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RESUMEN

Las cianobacter'as son microorganismos que tienen rep-esentantes fijadores de nitrégeno. Algunas
conviven naturaimente con el cultivo del arroz y cepas se_eccionadas han sido vtilizadas para fertilizar
arrozales. El efecto beneficioso de su inoculacion, no estd limitado a la fertilicac del suelo, sino que
también influye sobre 2l crecimiento y el desarrollo de la =lanta por producir sistarcias bioactivas.
Dado que la salinidad es uno de los factores mas impor-antes que limitan e crecimiento vegetal, los
objetivos del presente rabajo han sido determinar si los productos extracelula-es (FE) de cianobacterias
diazotrofas a:sladas de arrozales de Argentina amortiguan los efectos de NaCl.

Se estudio el crecimiento y parametros bioquimicos de la biosintesis de oorfir:nas de plantulas de arroz
de la variedad comercial Yerua cultivada en nuestro pais.

Considerando cue algunas cianobacterias liberan sustancizs de tipo gibe-élicc. comparamos los efectos
de los productos extrzcelulares con el acido giberélizo (GAa) en plantulas bajo estrés salino. Este
fitorregulador esta relacionado con la tolerancia de las plantas al estrés.

Se obtuvieron productos extracelulares de cultivaos masivos de: Scysonema  hofmanni  (14a),
Microchaete ienera (14b), Nostoc muscorur (69b) y Te ciypothrix tenuis (11a). Se cultivaron plantulas
de arroz en hidropona con: productos exiracelulares, azido giberélico (GA;}, NaCl y tratamientos
combinados. Las plantulas fueron cosechadas a los 7 y 14 d-as y se midio: crecimiento (largo, peso
fresco y seco de vésiago y largo y peso seco de rziz) y parametros bioquimicos (porfirinas libres
totales, clorofila a, b, carotenos y actividad de 8-aminclevulico dehidrasa (ALA-D)).

Los productos extracziulares varian a nivel de la cepa ciznobacteriana usada. asi como sus efectos con
el tiempo de exgosicion de las raices de arroz a dichos productos.

El arroz varedad Yerua resultd susceptible a 5 g/L de sal. dado que dichz corcentracion inhibe el
creciriento cel vastago y la raiz, pero ésta ultima es mas afectada ya quz Ia relacion raiz/vastago
dismiruye en ur. 50%. La inhibicion del crecimiento cel vastazo se corresponde con la disminucion de
la actiyidad de ALA-D (23%), porfirinas (31%) y carotenos 138%) asi como ce la relacion clorofilas
a/b (24%).

El GA; revirtic el efzzto inhibitorio sobre la longitud y sobre la reduccion del peso seco del vastago,
producidos per el NaCl.

Los PE de S. hofmanni (14a) luego de 14 dias de tratam:2ntc, tienen efectos opuestos a los observados
con GAs;, dado que irhiben el crecimiento del vastago (22%) y promueven el de la raiz (14%). Ademas,
no afectaron lz actividad de ALA-D vy revierten pare 16%) de la inhibicior: del largo del vastago
producida por NaCl Los PE liberadcs al medio du-znte toda la fase estacionaria tendrian una
naturaieza similar, dado que producen los mismos efectos sobre el crecimieato y la biosintesis de
porfirinas en las plan:las de arroz.

La seleccior de una cianobacteria para utilizarla come biofertilizante, dete ccntemplar no solo la
determinacién de su capacidad de fijar N, sino también €l efecto de sus sustancias bioactivas sobre las
plantas a culzivar.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias y el arroz

Las cianobacterias o algas azul-verdosas son microorganismos procariotas fotoautotrofos que tienen
reprasentantes fijacores de nitrégeno atmosférico. Estos diazotrofos utilizan la luz solar como
fuente de energia para la fijacion de carbono y de nitrogeno. Por lo tanto tienen un gran potencial
como bicfertilizantes de bajo costo v san ecoldgicamente seguros. Su uso podria disminuir la
demanda de los combustibles fosiles que se utilizan en la produccion de fertilizantes quimicos, asi
como €l efecto inveraadero v la contaminacion ambiental (Roger y Kulasooriya, 1980; Halperin et
al., 1992).

Algunzs conviven nzturalmente con el cultivo del arroz. La inoculacion de cepas seleccionadas por
su capecicad de fijar dinit-6geno, a fin de incrementar la fertilidad de los arrozales, ha sido aplicada
en China. Egipto, Filipinas, India, etc. El efecto beneficioso de estos microorganismos no esta
limi-ado = la fertilidad (Roger v Kulasocriya, 1980) y al mejoramiento de la estructura del suelo
(Camo ot al., 1997; Mulé =t al., 1999), también influyen sobre el crecimiento y el desarrollo de las
plantas per produci- sustaicias bioactivas.

Gupta (166), asi como Venkataraman y Neelakantan, (1967), destacan la funcion benéfica de las
algas de los arrozales por producir sustancias promotoras del crecimiento (hormonas, vitamina Bz,
aminoZcicos, etc.), indepsndientemente de la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico. También
poli3ptidos, aminas, etc_ han sido citadas por numerosos autores como productos extracelulares
(PE), veriZicandose solamente para algunes de ellos actividad biologica (Caire et al., 1979). La tabla
1 Tuvestra sustancias bicactivas. aisladas de cianobacterias (Sings y Rinehart, 1996). Algunos

Shu<la, 1967, 1969, Gupta y Agarwal, 1973) y auxinico (Caire et al., 1979).

Efectos del estrés salino en el arroz

La ake szlinidad es uno de los factores ambientales mas importantes entre los que causan estrés
osmatico v limitan draméticamente el crezimiento de las plantas y la productividad de las cosechas
(Boyar, 1982). La zcumulacion de sales solubles en exceso, especiaimente sales de sodio en la zona
de la raiz, da como resultado la perdida parcial o completa de la productividad del suelo. Por lo
tant, ¢l estudio ce los efectos causados por el estrés salino es de gran importancia para la
agricabtura. De acuerdo con un informe de la FAO, aproximadamente el 7% de las areas terrestres
son suzlos afectados por la sal. El 12% de estas tierras estan localizadas en el Sud y Sudeste de
Asia, corde el arroz es la principal cosecha (Misra et al., 1997).

El zrroz se considera un cultivo moderadamente tolerante a la sal. Greenways y Munns (1980)
sugieren Jue la reduccion del crecimiento resultante es consecuencia de los efectos de la sal sobre la
efectos cal estrés salino sobre el arroz dependen principalmente de la fenologia de la planta:
plértulas y plantas con flor parecen ser mas sensibles que las plantas con macollos (Lutts el al.,
1995). También la germinacion es afectada negativamente. En el estado de plantula, la salinidad
frecuentemente induce senescencia prematura de las hojas, inhibicion del crecimiento del vastago,
aumento de la relacion maiz/vastago en cuanto al largo, peso fresco y seco en especies de arroz
susceptibles a la szl Dicha relacion disminuye en variedades resistentes (Misra et al., 1997). Las
plartas acumulan sustancias osmoprotectcras en respuesta al NaCl. En arroz, la trealosa o los
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Tabla 1. Sustanc as bioactivas de origen cianobacteriano (Sings et al., 1996).

Cempeonente Descripcion

Aeruginopeptinas Péptidos

Aeruginosina 293-A Inhibidor de tripsina y trombina

Ambigols A & B Aromatico clorinado aislado de Fischerelia ambigua
Anabaenopeptinas Péptidos aislados de Anabaena flos-aquae

Anatoxina-A Neurotoxina

Asulosirazola Citotoxina con selactividad tumoral aislada de Awlosira fertilissima
Boroficjna Complejo acido borico boeseken aislado de Nostoc linckia
-Carbolinas Aisladas de Dichothrix baueriana

Curacin-A Antimitdtico v antiproliferativo aislado de Zyngbya majuscul
Cranopeptolinas Péptidos aislados de Micracystis Sp. PCC 7806
Criptoficinas Péptidos con actividad antitumoral aisiados de Nostoc Sp

Cdindrospermops na

(-}Didehidromirzbazol-A

Toxina Umezakia natans
Un aicaloide citotoxico

Hapalosina Un péptido que se muestra como una droga sinérgica para mas accion
Malingamida-G efectiva

Microcistina Una amida conteniendo colina

Microginina Una hepatotoxina peptidica aislada de Oscillatoria agardhi
Micropeptinaa & b Un péptido cor actividad angiotensis, aislada de Microcystis aeruginosa
Mirabimida E Inhibidores de tripsina y plasmina de AMicrocystis aeruginosa
Nakienonas A-C N-Acilpirrolinona Scytonema mirabile

Nakitriel Metzbolito toxico C-11 de Synechocystis Sp.

Nodularma Metzbolito tox:co C-11 de Synechocystis Sp.

Nonamethoxy-1- péptido

Pentacosena Aislado de seyionema ocellatum

Nostociclofanesa A-D

Nostodiona A

Anti-tumoral
Antimitotico aisladede Nostoc commune

Ptzrinas Aislado de Aplanizomenon flos-aquae

Pukeleimida-A"

Schizotrina A péptido con accion antimicrobial

Toliporphina Droga sinérgica que reduce la resistencia a droga

Welwitindolinonas Alcaloides aislados de Hapalosiphon welwitschii, Westiella intricata
Unidentified Antitumoral aislaco de Phormidium tenue

Unidentified Algicida

Unidentified Algicida aislado d= Scyronema hofmanni

carbohidratos podran ser de importancia frente al estrés osmético (Garcia et al., 1997). La trealosa
no impide 1a toma de NaCl pero reduce la acumulacion de sodio en la IAmina lo que le permitiria a
la planta seguir creciendo sin pérdida de clarofila.(Garcia et al, 1997). También hay trabajos que
informan la acumulacion de prolina. Numerosos genes responden a la salinidad: sa/T (Garcia et al.,
1998), ORS 40 (Moans et al., 1997), rab 21, em, rMipli, rTip 1, sod cc2, etc. La mayoria de los
nuevos productos génicos, sintetizados en respuesta a la presencia de sal, serian probablemente
producidos para compensar las proteinas desnaturalizadas o para reparar los dafios en el organismo
(Garcig et al., 1€97). Por ¢jemp.o, la proteina sa/T se cree que esta involucrada en secuestrar el
exceso de Na' en vainas foliares de arroz (Ramant v Apte, 1997), sod cc2 codifica para una
superoxidasa dismutasa en arroz, lo cual esta generalmente asociado con detoxificaciéon de
racicales, el producto del gen Em, es una proteina embrionaria tardia (Bostock y Quatrano, 1992),
mizntras que el preducto Rab2/ =s una prote:na rica en glicina. Por lo tanto la halotolerancia es un
rasgo poligénicc, La salinidad afecta la actividad de enzimas importantes en el metabolismo celular
y en la transduzzidn de sefiales, tales como la L-mio-inositol 1-fosfato sintetasa cloroplastica
(Raychaudhuri y Majumder, 1996).



Las giberelinas y el arroz

Las giberelinas (GAs) tienen numerosos roles Jisiologicos en el crecimiento y en el desarrollo de las
plantas que incluyen gzrminacion de semillas, metabolismo del almidon, elongacion celular y
retraso de la senescencia foliar (Vettakkorumakankav et al., 1999).

Aunque muchas GAs diferentes (>100) han sido zisladas y caracterizadas, sus roles precisos en la
fisiologia de plantas aun no han sido determinados. Se ha sugerido que las GAs responsables de la
elongacion celular son d ferentes de las GAs r=spansables de la induccion de la sintesis de enzimas
en centeno. Esto conduce a la posibilidad de que muchas de las GAs activas tengan funciones
especificas en la regulacion del crecimiento de plantas. En arroz de aguas profundas, las GA
inducen gl crecimienio del vastago porque aumentan el alargamiento y la division celular en los
meristemas intercalarss de la base de los entrenudos (Sauter y Kende,1992; Sauter et al., 1993;
Kende y Zeevaart. 1997}

Con respecto a la relaci¢n de las GAs con los estr3s medio ambientales, cabe destacar que el 4cido
giberélico (GA3) tienz Ln efecto sinérgico scbre la induccion del gen salT de plantas de arroz
cuando se combina con NaCl (Garcia et al., 1998). Otros estudios han comprobado que las GAs
tienen un rol en la proteccién contra otros tipos de estrés (Vettakkorumakankav, et al., 1999). Es
posible que se prcduzca una reduccion del nival de GA ante situaciones de estrés, la cual conduce a
una alteracion en el. delicado balance entr2 GA y acido abscisico (ABA). Este balance es
extremadamente impertente ya que el ABA s2 censidera una “hormona de estrés” y también han
sido observados incrementos en su concentracién durante la aclimatacion a todo tipo de estrés
abioticos.

Biosintesis de porfirinas en vegetales

Entre las enzimas resporsables de la via biosintética de las porfirinas (Figura 1) se destaca la acido
&-amino levulico dehidrasa (ALA-D), segunda enzima de la via, que podria ser un punto regulatorio
de la misma (Paveto et al., 1989). Esta via tiene como productos finales en plantas superiores
importantes biomoléculas tales como clorofilas, fitocromos, hemoenzimas (catalasas, peroxidasas),
citocromos, etc. Como otras enzimas de la biosirtesis de porfirinas, el ALA-D, es sintetizada en
citoplasma y se lecaliza en los plastidos. Se ha purificado en espinaca (Liedgens et al., 1983) y en
arveja (Boese et al., 1991). Es una metalo-proteina, las de origen animal requieren Zn'? para su
actividad y las vegerales son Mg >-dependientes. Si bien la enzima de origen animal ha sido
extensamente estudiada. es escasa la informac.on disponible sobre dicha enzima en tejidos
vegetales.

Entre los factores que influyen sobre esta e1zima, se ha determinado una estimulacion de su
sintesis- por luz rajo lejano en cotiledones de tabano (Huault et al., 1984). El fosfato de piridoxal
inhibe la ALA-D de tojas de maiz (Maralihal'i y Bhagwat, 1985). Cationes monovalentes como el
K', pueden alterar la ac-ividad catalitica v los esados de agregacion de la enzima en mamiferos
(Stafforini et al., 198C). Cabe destacar que no hay informacion sobre efectos del Na™.

También es escasa la informacion sobre la influencia de productos extracelulares cianobacterianos
en la biosintesis ce porfirinas asi como sobre la interaccion cianobacteria-arroz en condiciones de
estrés salino. |



Figura 1
BIOSINTESIS DE CLOROFILA Y HEMO

COOH

COoH HDOC\ />\7/\\,/\\>/\\»'/[DOH
HOOT !
{‘ < PBG >_/NH HN\(
!

A\

oo ALb i
= deaminasa HOCH, /

<7 Dehidrasa

HOOE - /
< o P R T S \
’ > ) i 1’“‘
a5 i ' uoac*’/,\ /L /\toon
HH, NH, > \
Acido S-aminolevunilico Porfohidindgeno X Urogen 11
Hood tooH s:ntasa
Hidreximetilbilano

COOH GOOH
5, g \
i / /

LH CH, / CH,

5\ / * /l .
oH A\ X \& o~ ook Hooe,_ )\\7/'\ /ﬁ /\/CDUH

i~ /\ A LH_—CH H, | “ /\r,«
. Coprogen Urogen 11 \\/
HN\/ A decarboxilasa / r}u MN_\,{

COUH

u\udas a

\
s y
/
(< ’} \ /g T M >\w H,Nf{
. \
e, / CH, \<\/ A rxﬂ/ - CH, . :/ » /i\v”’i\ /X\ -
)
> \ { \ \>
N wooe "o )
HM o oo HODC/ ) “boom
Protoporfirindgeno [ Pratogen Cuproporfirindgeno 11 Uroporfirinégeno 111
oxidasa
CH, oH
s CH By e Precornn 2

L >\ ‘/‘/ ‘,EH::CH, \)\ o CH=EH, e
VLY NI F
\

dow

Ci

) \‘r / I : \ﬂ—»
N ! /iﬁd/&v Mg™ A N\ ,A/é\
o \/./'\\ BT i o ;:// A \/ :{mH coom
< { Honc

)
) { \
0#%on Ho \n oo /\Loon - Y\()'\/% o

We-Protoporfirina I3 SAM Pratoporfirina X
H CH,
/ KOO’ )\/L />\ COOH

S LCH==CH, M\\_, L *&(// 3 /
\L/J / \;e /) HOOE oo

\ AN
e N SIROHEMO
/Z B PP

U
/

Y

~GE=g
i

I}

x

(4\/

’\\,/\

& b
"5 . NADPHIO, ofon W0
MO PROTOHEMO
Ester monometil
Mg-Protoporfirina IX
CH,
I
E\H o
A e
R 7 §,I~°“—’-H- FITOCROMO HEMO P
X/ . FICOBILINAS
e
\

\" \ / "\‘I/\ _CHCH,
o /%:\ /\'\1\ 49‘[:_:5\/ “~CH, \g-/
i / 7 J

N

VAR NADPH V4<\
’ ¢o.0cH, hy H/ & ‘/l E//
0o Pratoclorofilida r / .
l\/ J /L\, / l:o (=78
P G o -0 /L\U

Drvnil Protoclofilida reductasa
d ! CLOROFILA &

c N o cH, N
-y s . —-7———-’
{ — { » Fitol &
\) oCH, k& >\u * K o=l \‘ X
b éo %
%0 NADFPH o by ’ j
Ester monoretil Mg—24- o e N o,

o,
divinil protoclorofilida as { S ?V

Bonowinil clorofilida

CLOROFILA a




|
* OBJETIVOS



OBJETIVOS

1. Determinar si los PE de cianobacterias diazdtrofas aisladas de arrozales de
Argentina., amortiguan los efectos del NaCl sobre el crecimiento de plantulas de
una variedad comercial ce arroz, cultivada en nuestro pais.

2. Comparar los efectos dz los PE y del GAs en el crecimiento de plantulas en
condiciones de estrés salino.

3. Estudier la influencia de dicho estrés sobre enzimas y productos de la bio-
sintesis de porfirinas en las plantulas, en presencia de PE cianobacterianos o GAs.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Material biolégico

Cepas cianobacterianas

Las cepas cianobacterianas culi:vadas fieron: Tolspothrix tenuis (11a), Scytonema hofmanni (14a),
Microchaete tenera (14b) y Nestoc muscorum (62b), pertenecientes a la coleccion de cultivos del
Laboratorio de Cyanobacteria, FCEN. UBA. Dichas cepas fueron aisladas de arrozales de la
provincia de Entre Rios, Argentina. Las cepas se obtuvieron en condicién axérica mediante
irradiacior con luz UV. Observaciones microscopicas de las mismas, indicaron que el tratamiento
no alter6é su morfologia. Tampoco sz cezectaron cambios en sus propiedades fisiologicas.

Cariopses de Oryza sativa L.
Se utilizaron cariopses de Oryza sativa L. variedad Yerua, genti mente provistos per la Arrocera
Argzntina S.A.

Medios de cultivo
Se prepararon con drogas marca Merck ¢ equivalente.

Medio para cianobacterias
Se utiliz6 el medio Watanabe modificage (Wm) (Halperin et al., 1979):

Macronutrientes

KzHPO4(C,3g/L)

MgSO, . TH,0 (0,2g/L)

CaCl, (0,053g/L)

Tartrato Ferrico 2-3 gotas/L (5g de acido tartarico + 5g FeCl; en un litro de agua).

1mi de sofucion de micronutrievites Armeon 6

Arnon 6

H;BO; (2,86g/L)

MnCl, . 4H,0 (1,81g/L)
ZnS04 . TH,0 (0,2222/L)
Na;MoQ4 2H,0 (0,391g/L)
CuS0O4 . 5H,0 (0,079¢/L)
CoCl, . 6H,0 (0,0419g/L)




Medios hidropénicos para plintulas de arroz

Medio Wm

Medio Hoazland (Durn y Arditti, 1968)
Soluciones madre:

NH4 PO, (115,04g/L)

KNO; (101,1g/L)

Ca:_\JC'3)2 (; 64, lg/L)

MgS0, (120,39g/L)

Drsgas adicionadas a los medios hidroponicos

Acido giberélico (GA:z )
NaCi

Medios de cultivo hidroponicos preparados para plantulas de arroz:
1 'Wm solo para el control

Z Wm+ NaCl 1,25g/L

3 Wm+ NaCl 2,5¢g/L

4 Wm + NaCl 5,0g/L

5 Wm+ NaCl 5,0g/L + GA3 0,5 mg/L

6 Wm + NaCl 5,0g/L + PE

7 Wm + GA;3 0,5mg/L

& Wm+ PE*

* Los PE varian segurn e! tratamiento (ver disefio experimental)

Material de laboratorio

Camara de cultivo para
cianobacterias.

Con una intensidad luminosa de
45 umol de fotones.m™.s™, con
burbujeo de aire esterilizado
por pasaje a través de filtro Mi-
llipore de 0,22um de diametro
de poro, fotoperiodo 12:12 y a
la temperatura del laboratorio.

Csimara de cultivo para cianshacterias
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Camara para el cultivo midropénico de plantulas de

ks & -1
| arroz. Con uz de 45zamol de fotones.m™.s", con

| fotoperiodo 12:12 a 31=1°C de temperatura, hume-
~ dad relativa 80%, provistas de bandejas plasticas de

 600ml de capacidad, con planchas de poliuretano

Cémara para el cuitivo hidraepdimies de plintulas de arroz

Equipos:

Cdmara de flujo iaminar HL. CASIBA
Destilador de vidrio

Columna de miercambio iénico
Autoclave

Balanze elecwrdnica

Centrifugas clirica

Centrifuga de alta veluocidcd

Camara dz frica-70C

Estufa

Microscopio Spico WI_D Heerbrugg
Camara fotografica Olvmgpus DX Trip XB3

Compytadora 'C con:

procesador Percium de 200MHz
RAM dz £8ME

Escaner INFO 3C0

Impresora HP £92C

Progrgmas incovporados:

Corel 7 0 (Procesador de imagenes)

 expandido inerte, de 15<10x1cm, derforadas (orifi-

cios de 0,5 cm de diameiro) y con una malla plastica
adherida en la cara inferior, para soportar las semi-
llas en los orificios.

GraphPad Prism1 2.01 y Estatistica 4.2 (Tabla de calculos pera estadistica)

Word 7.0 (Editer de textos)

Explorer 5.0 (Mavegacor dz Internet para bisqueda bibliografia en bases de datos
WinSPIRS 2.1 {explorador de la base de datos Biological Abstract)

Espectrofotomeiro Hewlet- Packard 3452A de amplio espzctro acoplado a PC HP vectra 286 con
programa HP8<52 para medir absorbancia en un rango continuo de longitudes de onda.

Espectrofiuorémetro Shimzdzu RF-510 de amplio espectrc de emisién de luz y con capacidad para
detectar fluorescencia en un rango continuo de longitudes de onda tantc de excitacion como de emi-

sion.
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METODOS

Preparacién de los cultivos de cianobacterias

Preparacion de lcs cultivos de las cepas 14a, 14b, 11ay 69b

Se toman alicuotas de cultivos de las cepas c-anobacterianas en estado estacionario y se inoculan al
10% en 4 Erlenmeyers de 2L que contienen cada uno 1L de medio Wm. Se cierra el Erlenmeyer
con un tapdn de algodon atravesedo por una pipeta estéril que luego se conectara al sistema de
aireacion de la camara de cultivo para burbujear aire estéril. A “os 14 dias (fase pre-estacionaria) se
obtienen los PE.

Preparacion del cultivo de 14a (fase pre-estacionaria) para los ensayos con plantulas de arroz ba-
Jjo estrés safino
Se procede igual que en el punto anterior usando un Erlenmeye- de 3L con 2L de Wm.

Preparacion del cultivo de 14a para los emsayos de los PE de distintos dias sobre plantulas de
arroz

Se inocula al 10% un Erlenmeyer de 9L con 6L de Wm. El cultivo se mantiene en la cAmara. Los
dias 14 (fase pre-estacionaria), 21, 28, 35 y 42 (fase estzcionaria) y 62 (fase post-estacionaria) se
retir6 |L de cultivo previa homogeneizacion del mismo, para luego obtener los PE.

Obtencion de los productos extracelulares (PE)

El cultivo se centrifuga a 8.000xg por 20min en condiciones de esterilidad. Se determina el peso
fresco de la masa algal precipitaca y se mide el volumen de sobrenadante. El sobrenadante que
contiene los PE, se filtra por membranas esterilizantes de 0,22 pm de diametro y se conserva hasta
su utilizacion en los cultivos hidronénicos.

Esterilizacion de los cariopses

Se trabaja en el flujo laminar. Los granos se sumergen en etanol 96% durante 2min. Se descarta el
etanol y se agrega HgCl, al 0,1% agitando 8min. Se descarte el HgCl, y se lava a intervalos de
10min cen agua destilada estéril, dejando las semillas en germinador dentro de la camara de cultivo
a la luz, hasta que germinen (48hs).

Diseiio experimental

Preparacién de Ios cuitives hidropénicos

Cultivos hidropornicos para ensavar los PE de los distintas cepas sobre las plantulas de arroz
600mL ce sobrenadante de cultives de 14 dias de las 4 cepas se colocan en las cajas de hidroponia
como medio de cultivo para cariopses germinados que se introducen en los orificios del soporte. Las
bandejas se llevan a la camara de cultivo bajo condiciones controladas. Como medio control se
utiliza Wm solo (medio de cultivo hidroponico 1) y a partir del 5 dia desde la siembra de los
granos, se agrega diariamente 2mL de medio Hoagland a todas las bandejas de cultivos
hidroponicos.

Cultivos hidroporicos para ensayar las distintas concentraciones de NaCl
Se preparan los medios de cultivo hidropénicos 2, 3 y 4 disolviendo NaCl en Wm, para lograr las
siguientes concentraciones: 1,252/1, 2,5¢/L y 5g/L, respectivamente. Las soluciones se esterilizan
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por filtracién (0,22um) y se colocan en las bandejas de hidroponia, con los granos germinados. Se
llevan a lz camara de culftivo. Como medio control se utiliza Wm y a partir del 5 cia desde la
siembra de los granos, se agrega diariamente 2mL de medio Hoagland a todas las bandejas .

Cultivos hidroponicos parz ios ensayos con GAs,, NaCly CA3; + NaCl

Se preparan los medios de cultivo hidroponicos 5 y 7 en las concentraciones indiczdas y se
esterilizan por filtracion (0,22um) y se colocan en las cajas de hidroponia como medio de cultivo
para los cariopses germinzdos que se introducen en los orificios del soporte. Las bandejas se llevan
ala camara de cultivo bajo condiciones controladas. Como medio control se utiliza Wm vy a partir
del 5" dia desde la siembra ce los 2ranos, se agrega diariamente 2mlL de medio Hoagland en las
bande as de cultivos hidrozénicos.

Cultivos hidroponicos para los ensayos con PE de 14a y
PE de 14a con NaCl

600 mL del sobrenadante =xtraido del cultivo de 14 dias de
la cepa 14a se coloca en una caja, bajo camara de flujo
(medio de cultivo hidroponico 8) El medio de cultive
hidroponico 6 se prepara agregando 5g/L. de NaCl de PE
Ambos medios se colozan en serdas bandejas y se
siembran los granos germinados en los soportes. Ambas
bandejas se llevan a la cdmera de cultivo bajo condiciones

Bandejas inertes con cariopses sembracos

controladas v como medio control se
utiliza el medio Wm. A partir del 5
dia desde la siembra d= los granos, se
agrega 2mL diarics de medio
Hoagland a las bandejas de cultivos
hidroponicos.

Plintulas de arroz de 7 dias, antes ce ser cosechadas

Cultivos hidroponicos para los ensayos con PE extraidos a
distintos dias de un cultivo de 14a

Al cabo de 14, 21, 28, 3%, <2y 62 dias de cuitivo se tomran
600 mL del sobrenadante cbtenido y se procede igual que con
los PE del punto anterior.

Cosecha y conservacion de las plantulas

La cosecha de las plantulas se realiza a los 7 y 14 dias. Se
mide lorgitud y peso fresco ce vastago y raiz. Una fraccion de
las plantulas se utiliza para el ensayo de actividad de 8-amino-
levulinico dehidrasa (ALA-D) y el resto se guarda a -70 C

Plintulas de 14 dias recién cosechadas
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Determinaciones bioquimicas

Determinacion de porfirinas libres totales

Las porfirinas libres totales fueron evaluadas por analisis de fluorescencia. Se toman 2ml del so-
brenadante obzenido para la medicion de actividad ALA-D. Se colocaron en una cubeta de cuarzo
para medir en un espectrofluorémetro Shimadzu RF-150, ajustandolo para que excite a una longitud
de onda de 400nm y detecte la luz emitida por las porfirinas en un rango de 390 a 700nm con una
sensibilidad adecuada para la muestra medida. La cantidad de porfirina libre se obtiene en vg/mL
por comparacion del pico de fluorescenc:a del patrdn de uroporfirina (URQ) a 396nm con el pico de
fluorescencia de las distintas muestras a la misma longitud de onda. También se debe observar un
pico de fluorescencia a 618nm que es un pico caracteristico de la uroporfirina (URO) en estas
condiciones, debido a que el patron es URO libre. La dilucion de dicho patron se realiza haciendo
con buffer fosfato de sodio pH 7,5 hasta que se obtuvo una fluorescencia mensurable en la
sensibilidad usada para las muestras (Divo de Sesar et al., 1999).

Determinacion de clorofila a, clorofila b y de carotenos

Vastagos individuales se trituran usando un mortero con arena y 2,5ml de una solucion de acetona
80%. Se deja =n reposo durante 1h en oscuridad. El homogenato resultante se pasa por un filtro
Watmann n°3. El contenido de clorofila a. b y carotenos totales fueron calculados tomando los
valores de absorbancia a 470, 646 y 663nm de los homogenatos. Las absorbancias se midieron con
un espectrofotometro Hewlett Packard con programa de PC incorporado que midié a 470, 646 y a
663nm en forma simultanea y se calcularon segtin Lichtenthaler ef al., (1983), para obtener las con-
centraciones de clorofila a, b y carotenos totales.

Actividad del ALA-Dehidrasa

Se realiza un homogenato con 6 vastagos agregando 5mi de buffer fosfato SOmM empleando un
mortero de 10cm de didmetro a temperatura ambiente. El homogenato se centrifuga a 7000xg
20min guardando el sobrenadante a -20°C tomando antes 1,5ml repartiendo 500A en 3 tubos
Eppendorff que se centrifugan a 10000xg 10min. Las condiciones standard para la mezcla de
incubacion se prepara con 445X de sobrenzdante en tres tubos de hemolisis diferentes (para dos
replicas y para un blanco del tratamiento correspondiente). En cada tubo de hemolisis con 445X de
muestra se hace la mezcla de incubacién con 25X de buffer fosfato de sodio 1M pH 7.5, 254 de
acido 6—aminolevulinico S0mM pH 7.5 (excepto el control al cual se le agregan 254 de agua) y 5A
de B-mercaptcetanol 10mM para obtener un volumen final de 0,5ml. Se incuba en condiciones
aerobicas en oscuridad, durante 1hora en el tafio a 37°C en agitacion (90-100 r.p.m.). Al concluir la
incubacién se les agrega a cada tubo 25 de solucion saturada de sulfato de cobre para precipitar las
proteinas y detener la reaccion (Stella, 1977).

Se centrifugan los tubos a 7000rpm 10min y se toma un volumen de sobrenadante y se agrega
reactivo de Erlich volumen a volumen parar medir porfobilindgeno por un método colorimétrico
(Moore y Labbe, 1964) usando un coeficient= de extincion: E™,, = 1136 a 555nm.

Determinacién de proteinas

Para medijr las proteinas se utilizé el método de Bradford (1976), usando como estandar suero fetal
bovino, expresendo el valor de proteinas como mg de proteinas/ mg de sobrenadante.
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Unidad enzimatica

La unidad enzimatica (U) de actividad de ALA-D sz define como la cantidad de enzima que cataliza
la formacion de Inmol de PBG hara bajo las condiciones estindar de incubecion utilizadas.
Actividad =specifica como U/mg de proteinas.

Analisis estadistico de los datas

El analisis de los datos se llevo a cado con distintos programas estadisticos. Con e programa
GraphPad Prism (version 2.01), se confeccionaron -ablas de datos para analizar lcs resultados del
punto 2 y 5 (de Resultados y discusicn). Ademas se realiza con ellos u1n ANOVA de una via. Con
los resultados del punto 1y 3 (de Resultados y discusion) se confeccionan tablas de datos con el
programa: Estatistica (version 4.2) y se rzalizd un ANOVA de dos vias. Para todas las mediciones
morfologicas de las plantulas se utilizo un 7 de 20 mientras que, dentr> de las mediciones quimicas
para los ensayos de actividad de ALA-D v concentracion de porfirinas totales libres y proteinas, el n
fue de 6 (cada medicion para estos ensayos, se realizé de un ccnjunto de 6 vastagos). Para las
mediciones de concentracion de clorcfilas a v & y carotenos totales el 7 para estos casos fue de 12.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. EFECTO DE LOS PRODUCTOS EXTRACELULARES DE
DISTINTAS CEPAS CIANOBACTERIANAS SOBRE
PLANTULAS DE ARRQOZ

Evaluacién del crecimiento de las pliantulas

Longitud del vastago (LV)
Las plantulas cosechadas a los 7 dias tuvieron un incremento de la LV con PE de

20

Lengitud de véastago (cm)

o
e
BN 1ca
=== 1
N FCh

o
Lo

Peso fresco del vastago (PFV) 75
Los PE ce las cenas 11a y 14a aumentaron el PFV en
el dia 7 de cultivo en un 42% y 41% respectivamente
(Figure 1.2). Los PE de 14b y 69b no determinaron di-
ferencias. Sin embargo, a los 14 dias las plantulas
mostraron un comportamiento diferente con los distin-
tos PE. Los PE de 11a y 14b no produjeron diferen-

Dias
Figura 1.1 Lengitud- de vastago ce pléntules trata-
das cor 2F d= distintas cepas cianchacterianas
medca ¢ distntos dias

11a, 14a y 69b del 14%, 17% y 14% respectivamente.
Los PE de 14b no produjeron diferencias.

Sin embargo al medir este parametro al dia 14 algunos
de los PE que al dia 7 estimulaban, produjeron inhibi-
cion del LV. A las dos semanas los PE de 11a, 14a y
14b produjeron una inhibicion de la LV del 32%, 18% vy
22% respectivamente. En cambio en el caso de los PE
de 69b, n> hay diferencias a los 14 dias (Figura 1.1).

. control
L BRE]

254

Pesofresco de vastago (mg)

p-

cias, mientras quz los PE de 14a disminuyeron un 11% Dias
el PFV y los de 69b aumentaron el peso fresco un e s e
1 1 % doa distintos dfas.

Peso seco del vastago (PSV)
Cuando se m:dio PSV, se vieron difzrentes efectos de los PE de las distintas cepas

S

B

Peso seco de véstago (mg)

Bo®

]-cmt’oi >
J _—a

S da
E14b
N 50h

Dias

Figurs 1.3. Peso seco de vastago de plantulas trata-
das con PE de dstirtas cepas ciancbacterianas me-
didc em cisintos dias

en el dia 7 y en el dia 14. Para el dia 7, los PE de las
cepas 1la y 69b afectaron positivamente el PSV en un
22% y 24% respectivamente, mientras que los PE de la
cepa 142 tuvieron un efecto negativo del 22%. Los PE
de 14b no produjeron diferencias respecto del control.
En el dia 14, los PE de 11a redujeron el peso seco un
16%. Los PE de 14a y de 69b, no determinaron dife-
rencias significativas. Los PE de la cepa 14b que en el
dia 7 no producian diferencias, disminuyeron el peso
un 18% (Figura 1.3).
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Longitud de Ia raiz (LR)

8

B - control
La Figura 1.4 muestra que solo los PE de la cepa . [mmi:
14a aumentaron la LR tanto al dia 7 como al dia 3 ] ==
14: 28% y 17% respectivamznte. 3
Po

Pesc seco de raiz (PSR)

=

14
Dias

Figura 1.4. Longitud de raiz de olantulas tratadas
ce PE de disfintas cepzes darocbacterianas medi-

da a distirtos dias.

A los 7 dias solo los PE de 14b mostraron efecto, una
reduccion del PSR del 15%. En el dia 14, todos los PE,

Peso seco deralz (mg)

excepto los de la cepa 14a que no produjeron ningin
efecto, tuvieron una accion negativa en el peso seco de
la raiz. Los porcentajes dz disminucion del peso seco
fueron: 25%, 29% y 17% para 11a, 14b y 69b respecti-

Jies vamente (Figura 1.5).
Figurz 1.5 Peso seco de raiz ce plantulas tratadas
con PE ce dstin as cepas ciarcbactearianis madido
a distinkcs dias.

Relacisn longitud raiz/vastago (LR/LY)

Al 7° dia de tratamieato, 3olo los PE de la cepa 14a
aumentaron !a relacion LR/'LV: 18%. Los PE de 11a v
69b pradujeron una cisminucion del 26% y 30% res-
pectivamzrte y los PE de la cepa 14b no afectaron la
relaci¢cn. Ena el dia 14, los PE que aates mostraron
disminucion de la relacién LR/LV (ila y 69b) no
tuvieron efecto sobre la misma. Los PE de la cepa 142
mantuvieron el efecto pcsitivo pero este se incre-
mentd ‘leganco a ser del 21%. Los PE de la cepa 14b
que en el dia 7 no tuv eron efec-o, si los tuvieron en el
dia 14 otservandose un aumento del 38% (Figura 1.6).

ES Cont ol
LB F1
2 w4
3 -4b

Relacion pesc seco raiz/vastago

(&}
I

7

1
Dias
Figura 1.7 Redacisn deso seco raiz/ vistago de pén-
tulas €e arwz tratadas con PE de distrias cepas cia-
nobac eniaras macidz a distatcs dias

Relacidn lonqitud raiz/vastago

14

Dias

Figura 1.8. Relacién longitud raiz/ vastago de plén-
tulas de arrez tretadas con PE de distintas cepas
ciancbacterianas medida a distintos dlas.

Relaciéon peso seco raiz/vastago (PSR/PSV)

Esta relacion se mantuve invariable tanto en el dia 7
— como en el dia 14 en tcdos los tratamientos excepto
en el tratamientd> con PE de 69b, los cuales en el dia
14 disminuyeror la relacion en un 19% (Figura 1.7).

22



Los resultadcs obtenidos indican que los producios extracelulares varian a nivel
de la cepa cianobacteriana usada, asi como sus efectos con el tiempo de
exposicion de las raices de arroz a dichos prodvctos. Ninguna cepa tuvo efectos
innibitorios ¢ promotores de todos los parameiros de crecimienio medidos. Estas
diferencias se dzberian a las numerosas sustancias presentes en los productos
extracelulares utilizados en los ensayos y a !a cantidad limitada de cada una de
elias.

Las diferenzias en funcisn del tiempo también podrian deberse a que la plantula
va agotando sus reservas provenientes del cariopse y dependiendo mas del medio
de cultivo en ef gue crece.

Sz seleccieno la cepa Scytonema hofmanni N°i4a para continuar con los ensa-
yes, dado que !¢ misma produjo exometabolitos que indujeron un incremento de la
longitud y del peso freszo del vastago del 17 y 42% respectivamente, luego de 7
dias de tratamiento via raiz, efectos caracteristicos del dacido giberélico o GAs.
Estos resultedos coincidern en parte con Gupta y Lata (1964) y Shukla y Gupta
(1967) , quienzs determinaron un aumento en la longitud del vastago en plantas de
arroz tratadas con extracios de Phormidium foveolarum y encontraron en ellos
sustancias de naturaleza giberélica (Gupta v Shukla, 1969). Por otra parte, los
productos extracelures de la cepa 14a no afectaron el peso seco de la raiz ni el
del vastagc, ni la relacion peso seco de la rciz/peso seco del vastago a los 7 y 14
dias de tra‘amiento. La inhibicion de la longitud del vastago a los 14 dias podria
deterse a un cambio en el balance de fitorreguladores presentes en medio de
cultivo.

Cabe senalar que los productos extracelularzs de la cepa [4a, aumentaron la lon-
gitud radical a los 7 y 14 dias de exposicion a los mismos, efecto que podria
atribuirse a ctros metadolitos tales como compuestos de naturaleza auxinica ya
detectados en otras cepas de cianobacterias (Caire et al., 1979). La promocion del
crecimiento radical tendria la ventaja para !a planta en condiciones de campo de
poder explorar mayor volumen de suelo para la toma de nutrientes y de agua.

2. DETERMINACI()N’DE LA CONCENTRACION DE Na(Cl
A LA CUAL LAS PLANTULAS DE ARROZ VAR. YERUA
SON SUSCEPTIBLES.

Evaluacion del crecimiento de Ias plantuias
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N comrcl

ENES NaCi ,25g/-

M \NaCl 2,509/
NaCl 35,00g/=

Longitud de vastago
La LV disminuye a medida que se incrementa la
concentracion de NaCl. A los 7 dias se acorta un
12% con 2,5g/L v un 21% con 5g/L de NaCl. La
reduccién del crecimiento se acentia a los 14 dias
en un 22% y un 32% para 2,5 y fg/L de NaCl
| | respectivamente. La concentracion 1,25g/L de NaCl
Sion ™ no mostro diferencias ni a los 7 ni a los 14 dias
Figura 2.1. Longi . Ge vastago de piwias tratadas (Figura 2.1).

con distintas concen'raciones de NaClmedida a dis-
tintos dias.

-
o

W
L

Longitud de vastago (cm)

0-
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A los 7 dias de cultivo, las plantulas tratadas con
5g/L. de NaC. muestran una disminucion del PFV
del 33%. Ests efecto se incrementa a los 14 dias
de cultivo a un 41%. El tratamiento cor 1,25y
2.5g/L de NaCl no afectan el PFV ni a los 7 ni a

_ 7 T soritro Peso fresco del vastago
£  |mmm \aC 1,250/t

e m— \aCl 2, 50g/L

g £ \aCl 5,00g/L

7 50+

e

8

Q

2

o

< .

& Ics 14 dias (Figura 2.2).

Dis

Sigure 2.2 Peso fresco de vastzgo d= plantu=s tra-
-adas con distintas concerdracienes ce NaC! wedido
adistinios dias.

Peso seco del vastago

Las pléntulas al dia 7 muestran vna disminucion
del PSV del 21% con el t-atam:ento de 5g/L de
NaCl y no mostraron diferencias con los ctros
tratamientos. Al dia 14 se vio una disminucion
del 50% en el P3V de las planfuias sometidas a
5g/L. de NaCl. También se observo disminucion
aunque menor, un 21%, cor 2,5g/L. No se vizgron
diferencias a los 14 dias con el tratamiento
1,25g/L (Figura 2.3).

i
o N control

==mn NaCl 1,25g/L
s NaCl 2,50g/L
NaCi £,000/L

medida que

S conirol

= NaCl 1,25/
2Ol 2,500/L
30 == NaC) 5,000/L

Meso seoo de vaotago (mg)
]
=}
.

7 14
Dias

Figura 2.3. Pesc s=co de vastago d= plantutas trata-
das con distintas cencentraciones d= NaClmedido a
distntos dias.

Longitud de la raiz
La LR también muestra ura disminucion a

concentracion de

-

aumenta la

NaCl y el tiempo de tratamiento. Al dia 7, las

Longitud de raiz (cm)
—
L)
1

7 14
Dias

Figura 2.4. Longitud de raz de planielas tratadas
con distintas concentrzciones de NaZl medida er
distintos dias.

plantulas de arroz tratadas con 2,5 y 5g/L de
NaCl, tuvieron una imhibicion de lz LR del
41% y 48% respectivamente. Una disminu-
cion del 31% vy del 64% se observa a los 14
dias, con 2,5 y con 5g/L ce NaCl respecti-
vamente. No se vieron diferencias con el tra-
tamiento de 1,25g/L de NeCl tanto a los 7
como a los 14 dias (Figura Z.4).

B W control
Peso seco de raiz 5 | NaCl125g/L
Cuando se cosecharoa las plantulas de 7 im-s:gggggit
dias, se vio que el PSR, disminuia un 26% 2 5
tanto con 2,5 como con 5g/L de NaCl. A los 7§
14 dias, las plantulas mostraban disminucion g 20
del peso seco con todas les concentraciones 2
de NaCl probadas. La disminucién a los 14 104
dias, cel PSR con 1,25g/L de NiaCl fue del

9%, con 2,5g/L y 5g/L de NaCl mostraron
dism-nu-ciones del 36% y del 57%
respectivamente (Figura 2.5).

7 ' 14
Dias

Figura 2.5. Feso seco de raiz de plarculas tratadas
con distintas concentraciones de NaC medido a dis-
tintos dias.
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g 2 T contol Relacion de longitud raiz/vastago
g 2.0_=ﬁ:g:;§gg: Se observa una d1s,mmu010n del 47% en esta
N &= NaCl 5,009/ relacion para el dia 7, tanto para 2,5 como
‘; 154 para 5g/L de NaCl. El dia 14, la relacion dis-
E minuye en un 52% con 5g/L de NaCl (Figura
:; 2.6). No hudo diferencias en los otros trata-
8 mientos.
x

25

=== control

B NaCl 1,25g/L
2 O W NaCl 2 50g/L
NaCl 5,00g/L

7 14
Dias
Figura 2.6. Relac$n longitud raiz/vastego de plantu-
las tratadas cor dstintas concentraciomes de NaCl
medida a distintos dias.

Relacion de peso seco raiz/vastago
La relacion PSR/PSV para el dia 7, disminuye
en las plantulas sometidas a 2,5 y 5g/L de NaCl
en un 19% y 33% respectivamente. También se Dias

1 3 1A 3 1 3 A - Figura 2.7. Relacion peso seco raizivastago de plan-
puede observar disminucion de dicha relacion pa-a s b b i i v

el dia 14, del 25% con 2,5¢/L de NaCl y del 50% meddasa distintos dias.
con 5g/L de NaCl (Figura 2.7).

Relacion peso seco raiz/vastago

Si bien 1,25 g/L de NaCl, no afecto los parametros estudiados, la variedad Yerua
resulto suscepiinle a 2,5 y muy susceptible a 5 g/L de sal ya que esta ultima con-
centracion redujo el crecimiento entre un 32 y un 64% segun los pardmetros. Cabe
destacar que 2,5 y 5 g/l de NaCl, inhibieron la Iongitud y el peso seco de vdstago
y raiz, pero esta ultima jue mas afectada ya que la relacion raiz/vastago
disminuyo en ua 50%. Misra et al. (1997), observaron una disminucion de la
relacion raiz/vastago con igual concentracion de NaCl (5g/L) en pldntulas de edad
similar (15 d), pero en una variedad resistente al NaCl. En cambio una variedad
de arroz susceptible no modificé la relacion con 5g/L pero la aumenio con
concentraciones mayores de sal: 10-30 g/L, lo cual indica que el balance
raiz/vastago en condiciones de salinidad varia con la resistencia de la planta a la
sal.

Se sabe que lor cereales toleran altas concentraciones de Na' externas por res-
tringir el transporte de sodio hacia los vdastagos. En nuestros ensayos con 5g/L de
NaCl externo, ei Na' intracelular en la raiz afecté su crecimiento, a pesar de los
mecanismos de eflujo comprobados por White (1799). Por esta misma razon no se
verifico un aumento de peso fresco del vastago, esperable si se produjera un es-
trés osmotico pcr el transpcrte de Na' al vdstago, mas aiin, el peso fresco fue in-
hibido en un 41%.

En los ensayos de salinidad siguientes, se uso 5g/L de NaCl ya que esta con-
centracion inhikio todos los parametros estudiados y se midieron plantulas de 14
dias dado que 2r ellas, los efecios de la sal fueron mayores.



3. EFECTO DEL GA; EN PLANTULAS
BAJO ESTRES SALINO

3.1 Evaluacién del crecimiento de las plantulas

Longitud del vastago

Dado que el tratamiento con sal produce un a-
cortamiento del vastago v se sabe que el GA;
produce el efecto opuesto, se decidido corro-
borar estos efectos sobre la variedad Yerua y
ademas estudiar el tratamiento combinado a

Foto 3.1. Longitud de vastago de plantulas sometidas a
NaCl 5g/L y a GA3 0,5mg/L con ¥ sin NaCl 5g/L

Peso fresco del vastago

Todos los tratamientos producen una disminu-
cion del peso fresco cel vastago excepto el

tratamiento con GA; 0,5mg/L que
aumento del mismo del 39%.

El tratamiento con NaCl 5g/L produjo una dis-
minucion del 49% vy el tratamiento combinado
(GA; 0,5mg/L + NaCl 5g/L), una disminucién

del 32% (Figura 3.1.2).

-
o
1

=3
o
L

Peso seco vastago (mg)
o

CONTROL NaCi 5gil.  GA3 0,5mgfl. 6A3 + NaCl
Figura 3.1.3. Peso seco de vastago de plariilas sometidas a NaCl
5g/l y a GA; 0,5mg/L con y sin NaCl 5g/L.

Longitud de véstago (cm)

BT

GAZ 0,5mg/L GA3 + NaCl

Figura 3.1.1. Longitud de vastago d2 plantulas sometidas a NaCl
S¢/L vy a GA; 0,5my/L cony sin NaCl 5g/L.

los 14 dias. Como se esperaba, el
tratamiento con GAj; hizo que el
vastago aumentara su longitud un
64%. La promocioén del alarga-
miento del vastago se anulé cuando
junto con GAj se agregd NaCl. Por
otra parte el NaCl produjo una dis-
miaucién de la longitud del vasta-
go de 54% (Foto 3.1 y Figura
3. 11}

CONTROL

100

o
2

produce un

Peso fresco de vastago (mg)

CONTROL  NaCl5g/L.  GA30,5mg/L GA3 + NaCl

Figura 3.1.2. Peso fresco de vAstago de plantulas sometidas a
NaCl 5g/_ y 2 GA; 0,5mg/L cony sin NaCl S5g/L.

Peso seco del vistago

Solo dos tratamientos tuvieron efectos sobre
este parametro y fueron el tratamiento con GA;
0,5mg/L que produjo un aumento significativo
del 29% y el tratamiento con NaCl 5g/L que
disminuyo el PSV en un 37%. El tratamiento
con GA; 0,5mg/L + NaCl 5g/L, no mostréd
diferencias cor el control (Figura 3.1.3).
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Longitud de raiz (cm)
2

CONTROL  NaCi5gl. GA3O&mg/l GA3+ NaCl

Figura 3.1.4 Longiud de raiz de pEantlzs sorstidas = MaC 5S¢/l

v a GA; 0,5mg/l cony sin NaCl£gfL

Peseo seco de raiz

El PSR no se vio modificado por el trata-
mienzo con GA pero si se modificé notoria-
mentz con los tratamientos que contenian
NaCl 5g/L. El tratamiento cd>1 NaCl mostro
un descenso del 59%, mientras que el trata-
mierzo combinado mostrd ina disminucién
aun mayor del peso seco de la raiz del 72%

(Figura 3.1.5).

Relacién longitud raiz/vastago

CONTROL  MaCl 50/ GA305mg/L GA3 * NaC

“igura 3.1.6. R2laci3n longitud Riz/A&@sta o d= plantuas sometdas

= NaCl 5g/Ly aGA; 0,5mg/L cony sia NaCl 5YL.

|
|
|

Longitud de la raiz

Todos los tratamientos produjeron una dis-
minucién de le LR (Figura 3.1.4). Los porcen-
tajes de dismirucion fueron 37%, 61% y 62%
para los tratamientos GAs 0.5mg/L, GAs;
0,5mg/L + NaCl 5g/L y NaCl 5g/L respectiva-
mente.

Ui

Peso seco raiz (mg)
’h
o

Ny
Ul

CONTROL  NaCl5p/L GA3D5mg/l GA3 + NaC

Figura 3.1.5. Peso seco de raiz de plantilas sometidas a NeCl
5g/L y a GA; 0,3mg/L con y sin MaCl 5g/L.

Relaciéon longitud raiz/vistago

El tratamiento con GA; 0,5mg/L mostré una
notable disminucion de esta relacion (82%)
debido a un dobole efecto: inhibicion de la LR
y promociéon de la LV. El tratamiento com-
binado produjo una disminucion del 63%, por-
que el NaCl contrarresta en parte la induc-
cion del crecimiento del vastago por parte del

GA;. El NaCl solo inkite esia -elacién en un 23%, es decir que la raiz mas

afectada (Figura 3.1.6).

Relacion peso seco raiz/vistage

En cuanto a la relacion PSR/2SV dos tra-
tamientos muestran disminucidn de dicha rela-
cion: el tratamiento con NaCl 5g/L, del 52% vy
el tratamiento combinado con una disminuciéon
del 74%. El tratamiente con GAj; 0,5mg/L no % __ |
modificd dicha relacior (Figu-a 3.1.7).

o
w
e

«Q
3
1

Relacién peso seco raiz/vastago

CONTROL  NaCi5g/ll.  GA305mg/l GA3+ NaCl

Figura 3.1.7. Relacion peso seco raiz/vastago de plantulas someti-
das a NaCl 5g/Ly a GA; 0,Smg/L cor y sin NaCl Sg/L.
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El GA; promovié el aiargamiento del vdstago. Las gibereiinas primero promueven
la elgngacion celular en el meristema intercalar ubicado en la base de los
entrenudos del tallo de arroz y luego la division celular es estimulada como
resultadeo del crecimienio celular (Sauter y Kende, 1992).

EI GA3 irhibio ei largo de reiz. 2ste efecto podria deberse a que la promocion del
crecimiento del vastago dztermina un mejor aprovechamiznto de los fotosintatos
por el-mismo. Esto se puede carroborar por el aumento de su peso seco.

En el tratamiento combinado, el GA; revirtio el efecto inhibitorio sobre la
longitud del vastago v la reduccion del peso seco del vasiago, producidos por el
NaCl.

En geperal se ccnsidera que las giderelinas aumentan el peso fresco pero no el
peso seco. Los resultados con esta variedad de arroz no coinciden con los concep-
tos generales, dado que en eila el GAs aumento el peso seco del vastago.

El GAj; inhibié la raiz v promovis el crecimiento del vastago, mientras que el NaCl
inhibié ambos parametros. £l NaCl es mas perjudicial para la raiz que para el
vastage en cuanto a la longiiud y al peso seco de amkbos dérganos, de acuerdo al
efecto de la sal sobre las relaciones de dichas medidas. Misra et al.(1997), en-
contraron que en una variedad de arroz resistente al NaCl, el crzcimiento del
vastago fue mencs afectado que el de la raiz, lo cual ccincide con nunestras obser-
vaciones ya que en la variedad Yerua, 5g/L de NaCl inkibe en un 54% el largo del
vastago y en un 52% el de la raiz. La diferencia radica er que la variedad Yerua
es susceptible, dado que reduce sm crecimiento en unm 0% con dicha concen-
fracion, en cambio las variedades resistentes crecen en cohcentraciones muy supe-
riores, 10, 20 y 30 g/L de NaCl.

3.2 Parametros bioguimicos en los vastagos

N

Efecto en los niveles de porfirinas libres
totales

Todos los tratamientos disminuyeron los
niveles de porfi-iras libres tctales del vas-
tago, en un 78% cen GA; 0,5mg/L, un
69% con GA; (,5ng/L + NaCl 5g/L y un
31% con NaCl 5g/L (Figura 3.2.1).

Porfirinas ug/mg vastago fresco
-
i Rt

‘ 3 5 05
5 o
U CONTROL  1eC 5gl. GA30,5mg/L GA3 + NaCl 8 %
Figu-a 32.1. Concar tasién de poririnas libres tozaes en vastagos % sl
de olantuls someticas a NaCl 5¢/L y a SA; O Smg/flcony sn g
NaCl 5glL. Z 0.3
E
[=)]
S 0.2
Efecto en los miveles de clorofilas a, 3
clorefila b y carotenos B 999
" O
Se puede observar en lz figura 3.2.2, 0.6 : ‘
& G ) NTRO! A
que los niveles de clerofila a, aumen- i i 4 B i i
l Figura 3.2.2. Concentracidn de clordfila a en véstagos ce plantulas
taron respecto del control en todos los sometidas a NaCi5gil y 2 GAs 0,5mg/L con y sin NaCi 5¢/L.
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tratamientos. El tratamientd qu2 tuvo mayor efecto fue el de GAsz 0,5mg/i con un

03

o
S
1

o
-
L

Qorofia b (ug/mg véastago fresco)

o
N
1

CONTROL  NaCiSgi GA305mg/l GAS3+ HaCl

Figura 3.2.3. Concentrac6n de clorofia b en véstagos & plantu-
|as sometidas a NaCl 5¢/L. y a GA, 0, 5mg/L com y sin NaCl 5g/L

En cuanto a los nivelas de carotenos

les, solo el NaCl S3/L redujc estos pig-

mentos un 38% (Figura 3.2 4).

aumen:zo dzl 70%. Le siguen los efectos del
tratam ente combinado, 44% vy del NaCl
5g/L, 45%.

Con respecto a la clorofila b, los efectos
fueron similares a los de la clorofila a. La
figura 3.2.3, muestra que el tratamieato con
GA; 0,5mg/L aumento el nivel de clcrofila b
un 71%. El NaCl 5g/L aumentd un 45% vy el
tratamientc combinado, no mostrd diferen-
cias ccn el control.

tota-

0.050

Caiuleius (wying vaslayu iescy)

CONMTROL NaCi5giL GA305mgil CG£3+ NaCl

Figura 3.2.4. Concentracion de carotenos totales en vastagos de
plantulas sometidas a NaQl 5¢/L y a GA; 0,5mg/L son y sinNaCl

Relacion clorofia ab

CONTROL  Na€Cl3g/lL 3A30,5mg/L GA3 + NaCl
Figura 3.2.5. Relacion clorofile a0 de plantulas sometidas a NaCl 2 494, respectivamente (Figura 3.2.5}

5gL ya GA, 0,5maiL eor v sin MaCl 5giL.

Efecto en la actividad de ALA-Dehidrasa
El tratamiento con GAj; 0,5mg/L disminuyo
la actividad un 44% y el tratamiento con
NeCl 5g/L un 23%. El tratamiento combi-
nado mostro un efecto contrario, la activi-
dad de ALA-D aumenté un 33% (Figura @ ©

3.2.63.

5g/L

Relacién de clorofila a/b

Los tratamientos produjeron una cisminu-
cion de la relacion salvo el tratemiento
combinado que muestra un aumen:d> de la
misma del 26%. El GA; 0,5mg/L y el NaCl
5g/L, redujeron la relactén en un 31% y un

30
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164

|J. de ALA-D/mg proteina total

oty
5gL GA30,5mg/L GA3 + NaCl

Figura 3.2.6. Acividad ALA-D en véstago de plénLias sometidas
a NaCl 5g y a GA; 3,5mg/L con y sin NaCl 5g/L

Si bien las porfirinas libres totales asi como la actividad de ALA-D dismirvuyeron
con CAs, las clerofilas a y b aumentaron con este tratamiento, lo cual estcria re-
lactonado con el aumenio de peso seco observado. La relacion clorofilas a/b dis-
minuyo, indicando una predominancia de clorofila b, posiblemente debido a un
aumento de los procezsos de oxidacion.
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E! efecto perjudicial del NaCl sobre los pardametros de crecimiento, también visto
en el punto 1, se correspondié con la disminucion de la actividad de ALA-D,
porfirinas y carotenos asi como de la relacion clorofilas a/b. La disminucion en
les carotenos podria estar relacionada con la diosintesis de dcido abscisico (ABA)
a partir de productos de degradacion de caroienoides (Quantrano et al., 1997). En
hojas etioladas y raices, las cuales tienen niveles bajos de carotenoides, se
ercontro una estequiometria 1:1 entre la desaparicion de violaxantina y neo-
xantina y la aparicion de ABA y sus catabolitcs (Kende y Zeevaart, 1997). Este fi-
torregulador es sintetizado en respuesta a sefiales de desarrollo y de estrés y po-
dria ser responsable de lc inhibicion del crecimiento observada. El ABA acelera
la velocidad de adaptacion al NaCl en células de tabaco y estd involucrado en la
siaitesis de una proteina asociada con dicha acaptacion (Singh et al., 1987).

ki efecto toxico del cation Na' (White, 1999) e manifesté en todos los parametros
bioquimicos estudiados salvo en el contenido de clorofila a y de clorofila b, los
cuales aumentaron posidlemente como adapiacion al estrés, reteniendo la capa-
cidad fotosintética.

Ei tratamiento combinedo (GA; + NaCl) aumznté la actividad de ALA-D, lo cual
concuerda con la reversidn de la inhibicion de la altura del vastago debida al
NaCl. Este tratamientc disminuyo las porfirinas libres totales. Sin embargo la
conceniracion de clorofila a aumenté y la b no fue afectada, con lo cual la re-
lacion de ambas aumentd, indicando que de alguna manera el efecto del estrés por
NaCl sobre los pigmentos fotosintéticos se encontraba amortiguado. Esto podria
deberse a un detrimento de las vias que conducen a la sintesis de otros productos
de la biosintesis de porfirinas.

Vettakkorukankav et al. (1999), observaron que plantas de cebada tratadas con
GAs y luego con calor, contenian menos pigmentos fotosintéticos y presentaban
perdida de la integridad de las membranas. Fn estas plantas, el agregado de GA;
aumento la susceptibilidad al estrés por calor. De acuerdo con nuestros re-
sultados, el agregado de CAz no aumentaria Ia susceptibilidad de las plantulas de
arroz var. Yerua al estrés salino.

4. EFECTO DE LOS PRODUCTOS EXTRACELULARES DE
Scytonema hofmanni 14a SOBRE PLANTULAS DE ARROZ
BAJO ESTRES SALINO

4.1 Evaluacién del crecimiento de las plantulas

Foto 4.1.Longitud de véistago de plantulas sometidas a
NaCl 5g/L v a PE con v sin NaCl £g/L.

Longitud del vastago

Los PE inhibieron el LV de plantulas
de 14 dias en un 22%. La ‘inhibicién
del LV coinciden con otros autores
que observaron los mismos efectos
pero con PE de otra cepa de
cianobacterias y otra variedad de arroz
(Caire et al.,1979; Mulé et al.,1999).
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El tratamiznto con PE + NaCl5g/L,

¢isminuyo la LV en un 38%, siendo este
rorcentaje de disminucion menor que el
observado cuando solo se agregaba NaCl

(52%) (Foto 4.1 y Fig. 4.1.1).

Poso frosco de vastago (mg)

at

g

254

CORWROL PE + NaCi

Figura £.12 Peso fresco de véstago de clantulas sometidas a
NaCl 5gd_ y € PE con y sin NaCl 5g/L.

Peso seco del vastago

Los tratamientos con PE y con PE + NaCl
S2/L, no mostraron diferencias con el con-
trol. El NaC_ disminuyo6 el PSV en un 37%

(Fig. 4.1.3).

aiz (em

Longitudde r

30

20

10+

Frrre

CONTROL  NaCi5glL  PE  PE + NaCl

8

154

Longitud de vastago (cm)

CONTROL  NaCi 5g/L PE PE + NaCl

Figura 4.1.1. Longitud de vastago de planiilas sometidas a NaCl
5g/L y a PE cony sin NaCl Sg/L

Peso fresco del vastago

Los tratamientos que producen mayor por-
centaje de reduccion del PFV son: NaCl
5g/L. (49%) y PE + NaCl 5g/L (46%). La
reduccion menos drastica fue la producida
por los PE (16%) (Fig. 4.1.2).

Peso seco vastago (mg)

i

ClNa 5g/L_

PE
Figura 4.1.3 Peso seco de vastago de olantulas sometidas a
CINa 5g/L y a PE con Yy sin CIiNa 5g/L.

CONTROL PE + CINa

Longitud de la raiz

El tratamiento con PE aument6 la LR en
un 14%. Para el NaCl 5g/L y los PE +
NaCl 5¢/L, hubo una disminucion del 62 y

Figura 4.1.4 _ongitud de raiz de piantuies sometidas a NaCl 5g/L 590/0 respectivamente (Flg 4 1 4)

ya PE cony sin NaCl 5g/L

Peso seco de raiz

El peso seco de la raiz no se vio modifi-
cado por =zl tratamiento con PE. El NaCl
lo disminuyo en un 59% y el combinado

enun 41% (Fig.4.1.5).

_‘\{:

o
P

N

Peso seco raiz (mg)
P

0.C

PE

CONTROL  NaCi 5g/L PE + NaCl

Figura 4.1.5. Peso seco de raiz de plantilas sometidas a NaCl
5g/Ly aPE cony sin NaCl 5g/L.
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Relaciéon longitud raiz/vastage

Todos los tratamientos produjeron una cisminucion de la relacion LR/LV excepto
el tratamiento con PE que aumentd la relacién un 26%, debido a un doble efecto:
23 inhibicién del vastago y promocién de
la raiz.

El NaCl inhibe la relacion un 23%, o
sea que si bien inhibe ambos oOrganos,
la raiz es la mas afectada, como co-
mentamos anteriormente.

Los PE + NaCl inhiben ambos organos,
aunque tienen menor efecto sobre el
vastago, dado que redujeron la relacion
un 36% (Fig.4.1.6).

2.0+

1.54

Relacién longitud raz/vastago

CONTROL  NaCl 5¢/L PE PE + NaCi

Figura 4.1.6. Relacion longitud raiz/vastage de plantulas sometidas
a NaCl 53/L y a PE con ¥ sin NaCl 5g/L.

2

o
d

Relacion peso seco raiz/vastago

En cuanto a la relacion PSR/PSV, el
tratamiento con la sal y el tratamiento
combinado muestran disminucicnes si-
milares: del 52% y 48% respectiva-
mente. Los PE no modificaror dicha
relacion (Fig.4.1.7).

o
g

o
&

Relacién peso seco ratz/vastago

o
8

CONTROL  NaCl 5g/L PE PE + NaCli

Figura 4.1.7. Relacién peso seco raiz/vastago de plantulas someti-
das a NaCl5g/Ly a PE cony sin NaCl Sg/L.

Cabe destacar que los productos extracelulares de la cepa [4a, luego de 14 dias
de tratamiento, tuvieron efectos opuesios a los observados con GA; dado que
inhibieron el crecimiento del vastago(22%) y promovieron el de la raiz (14%).
Estos resultados coinciden con los de Gupta y Lata (1964) quienes vieron una
inhibicion en el largo del vastago de plantulas de arroz, producida por
exometabolitos de Phormidium autumnale y P. corium. Caire et al.(1979),
también observaron inhibicion del crecimiento del vdstago e induccion del
crecimienio radical en plantulas de arroz var. Fortuna por productos
extracelulares de una cepa de Nostoc muscorum. Cano et al. (1979), también
coinciden con los resultados obtenidos ya que determinaron un aumento en el
largo de las raices producido por sustancias extracelulares de una cianobacteria
unicelular, Aphanothece stagnina, sobre plantulas de la misma variedad de arroz.
En cambic, un incremento en la longitud del vdstago, fue observado al iratar
plantulas de arroz de dicha variedecd con productos extracelulares de N.
muscorum (79a) y Tolypothrix tenuis (40d) (Mulé et al., 1999). El incremento en
el crecimienio de las raices tendria un valor adaptativo para las plantulas bajo
este tipo dz estrés.
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Los productes extracelulares de la cepa 14a, no afectaron el peso seco del vdastago
ni el de la reiz y por lo tanto tampoco afectaron la relacion entre ambos. El NaCl
solo o en combinacion con los productos extracelulares disminuyo el peso seco de
la raiz y la relacion peso seco radical/peso seco del vastago. De acuerdo a los
resultados obtenidos con el tratamiento combinado (PE + NaCl), los productos
liberados al medio por la cepa 14a no revirtieron el efecto de inhibicion del largo
de la raiz que produjo la sal, asi como tampoco la reduccion de la relacion de los
pesos secas. Los PE sols revirtieron parte (16%) de la inhibicion del largo del
vastago producida por NaCl.

4.2 Parametros bioquimicos en los vastagos
2 —

Efecto en los mniveles de porfirinas
libres totales

Los niveles de porfirinas libres totales
del vastago disminuyeron en todos los
tratamientos. Con los PE se observo una
inhibicion del 64%, en el caso del NaCl
5g/L del 31%, siendo menor para el tra-
tamiento combinado (Fig.4.2.1).

=1
1

Porfirinas ug/mg vastago fresco

CCNTROL _ NaCl5glL  PE PE + NaCl

Figura 4.21. Concentracion de poffirinas libres totales en vastagos
de plén-ulas scmetidas a NaCl S5g'L y a PE con y sin NaCl Sg/L.

Efecto en lgs niveles de clorofilas a,
clorofila b y carotenos

Al realizar las mediciones de clorofila
a, clorofila b y carotenos. se observa-
ron efectos dispares pare cade sustan-
cia o combinacion de ellas. Se puede
observar en la figura 4.2.2, que los ni-
veles de clcrofila a, varian respecto

Clorofila @ (ug/mg vastago fresco)

CONTROL  NaCl Sg/L PE PE + NaCl

Figura 4.2.2. Concentracién de clordfila a en vastagos de plantulas
sometidas a NaCl 5g/L y a PE con y sin NaCl 5g/L.

del control para todos los tratamientos.

o
N

El tratamiento con PE fue el Gnico que
mostro inhibicion y el resto de los tra-
tamientos aumentaron los niveles de
clorofila a en el vastago en distintos
porcentajes. El tratamiento con PE +
NaCl S5g/L produjo un aumento del

Qorofila b (ug/mg véstago fresco)
o
—
1

o
o

CCNTROL  NaCl5g/L  PE PE + NaCl

Figura 4.2 3. Corcentracién de clorotila b en \vastagos de plantu- B Y i i
las someticas a MaCl 5g/L. y a PE con y sin NaCl 5g/L. 35%. El unico tratamiento que mosiro

disminucién fue el tratamiento con PE que redujo el nivel un 51%.

Con respecto a los nivzies de clorofila b, los efectos fueron similares a los de la
clorofila a. Se observa en la f-gura 4.2.3, un aumento con NaCl 5g/L y PE + NaCl
5g/L (49% y 43% respectivamente).
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0 05T

D025

Carotenos (ug/mg vastago fresco)

J.000-

Relaecion clerofila a/b

NaClSgL.  PE PE + NaCl

CONTROL

1 =n cuanto a los niveles de carotenos
-otales, el NaCl 5g/L y los PE redu-
-eron los niveles en 38% y 41% res-
sectivamente (Figura 4.2.4).

Figarz 4,2.4. Concentracion de carotenos totales en véastagos de

plartulas sometidas a NaCl 5g/L y a PE con y sin NaCl 5g/L.

Esta relacion no se ve modificada con
los PE. Los tratamientos con NaCl
5g/L y con PE + NaCl 5g/L, mostraron
reduccion de la relacion clorofila a/b
en un porcentaje del 24% y 22% res-
pectivamente (Fig.4.2.5).

Relaciéon clorofila ab

U. de ALA-D/mg proteina total

NaCl 5g/L PE

=igura 4.2.6. Actividad ALA-D en vastago de plantulas scmeticas
a NaCl S¢/L y a PE con y sin NaCl 5g/L.

CONTROL

PE + NeCli

CONTROL  NaCi Sg/L PE PE + NaCi

Figura 4.2.5. Relacion clorofia a/ de plarfulas sometidas a NaCl
S/Ly a PE con y sin NaCl 5g/L.

Efecto en la actividad de ALA-De-
hidrasa

El tratamiento con PE no afectd la
actividad de ALA-D. El tratamiento
con NaCl 5g/L hizo que la actividad
enzimatica decayera un 23%. El tra-
tamiento combinado produjo un au-
mento del 34% (Figura 4.2.6).

Los producics extracelulares cianobactericnos no afectaron la actividad de ALA-D
pero disminuyeron la cantidad de povfirinas libres totales, clorofila a y b y
carotenos de las plantulas de arroz. La relacion clorofila a/b no fue afectada
porgue la disminucion de ambas tuvo igual magnitud. El descenso de las clorofilas
a y b estaria relacionado con la inhibicion dei largo de vdstago producida por los
productos extracelulares de la cepa I14c, asi como con un "pocl” menor de
porfirinas lidbres. La disminucion en el nivzl de carotenos podria explicar también
la nhibicior de la longitud del vdstago por una mayor sintesis dz ABA, como
seialamos en el punto 3 (Kende y Zeevaart, 1997). Estos resultados indican que al
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seleccionar una cepa a fin de wutilizarla como biofertilizante, es importante
determinar no s3lo su capacidad de fijar N> sino también el efecto de sus
sustancias bioactivas sobre las plantas a cultivar.

El tratamiento combinado (PE + NaCl) aumenté la actividad de ALA-D y las
clorofilas a y b. También amortigué la inhibicién del largo del vastago inducida
por el NaCl. Lcs porfirinas libres totales disminuyeron, posiblemente por el
aumento en los niveles de clorofila y otros productos finales.

5. EFECTOS DE LOS PE DE LA CEPA 14a EN FUNCION
DEL TIEMPO DEL CULTIVO DE LA MISMA, SOBRE LAS
PLANTULAS DE ARROZ

5.1 Evaluacion del crecimiento de las plintulas

~ 204 Longitud de vastago
§ W Los PE de la cepa 14, obtenidos en distintos
%15—* dias de la fase estacionaria y post-estacionaria
E A 3 3 del cultivo, inhibieron la longitud del vastago
2 104 (Figura 5.1.1). La inhibiciéon producida por los
2 PE correspondientes al dia 14 fue del 19%. Los
3 > PE de los dias 21, 28, 35, 42 y 62, produjeron
T WA —I‘—co?tro' T-—°—|PE una disminucién muy similar de 29+ 4%.
4 21 28 3B 42 49 5 63 70 100
Dias ’gu
Figara 5.1.1. Longitud de vastago de plantulas tratadas o
con PE de cuiltivo de |a cepa 14a, extraidos en distin- E
tos dias. ‘E
]
Peso fresco del vastago 8
Los PE extraidos del cultivo en los dias 14, &
21, 28, 35 y 42, disminuyeron el peso fresco g
del vastago en un 14 = 5%. Los PE extraidos —e— control —o— PE
del cult:vo el dia 62, mostraron un 2fecto de ST B B L © B 6 1
disminucion del peso fresco del vastago del Dias
45% (Figura 5,1‘2), Figura 5.1.2. Peso fresco de vastago de ptantulas
125 tratadas con PE de un cultivo de la cepa 14a, ex-
~ traidos en distintos dias.
€ 0.0 i
% }’_%\{/1\{——————} Peso seco del vastago
? s3I 3 o { El peso seco del vastago, tuvo una disminu-
3 * 3 % * cion aproximadamente uniforme cuando se
§ 5.0 hacian crecer las plantulas de arroz con los
$ s PE cianobacterianos obtenidos a distintas
= kel ol edades del cultivo. Los PE obtenidos en los
0.0t—7 dias 14 y 21 no mostraron diferencias con el

T T T T
4 = . - .
21 28 35 42 49 56 83 70 control, sin embargo a partir del dia 28 y en
Dias
Figura 5.1.3. Pes> seco de vastago de plantulas treta-
cas con PE de un cultivo de la cepa 14a, extraidos
en distintos dias.



los dias 35, 42 y 62 se vio un efecto de disminucién bastante homogéneo del peso
seco del 24 + 4% (Figura 5.1.3).

e Longitud de raiz
_ - N Las PE produjeron una estimulacion que
5 oszilé en un valor del 17=3% (Figura
- 5.1.4).
@
el
2 | :
g T
— 15.0- 1 =
E
—e— control  —o— PE N &4
125 T L T T T T T T “E r
14 21 238 35 42 48 56 63 70 § _ = T
o I
Cias g
Figura 5.1.4. Lonztud d= -aiz de plantulas tratadas -l 4 L T 1
con PE de un cultivo d= acepa 14a, extraidos en £ . L
distintos dias.
~—&— contrgl =—O0— PE
P d » 6 T T T T T T T T
€50 S€Co ae raiz 14 21 28 35 42 49 56 63 70

Este parametre no mostré ninguna diferen-

. i Dias
C%a hida nlngl”}o _de lOS,PE probadm obte- Figura 5.1.5. Peso seco de raiz de plantulas tratadas
nidos en los distintos dias de =dad del cul- con PE de un cultivo de la cepa 14a, extraidos a dis-
tivo cianobacteriano (Figura 5.1.5). tintos dias.
2.0 _— . " v
e Relacion de longitud raiz/vastago
s o3 sta 10
Z ¥ % x 4 Esta relacidon se mantuvo.constante'a lo
5 15— g i largo de esta etapa experimental, siendo
g un 25 + 3% mayor que el control, dado
= 10f—5—t—~5 3 3 que hubo estimulacion del largo radical e
g inhibicion de la longitud del vastago
5 (Figara 5.1.6).
2 0.5
&
—e— control  —o0— PE g 125
00 T T T T T T T T —:}
14 21 28 35 42 49 56 63 70 2 4004 I
Dias - L i
Figura 5.1.6. Relaciin loncit .d raiz/vastago de plantu- 3 0754 I
las tratadas con PE ce un cdtivo de la cepa 14a, ex- -+ 1
traidos en dist n-os das. z 0.50-
=
5
3 025
L2 —t— control =——O— PE
0.00-4 T T T T T T T
iz . 1 4
Relacion de peso seco raiz/vastago caees D'2 il LR
iy . =
Esta relacion se mantuvo sin mostrar . P il :
) . Figura 5.1.7. Relacion paso seco raiz/ vastago de plan-
diferercias con el ccrntrol para todos los tulas tratadas con PE de un cultivo de la cepa 14a, ex-
PE de distintos tiempc de cultivo (Figura traidos en distintos dias.

5.1.7).
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La disminucién del peso frzsco y seco del vastago vroducida por los productos ex
tracelulares liberados por la cepa I14a durante toda la fase estacionaria se
correspondio con la menor longitud alcanzada por el vastago de las plantulas de
arroz por efecto de dichos productos.

Los productos extracelulares aumentaron la longited de la raiz, pero no afectaron
el peso seco de la misma, es decir que tuvieron con respecto a la longitud de raiz
un efecto contrario al vasiago. Esto podria deberse a la presencia de sustancias
de ncturaleza auxinica liberados por las cianodactzrias al medio de cultivo
durante toda la fase estacionaria, lo cual conzuerda zon resultados de distintos
autores como seialamos en el punto <. 1.

Los resultados obtenidos con los productos liberados al medio durante la fase
estacionaria mostraron valores de crecimiento prdcticamente constantes, lo cual
sugiere que dichos producios terdrian una raturaleza similar. dado que
produjeron los mismos efectos.

5.2 Pardametros biogquimicos en los vistagos

15 Efecto en los niveles de porfirinas libres
* totales

Los PE extraidcs los dias 14, 21, 28, 35 y
1.04 42 disminuyen la  concentracion de
porfirinas en montos similares. Con los PE
extraidos el dia 14 la disminucion fue de
un 31% vy en los dias siguientes el
* porcentaje de disminucién fue de un 20 +
il SSNG]  Om R 4%. Los PE extraidos el dia 62 producen un

0.0 7 7 7 T T T T aumento del 52% (Fig. 5.2.1).
M 2t 28 35 42 49 5 63 7O
Dias
Figura 5.2.1. Concentracién de pcrfiinas libres tota-
es de vastagos de plantulas tratacas con PE de ur
Sultivo de la cepa 14a, extraidos a distintos dias.

0.5+

*
*
*
*
™

Porfrinas pg/mg \@stago fesco

Efecto en los mniveles de clorofila a. §0'75

clorofila b y carotenos £

La coorofila a disminuyé 42 + 7% para £ 0_50_{ { I T
todos los tratamientos. Para el dia 62 la ‘g 1 o,
concentracion de clorofila a mostro un £ % g k% f
porcentaje de inhibiciéa menor (27%) 3025_%‘——{"‘4‘—4_/
(Figura 5.2.2). La clorofila b disminuyé en &

tn 53 + 3% con los PE extraidos en los dias &

14 al 42. Zn el dia 62 del zultivo, los PE no 0.00-4 . e

! T T T T T
28 35 42 49 56 63 70

rcostraron diferencias con el control (Figu- 142
ra 5.2.3). Fi 6.22.C Dsd clorofila a de vast

- v e igura 5.2.2. Corcentraciéon de clorofila a de vasta- .
Los PE extraicos a los ]4> 2]> 28: 35 ¥ 42: gos d= plantulas tratadas con PE de un cultivo de la
también provocaron una disminucidon simi- cepa 14a, extraides en distintos dias.
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0.4 lar en la concentracion de carotenos totales,
no asi los PE del dia 62, que mostraron un
efecto de aumento muy notorio de dicha

8
0
L]
&=
o
g 3
_:é concentracion.
o
£
2
Q
=
5 5 DTS
S o
b —2— gontrol  =—0=— FE 2
00 T T T T T T 8; *
14 21 28 35 42 49 58 63 70 By]
: » .50
Dias '@
Figura 5.2.3. Ccncentracion d=clorcfila 5 de vasta- E’
gos dep|ariubs'tratadas'c_cn PE .deurcultlvo de la o o = 3 Jl
cepa 14a, extraidos en distintcs dias. 8 325‘1‘ =
= ; ® *,
., o] 24
La concentrecién de carotencs totales de -
las plantulas sometidas a PE de 14 dias © —e— contrel —o— PE
. . . - . , 0.004 T T T T T T T
L £0/ -
disminuy6 un £6%; a partir d’e] dl_a 21 yen 14 21 28 35 42 49 56 63 70
los dias 28, 35, 42 lz disminucién de la Dias

concentraci()n de carotengos se mantuvo en un Figura 5.2.4. Concentracion de carotenos totales de

valor del 43 = 2%, pero en el dia 62 el efecto Ytags d plintuas tmtadas son PE do un cultio
h B de la cepa 14a, extraidos en distintos dias.

fue el inverso. observandose un aumento de la

concentracion del 23% (Figura 5.2.4).

3

2 Relacion clorofila a/b
s, No se vio ninguna variacion de la relacion de
B clorofila a/b con los PE extraidos les dias 14,
P 21, 28, 35 y 42. Sin embargo con los PE
8 4 4 extraidos el dia 62 se produjo una reduccion
i del 41% (Figura 5.2.5).
10
" —8— cuntrol —O— PE g 9-
14 21 26 35 42 49 £6 63 70 £ g‘m I o
Dias g 6: e L \;
Figur,a 5.25. Relacion de co-ofla ad ch1¢:—. vastagos g %]
de plantulas t’ratadas con PE de_ 4n cltic de la ce- a
pa 4a, extraidos en distintas des. < 4-
< 3-
Efecto en la actividad de ALA-Dehidrasa S 2-
Cuando se midié la zctividad de la enzima > 1- i e
ALA-D en las plantulas crecidas con los PE 04— T T T T

14 21 28 35 42 49 56 63 70

Dias

extraidos los cias 14, 21, 28, 35 y 42 no se
observaron diferencizs con el control. Sin embar-

go los PE del dia 62 de’ cultivo, produjeron una Flf:ta“l‘a:"’tfa't:d?s“::i STEZ;A&S:&::;?:::
disminucion notoria dsz la actividad del 30% ﬁa14a,extraidosendistintosdias.

(5.2.6).
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Dado que los parametros dioquimicos estudiados en las plantulas fueron afectados
de igual forma por los productos extracelulares de los dias 14 al 42, podemos
suponer que los productos libzrados por la cepa cianobacteriana al medio de
cultivo durante esz lapso, son fos mismos. Solo con los productos extracelulares
del dia 62 {fase posi-estacionaria), cuando el cultivo cianobacteriano comienza a
degradarse lo cunal implica una gran liberacion al medio de sustancias
intracelulares, se observaron cambios importantes en las plantulas de arroz que
crecieron er un medic hidropsnico con dichos productos extracelulares. Los
cambios fuercn: disminucion de la actividad de ALA-D. aumento relativo de
clorofila t vy aumerto de caroteaos. Estos resultados reflejan un estado de estrés o
comienzo dz la senescencia de ias plantulas de arroz. Un aumento de clorofila b
con respecto a la fase estacionaria podria ocurrir, dado que es una forma
oxidada, per un ircremento en los procesos de oxidacion. El mayor contenido de
carotenos at dia €2, estaria relacionada con el descenso de clorofila a puesto
que podria zstar sujeta a fotoinhibicion o destruccion por especies de oxigeno
reactivas v en esia siiuacion los carotenos podrian cumplir una funcion
protecitora.
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CONCLUSIONES

Los productes extracelulares varian a nivel de la cepa cianobacteriana usada, asi como
fus efectos cen el tiempo de exposicion de las raices de arroz a dichos productos.

Ninguna cepa tuvo efectos inhibitorios o promolcres de todos los parametros de
crecimiento medidos en las plantulas de arroz.

Los productos extracelulares de Scytonema hofmanni (14a) produjeron en plantulas
cop: 7 dias de tratamiento, efectos similares al GA;.

Kl arroz variedad Yerua resulto susceptible a 2,5 y muy susceptible a 5 g/l de sal.

B! NaCl inhibe la longitud y el peso seco de vastago y raiz, siendo esta ultima mds
ajectada.

Ll efecto perjudicial del NaCl sobre el crecimiento se corresponde con la disminucion
de la actividad de ALA-D, porfirinas y carotenos asi como de la relacion clorofilas a/b.

Ll GA; promovid el alargamiento del vastago e inhibio el largo de raiz.

I GA; revirtio el efecto inhibitorio sobre la longitud del vastago y la reduccion del peso
seco del vastago, producidos por el NaCl.

Los productos extracelulares de S. hofmanni (14a), en pidantulas con 14 dias de
traiamiento, tienen efectes opuestos a los observados con GAj; dado que inhiben el
crecimiento del vastago y promueven el de la raiz, indicando esio tiitimo una posible
acividad avxinica.

La actividad de ALA-D no fue afectada por los producios extracelulares de S. hofmanni
(l14a), solo fue disminuida por productos extracelulares de 62 dias (fase post-
esiacionaria) .

Dichos productos revierten solo parte de la inhibicién del largo del vastago producida
por NaCl.

Les productos liberados al medio durante toda la fase estacionaria tendrian una
naturaleza similar, dado que producen los mismos efectos sobre el crecimiento y la
biosintesis de porfirinas en las plantulas de arroz.

La seleccién de una cianobacteria a fin de utilizarla como biofertilizante, debe con-

templar no solo la determinacion de su capacidad de fijar N, sino también el efecto de
sus sustancias bioactivas sobre las plantas a cultivar.
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ANEXO 1

DESCRIPCION BOTANICA DE Oryza sativa L.

Generalidades

Se realiza Iz descr:pcion botanica de “as variedades utilizadas sobre la base de la
informacién por 2l Instituto Nacional de Semillas — INASE - de la Argentina que
se encuentre conterida en una clave ce registro de variedades que debe ser cum-
plimentada por las personas gue las inscriben.

Oryza sativa L. es una graminea que »dertenece a la Tribu Oryceae que se
caracteriza 30t se una planta anual, erecta, glabra, con hojas lineales largas con
una ligula membranosa y una panoja angosta de 20-30cm. Tiene espiguillas late-
ralmente comprimidas con flores hermafroditas, escamas basales o lemma estériles
presentes, la cual, es a menudo aristzda y en general coriacea y rigida (Burkart,
1969).

La variedad Yerua pertenece a la subespecie japonica o “arroz comiin” que se ca-
racteriza por itener cariopses medianos, anchos y gruesos. 1,5 a 5 veces mas largos

que anchos. Lemma mutica o aristada, pubescente o casi glabra (Dimitri, 1987).

En nuestro pa:s se cultivan plantas de arroz en las provincias del litoral, prin-
cipalmente en Ccrr-entes y Entre Rios por su valor econdmico y alimenticio.
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VARIEDAD YERUA P. A.

La deszripcidn corresponde a cultivares obsarvados en la localidad de Los Hornos
— La Plata — de la Provincia de Buenos Aires.

Plantula de 19cm con vzina de la hoja tasal verde oscuro. Planta de porte
vegetativo erecto de 119cm de alto, muy vizorosa, macollaje regular, senescencia
foliar tardia y lenta. Tallc de porte intermedio con 4 entrenudos de 7imm de
diametrc externo, verde en su superficie interna y externa; pulvino de la vaina y
tabique verdes; la resistencia al vuelco es iacermedia. La vaina de la hoja inferior
a la hcja bandera es verde clara en su superficie interra y externa; ligula corta,
incolera y hendida; collar y auricula incoloros. Lamina de la hoja inferior a la hoja
de beadera es de porte erecto, de Stcm de largo, 13mm de ancho, 698cm®, verde
claro, my pubescente. Hoja bandera horizoa:al. Panoja intermedia, pendiente con
pocas ramificaciones secundarias, de 252cm de longitud, moderadamente exerta,
desgraaze moderado y trillabilidad intermedia. Espiguilla con estigmas purpura;
Lemmas estériles amarillo pajizo; medianas, lemma y palea verde a la artesis y
amaril_o pajizo cuando las espiguillas terminales estan maduras, pelos cortos en la
posicign superior; aristas co-tas y parcialmwente aristadas de 7mm de largo, par-
pura; Apiculo blanco en antesis y pardo a la madurez, fértil. Cariopse con peri-
carpo blanco, poco letargo, peso con cascara 368grs v 202% de cascara; endos-
permz normal, claro o transpz-ente, 20% de granos con “Panza blanca” tipo ventral
con paca intensidad.

La siembra se realiza & mediados de octubre. El panojamiento se produce a los
94dias y la madurez de coseche a los 138dizs de producirse la emergencia. La res-
puesta al fotoperiodo es indiferente. Tiene pcco rebrote.

La var.edad es susceptible a Pyricularia oryzae y resistente a Sclerotium ory:zae,
careciendose de informacion para las demas enfermedades y plagas. Es resistente a
las bezjas temperaturas en el estadio de plantula, en mazollaje y en estado repro-
ductivo. Su rendimiento es de 7500Kg/ha.

En cuento a la calidad industrial los carioases carecen de aroma, tienen un con-
tenido de amilosa intermedio, la consistencia del gel es mediana y el rend miento
del grenc entero es del 64% y del quebrado es del 40%.

(Referzncias descriptivas., Ver el punto: Descripcion botanica de las variedades de
arroz mas arriba).

Otras variedades cuitivadas en nuestro pais
Embrapa 7, Fortuna INTA. BR/Irga 409, Irga 410-B, El Paso 144, CT 6916 INTA,
San Miguel INTA (FECOAR), EMBRA 6 — Chui.
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ANEXO II

DESCRIPCION BOTANICA DE LAS CEPAS
CIANOBACTERIANAS (GEITLER, 1932).

Tolypathrix tenuis (11a)
Cojin coposo arbustivo, pocas veces en forma de acolchado color azul verdoso a
pardo, al principio es fija y tuego de vida libre Los filamentos {4) son de 2cm de
largo y 5 a 10um de ancho, con abundantes rami-
ficaciones falsas. Las paredes tramnsversales son
levemente constrefiidas. Las células en su mayoria
son de 5 a 8um de ancho y son tan largas como
anchas o quizés un poco mas largas que anchas.
Los colores ven desde el verde azulado hasta el
verde oliva y la vaina es angosta, fina e incolora
o amarilla. Los heterocistos (4-5) son redon-
£ == deados. Viven en aguas salobres. El tipo es deno-
minado por la mayoria de los autores como Tolypothrix lanata. De hecho, existen
formas intermedias entre ambos tipos de mane-a tal que su delimitacion es a me-
nudo dificil de establecer. Sin embargo, se justifica mantener los tipos extremos
debido a sus diferentes tamafios. Tolypothrix inflata descripta por Ghose pertenece
seguramente ajui; el engrcsamiznto de la vaina en la base de las ramificaciones, el
cual Ghose ve como caracteriszico, aparece a menudo en Tolypothrix tenuis y en
Tolypotirrix lanata.

Microchaete tenera (148)

F1Iamentos de 6 a 7um de encho, solitarios, levemente curvados. Vainas finas, an-
gostas, incaloras sin estratificacion. Las células de 5um de an-
cho verde azuladas, son en la base del filamento hasta 2 veces
mas largas que anchas. En el extremo apical tan largas como
anchas. Los heterocistos tasales e intercalares, son cast es-
féricos o cilindricos. Las acinetas se agrupan en hileras ba-
sales o intercalares y son c lindricas con paredes pardas de 5 a
6um de ancho y 13 a 17um de largo. Viven en aguas es-
tancadas, mas bien cosmopolitas. La delimitacion de los tipos

no es del todo clara.
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Scytonema hafmanni (14a)

Cojin con forma acolchada de 1 a 2mm de altura de color verde azulado negruzco.
Los filamentos a menudo, estdn reunidos en hacas de 7 a 8um de ancho, a veces
mas anchos, con escasas ramificaciones falsas Ias vainas angostas son finas e in-
coloras o amarillas hasta amerillo pardas, y no estan estratificadas. Las células de
5 a 6ur=d= ancho, en la parte mas vieja del tricoma a menudo mas largas gue an-
chas. En los meristemas, las célmlas son mas
cortas v de color verde azuladas. Los hete-
rocistos scn solitarios o de a pares, con formas
redondeadas y cilindricas. Se encuentran en pa-
redes y tierra himedas en inverndculos y son
cosmopolitas. Todos los tipes se uniftcan ge-
neralmente bajo Scytomnema julianum, con el
cual muestran de hechc un gran parecido. Gei-
tler considera que Scytonema hofmanni por te-
ner vaines mas delgadas y no calcificadas no
pertenecen a este tipo (de acuerdo on Hemmemann).

Nostoc muscorum (69b)

Cojin gelazinoso o en forma de pelicula. Al principio son esféricas y luego chatas,
ensanchk£adose y presentando aspecte rugoso. El didmetro es de 2 a Sum y el caolor
es verdz oliva sucio hasta amarillc pardo. Los filamentos estan estrechamente en-
trelazacos y las vainas se ven solamente en forma clara en la periferia det cojin y
son amarillas pardas. Las células tienen forma de
toneles cortos o cilindricos de 3,5 a 4um de ancho
y unas pocas veces de Sum. A veces casi el doble
de targo que ancho. Los heterocistos son casi esfé-
ricos de 6 a 7um de ancho. Las acinetas son oblon-
gas, de 4 a 8um de ancho y 8 a 12um de largo, con
envoltura amarilla lisa. Viven en tierra humeda,
entre musgo, rocas termales y son cosmopolitas.
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