastago, solo el tratamiento con 1 mM

Si y PEG tuvo reducciones significativas respecto al testigo, éstos del orden de 32.04% (Fig. 4B).
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Fig. 4. Relacion vastago/raiz biomas fresca (A) y biomasa seca (B) de plantas de arroz
tratadas con Siy PEG. T1: Testigo; T2:1 mM SiOo; T3: 2 mM SiOz; T4: PEG 8000 al 10%; T5:
PEG 8000 10% + 1 mM SiO»; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO.. Medias + DE con letras diferentes
en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05). BF:
Biomasa Fresca; BS: Biomasa Seca.

1.5.2. Concentracion de clorofilas

La concentracion de clorofila a en el tratamiento con 1 mM Si y PEG super6 en 16.23% a la
concentracion registrada en plantas del testigo; el resto de los tratamientos no tuvo efectos en la

concentracion de clorofila a (Fig. 5A) con PEG, el incremento registrado fue de 18.67% (Fig. 5D).
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Fig. 5. Concentracion de clorofila a (A), b (B), total (C) and relacion clorofila a/b de plantas
de arroz tratadas con Si and PEG. T1: Testigo; T2:1 mM SiOz; T3: 2 mM SiO»; T4: PEG 8000
al 10%; T5: PEG 8000 10% + 1 mM SiO2; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO2. Medias + DE con
letras diferentes en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P
<0.05). BF: Biomasa Fresca.

La concentracion de clorofila b aumentd de manera significativa en 20.20%, con la adicién de 1

mM Si sin PEG, respecto al testigo. Mientras que el tratamiento con solo PEG incremento la

22



concentracion de clorofila b en 11.82% en comparacion con el testigo. Asimismo, plantas tratadas
con 1 mM y PEG y Si tuvieron una concentracion de clorofila b mayor en 13.36% a la de plantas
tratadas solo con PEG; por el contrario, aplicacion de 2 mM Si con PEG redujo en 20.60% la
clorofila b, respecto a las plantas tratadas inicamente con PEG (Fig. 5B).

En cuanto a la concentracion de clorofila total, solo hubo aumento significativo respecto al testigo,
en el tratamiento 1 mM Si con PEG, mismo que fue del 24.67% (Fig. 5C).

La relacion clorofila a/b solo fue estadisticamente superior al testigo en el tratamiento 2 mM Si

1.5.3. Concentracion de aminodcidos libres y azUcares totales

El tratamiento con 1 y 2 mM Si, incrementd la concentracion de aminoacidos libres en vastago
solo en ausencia de estrés osmatico, aumentos de 18.7 y 15.4%, respetivamente. Por el contrario,
el tratamiento 2 mM Si y PEG redujo en 18.1% la concentracion de aminoacidos en vastago,
respecto al tratamiento con suministro solo de PEG (Fig. 6A). En raices, solo se observé efecto
del tratamiento con 2 mM Si y PEG, mismo que fue negativo, al reducir la concentracién de
aminoacidos libres en 38% respecto al tratamiento solo con PEG, y en 36.33% respecto al testigo
(Fig. 6A).

La concentracion de azUcares totales en vastago de plantas del tratamiento 1 mM Si y PEG, fue
mayor en 47.37 y 69.53%, a la registrada en el testigo y en el tratamiento solo con PEG,
respectivamente (Fig. 6B). Por otra parte, en raices la concentracion de azlcares fue diferente al
testigo solo en los tratamientos 1 mM Si sin PEG y solo PEG; el primero registré una reduccion

del 35% vy el segundo un aumento de 33.8% (Fig. 6B).
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Fig. 6. Concentracién de amino&cidos libres totales (A) y azUcares totales (B) en vastago y
raiz de plantas de arroz tratadas con Siy PEG. T1: Testigo; T2:1 mM SiO2; T3: 2 mM SiOy;
T4: PEG 8000 al 10%; T5: PEG 8000 10% + 1 mM SiO2; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO..
Medias + DE con letras diferentes en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre
tratamientos (Duncan, P < 0.05). BF: Biomasa Fresca.

1.5.4. Concentracion de prolina

La aplicacion de PEG en ausencia de Si incremento la concentracion de prolina de vastago en
33.1%, respecto al testigo. Asimismo, la adicion de 1 y 2 mM Si bajo estrés osmotico ocasionado
por PEG, redujo significativamente la concentracion de prolina de vastago en 12.2 y 21.1%,
respectivamente, en comparacion con el tratamiento con solo PEG (Fig. 7). En raices no hubo

efecto de tratamientos en la concentracion de prolina (Fig. 7).
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Fig. 7. Concentracion de prolina en vastago y raiz de plantas de arroz tratadas con Si and
PEG. T1: Testigo; T2: 1 mM SiOg; T3: 2 mM SiOz; T4: PEG 8000 al 10%; T5: PEG 8000 10% +
1 mM SiOo; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO». Medias + DE con letras diferentes en cada subfigura

indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05). BF: Biomasa Fresca.

1.5.5. Concentracion de macro y micronutrimentos

En véastago, solo las concentraciones de N, P y Ca fueron influenciadas por los tratamientos
evaluados. La adicion de PEG, independientemente al nivel de Si, redujo significativamente la
concentracion de N en vastago, en promedio en 26.19%, respecto al testigo. Por el contrario, los
tratamientos con solo Si no alteraron la concentracion de N. En la concentracion de P en vastago,
destaca la reduccion del18.6% en el tratamiento con 1 mM Si y PEG con respecto al tratamiento
con solo 1 mM Si. Por otra parte, la concentracion de Ca en vastago fue superior en 19.7% en el

tratamiento 1 mM Si con PEG en comparacion con el tratamiento con 2 mM Si sin PEG (Cuadro

1),
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Cuadro 1. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de planta de arroz tratadas con

Siy PEG.
g kg* de peso materia seca
TRA
N P K Ca Mg
Véstago
Tl 3596+092a 546+ 0.27ab 21.10+0.65a 1.36£0.02ab 345+0.11a
T2 36.75+1.29a 6.02+0.09 a 22.38+0.93 a 152+0.08ab 3.66+0.10a
T3 3859+099a 545+0.39ab 21.47x0.85a 1.32+0.06 b 3.17+0.21a
T4 27.48+1.79b 567+£034ab 24.05+21la 1.55+0.07a 3.48+0.27 a
T5 2345+3.99b 490+0.14b 2297 +0.95a 1.58 £ 0.09 a 3.16+0.10 a
T6 28.70x159b 531+0.21ab 24.29+092a 153+£0.07ab 3.39+0.14a
Raiz
Tl 20.04+092a 239+0.11a 17.71+0.53 a 0.97+0.03 a 1.41+0.03a
T2 1645+136ab 252+0.09a 1520+ 0.95b 0.96 +0.03 a 1.35+£0.03 ab
T3 1890+1.64ab 258+0.09a 17.22 +0.46 a 0.92+0.03a 1.42+0.04 a
T4 18.03+267ab 245+0.13a 18.34 +0.53 a 1.03+0.09a 1.22+0.02c¢c
T5 16.63+1.16ab 250x+0.09a 16.57+0.40ab 1.02+0.02a 1.28 + 0.01 bc
T6 1400+148b 241+0.13a 17.91+0.69 a 1.05+0.04 a 1.26 + 0.02 bc

Medias + DE con letras distintas en cada columna por érgano, indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Duncan, P <0.05). TRA: Tratamientos; T1: Testigo; T2:1 mM SiO2; T3: 2 mM SiOy;

T4: PEG 8000 al 10%; T5: PEG 8000 10% + 1 mM SiOz; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiOa.

En raiz, la concentracién de P y Ca no fue influenciada por los tratamientos evaluados. En el caso

de la concentracion de N, solo se observd la reduccion significativa de 30.14% en el tratamiento 2

mM Si con PEG, respecto al testigo. La concentracion de K se redujo significativamente con la
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aplicacion de 1 mM Si sin PEG, respecto al resto de los tratamientos, con excepcion del tratamiento
1 mM Si y PEG con el que no tuvo diferencia estadistica. Por otra parte, la concentracion de Mg
en raiz fue reducida de manera significativa con la aplicacion de PEG, tanto en ausencia como en
presencia de Si, con una reduccion promedio de 11.1% respecto al testigo (Cuadro 1).

En cuanto a la concentracion de micronutrimentos en véastago, los tratamientos evaluados no
influenciaron los resultados de Cu y Mn. Por otra parte, las concentraciones de Fe y Zn en vastago
incrementaron significativamente con la adicion de 1 mM Si sin PEG, en 36.9 y 64.6%, respecto
al testigo. En el caso de la concentracion de B, el tratamiento 1 mM Si sin PEG tuvo una
concentracion superior al resto de los tratamientos. Mientras que, la concentracion de Si en vastago
mas alta se tuvo en el tratamiento 2 mM Si con PEG (Cuadro 2).

En raices, los tratamientos no influenciaron las concentraciones de Cu, By Si. Por otro lado, la
concentracion de Fe fue superior en casi 2.7 veces en el tratamiento 1 mM Si con PEG, respecto
al tratamiento 2 mM Si sin PEG; de la misma manera, el tratamiento 1 mM Si con PEG increment6
la concentracion de Mn de manera significativa en comparacion con el resto de los tratamientos.
Mientras que, el tratamiento con 1 mM Si sin PEG tuvo un incremento en la concentracion de Zn

en raices de 30.8%, respecto al tratamiento con solo PEG, que registrd el menor valor (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentracion de micronutrimentos y Si en vastago y raiz de planta de tratadas con Si

y PEG.
mg kg de peso materia seca
TRA
Fe Cu Mn B Zn Si
Vastago
T1 162.8+135b 34+£01a 1798+86a 125+1.0ab 13.7+x0.7b 173+09ab
T2 2228+111a 36+£02a 2002+80a 94+07b 225+13a 127+1.2b
T3 153.4+159b 41+05a 179.0+£252a 115+11lab 122+26b 174+20ab
T4 1365+6.6Db 3.2+£03a 219.2+30.0a 134+14ab 135+17b 184+20ab
T5 1420+£79b 30+0.1a 210.8+18.2a 14.0+x22a 156x24b 175+20ab
T6 133.2+4.1b 3.7+0.7a 233+264a 94+x09b 134x17b 21.1+23a
Raiz

Tl 7176+2480ab 3.7+x05a 343+23c 343+38a 287+15ab 136+1.7a
T2 10445+206.3ab 43+05a 254+08d 33.6+22a 29.7+22a 209+72a
T3 570.3+£150.6b 38+04a 284x+07cd 327+28a 276x12ab 27.8+6.8a
T4 909.7+1894ab 3.7+04a 46.0+35b 350+42a 227+09b 209+35a
T5 1533.6+4278a 4.0+04a 538x26a 301%x37a 273x2lab 275%+69a
T6 1089.7+3954ab 4.4+04a 43.7x25b 264x15a 27.9+29ab 198+47a

Medias + DE con letras distintas en cada columna por érgano, indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Duncan, P < 0.05). T1: Control; T2:1 mM SiO2; T3: 2 mM SiO2; T4: PEG 8000 al

10%; T5: PEG 8000 10% + 1 mM SiO3; T6: PEG 8000 10% + 2 mM SiO..
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1.6. DISCUSION

Diversos estudios indican que la aplicacion de Si mejora el crecimiento de plantas. En tomate
(Solanum lycopersicum), la adicion de NaSiOz en condiciones de sequia, mejoro la altura de
planta en 33%, respecto a las plantas testigo (Cao et al., 2015). No obstante, en esta investigacion,
los tratamientos de Si no afectaron la altura, ni en condiciones de estrés osmaético como sin él (Fig.
1A). Sin embargo, la aplicacion de Si increment6 significativamente (hasta en 12%), la longitud
de la raiz de plantas bajo estrés osmatico, respecto a las plantas tratadas Unicamente con PEG (Fig.
1B). Asi también, la aplicacion de Si, increment6 el volumen de raiz hasta en 29% en plantas sin
estrés osmotico respecto al testigo, y hasta 77.38% en plantas bajo estrés osmotico (Fig. 1C). En
tomate se encontrd que la aplicacion de 2.5 mM K3SiOs en ausencia de estrés, no modifico la
longitud de raiz, mientras que su aplicacion en condiciones de estrés osmotico inducido con la
aplicacion PEG-6000 al 10%, increment6 en méas del 50% la longitud de raiz, sin alterar el volumen
de raiz (Zhang et al., 2018). En canola (Brassica napus), la aplicacién de 1.7 mM Na.SiOz 9H,0
modifico la expresion de genes de raiz relacionados con la sintesis y degradacién de pared celular,
asi como fitohormonas relacionadas en el crecimiento de la raiz (Haddad et al., 2018). Estos
hallazgos son de suma importancia, puesto que raices con mayor longitud, volumen y grosor, son
rasgos importantes en la tolerancia a la sequia (Pandey y Shukla, 2015). Sin embargo, los efectos
de Si, fueron mas marcados, en condiciones de estrés. Esta misma tendencia se observo en el
numero de macollos, donde el tratamiento con Si sin estrés no modificd el namero de macollos;
por el contrario, la aplicacion de Si a plantas con estrés osmotico incrementd hasta en 38% el
numero de macollos, respecto a las plantas tratadas con solo PEG (Fig. 1D).

En este estudio, el peso de biomasa fresca de vastago y raiz de plantas bajo estrés osmotico mejord

significativamente con la aplicacion de 2 mM Si hasta en 41.8 y 38.9%, respetivamente,
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comparado con plantas expuestas a PEG en ausencia de Si. Los incrementos en el peso de biomasa
en vastago estan relacionados con el efecto del Si en la fotosintesis, puesto que la mayor parte de
la biomasa se obtiene de este proceso (Wang et al. 2019). En tomate, el tratamiento con 2.5 mM
K2SiO3 bajo estrés osmotico incrementd en 50.64% en el peso de biomasa seca, y aumento la
expresion de las proteinas plastocianina y ferredoxina, mejorando la actividad fotosintética (Zhang
et al., 2018). Ademas, se ha reportado que el Si aumenta la actividad del centro de reaccion del
fotosistema Il, la transmision en la cadena de electrones, la fijacion de carbono y el metabolismo
del nitrogeno (Hajiboland et al., 2018; Wang et al., 2019). Lo anterior es fundamental en
condiciones de estrés, puesto que durante la sequia se tiene una reduccion importante en la
actividad fotosintética (Chen et al., 2018a; Wang et al., 2019). Los efectos positivos del Si en
plantas con estrés osmotico no se observaron en las biomasas secas de vastago y raiz de las
condiciones experimentales establecidas (Fig. 2B).

Conforme la sequia incrementa, el potencial hidrico de la planta disminuye. No obstante, la
variacion diurna del potencial hidrico puede ser reducida si la transpiracion es suprimida mediante
el cierre estomatico, lo cual repercute negativamente en la fijacion de CO, (Chen et al., 2018a).
Bajo esta circunstancia, la aplicacion de Si presenta beneficios al reducir la transpiracion (Amin
et al., 2018), mejorar la conductancia hidréaulica de la raiz, aumentar la expresion de las proteinas
acuaporinas, asi como la concentracion de K en el xilema (Chen et al.,, 2018a). En esta
investigacion el tratamiento con PEG redujo significativamente el 31.3% el contenido de agua en
vastago respecto al testigo; por el contrario, el tratamiento con 1 mM Si y PEG, incrementd en
vastago el contenido de agua en 89.1%, respecto a las plantas tratadas inicamente con PEG (Fig.
3A). Por otra parte, el contenido de agua en raiz aumentd en plantas bajo estrés osmotico tratadas

con 1 mM Si en 29.2%, en comparacion con plantas con solo estrés osmotico (Fig. 3B).
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En condiciones de estrés hidrico, una mejora en la absorcion de agua se logra aumentando la
proporcion raiz/vastago (Chen et al., 2018a). En esta investigacion la aplicacion de Si a plantas sin
estrés osmotico redujo en 14.51% la relacion véstago/raiz de biomasas frescas; mientras que, en
plantas con estrés osmatico el Si redujo hasta 17.91% esta variable (Fig. 4A). Por otra parte, la
relacion vastago/raiz de biomasas secas disminuyd significativamente en 24.53% en plantas con
estrés osmotico tratadas con 1 mM Si, respecto a las plantas tratadas unicamente con PEG (Fig.
4B). Lo cual se debe a una mayor distribucion de biomasa en la raiz respecto al vastago, y por
tanto en el reparto de carbohidratos, asociado a la actividad de enzimas involucradas en la
conversion de sacarosa (Wind et al., 2010). En este contexto, se ha reportado que el crecimiento
de raiz de plantas de arroz bajo estrés osmético, se correlaciona de manera positiva con la actividad
de la enzima sacarosa-fosfato sintasa en vastago y la actividad de la enzima invertasa alcalina en
laraiz (Xu et al., 2015). Coincidentemente, se ha informado que la adicion de 2 mM Si Na,SiOz a
plantas de arroz cv. MTU1010 en condiciones de estrés salino, simulado con la aplicacion de 25
mM NaCl, incrementd significativamente la actividad de la enzima sacarosa-fosfato sintasa en
vastago (Das et al., 2016); asi también, la adicion de Na,SiOz a plantas de pepino (Cucumis sativus
L.), en condiciones de estrés salino incrementd la concentracion de almidén y sacarosa en raices.
La clorofila es el principal pigmento de suma importancia en la fotosintesis, y en condiciones de
sequia es severamente afectado. En plantas que experimentan estrés por sequia, la aplicacion de Si
ha mejorado la estabilidad de la membrana del tilacoide, y el rendimiento de la fotosintesis, ademas
de aumentar la capacidad antioxidante, y reducir el dafio oxidativo (Zhang et al., 2018; Wang et
al., 2019). En esta investigacion, bajo estrés osmotico la aplicacion de 1 mM Si incremento
significativamente la concentracion de clorofila a (Fig. 5A), b (Fig. 5B), total (Fig. 5C), mientras

que la adicion de 2 mM Si bajo condicion de estrés, incrementd significativamente la relacion
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clorofila a/b (Fig. 5D). En plantas de tomate expuestas a estrés osmotico, la aplicacion de 2.5 mM
K2SiOz aumentd significativamente la concentracion de clorofilas a y b, asi como la de
carotenoides; mientras que la adicion de Si, en plantas no estresadas, no modifico la concentracion
de clorofila a, b y carotenoides no fue afectada significativamente (Zhang et al., 2018). En arroz
bajo estrés osmatico, el tratamiento con 0.5 mM Na.SiOs 9H>0 incrementd las concentraciones
de clorofila a'y b en méas del 50%, respecto a plantas no tratadas con Si (Wang et al., 2019).

El Si puede modificar el transporte de agua, al ajustar el potencial osmotico de las células, mediante
una mayor acumulacion de osmolitos, entre ellos aminoéacidos como prolina y de azucares, lo cual
mejora la turgencia celular y la absorcién de agua (Pandey y Shukla, 2015; Coskun et al., 2016;
Chen et al., 2018a), y aumenta la tolerancia de las plantas a las condiciones de estrés (Maghsoudi
et al., 2018). En este estudio la concentracion de aminodcidos libres totales en véstago fue
incrementada con la adicion de Si solo en los tratamientos sin estrés osmotico; por el contrario, el
tratamiento 2 mM Si en presencia de estrés osmotico redujo la concentracion de aminoécidos en
vastagos en 18.1%, respecto al tratamiento con PEG (Fig. 6A). En raices, se observa también que,
bajo estrés osmatico, 2 mM Si reduce la concentracion de aminoécidos libres; esta reduccion es
del 73.33% respecto a plantas bajo estrés osmotico y sin Si (Fig. 6B).

La prolina, tiene un rol de suma importancia durante el estres por sequia, puesto que es una
molécula antioxidante, y participa en la sefializacion celular; ademaés, bajo condiciones de estrées
incrementa la capacidad antioxidante de la planta (Pandey y Shukla, 2015). En esta investigacion,
la concentracion de prolina en vastagos no se modificd con la adicion de Si a plantas sin estrés
osmotico; mientras que, bajo estrés osmotico se observaron incrementos en prolina, pero éstos se

relacionaron de manera negativa con la concentracion de Si suministrada. En el tratamiento con
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solo PEG se increment0 la prolina en vastago en 33.11% respecto al testigo; con 2 mM Si bajo
estrés, solo se incrementd en 4.97% pero no fue estadisticamente diferente al testigo (Fig. 7).

La sequia genera un impacto negativo en el metabolismo del agua, afectando el transporte, la
accesibilidad y absorcion de los nutrimentos esenciales, al modificar su absorcion, trasporte y
distribucion, lo cual interfiere en procesos fisiologicos y bioquimicos, lo que reduce crecimiento,
desarrollo y rendimiento (Maghsoudi et al., 2018; Akram et al., 2019; Wang et al., 2019). En esta
investigacion el tratamiento con PEG redujo la concentracion de N en vastago y la concentracion
de Mg raiz. La sequia disminuye la actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo del
N, como es la enzima nitrato reductasa (Chen et al., 2018b), asi como la expresién de genes
transportadores de nitrato de alta afinidad como NAR2.1, NRT2.1 y NRT2.2 en hojas y raices de
plantas de arroz (Cao et al., 2018). Ademas, durante la sequia se estimula la acumulacion de N en
raiz y disminuye la absorcién de N, lo que genera la reduccion en la concentracion de N en hojas
(Gonzalez-Dugo et al., 2012). Asi mismo, en condiciones de estrés por sequia se privilegia el
trasporte de Mg a parte &rea como una estrategia para evitar la disminucion de la actividad
fotosintética (Farhat et al., 2016).

El Si puede modificar el estatus nutrimental, lo cual puede deberse a su efecto en la traspiracion,
conductancia hidraulica de la raiz, conductancia estomaética y el contenido de agua (Liu et al.,
2015; Coskun et al., 2016; Chen et al., 2018a; Hu et al., 2018). Ademas, el Si participa en la
homeostasis de los nutrimentos esenciales en condiciones de estrés como es la deficiencia o
toxicidad de nutrimentos (Li et al., 2015; Ali et al., 2016; Anwaar et al., 2016). En esta
investigacion, la concentracion de los macronutrimentos K y Ca en vastago y los
macronutrimentos P y Ca en raiz no se modificaron con los tratamientos evaluados (Cuadro 1).

En cebada crecida bajo estrés osmotico inducido por PEG, la aplicacion de Si tampoco afecto la
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concentracion de P en las condiciones evaluadas (Maillard et al., 2018), lo cual coincide con
nuestro estudio. En contraste, la adicion de 1 mM HsSiOs a plantas de arroz disminuyo
significativamente la concentracion de P en véastago y raiz, asi como la tasa de absorcién de P, y
redujo la expresion del trasportador de fosfato OsPT6 (Hu et al., 2018).

Respecto a la concentracion de micronutrimentos (Cuadro 2), la adicién de 1 mM Si incrementd
significativamente la concentracion de Fe en vastago en ausencia de estrés osmatico, sin mostrar
efectos en la concentracidon en raiz; lo cual puede deberse al efecto de Si en la adquisicion de Fe
desde las raices hacia la parte area y el aumento en la reserva apopléstica de Fe en las raices
(Pavlovic et al., 2013). De manera coincidente, la adicion de Si a plantas de Valerianella locusta
en condiciones de suficiencia de Fe, mejord la adquisicion de Fe por la raiz (Gottardi et al., 2012).
Asi también, en ausencia de estrés osmotico la adicion de 1 Mm Si redujo la concentracion de Mn
en raiz, mientras que en condiciones de estrés osmotico aumento la concentracion de este elemento.
En otros estudios, se reporta que la adicién de 1 mM Si a partir de &cido silicico a plantas de arroz
redujo significativamente la concentracion de Mn en vastago, sin mostrar efectos significativos en
raiz, lo cual puede deberse al efecto de Si en la regulacion de gen OsNramp5, asi como en la
formacion de complejos Mn-Si en el citosol de la raiz (Che et al., 2016). Respecto al B, la menor
concentracion en vastago se obtuvo con el tratamiento 1 mM Si en ausencia estrés, sin mostrar
efectos significativos en raiz. En avena (Avena sativa), la aplicacion de Si disminuyé la
concentracion de B (Inal et al., 2009). En esta investigacion, la concentracion de Zn en vastago
incremento con la aplicacion de 1 mM en ausencia de estrés, sin mostrar efectos en raiz. Resultados
similares se obtuvieron con aplicacion Si durante la etapa de floracion en plantas de fresa cuya

aplicacion aumento en 30.15% la concentracion de Zn (Hajiboland et al. 2018).
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Con el fin de evaluar el efecto de la concentracion de Si en vastago y raiz en relacion al resto de
las variables evaluadas en esta investigacion, se realiz6 un andlisis de correlacion. Se encontr6 una
correlacion negativa entre la concentracion de Si en vastago y la concentracion de aminoacidos
totales en vastago, azlcares totales en raiz, concentracion de N y Fe en vastago, y una correlacion
positiva entre la concentracion de Si y la concentraciéon de Mn en vastago. Donde dichas
correlaciones, estan relacionadas con el efecto de Si en la modulacion del metabolismo de arroz,
como es la modificacion del crecimiento entre vastago y raiz en condiciones de estrés osmotico,
lo cual involucra cambios y alteraciones en la concentracion de biomoléculas y nutrimentos, asi

como modificaciones en las actividades enzimaticas.

1.7. CONCLUSION
La adicion de Si en ausencia y presencia de PEG, modifico el crecimiento y la concentracion de
biomoléculas y nutrimentos. La adicion de Si en ausencia de estrés por PEG increment6 el peso
de biomasa fresca y seca de raiz, asi como la concentracion de clorofilas y azlcares, ademas de
reducir la relacién véstago raiz, la concentracion de aminodcidos en vastago y raiz, aunque no
modifico la altura de planta, nimero de macollos, peso de biomasa fresca de vastago, contenido
de agua en raiz ni prolina en raiz. Por otro lado, la adicion de Si en condiciones de estrés osmotico
incrementd numero de macollos, peso de biomasa fresca y seca de vastago y raiz, asi como
contenido de agua en vastago, concentracion de clorofila b, total y la relacion a/b, concentracion
de aminoacidos y prolina en vastago; en tanto que redujo la relacion vastago/raiz y la concentracion
de amanecidos en vastago. El Si tienes diferentes respuestas dependiendo de la situacién o estado

de la planta.
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CAPITULO 2. CERIO MODIFICA EL CRECIMIENTO, LA CONCENTRACION
BIOMOLECULAS Y NUTRIMENTOS EN PLANTAS DE ARROZ, EN CONDICIONES

CONVENCIONALES Y BAJO ESTRES OSMOTICO.

2.1. RESUMEN

El cerio (Ce) es un metal del grupo de las tierras raras, y su aplicacion a plantas ha mostrado
mejoras en el crecimiento vegetal. Sin embargo, pocos son los estudios que comparen el efecto de
Ce en condiciones normales y bajo estrés osmatico. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la aplicacion de 0, 25, 50 uM CeClz a plantas de arroz (Oryza sativa) cv. Morelos A-98, crecidas
en condiciones normales y bajo estrés osmatico, inducido con la aplicacion de 10% PEG 8000. El
Ce en ambas condiciones de estudio, incrementd el volumen de raiz, nimero de macollos, peso de
biomasa fresca de vastago, concentracion de clorofila a, b y total, asi como la concentracion de P
y Ce en raiz, y redujo la longitud de raiz. Su aplicacién en condiciones normales (-PEG), aumentd
la relacion clorofila a/b, la concentracion de Ce y aminodacidos en véastago, el contenido de agua
en vastago, y redujo la concentracion de azUcares totales y K en raiz. Bajo estrés osmético (+PEG),
el Ce aumento el peso de biomasa fresca de raiz, biomasa seca de vastago y raiz, la concentracion
de prolina en vastago, redujo la relacién vastago/raiz, la concentracion de Mg en raiz, y lade N en
vastago y raiz. En contraste, el Ce en condiciones normales (-PEG), redujo la concentracion de
aminoacidos y prolina en raiz, y azlcares en vastago, mientras que su aplicacion bajo estrés
osmotico (+PEG), incremento significativamente la concentracion de estas biomoléculas. El Ce
modifica el crecimiento, la concentracion de biomoléculas y nutrimentos en funcion del estado de
la planta y reduce los efectos negativos del estrés osmotico.

Palabras clave: Bioestimulacion, concentracion nutrimental, metabolitos, tierras raras.
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2.2. ABSTRACT
Cerium (Ce) is a metal from the rare earth group, and its application to plants has shown

improvements in plant growth. However, few are the studies that compare the effect of Ce under
normal conditions and under osmotic stress. The objective of this research was to evaluate the
application of 0, 25, 50 uM CeCls to rice plants (Oryza sativa) cv. Morelos A-98, grown under
normal conditions and under osmotic stress, induced with the application of 10% PEG 8000. The
Ce in both study conditions, increased root volume, number of tillers, weight of fresh stem
biomass, concentration of chlorophyll a, b and total, as well as the concentration of P and Ce in
the root, and reduced the root length. Its application under normal conditions (-PEG) increased the
chlorophyll a/b ratio, the concentration of Ce and amino acids in the stem, the water content in the
stem, and reduced the concentration of total sugars and K in the root. Under osmotic stress (+PEG),
Ce increased the weight of fresh root biomass, dry shoot and root biomass, the concentration of
proline in the shoot, reduced the shoot/root ratio, the concentration of Mg in the root, and that of
N in stem and root. In contrast, Ce under normal conditions (-PEG), reduced the concentration of
amino acids and proline in the root, and sugars in the stem, while its application under osmotic
stress (+ PEG), significantly increased the concentration of these biomolecules. Ce modifies
growth, the concentration of biomolecules and nutrients depending on the state of the plant and
reduces the negative effects of osmotic stress.

Keywords: Biostimulation, nutrient concentration, metabolites, rare earths.
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2.3. INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa) es un cultivo de suma importancia, al ser el alimento basico para mas de la
mitad de la poblacién mundial, fuente de minerales, vitaminas y compuestos bioactivos (Seck et
al., 2012; Sen et al., 2020). De acuerdo con el Sistema de Informacion del Mercado Agricola
(AMIS, por sus siglas en inglés), para el afio 2020/2021 la produccion mundial de arroz fue 756
Pg, en una superficie de 161 millones de hectéreas. Sin embargo, debido al aumento de la
poblacion sera necesario incrementar la produccion de este grano para satisfacer la demanda.
Aunado a esto, el cultivo de arroz es vulnerable a los efectos del cambio climético, principalmente
a la sequia, debido a los altos requerimientos de agua durante su ciclo de vida (Pande y Shukla,
2015). En este contexto, es necesaria la busqueda de alternativas que permitan mejorar la
produccion de arroz, asi como su tolerancia a factores de estres, en este sentido la nutricion vegetal
es de suma importancia.

El cerio (Ce), es un metal que pertenece al grupo de las tierras raras, grupo constituido por los
elementos escandio (Sc), lantano (La), praseodimio (Pr), neodimio (Nd), prometio (Pm), samario
(Sm), europio (Eu), gadolinio (Gd), terbio (Tb), disprosio (Dy), holmio (Ho), erbio (Er), tulio
(Tm), iterbio (YD), lutecio (Lu), e itrio (Y), que poseen caracteristicas bioquimicas muy similares
(Kabata-Pendias y Pendias, 1984). El Ce es el elemento mas abundante de este grupo (Kilbourn,
2010). Su aplicaciéon ha mostrado mejoras en el metabolismo de arroz (Liu et al., 2012), caupi
(Vigna unguiculata) (Shyam y Aery, 2012) y maiz (Zea mays) (Hu et al., 2018); asimismo,
aumenta el peso de biomasa en espinaca (Spinacia oleracea) (Chao et al., 2009; Yin et al., 2009;
Ze et al., 2009) y maiz (Gong et al., 2011a; Hu et al., 2018). El Ce incrementa la actividad de las
enzimas ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD), la

concentracion de glutation reducido (GSH), y reduce la concentracion de malondialdehido (MDA),
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superoxido (O2) y peroxido de hidrogeno (H202) (Chao et al., 2009; Chen et al., 2015; Liu et al.,
2016; Xuetal., 2016; Hong et al., 2017). Ademas, la aplicacion de Ce redujo los efectos negativos
de la deficiencia de Ca en la actividad fotosintética, al incrementar las tasas de fosforilacion ciclica
y no ciclica en plantas de espinaca asi como la de tasa transporte de electrones en espinaca (Huang
et al., 2008), y maiz (Zhou et al., 2011a), mejorar la tasa de evolucién del oxigeno (Huang et al.,
2008; Yinetal., 2009; Zhou et al., 2011b; Zhao et al., 2012); incrementar la actividad de la enzima
ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBisCO) en plantas de maiz (Gong et al., 2011a) y espinaca (Huang et
al., 2008; Chao et al., 2009), y la de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCasa) en maiz
(Zhao et al., 2012), e incrementar la concentracion de pigmentos sintéticos como es la clorofila a
y b. Sin embargo, pocos son los estudios sobre el efecto de la aplicacion de Ce en condiciones
normales y bajo estrés osmatico. En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar las
respuestas de la aplicacion de Ce en el crecimiento de vegetativo, concentracion de biomoléculas
y nutrimentos en plantas de arroz cv. Morelos A-98, crecidas tanto en condiciones normales como
bajo estrés osmético inducido con la aplicacion de polietilenglicol (PEG).
2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material vegetal

Semillas de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica) cv. Morelos A-98, obtenidas del Banco de
Germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), ubicado en la Estacion Experimental de Zacatepec, Morelos, Mexico (18° 39' NL, 99°
12" WL, 910 msnm), se utilizaron en esta investigacion. Estas semillas se desinfectaron mediante
su inmersion en etanol al 70% durante 10 min, en seguida las semillas se enjuagaron con agua
destilada, y posteriormente se colocaron en una solucion con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5%

y Tween 20 (Hycel, Zapopan, México) al 0.1% durante 1 h.
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2.4.2. Condiciones de crecimiento y tratamientos

Las semillas previamente desinfectadas se depositaron en frascos de vidrio con 60 mL de medio
MS (Sigma-Aldrich; Steinheim, Alemania) suplementado con 3% (w/v) de sacarosa (J. T. Baker,
Center Valley, PE, USA) y solidificado con 0.8% de agar (Merck KGaA; Darmstadt, Alemania).
En seguida, los frascos se colocaron en oscuridad a 28 °C por 3 d, después fueron expuestos a luz
natural por 11 d. A los 12 d de edad se trasfirieron a un sistema hidropdnico en condiciones de
invernadero a una temperatura promedio de 23 °C/16 °C (dia/noche), humedad relativa de 57%
con 16 h luz a 145 umol m2 s y 8 h oscuridad. Para lo cual las plantas se colocaron en recipientes
con capacidad para 14 L con solucion nutritiva Magnavaca modificada por Famoso et al. (2010)
(1 mM KCI, 1.5 mM NHsNO3, 1 mM CaCl, 2H,0, 45 puM KH2PO4, 200 pM MgS0O4 7H.0, 500
UM Mg(NOs)2 6H20, 155 puM MgClz 6H,0, 11.8 pM MnCl; 4H,0, 33 pM H3BO3, 3 UM ZnSO4
7H20, 0.8 uM CuSO;4 5H20, 1 uM NaMoO4 2H20 y 77 uM Fe-EDTA). Siete dias despues del
trasplante, la solucion Magnavaca se reemplazé por solucién Yoshida (Yoshida, 1976) (1.43 mM
NH4NOs3, 1.00 mM CaCl, 2H.0, 1.64 mM MgSO4 7H20, 1.32 mM K2SO4, 320 UM NaH2POa,
100 UM Fe-EDTA, 7.99 uM MnCI2 4H0, 0.15 pM ZnSO4 7H,0, 0.15 pM CuSO4 5H0, 0.08
UM (NH4)6M07024 4H,0 y 1.39 uM H3BO3). Transcurridos 14 dias después del trasplante
(plantas de 26 d), los tratamientos se agregaron junto con la solucion nutritiva, consistiendo en 0,
25, 50 uM CeCls. A los 28 d del inicio de los tratamientos la mitad de las plantas de cada
tratamiento con CeCls se sometieron a estrés osmotico por 7 d con la adicion de 10% PEG 8000
(PEG) manteniendo el nivel de CeCls; mientras que la otra parte de las plantas solo se continué
tratando con CeCls también por 7 d. A partir de la adicion de tratamientos con CeCls, la solucién
nutritiva se reemplaz6 completamente cada siete dias y cada tercer dia se repuso el agua consumida

por la planta. EI pH de la solucion se ajusté a 5.5 utilizando H.SO4 0 NaOH 1 N. Los potenciales
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osméticos de los tratamientos evaluados fueron las siguientes: T1: Testigo (-0.09 MPa), T2: 25
UM CeClz (-0.09 MPa), T3: 50 uM CeCls (-0.10 MPa), T4: PEG (-0.18 MPa), T5: 25 uM CeCls
+ PEG (-0.19 MPa), T6: 50 uM CeCls + PEG (-0.19 MPa).

2.4.3. Contenido de agua y relacion véstago/raiz

Las plantas se separaron en vastago y raiz, despues se secaron en una estufa de aire forzado (HCF-
125, Riossa, Mexico) a 72 °C por 72 h y se determing el peso de la biomasa seca. Posteriormente
con los datos de peso de biomasa fresca y seca se calcul6 la relacion véstago/raiz, asi como el
contenido de agua en ambos 6rganos, con la siguiente formula (Jones y Turner 1978; Ming et al.,
2012).

(Peso fresco — peso seco)

Contenido total de agua
peso seco

2.4.4. Concentracion de clorofilas y aminoéacidos totales

Se pesaron 60 mg de cada muestra y se realiz6 una triple extraccion etandlica (80, 80 y 50%). En
cada extraccion etandlica, las muestras fueron incubadas en bafio Maria a 80 °C durante 20 min y
centrifugadas a 14 000 rpm durante 5 min. Los sobrenadantes de cada extraccion se recuperaron,
mezclaron y se utilizaron para la determinacion de clorofilas y aminoacidos. Finalmente, la
concentracion de clorofilas a y b se determiné en vastago, leyendo los extractos a 635 y 645 nm
en un espectrofotometro (Jenway 6715; Staffordshire, UK), y se calcul6o la concentracion de
clorofila total, asi como la relacion clorofila a/b (Harborne, 1973).

Posteriormente, del sobrenadante obtenido en la extraccion de clorofilas, se determino la
concentracion de aminoacidos libres totales en vastago y raiz, utilizando el método de ninhidrina
(Moore y Stein, 1954), y las muestras se analizaron a 570 nm. Se empled L-leucina (Sigma-

Aldrich; Steinheim, Germany) para la elaboracion de la curva estandar.
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2.4.5. Concentracion de azucares totales

La determinacion de azUcares totales se realizd en vastago y raiz, para lo cual se pesaron 500 mg
de tejido previamente macerado en nitrégeno liquido. Posteriormente se realizo la extraccion con
50 mL de etanol (80%), en una plancha caliente a ebullicion constante con agitacion ocasional. El
sobrenadante obtenido se filtré y afor6 a 20 mL, del cual se tomé 1 mL del extracto y se le
agregaron 5 mL de antrona al 0.4% (w/v) en H2SO4 concentrado (Merck; Darmstadt, Germany).
Después, las muestras se incubaron en bafio Maria a 95 °C durante 15 min, al finalizar este tiempo
las muestras se colocaron en hielo para finalizar la reaccion. La cuantificacion se realiz6 una curva
estandar usando glucosa (Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO, USA) y se midi6 a una absorbancia de
600 nm (Bailey, 1958).

2.4.6. Concentracion de prolina

Se maceraron 0.5 g de vastago y 1 g de raiz con &cido sulfosalicilico (3%, w/v) y se filtr6 la muestra
(papel filtro No. 4). Después se mezclaron 2 mL del extracto obtenido, 2 mL de ninhidrina acida
y 2 mL de &cido acético glacial concentrado. En seguida se incub6 en bafio maria a 100 °C durante
60 min. Inmediatamente después, las muestras fueron colocadas en hielo y se agregé 4 mL de
tolueno (J. T. Baker; Xalostoc, Estado de México, México), se agitaron y se registro la absorbancia
a 520 nm. La concentracion de prolina se determind mediante una curva estandar usando L-prolina
(Bates et al., 1973).

2.4.7. Analisis nutrimental

Tejido seco de vastago y raiz se molio finamente, para despues tomar 0.25 g del tejido y someterlo
a digestion humeda con una mezcla de HSO4:HCIO4 (2:1, v:v) por 2 h a 390 °C. Posteriormente
la muestra se filtro y aforé a 25 mL con agua desionizada. Del extracto resultante se determinaron

las concentraciones de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, B, Zn, y Ce, mediante espectroscopia de emision
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Optica de induccidn con plasma acoplado (ICP-OES, Agilent 725-OES; Mulgrave, Australia); y la
concentracion de N, se determind por el método micro Kjeldahl.
2.4.8. Andlisis estadistico
Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar y se realizé analisis de varianza y prueba
de comparacion de medias de Duncan, con un nivel de significancia de 0.05, utilizando el paquete
estadistico SAS 9.4.

2.5. RESULTADOS
2.5.1. Variables de crecimiento
Los tratamientos evaluados no tuvieron efecto en la altura de planta (Figura 1A). La adicion de
50 uM Ce sin estrés osmotico (-PEG) (T3), y la aplicacion de 25 uM Ce con estrés osmotico
(+PEG) (T5), incrementd el nimero de macollos en 26.76 y 36.62%, respecto al testigo
(FiguralB).
La aplicacion de 25 y 50 uM Ce sin estrés osmético (-PEG) (T2 y T3), y el tratamiento con PEG
sin Ce (-Ce) (T4), asi como el tratamiento con 50 uM Ce con estrés osmotico (+PEG) (T6),
redujeron significativamente la longitud de raiz en 11.52, 9.49, 15.15 y 11.31% en relacion al
testigo (Figura 1C).
La aplicacion de 50 uM Ce en condiciones normales (-PEG) (T3), 25 y 50 uM Ce con estrés
osmotico (+PEG) (T5y T6), y con PEG y sin Ce (-Ce) (T4), incrementaron significativamente el
volumen de raiz en 34.52, 72.62, 21.43 y 33.33%, respecto al tratamiento testigo, en tanto que la
concentracion 25 pM Ce en condiciones normales (-PEG) (T2), no modifico el volumen de raiz

(Figura 1D).
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Figura 1. Altura de planta (A), nimero de macollos (B), longitud de raiz (C) y volumen de
raiz (D) de plantas de arroz tratadas con Cey PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeCls; T3: 50 uM
CeCls; T4: 10% PEG 8000; T5: 25 uM CeCls + 10% PEG 8000; T6: 50 uM CeCls + PEG 8000.
Medias = DE con letras diferentes en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Duncan, P < 0.05).

El peso de biomasa fresca de vastago aument6 con la aplicacion de 50 uM Ce en condiciones

normales (-PEG) (T3), y 25 uM Ce con estres (+PEG) (T5), en 27.29 y 40.13% respecto al
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tratamiento testigo. La adicion de 25 puM Ce sin estrés osmético (-PEG) (T2), y 50 uM Ce en
condiciones normales (+PEG) (T6), asi como el tratamiento sin Ce (-Ce) y con estrés (+PEG) (T4),
no modificaron significativamente el peso de biomasa de vastago. De manera similar el peso de
biomasa fresca de raiz no se modificé con los tratamientos 25 y 50 uM Ce sin estrés osmotico (-
PEG) (T2 y T3), ni tampoco con la aplicacion de 50 uM Ce con estrés osmético (+PEG) (T6), o
el tratamiento con solo estrés osmotico (T4); en tanto que el tratamiento 25 uM Ce en condiciones
de estrés (+ PEG) (T5), incrementd en 58.86% el peso de biomasa, respecto al tratamiento testigo
(Figura 2A). El peso de biomasa seca de vastago, no fue alterado con la adicion de 25 y 50 uM
Ce en condiciones normales (-PEG) (T2 'y T3) y 50 uM Ce con estrés (+PEG) (T6). El tratamiento
sin Ce con PEG (T4), y 25 uM Ce con estrés osmotico (+PEG) (T5), aumentaron en 29.43 y
48.62% el peso de biomasa, respecto al tratamiento testigo. EI peso de biomasa seca de raiz no se
modifico con los tratamientos 25 y 50 uM Ce bajo condiciones normales (-PEG) (T2 y T3); en
contraparte, la adicion de 25 y 50 uM Ce con estrés osmético (+PEG) (T5 y T6) asi como el
tratamiento con sin Ce y estrés (-Ce y +PEG) (T4), aumentaron en 86.86, 30.12 y 44.67% el peso

de biomasa seca de raiz (Figura 2B).

49



30 7.0
m Vastago ®Raiz

6.0 4
25 4 ab b

>
~~]

mVastago mRaiz a

5.0 be
4.0 A

3.0 4

Peso de biomasa seca (g)

2.0

Peso de biomasa fresca (g)

10 {1 4 cd Jlbcd Jl ° be

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tratamientos Tratamientos

Figura 2. Peso de biomasa fresca (A) y seca (B) de vastago y raiz de plantas de arroz tratadas
con Cey PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeCl3; T3: 50 uM CeCls; T4: 10% PEG 8000; T5: 25 uM
CeClz+ 10% PEG 8000; T6: 50 uM CeCls + PEG 8000. Medias + DE con letras diferentes en cada

subfigura y cada variable indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).

La aplicacion de 25 uM Ce en condiciones normales (-PEG) (T2) incrementd el contenido de agua
en vastago en 30.60%; mientras que, el tratamiento sin Ce con PEG (-Ce y +PEG) (T4), redujo el
contenido de agua en 31.29%, en relacion al testigo. Los tratamientos 50 M Ce sin estrés osmético
(-PEG) (T3), 25 y 50 uM Ce con estrés (+PEG) (T5 y T6), no presentaron diferencias significativas
respecto al testigo (T1) (Figura 3A). De manera similar el contenido de agua en raiz, no fue

distinto entre los tratamientos y el testigo (Figura 3B).
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Figura 3. Contenido de agua en vastago (A) y raiz (B) de plantas de arroz tratadas con Ce y
PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeCls; T3: 50 uM CeCls; T4: 10% PEG 8000; T5: 25 uM CeClz +
10% PEG 8000; T6: 50 uM CeCls + PEG 8000. Biomasa seca. Medias + DE con letras diferentes

en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).

La relacion de biomasas frescas de vastago/raiz fue aumentada en 23.94% en el tratamiento 50 uM
Ce con estrés osmotico (+PEG) (T6) con respecto al testigo (Figura 4A). En tanto que, la adicién
de 25 y 50 uM Ce bajo estrés osmético (+PEG) (T5 y T6) aumentd la relacion vastago/ raiz en

19.34 y 23.18% respecto al testigo (Figura 4B).
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Figura 4. Relacién vastago/raiz de biomasa fresca (A) y biomasa seca (B) de plantas de raiz
tratadas con Ce y PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeCls; T3: 50 uM CeCls; T4: 10% PEG 8000;
T5: 25 uM CeCls + 10% PEG 8000; T6: 50 uM CeCls + PEG 8000. BF: Biomasa Fresca; BS:
Biomasa Seca. Medias + DE con letras diferentes en cada subfigura indican diferencias estadisticas
entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).

2.5.2. Clorofilas

La concentracion de clorofila a, incremento con la aplicacion de 25 y 50 uM Ce bajo condiciones
normales (-PEG) (T2 y T3), asi como con los tratamientos sin Ce (-Ce) con PEG (T4), y 50 uM
Ce bajo estres osmotico (+PEG) (T6), en 36.20, 29.78, 21.10 y 25.73%, respectivamente, en
relacion al testigo (T1) (Figura 5A). De manera similar, la concentracion de clorofila b, aumento
con la adicién de 50 uM Ce en ambas condiciones (-PEG, T3; y +PEG, T6), en 44.32 y 24.10%,
en relacion al tratamiento testigo; en tanto que, el tratamiento sin Ce con estrés osmotico (T4)
incremento en 30.58% la concentracion de clorofila b (Figura 5B). Por otro lado, la concentracion
de clorofila total, incremento con la adicion de 25 y 50 uM Ce en condiciones normales (-PEG)
(T2 y T3), en el tratamiento sin Ce con estrés osmotico (T4) y con la aplicacion de 50 uM Ce bajo

estres (+PEG) (T6), en 32.92, 31.49, 24.29 y 25.21%, respectivamente, en relacion al testigo
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(Figura 5C). Por otro lado, la relacion clorofila a/b incremento con la aplicacion de 25 uM Ce sin

estrés osmético (-PEG) (T2) en 22.47%, en relacion al testigo (Figura 5D).
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Figura 5. Concentracién de clorofila a (A), b (B), total (C), y relacion clorofila a/b (D) de

plantas de arroz tratadas con Ce y PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeClsz; T3: 50 uM CeCls; T4:

10% PEG 8000; T5: 25 uM CeClsz+ 10% PEG 8000; T6: 50 uM CeCls + PEG 8000. BF: Biomasa

Fresca. Medias + DE con letras diferentes en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Duncan, P < 0.05).
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2.5.3. Aminoécidos solubles totales

La concentracion de aminoacidos en vastago, aumento significativamente en 13.61% con la dosis
25 UM Ce sin estrés osmotico (-PEG) (T2). La concentracién de aminoécidos en raiz disminuyo
significativamente con el tratamiento 50 UM Ce sin estrés osmotico (-PEG) (T3) en 36.99% vy la
aplicacion de 50 uM Ce con estrés osmético (+PEG) (T6) incrementd la concentracion de

aminodcidos en 21.97%, en relacion al testigo (Figura 6A).
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Figure 6. Concentracion de aminoacidos (A) y azucares totales (B) en vastago y raiz de
plantas de arroz tratadas con Ce y PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeClsz; T3: 50 uM CeCls; T4:
10% PEG 8000; T5: 25 uM CeClsz + 10% PEG 8000; T6: 50 uM CeCls + PEG 8000. BF: Biomasa
Fresca. Medias £ DE con letras diferentes en cada subfigura y en cada variable indican diferencias

estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).

En relacién a la concentracion de azlcares totales en vastago, la adicion de 50 uM Ce en
condiciones normales (-PEG) (T3) redujo significativamente esta variable en 24.65%. En
contraparte, la adicion de 50 UM Ce en condiciones de estrés osmotico (+PEG) (T6), incremento

la concentracion de azucares en 59.04% respecto al testigo (T1). Por otro lado, en raiz, las
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aplicaciones de 25 y 50 uM Ce (T2 y T3) en condiciones normales, redujeron la concentracion de
azucares en 35.29 y 39.53% en relacion al tratamiento testigo (T1); mientras que el tratamiento sin
Ce y con estrés osmotico (T4), aumentd la concentracion de azlcares en 33.78% (Figura 6B).
2.5.4. Prolina

La concentracion de prolina en vastago no se modificé con la aplicacion de 25y 50 uM Ce (-PEG)
(T2 y T3) en condiciones normales, ni como con la adicion de 25 uM Ce con estrés osmotico
(+PEG) (T5). En contraparte, los tratamientos bajo estrés osmotico (+PEG) sin Ce (T4) y con 50
UM Ce (T6), incrementaron la concentracion de prolina en 33.37 y 35.85% respectivamente en
relacion al tratamiento testigo (T1) (Figura 7A). En raiz, la concentracién de prolina disminuy6
con la adicién de 25 uM Ce sin estrés osmotico (-PEG) (T2), en tanto que su aplicacion en

condiciones de estrés osmético (+PEG) (T5) aumentd la concentracion de prolina en 39.65%.

(Figura 7B).
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Figure 7. Concentracion de prolina en vastago y raiz de plantas de arroz tratadas con Ce y
PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeCls; T3: 50 uM CeCls; T4: 10% PEG 8000; T5: 25 uM CeCls +
10% PEG 8000; T6: 50 uM CeCls + PEG 8000. BF: Biomasa Fresca. Medias + DE con letras

diferentes en cada subfigura indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P <0.05).
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2.5.5. Concentracion de Ce
La concentracion de Ce en vastago aumento significativamente de manera lineal con la adicion de
25y 50 uM Ce (-PEG) (T2 y T3), asi como con la adicion de 25 y 50 uM Ce (-PEG) (T5 y T6),

en relacion al testigo (T1), tanto en véstago (Figura 8A) como en raiz (Figura 8B).

A 0 B 10000

45 1 & 9000
72 a / a
2 40 - % 8000
P 4
=11}
35 1 £ 7000
G N ab
g 30 b E 6000
< =
by L
€ 25 & 5000 ab
= L]
é 20 T 4000 b
o be '8
° 15 A £ 3000
g 3
g 10 1 o 2 2000
E S
g s 1000
S 0 c c o c c

Tl T2 T3 T4 TS 6 Tl T2 T3 T4 T5 6

Tratamientos Tratamientos

Figure 8. Concentracién de Ce (A) en vastago y raiz de plantas de arroz tratadas con Ce y
PEG. T1: Testigo; T2: 25 uM CeCls; T3: 50 uM CeCls; T4: 10% PEG 8000; T5: 25 uM CeCls +
10% PEG 8000; T6: 50 pM CeClz + PEG 8000. Medias + DE con letras diferentes en cada
subfigura indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).

2.5.6. Concentracion de macronutrimentos

La adicion de 25 uM Ce bajo condiciones de estres osmotico (+PEG) (T5), redujo en 27.52% la
concentracion de N, en relacion al testigo (T1). La concentracion de P, K, Ca'y Mg en vastago, no
se alterd despueés de la adicion de 25 y 50 uM Ce en ambas condiciones de estudio [(-PEG) (T2 y
T3), y (+PEG) (T5 y T6)], asi como tampoco con el tratamiento con sin Ce bajo estrés PEG (T4).
La concentracion de N en raiz se redujo con la adicion de 25 y 50 uM Ce en condiciones de estrés
(T5yT6) en 30.17 y 32.77%, respectivamente, en comparacion con el testigo (T1). Por otro lado,

adicion de 50 uM Ce sin estrés osmético (-PEG) (T3), incremento la concentracion de P en raiz
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26.25%, y redujo en 17.20% la concentracion de K en este drgano. Los tratamientos 25 puM Ce en
condiciones normales (-PEG) (T2), 25 y 50 uM Ce con estrés osmético (+PEG) (T5y T6) y PEG
sin adicion de Ce (T4), no mostraron efectos significativos en la concentracion de P y K en raiz,
en relacion al tratamiento testigo. El tratamiento 50 uM Ce en condicion normal (-PEG),
incremento en 26.25% la concentracion de P y redujo en 17.44% la concentracion de K en raiz. La
concentracion de Ca en raiz no se modificé bajo ninguno de los tratamientos evaluados. La
concentracion de Mg en raiz no se modifico con la aplicacion de 25 y 50 uM Ce bajo condiciones
normales (-PEG) (T2 y T3) y 25 uM Ce con estrés osmotico (-+PEG) (T5), mientras que los
tratamientos sin Ce y con PEG (-Ce) (T4) y 50 uM Ce con estrés osmotico (T6) redujeron en 13.99

y 12.59% la concentracién de Mg en raiz (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de planta de arroz tratadas con

CeyPEG.
N P K Ca Mg
TRA
g kg biomasa seca
Vastago
T1 35.98+0.92a 5.48 £0.27 a 21.10+0.65a 1.35+0.02ab 3.45+0.11a
T2 29.23+556ab 4.65+0.66a 18.65+2.36a 1.30+0.07a 2.75+0.38 a
T3 30.63+3.03ab 5.25+0.37a 2043+1.79a 150+0.11ab 3.10+0.24a
T4 2748+ 1.79ab 5.65+0.34a 2403x211a 1.53+0.07ab 3.50+0.27a
T5 26.08£2.07b 493+£021a 21.28+1.15a 155+0.05a 3.20+0.08 a
T6 3220+1.31ab 4.95+0.39a 21.73+x1.29a 155+0.04a 3.18 £0.24a
Raiz
T1 20.05+0.92a 240+£0.11b 17.73+£0.53a 0.98 +£0.03 a 143+0.03a
T2 16.80+1.34ab 295+0.23ab 16.68+1.39ab 1.00+0.04a 145+0.09a
T3 16.90+1.32ab 3.03%x0.14a 14.68 £0.33 b 1.00+0.02a 1.38 +0.01 ab
T4 18.03+2.67ab 245%0.13b 18.35+0.53 a 1.03+0.09a 1.23+0.02c¢c
T5 14.00+1.31b 270+0.14ab 18.48+0.44a 1.08+0.04a 1.33£0.02 abc
T6 13.48+1.79b 260x+0.15ab 17.28+0.97a 1.03+0.03a 1.25+0.02 bc

TRA: Tratamientos; T1: Testigo; T2: 25 uM CeCls; T3: 50 uM CeCl3; T4: 10% PEG 8000; T5:

25 UM CeClz + 10% PEG 8000; T6: 50 uM CeClz + PEG 8000. Medias + DE con letras diferentes

en cada columna por 6rgano indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P <0.05).
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2.5.7. Concentracion de micronutrimentos

Respecto a la concentracion de micronutrimentos en vastago, la adicion de 25 y 50 uM Ce en
ambas condiciones de estudio (-PEG) (T2 y T3) y (+PEG) (T5y T6), asi como el tratamiento con
PEG (-Ce) (T4) no modificaron la concentracién de Fe, Cu, Mn 'y Zn en véstago. La concentracion
de B se redujo significativamente con la adicion de 25 y 50 uM Ce sin condicion de estrés (-PEG)
(T2 y T3) y 25 uM Ce bajo estrés osmotico (+PEG) (T5) en 34.40, 36 y 27.20% respectivamente,
en relacion al testigo (T1), en tanto que los tratamientos 50 pM Ce con estres (+PEG) (T6) y sin
Ce con estrés osmotico (T4) no mostraron efectos significativos de los tratamientos. De manera
similar, la concentracién de Fe, Cu y Zn en raiz no se modificd bajo ningun tratamiento evaluado;
por otro lado, la concentracion de Mn en raiz se redujo con la adicion de 25 y 50 uM Ce sin estrés
osmético (-PEG) (T2y T3) en 27.16 y 27.30%, respecto al testigo (T1). En contraparte, la adicion
de PEG en ausencia de Ce (T4), asi como 25 y 50 uM Ce bajo estrés osmotico (TS5 y T6)
aumentaron en 34.11, 37.90 y 27.99% la concentracion de Mn en raiz respecto al testigo. Asi
también, la adicién de 25 y 50 uM Ce bajo condiciones estandares (-PEG) (T2 y T3), 50 uM Ce
con estrés osmotico (T6) y el tratamiento con PEG sin Ce (T4) no modificaron la concentracion
de B en raiz, en tanto que el tratamiento 25 uM Ce con estrés osmotico (T5), redujo la

concentracion de B en 32.85% (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentracion de micronutrimentos en vastago y raiz de planta de arroz tratadas con

CeyPEG.
Fe Cu Mn B Zn
TRA mg kg™ biomasa seca
Vastago
Tl 1628+135ab 34+0la 179.8+86ab 125+10a 13.7+0.7a
T2 1383+156ab 25+05a 143.6+256b 82%08¢c 171+23a
T3 1775+176a 31x03a 177.7+192ab 8.0x05c 197+19a
T4 1365+6.6ab 32+03a 2192+300ab 134+14a 135+1.7a
TS 1363+6.2ab 37+0.8a 2343+17.0a 9.1+0.2hc 133+4.1a
T6  1304+135b 33+06a 2466+383a 11.2+06ab  167+1.6a
Raiz
Tl 7176+2480ab 37+05ab 343+23b 344+38ab  288+15ab
T2 4141+872b 38+08ab 250x17c  432+25a 31.6+35a
T3 431.0+469b 27+03b  250+15c  33.8+16b  28.0+14ab
T4 900.7+1894a 37+04ab 460+35a 350x42ab  22.8+09b
TS 6654+798ab 47+06a  47.3+30a  231x15c  285+24ab
T6  5107+962ab 38+03ab 439+21a 282+22bc  234+21b

TRA: Tratamientos; T1: Testigo; T2: 25 uM CeCls; T3: 50 uM CeCl3; T4: 10% PEG 8000; T5:

25 UM CeClz + 10% PEG 8000; T6: 50 uM CeClz + PEG 8000. Medias + DE con letras diferentes

en cada columna por 6rgano indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan, P <0.05).
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2.6. DISCUSION

El Ce mejora el crecimiento de diversas especies vegetales. Por ejemplo, se ha reportado que la
aplicacion de 0.1 mM Ce(NOz3)s a plantas de arroz (Liu et al., 2012); y 17.84 uM Ce(NO3)3 a caupi
(Shyam y Aery, 2012) incrementa la altura de planta. La aplicacion de 30 uM Ce(NO3)z a maiz
(Zea mays) en condiciones normales y bajo estrés por salinidad incrementd la altura de planta (Hu
et al., 2018). Sin embargo, en este estudio no se registraron efectos positivos del Ce en el
crecimiento (Figura 1A). Por otro lado, el nimero de macollos aument6 con la aplicacion de 50
uM Ce sin estrés osmético (T3) y 25 uM bajo estrés osmotico (T5), en relacion al testigo (T1)
(Figura 1B). El aumento de este atributo es de suma importancia, puesto que el nimero de
macollos es una de las caracteristicas mas importantes en la produccién de grano, clave en el
rendimiento de arroz (Wang y Li, 2011). En cuanto a la longitud de raiz, ésta se redujo con la
adicion de 25 y 50 uM Ce sin estrés osmotico (-PEG) (T2 y T3), asi como con la adicion de PEG
en ausencia de Ce (T4) (Figura 1C). De manera coincidente se ha reportado que la aplicacion de
Ce en ausencia de estrés, reduce la longitud de raiz en plantas de camote (Ipomoea batatas) (Jiang
et al., 2017), colza (Brassica napus) (Posc¢ic et al., 2017) y caupi (Shyam y Aery, 2012), lo cual
puede deberse al efecto de Ce en la disminucion de indice mitdtico de células de la raiz (Xu et al.,
2016). De manera similar, se ha indicado que el estrés por sequia reduce la elongacion y el
crecimiento celular (Shao et al., 2008; Pande y Shukla, 2015), ademas de incrementar la
produccién de especies reactivas de oxigeno, como el perdxido de hidrégeno que reducen el
crecimiento (Xiong et al., 2015). En esta investigacion la adicion de Ce en condiciones de estrés
osmotico, no modifico el crecimiento de la raiz, en relacion al tratamiento testigo, lo cual puede
ser debido al efecto del Ce en el aumento de la actividad antioxidante y en la disminucion de

especies reactivas de oxigeno. La adicion de Ce reduce el contenido de malondialdehido (MDA)
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en plantas de maiz, en condiciones de estrés por salinidad, y mejora la actividad de las enzimas
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutatién reductasa
(GRX) vy guayacol peroxidasa (GPX) (Liu et al., 2012; Hong et al., 2017). De manera coincidente,
el volumen de raiz incrementd hasta en 34.52% con la adicion de Ce sin estrés osmético (T2 y T3)
y hasta 72.62% con la aplicacion de Ce bajo estrés osmético (T5 y T6), en tanto que el tratamiento
con estrés osmotico en ausencia de Ce (T4) increment6 el volumen en 33.33% (Figura 1D). La
aplicacion de 0.05 mM Ce(NOs)s por 13 d a plantas de arroz cv. Shengdao 16, incremento
significativamente el nimero de raices seminales, respecto al testigo (Liu et al., 2012).

El peso de biomasa fresca de vastago increment6 en 27.29% con la aplicacion de 50 uM Ce sin
estrés osmético (T3) y en 40.13% con el tratamiento 25 UM Ce con estrés osmotico (T5); este
altimo tratamiento aumentd el peso de biomasa fresca de raiz en 58.86% en relacion al tratamiento
testigo (Figura 2A). De manera similar se han reportado incrementos en el peso de biomasa
después de la aplicacién de Ce, en plantas de espinaca (Spinacia oleracea) (Huang et al., 2008;
Chao et al., 2009; Yin et al., 2009) y maiz (Gong et al., 2011a; Zhou et al., 2011b; Zhao et al.,
2012; Hong et al., 2017).

El peso seco de vastago aumento con los tratamientos con estrés osmético en ausencia de Ce (T4)
y 25 uM Ce con estrés osmotico (T5), mientras que los tratamientos con Ce y estrés osmético (T5
y T6), incrementaron en promedio el peso de biomasa seca en raiz en 58.49% respecto al testigo
(Figura 2A). De manera similar se ha informado que la adicion de 15 uM CeCls a plantas de
espinaca mejora el peso de biomasa seca (Chao et al., 2009); en tanto que la adicion de 30 uM
Ce(NO3)s incremento el peso de biomasa en plantas de maiz en condiciones normales y bajo estrés
por salinidad (Hu et al., 2018). Normalmente muestran una relacion lineal el peso de biomasay la

fotosintesis; en este sentido se ha reportado que la aplicacion de Ce mejora la tasa de
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fotofosforilizacion ciclica y no ciclica, asi como la tasa de trasporte de electrones del fotosistema
Il en plantas de espinaca (Huang et al., 2008) y en maiz (Zhou et al., 2011a). Ademas, el Ce mejora
la tasa de evolucidn del oxigeno en plantas de espinaca (Huang et al., 2008; Chao et al., 2009; Yin
et al., 2009; Ze et al., 2009; Yuguan et al., 2009), y maiz (Gong et al., 2011a; Zhou et al., 2011).
Asi también, la adicion de Ce mejora la actividad de las enzimas PEPcasa en plantas de maiz (Zhao
etal., 2012) y RuBisCO en plantas de espinaca (Huang et al., 2008).

El contenido de agua es una caracteristica importante en la tolerancia a la sequia (Shivakrishna et
al., 2018). En esta investigacion, el contenido de agua en vastago incremento hasta en 30.60% con
la aplicacion de Ce sin estrés osmotico (T2 y T3), mientras que el tratamiento con PEG en ausencia
de Ce (T4) redujo en 31.29% el contenido de agua. En contraste, la aplicacion de Ce bajo estrés
osmotico (T5 y T6) no modifico esta variable (Figura 3A).

La relacion vastago/raiz se redujo hasta 23.94% en las plantas tratadas con Ce bajo estrés osmatico
(T5y T6) (Figuras 4A 'y 4B), lo cual esta relacionado con la mayor distribucién de la biomasa en
la raiz respecto al vastago, asociado a la distribucion de carbohidratos y a la actividad de enzimas
involucradas a la conversién de sacarosa (Wind et al., 2010). De manera similar la adicién de 20
MM CeCls a plantas de maiz mejora la actividad sacarosa-fosfato sintasa (SPS) (Zhao et al., 2012).
Respecto a la concentracion de clorofila, el Ce tiene un papel indirecto en la formacion de esta
molécula, el cual podria entrar al cloroplasto y unirse a la clorofila, reemplazando al Mg (Shyam
y Aery, 2012). Asi también, se ha reportado que la adicion de Ce mejora la actividad de la enzima
Mg-Proto IX, clorofila sintetasa (CHLG), el contenido de protoclorofila (Pchl), y la expresion de
las enzimas magnesio quelatasa (CHLI) y magnesio protoporfirina IX metiltraferasa (PPMT)
(Zhou et al., 2011Db). En esta investigacion, la concentracion de clorofila a, incremento hasta 36.26

y 25.73% con la aplicacion de Ce y sin estrés osmotico y con Ce bajo estrés osmotico
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respectivamente (Figura 5A). De manera similar se han obtenidos incrementos en la concentracion
de clorofila a en plantas de caupi hasta del 88.65% con la adicion de 17.84 uM Ce(NO3)3 (Shyam
y Aery, 2012), asi como con la aspersion de 15 uM CeClz a plantas de espinaca (Ze et al., 2009).
La concentracion de clorofila b, increment6 con el tratamiento sin Ce bajo estrés osmético (T4),
asi como con la adicién Ce (-PEG) y Ce (+PEG), hasta 44.32 y 24.10% respectivamente (Figura
5B). De manera coincidente el tratamiento con 17.84 uM Ce(NO3)3, a plantas de caupi increment6
hasta en 100% la concentracion de clorofila b (Shyam y Aery, 2012), asi como la aspersion de 15
pM CeClsa plantas de espinaca (Ze et al., 2009). La concentracion de clorofila total aumento hasta
32.92 y 25.21% con la adicién de Ce sin estrés osmético (T2 y T3) y Ce con estrés osmotico (T5
y T6), respectivamente (Figura 5C). En otros estudios se ha reportado este mismo efecto, ya que
la aplicacion de 17.84 uM Ce(NOs3)s a plantas de caupi incremento la concentracion de clorofila
total hasta en 45.58% (Shyam y Aery, 2012), asi como la adicion de 20 uM CeCls en plantas de
maiz (Zhou et al., 2011a; Zhou et al., 2011b) y espinaca (Yuguan et al., 2009; Ze et al., 2009). La
relacion clorofila a/b mostré Gnicamente efectos significativos con el tratamiento 25 pM Ce sin
estrés osmatico (T2) al aumentar en 22.47% esta variable, en relacion al tratamiento testigo
(Figura 5D). En contraparte se ha reportado que la adicién de 20 uM CeCls en plantas de maiz
redujo la relacion a/b (Zhou et al., 2011).

En cuanto a la concentracion de aminoacidos en vastago, Unicamente el tratamiento 25 pM Ce sin
estres osmatico (T2) presentd efectos significativos en relacion al tratamiento testigo, al aumentar
en 13.61% la concentracion de aminoacidos. En tanto que, la concentracion de aminoacidos en
raiz se redujo con el tratamiento 50 pM Ce sin estrés osmotico (T3) en 36.99%. En contraparte, el
tratamiento 50 puM Ce bajo estrés osmatico (T6), aumentd en 21.97% la concentracion, relacion el

testigo (Figura 6A). Esto pude deberse al efecto del Ce en enzimas relacionadas con la sintesis de
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aminoacidos. La adicion de Ce a plantas de espinaca y maiz, mejora la actividad de las enzimas
glutamato deshidrogenasa (GDH), glutamato sintetasa (GOGAT), y transaminasa de proteasa
glutdmico-oxaloacética (GOT) (Chao et al., 2008; Yin et al., 2009; Gong et al., 2011b). También
se ha demostrado que el Ce estimula la actividad de la enzima glutamina sintetasa (GS) en plantas
de maiz (Gong et al., 2011b).

En condiciones de estrés por sequia, las plantas modifican su metabolismo y acumulan osmolitos
en el citosol, con el fin de reducir el potencial osmoético de las células, y mantener la turgencia
celular, acumulando prolina, carbohidratos solubles, acidos organicos y aminoacidos (Pandey y
Shukla, 2015). En esta investigacion la concentracion de azucares totales en vastago se redujo con
la aplicacion de 50 UM Ce en ausencia de estrés osmético (T3) en 24.65%. En contraparte, el
mismo tratamiento adicionado en condiciones de estrés osmotico incrementd en 59.04% la
concentracion de azUcares. En raiz, la adicion de Ce bajo condiciones de estrés osmatico redujo
hasta 39.53% la concentracion de azUcares, en tanto que el tratamiento bajo estrés osmético en
ausencia de Ce (T4) increment6 la concentracion en 33.78% (Figura 6B).

La prolina es un amino&cido de importancia en la tolerancia de factores de estrés abidtico, debido
a su capacidad de hidratacion, que permite a las plantas conservar agua durante los periodos de
sequia, ademas de ser una molécula de sefializacion y antioxidante (Hayat et al., 2012; Pandey y
Shukla, 2015). En esta investigacion, la concentracion de prolina en vastago incrementd con los
tratamientos bajo estrés osmotico sin Ce (T4) y 50 uM Ce con estrés osmotico (T6) (Figura 7A).
En contraste, la concentracion en raiz disminuyo en 24.43% con la adicion de 25 uM Ce sin estrés
(T2) e incremento hasta 55.04% con los tratamientos con Ce bajo estrés osmatico (Figura 7B). La

adicion de 17.84 uM Ce(NOg)s a plantas de caupi redujo la concentracion de prolina en 26.87%,
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y la adicion de 89.21 uM Ce(NO3)s, incrementd la concentracion en 14.92% (Shyam y Aery,
2012).

En relacion a la concentracion nutrimental, la adicion de Ce modificd la concentracion de macro
y micronutrimentos. El tratamiento 25 pM Ce bajo estrés osmético (T5) redujo la concentracion
de N en véstago y raiz (Cuadro 1). En contraparte, en otros estudios se ha informado la
participacion de Ce en la actividad de enzimas involucradas en la asimilacion de N (Yin et al.,
2009). Se ha reportado que la adicién de 15 uM CeCls a plantas de espinaca mejora la actividad
de la enzima ureasa, nitrato reductasa, e incrementa el contenido de nitrato (Chao et al., 2009; Yin
et al., 2009), asi como el contenido de amonio en plantas de maiz (Gong et al., 2011b; Zhao et al.,
2012).

La concentracion de P en raiz increment6 en las plantas tratadas con 25 pM Ce sin estrés (T2). La
adicién de 0.1, 0.5y 1.0 mM Ce(NOs)s al medio de cultivo de plantas de ginko (Ginko biloba),
aumento la concentracion de P en las células (Chen et al., 2015). La concentracion de K en raiz se
redujo en plantas tratadas con 25 puM Ce con estrés osmético (T5). El tratamiento con 106 uM
CePO4disminuyé la concentracion de K en vastago y raiz en plantas de trigo (Triticum aestivum)
(Hu et al., 2002). Por otro lado, el tratamiento con 100 uM Ce(NO3)s a plantas de Arabidopsis
thaliana incremento la concentracion de K en raiz y la redujo en vastago (Xue et al., 2012). La
concentracion de Ca no se modifico en ningun tratamiento evaluado. Al respecto se ha informado
que tratamiento con 106 uM CePOg disminuye la concentracion de Ca en raiz y vastago de plantas
de trigo (Hu et al., 2002); asi como la aplicacion de 100 uM Ce(NOs3)s reduce la concentracion de
Caen raiz y en vastago de plantas de arabidopsis (Xue et al., 2012). En tanto que, la aspersion de

0.75 uM Ce(NO:s)s a plantas de maiz en condiciones normales, no modifica la concentracion de
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Ca en hojas, mientras que su aspersion en bajo estrés por salinidad incrementa la concentracion de
Ca (Hong et al., 2017).

En esta investigacion el tratamiento con PEG, asi como el tratamiento 50 UM Ce bajo estrés
osmético (T6), redujeron la concentracién de Mg en raiz. En otros estudios, se ha reportado que el
tratamiento con de 2, 9, 43 y 106 uM CePOg a plantas de trigo, redujo significativamente la
concentracion de Mg en vastago y raiz (Hu et al., 2002), asi como el tratamiento con 0.5 y 100
pM Ce en condiciones normales no modifica la concentracién de Mg en raiz y vastago de plantas
de arabidopsis (Xue et al., 2012).

Respecto a los micronutrimentos (Cuadro 2), en esta investigacion la concentracion de Mn en raiz
se redujo con la aplicacién de Ce en ausencia de estrés (T4), hasta 27.11%, mientras que la
aplicacion de Ce sin estrés osmotico, aumento la concentracion hasta 34.11%. En contraparte se
ha reportado que el tratamiento con 100 uM de Ce(NO3)z a plantas de arabidopsis no modifico la
concentracion de Mn en raiz e incrementd la concentracion en vastago (Xue et al., 2012). La
concentracion de B en vastago se redujo hasta 36% con los tratamientos con Ce sin estrés osmotico,
asi como con el tratamiento 25 pM Ce bajo estrés osmdtico. De manera similar este Gltimo
tratamiento redujo la concentracion de B en raiz en 32.85%.

La concentracion de Fe, Cu y Zn, tanto en vastago como en raiz no se modificd. No obstante, ha
informado que la adicion de 106 uM CePOg a plantas de trigo disminuy0 la concentracion de Zn
en vastago y raiz (Hu et al., 2002), y el tratamiento con 100 UM Ce(NO3)3 a plantas de arabidopsis
incremento la concentracion de Zn en raiz, sin modificar la concentracion en vastago (Xue et al.,

2012).
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2.7. CONCLUSIONES
El Ce modifica el crecimiento de plantas de arroz en condiciones normales (-PEG) y bajo estrées
osmético (+PEG). Su aplicacion en ambas condiciones, incremento el volumen de raiz, nimero de
macollos, peso de biomasa fresca de vastago, concentracion de clorofila a, b y total, asi como la
concentracion de P y Ce en raiz. Sin embargo, el Ce redujo la longitud de raiz, y no modifico la
altura de planta, contenido de agua en raiz, concentracion de P, Mg y K en véastago, y Ca en vastago
y raiz. La adicién de Ce en condiciones normales (-PEG) incrementd la relacién clorofila a/b, la
concentracion de Ce y aminoacidos en vastago, y el contenido de agua en vastago. Bajo estrés
osmético (+PEG), el Ce aumento el peso de biomasa fresca de raiz, y biomasa seca de vastago y
raiz, asi como la concentracion de prolina en vastago. En ausencia de estrés osmético (-PEG), el
Ce redujo la concentracion de azucares y K en raiz, mientras que bajo estrés osmotico el Ce redujo
la relacion vastago/raiz, la concentracién de Mg en raiz y N en véastago y raiz. Mientras que en
condiciones normales (-PEG) la aplicacion de Ce redujo la concentracion de aminoéacidos y prolina
en raiz, y azlcares en vastago se redujo con la adicién de Ce en condiciones normales, mientras
que su aplicacion bajo estrés osmotico (+PEG) increment6 significativamente la concentracion de
estas biomoléculas. El efecto de Ce se encuentra en funcion del estado de la planta, por tanto, en
futuras investigaciones sera necesario evaluar los mecanismos moleculares y metabolicos en los
cuales participa el Ce para regular estos procesos.
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CAPITULO 3. CERIO EN EL CRECIMIENTO INICIAL Y CONCENTRACION DE
FITOHORMONAS Y COMPUESTOS FENOLICOS EN PLANTULAS DE

CULTIVARES MEXICANOS DE ARROZ

3.1. RESUMEN

Las etapas iniciales de crecimiento son de suma importancia en el desarrollo éptimo de las plantas,
puesto que durante el periodo de plantula son méas vulnerables diversos tipos de estrés. La adicion
de cerio (Ce) durante esta etapa ha mejorado el crecimiento de diversas especies, no obstante, es
necesario su evaluacion en cultivares mexicanos de arroz. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el efecto de la aplicacion de 0, 4, 8 y 12 uM Ce a plantas de arroz de los cultivares Morelos
A92, A98, A210, Huimanguillo, Temporalero y Cotaxtla, en el crecimiento y concentracién de
compuestos fenolicos y fitohormonas. Semillas de cada cultivar se colocaron en contenedores de
plastico, y se trataron con 15 mL de cada tratamiento, después se colocaron tres dias en oscuridad
y cuatro dias en luz. Despues las plantas se retiraron de los contenedores y se registro la altura de
planta, longitud de raiz y nimero de raices. Posteriormente, se separaron en vastago y raiz, y
maceraron en nitrégeno liquido. Se realizd la extraccion de compuestos fendlicos y fitohormonas
y se cuantificaron mediante cromatografia liquida de alta eficacia. EI Ce, modifica el crecimiento
inicial de plantulas de arroz, en relacion con su efecto en la concentracion de compuestos fendlicos
y fitohormonas.

Palabras clave: Cromatografia liquida de alta eficacia, tierras raras, Morelos, Huimanguillo,

Temporalero y Cotaxtla.
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3.2. ABSTRACT

The initial stages of growth are of utmost importance in the optimal development of plants, since
during the seedling period various types of stress are more vulnerable. The addition of cerium (Ce)
during this stage has improved the growth of various species, however, its evaluation in Mexican
rice cultivars is necessary. The objective of this research was to evaluate the effect of the
application of 0, 4, 8 and 12 uM Ce to rice plants of the cultivars Morelos A92, A98, A210,
Huimanguillo, Temporalero and Cotaxtla, on the growth and concentration of phenolic compounds
and phytohormones. Seeds of each cultivar were placed in plastic containers, and were treated with
15 mL of each treatment, then they were placed three days in darkness and four days in light. The
plants were then removed from the containers and the plant height, root length and number of roots
were recorded. Later, the stem and root were separated, and macerated in liquid nitrogen. The
extraction of phenolic compounds and phytohormones was carried out and quantified by high
efficiency liquid chromatography. Ce modifies the initial growth of rice seedlings, in relation to

its effect on the concentration of phenolic compounds and phytohormones.

Keywords: High efficiency liquid chromatography, rare earths, Morelos, Huimanguillo,

Temporalero and Cotaxtla.
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3.3. INTRODUCCION

En etapas iniciales de crecimiento las plantas son mas vulnerables a condiciones ambientales
adversas, ademas el adecuado crecimiento durante estas etapas influird en el desarrollo de etapas
posteriores (Aslam et al., 2015).

El cerio (Ce), es un metal que pertenece al grupo de tierras raras, que, a pesar de no ser esencial
en el metabolismo vegetal, su aplicacion a plantas mejora el crecimiento, asi como la tolerancia a
factores de estrés (Pilon-Smits et al., 2009). EI Ce ha mejorado el crecimiento inicial de plantas de
arroz (Oryza sativa) (Fashui, 2002; Ramirez-Olvera et al., 2018), asi como frijol (Phaseolus
vulgaris) en condiciones de sequia (Salgado et al., 2020). Sin embargo, es de suma importancia
conocer los mecanismos por los cuales actla y su interaccion con compuestos fenolicos y
fitohormonas.

Los acidos fendlicos, estan involucrados en mecanismos de tolerancia a diversos tipos de estrés
bidtico y abidtico, asi como relacionados en procesos fisioldgicos de las plantas, como la
biosintesis de lignina (Humphreys y Chapple, 2002). En tanto que las hormonas vegetales,
desempefian funciones importantes en el desarrollo de las plantas (Jianrong et al., 2014).
Involucradas en procesos como la division y expansion celular, floracion, fructificacion y la
formacion de semillas (Giannakoula et al., 2012). El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de la aplicacion de 0, 4, 8 y 12 uM Ce a plantas de arroz de los cultivares Morelos A92,
A98, A210, Huimanguillo y Cotaxtla en el crecimiento y concentracion de compuestos fenolicos

y fitohormonas.
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3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Material vegetal y desinfeccion de semillas

Semillas de arroz de los cultivares Morelos A-92, A-98, A-2010, Cotaxtla, Huimanguillo y
Temporalero se obtuvieron del Banco de Germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas (INIFAP). Las semillas se desinfectaron mediante su inmersion en etanol al
70% durante 15 min, después se enjuagaron con agua destilada, enseguida se colocaron en NaClO
5% durante 30 min, después se colocaron en el funguicida Ridomil durante 30 min. Posteriormente
25 semillas en contenedores de plastico de 12 x 15 cm, sobre papel filtro y se adicionaron 15 mL
de cada tratamiento. Se utilizé cloruro de cerio (CeCls) como fuente de Ce. Los contenedores con
las semillas se colocaron en oscuridad por tres dias a 28 °C, después a luz natural por cuatro dias.
Y se adicionaron cada tercer dia 2 mL de cada tratamiento. En seguida, se registro la altura de
planta, longitud y nimero de raices.

3.4.2. Compuestos fendlicos

3.4.2.1. Extraccion

Se pesaron 100 mg de tejido fresco de raices y de vastago previamente macerado con nitrégeno
liquido, y se adicionaron 200 pL de acido clorhidrico 2 M (Meyer; Cuidad de México, México),
200 pL é&cido ascorbico 0.57 M (Fermont; Monterrey, Nuevo Leon, México), 200 pL metanol
(Fermont; Monterrey, Nuevo Ledn, Mexico) y 200 uL agua grado HPLC (LiChrosolv; Darmstadt,
Alemania). A continuacion, las muestras se colocaron en bafio Maria a 65 °C por 20 min en el
bafio de agua (Thermo Scientific, 2343; Waltham, Massachusetts, Estados Unidos),
inmediatamente después las muestras se retiraron del bafio y se sonicaron 15 min (Cscientific, CS-
UB32, Estados Unidos), después se adicionaron 100 puL metanol y se colocaron nuevamente en el

bafio de agua durante 10 min y se adicionaron 100 pL de metanol (Fermont; Monterrey, Nuevo

75



Ledn, México). Posteriormente, se centrifugaron a 4000 rpm (Hermile, Z233MK-2; Wehingen,
Alemania), se colecto el sobrenadante en un tubo nuevo, se adicioné 1 mL de agua grado HPLC y
se centrifugd a 4000 rpm durante 5 min, después se colectd nuevamente el sobrenadante y se
adicion6 1 mL agua grado HPLC, se centrifug6 el sobrenadante obtenido se aforé a 5 mL con agua
grado HPLC. Después, las muestras se filtraron en membranas de politetrafluoroetileno de 0.45

pm (Whatman; Amersham, Inglaterra), en el filtrado resultante se realizo el analisis cromatografo.

3.4.2.2. Analisis cromatografico

El analisis realizd en un cromatégrafo Agilent 1200 con detector UV de arreglo de diodos (Agilent
Techologies, 1200; Santa Clara, California, Estados Unidos), y las muestras se analizaron en una
columna C18 (Dionex; aclaim 120, Sunnyvale, California, Estados Unidos). El andlisis se realizé
por gradientes con la mezcla de la solucién A y B. Las cuales consistieron en agua HPLC
acidificada con &cido fosfoérico al 0.1% (solucién A), y metanol (solucién B). El gradiente consistio
en 0 min, A 90%, B 10%; 3 min A 85% B 15%, 4 min A 71% B 29%, 35 min A 10% B 90% y 95
min 75% B 25%. El volumen de inyeccion consistio en 50 pL, con flujo de 1.3 mL, y temperatura
30 °C. La cuantificacion de los metabolitos se realiz6 mediante los estdndares de referencia, &cido
trans feralico >99%, (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos), acido trans-p-cumarico
pureza >98% (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos), (-)-epicatequina pureza a >90%
(Sigma Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos), catequina 96.1% (Sigma Aldrich; San Luis,
Misuri, Estados Unidos L-acido ascorbico pureza >99% (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri,
Estados Unidos), acido vanilico >98.2% (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos) y

acido salicilico >99.9% (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos).

76



3.4.3. Fitohormonas

3.4.3.1. Extraccion

Se tomaron 100 mg de tejido macerado de vastago y raiz y se adicionaron 500 uL de solucién de
extraccion, la cual contenia 2-propanol (Baker; Memphis, Tennessee, Estados Unidos), agua
HPLC (LiChrosolv; Darmstadt, Alemania), acido clorhidrico concentrado (Meyer; Cuidad de
México, México) (2:1:0.002). Inmediatamente después, las muestras se sonicaron (Cscientific,
CS-UB32, Estados Unidos) durante 30 min. Después, a cada muestra se adicionaron 1000 uL de
diclorometano grado HPLC (Fermon; Monterrey, México), y se centrifugd a 8000 rpm durante 10
min. Se tomo la fase organica (inferior) y se evapord totalmente el disolvente. Después, se
agregaron 500 uL de metanol filtrado, el resultante se filtré en membranas de politetrafluoroetileno

de 0.45 um (Whatman; Amersham, Inglaterra), y se realiz6 en el cromatdgrafo.

3.4.3.2. Analisis cromatogréafico

El andlisis realizd en los cultivares de arroz que presentaron respuestas contrastantes en el
crecimiento, después del tratamiento con Ce. Para esto se utiliz6 el cromatdgrafo Agilent 1200,
con detector UV (Agilent Techologies, 1200; Santa Clara, California, Estados Unidos), se utiliz6
la columna C8 (Zorbax; Agilent, Santa Clara, California, Estados Unidos). La fase movil consistio
en acetonitrilo grado HPLC (Baker; Memphis, Tennessee, Estados Unidos) al 20%, y agua grado
HPLC al 80% acidificada con acido trifluoroacéetico 0.1% (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri,
Estados Unidos). Se inyectaron 20 pL de cada muestra, con flujo de 2 mL min™. Se utilizaron los
estandares, acido indolacético >98% (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos), (+)-acido
abscisico >98% (Sigma Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos), kinetina >98.2% (Sigma

Aldrich; San Luis, Misuri, Estados Unidos), como referencia.
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3.4.4. Analisis estadistico
Se empled un disefio completamente al azar y realizé analisis de varianza, asi como la comparacion
de medias con la prueba de Duncan, con un nivel de significancia de a=0.05. Utilizando los

procedimientos estadisticos del paquete estadistico SAS 9.3 (SAS, 2011).

3.5. RESULTADOS
La altura de planta no se modifico de los cultivares Morelos A92 (Figura 1A), Morelos A98
(Figura 1B) y Huimanguillo (Figura 1D), no se modificé bajo ninguna dosis evaluada. Por otro
lado, la dosis 12 uM Ce redujo en 14.06% la altura de planta del cultivar Morelos A2010 (Figura
1C), y la aplicacién de 8 uM Ce disminuyo en 26.56% la altura de planta del cultivar Temporalero
(Figura 1E). La concentracion 4 uM Ce aumento la altura de planta del cultivar Cotaxtla en

41.82% (Figura 1F).
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Figura 1. Altura de plantas de arroz de los cultivares Morelos A-92 (A), Morelos A-98 (B),
Morelos A-2010 (C), Huimanguillo (D), Temporalero (E) y Cotaxtla (F), tratadas con 0, 4, 8
y 12 uM Ce. Medias + SE con letras distintas en cada subfigura indican diferencias estadisticas

entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).
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La aplicacion de 4 y 8 uM Ce incrementaron significativamente la longitud de raiz del cultivar
Morelos A92 en 27.10 y 24.25%, respectivamente (Figura 2A). Asi también, las concentraciones
4,8y 12 uM Ce aumentaron la longitud de raiz del cultivar Morelos A98 en 37.33, 52.83 'y 38.72%
(Figura 2B). La aplicacion 8 puM Ce al cultivar Morelos A2010 increment6 en 26.84% (Figura
2C). La concentracion 4 uM Ce aumentd en 75.65% la longitud de raiz del cultivar Huimanguillo
(Figura 2D). La concentracién 8 uM Ce redujo en 19.51% la longitud del cultivar Temporaleo en
19.51% (Figura 2E). Ninguna dosis evaluada modifico significativamente la longitud de raiz del

cultivar Cotaxtla (Figura 2F).
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Figura 2. Longitud de raiz de plantas de arroz de los cultivares Morelos A-92 (A), Morelos
A-98 (B), Morelos A-2010 (C), Huimanguillo (D), Temporalero (E) y Cotaxtla (F), tratadas
con 0, 4,8y 12 uM Ce. Medias £ SE con letras distintas en cada subfigura indican diferencias

estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).
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La adicion de 4, 8 y 12 uM Ce, no modificaron significativamente el nimero de raices de los
cultivares Morelos A92 (Figura 3A), Morelos A98 (Figura 3B) y Huimanguillo (Figura 3D). En
tanto, que las tres concentraciones evaluadas (4, 8 y 12 uM Ce), aumentaron en 21.50, 27.05,
31.86% la longitud de raiz del cultivar Morelos A2010 (Figura 3C), y en 56.74, 49.39 y 42.04%
el nimero de raices del cultivar Cotaxtla (Figura 3F). La concentracion 12 uM Ce incrementd en

50% el namero de raices del cultivar Temporalero (Figura 3E).
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Figura 3. Numero de raices de plantas de arroz de los cultivares Morelos A-92 (A), Morelos
A-98 (B), Morelos A-2010 (C), Huimanguillo (D), Temporalero (E) y Cotaxtla (F), tratadas
con 0, 4, 8y 12 uM Ce. Medias * SE con letras distintas en cada subfigura indican diferencias

estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05).
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La concentracion de acido trans feralico en raiz del cultivar Morelos A92 no se modificé bajo
ninguna dosis evaluada, mientras que la aplicacion de 12 uM Ce incrementd en casi cuatro veces
la concentracion en vastago (Figura 4A). En el cultivar Huimanguillo (Figura 4B), la
concentracion en vastago no se modifico significativamente bajo ninguna dosis, mientras que en
raiz la concentracion 4 uM Ce redujo en 50.67% la concentracion, y la aplicacion de 12 uM Ce
aumento en 28.07% la concentracion. En tanto, que los tratamientos 4 y 12 uM Ce a plantas del
cultivar Cotaxtla (Figura 4C), redujeron en 26.28 y 21.59% la concentracion de &cido trans

ferulico
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Figura 4. Concentracion de &cido trans feralico en vastago y raiz de plantas de arroz de los
cultivares Morelos A-98 (A), Huimanguillo (B), y Cotaxtla (C), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM
Ce. Medias * SE con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias estadisticas

entre tratamientos (Duncan, P < 0.05). BF: Biomasa Fresca.

La concentracion de acido trans-p-cumarico en vastago y raiz del cultivar Morelos A98 no se
modificd bajo ningln tratamiento (Figura 5A). La aplicacion de Ce al cultivar Huimanguillo
(Figura 5B), no tuvo efecto en la concentracion en vastago, mientras que en raiz la aplicacion 4
MM Ce redujo en 41.78% la concentracion. En tanto que en el cultivar Cotaxtla (Figura 5C), la
adicion de 4 y 8 uM Ce redujeron en 68.55 y 40.94% la concentracion del acido trans-p-cumarico

en raiz.
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La concentracion de &cido trans-p-cumarico en vastago y raiz del cultivar Morelos A98 no se
modifico bajo ningun tratamiento (Figura 5A). La aplicacion de Ce al cultivar Huimanguillo
(Figura 5B), no tuvo efecto en la concentracién en vastago, mientras que en raiz la aplicacion 4
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Figura 5. Concentracién de acido trans-p-cumarico en vastago y raiz de plantas de arroz de
los cultivares Morelos A-98 (A), Huimanguillo (B), y Cotaxtla (C), tratadas con 0, 4, 8 y 12
MM Ce. Medias = SE con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias

estadisticas entre tratamientos (Duncan, P < 0.05). BF: Biomasa Fresca
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La concentracion de epicatequina en el cultivar Morelos A98 (Figura 6A), incrementd con la

aplicacion de 4 y 8 uM Ce en 29.67 y 26.88% en vastago, sin presentar efectos significativos en

raiz. La concentracion de epicatequina en vastago no se modificé en el cultivar Huimanguillo

(Figura 6B), y en raiz se redujo con la aplicacion de 4 y 12 uM Ce en 42.42 y 50.37%. En el

cultivar Cotaxtla (Figura 6C), la dosis 12 uM Ce redujo en 11.49% la concentracion de

epicatequina en vastago, y la aplicacion de 4 y 12 uM Ce disminuy6 en 58.01 y 36.14% la

concentracion en raiz.
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Figura 6. Concentracion de epicatequina en vastago y raiz de plantas de arroz de los

cultivares Morelos A-98 (A), Huimanguillo (B), y Cotaxtla (C), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM

Ce. Medias = SE con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias estadisticas

entre tratamientos (Duncan, P <0.05). BF: Biomasa Fresca.
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La concentracién de catequina en el cultivar Morelos A98 (Figura 7A), incrementé con la
aplicacion de 4 uM Ce en 47.89% en vastago y se redujo en raiz en 44.94% con la adicion de 12
MM Ce. En el cultivar Huimanguillo (Figura 7B), la adicién de 8 y 12 uM Ce redujo en 29.11 y
27.15% la concentracion de catequina en vastago, sin mostrar efectos significativos en raiz. En el
cultivar Cotaxtla (Figura 7B), la concentracion de catequina se redujo en vastago con la adicién

de 4,8 y 12 uM Ce en 64.47, 78.05 y 65.10 %, y en raiz la adicion de 4 uM Ce disminuyo en
61.80% la concentracion.
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Figura 7. Concentracion de catequina en vastago y raiz de plantas de arroz de los cultivares
Morelos A-98 (A), Huimanguillo (B), y Cotaxtla (C), tratadas con 0, 4, 8y 12 uM Ce. Medias
+ DE con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Duncan, P < 0.05). BF: Biomasa Fresca.
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La concentracion de acido ascorbico en plantas de arroz del cultivar Morelos A-98 incremento en
53.94% con la adicion de 8 uM Ce, y se redujo en 49.98% con la aplicacion de 12 uM Ce, sin
mostrar cambios en la concentracién en raiz (Figura 8A). La concentracion en raiz del cultivar
Huimanguillo (Figura 8B), se redujo significativamente en 17.54%. con la adicion de 4 uM Ce.
Mientras que la concentracion en véstago en el cultivar Cotaxtla (Figura 8C), se redujo con la

adicion de 4, 8 y 12 uM Ce en 20.53, 22.78 y 17.04%; en raiz la adicion de 4 y 8 uM Ce redujo en

66.75 y 29.24%.
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Figura 8. Concentracion de acido ascérbico en vastago y raiz de plantas de arroz de los
cultivares Morelos A-98 (A), Huimanguillo (B), y Cotaxtla (C), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM
Ce. Medias = SE con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias estadisticas

entre tratamientos (Duncan, P <0.05). BF: Biomasa Fresca.
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La concentracion de &cido vanilico en el cultivar Morelos A98 (Figura 9A), no se modifico en
vastago bajo ninguna concentracion de Ce, en raiz la concentracion 12 uM Ce redujo en 34.85%
la concentracion de acido vanilico. De manera similar la concentracion en vastago del cultivar
Huimanguillo (Figura 9B), no se modifico bajo ningin tratamiento, y en raiz la concentracion 4
MM Ce disminuyé en 40.04% la concentracion. En el cultivar Cotaxtla (Figura 9C), la
concentracion de &cido vainilico no se modificé en vastago con los tratamientos con Ce; en raiz,
la edicion de 4 uM Ce disminuy6 en 59.90% la concentracién e incrementd significativamente con

la adicién de 12 uM Ce respecto al tratamiento testigo.
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Figura 9. Concentracion de acido vanilico en vastago y raiz de plantas de arroz de los
cultivares Morelos A-98 (A), Huimanguillo (B), y Cotaxtla (C), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM
Ce. Medias * SE con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias estadisticas

entre tratamientos (Duncan, P <0.05). BF: Biomasa Fresca.
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La concentracion de acido salicilico en plantas de arroz del cultivar Morelos A98 (Figura 10A),
no se modifico en vastago, mientras que en raiz la adicion de 12 uM Ce, redujo en 38.19% la
concentracion. En el cultivar Huimanguillo (Figura 10B), la aplicaciéon de 4 uM Ce increment6
en 11.40% la concentracién de acido salicilico en véstago, y redujo en raiz la concentracion en
32.33%. La concentracién en vastago del cultivar Cotaxtla (Figura 10C), no se modificd, y en raiz

la adicién de 4 y 8 uM Ce redujo en 64.80 y 44.65% la concentracion.
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Figura 10. Concentracién de acido salicilico en vastago y raiz de plantas de arroz de los
cultivares Morelos A-98 (A), Huimanguillo (B), y Cotaxtla (C), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM
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En el cultivar Morelos A92, la concentracion del &cido indolacético en vastago (Figura 11A), se
redujo con la aplicacion de 4, 8 y 12 uM Ce en 47.57, 38.99 y 41.71% respectivamente, mientras
que la concentracion en raiz se redujo en 57.31 y 52.52% con la adicién de 8 y 12 uM Ce. En tanto
que en el cultivar Morelos A98, la concentracion incremento en vastago a la aplicacion de 52.67%

4 UM Ce y en raiz la aplicacion de 12 uM Ce aumento en 73.14%.
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Figura 11. Concentracién de acido indolacético en vastago y raiz de plantas de arroz de los
cultivares Morelos A-92 (A), Morelos A-98 (B), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM Ce. Medias = SE
con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias estadisticas entre tratamientos

(Duncan, P <0.05). BF: Biomasa Fresca.

La concentracion de &cido abscisico en plantas de arroz cv. Morelos A-92 (Figura 12A), presentd
una reduccion significativa en todas las dosis evaluadas. Mientras que en raiz el tratamiento 12
UM Ce, no presento efectos significativos, en relacion al tratamiento testigo. De manera similar
esta tendencia se obtuvo en el cultivar Morelos A98 (Figura 12B). Asi como presentar un aumento

significativo en la concentracion del acido a la aplicacion de 4 uM Ce.
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Figura 12. Concentracion de acido &cido abscisico en vastago y raiz de plantas de arroz de
los cultivares Morelos A-92 (A), Morelos A-98 (B), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM Ce. Medias £
SE con letras distintas en cada subfigura y variable indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Duncan, P < 0.05). BF: Biomasa Fresca.

En el cultivar Morelos A92 (Figura 13A), la adicion de 8 uM Ce en vastago aumento siete veces
mas la concentracion de kinetina; mientras que, en raiz la aplicacion de 4 y 8 uM Ce la redujo en
35.10 y 13.15%. En tanto, en el cultivar Morelos A98 (Figura 13B), la aplicacion de 8 uM Ce
aumento en 63.97% la concentracion de kinetina en vastago, y la adicion de 12 uM Ce la aumentd

en 68.90% en raiz.
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Figura 13. Concentracion de kinetina en vastago y raiz de plantas de arroz de los cultivares
Morelos A-92 (A), Morelos A-98 (B), tratadas con 0, 4, 8 y 12 uM Ce. Medias + SE con letras
distintas indican en cada subfigura y variable diferencias estadisticas entre tratamientos (Duncan,

P <0.05). BF: Biomasa Fresca.

3.6. DISCUSION

El adecuado desarrollo en etapas iniciales de plantas de arroz, es de suma importancia en su
desarrollo posterior, al influir en la produccion de macollos, la formacién de granos vy el
rendimiento (Faruk et al., 2009; Aslam et al., 2015). El Ce ha mostrado mejorar el crecimiento
durante estas etapas. Dichos efectos en el crecimiento estan relacionados con cambios en la
concentracion y actividad de metabolitos.

En esta investigacion la aplicacion de Ce en etapas iniciales de seis cultivares mexicanos de arroz,
mostro diferentes respuestas en el crecimiento, en funcion del cultivar y dosis de Ce evaluada. En
la variable altura de planta, Gnicamente el cultivar Cotaxtla presenté un incremento significativo

en laaltura (Figura 1F); por otro lado, la adicion de Ce a los cultivares Huimanguillo (Figura 1D)
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y Temporalero (Figura 1E) redujo la altura de planta. No obstante, en esta investigacion, la adicion
de Ce increment0 la concentracion de citocininas en vastago en mas del 100% (Figura 13). Las
citoquininas, tienen influencia en el crecimiento vegetal, como es la division, y el crecimiento de
brotes (Kieber y Schaller, 2014).

Respecto a la longitud de raiz, el Ce incrementé la longitud en cuatro de los seis cultivares
evaluados (Figura 2). Ademas, de aumentar el nimero de raices en los cultivares Morelos A2010
(Figura 3C), Temporalero (Figura 3E) y Cotaxtla (Figura 3F). Lo cual esta relacionado al efecto
de Ce en la concentracion de fitohormonas. Se ha reportado que otros elementos del grupo de las
tierras raras como el lantano, estimulan la expresion de los genes relacionados con la biosintesis
de auxinas, ademas de modificar el transporte de éstas mediado por los transportadores de entrada
y salida PIN, lo que cambia la distribucion de raices laterales, y crecimiento de la raiz primaria
(Liu et al., 2016; Liu et al., 2017). En esta investigacion, la adicion de Ce incrementd en mas del
100% la concentracion de &cido indoacético en raiz en los cultivares Morelos A92 y A98 (Figura
11). Asi también, la concentracién de &cido abscisico (ABA) se redujo después de la adicion de
Ce. EI ABA, regula el crecimiento de la raiz primaria y lateral de ramificacion en las plantas (Sun
et al., 2018), altas concentracion inhiben el crecimiento de la raiz, al reducir la division celular y
existe relacion inversa con la concentracion de AIA, al incrementar la concentracion de ABA se
reducen los niveles de auxina en raices y por tanto el crecimiento. De manera coincidente, en esta
investigacion, la aplicacion de Ce redujo la concentracion de ABA hasta 57.31% en el cultivar
Morelos A92 (Figura 12A).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de importancia en el metabolismo y
defensa vegetal, asi como en la recuperacion a condiciones de estrés (Albergaria et al., 2020). En

cereales, se encuentran unidos principalmente a la pared celular (Kumar y Pruthi, 2014). Ademas,
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los compuestos fendlicos son de importancia en la regulacion del crecimiento de las plantas
(Kubalt, 2016). En esta investigacion, la concentracion de compuestos fendlicos se modificd en
funcion de la dosis de Ce evaluada y el 6rgano de la plantula (raiz o vastago).

El &cido ferulico, esta presente en los componentes de la pared celular de las plantas, y participa
en la formacion de lignina (Kumar y Pruthi, 2014). Tiene influencia en el crecimiento de la raiz,
asociado a cambios en la lignificacion y composicion de la lignina (Salvador et al., 2013), mayor
cantidad de lignina genera lignificaciones en la pared celular y reduce en crecimiento de raiz. En
esta investigacion, la adicion de 4 uM Ce al cultivar Huimanguillo, redujo significativamente la

concentracion de &cido ferulico (Figura 4B) e increment6 la longitud de raiz (Figura 2D).

La epicatequina pertenece a un grupo los flavonoides, sus efectos en el metabolismo vegetal estan
relacionados con el efecto e interaccion con enzimas, ademas de reducir los radicales libres y las
especies reactivas de oxigeno (Prakash et al., 2019). En esta investigacion, la aplicacion de Ce al
cultivar Morelos A98, incrementd la concentracion de epicatequina en vastago, a las dosis 4 y 8
MM Ce (Figura 6A). De manera similar, en este cultivar, la dosis 4 uM Ce aumenté la
concentracion de catequina en vastago (Figura 7A). Las catequinas, tienen actividad antioxidante
al nivel celular, al estar relacionadas con la reduccion de la oxidacion intracelular y la peroxidacion

lipidica (Yiu et al., 2012).

De manera similar, el acido ascdrbico, es un antioxidante presente en todos los compartimientos
celulares, incluido el apoplasto. El cual es cofactor de enzimas involucradas en la fotosintesis y
regula la biosintesis de hormonas y regeneracion de antioxidantes, la divisién y el crecimiento
celular (Smirnoff, 2020). En vastago del cultivar Morelos A98 el tratamiento, 8 uM Ce incrementd
significativamente la concentracion (Figura 8A), ademas este tratamiento mejoro el crecimiento

de raiz, lo cual puede deberse a la relacion del acido ascérbico y la expansién celular. Al respecto
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se ha informado que la Ce aumenta la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa (Zheng y Guo,
2018).

El &cido salicilico, influye en la germinacion de semillas, el crecimiento celular, la respiracion y
el cierre de estomas (Sharma et al., 2020). En esta investigacion la adicion de 4 uM Ce aumento

la concentracion de &cido salicilico en vastago del cultivar Huimanguillo (Figura 10A).

3.7. CONCLUSION

La aplicacion de Ce modifica el crecimiento y la concentracion de metabolitos en funcion del
cultivar de arroz y la dosis evaluada. ElI Ce incrementa la altura de planta de los cultivares
Temporalero y Cotaxtla, aumenta la longitud de raiz de los cultivares Morelos 92, A98, A210 y
Huimangullo, en tanto que reduce la longitud el cultivar Temporalero. ElI nimero de raices
aumenta con la adicion de Ce en los cultivares Huimanguillo, Temporalero y Cotaxtla. EI Ce
modifico la concentracidon de epicatequina, catequina, &cido ascorbico, &cido vanilico, acido
salicilico acido indoacético, acido abscisico y kinetina en vastago y raiz.
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CONCLUSION GENERAL

El uso de los elementos benéficos en la agricultura, ha aumentado en los dltimos afios, y su
aplicacion tiene influencia en el metabolismo vegetal, ademas de mejorar la tolerancia a factores
de estrés. En esta investigacion, la aplicacion de Si'y Ce modificé el crecimiento, la concentracion
de biomoléculas y nutrimentos en funcidn del estado de la planta (bajo estrés y sin estrés osmotico),
asi como el cultivar de arroz evaluado. Asi mismo, ambos elementos (Si y Ce), modifican de forma
positiva la concentracion de biomoléculas de importancia en la tolerancia al estrés por sequia. No
obstante, es de suma importancia continuar la investigacion de estos elementos para determinar

los mecanismos por los cuales tienen influencia el metabolismo vegetal.
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