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Resumen y Abstract IX

Resumen

Efecto de reguladores de crecimiento en la mitigacion del estrés térmico
combinado en plantas de arroz (Oryza sativa).
El incremento en las temperaturas globales que se ha venido presentando a lo largo de
las Gltimas décadas esta afectando los diferentes procesos fisioldgicos y bioquimicos de
las plantas. Muchos de los cultivos han disminuido sus rendimientos, entre ellos el arroz,
el cual ha presentado disminuciones en su rendimiento entre un 6% a un 7%. Se ha
observado que la aplicacion exogena de diferentes reguladores de crecimiento
(fitohormonas), particularmente el uso de auxinas (AUX), giberelinas (GA), citoquininas
(CK), y brasinoesteroides (BR) han mostrado potencial para mitigar los efectos de
diferentes tipos de estreses abidticos y bibticos en diferentes especies cultivadas, pero en
el caso arroz bajo estrés térmico combinado no se ha estudiado al respecto. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de diferentes reguladores de
crecimiento sobre plantas de arroz expuestas a una condicién de alta temperatura diurna
y nocturna. En este contexto, se desarrollaron cuatro experimentos, el primero se llevé a
cabo en condiciones de invernadero y camaras de crecimiento el cual tuvo como finalidad
conocer cuales de los reguladores de crecimiento evaluados lograba mitigar los efectos
negativos del estrés térmico combinado en diferentes variables fisioldégicas y bioquimicas;
el segundo vy tercer experimento evaluaron que ndmero de aplicaciones de los dos
reguladores de crecimiento con la mejor respuesta en el experimento anterior se debia
utilizar para mitigar los efectos negativos del estrés térmico combinado en condiciones de
invernadero, casa de mallas y camaras de crecimiento; y el cuarto utilizé la informacién de
los experimentos anteriores y se evalubé en que etapa fenoldgica (floracion o llenado de
grano) dichas aplicaciones mitigaban los efectos del estrés térmico combinado en
condiciones de casa malla y camaras de crecimiento. Para esto se evaluaron variables
fisiologicas como la fotosintesis, conductancia estomatica, transpiracion, uso eficiente del
agua, temperatura foliar y pardmetros de la fluorescencia de la clorofila en la hoja. Ademas
de variables bioguimicas como el contenido de prolina, produccion de malondialdehido y

contenido de clorofilas. Adicionalmente para el Ultimo experimento las caracteristicas de
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la panicula. Los resultados indicaron que: i) El estrés térmico combinado causoé
afectaciones negativas en plantas de arroz. Lo anterior se evidencié en una menor
conductancia estomatica, fotosintesis, transpiracion carbono intracelular, CRA, contenido
de pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenoides), variables de fluorescencia de la
clorofila a, incremento del NPQT y MDA.; ii) El uso de reguladores de crecimiento mitigd
los efectos del estrés térmico combinado en las plantas de arroz. Ademas, la aplicacién
de estos reguladores de crecimiento generd una respuesta fisiolégica positiva lo cual se
reflej6 en aumento en los valores de conductancia estomatica, fotosintesis, transpiracion
carbono intracelular, CRA, contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenoides),
variables de fluorescencia de la clorofila a, acumulacion de prolina y una reduccién en la
peroxidacion de lipidos (MDA) y del NPQT.; iii) Los mecanismos fisiolégicos y bioquimicos
medidos ayudaron a ampliar nuestro conocimiento sobre el mecanismo de tolerancia al
estrés por calor en genotipos de arroz cultivados en regiones tropicales.; y iv) El uso de
reguladores de crecimiento es una herramienta util en el manejo de condiciones de estrés
por calor severo en cultivos de plantas de arroz cuando se esperan periodos de altas
temperaturas.

Palabras clave: Conductancia estomatica, relacion FyFn, alta temperatura diurna 'y

nocturna, peroxidacion lipidica, aclimatacion vegetal.
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Abstract

Effect of growth regulators in the mitigation of combined heat stress in rice plants
(Oryza sativa).

The increase in global temperatures that has been occurring over the last decades is
affecting the different physiological and biochemical processes of plants. Many crops have
decreased their yields, including rice, which has shown decreases in its yield between 6%
and 7%. It has been observed that the exogenous application of different growth regulators
(phytohormones), particularly the use of auxins (AUX), gibberellins (GA), cytokinins (CK),
and brassinosteroids (BR) have shown the potential to mitigate the effects of different types
of abiotic and biotic stresses in different cultivated species, but in the case of rice under
combined heat stress, this has not been studied. The objective of this work was to evaluate
the effect of the exogenous application of different growth regulators on rice plants exposed
to high daytime and nighttime temperature conditions. In this context, four experiments
were developed. The first was carried out under greenhouse conditions and growth
chambers, with the purpose to find out which of the evaluated growth regulators managed
to mitigate the negative effects of combined heat stress on different physiological and
biochemical variables. The second and third experiments evaluated what number of
applications of the two growth regulators with the best response in the previous experiment
should be used to mitigate the negative effects of combined heat stress in a greenhouse,
shade house, and growth chamber conditions. The fourth experiment used the information
from the previous experiments and evaluated at which phenological stage (flowering or
grain filling) the foliar applications mitigated the effects of combined heat stress in
conditions of shade house and growth chambers. For this, physiological variables such as
photosynthesis, stomatal conductance, transpiration, efficient use of water, leaf
temperature, and chlorophyll fluorescence parameters in the leaf were evaluated. In
addition, biochemical variables such as proline content, malondialdehyde production, and
chlorophyll content were measured. Additionally, for the last experiment, the characteristics
of the panicle also were measured. The results indicated that: i) The combined heat stress
caused negative effects on rice plants. This was evidenced in lower stomatal conductance,
photosynthesis, intracellular carbon, transpiration, RWC, the content of photosynthetic
pigments (chlorophyll and carotenoids), fluorescence variables of chlorophyll a, increase

in NPQT and MDA.; ii) The use of growth regulators mitigated the effects of combined heat
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stress on rice plants. In addition, the application of these growth regulators generated a
positive physiological response, which was reflected in an increase in the values of
stomatal conductance, photosynthesis, intracellular carbon, transpiration, RWC, the
content of photosynthetic pigments (chlorophyll and carotenoids), fluorescence variables
of the a-chlorophyll, proline accumulation and a reduction in lipid peroxidation (MDA) and
NPQT.; iii) The measured physiological and biochemical mechanisms helped to expand
our knowledge on the mechanism of tolerance to heat stress in rice genotypes grown in
tropical regions; and iv) The use of growth regulators is a useful tool in managing severe

heat stress conditions in rice plant crops when periods of high temperatures are expected.

Keywords: Stomatal conductance, Fv/Fm ratio, high day and night temperatures,

lipid peroxidation, plant acclimatization.
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Introduccioén

El arroz es un cultivo alimentario fundamental, este es importante desde el punto de vista
de la seguridad alimentaria mundial porque es consumido por la mayoria de las personas
en condicion de pobreza del mundo (IRRI, 2006; Samal y Babu, 2018). Se espera que
aumente la demanda con el crecimiento de la poblacion para el afio 2050 y llegue a valores
de 607 millones de toneladas basados en el consumo actual (Samal y Babu, 2018;
Gérardeaux et al. 2021). Del mismo modo, el cultivo de arroz presenta un gran valor
economico a nivel nacional debido a su alta demanda y grandes extensiones a través del
territorio nacional (Garcés, 2020). Este cultivo ocup6 617,934 ha con un volumen de
produccién nacional de 2,937,840 t y un rendimiento promedio de 5.02 t ha en 2020
(Fedearroz, 2021).

El cultivo de arroz ha sido afectado por el calentamiento global, provocando diferentes tipos
de estrés abi6tico, como altas temperaturas y periodos de sequia (Wassman et al., 2009;
Chandio et al., 2019). El cambio climatico ha aumentado la temperatura, pronosticandose
gue la temperatura atmosférica aumentara entre 1.0 y 3.7°C durante el siglo XXI, lo que
incrementara la frecuencia y magnitud de los eventos de estrés térmico (IPCC, 2013). Este
aumento de las temperaturas ambientales ha afectado al arroz, generando una
disminucion de entre un 6-7% en sus rendimientos (Lesk et al., 2016). Por otro lado, la
variabilidad climéatica también ha generado condiciones ambientales adversas en los
cultivos como periodos de intensa sequia o0 altas temperaturas en las regiones tropicales
y subtropicales (Feller y Vasseva, 2014). En Colombia, las areas productoras de arroz
esperaran aumentos en las temperaturas entre 2 y 2.5°C para 2050, lo que reducira los
rendimientos de arroz y tendra un impacto en los flujos de productos a los mercados y

cadenas de suministro (Ramirez-Villegas et al., 2012).

La mayoria de los cultivos de arroz se cultivan en regiones donde las temperaturas estan
cerca del rango Optimo para el crecimiento de esta especie (Shah et al., 2011). Se ha

informado que las temperaturas medias éptimas para el crecimiento y desarrollo del arroz
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suelen ser de 28 y 22°C para el dia y la noche, respectivamente (Kilasi et al., 2018;
Calderon-Paez et al.,, 2021). Las temperaturas por encima de esos umbrales pueden
causar periodos de estrés térmico moderado o severo durante las etapas sensibles del
desarrollo del arroz (macollamiento, antesis, floracion y llenado del grano), afectando
negativamente el rendimiento del grano (Shah et al., 2011). Estas reducciones de
rendimiento se han asociado principalmente con periodos prolongados de estrés térmico
(més de 7 dias) que afectan la fisiologia de la planta (Shah et al., 2011; Sanchez-Reinoso
et al., 2014).

Las altas temperaturas son perjudiciales para la mayoria de los procesos fisiol6gicos como
la apertura de estomas, la fotosintesis, el crecimiento y el rendimiento del grano (Ahammed
et al., 2014). Los estudios de estrés por altas temperaturas se han centrado principalmente
en la etapa reproductiva debido a su alta sensibilidad y la relacién entre el comportamiento
de la hoja bandera del arroz y el rendimiento del grano (Das et al., 2014; Hatfield y Prueger,
2015; Wu et al., 2016). En este aspecto, se ha estudiado como el funcionamiento de la
hoja bandera es afectado por el estrés, principalmente, en la etapa reproductiva del arroz
(Restrepo y Garces, 2013). Karwa et al. (2015) observaron que las propiedades de
intercambio gaseoso de la hoja bandera (previo a la entrada del estado reproductivo) de
dos cultivares de arroz disminuyeron cuando las plantas eran sometidas a condiciones de
estrés térmico. También, se ha reportado que las plantas de arroz sometidas a condiciones
de estrés térmico combinado (altas temperaturas diurnas y nocturnas) se afectan
diferentes factores fisioldgicos y bioquimicos en las hojas banderas como la tasa
fotosintética, los contenidos de clorofilas, los parametros de fluorescencia de la clorofila a

y la peroxidacion lipidica (Zhang et al., 2015).

Los cambios bioquimicos son un aspecto relevante de la aclimatacion de las plantas al
estrés térmico (Wahid et al., 2007). El contenido de prolina se ha utilizado como un
indicador bioquimico de estrés en plantas (Ahmed y Hasan, 2011). La prolina juega un
papel importante en el metabolismo de las plantas, ya que actiia como una fuente de C o
N y como estabilizador de membrana en condiciones de alta temperatura (Sanchez-
Reinoso et al.,, 2014). Las altas temperaturas también afectan la estabilidad de la
membrana por la peroxidaciéon de lipidos, lo que conduce a la produccion de
malondialdehido (MDA) (Wahid et al., 2007). En consecuencia, el contenido de MDA
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también se ha utilizado para conocer la integridad estructural de las membranas celulares
bajo estrés térmico (Cao et al., 2008; Chavez-Arias et al., 2018). Finalmente, el estrés
térmico combinado (37 °C / 30 °C (dia / noche)) aumenté el porcentaje de fuga de
electrolitos y el contenido de MDA en las plantas de arroz (Liu et al., 2013).

Se ha estudiado el uso de reguladores de crecimiento (RC) para mitigar los efectos
negativos del estrés térmico, debido a que estas sustancias participan activamente en las
respuestas o mecanismos de las plantas para desarrollar proteccion fisioldgica frente a
este tipo de estrés (Peleg y Blumwald, 2011; Yin et al., 2011; Ahammed et al., 2014). La
aplicacién exdégena de RC ha mostrado una respuesta positiva en la tolerancia de las
plantas al estrés térmico en diferentes cultivos. Los estudios han observado que las
hormonas vegetales como las giberelinas (GA), citoquininas (CK), auxinas (AUX) o los
brasinoesteroides (BR) han provocado un aumento de diferentes variables fisiologicas y
bioguimicas (Peleg y Blumwald, 2011; Yin et al., 2011; Mittler et al., 2012; Zhou et al.,
2014). En Colombia, la aplicacion exoégena de RC y sus efectos alun no estan bien
esclarecidos o estudiados en el cultivo de arroz. Sin embargo, un estudio anterior mostré
gue las aplicaciones foliares de BR mejoraron la tolerancia del arroz porque favorecieron
las propiedades de intercambio de gases de las hojas, el contenido de clorofila o prolina
(Quintero-Calderon et al., 2021).

El &cido giberélico (GA) ha mostrado una respuesta positiva al estrés por altas
temperaturas. Diferentes estudios han demostrado que la biosintesis de GA interviene en
diferentes vias metabdlicas y mejora la tolerancia en condiciones de alta temperatura
(Alonso-Ramirez et al., 2009; khan et al., 2020). Abd EI-Naby et al., (2020) encontraron
que la aplicacion foliar exégena de GA (25 o 50 mg L) aumento la tasa fotosintética y la
actividad antioxidante en plantas de naranja con estrés térmico en comparacion con las
plantas control. También, se ha observado que la aplicacion exdgena de GA mejoré el
contenido relativo de agua, clorofila y carotenoides, y disminuy6 la peroxidacion lipidica en

la palmera datilera (Phoenix dactylifera) bajo estrés térmico (Khan et al., 2020).

Las auxinas (AUX) desempefian un papel esencial en la regulacion de las respuestas de
crecimiento adaptativo a las condiciones de alta temperatura (Sun et al., 2012; Wang et

al., 2016). Este regulador de crecimiento actia como marcador bioquimico durante
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distintos procesos como la sintesis o degradacién de prolina bajo estrés abidtico (Ali et al.,
2007). Ademas, AUX mejoran la actividad antioxidante, provocando una disminucion de
MDA en la planta debido a una menor peroxidacion de lipidos (Bielach et al., 2017). Sergiev
et al., (2018) observaron que el contenido de prolina aumenté cuando las plantas de arveja
(Pisum sativum) se trataron con analogos de auxinas (sal de calcio acido 1- [2-
cloroetoxicarbonil-metil] -4-naftalenosulfénico (TA-12) y clormetilato de 1- [2-
dimetilaminoetoxicarbonilmetil] naftaleno (TA-14)) bajo estrés térmico. En el mismo
experimento, también observaron que los niveles de MDA eran mas bajos en las plantas

tratadas en comparacion con las plantas sin aplicacion de AUX.

Las citoquininas (CK) generan respuestas a los efectos adversos ocasionados por estreses
abidticos y bidticos en las plantas, siendo una posible estrategia a considerar para mitigar
los dafios causados a los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos de estas (Veselov et al.
2017). Se ha informado que las aplicaciones exdégenas de CK pueden reducir los dafios
por altas temperaturas. Por ejemplo, las aplicaciones exdgenas de zeatina mejoraron la
tasa de fotosintesis, el contenido de clorofila a y b y la eficiencia del transporte de
electrones durante el estrés térmico en Agrostis rastrero (Agrotis estolonifera) (Xuy Huang,
2009; Jespersen y Huang, 2015).

Las aplicaciones exdégenas de zeatina también mejoraron la actividad antioxidante y
mejoraron la sintesis de diferentes proteinas, disminuyendo el dafio de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la produccion de malondialdehido (MDA) en los tejidos
vegetales (Chernyad'ev, 2009; Yang et al. 2016; Kumar et al., 2020).Se ha reportado que
el numero de aplicaciones exdgenas de CK es un factor para tener en cuenta en la
reduccion de los dafios causados por altas temperaturas (Veselov et al. 2017; Zhen et
al.,2020). Por otro lado, se ha observado que tres aplicaciones foliares de citoquininas en
diferentes etapas de desarrollo retardaron la senescencia de las hojas y mejoraron la
tolerancia al estrés térmico mediante un aumento de las actividades antioxidantes y
disminucion de la peroxidacion lipidica en pasto rastrero (Agrostis stolonifera) (Veerasamy
et al., 2007). Wu et al.,, (2016) también encontraron que dos aplicaciones de 6-
benzylaminopurine mejoraron su actividad fisiolégica bajo una condicion de estrés en una
variedad de arroz susceptible al estrés térmico. También, se ha reportado que una sola
aplicacion de CK (zeatina) ayudd a la actividad antioxidante y sintesis de diferentes

enzimas, disminuyendo el dafio de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
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produccion de malondialdehido (MDA) en garbanzo bajo estrés térmico (Kumar et al.,
2020).

Los brasinoesteroides (BR) son reguladores del crecimiento que se han también utilizado
para mitigar los efectos de diferentes estreses abioticos, entre ellos, el estrés por altas
temperaturas (Kothari y Lachowiec, 2021). Ogweno et al., (2007 y 2008) informaron que
las aplicaciones exdgenas de BR aumentaron la tasa fotosintética neta, la conductancia
estomatica y la tasa maxima de carboxilacion de Rubisco en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) sometidas a estrés térmico durante ocho dias. La aplicacion foliar de un
epibrasinolido también provoc6é una mayor tasa fotosintética neta en plantas de pepino
(Cucumis sativus) sometidas a estrés térmico (Yu et al., 2004). Ademas, las aplicaciones
exdgenas de BR retrasaron la degradacion de la clorofila y mejoraron la eficiencia del uso
del agua y el rendimiento cuantico maximo del fotosistema PSII en plantas sometidas a

este tipo de estrés abidtico (Hola, 2011; Thussagunpanit et al., 2015).

Thussagunpanit et al. (2015) mostraron que cuando se realizaba una aplicacion exdégena
de BR generaba tolerancia al estrés térmico mediante proteccién a la maquinaria
fotosintética (favorecer la tasa de fotosintesis y la conductancia estoméatica y disminuir la
fotoinhibicién) en plantas de arroz durante la etapa reproductiva. También, se observé que
una aplicacion exdgena de BR aceler6 el proceso de aclimatacién a altas temperaturas y
generd termotolerancia porque aumentd la tasa de supervivencia de plantulas de trigo
(Hairat et al., 2015). En la misma investigacion, Hairat et al. (2015) también reportan una
mejora sobre la tasa de fotosintesis y disminucion del dafio de la membrana en las plantas
expuestas al estrés térmico y tratadas con BR en comparacion con las plantas no tratadas.
Un estudio realizado por Sonjaroon et al. (2018) también se observé que plantas de arroz
tratadas con una aplicacién de 7,8-dihidro-8a-20-hidroxiecdisona (aDHECD, 0,0001 uM)
(brasinoesteroide sintético) aumentaron sus parametros fotosintéticos bajo un estrés

térmico en comparacién a plantas no tratadas y estresadas.

Los cultivos de arroz enfrentan periodos de altas temperaturas diurnas y nocturnas debido
al cambio y la variabilidad climéatica (Lesk et al., 2016; Garceés, 2020; Fedearroz, 2021). El
uso de nutrientes o bioestimulantes se ha evaluado como una estrategia agrondmica para
mitigar el estrés térmico en é&reas de cultivo de arroz recientemente en Colombia

(Calderén-Paez et al., 2021; Quintero-Calder6n et al., 2021). Ademas, el uso de variables
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bioquimicas vy fisiolégicas (temperatura del dosel de la hoja, conductancia estomatica,
parametros de fluorescencia de la clorofila, contenido relativo de clorofila y agua, sintesis
de malondialdehido y prolina) son herramientas confiables para seleccionar genotipos de
arroz bajo estrés térmico a nivel local e internacional (Sanchez-Reinoso et al., 2014;
Alvarado-Sanabria, 2017; Sarsu et al., 2018). Sin embargo, la investigacion sobre el uso
de aplicaciones foliares de hormonas vegetales en plantas de arroz todavia es escasa a
nivel local. Por lo tanto, el estudio de las respuestas fisiol6gicas y bioquimicas al uso de
reguladores del crecimiento es un importante punto de partida para proponer estrategias
agrondémicas Yy practicas que reduzcan los efectos negativos de los periodos combinados

de estrés térmico en el arroz.

Con lo mencionado anteriormente este trabajo permitid responder lo planteado en la
hipétesis la cual consistia en saber si la aplicacion foliar de diferentes reguladores de
crecimiento en diferentes estados fenolégicos ayudara a sobrellevar la condicion de estrés
por altas temperaturas combinados mediante la expresion de mecanismos fisiolégicos en
las plantas de arroz. Bajo dicho contexto el presente estudio tuvo como objetivo general
evaluar el efecto de la aplicacién exdgena de diferentes reguladores de crecimiento sobre
diferentes parametros fisiolégicos y bioquimicos en plantas de arroz expuestas a una
condicion de alta temperatura diurna y nocturna. Para ello se plantearon tres objetivos
especificos los cuales fueron: i) Determinar el efecto de dos aplicaciones foliares de cuatro
reguladores de crecimiento (AUX, CK, GA y BR) sobre los parametros fisiol6gicos
(conductancia estomatica, fluorescencia de clorofila y contenido relativo de agua) y
bioquimicos (pigmentos fotosintéticos, malondialdehido y contenido de prolina) en dos
genotipos comerciales de arroz sometidos a estrés térmico combinado (altas temperaturas
diurnas (40°C) / nocturnas(30°C)); ii) evaluar el efecto de diferente nimero aplicaciones
foliares de dos reguladores del crecimiento (CK o BR) sobre los parametros fisiolégicos
(conductancia estomatica, fluorescencia de clorofila y contenido relativo de agua) y
bioquimicos (pigmentos fotosintéticos, malondialdehido y contenido de prolina) en dos
estados fenoldgicos de un genotipo comercial de arroz sometidos a un estrés térmico
combinado (altas temperaturas diurnas / nocturnas); iii) estudiar el efecto de las
citoquininas o brasinoesteroides en diferentes parametros fisiol6gicos (fotosintesis,
conductancia estomatica, transpiracion, carbono intrinseco, uso eficiente del agua,
eficiencia de la carboxilacion, fluorescencia de clorofila y quenching no fotoquimico) y

caracteristicas de la panicula (espiguillas totales, espiguillas vanas y porcentaje de
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vaneamiento) en las etapas de inicio de floracion y llenado de grano de las plantas de

arroz.



1.Respuesta diferencial entre hormonas vy
variedades de arroz expuestas a estrés
térmico combinado.

1.1 Resumen

El rendimiento del arroz ha disminuido debido a la variabilidad y el cambio climatico en
Colombia. Los reguladores de crecimiento de las plantas se han utilizado como estrategia
para mitigar el estrés por altas temperaturas en diferentes cultivos. Por lo tanto, este
estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de las aplicaciones foliares de cuatro
reguladores del crecimiento (auxinas (AUX)(acido 1-naftalenoacético a 5x10° M),
brasinoesteroides (BR) (espirostan-6-ona, 3,5-dihidroxi-, (3b, 5a, 25R) a 5x10° M),
citoquininas (CK) (Trans-Zeatin a 1x10° M), o giberelinas (GA) (acido giberélico: GA3) a
5x10° M)) sobre la fisiologia (conductancia estomatica, contenido total de clorofila, relacién
Fv/Fm, temperatura del dosel de la planta y contenido relativo de agua) y variables
bioquimicas (contenido de malondialdehido (MDA) y prolina) en dos genotipos comerciales
de arroz expuestos a estrés térmico combinado (altas temperaturas diurnas y nocturnas).
Se llevaron a cabo dos experimentos separados utilizando plantas de dos genotipos de
arroz, Fedearroz 67 ('F67) y Fedearroz 2000 ('F2000") para el primer y segundo
experimento, respectivamente. Ambos ensayos se analizaron juntos como una serie de
experimentos. Los tratamientos establecidos fueron los siguientes: control absoluto (AC)
(plantas de arroz cultivadas a temperaturas 6ptimas (30/25°C temperaturas dia / noche),
control de estrés térmico (SC) (plantas de arroz solo expuestas a estrés térmico combinado
(40/30°C)), y plantas de arroz estresadas y rociadas dos veces (cinco dias antes y después
del estrés térmico) con un regulador de crecimiento (estrés + AUX, estrés + BR, estrés +
CK o estrés + GA). Las aspersiones de CK mejoraron el contenido total de clorofila en
ambos cultivares (3,25 y 3,65 mg g* de peso fresco para las plantas de arroz 'F67' y

'F2000', respectivamente) en comparacion con las plantas SC (2,36 y 2,56 mg g* de peso
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estrés térmico combinado.

fresco para 'F67 'y' F2000 'plantas de arroz, respectivamente). La aplicacion foliar de CK
también mejord la conductancia estomatica principalmente en el genotipo ‘F2000' en
comparacion con su control sometido a estrés térmico (499,25 frente a 150,60 mmol m-2s-
1). Las aplicaciones foliares de CK y BR redujeron la temperatura del dosel de la planta
entre 2y 3 ° Cy el contenido de MDA en plantas sometidas a estrés térmico. El indice de
tolerancia relativo sugiere que las aplicaciones foliares de CK (97,69%) y BR (60,73%)
ayudaron a mitigar el estrés térmico combinado principalmente en las plantas de arroz
'F2000'. En conclusion, las aplicaciones foliares de BR o CK pueden considerarse una
estrategia agronémica para ayudar a mejorar el efecto negativo de las condiciones

combinadas de estrés térmico sobre el comportamiento fisiolégico de las plantas de arroz.

1.2 Introduccidén

El arroz (Oryza sativa) pertenece a la familia de las gramineas y es uno de los cereales
mas cultivados en todo el mundo junto con el maiz y el trigo (Bajaj y Mohanty, 2005). En
Colombia, el arroz ocupé 617,934 ha con un volumen de produccion nacional de 2,937,840

t y un rendimiento promedio de 5.02 t ha en 2020 (Fedearroz, 2021).

El cultivo de arroz ha sido afectado por el calentamiento global, provocando diferentes tipos
de estrés abidtico, como altas temperaturas y periodos de sequia (Wassman et al., 2009;
Chandio et al., 2019). El cambio climéatico ha aumentado la temperatura global en todo el
mundo; pronosticAndose que la temperatura atmosférica aumentara entre 1.0 y 3.7°C
durante el siglo XXI, lo que potencialmente incrementara la frecuencia y magnitud de los
eventos de estrés térmico (IPCC, 2013). Este aumento de las temperaturas ambientales
ha afectado al arroz, generando una disminucién de entre un 6-7% en sus rendimientos
(Lesk et al., 2016). Por otro lado, la variabilidad climatica también ha generado condiciones
ambientales adversas en los cultivos como periodos de intensa sequia o altas
temperaturas en las regiones tropicales y subtropicales (Feller y Vasseva, 2014). Ademas,
fendbmenos de variabilidad climatica como el fendmeno ENSO —Oscilacién del pacifico Sur
“El Nifio” pueden provocar condiciones de estrés térmico y agravar el dafio a los cultivos
en algunas regiones tropicales (Lizumi et al., 2014; Amanullah et al., 2017). En Colombia,

las areas productoras de arroz esperaran aumentos en las temperaturas entre 2 y 2.5°C
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para 2050, lo que reducira los rendimientos de arroz y tendra un impacto en los flujos de
productos a los mercados y cadenas de suministro (Ramirez-Villegas et al., 2012).

La mayoria de los cultivos de arroz se cultivan en regiones donde las temperaturas estan
cerca del rango 6ptimo para el crecimiento de esta especie (Shah et al., 2011). Se ha
informado que las temperaturas medias 6ptimas para el crecimiento y desarrollo del arroz
suelen ser de 28 y 22°C para el dia y la noche, respectivamente (Kilasi et al., 2018;
Calderon-Paez et al., 2021). Las temperaturas por encima de esos umbrales pueden
causar periodos de estrés térmico moderado o severo durante las etapas sensibles del
desarrollo del arroz (macollamiento, antesis, floracion y llenado del grano), afectando
negativamente el rendimiento del grano (Shah et al., 2011). Estas reducciones de
rendimiento se han asociado principalmente con periodos prolongados de estrés térmico
(més de 7 dias) que afectan la fisiologia de la planta (Shah et al., 2011; Sanchez-Reinoso
et al., 2014). El estrés térmico puede ocasionar una serie de dafos irreversibles en el
metabolismo y desarrollo de las plantas debido a la interaccién de diferentes factores como
la duracion del estrés o la temperatura maxima alcanzada (Porch y Hall, 2013; Zhou et al.,
2014).

El estrés térmico afecta a diferentes procesos fisioldgicos en las plantas (Bita y Gerats,
2013; Chavez-Arias et al., 2018). La fotosintesis de las hojas es uno de los procesos mas
susceptibles al estrés térmico en las plantas de arroz, ya que la tasa de fotosintesis puede
disminuir en un 50% cuando las temperaturas diurnas superan los 35°C (Restrepo-Diaz y
Garces-Varon, 2013). La respuesta fisioldgica en las plantas de arroz varia segun el tipo
del estrés térmico. Por ejemplo, la tasa fotosintética y la conductancia estomatica se
inhiben cuando las plantas estan expuestas a altas temperaturas diurnas (33°C a 40°C) o
a una combinacion de altas temperaturas diurnas y nocturnas (35°C a 40°C durante el dia,
y 28°C a 30°C por la noche) (LU et al., 2013; Fahad et al., 2016b; Chaturvedi et al., 2017).
Una temperatura nocturna alta (30°C) provoc6 una inhibicion moderada de la fotosintesis,
pero incrementd la respiracion nocturna (Fahad et al., 2016b; Alvarado-Sanabria et al.,
2017). El estrés térmico también afecta el contenido de clorofila de la hoja, la proporcion
de fluorescencia de clorofila variable a maxima (F.Fm) y la activacion de la rubisco en
plantas de arroz independientemente del periodo de estrés (Cao et al., 2009; Yin et al.,
2010).
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Los cambios bioquimicos son otro aspecto de la aclimatacion de las plantas al estrés
térmico (Wahid et al., 2007). El contenido de prolina se ha utilizado como un indicador
bioquimico de estrés en plantas (Ahmed y Hasan, 2011). La prolina juega un papel
importante en el metabolismo de las plantas, ya que actia como una fuente de Co Ny
como estabilizador de membrana en condiciones de alta temperatura (Sanchez-Reinoso
et al., 2014). Las altas temperaturas también afectan la estabilidad de la membrana por la
peroxidacion de lipidos, lo que conduce a la produccién de malondialdehido (MDA) (Wahid
et al., 2007). En consecuencia, el contenido de MDA también se ha utilizado para conocer
la integridad estructural de las membranas celulares bajo estrés térmico (Cao et al., 2008;
Chavez-Arias et al., 2018). Finalmente, el estrés térmico combinado (37 °C / 30 °C (dia /
noche)) aumento el porcentaje de fuga de electrolitos y el contenido de MDA en las plantas
de arroz (Liu et al., 2013).

Se ha evaluado el uso de reguladores de crecimiento (RC) para mitigar los efectos
negativos del estrés térmico, ya que estas sustancias participan activamente en las
respuestas o0 mecanismos de las plantas para desarrollar proteccion fisioldgica frente a
este tipo de estrés (Peleg y Blumwald, 2011; Yin et al., 2011; Ahammed et al., 2014). La
aplicacién exdégena de RC ha mostrado una respuesta positiva en la tolerancia de las
plantas al estrés térmico en diferentes cultivos. Los estudios han observado que las
hormonas vegetales como las giberelinas (GA), citoquininas (CK), auxinas (AUX) o los
brasinoesteroides (BR) han provocado un aumento de diferentes variables fisiologicas y
bioquimicas (Peleg y Blumwald, 2011; Yin et al., 2011; Mittler et al., 2012; Zhou et al.,
2014). En Colombia, la aplicacion exdégena de RC y sus efectos alin no estan bien
esclarecidos o estudiados en el cultivo de arroz. Sin embargo, un estudio anterior mostré
gue las aplicaciones foliares de BR mejoraron la tolerancia del arroz porque favorecieron
las propiedades de intercambio de gases de las hojas, el contenido de clorofila o prolina
(Quintero-Calderon et al., 2021).

Las citoquininas (CK) median las respuestas de las plantas al estrés abi6tico, incluido el
estrés térmico (Ha et al., 2011). Ademas, se ha informado que las aplicaciones exdégenas
de CK pueden reducir los dafios por altas temperaturas. Por ejemplo, las aplicaciones
exogenas de zeatina mejoraron la tasa de fotosintesis, el contenido de clorofilaay by la

eficiencia del transporte de electrones durante el estrés térmico en Agrostis rastrero
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(Agrotis estolonifera) (Xu y Huang, 2009; Jespersen y Huang, 2015). Las aplicaciones
exogenas de zeatina también mejoraron la actividad antioxidante y mejoraron la sintesis
de diferentes proteinas, disminuyendo el dafio de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y la produccion de malondialdehido (MDA) en los tejidos vegetales (Chernyad'ev, 2009;
Yang et al. 2016; Kumar et al., 2020).

Las aplicaciones de acido giberélico (GA) también han mostrado una respuesta positiva al
estrés por altas temperaturas. Los estudios han demostrado que la biosintesis de GA
interviene en diferentes vias metabdlicas y mejora la tolerancia en condiciones de alta
temperatura (Alonso-Ramirez et al., 2009; khan et al., 2020). Abd El-Naby et al., (2020)
encontraron que la aplicacion foliar exégena de GA (25 o 50 mg L) aumenté la tasa
fotosintética y la actividad antioxidante en plantas de naranja con estrés térmico en
comparacion con las plantas control. También, se ha observado que la aplicacion exdégena
de GA mejor6 el contenido relativo de agua, clorofila y carotenoides, y disminuyé la
peroxidacion lipidica en la palmera datilera (Phoenix dactylifera) bajo estrés térmico (Khan
et al., 2020).

Las auxinas (AUX) también juegan un papel esencial en la regulacion de las respuestas
de crecimiento adaptativo a las condiciones de alta temperatura (Sun et al., 2012; Wang et
al., 2016). Este regulador de crecimiento actia como un marcador bioquimico durante
diferentes procesos como la sintesis o degradacion de prolina bajo estrés abidtico (Ali et
al., 2007). Ademas, AUX mejoran la actividad antioxidante, provocando una disminucién
de MDA en la planta debido a una menor peroxidacién de lipidos (Bielach et al., 2017).
Sergiev et al., (2018) observaron que el contenido de prolina aumenté cuando las plantas
de arveja (Pisum sativum) se trataron con analogos de auxinas (sal de calcio acido 1- [2-
cloroetoxicarbonil-metil] -4-naftalenosulfénico (TA-12) y clormetilato de 1- [2-
dimetilaminoetoxicarbonilmetil] naftaleno (TA-14)) bajo estrés térmico. En el mismo
experimento, también observaron que los niveles de MDA eran més bajos en las plantas

tratadas en comparacion con las plantas sin aplicacion de AUX.

Los brasinoesteroides (BR) son otro grupo de reguladores de crecimiento que se han
utilizado para mitigar los efectos del estrés térmico. Ogweno et al., (2007 y 2008)

informaron que las aplicaciones exdgenas de BR aumentaron la tasa fotosintética neta, la
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conductancia estomatica y la tasa méaxima de carboxilacion de Rubisco en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum) sometidas a estrés térmico durante ocho dias. La
aplicacion foliar de un epibrasinolido también provoc6 una mayor tasa fotosintética neta en
plantas de pepino (Cucumis sativus) sometidas a estrés térmico (Yu et al., 2004). Ademas,
las aplicaciones exdégenas de BR retrasaron la degradacion de la clorofila y mejoraron la
eficiencia del uso del agua y el rendimiento cuantico maximo del fotosistema PSIl en

plantas sometidas a este tipo de estrés abidtico (Hola, 2011; Thussagunpanit et al., 2015).

Los cultivos de arroz enfrentan periodos de altas temperaturas diurnas y nocturnas debido
al cambio y la variabilidad climatica (Lesk et al., 2016; Garcés, 2020; Fedearroz, 2021). El
uso de nutrientes o bioestimulantes se ha evaluado como una estrategia agronémica para
mitigar el estrés térmico en areas de cultivo de arroz recientemente en Colombia
(Calderén-Paez et al., 2021; Quintero-Calderon et al., 2021). Ademas, el uso de variables
bioquimicas vy fisiolégicas (temperatura del dosel de la hoja, conductancia estomatica,
pardmetros de fluorescencia de la clorofila, contenido relativo de clorofila y agua, sintesis
de malondialdehido y prolina) son herramientas confiables para seleccionar genotipos de
arroz bajo estrés térmico a nivel local e internacional (Sanchez-Reinoso et al., 2014;
Alvarado-Sanabria, 2017; Sarsu et al., 2018). Sin embargo, la investigacion sobre el uso
de aplicaciones foliares de hormonas vegetales en plantas de arroz todavia es escasa a
nivel local. Por lo tanto, el estudio de las respuestas fisiologicas y bioquimicas al uso de
reguladores del crecimiento es un importante punto de partida para proponer estrategias
agronOmicas y practicas que reduzcan los efectos negativos de los periodos combinados
de estrés térmico en el arroz. En consecuencia, el objetivo de este primer capitulo era
evaluar el efecto de dos aplicaciones foliares de cuatro reguladores de crecimiento (AUX,
CK, GA y BR) sobre los parametros fisiol6gicos (conductancia estomatica, fluorescencia
de clorofila y contenido relativo de agua) y bioquimicos. (pigmentos fotosintéticos,
malondialdehido y contenido de prolina) en dos genotipos comerciales de arroz sometidos

a estrés térmico combinado (altas temperaturas diurnas (40°C) / nocturnas(30°C)).
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Material vegetal y condiciones generales de crecimiento

En este capitulo se llevaron a cabo dos experimentos separados. Semillas de arroz de los
genotipos Fedearroz 67 (F67: genotipo mejorado en condiciones de alta temperatura en la
Ultima década) y Fedearroz 2000 (F2000: genotipo mejorado en la Ultima década del siglo
XX que muestra tolerancia al virus de la hoja blanca del arroz (VHB)) se utilizaron en el
primer y segundo experimento, respectivamente. Ambos genotipos se seleccionaron
porque son ampliamente cultivados por agricultores colombianos. Las semillas se
sembraron en bandejas de 10 L de capacidad (39,6 cm de largo x 28,8 cm de ancho x 16,8
cm de alto), que contenian un suelo franco arenoso con un 2% de materia organica. Se
plantaron cinco semillas pregerminadas en cada bandeja. Las bandejas se colocaron en
el invernadero de vidrio de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Colombia, campus Bogota (43 ° 50'56 "N, 74 ° 04'051” W), a una altitud de 2556 metros
sobre el nivel del mar ( msnm), de octubre a diciembre de 2019 para el primer experimento
(Fedearroz 67), y en la misma temporada en 2020 para el segundo experimento (Fedearroz
2000).

Las condiciones ambientales en el invernadero durante cada época de siembra fueron las
siguientes: 30°/25° C de temperatura dia / noche, 60%-80% de humedad relativa y un
fotoperiodo natural de 12 h (radiacion fotosintéticamente activa de 1500 pmol (fotones)
m~2s7! al mediodia). A los 20 dias después de la emergencia de la semilla (DDE), las
plantas fueron fertilizadas siguiendo las cantidades de cada elemento segin Sanchez-
Reinoso et al. (2019): 670 mg de N por planta, 110 mg de P por planta, 350 mg de K por
planta, 68 mg de Ca por planta, 20 mg de Mg por planta, 20 mg de S por planta, 17 mg de
Si por planta, 10 mg de B por planta, 17 mg de Cu por planta y 44 mg de Zn por planta.
Las plantas de arroz se mantuvieron en las condiciones iniciales hasta 47 DDE en cada
experimento, donde las plantas de arroz alcanzaron la etapa fenolégica V5 durante ese
periodo. Estudios previos han demostrado que esta etapa fenolégica es un momento
adecuado para realizar estudios de estrés térmico en plantas de arroz (Sanchez-Reinoso
et al., 2014; Alvarado et al., 2017).
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1.3.2 Tratamientos de estrés térmico y reguladores de
crecimiento

En cada experimento se realizaron dos aplicaciones foliares separadas de reguladores de
crecimiento. El primer grupo de aplicaciones foliares de hormonas vegetales se realizé
cinco dias antes de los tratamientos de estrés térmico (42 DDE) para preparar las plantas
para el estrés ambiental. Luego, las segundas aplicaciones foliares se realizaron cinco dias
después de someter las plantas a condiciones de estrés (52 DDE). Se utilizaron cuatro
hormonas vegetales y las caracteristicas de cada ingrediente activo utilizado en este
estudio se mencionan en la Tabla 1.1. Las concentraciones de los reguladores de
crecimiento foliar utilizados fueron las siguientes: i) auxinas (acido 1-naftalenoacético:
NAA) a 5x10° M; ii) giberelinas (acido giberélico: GA3) a 5x10° M; iii) citoquininas (Trans-
Zeatin) a 1x10° M; y iv) brasinoesteroides (espirostan-6-ona, 3,5-dihidroxi-, (3b, 5a, 25R))
a 5x10° M. Estas concentraciones se seleccionaron porque han causado una respuesta
positiva de tolerancia de la planta al estrés térmico (Zahir et al., 2001; Wen et al., 2010; EI-
Bassiony et al., 2012; Salehifar et al., 2017). Las plantas de arroz sin aplicaciones de
reguladores de crecimiento solo se trataron foliarmente con agua destilada (plantas
control). Todas las plantas de arroz se asperjaron usando una bomba manual. El volumen
de aplicacién fue de 20 ml de H,O por planta, humedeciendo el haz y el envés de las hojas.
Todas las aplicaciones foliares se realizaron con un adyuvante agricola (Agrotin, Bayer
CropScience, Colombia) a una dosis de 0.1% (v / v). La distancia entre la bandeja y el

atomizador fue de 30 cm.

Los tratamientos de estrés térmico se llevaron a cabo cinco dias después de las primeras
aplicaciones foliares (47 DDE) en cada experimento. Las plantas de arroz se transfirieron
del invernadero a camaras de crecimiento de 294 L de capacidad (MLR-351H, Sanyo,
lllinois, EE. UU.) Para establecer estrés térmico o continuar con las condiciones
ambientales anteriores (47 DDE). El tratamiento combinado de estrés térmico se realizé
configurando las camaras con las siguientes temperaturas dia / noche: un periodo de alta
temperatura diurna (40°C durante 5 horas (de 11:00 a 16:00)) y nocturna (30°C durante 5
horas (de 19:00 a 24:00)) durante 8 dias consecutivos. Las temperaturas de estrés y su
tiempo de exposicion se seleccionaron con base a estudios previos (Sanchez-Reinoso et

al., 2014; Alvarado-Sanabria et al., 2017). Por otro lado, un grupo de plantas transferidas
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a la cAmara de crecimiento se mantuvieron a la misma temperatura del invernadero (30 °

C dia/ 25 ° C noche) durante 8 dias consecutivos.

Al final del experimento, se obtuvieron los siguientes grupos de tratamientos: i) condiciones
de temperatura de crecimiento (30°/25°C de temperatura dia / noche) + aplicaciones de
agua destilada (control absoluto (AC)), ii) condiciones de estrés térmico + aplicaciones de
agua destilada (control de estrés térmico (SC)), iii) condiciones de estrés térmico +
aplicaciones de auxinas (AUX), iv) condiciones de estrés térmico + aplicaciones de
giberelinas (GA), v) condiciones de estrés térmico + aplicaciones de citoquininas (CK), y
vi) condiciones de estrés térmico + aplicaciones de brasinoesteroides (BR). Estos grupos
de tratamientos se utilizaron en ambos genotipos (F67 y F2000). Todos los tratamientos
se organizaron en un disefio completamente al azar con cinco repeticiones, y cada
repeticiéon consistio en una planta. Cada planta se utilizé para lecturas de las variables

determinadas al final del experimento. El experimento duré 55 DDE en ambas variedades.

Tabla 1.1. Nombre quimico del ingrediente activo, nombre comercial y fabricante de los
reguladores de crecimiento utilizados para evaluar aplicaciones foliares en plantas de arroz

bajo estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche).

Nombre quimico del ingrediente activo Nombre comercial (fabricante) Actividad bioldgica del compuesto

. HORMONAGRO® A.N.A (Colinagro, | Estimula la apertura de los estomas y la
Acido 1-naftalenacético Bogotd, Colombia) produccién de pequefias proteinas de choque
térmico (sHSP) (Ha et al., 2012)

3 Gibberellic acid (Dr. Ehrenstorfer GmbH, | Induce la germinacién y el crecimiento de las
Acido giberélico Augsburg, Germany) plantulas y desacelera la transicion floral
(Alonso-Ramirez et al., 2009)

M977 trans-Zeatin, 98% (HPLC) (AK | Se une a las proteinas chaperonas para mitigar
scientific) el efecto de las altas temperaturas, funciona
Trans-Zeatin como marcador de la proteina de choque
térmico 90 (HSP90) (Ahammed et al., 2014;
Wang et al., 2016)

Espirostan-6-ona, 3,5-dihidroxi-, (3b, 5a, Biomex DI-31 (Minerales exclusivos SA, | Aumenta la sintesis y acumulacién de HSP, la
Bogot4, Colombia) fotosintesis y el intercambio de gases

25R
) (Dhaubhadel et al., 2002; Ogweno et al., 2007)
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1.3.3 Conductancia estomatica y contenido relativo de agua
(CRA)

La conductancia estomatica (gs) se determind utilizando un porémetro portatil (SC-1,
METER Group Inc., EE. UU.) con un rango de 0 a 1000 mmol m=2 s~ y una apertura de la
camara de muestra de 6,35 mm. Las medidas se tomaron colocando el sensor del
porémetro sobre una hoja madura completamente expandida de la macolla principal de la
planta. Se tomaron lecturas de gs entre las 11:00 y las 16:00 h en tres hojas por planta en
cada tratamiento y se promediaron los valores.

El CRA se determiné siguiendo el método descrito por Ghoulam et al., (2002). También,
se utilizé una hoja completamente expandida utilizada para determinar gs para medir esta
variable. El peso fresco (PF) se determind inmediatamente después de la cosecha
utilizando una balanza digital. Posteriormente, las hojas se colocaron dentro de recipientes
de plastico con agua en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente (22°C) durante
48 horas. Luego, se pesaron en una balanza digital para registrar el peso turgente (TW).
Las hojas turgentes se secaron en un horno a 75 ° C durante 48 horas y se registré su
peso seco (DW).

1.3.4 Contenido relativo de clorofilay parAmetros de
fluorescencia de clorofila a
El contenido relativo de clorofila se determiné utilizando un medidor de clorofila (medidor
atLeaf, FT Green LLC, EE. UU.) y se expres6 como unidades atLeaf (Dey et al., 2016).
Las lecturas de maxima eficiencia cuantica de PSlI (relacién F./Fn) se registraron utilizando
un fluorémetro de clorofila de excitacion continua (Handy PEA, Hansatech Instruments,
Reino Unido). Antes de tomar las medidas de F./Fn, las hojas se adaptaron a la oscuridad
mediante clips de hojas durante 20 minutos (Restrepo-Diaz y Garces-Varon, 2013).
Después de la adaptacion de la hoja en la oscuridad, se midieron la linea de base (Fo) y la
fluorescencia maxima (Fm). La fluorescencia variable (Fv = Fn— Fo), la relacion entre la
fluorescencia variable y la méaxima (F./Fm), el rendimiento cuantico maximo del fotosistema
PSII (Fy / Fo) y la relacion Frn / Fo se calcularon basandose en estos datos (Zhao et al.,
2008; Baker, 2008; Li et al., 2017). Las lecturas de los parametros relativos de la clorofila
y la fluorescencia de la clorofila se tomaron en las mismas hojas utilizadas para las lecturas

de gs.
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1.3.5 Variables bioquimicas: pigmentos fotosintéticos foliares,

peroxidacién lipidica (malondialdehido-MDA) y prolina
Se recolectaron aproximadamente 800 mg de peso fresco de hojas para las variables
bioquimicas. Luego, las muestras de hojas se homogeneizaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron para su posterior andlisis. EI método de determinacion espectral utilizado
para estimar el contenido de clorofila a, b y carotenoides en el tejido se basé en la
metodologia y las ecuaciones descritas por Wellburn (1994). Se recolectaron muestras de
tejido foliar (30 mg) y se homogeneizaron en 3 mL de acetona al 80%. Luego, las muestras
se centrifugaron (Modelo 420101, Becton Dickinson Primary Care Diagnostics, EE. UU.) a
5000 rpm durante 10 min para eliminar las particulas. El sobrenadante se diluyé hasta un
volumen final de 6 ml afiadiendo acetona al 80% (Sims y Gamon, 2002). El contenido de
clorofila se determin6é a 663 (clorofila a) y 646 (clorofila b) nm, mientras que los
carotenoides se estimaron a 470 nm utilizando un espectrofotbmetro (Spectronic BioMate
3 UV-vis, Thermo, EE. UU.).

El método del &cido tiobarbittrico (TBA) descrito por Hodges et al. (1999) se utilizé para
estimar la peroxidacién de lipidos de membrana (MDA). También, se homogeneizaron
aproximadamente 30 mg de tejido foliar en nitrégeno liquido. Las muestras se centrifugaron
a 5000 rpm y luego se midieron las absorbancias a 440, 532 y 600 nm con el
espectrofotémetro. Finalmente, se utilizd un coeficiente de extincion (157 M - ml — 1) para

obtener la concentracion de MDA.

El contenido de prolina se determind para todos los tratamientos utilizando el método
descrito por Bates et al. (1973). Se afiadieron diez ml de una solucién acuosa al 3% de
acido sulfosalicilico a las muestras almacenadas, que luego se filtraron con papel Whatman
(No. 2). Posteriormente, se hicieron reaccionar 2 mL de este filtrado con 2 mL de acido
ninhidrina y 2 mL de &acido acético glacial. La mezcla se colocé en un bafio de agua a 90 °
C durante 1 hora. La reaccion se detuvo mediante incubacion en hielo. La solucién
resultante se disolvié en 4 ml de tolueno agitando vigorosamente los tubos de ensayo
usando un agitador de vértice. Las lecturas de absorbancia se determinaron a 520 nm con
el mismo espectrofotobmetro utilizado en la cuantificacion de pigmentos fotosintéticos
(Spectronic BioMate 3 UV-Vis, Thermo, Madison, WI, EE. UU.).
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1.3.6 Temperatura del dosel vegetal e indice de estrés del
cultivo (CSI)
Se utilizé la metodologia descrita por Gerhards et al., (2016) para calcular la temperatura
del dosel de la planta y el CSI. Se tomaron fotografias térmicas con una camara FLIR 2
(FLIR Systems Inc., Boston, MA, EE. UU.) con una precision de + 2 ° C al final del periodo
de estrés. Se colocé una superficie blanca detrds de las plantas para la fotografia.
Asimismo, se consideraron dos plantas como patrén de referencia. Estas plantas se
colocaron sobre una superficie blanca; uno de ellos se cubrié con un adyuvante agricola
(Agrotin, Bayer CropScience, Bogota, Colombia) para simular la apertura de todos los
estomas (patrén himedo (Twet)), y el otro fue una hoja sin ninguna aplicacién (patrén seco
(Tdry)) (Castro-Duque et al., 2020). La fotografia se tomé con una distancia de 1 m entre
la cAmara y la maceta. Con las fotografias obtenidas y utilizando la siguiente ecuacién se

calcul6 el CSI

B Tleaf — Twet

CSl =777
Tdry — Twet

1.3.7 indice de tolerancia relativa (IRT)

El indice de tolerancia relativa se calculé indirectamente para determinar la tolerancia de
los genotipos tratados evaluados en esta investigacion, utilizando la conductancia
estomatica (gs) de las plantas tratadas en relacion con las plantas control (plantas sin
tratamiento de estrés y aplicacion de reguladores de crecimiento). El IRT se obtuvo

utilizando la ecuacion adaptada de Chavez-Arias et al., (2020).

IRT = (g, plantas sometidas a estrés térmico

/ gs plantas no sometidas a estrés térmico) * 100

Todas las variables fisioldgicas descritas anteriormente se determinaron y registraron a los
55 DDE en cada experimento utilizando hojas completamente expandidas recolectadas de
la parte superior del dosel. Asimismo, las mediciones se realizaron dentro de la cAmara de
crecimiento para evitar alterar las condiciones ambientales en las que se cultivaron las

plantas.
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1.3.8 Disefio experimental y anélisis de datos

Los datos del primer y segundo experimentos se analizaron juntos como una serie de
experimentos. Cada grupo de tratamiento constaba de cinco plantas y cada planta era una
unidad experimental. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) (P < 0.05). Cuando se
encontraron diferencias significativas, se utilizo la prueba comparativa post hoc de Tukey
a P < 0.05. Los valores porcentuales se transformaron utilizando la funcién arcoseno. Los
datos se analizaron utilizando el software Statistix v 9.0 (Analytical Software, Tallahassee,
FL, EE. UU.), y el SigmaPlot (version 10.0; Systat Software, San José, CA, EE. UU.) se
utilizé para las figuras. Se realizdé un andlisis de componentes principales con el software
InfoStat 2016 (software analitico, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina) para

identificar los mejores reguladores del crecimiento de las plantas en el estudio.

1.4 Resultados

La Tabla 1.2 resume el analisis de varianza que muestra el efecto de los experimentos, los
diferentes tratamientos y su interaccion sobre los pigmentos fotosintéticos foliares (clorofila
a, b, contenido total y carotenoides), contenido de malondialdehido (MDA) y prolina,
conductancia estomética (gs), contenido relativo de agua (CRA), contenido de clorofila,
parametros de fluorescencia de clorofila a, temperatura del dosel de la planta (T) (° C),
indice de estrés del cultivo (CSI) e indice de tolerancia relativa de las plantas de arroz a
55 DDE.

1.4.1 Pigmentos fotosintéticos de las hojas, contenido relativo
de clorofila y parametros de fluorescencia de la clorofila a
Las diferencias (P < 0.01) en la interaccion entre los experimentos y tratamientos sobre los
pigmentos fotosintéticos de las hojas, el contenido relativo de clorofila (lecturas de Atleaf)
y los parametros de fluorescencia de la clorofila a se muestran en la Tabla 1.2. Las altas
temperaturas diurnas / nocturnas disminuyeron el contenido total de clorofila y
carotenoides. Las plantulas de arroz sin aplicaciones foliares de hormonas vegetales y
sometidas a condiciones de estrés térmico combinado mostraron un contenido de clorofila
total menor (2,36 mg g* para 'F67' y 2,56 mg g* para 'F2000') en comparacién con las
plantas cultivadas en condiciones éptimas de temperatura (2,67 mg g* para 'F67'y 2,80

mg g* para 'F2000') en ambos experimentos. Ademas, las plantulas de arroz sometidas a
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estrés térmico y tratadas con aplicaciones de AUX y GA también mostraron una
disminucién en el contenido de clorofila en ambos genotipos (AUX = 1,96 mg g*y GA =
1,45 mg g para 'F67'; AUX = 2,24 mg g'y GA = 1,43 mg g para 'F2000') en condiciones
de estrés por altas temperaturas combinadas. Las aplicaciones foliares de BR provocaron
un ligero aumento de esta variable en ambos genotipos en condiciones de estrés térmico.
Finalmente, las aplicaciones foliares de CK mostraron los valores de pigmento fotosintético
mas altos de todos los tratamientos (tratamientos AUX, GA, BR, SC y AC) en los genotipos
F67 (3.24 mg g') y F2000 (3.65 mg g1). El contenido relativo de clorofila (unidades Atleaf)
también disminuyd por el estrés térmico combinado. Los valores mas altos también se
registraron en plantas tratadas con CK en ambos genotipos (41,66 para 'F67'y 49,30 para
'F2000". La relacion FJ/Fn mostré diferencias significativas entre los tratamientos vy
cultivares (Tabla 1.2). En general, el cultivar F67 se vio menos influenciado por el estrés
térmico que 'F2000' en estas variables. La relacion F, y F./Fn se vio mas afectada en el
segundo experimento. Las plantulas estresadas de la variedad 'F2000" sin ninguna
aplicacién de hormonas vegetales registraron los valores mas bajos de F, (2120,15) y la
relacion F./Fn (0,59); sin embargo, las aplicaciones foliares de CK ayudaron a que estas
variables se recuperaran (F.: 2591.89, y relacién F./Fn: 0.73), obteniendo lecturas similares
a las registradas en plantas 'F2000' cultivadas en condiciones Optimas de temperatura (F.:
2955.35, y relacion F.J/Fn: 0,72). No se presentaron diferencias significativas en la
fluorescencia inicial (Fo), la fluorescencia méaxima (Fm), el rendimiento cuantico maximo de
la fotoquimica de PSII (F./Fo) y la relacion Fn/Fo. Finalmente, BR mostrd tendencias
similares a las observadas con la aplicacion de CK (2545.06 para F, y 0.73 para la relacién
Fu/Fm).



Tabla 1.2. Resumen del analisis de varianza entre el experimento (genotipos) y los tratamientos de estrés por térmico sobre

las variables fisiolégicas y bioquimicas de las plantas de arroz.

Chl

Fuente de T .
L df CRA CC FJF F Fm/F o CSlI IRT Chla Chlb Cx+c MDA Prolina
variacion 9s vitm R A N Y S N (o)) total
Experimento (E) 1 <0.001 00183 <0.001 <0.001 _ =~ 0728 <0001 <0.001 <0.001 <0.05 0767 <0001 <0.00L 0.107 <0.001 <0001 0484  <0.001
Tratamiento (T) 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 . . . <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
ExT 5 <0.001 <0.05 <0.001 <0001 0361 0280 <005 0296 0312 <005 0679 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
C.V. (%) 758 305 516 393 1526 531 227 964 820 161 1212 881 692 867 1650 897 5415  32.77

Os, conductancia estomética; CRA, contenido relativo de agua; CC, contenido de clorofila; Fv/Fm, méxima eficiencia cuantica de PSII; fluorescencia
inicial (Fo), fluorescencia maxima (Fm), fluorescencia variable (Fv), eficiencia maxima de PSII (Fv/Fm), rendimiento cuantico maximo de fotoguimica
de PSII (Fv/Fo) y la relacién Fm/Fo, T, temperatura del dosel (°C), disminucion de la maxima eficiencia cuantica del PSII; CSI: indice de estrés del

cultivo; IRT, indice de tolerancia relativa; Chl a, clorofila a; Chl b, clorofila b; Chl total, clorofila total; Cx+c, carotenoides; MDA, malondialdehido.

C.V., coeficiente de variacion.



Tabla 1.3. Efecto del estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche) sobre los pigmentos fotosintéticos de las hojas (clorofila total (Chl total), clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides (Cx + c)), contenido
relativo de clorofila (unidades Atleaf) y pardmetros de fluorescencia de clorofila (fluorescencia inicial (Fo), fluorescencia maxima (Fn), fluorescencia variable (F,), eficiencia maxima de PSII (Fv/Fm), rendimiento cuantico

maximo de fotoquimica de PSII (Fy / Fo) y la relacion Fn, / Fo en plantas de dos genotipos de arroz (Fedearroz 67 (F67) y Fedearroz 2000 (F2000)) a los 55 dias después de la emergencia (DDE).

Pigmentos fotosintéticos parametros de fluorescencia de clorofila
Chl total Chla Chlb Cx+c Atleaf

Genotipo Tratamiento mg g* (PF) mg g* (PF) mg g (PF) mg g* (PF) units Fo Fm Fv Fv/Fm Fv/Fo Fm/Fo

F67 AC 2.67cd 2.08 cd 0.59 cd 0.45 cd 41.93 be 829.75  3863.75 3029.98 a 0.78 ab 3.66 4.66
(Experimento 1) sC 2.36 def 1.79 de 0.56d 0.52 bc 33.50d 814.50  3278.00 2456.79 cd 0.75 bed 3.02 4.03
AUX 1.95f 1.36 fg 0.59 cd 0.14g 38.0 cd 73350  3352.75 2605.44 bc 0.78 abc 3.56 4.58

GA 1.459 1.07g 0.38 ef 0.27 f 37.59 cd 814,00 3327.25 2513.07 be 0.76 abcd 3.16 4.16

CK 3.25ab 2.52Db 0.73 ab 0.59 ab 41.66 bc 751.00 3579.25 2826.34 ab 0.79 ab 3.76 4.76

BR 2.14 ef 1.65 ef 0.49 de 0.38 de 40.30 be 763.75  3469.50 2745.60 abc 0.79a 3.61 4.56

F2000 AC 2.80¢c 2.19¢ 0.60 bed 0.53 be 48.92 a 1061.40 4016.75 2955.35 a 0.74 cde 2.79 3.79
(Experimento 2) sC 2.56 cde 2.09 cd 0.54d 0.50 be 33.72d 1266.45 3218.25 2120.15 de 0.66fg 1.76 2.67
AUX 2.24 ¢f 1.70e 0.54d 0.35 ef 47.45a 1041.47 3462.25 2420.78 cd 0.70 ef 2.34 3.34

GA 1439 1.09 g 0.33f 0.26 f 39.07¢ 1112.23  3063.50 1951.27 e 0.64 g 1.76 2.76

CK 3.65a 2.87a 0.78 a 0.66 a 49.30 a 918.86 3510.75 2591.89 bc 0.74 cde 2.82 3.82

BR 2.88 be 2.19c¢ 0.69 abc 0.48 cd 44,52 ab 940.69  3485.75 2545.06 bc 0.73 de 2.72 3.72

Significancia o o o b o NS NS * o NS NS

Los tratamientos evaluados en cada genotipo fueron: control absoluto (AC), control de estrés por térmico (SC), estrés térmico + auxinas (AUX), estrés térmica + giberelinas (GA), estrés térmico + citoquininas (CK) y estrés térmico + brasinoesteroides
(BR). Los datos representan la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Los datos seguidos de letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias
no son estadisticamente significativas (<0.05). NS, *, ** o *** no significativo o significativo a P < 0.05, 0.01 0 0.001, respectivamente.



1.4.2 Contenido relativo de agua (CRA), conductancia

estomatica, produccion de MDA y contenido de prolina
El contenido relativo de agua (CRA) de las plantas de arroz sometidas a los diferentes
tratamientos mostro diferencias significativas (P<0.05) en la interaccion entre experimentos
y tratamientos foliares (Figura 1.1A). El tratamiento SC registré los valores mas bajos en
ambos genotipos (74,01% para F67 y 76,6% para F2000). Se registré un aumento
significativo del CRA en plantas de arroz de ambos genotipos tratadas con diferentes
hormonas vegetales bajo estrés térmico. En general, las aplicaciones foliares de CK, GA,
AUX o BR mejoraron el CRA, alcanzando valores similares a los de las plantas cultivadas
en condiciones éptimas durante los experimentos. Los valores registrados para las plantas
control absoluto y las hormonas anteriormente mencionadas, estuvieron alrededor del 83%
para ambos genotipos. Por otro lado, gs también mostré diferencias significativas (P <0.01)
en la interaccion entre experimentos y tratamientos (Figura 1.1B). Las plantas de control
absoluto (AC) también registraron los valores mas altos en cada genotipo (440,65 mmol
m2s? para F67 y 511,02 mmol m2s? para F2000). Las plantas de arroz sometidas
Unicamente a estrés térmico combinado mostraron los valores de gs mas bajos para ambos
genotipos (150,60 mmol m2s? para F67 y 171,32 mmol m2s™ para F2000). gs también se
mejord con las aplicaciones foliares de todos los reguladores del crecimiento de las
plantas. Los efectos de las aplicaciones foliares de hormonas vegetales fueron mas
notorios en las plantas de arroz 'F2000' asperjadas con CK. Este grupo de plantas no
mostré diferencias en comparacion con las plantas de control absoluto (511.02 para AC y
499.25 mmol m2s* para CK).

Los contenidos de MDA (P<0.01) y prolina (P<0.01) también mostraron diferencias
significativas en la interaccion entre experimentos y tratamientos con hormonas vegetales
(Figura 1.1C y D). Se observé un aumento de la peroxidacion lipidica en los tratamientos
SC en ambos genotipos (Figura 1.1C); sin embargo, las plantas tratadas con aplicaciones
foliares de reguladores del crecimiento mostraron una disminucién en la peroxidacion
lipidica para ambos genotipos. En general, el uso de hormonas vegetales (CK, AUX, BR o
GA) provocd una reduccion de la peroxidacion lipidica (contenido de MDA). No se
obtuvieron diferencias entre las plantas AC y plantas sometidas a estrés térmico y tratadas
con hormonas vegetales en ambos genotipos (valores observados entre 4,38 y 6,77 pmol
g de PF en plantas 'F67'y 2,84 y 9,18 umol g* de PF en plantas 'F2000"). Por otro lado,
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la sintesis de prolina fue menor en las plantas 'F67' que en las plantas 'F2000' bajo estrés
combinado. Las aplicaciones foliares de AUX o BR también provocaron una mayor
produccion de prolina en plantas de arroz sometidas a estrés térmico en ambos
experimentos. Se observd que el uso de estas hormonas aumentd notoriamente el
contenido de este aminoéacido (30,44 y 18,34 pymol g! de PF para AUX y BR,
respectivamente) en plantas 'F2000' (Figura 1.1D).

1.4.3 Temperatura del dosel de la planta, indice de tolerancia

relativa (IRT) e indice de estres del cultivo (CSI)

El efecto de las aplicaciones foliares de reguladores de crecimiento y el estrés térmico
combinado sobre la temperatura del dosel de las plantas y el indice de tolerancia relativa
(IRT) se muestra en la Figura 1.2 A y B. Las plantas del tratamiento AC registraron
temperaturas cercanas a 27 °C en el dosel de las plantas; mientras que las plantas SC
mostraron una temperatura del dosel de alrededor de 28 ° C para ambos genotipos.
También, se observd que los tratamientos foliares con CK y BR provocaron una mayor
disminucion en la temperatura del dosel de la planta entre 2 'y 3 ° C en comparacion con
las plantas SC (Figura 1.2A). El IRT mostré un comportamiento similar al resto de variables
fisiolégicas, mostrando diferencias significativas (P<0.01) en las interacciones entre
experimentos y tratamientos (Figura 1.2B). Las plantas SC mostraron una menor tolerancia
de las plantas en ambos genotipos (34,18% y 33,52% para las plantas de arroz 'F67'y
'F2000', respectivamente). La aplicacion foliar de hormonas vegetales mejor6 la IRT en
plantas expuestas a temperaturas estresantes. Este efecto fue mas notorio en las plantas
del genotipo 'F2000' tratadas con CK, registrando un IRT de 97,69%. Por otro lado, solo
se observaron diferencias significativas en el indice de estrés del cultivo (CSI) de las
plantas de arroz sometidas a la condicion de estrés (P<0.01) en el factor aplicaciones
foliares (Figura 1.2C). Las plantas de arroz solo expuestas a estrés térmico combinado
mostraron los valores de indice de estrés mas altos (0,816). El indice de estrés fue menor
(valores entre 0,6 y 0,67) cuando las plantas de arroz fueron aplicadas con las diferentes
hormonas vegetales. Finalmente, las plantas de arroz cultivadas en condiciones Optimas

mostraron un valor de 0,138.
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Figura 1.1. Efecto del estrés térmico combinado (40 ° / 30 ° C dia / noche) sobre el contenido

relativo de agua (CRA) (A), la conductancia estomatica (gs) (B), la produccion de malondialdehido

(MDA) (C) y contenido de prolina (D) en plantas de dos genotipos de arroz (F67 y F2000) a los 55

dias después de la emergencia (DDE). Los tratamientos evaluados en cada genotipo fueron: control

absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), estrés térmico + auxinas (AUX), estrés térmico +

giberelinas (GA), estrés térmico + citoquininas (CK) y estrés térmico + brasinoesteroides (BR). Cada

columna representa la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Las barras seguidas de letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas (< 0,05).
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Figura 1.2. Efecto del estrés térmico combinado (40 ° / 30 ° C dia / noche) sobre la temperatura

del dosel de la planta (A), el indice de tolerancia relativa (IRT) (B) y el indice de estrés del cultivo

(CSI) (C) de dos genotipos comerciales de arroz (F67 y F2000) expuestos a diferentes tratamientos

térmicos. Los tratamientos evaluados en cada genotipo fueron: control absoluto (AC), control de

estrés térmico (SC), estrés térmico + auxinas (AUX), estrés térmico + giberelinas (GA), estrés

térmico + citoquininas (CK) y estrés térmico + brasinoesteroides (BR). El estrés térmico combinado

consistié en exponer las plantas de arroz a altas temperaturas diurnas / nocturnas (40 °/ 30 ° C dia

/ noche). Cada columna representa la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Las barras

seguidas de letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de



28 Efecto de reguladores de crecimiento en la mitigacion de estrés térmico en arroz
(Oryza sativa).

Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas (<
0,05).

1.5 Discusioén

Variables como el contenido de clorofila, conductancia estomatica, relaciéon F./Fn, CSI,
MDA, IRT y contenido de prolina son Uutiles para comprender la aclimatacion de los
genotipos del arroz y evaluar el impacto de las estrategias agronémicas bajo estrés térmico
(Sarsu et al., 2018; Quintero -Calderon et al., 2021). El objetivo del experimento fue evaluar
el efecto de la aplicacion de cuatro reguladores de crecimiento sobre las variables
fisiologicas y bioquimicas de plantulas de arroz sometidas a estrés térmico combinado. La
prueba de plantulas de arroz es un método simple y rapido que permite la evaluacion
simultanea de genotipos o tratamientos en funcion del tamafio o condiciones de la
infraestructura disponible (Sarsu et al., 2018). Los resultados de este estudio mostraron
gue el estrés térmico combinado provocé diferentes respuestas fisiolégicas y bioquimicas
en ambos genotipos de arroz, lo que indica un proceso de aclimatacion. Estos resultados
también mostraron que las aplicaciones foliares de reguladores de crecimiento
(principalmente citoquininas y brasinoesteroides) ayudaron a la aclimatacion del arroz al
estrés combinado de altas temperaturas, ya que se favorecieron principalmente la relacion

0s, CRA 'y F./Fn, los pigmentos fotosintéticos y el contenido de prolina.

La aplicacion de reguladores de crecimiento ayudé al estado hidrico de las plantas de arroz
en condiciones de estrés térmico, lo que puede estar asociado con una gs mas alto y una
temperatura mas baja del dosel de la planta. Este estudio mostré que las plantas de arroz
tratadas principalmente con CK o BR registraron valores de gs mas altos y T (°C) mas bajos
gue el tratamiento con SC en plantas 'F2000' (genotipo susceptible). Estudios anteriores
también han encontrado que gsy T (°C) son indicadores fisiolégicos precisos para
determinar la respuesta de aclimatacion de las plantas de arroz y el efecto de las
estrategias agrondémicas al estrés térmico (Restrepo y Garcés, 2013; Sarsu et al., 2018;
Quintero-Calderén et al., 2021). Las CK o BR aplicados foliarmente mejoran gs en
condiciones de estrés, ya que estas hormonas vegetales pueden ayudar a la apertura
estomatica al interactuar con la sintesis de otras moléculas de sefializacion como ABA
(promotor de cierre de estomas en condiciones de estrés abibtico) (Mackova et al., 2013;

Zhou et al., 2014). La apertura de estomas promueve el enfriamiento de las hojas y ayuda
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a disminuir la temperatura del dosel (Sonjaroon et al., 2018; Quintero-Calderén et al.,
2021). Por estas razones, la temperatura del dosel de las plantas podria ser mas baja en
las plantas de arroz rociadas con CK o BR bajo estrés térmico combinado.

Los estreses por altas temperatura disminuyen el contenido de pigmentos fotosintéticos en
las hojas (Chen et al., 2017b; Ahammed et al., 2018). En este estudio, los pigmentos
fotosintéticos tendieron a disminuir en ambos genotipos cuando las plantas de arroz se
encontraban en condiciones de estrés térmico y sin ninguna aplicacion de reguladores de
crecimiento (Tabla 1.3). Feng y Col. (2014) también informaron una disminucion sustancial
en el contenido de clorofila de las hojas en dos genotipos de trigo expuestos al estrés
térmico. La exposicién a altas temperaturas generalmente da como resultado un bajo
contenido de clorofila que puede ser causado por una disminucién de la biosintesis de
clorofila, la degradacién del pigmento o su efecto combinado bajo estrés térmico (Fahad et
al.,, 2017). Sin embargo, las plantas de arroz tratadas principalmente con CK y BR
aumentaron la concentracion de pigmento fotosintético de las hojas bajo estrés térmico.
Jesperseny Huang (2015) y Thussagunpanit et al., (2015) encontraron resultados similares
donde observaron que los valores de clorofila de las hojas aumentaron después de la
aplicacion de hormonas zeatina y epibrasinolide en plantas de pasto rastrero y arroz
expuestas a estrés térmico, respectivamente. Una explicacién plausible de por qué CK y
BR ayudaron al contenido de clorofila de la hoja bajo estrés térmico combinado es porque
CK puede regular el inicio de la induccién continua de los promotores de expresion (como
el promotor activado por senescencia (SAG12) o el promotor HSP18), reduciendo la
pérdida de clorofila de la hoja, retrasando la senescencia de las hojas y mejorando la
resistencia al calor de las plantas (Liu et al., 2020). BR puede proteger la clorofila de las
hojas y mejorar el contenido de clorofila de las hojas activando o induciendo la sintesis de
enzimas involucradas en la biosintesis de clorofila bajo estrés (Sharma et al., 2017,
Siddiqui et al., 2018). Finalmente, ambas hormonas vegetales (CK y BR) también ayudan
a la expresion de proteinas de choque térmico, mejorando diferentes procesos de
aclimatacion metabdlica como el aumento de la biosintesis de clorofila (Sharma et al.,
2017; Liu et al., 2020).

Los parametros de fluorescencia de la clorofila a son una técnica rapida y no destructiva
gue permite estimar la tolerancia o aclimatacion de la planta a condiciones de estrés

abidtico (Chaerle et al., 2007; Kalaji et al., 2017). Se han utilizado parametros como la
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relacion F./Fn como indicadores de aclimatacion de la planta a condiciones estresantes
(Alvarado-Arias et al., 2017; Chavez-Arias et al., 2020). En esta investigacion, las plantas
del tratamiento SC mostraron los valores mas bajos de esta variable, principalmente en las
plantas de arroz 'F2000'. Yin y Col. (2010) también encontraron que la relacion Fu/Fn
disminuyd significativamente a temperaturas superiores a 35 °C en las hojas de arroz al
maximo de macollamiento. Segun Feng et al. (2014), una relacion F./Fn baja bajo estrés
térmico sugiere una disminucién en la captura y tasa de conversion de la energia de
excitacion por los centros de reaccién del PSII, lo que indica la desorganizacion de los
centros de reaccion del PSIl bajo condiciones de estrés térmico. Esta observacion nos
permite inferir que el desorden en la maquinaria fotosintética parecié ser mas pronunciado

en cultivares sensibles (Fedearroz 2000) que en los resistentes (Fedearroz 67).

El uso de CK o BR mejord principalmente la eficiencia de PSIl bajo estrés térmico
combinado. Assagunpanit et al., (2015) obtuvieron resultados similares, quienes
observaron que la aplicacién de BR mejor6 la eficiencia del PSII bajo estrés térmico en
plantas de arroz. Kumar et al., (2020) también encontraron que las plantas de garbanzo
tratadas con CK (6-Benciladenina) y expuestas a estrés térmico aumentaron la relacién
F./Fm, concluyendo que la aplicacion foliar de CK ayudoé a la actividad de PSII al activar la
operacion del ciclo de la zeaxantina. Ademas, las aplicaciones foliares de BR favorecieron
la maquinaria fotosintética del PSII en condiciones de estrés combinado, lo que sugiere
gue la aplicacion de esta hormona vegetal resulté en una menor disipaciéon de la energia
de excitacion en las antenas del PSIl y promovio la acumulacién de pequefas proteinas

cloroplasticas de choque térmico (Ogweno et al., 2008; Kothari y Lachowiec, 2021).

El contenido de MDA vy prolina generalmente aumentd cuando las plantas estaban bajo
estrés abidtico en comparacion con las plantas cultivadas en condiciones Optimas.
Estudios previos también identificaron que los niveles de MDA y prolina son mecanismos
bioquimicos utilizados para comprender el proceso de aclimatacion o el efecto de las
practicas agronémicas en plantas de arroz bajo altas temperaturas diurnas o nocturnas
(Alvarado-Sanabria et al., 2017; Quintero-Calderon et al., 2021). Esos estudios también
informaron que los contenidos de MDA y prolina eran generalmente mas altos en las
plantas de arroz expuestas a altas temperaturas diurnas o nocturnas, respectivamente. Sin
embargo, la aplicacion foliar de CK'y BR ayud6 a disminuir MDA y aumentar los niveles de

prolina, principalmente en el genotipo tolerante (Fedearroz 67). Las aplicaciones de CK
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podrian ayudar a la sobreexpresion de citoquinina oxidasa / deshidrogenasa que aumenta
el contenido de compuestos protectores como betaina, prolina, etc. (Liu et al., 2020). Los
BR promueven la induccién de osmoprotectores como betainas, azUcares y aminoacidos,
incluida la prolina libre, manteniendo el equilibrio osmético celular en muchas condiciones

ambientales desfavorables (Kothari y Lachowiec, 2021).

El indice de estrés del cultivo (CSI) y el indice de tolerancia relativa (IRT) se utilizan para
determinar si los tratamientos evaluados ayudan a mitigar diferentes estreses (abiéticos y
biéticos) y tienen un efecto positivo en la fisiologia de la planta (Castro-Duque et al., 2020;
Chavez-Arias et al., 2020). Los valores de CSI pueden oscilar entre cero y uno, lo que
representa las condiciones no estresadas y estresadas, respectivamente (Lee et al., 2010).
Los valores de las plantas con estrés térmico (SC) mostraron un CSl entre 0,8 y 0,9 (Figura
1.2C), lo que sugiere que las plantas de arroz se vieron afectadas negativamente bajo
estrés combinado. Sin embargo, las aplicaciones foliares de BR (0,6) o CK (0,6) causaron
principalmente una disminucion en este indice bajo estrés abidtico en comparaciéon con las
plantas de arroz SC. En las plantas de 'F2000', el IRT mostré un mayor aumento con el
uso de CK (97,69%) y BR (60,73%) en comparacién con SC (33,52%), lo que sugiere que
estos reguladores del crecimiento de las plantas también ayudaron a mejorar la tolerancia
del arroz al estrés térmico combinado. Estos indices se han sugerido para el manejo de
situaciones estresantes en diferentes especies. Estudios realizados por Lee et al., (2010)
mostraron que dos cultivares de algodén bajo estrés hidrico moderado tenian un CSI
alrededor de 0.85, mientras que cultivares bien irrigados registraron valores de CSI entre
0.4y 0.6, concluyendo que este indice es un indicador de la adaptabilidad del cultivar a las
condiciones de estrés hidrico. Ademas, Chavez-Arias et al., (2020) evaluaron el efecto de
elicitores sintéticos como una estrategia para mitigar el estrés combinado en plantas de
uchuva, encontrando que las plantas rociadas con estos compuestos mostraron un IRT
mas alto (65%) en comparacion con las plantas solo expuestas al estrés combinado (estrés
biético y abiético). Con base en lo anterior, el uso de CK y BR puede considerarse una
estrategia agrondémica para inducir la tolerancia del arroz al estrés térmico combinado, ya
gue estos reguladores del crecimiento de las plantas causaron respuestas bioquimicas y

fisiol6gicas positivas.

En los ultimos afios, los estudios de arroz en Colombia se han centrado en la evaluacion

de genotipos con resistencia a altas temperaturas diurnas o nocturnas utilizando rasgos
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fisiolégicos o bioguimicos (Sanchez-Reinoso et al., 2014; Alvarado-Sanabria et al., 2021).
Sin embargo, el analisis de técnicas practicas, econdmicas y rentables ha cobrado
importancia en los Ultimos afios para proponer un manejo integrado de cultivos para mitigar
los efectos de periodos combinados de estrés térmico en el pais (Calderén-Péez et al.,
2021; Quintero- Calderén et al.,, 2021). Por esta razoén, las respuestas fisiologicas y
bioguimicas de las plantas de arroz al estrés térmico combinado (40°C dia / 30°C noche)
observadas en este capitulo indican que las aplicaciones foliares de CK o BR pueden ser
una técnica apropiada de manejo del cultivo para mitigar los efectos adversos de periodos
moderados de estrés térmico. Estos tratamientos aumentaron la tolerancia (bajo CSl y alto
IRT) de los dos genotipos de arroz, mostrando tendencias comunes en las respuestas
fisiologicas y bioquimicas de las plantas bajo estrés térmico combinado. Las principales
respuestas de las plantas de arroz fueron una disminucién en gs, clorofila total, Chlay By
contenido de carotenoides. Ademas, las plantas registraron un aumento en el dafio del
PSII (reduciendo los valores de los pardmetros de fluorescencia de la clorofila como la
relacion Fu/Fn) y la peroxidacion lipidica. Por otro lado, estos efectos negativos fueron
mitigados y el contenido de prolina aumenté cuando las plantas de arroz fueron tratadas
con CKy BR (Figura 2.2).

En resumen, las respuestas fisiologicas y bioquimicas de este estudio revelaron que las
plantas de arroz Fedearroz 2000 eran mas susceptibles al periodo combinado de estrés
térmico que las plantas de arroz Fedearroz 67. Todos los reguladores de crecimiento
evaluados en esta investigacion (auxinas, giberelinas, citoquininas o brasinoesteroides)
demostraron un cierto nivel de mitigacion del estrés térmico combinado. Sin embargo, las
citoquininas y los brasinoesteroides indujeron una mejor aclimatacion de las plantas, ya
gque ambos reguladores de crecimiento aumentaron el contenido de clorofila, los
parametros de fluorescencia de la clorofila a, gs y CRA y disminuyeron el contenido de
MDA vy la temperatura del dosel, en comparacion con las plantas de arroz sin ninguna
aplicacion. Lo anterior nos permite concluir que el uso de reguladores de crecimiento
vegetal (citoquininas y brasinoesteroides) son una herramienta Gtil para manejar
condiciones de estrés térmico en cultivos de arroz cuando se esperan periodos de altas

temperaturas.
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2.El numero de aplicaciones foliar de dos de
reguladores crecimiento (citoquininas vs
brasinoesteroides) influye sobre Ila
aclimatacion de plantas de arroz a estrés
térmico combinado.

2.1 Resumen

El rendimiento del arroz ha disminuido debido a la variabilidad y el cambio climatico en
Colombia. Los reguladores de crecimiento de las plantas se han utilizado como estrategia
para mitigar el estrés por altas temperaturas en diferentes cultivos. Por lo tanto, el objetivo
de esta investigacion fue evaluar el efecto de diferente nimero aplicaciones foliares de dos
reguladores del crecimiento (CK y BR) sobre los parametros fisiolégicos (conductancia
estomatica, fluorescencia de clorofila y contenido relativo de agua) y bioquimicos
(pigmentos fotosintéticos, malondialdehido y contenido de prolina) en dos estados de
desarrollo de un genotipo comercial de arroz (Maximo macollamiento e inicio de floracion)
sometidos a un estrés térmico combinado (altas temperaturas diurnas / nocturnas);
asimismo evaluar el efecto de las citoquininas (Trans-Zeatina a una concentracion de 1 x
10°M) y brasinoesteroides (Espirostan-6-ona, 3,5-dihidroxi-, (3b, 5a, 25R) a una
concentracion de 5 x 107° M) en diferente parametros fisiolégicos y de caracteristicas de
la panicula en las etapas de inicio de floracién y llenado de grano de las plantas de arroz.
Se llevaron a cabo tres experimentos separados utilizando plantas del genotipo Fedearroz
2000 (‘'F2000). Los ensayos se analizaron como experimentos separados. Los
tratamientos establecidos para los dos primeros experimentos fueron los siguientes: : i)
Control absoluto (AC), ii) control de estrés (SC), iii) estrés térmico + una aspersion foliar
de CK (CK1), iv) estrés térmico + dos aplicaciones foliares de CK (CK2), v) estrés térmico

+ tres aplicaciones foliares de CK (CK3), vi) estrés térmico + una aspersion foliar de BR
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(BR1), vii) estrés térmico + dos aplicaciones foliares de BR (BR2) o viii) estrés térmico +
tres aplicaciones foliares de BR (BR3). Para el tercer experimento los tratamientos fueron
los siguientes: i) Control absoluto (AC), ii) control de estrés (SC), iii) estrés térmico + tres
aplicaciones foliares de CK (CK3), iv) estrés térmico + tres aplicaciones foliares de BR
(BR3). El uso de tres aplicaciones de CK mejoraron el contenido total de clorofila en ambas
etapas fenoldgicas (3.39 y 3.63 mg g* de peso fresco en las etapas fenoldgicas V5 y R2,
respectivamente) en comparacion con las plantas SC (2.80 y 3.04 mg g* de peso fresco
en las etapas fenologicas V5 y R2, respectivamente). El uso de tres aplicaciones foliares
de CK y BR también mejoré la conductancia estomética en ambas etapas fenologicas en
comparacion con su control sometido a estrés térmico (550 y 420 mmol m-2s-1 frente a
150 mmol m-2s-1 para V5 respectivamente; 430 y 750 mmol m-2s-1 frente a 200 mmol m-
2s-1 para R2 respectivamente). Las aplicaciones foliares de CK y BR redujeron la
temperatura del dosel de la planta entre 2 y 3 ° C y el contenido de MDA en plantas
sometidas a estrés térmico. Por otro lado, el contenido de prolina aument6é con las
aplicaciones de CK y BR El indice de tolerancia relativo sugiere que tres aplicaciones
foliares de CK (108.18% para V5y 44.49% para R2) y BR (98.53% para V5 y 77.31% para
R2) ayudaron a mitigar el estrés térmico combinado en ambas etapas fenologicas. Por otro
lado, las aplicaciones de CK y BR en plantas sometidas a estrés térmico combinado en las
etapas de floracién y llenado de grano generaron un aumento en la fotosintesis, y
mejoraron las caracteristicas de la panicula como el nimero de espiguillas llenas y el
porcentaje de vaneamiento. En conclusion, las aplicaciones foliares de BR o CK pueden
considerarse una estrategia agronémica para ayudar a mejorar el efecto negativo de las
condiciones combinadas de estrés térmico sobre el comportamiento fisiol6gico de las

plantas de arroz durante diferentes etapas fenoldgicas.

2.2 Introduccidn

El arroz es un cultivo alimentario fundamental, el cual es producido en muchos paises del
mundo y alimenta una gran parte de la poblacion mundial (IRRI, 2006; Kaur y Pati, 2017).
El cultivo es importante desde el punto de vista de la seguridad alimentaria mundial porque
es consumido por la mayoria de las personas en condicién de pobreza del mundo (Samal
y Babu, 2018). La demanda de arroz se espera que aumente con el crecimiento de la

poblacion para el afio 2050 y llegue a valores de 607 millones de toneladas basados en el
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consumo actual (Samal y Babu, 2018; Gérardeaux et al. 2021). Asimismo, el cultivo de
arroz a nivel local presenta un gran valor econémico debido a su alto consumo y grandes
extensiones por el territorio colombiano (Garcés, 2020). En Colombia, el arroz ocup6
617,934 ha con un volumen de produccion nacional de 2,937,840 t y un rendimiento
promedio de 5.02 t ha* en 2020 (Fedearroz, 2021).

El cambio climatico ha generado un incremento de la temperatura, exponiendo a la mayoria
de los cultivos (incluido el arroz) a condiciones de estrés térmico en sus etapas fenologicas
sensibles (Stocher et al, 2013; Sharma et al., 2017). El aumento de las temperaturas ha
generado una disminucién entre un 6-7% sobre la produccion de los cultivos de arroz en
los ultimos afios (Lesk et al., 2016). Ademas, fenbmenos de variabilidad climéatica (como
el fenémeno del Nifio Oscilacion del Sur (ENSO)) también pueden generar episodios de
estrés térmico en algunas regiones generando afectaciones a los cultivos (Lizumi et al.,
2014; Amanullah et al., 2017). En Colombia, las areas productoras de arroz esperaran
aumentos en las temperaturas entre 2 'y 2.5 °C para 2050, lo que reducira los rendimientos
de arroz y tendra un impacto en los flujos de productos agricolas a los mercados y cadenas

de suministro (Castro-Llanos et al., 2019).

Las altas temperaturas, en general, son perjudiciales para la mayoria de los procesos
fisiologicos como la apertura de estomas, la fotosintesis, el crecimiento y el rendimiento
del grano (Ahammed et al., 2014). Los estudios de estrés por altas temperaturas se han
centrado principalmente en la etapa reproductiva debido a su alta sensibilidad y la relacién
entre el comportamiento de la hoja bandera del arroz y el rendimiento del grano (Das et
al., 2014; Hatfield y Prueger, 2015; Wu et al., 2016). En este aspecto, se ha estudiado
como el funcionamiento de la hoja bandera es afectado por el estrés, principalmente, en la
etapa reproductiva del arroz (Restrepo y Garces, 2013). Karwa et al. (2015) observaron
gue las propiedades de intercambio gaseoso de la hoja bandera (previo a la entrada del
estado reproductivo) de dos cultivares de arroz disminuyeron cuando las plantas eran
sometidas a condiciones de estrés térmico. También, se ha reportado que las plantas de
arroz sometidas a condiciones de estrés térmico combinado (altas temperaturas diurnas y
nocturnas) se afectan diferentes factores fisioldgicos y bioquimicos en las hojas banderas
como la tasa fotosintética, los contenidos de clorofilas, los parametros de fluorescencia de

la clorofila a y la peroxidacion lipidica (Zhang et al., 2015).
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El uso de reguladores de crecimiento o bioestimulantes se han evaluado como una
estrategia de manejo agronémico para mitigar los efectos negativos ocasionados por el
estrés térmico durante los ultimos afios (Peleg y Blumwald, 2011; Ahammed et al., 2014:
Quintero-Calderén et al., 2021). Fahad et al. (2015) observaron que el uso de reguladores
de crecimiento (entre ellos brasinoesteroides) ayudé a una aclimatacion a la condiciéon de
estrés térmico, mejorando la conductancia estomatica, fotosintesis y transpiracion en
plantas de arroz. Kosakivska et al. (2022) también encontraron que aplicaciones exdgenas
de citoquininas favorecieron la conductancia estomatica, la fotosintesis y diferentes
pigmentos fotosintéticos en diferentes cereales sometidos a estrés térmico. En Colombia,
estudios previos han mostrado que las aplicaciones foliares de brasinoesteroides o
bioestimulantes (con citoquininas en su formulacién) mitigaron los efectos del estrés
térmico en plantas de arroz porque mejoraron las propiedades de intercambio de gases de

las hojas, el contenido de clorofila y prolina (Quintero-Calderon et al., 2021).

Las citoquininas (CK) son reguladores del crecimiento que generan respuestas a los
efectos adversos ocasionados por estreses abidticos y bidticos en las plantas, siendo una
herramienta a considerar para mitigar los dafios causados a los mecanismos fisiol6gicos y
bioguimicos de estas (Veselov et al. 2017). Se ha reportado que el nimero de aplicaciones
exbégenas de CK es un factor para tener en cuenta en la reduccion de los dafios causados
por altas temperaturas (Veselov et al. 2017; Zhen et al.,2020). Por ejemplo, se ha
observado que tres aplicaciones foliares de citoquininas en diferentes etapas de desarrollo
retardaron la senescencia de las hojas y mejoraron la tolerancia al estrés térmico mediante
un aumento de las actividades antioxidantes y disminucion de la peroxidacion lipidica en
pasto rastrero (Agrostis stolonifera) (Veerasamy et al., 2007). Wu et al., (2016) también
encontraron que dos aplicaciones de 6-benzylaminopurine mejoraron su actividad
fisiologica bajo una condicion de estrés en una variedad de arroz susceptible al estrés
térmico. También, se ha reportado que una sola aplicacion de CK (zeatina) ayudo a la
actividad antioxidante y sintesis de diferentes enzimas, disminuyendo el dafio de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la produccién de malondialdehido (MDA) en

garbanzo bajo estrés térmico (Kumar et al., 2020).

Los brasinoesteroides (BR) son reguladores del crecimiento que se han también utilizado
para mitigar los efectos de diferentes estreses abidticos, entre ellos, el estrés por altas

temperaturas (Kothari y Lachowiec, 2021). Thussagunpanit et al. (2015) mostraron que
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cuando se realizaba una aplicacién exdégena de BR generaba tolerancia al estrés térmico
mediante proteccion a la maquinaria fotosintética (favorecer la tasa de fotosintesis y la
conductancia estomatica y disminuir la fotoinhibicién) en plantas de arroz durante la etapa
reproductiva. También, se observé que una aplicacion exdgena de BR acelero el proceso
de aclimatacion a altas temperaturas y genero termotolerancia porque aumento la tasa de
supervivencia de plantulas de trigo (Hairat et al., 2015). En la misma investigacién, Hairat
et al. (2015) también reportan una mejora sobre la tasa de fotosintesis y disminucién del
dafio de la membrana en las plantas expuestas al estrés térmico y tratadas con BR en
comparacion con las plantas no tratadas. Un estudio realizado por Sonjaroon et al. (2018)
también se observo que plantas de arroz tratadas con una aplicacién de 7,8-dihidro-8a-20-
hidroxiecdisona (aDHECD, 0,0001 pM) (brasinoesteroide sintético) aumentaron sus
pardmetros fotosintéticos bajo un estrés térmico en comparacion a plantas no tratadas y

estresadas.

Los cultivos de arroz han sufrido recientemente periodos de altas temperaturas diurnas y
nocturnas debido al cambio y la variabilidad climatica en diferentes regiones del mundo
(incluido Colombia) (Sharma et al., 2017; Garcés, 2020). El uso de diferentes tipos de
bioestimulantes (entre ellos compuestos con nutrientes y reguladores de crecimiento) se
ha evaluado como una estrategia agronémica para mitigar el estrés térmico en areas de
cultivo de arroz recientemente a nivel local y mundial (Sonjaroon et al., 2018; Calderén-
Paez et al., 2021; Quintero-Calderdn et al.,, 2021). Por otra parte, el uso de variables
bioquimicas (sintesis de malondialdehido y prolina) y fisiologicas (temperatura del dosel
de la hoja, conductancia estomatica, parametros de fluorescencia de la clorofila, contenido
relativo de clorofila y agua,) han sido herramientas para evaluar la eficiencia de
tratamientos para mitigar los dafios del estrés térmico (Fahad et al.,2015; Sarsu et al.,
2018). El uso de aplicaciones foliares de CK y BR es una herramienta que puede ayudar
en la mitigacion del estrés térmico; sin embargo, la efectividad de esta técnica puede estar
condicionada a parametros como: la concentracién del compuesto o el nimero de
aplicaciones por ciclo de cultivo o la etapa de desarrollo donde se aplica (Kothari y
Lachowiec, 2021). Por lo tanto, el objetivo de esta investigacién fue evaluar el efecto de
diferente nimero aplicaciones foliares de dos reguladores del crecimiento (CK y BR) sobre
los parametros fisiolégicos (conductancia estomética, fluorescencia de clorofila y contenido
relativo de agua) y bioquimicos (pigmentos fotosintéticos, malondialdehido y contenido de

prolina) en dos estados de desarrollo de dos genotipos comerciales de arroz sometidos a
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un estrés térmico combinado (altas temperaturas diurnas / nocturnas); como también el
efecto de las citoquininas y brasinoesteroides en diferente pardmetros fisiologicos y de
caracteristicas de la panicula en las etapas de inicio de floracion y llenado de grano de las
plantas de arroz.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Material vegetal y condiciones generales de crecimiento

En esta investigacion se realizaron tres experimentos separados. Se utilizaron semillas de
arroz del genotipo Fedearroz 2000 (F2000: genotipo liberado en la Gltima década del siglo
XX por su tolerancia al virus de la hoja blanca (VHB)) en las tres pruebas. Este genotipo
es ampliamente cultivado por agricultores colombianos y en el capitulo anterior mostré una
mayor susceptibilidad al estrés térmico. Las semillas se sembraron en bandejas de 10 L
(39,6 cm de largo x 28,8 cm de ancho x 16,8 cm de alto) que contenian un suelo franco
arenoso con un 2% de materia organica (suelo proveniente del Centro Experimental Las
Lagunas). Se plantaron cinco semillas pregerminadas en cada bandeja. Las bandejas para
el primer experimento (E1) se colocaron en un invernadero en la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, campus Bogota (43 ° 50'56” N, 74 °
04'051” W), a una altitud de 2556 metros sobre el nivel del mar (msnm), entre diciembre
de 2020 y febrero de 2021. Las condiciones ambientales en el invernadero durante este
ensayo fueron las siguientes: temperatura media diurna 30 °C, temperatura media
nocturna 25 °C, 60% -80% de humedad relativa, y un fotoperiodo natural de 12 h (radiacion
fotosintéticamente activa de 1500 umol (fotones) m ~2 s ~* al mediodia).

El segundo (E2) y tercer experimento (E3) se llevaron a cabo en condiciones de casa de
mallas en el centro de investigacion “Las Lagunas” de la Federacion Nacional de Arroceros
(Fedearroz) ubicado en Saldafia (Colombia) (3°54'46 " N; 74°59'7 " W) entre diciembre de
2020 hasta abril de 2021 y entre agosto y noviembre de 2021 para E2 y E3,
respectivamente. Las condiciones ambientales a lo largo de los experimentos fueron las
siguientes: temperatura media diurna de 33°C, temperatura media nocturna de 24°C,
humedad relativa del 77% y fotoperiodo natural de 12 horas. Los valores anteriores fueron
registrados por una estacion meteorologica (Davis Vantage Pro-2 Plus, NSW, AUS)

ubicada en el &rea del experimento. Las plantas fueron fertilizadas a los 20 dias después
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de la emergencia de la semilla (DDE) en los tres experimentos, siguiendo las cantidades
de cada elemento segun Sanchez et al. (2019) en los experimentos 2 y 3: 670 mg de N
por planta, 110 mg de P por planta, 350 mg de K por planta, 68 mg de Ca por planta, 20
mg de Mg por planta, 20 mg de S por planta, 17 mg de Si por planta, 10 mg de B por planta,
17 mg de Cu por planta y 44 mg de Zn por planta.

Las plantas de arroz se mantuvieron en esas condiciones generales de crecimiento hasta
47 DDE cuando alcanzaron la etapa fenoldgica V5 durante ese periodo. Diferentes
estudios han mostrado que en esta etapa fenolégica es un momento oportuno para
establecer ensayos en estrés térmico en plantas de arroz (Sanchez-Reinoso et al., 2014;
Alvarado et al.,, 2017). Por otro lado, el inicio de los tratamientos de estrés térmico
combinado se establecio a los 80 DDE (R2-inicio de floracion) en el segundo experimento.
Con respecto al E3, las plantas de arroz también se mantuvieron en las condiciones de
casa de malla hasta los 80 DDE donde alcanzaron la etapa fenolégica R2 (inicio de
floracién) en este momento un primer grupo de plantas entraron a estrés térmico
combinado. Luego, un segundo grupo de plantas era también sometido a condiciones de
estrés combinado a los 100 dias cuando se encontraban en la etapa fenoldgica R8 (llenado
de grano). En los experimentos 2 y 3, las plantas solamente tuvieron la macolla principal
con su respectiva hoja bandera. Finalmente, los periodos de estrés en las pruebas con
plantas adultas se seleccionaron porque la literatura reporta que las plantas de arroz son
mas sensibles a los efectos del estrés térmico en estas etapas fenoldgicas (reproductiva y

maduracion) (Restrepo y Garces, 2013; Alvarado et al., 2017; Alvarado et al., 2021).

2.3.2 Primer experimento (E1): Evaluacion del numero de
aplicaciones foliares de citoquininas y brasinoesteroides
en plantulas de arroz (genotipo F2000) para mitigacion de
los efectos del estrés térmico combinado.

Un experimento preliminar fue desarrollado con el proposito de evaluar el efecto del
namero de aplicaciones (1, 2 o 3 aplicaciones) foliares de dos fitohormonas (citoquininas
vs. Brasinoesteroides) sobre la mitigacién de un estrés térmico combinado en estado de
plantula. Los compuestos a aplicar con las aplicaciones foliares fueron determinados con
base a los resultados obtenidos en el capitulo previo. En este ensayo, plantas de arroz del
genotipo F2000 se dividieron inicialmente en ocho diferentes grupos de tratamientos donde

se combinaban condiciones de estrés térmico y numero de aplicaciones de las hormonas
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usadas. Al final, los grupos de tratamiento establecidos fueron los siguientes: i) Control
absoluto (AC), ii) control de estrés (SC), iii) estrés térmico + una aspersion foliar de CK
(CK1), iv) estrés térmico + dos aplicaciones foliares de CK (CK2), v) estrés térmico + tres
aplicaciones foliares de CK (CK3), vi) estrés térmico + una aspersion foliar de BR (BR1),
vii) estrés térmico + dos aplicaciones foliares de BR (BR2) o viii) estrés térmico + tres

aplicaciones foliares de BR (BR3).

Las aplicaciones foliares con citoquininas se usé una trans-zeatina con una pureza del
97% a una concentracion de a 1x10° M (AK Scientific, Union City, CA, USA). Mientras, las
aplicaciones de brasinoesteroides se emplearon un brassinoesteroide analogo ((25 R) —
3B. 5a — dihydroxy-spirostan-6-ona) a una concentracion de 5x10° M (Biomex DI-31,
Minerales exclusivos S.A., Colombia). Las dosis usadas fueron empleadas en la
investigacion anterior donde mostraron un efecto positivo en la mitigacion del estrés
térmico combinado en las hojas de arroz. Por otro lado, las aplicaciones foliares de los
reguladores de crecimiento se realizaron mediante el uso de un atomizador con un
volumen de aplicacién de 25 ml por planta, mojando tanto la haz y el envés de la hoja. Las
plantas del control absoluto (AC) y control estresado (SC) solo se asperjaron con agua
destilada. Todas las aplicaciones se realizaron a las 09:00 h. Finalmente, las plantas se
dispusieron en un disefio completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento y
cada repeticion consistia en una planta. Cada planta se utiliz6 como unidad de muestreo
para las respectivas lecturas de las variables determinadas al final del experimento

preliminar. El experimento durd 55 DDE.
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2.3.3 Segundo experimento (E2): Efecto de un namero diferente
de aplicaciones foliares de citoquininas o
brasinoesteroides sobre la hoja bandera a plantas de arroz
(genotipo F2000) para mitigacion de los efectos del estrés
térmico combinado.

Plantas de arroz del genotipo Fedearroz 2000 también se usaron en esta prueba y se
dispusieron en ocho tratamientos diferentes como se hizo en el experimento preliminar
(E1). Esta prueba también tenia como objetivo estimar el efecto del nimero de aplicaciones
foliares de citoquininas o brasinoesteroides sobre el comportamiento fisiolégico de hojas
banderas sometidas a un estrés térmico combinado. Al final, los diferentes grupos de
tratamiento establecidos fueron los siguientes: i) Control absoluto (AC), ii) control de estrés
(SC), iii) estrés térmico + una aspersion foliar de CK (CK1), iv) estrés térmico + dos
aplicaciones foliares de CK (CK2), v) estrés térmico + tres aplicaciones foliares de CK
(CK3), vi) estrés térmico + una aspersion foliar de BR (BR1), vii) estrés térmico + dos
aplicaciones foliares de BR (BR2) o viii) estrés térmico + tres aplicaciones foliares de BR
(BR3). Los compuestos y dosis para las aplicaciones de citoquininas (CK) o
brasinoesteroides (BR) fueron los mismos utilizados en el experimento uno. El diferente
namero de aplicaciones foliares de los reguladores de crecimiento y tratamientos control
(agua destilada) se desarrollaron en maximo macollamiento, inicio de primordio floral o
embuchamiento, buscando que los momentos de aplicacién coincidieran con practicas
agronOmicas del cultivo. La aplicacion foliar de los tratamientos siguié la misma
metodologia indicada en el experimento uno. Todos los tratamientos se organizaron
también en un disefio completamente al azar con cinco repeticiones y cada repeticién
consistia en una planta. Cada planta se utiliz6 como unidad de muestreo para las
respectivas lecturas de las variables determinadas al final del experimento. El experimento
dur6 88 DDE.

2.3.4 Tercer experimento (E3): Evaluacion de tres aplicaciones
foliares de citoquininas o brasinoesteroides en plantas de
arroz (genotipo F2000) en dos etapas reproductivas
(floracion y llenado de grano) durante el estrés térmico
combinado.

Plantas de arroz del genotipo F2000 se sometieron a un estrés térmico combinado en dos

diferentes estados fenoldgicos (etapa reproductiva (R2) o maduracién (R8)) con el
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proposito de evaluar el efecto de tres aplicaciones foliares de CK o BR sobre las
propiedades de intercambio gaseoso de la hoja bandera y caracteristicas de la panicula.
Al final, ocho grupos de tratamiento fueron también establecidos: i) Control absoluto en
floracion o maduracion (AC), ii) control de estrés térmico en floracion o maduracion (SC),
iii) estrés térmico combinado en floraciébn o maduracion + tres aplicaciones foliares de CK
(CK3), iv) estrés térmico combinado en floracién o maduracién + tres aplicaciones foliares
de BR (BR3). Los compuestos y dosis para las aplicaciones de citoquininas (CK) y
brasinoesteroides (BR) fueron los mismos utilizados en el experimento uno. El diferente
namero de aplicaciones foliares de los reguladores de crecimiento y tratamientos control
(agua destilada) se desarrollaron en maximo macollamiento, inicio de primordio floral o
embuchamiento, buscando que los momentos de aplicacién coincidan con practicas
agrondmicas del cultivo. La aplicacion foliar de los tratamientos siguié la misma
metodologia indicada en E1 y E2. Todos los tratamientos se organizaron en un arreglo
factorial donde el factor principal era la imposicion del estrés en el estado fenolégico (R2 o
R8) y el factor secundario eran aplicaciones foliares. Cada tratamiento cont6 también con
cinco repeticiones y cada repeticién consistia en una planta. Cada planta se utiliz6 como
unidad de muestreo para las respectivas lecturas de las variables determinadas al final del
experimento. El experimento dur6é 120 DDE.

2.3.5 Tratamiento de estrés térmico combinado

Los tratamientos de estrés térmico combinado se llevaron a cabo en las siguientes fechas:
47 DDE para E1; 80 DDE para E2 'y 80 0 100 DDE para E3, respectivamente. Las plantulas
arroz (E1) se transfirieron del invernadero a cAmaras de crecimiento de 294 L de capacidad
(MLR-351H, Sanyo, lllinois, EE. UU.) a los 47 DDE. En el E2, las plantas de arroz de la
casa de mallas se dispusieron en camaras de crecimiento de 698 L de capacidad (KBW-
720, Binder, Germany) a los 80 DDE. Con respecto al E3, las plantas también se colocaron
en una Camara de 698 L a los 80 DDE o 100 DDE lo que corresponde a las etapas
fenolégicas R2 y R8, respectivamente. El situar el material vegetal en camaras de
crecimiento tenia el proposito de simular las condiciones de estrés térmico o continuar con
las condiciones ambientales previas. Para todos los experimentos, el tratamiento
combinado de estrés térmico se establecié configurando las camaras con las siguientes

temperaturas dia / noche: un periodo de alta temperatura diurna (40 ° C durante 5 horas
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(de 11:00 a 16:00)) y nocturno (30 ° C durante 5 horas (de 19:00 a 24:00)) durante 8 dias
consecutivos. Las temperaturas de estrés y el tiempo de exposicion se seleccionaron en
base a estudios previos (Sanchez-Reinoso et al., 2014; Alvarado-Sanabria et al., 2017).
Por otro lado, un grupo de plantas transferidas a la camara de crecimiento se mantuvo a
la misma temperatura del invernadero (30 ° C dia / 25 ° C noche) durante 8 dias

consecutivos (controles absolutos).

2.3.6 Variables determinadas en los experimentos 1y 2

Para los experimentos uno y dos se midieron las siguientes variables fisiologicas y

bioquimicas:

2.3.7 Conductancia estomatica

La conductancia estomatica (gs) se determind utilizando un porémetro portatil (SC-1,
METER Group Inc., EE. UU.) con un rango de 0 a 1000 mmol m~2? s 1 y una apertura de
la camara de muestra de 6,35 mm en ambos experimentos. Las medidas se tomaron
colocando el sensor del porémetro sobre una hoja madura completamente expandida de
la macolla principal de la planta. Se tomaron lecturas de gs entre las 11:00 y las 16:00 h en

tres hojas por planta en cada tratamiento y se promediaron los valores.

2.3.8 Temperatura de la hoja, contenido relativo de clorofila y
parametros de fluorescencia de clorofila a

La temperatura de la hoja, el contenido relativo de clorofila y los parametros de
fluorescencia de clorofila a (relacién de fluorescencia variable a maxima (F./Fm) y extincion
de fluorescencia de clorofila no fotoquimica (NPQ)) se midieron utilizando el equipo
MultispeQ v1 (Kuhigert et al., 2016; PhotosynQ, 2019) al final de cada experimento. Las
lecturas se desarrollaron segun el protocolo “Fotosintesis hoja MultispeQ v2.0”. Un sensor
en el MultispeQ detecta la radiacion ambiental fotosintéticamente activa (PAR) en el campo
y reproduce este valor PAR usando un LED interno. Cuando el sensor se coloca sobre la
hoja, la lectura comienza registrando la PAR local, la temperatura de la hoja, la temperatura
ambiente, el angulo de la hoja y la posicion. Después de un breve periodo de iluminacion

en el PAR ambiental medido, se registra el primer conjunto de mediciones épticas. Una
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vez completada, la hoja se expone a un periodo de alta PAR (2.000 pmol - m 2 . s 71,
equivalente a pleno sol) durante 10 s. Las mediciones Opticas se repiten a una PAR alta.
Luego, la hoja se adapta a la oscuridad (la luz actinica se apaga), con una luz de fondo
roja lejana débil durante 10 s. Se realiza un conjunto final de mediciones 6pticas para
evaluar la rapida disipacion de NPQT (Atsuko et al. 2021). La medicién de una sola hoja
tomé aproximadamente 120 segundos. Las lecturas se tomaron en las mismas hojas que

se utilizaron para las lecturas de gs.

2.3.9 pH, conductividad eléctrica, concentracion de nitrato,
calcio y potasio en la savia

Al final de los experimentos (55 DDE para el experimento 1, 88 DDE para el experimento
2), se recolectaron ocho vainas de hojas maduras de arroz de cada tratamiento para el
primer experimento; mientras, se utilizdé la vaina de la hoja bandera para el segundo
experimento. La savia se extrajo con el uso de una prensa mecénicay se colocaron cuatro
gotas de savia en los respectivos iondmetros (Horiba, Kyoto, JA) para determinar el PH,
conductividad eléctrica (mS cm?), nitrato (NOz en mg L), calcio (Ca ** en mg L-!) y potasio
(K “en mg L-1). Finalmente, se registraron cinco lecturas por tratamiento.

2.3.10 Indice de estrés del cultivo (CSI) e indice de tolerancia
relativa (IRT)
El calculo del CSI se utilizd la metodologia descrita por Gerhards et al., (2016) en ambos
experimentos. Se tomaron fotografias con una camara térmica (FLIR 2, FLIR Systems Inc.,
MA, US) con una precision de + 2 ° C al final del periodo de estrés de cada uno de los
experimentos. Se colocd una superficie blanca detras de las plantas para la fotografia. Del
mismo modo, se utilizaron dos plantas como patron de referencia. Estas plantas se
colocaron sobre una superficie blanca; una de ellas se cubrié con un adyuvante agricola
(Agrotin, Bayer CropScience, Colombia) para simular la apertura total de estomas (patron
hamedo (Twet)), y el otro fue una planta sin ninguna aplicacion (patrén seco (Tdry))
(Castro-Duque et al., 2020). La fotografia se tomé con 1 m entre la camara y la maceta.

Con las fotografias obtenidas, se calcul6 el CSlutilizando la siguiente ecuacion (1).
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__ Tleaf — Twet

CSI = Ecuacion(1)
Tdry — Twet

El indice de tolerancia relativa se calcul6 indirectamente para determinar la tolerancia de
los genotipos tratados evaluados en esta investigacion, utilizando gs de plantas con estrés
térmico combinado con respecto a plantas control (plantas sin tratamiento de estrés y
aplicacion de reguladores de crecimiento). IRT se obtuvo utilizando la ecuacion (2)
adaptada de Chavez-Arias et al., (2020).

IRT = (g, plantas sometidas a estrés térmico/ g; plantas no sometidas a estrés térmico) * 100

Ecuacion 2

Todas las variables fisiologicas descritas anteriormente se determinaron y registraron a los
55 DDE en el primer experimento utilizando hojas completamente expandidas recolectadas
de la parte superior del dosel. Para el segundo experimento, las variables descritas
anteriormente se determinaron y registraron a los 80 (inicio del estrés), 88 (finalizacion del
estrés) y 96 DDE (periodo de recuperacién) utilizando la hoja bandera de cada planta.
Asimismo, las mediciones se realizaron dentro de la camara de crecimiento para evitar
alterar las condiciones ambientales en las que se encontraban las plantas en ambas

pruebas.

2.3.11 Variables bioquimicas: pigmentos fotosintéticos
foliares, peroxidacién lipidica (malondialdehido-MDA) y

prolina

Se recolectaron aproximadamente 800 mg de peso fresco de hojas para las variables
bioquimicas en cada uno de los experimentos a los 55 DDE para el experimento 1 y 88
DDE para el experimento 2. Luego, las muestras de hojas se homogeneizaron en nitrégeno
liguido y se almacenaron para su posterior analisis. El método de determinacion espectral
utilizado para estimar el contenido de clorofila a, b y carotenoides en el tejido se baso en
la metodologia y las ecuaciones descritas por Wellburn (1994). Se recolectaron muestras
de tejido foliar (30 mg) y se homogeneizaron en 3 mL de acetona al 80%. Luego, las
muestras se centrifugaron (Modelo 420101, Becton Dickinson Primary Care Diagnostics,

US) a 5000 rpm durante 10 min para eliminar las particulas. El sobrenadante se diluyo
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hasta un volumen final de 6 ml afiadiendo acetona al 80% (Sims y Gamon, 2002). El
contenido de clorofila se determin6 a 663 (clorofila a) y 646 (clorofila b) nm, mientras que
los carotenoides se estimaron a 470 nm utilizando un espectrofotdmetro (Spectronic
BioMate 3 UV-vis, Thermo, US).

El método del acido tiobarbitarico (TBA) descrito por Hodges et al. (1999) se utiliz6 para
estimar la peroxidacion de lipidos de membrana (MDA). También se homogeneizaron
aproximadamente 0,3 g de tejido foliar en nitrdgeno liquido. Las muestras se centrifugaron
a 5000 rpm y luego se midieron las absorbancias a 440, 532 y 600 nm con el
espectrofotémetro. Finalmente, se utilizé6 un coeficiente de extincién (157 M-ml™) para
obtener la concentracion de MDA.

El contenido de prolina se determind para todos los tratamientos utilizando el método
descrito por Bates et al. (1973). Se afiadieron 10 ml de una solucién acuosa al 3% de &cido
sulfosalicilico a las muestras almacenadas, que luego se filtraron con papel Whatman (No.
2). Posteriormente, se hicieron reaccionar 2 mL de este filtrado con 2 mL de acido
ninhidrina'y 2 mL de &cido acético glacial. La mezcla se coloco en un bafio de agua a 90 °
C durante 1 hora. La reaccion se detuvo mediante incubacion en hielo. La solucion
resultante se disolvié en 4 ml de tolueno agitando vigorosamente los tubos de ensayo
usando un agitador de vortice. Las lecturas de absorbancia se determinaron a 520 nm con
el mismo espectrofotébmetro utilizado en la cuantificacion de pigmentos fotosintéticos
(Spectronic BioMate 3 UV-Vis, Thermo, Madison, US).

2.3.12 Variables determinadas en el experimento 3.

Se midieron las siguientes variables fisiolégicas y caracteristicas de la panicula en el

experimento 3:
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2.3.13 Variables fotosintéticas: Fotosintesis (Pn),
transpiracion (E), conductancia estomética (gs), carbono
intercelular (Ci), uso eficiente del agua (UEA), eficiencia de
la carboxilacion (Pn/Ci), relacion Fv/Fm, quenching no
fotoquimico (NPQT).

Para realizar las mediciones de las variables fotosintéticas de la hoja se sigui6 la
metodologia descrita por Alvarado-Sanabria et al. (2017). Las mediciones del intercambio
de gases en las hojas se tomaron al finalizar el periodo de estrés al cual fueron sometidos
las plantas (88 DDE para las plantas de la etapa fenol6gica R2 y108 DDE para las plantas
de la etapa fenoldgica R8) utilizando un analizador de gases infrarrojo portétil (LI-6400XT;
LI-COR, Lincoln, NE) entre las 10:00 y las 15:00 h. Se seleccioné la hoja bandera de la
planta para realizar las lecturas de estas variables. Las hojas se adaptaron previamente al
medio circundante y no se toco la superficie de la hoja para evitar el cierre de los estomas
antes de las mediciones. Las variables medidas fueron las siguientes: La fotosintesis (Pn),
conductancia tomatal (gs), transpiracién (E) y concentracién de CO2 intercelular dentro de
la hoja (Cj). Durante las lecturas, las condiciones de la camara del LI-COR fueron las
siguientes: Una fuente de luz roja:azul (modelo 6400-02B LED; LICOR) suministré 1200
umol m™2 s PPFD, que es la saturacion de luz determinada con una curva de respuesta
de luz realizada antes del comienzo del experimento. Otros ajustes incluyeron un nivel de
referencia de CO, de 400 mmol mol™, una temperatura de cAmara constante de 27°C y un
caudal de gas de 400 mmol s™. Del mismo modo se calcul6 la eficiencia intrinseca del uso
del agua dada por la relaciéon (Pngs=UEA) y la eficiencia de carboxilacion (P./C;) (Flexas et
al., 2001).

Los parametros de fluorescencia de clorofila a (relaciéon de fluorescencia variable a maxima
(FW/Fm) y extincion de fluorescencia de clorofila no fotoquimica (NPQT) se midieron
utilizando el equipo MultispeQ v1 (Kuhlgert et al., 2016; PhotosynQ, 2019) al final de cada
periodo de estrés (88 DDE para las plantas de la etapa fenol6gica R2; 108 DDE para las

plantas de la etapa fenol6gica R8) usando la metodolgia descrita en el E2.
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2.3.14  Caracteristicas de la panicula

Las paniculas se cosecharon al final del ciclo de crecimiento del genotipo F2000 (120
DDE). Luego, se determinaron las siguientes caracteristicas de la panicula: Espiguillas
llenas, espiguillas vanas, espiguillas totales, porcentaje de vaneamiento.

2.3.15 Disefio experimental y analisis estadistico

Los datos de los tres diferentes experimentos se analizaron separadamente. Un disefio
completamente aleatorizado se utiliz6 para los E1 y E2, respectivamente; mientras, un
arreglo factorial (factor principal etapas fenoldgicas y factor secundario tratamientos de
aplicaciones foliares) se emple6 en el E3. Cada grupo de tratamiento constaba de cinco
plantas y cada planta era una unidad experimental en todos los experimentos. Se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) (P < 0.05) en cada experimento desarrollado. Cuando se
encontraron diferencias significativas, se utilizé la prueba comparativa post hoc de Tukey
a P < 0.05. Los valores porcentuales se transformaron utilizando la funcién arcoseno. Los
datos se analizaron utilizando el software Statistix v 9.0 (Analytical Software, Tallahassee,
FL, EE. UU.) y SigmaPlot (versiéon 10.0; Systat Software, San José, CA, EE. UU.) se utilizo

para las figuras.

2.4 Resultados.

2.4.1 Primer experimento: Evaluacion de un numero diferente de
aplicaciones foliares de citoquininas y brasinoesteroides
en plantas de arroz (genotipo F2000) en etapa vegetativa
durante el estrés térmico combinado.

2.4.1.1 Conductancia estomatica y temperatura de la hoja

Se encontraron diferencias (P < 0.01) entre los tratamientos sobre la gs (Figura 2.1A). Las
plantulas de arroz sometidas Unicamente a estrés térmico combinado (SC) mostraron los

valores de gs mas bajos (149,5 mmol m s't) comparadas al control absoluto (511 mmol
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m2 s?). Las plantas de arroz tratadas con el diferente nimero de aplicaciones foliares de
citoquininas (CK) o brasinoesteroides (BR)y sometidas a un estrés térmico combinado
registraron valores superiores a SC (entre 400 y 552,85 mmol m? s en todos los
tratamientos, siendo el valor mayor para CK3 (552,85 mmol m2 s?)). Por otro lado, la
temperatura de la hoja también mostré diferencias significativas entre tratamientos (P <
0.01) (Figura 2.1B). Tendencias opuestas fueron encontradas en esta vriable. El
tratamiento SC registré la temperatura mas alta de todos los tratamientos (36,21 °C). Las
temperaturas registradas para plantas con diferente nimero de aplicaciones foliares de CK
estuvieron entre 21 °C a 23 °C; mientras, las aplicaciones foliares con BR sus lecturas
oscilaron entre 23 ° C a 25 ° C. En estos casos, los valores estuvieron inferiores a los
registrados en el tratamiento SC. Finalmente, las temperaturas de las hojas observadas en
las plantas de arroz tratadas con estas dos hormonas se acercaron a los valores
registrados por AC (21,16 °C).
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Figura 2.1. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento (citoquininas o
brasinoesteroides) sobre la conductancia estomética (gs) (A) y la temperatura de la hoja (B) en
plantas de arroz del cultivar Fedearroz 2000 sometidas a un estrés térmico combinado (40 °/ 30 °C
dia / noche) a los 55 dias después de la emergencia (DDE). Los tratamientos evaluados fueron los
siguientes: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 1 aplicacion foliar de CK (CK1), 2
aplicaciones foliares de CK (CK2), 3 aplicaciones foliares de CK (CK3), 1 aspersién foliar de BR
(BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) o 3 aplicaciones foliares de BR (BR3). Cada columna

representa la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Las barras seguidas de letras diferentes
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indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras

iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas (< 0,05).

2.4.1.2 Relacion Fv/Fm, quenching no fotoquimico (NPQT) y
contenido de clorofila.

La relacion Fu/Fn mostré diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.01) como
se muestra en la Figura 2.2A. Las plantas estresadas sin ninguna aplicacion de
reguladores de crecimiento registraron la relacion F./Fn, mas baja (0,51); sin embargo, las
diferentes aplicaciones foliares de CK o BR ayudaron a mejorar esta variable, aumentando
esta relacion entre 0,67 a 0,71 para CK y 0,66 a 0,70 para BR, respectivamente. Los
valores anteriormente mencionados de los tratamientos fueron superiores a AC (0,63). El
guenching no fotoquimico (NPQT) mostré tendencias opuestas que la relacién F/Fy, donde
el valor mas alto se observd en las plantas del tratamiento SC. Ademas, no hubo
diferencias significativas entre las plantas de arroz tratadas foliarmente t con reguladores
y el control absoluto (0,95) (Figura 2.2B).Finalmente, el contenido de clorofila (unidades
SPAD)(Figura 2.2C) también disminuyd por el estrés térmico combinado en el tratamiento
SC, registrandose valores de 48,34. El diferente nimero de aplicaciones foliares con CK o
BR favorecio el contenido relativo de este pigmento en plantas de arroz bajo estrés térmico
combinado (53,38 para CK1, 49,62 para CK2, 54,05 para CK3, 54,50 para BR1, 55,22 para
BR2 y 53,61 para BR3). Las lecturas obtenidas de los tratamientos BR o CK fueron

similares a los obtenidos en plantas cultivadas en condiciones normales (AC) (52,86).
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Figura 2.2. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento (citoquininas o
brasinoesteroides) sobre la eficiencia maxima de PSIl (Fv/Fm) (A), quenching no fotoguimico (B) y
contenido de clorofila (C) en plantas de arroz del cultivar Fedearroz 2000 sometidas a un estrés
térmico combinado (40 ° / 30 °C dia / noche) a los 55 dias después de la emergencia (DDE). Los
tratamientos evaluados fueron los siguientes: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC),
1 aplicacién foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de CK (CK2), 3 aplicaciones foliares de CK
(CK3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) o 3 aplicaciones foliares
de BR (BR3). Cada columna representa la media de cinco datos * error estandar (n = 5). Las barras
seguidas de letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de

Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas (<
0,05).
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2.4.1.3 pH, conductividad eléctrica, concentracion de nitrato,
calcio y potasio en la savia

La variable pH mostré también diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.01)
(Figura 2.3A). El tratamiento que estuvo bajo estrés térmico combinado y no se aplicé
ningun regulador de crecimiento foliar (SC:6,44) mostré ligeramente valores superiores al
resto de tratamientos (AC: 6,14 y las diferentes aplicaciones foliares de CK o BR: entre 5,8
y 5,99). La conductividad eléctrica registré6 un comportamiento diferente en comparacion a
los datos al pH. En esta variable, el valor més alto se obtuvo en las plantas tratadas dos
veces con BR (BR2: 9,37 mS cm); mientras, el tratamiento CK1 (plantas estresadas con
dos aplicaciones de CK) registraron los menores valores (6,51 mS cm™). No se presentaron
diferencias significativas entre los demas tratamientos (valores oscilaron entre 7 mS cm?
a 8,5mS cm?) (Figura 2.3B).

Con respecto a la concentracién de nutrientes en savia, el nitrato (mg L?) mostré
diferencias significativas (P < 0.01) entre tratamientos (Figura 2.3C). Las plantas de arroz
de los tratamientos CK3, BR1 o BR3 registraron valores mas altos entre tratamientos
(407,5, 395 y 407,5 mg L1, respectivamente) seguidos por el resto de los tratamientos
incluyendo AC y SC (lecturas entre 185 a 240 mg L™). Por otro lado, el contenido de potasio
fue menor en plantas cultivadas en condiciones normales (AC) (2525 mg L?). Lecturas
intermedias se observaron en plantas de arroz bajo estrés térmico y sin aplicaciones
foliares (SC) (2812 mg L7); mientras, las plantas de arroz tratadas con diferentes
aplicaciones foliares de CK o BR estuvieron entre 2950 a 4625 mg L, siendo el tratamiento
BR2 el que present6 las mayores lecturas (4625 mg L) para este cation (Figura 2.3D).
Finalmente, los tratamientos CK2, BR2 y BR3 mejoraron la concentracién del calcio dentro
de la planta (36; 51,25 y 26,75 mg L™, respectivamente) (Figura 2.3E). Para el resto de los
tratamientos, los valores registrados estuvieron entre 7,75 a 19,25 mg L™ donde el Gltimo

dato hace referencia al tratamiento AC.
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Figura 2.3. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento (citoquininas o

brasinoesteroides) sobre el pH (A), la conductividad eléctrica (B), el contenido de nitrato (C), el

contenido de potasio (D) y el contenido de calcio (E) en plantas de arroz del cultivar Fedearroz 2000

sometidas a un estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche) a los 55 dias después de la

emergencia (DDE). Los tratamientos evaluados fueron los siguientes: control absoluto (AC), control

de estrés térmico (SC), 1 aspersion foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de CK (CK2), 3

aplicaciones foliares de CK (CK3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR

(BR2) o 3 aplicaciones foliares de BR (BR3). Cada columna representa la media de cinco datos +

error estandar (n = 5). Las barras seguidas de letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son

estadisticamente significativas (< 0,05).
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2.4.1.4 indice de estrés del cultivo (CSI) e indice de tolerancia
relativa (IRT)

El efecto del diferente numero de aplicaciones foliares de reguladores de crecimiento (BR
0 CK) y el estrés térmico combinado sobre el indice de tolerancia relativa (IRT) y el indice
de estrés de cultivo (CSI) se muestra en la Tabla 2.1. Se observaron diferencias sobre el
indice de estrés del cultivo (CSI) entre los diferentes tratamientos de las plantas de arroz
sometidas a la condicion de estrés (P < 0.01). Las plantas de arroz solo expuestas a estrés
térmico combinado mostraron los valores de indice de estrés mas altos (0,95). El CSl fue
menor (valores entre 0,1 y 0,45) cuando las plantas de arroz fueron tratadas con los
diferentes nimeros de aplicaciones de los reguladores de crecimiento. Finalmente, las
plantas de arroz cultivadas en condiciones éptimas mostraron un valor de 0,38. Por otro
lado, ElI IRT mostré un comportamiento similar al resto de variables fisiologicas,
observandose diferencias significativas (P < 0.01) entre tratamientos. Las plantas SC
mostraron una menor tolerancia que el resto de los tratamientos (29,25%). La aplicacion
foliar de hormonas vegetales mejoré la IRT en plantas expuestas a temperaturas
estresantes. Este efecto fue mas notorio en las plantas 'F2000' tratadas con tres
aplicaciones de CK (IRT de 108%), y con dos o tres aplicaciones de BR (IRT de 100% y

98,53% respectivamente).

Tabla 2.1. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre el
indice de estrés del cultivo (CSI) e indice de tolerancia relativa (IRT) en plantas de arroz
del cultivar F2000 sometidas a estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche) a los

55 dias después de la emergencia (DDE).
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Tratamientos CSl IRT (%)
Control Absoluto 038b e
Control estresado 0,95 a 29,25d

1 aplicacion de CK 0,23b 84,27 bc
2 aplicaciones de CK 0,29 b 70,72 ¢
3 aplicaciones de CK 0,19b 108,18 a

1 aplicacion de BR 0,30b 66,23 c
2 aplicaciones de BR 0,40b 100 ab
3 aplicaciones de BR 0,41b 98,53 ab

Significancia *H* *xk

Los tratamientos evaluados fueron: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 1
aspersion foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de CK (CK2), 3 aplicaciones foliares de CK
(CK3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) o 3 aplicaciones foliares
de BR (BR3). Los datos representan la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Los datos
seguidos de letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de
Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas

(=0.05). NS, *, ** 0 *** no significativo o significativo a P < 0.05, 0.01 0 0.001, respectivamente.

2.4.1.5 Variables bioquimicas: pigmentos fotosintéticos foliares,
peroxidacion lipidica (malondialdehido-MDA) y prolina

Las diferencias (P < 0.01) entre los tratamientos sobre el contenido foliar de pigmentos
fotosintéticos (clorofila y carotenoides) se muestran en la Tabla 2.2. Las altas temperaturas
(diurnas / nocturnas) causaron una degradacion sobre el contenido total de clorofila y
carotenoides. Las plantulas de arroz sin aplicaciones foliares de hormonas vegetales y
expuestas a un estrés térmico combinado mostraron una caida en el contenido de clorofila
ay b (para clorofila a y 0,67 mg g para clorofila b) en comparacién con las plantas
cultivadas en condiciones éptimas de temperatura (1,84 mg g* para clorofila a y 0,65 mg
g?! para clorofila b). En general, las aplicaciones foliares de CK o BR favorecieron la
sintesis de clorofilas bajo condiciones de estrés donde los tratamientos foliares de dos o
tres aplicaciones de CK o BR provocaron un aumento de esta variable en condiciones de

estrés térmico (2,0 a 3,93 mg g?)
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Los contenidos de MDA (P < 0.01) y prolina (P < 0.01) también mostraron diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos (Tabla 2.2). Las plantulas de arroz sin
aplicaciones foliares de hormonas vegetales y expuestas a un periodo corto de estrés
térmico combinado (40°/30°C dia/noche) también mostraron una mayor sintesis de MDA
(16,12 pmol g (PF)) en comparacién con las plantas cultivadas en condiciones éptimas
de temperatura o las plantas estresadas y tratadas con los diferentes nimeros de
aplicaciones de reguladores de crecimiento (valores entre 4,38 umol gty 7,7 umol gt (PF)
para el resto de los tratamientos). En general, la aplicacién de CK o BR en sus diferentes
momentos de aplicacién redujo la produccion de MDA (registrando valores entre 3,02 pumol
gt (PF)y 7,70 umol g* (PF) para en el contenido de MDA) bajo condiciones estresantes.
Con respecto el contenido prolina, las plantulas de arroz sin aplicaciones foliares de
hormonas vegetales mostraron un menor contenido de prolina (0,91 umol g* (PF)) en
comparacion con las plantas cultivadas en condiciones 6ptimas de temperatura (1,37 pmol
g! (PF))y el resto de los tratamientos en el experimento. Las plantulas de arroz sometidas
a estrés térmico y tratadas con una, dos o tres aplicaciones de CK mostraron un aumento
en el contenido de prolina mostrando valores entre 4,00 y 12,00 umol g* (PF). Los
tratamientos foliares de una o dos aplicaciones de BR provocaron un aumento de esta
variable en condiciones de estrés térmico (valores de 13,14 umol g* (PF) y 16,90 umol g*
(PF), respectivamente). El tratamiento foliar de tres aplicaciones de BR mostré la mayor
sintesis de prolina entre todos los tratamientos (18,86 umol g* (PF)).
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Tabla 2.2. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre las variables bioquimicas en plantas de arroz
del cultivar Fedearroz 2000 sometidas a estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche) a los 55 dias después de la emergencia
(DDE).

Tratamientos Chl a Chlb Chl total Cx+c MDA Prolina
mg g* (PF) mg g** (PF) mg g** (PF) mg g* (PF)  umol g-1 (PF) umol g-1 (PF)

Control Absoluto 2,24 ab 0,75 ab 2,99 ab 0,43 cd 4,38 b 1,37 c

Control estresado 2,13 bc 0,67 bc 2,80 bc 0,50 abc 16,12 a 091c
1 aplicacion de CK 1,49 e 0,59 cd 2,07d 0,28 f 6,36 b 11,63 ab
2 aplicaciones de CK 1,58 de 0,54 d 2,12d 0,34 ef 6,77 b 4,10 bc
3 aplicaciones de CK 2,57 a 0,81a 3,39a 0,58 a 3,02b 5,69 bc
1 aplicacion de BR 1,71 de 0,59 cd 2,29d 0,37 de 7,65b 13,14 ab
2 aplicaciones de BR 2,27 ab 0,73 ab 3,00 ab 0,52 ab 4,14 b 16,90 a
3 aplicaciones de BR 2,10 bc 0,66 bc 2,76 bc 0,48 bc 3,80 b 18,86 a

Significancia * ok ok * ok ok * ok ok * ok k * ok ok * %k %

Los tratamientos evaluados fueron: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 1 aspersion foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de
CK (CK2), 3 aplicaciones foliares de CK (CK3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) o 3 aplicaciones foliares de BR
(BR3). Los datos representan la media de cinco datos + error estdndar (n = 5). Los datos seguidos de letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas

(=0.05). NS, *, ** o *** no significativo o significativo a P < 0.05, 0.01 0 0.001, respectivamente.
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2.4.2 Segundo experimento: Evaluacion de un numero diferente
de aplicaciones foliares de citoquininas y
brasinoesteroides en plantas de arroz (genotipo F2000) en
etapa reproductiva durante el estrés térmico combinado.

2.4.2.1Conductancia estomatica y temperatura de la hoja

En este experimento, las variables de gs y temperatura foliar fueron registradas
previamente al periodo combinado de estrés térmico, cuando este periodo terming, y ocho
dias después del periodo de estrés (recuperacién). No se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos sobre la gs previo al periodo de estrés (Figura 2.4A).
Durante el periodo de estrés, las plantas de arroz solo sometidas a estrés térmico
combinado (SC) mostraron los valores de gs mas bajos (149.5 mmol m2 s1). Por otro lado,
las plantas de arroz tratadas con diferente himero de aplicaciones de citoquininas (CK)
registraron valores entre 350 a 555 mmol m? sy las aplicaciones con brasinoesteroides
(BR) entre 260 a 750 mmol m2 s%; sin embargo, los tratamientos con ambas hormonas
mejoraron sustancialmente la gs, pero estos valores no alcanzaron las lecturas observadas
en plantas cultivadas en condiciones normales (control absoluto (AC) 970.4 mmol m?2 s)
(Figura 2.4B). Después del periodo de recuperacion, las plantas de arroz tratadas con un
nuamero diferente de aplicaciones foliares tanto de CK o BR no presentaron diferencias
significativas en comparacion con AC. Finalmente, las hojas banderas del tratamiento SC
continuaron mostrando las menores lecturas de todos los tratamientos (397.75 mmol m
s) (Figura 2.4C).

La temperatura de la hoja también mostré diferencias significativas entre tratamientos (P <
0.01) durante los tres diferentes momentos de medicién (6D, E y F). Previo al inicio del
periodo combinado de estrés térmico, el tratamiento CK3 tuvo la temperatura mas baja
entre todos los tratamientos (28,4 °C); mientras, plantas de arroz SC registraron una de
las mayores temperaturas (34,3 °C). Las lecturas de los demas tratamientos (CK1, CK2,
BR1, BR2 y BR3) oscilaron entre 31 °C y 33,5 ° C. Por otro lado, la temperatura foliar de
las hojas banderas del tratamiento SC continuaron siendo mayores (37,1°C) durante el

periodo de estrés. Las aplicaciones con las diferentes hormonas (CK o BR) causaron una
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reduccion en la temperatura (oscilaron entre 34 ° C a 37 ° C), observandose que este grupo
de plantas tuvieron lecturas cercanas a las registradas en plantas de arroz sin estrés y no
tratadas (AC: 31,16 °C). A los ocho dias después del periodo de estrés (periodo de
recuperacion), las plantas de arroz tratadas con un numero diferente de aplicaciones
foliares de CK o BR registraron valores entre 33 ° C a 36 ° C similares a los obtenidos en
las hojas banderas de plantas AC (34 ° C). Finalmente, el tratamiento SC continué teniendo
la mayor temperatura foliar (38 °C) donde no se observa alguna variacién de esta variable
en el periodo de recuperacion con respecto al final del periodo de exposicion al estrés

térmico combinado.
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Figura 2.4. Efecto del nUmero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre la
conductancia estomatica (gs): periodo de estrés previo (A), durante el periodo de estrés (B),
después del periodo de estrés (C); y Temperatura de la hoja: periodo de estrés previo (D), durante
el periodo de estrés (E), después del periodo de estrés (F); en plantas de arroz del cultivar F2000
sometidas a estrés térmico combinado (40 ° / 30 ° C dia / noche) a los 88 dias después de la
emergencia (DDE). Los tratamientos evaluados fueron control absoluto (AC), control de estrés
térmico (SC), 1 aspersion foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de CK (CK2), 3 aplicaciones
foliares de CK (CK3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) y 3
aplicaciones foliares de BR (BR3). Cada columna representa la media de cinco datos + error
estandar (n = 5). Las barras seguidas de letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son
estadisticamente significativas (< 0,05).
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2.4.2.2Relacion Fv/Fm, quenching no fotoquimico (NPQT) y
contenido de clorofila.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos sobre la relacion Fu/Fn
antes del periodo de estrés (Figura 2.5A). Durante el periodo de estrés, las plantas de
arroz solo sometidas a estrés térmico combinado (SC) mostraron la relacion Fu/Fn mas
baja (0,57) (Figura 2.5B). Por otro lado, las plantas de arroz tratadas con brasinoesteroides
(BR) registraron valores entre 0,61 a 0,63; mientras, las citoquininas (CK) presentaron
valores entre 0,65 a 0,68, siendo el mayor valor el de las plantas tratadas con CK2 o CK3
(0,671 y 0,767, respectivamente). El valor obtenido para el control absoluto (AC) fue 0,60.
Ocho dias después del periodo de estrés, la mayoria de las plantas de arroz tratadas con
un numero diferente de aplicaciones foliares de CK o BR no presentaron diferencias
significativas en comparacién con AC (x0,65). El tratamiento SC continu6 mostrando el

menor valor de todos los tratamientos con una relacién de 0,51.

El quenching no fotoquimico (NPQT) también tuvo diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.01) durante los tres momentos de medicién. En el periodo previo al
estrés, plantas sometidas a altas temperaturas y tratadas con tres aplicaciones foliares de
CK presentaron el menor NPQT (0,50); mientras, las plantas expuestas al estrés (SC)
mostraron el mayor coeficiente (0,79). Con respecto a las plantas sometidas a estrés y
tratadas con BR, el NPQT registr6 valores entre 0,57 a 0,70. Al final del periodo de estrés
térmico combinado, el tratamiento SC continué mostrando el mayor valor (1,81) (Figura
2.5E). No se presentaron diferencias significativas entre el resto de los tratamientos sobre
dicho coeficiente (valores entre 0,80 a 1,22), indicando que las aplicaciones foliares
ayudaron a la presente variable en condiciones de estrés. Ocho dias después del periodo
de estrés, las plantas de arroz tratadas con un nimero diferente de aplicaciones foliares
de CK o BR registraron valores entre 1 a 1,5, presentandose lecturas similares a las plantas
AC (1,2). El tratamiento SC continu6 mostrando el mayor valor de todos los tratamientos

con una temperatura de 1,8 (Figura 2.5F).

El contenido relativo de clorofila (unidades SPAD) también mostré diferencias (P < 0.01)
debido a los diferentes tratamientos durante los tres momentos de medicion (7G, H, I).
Antes del periodo combinado de estrés térmico, las plantas de arroz tratadas con un
namero diferente de aplicaciones foliares de BR mostraron un mayor contenido de clorofila

gue el resto de los tratamientos (48,4 para BR1, 53,7 para BR2 y 50,7 para BR3). Para el
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resto de los tratamientos, los valores de contenido de clorofila estuvieron entre 42 a 45
unidades SPAD. Durante el periodo de estrés combinado, el tratamiento SC también
registré el contenido de clorofila més bajo (45,89). Los tratamientos tratados con las
diferentes aplicaciones de reguladores de crecimiento (CK o BR) presentaron un
incremento en el contenido de clorofilas posiblemente por un aumento en la sintesis de
estas. Los tratamientos AC y CK2 presentaron valores de 50,8 y 49,6 unidades SPAD,
respectivamente. Los tratamientos CK3, BR1, BR2 o BR3 registraron los valores mas altos
(oscilando entre 53,5 y 55 unidades SPAD). Ocho dias después del periodo de estrés, las
plantas de arroz que fueron tratadas con un nimero diferente de aplicaciones foliares de
CK o BR siguieron presentando valores mas altos que el tratamiento SC (= 48 unidades

SPAD), pero no alcanzaron los valores observados en el AC (51 unidades SPAD).
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Figura 2.5. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre la
eficiencia maxima de PSII (Fv/Fm): periodo de estrés anterior (A), durante el periodo de estrés (B),
después del periodo de estrés (C ), quenching no fotoquimico: periodo de estrés anterior (D),
durante el periodo de estrés (E), después del periodo de estrés (F), y contenido de clorofila: periodo
de estrés anterior (G), durante el periodo de estrés (H), después del periodo de estrés (l); en plantas
de arroz del cultivar F2000 sometidas a estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche) a los
88 dias después de la emergencia (DDE). Los tratamientos evaluados fueron control absoluto (AC),
control de estrés térmico (SC), 1 aspersion foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de CK (CK2),
3 aplicaciones foliares de CK (CK3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR

(BR2) y 3 aplicaciones foliares de BR (BR3). Cada columna representa la media de cinco datos *
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error estdndar (n = 5). Las barras seguidas de letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son
estadisticamente significativas (< 0,05).

2.4.2.3 pH, conductividad eléctrica, concentracion de nitrato,
calcio y potasio en la savia
La variable pH mostré diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.01) como se
puede observar en la Figura 2.6A. Las plantas de arroz bajo estrés térmico combinado y
sin ninguna aplicacion de regulador de crecimiento foliar mostraron un pH mas basico en
comparacion a los demas grupos de tratamientos (6,45). En este sentido, las plantas
estresadas y con una aplicacion foliar de CK mostraron un menor pH (6,10); mientras, los
restantes grupos de plantas (CK, BR o AC) presentaron valores intermedios (entre 6,16 y
6,33). La variable conductividad eléctrica mostr6 diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.01) (Figura 2.6B). Las plantas de arroz bajo estrés térmico combinado
y sin ninguna aplicacion de regulador de crecimiento foliar no mostraron diferencias en su
conductividad eléctrica al compararla con el tratamiento de control absoluto (AC). En este
sentido, las plantas estresadas y con una aplicacion foliar de CK mostraron una mayor
conductividad eléctrica (11,5 mS cm?); mientras, los restantes grupos de plantas (CK, BR
0 AC) no presentaron diferencias significativas entre ellos, registrando valores dentro de

7,17 mScm?ta8,5mScm™.

Diferencias se observaron en la concentracion de nitrato, potasio y calcio en las plantas de
arroz debido a los diferentes grupos de tratamiento (Figura 2.6C, D y E). En general, las
plantas de arroz de los controles absolutos (AC) y estresado (SC) mostraron los menores
contenidos de nitrato (200 mgL? y 180 mgL™; respectivamente), potasio (2500 mgL? y
2800 mgL?; respectivamente) y Calcio (20 mgL'y 18 mgL?; respectivamente). El diferente
numero de aplicaciones de CK tuvieron contenidos de nitrato entre 180 mgL?* y 280 mgL-
1. potasio entre 3300 mgLy 3800 mgL™?, y Calcio entre 10 mgL*y 15 mgL*. Con respecto
a las diferentes aplicaciones de BR, se observaron contenidos de nitrato entre 180 mgL™*

y 250 mgL™%; potasio entre 3200 mgL?* y 3500 mgL™, y Calcio entre 35 mgL™' y 50 mgL*.
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Figura 2.6. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre el pH (A),
la conductividad eléctrica (B) el contenido de nitrato (C), el contenido de potasio (D) y el contenido
de calcio (E) en plantas de arroz del cultivar F2000 sometidas a estrés térmico combinado (40 ° /
30 ° C dia / noche) a los 88 dias después de la emergencia (DDE). Los tratamientos evaluados
fueron control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 1 aspersion foliar de CK (CK1), 2
aplicaciones foliares de CK (CK2), 3 aplicaciones foliares de CK (CK3), 1 aspersion foliar de BR
(BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) y 3 aplicaciones foliares de BR (BR3). Cada columna
representa la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Las barras seguidas de letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras

iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas (< 0,05).
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2.4.2.4 Variables bioquimicas: pigmentos fotosintéticos foliares,
peroxidacion lipidica (malondialdehido-MDA) y prolina.

Las diferencias (P < 0.01) entre los tratamientos sobre los pigmentos fotosintéticos de las
hojas bandera se muestran en la Tabla 2.3. Las altas temperaturas diurnas / nocturnas
causaron un mayor contenido total de clorofila y carotenoides. Las plantulas de arroz sin
aplicaciones foliares de hormonas vegetales mostraron un contenido de clorofila a (2,22
mg g?) y b (0,82 mg g*) mayor en comparacién con las plantas cultivadas en condiciones
optimas de temperatura (1,94 mg g* para clorofila a y 0,80 mg g* para clorofila b). Los
tratamientos foliares de dos o tres aplicaciones de BR provocaron un aumento de esta
variable en condiciones de estrés térmico (valores de 2,40 mg g' vy 2,23 mg g* para
clorofila a; valores entre 0,94 mg gy 0,87 mg g para clorofila b, respectivamente). El
tratamiento foliar de tres aplicaciones de CK favorecié la mayor sintesis de clorofila bajo
condiciones estresantes debido a los mayores valores de pigmento fotosintético en
comparacion al resto de tratamientos ((2,67 mg g* para clorofila a y 0,96 mg g* para

clorofila b).

Los contenidos de MDA (P < 0.01) y prolina (P < 0.01) también mostraron diferencias
significativas debido a los diferentes tratamientos (Tabla 2.3). Las plantulas de arroz sin
aplicaciones foliares de hormonas vegetales (16,19umol g (PF)) mostraron un contenido
de MDA mayor en comparacion con las plantas cultivadas en condiciones Optimas de
temperatura (4,45 pmol g?! (PF)) y el resto de los tratamientos en el experimento. En
general, las plantulas de arroz sometidas a estrés térmico y tratadas con diferentes
nameros de aplicaciones de CK o BR generaron una disminucién en la peroxidacién
lipidica, ya que el contenido de MDA era menor comparados con el control estresado (SC)
(valores entre 6,45 pumol g* (PF) a 7,72 umol g* (PF)).

El contenido de prolina fue menor en plantas SC (1,49 umol g* (PF)) en comparacién con
las plantas cultivadas en condiciones 6ptimas de temperatura (AC:2,11 umol g* (PF)) y el
resto de los tratamientos en el experimento. Las diferentes aplicaciones de CK presentaron
un contenido de este amino&cido superior comparados con el tratamiento SC (valores entre
4,50 umol g* (PF) a 12,50 umol g* (PF)). Del mismo modo, Las aplicaciones de BR
incrementaron los contenidos de prolina dentro de la planta (valores de 13,78 umol g (PF)
a 9,43 umol g* (PF)).
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Tabla 2.3. Efecto del nimero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre las variables bioquimicas en plantas de arroz

del cultivar F2000 sometidas a estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche) a los 88 dias después de la emergencia (DDE).

Tratamientos Chla Chlb Chl total Cx+c MDA Prolina
mg g™ (PF) mg g™ (PF) mg g™ (PF) mg g* (PF)  umol g-1 (PF) pmol g-1 (PF)
Control Absoluto 2,54 ab 0,80 ab 3,34 ab 0,40 bc 4,45 b 2,11c
Control estresado 2,22 bc 0,82 bc 3,04 bc 0,47 ab 16,19 a 1,49 c
1 aplicacién de CK 1,58 e 0,74 cd 2,32d 0,25e 6,43 b 12,48 ab
2 aplicaciones de CK 1,68 de 0,70d 2,37 d 0,31 de 6,84 b 4,65 bc
3 aplicaciones de CK 2,67 a 0,96 a 3,63 a 0,55 a 3,09 b 6,33 bc
1 aplicacion de BR 1,81d 0,75cd 2,55d 0,34 cd 7,72 b 13,78 ab
2 aplicaciones de BR 2,40 ab 0,94 a 3,35ab 0,47 ab 4,21b 17,81a
3 aplicaciones de BR 2,23 bc 0,87 ab 3,10 bc 0,44 b 3,87b 19,43 a
Significancia . - - - - .

Los tratamientos evaluados fueron: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 1 aspersion foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de
CK (CK2), 3 aplicaciones foliares de CK (CK3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) y 3 aplicaciones foliares de BR
(BR3). Los datos representan la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Los datos seguidos de letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas
(=0.05). NS, *, ** o *** no significativo o significativo a P < 0.05, 0.01 0 0.001, respectivamente.
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2.4.2.5 indice de estrés del cultivo (CSI) e indice de tolerancia
relativa (IRT)

La Tabla 2.4 muestra el efecto de los diferentes numeros de las aplicaciones foliares de
reguladores de crecimiento (BR vs CK) y el estrés térmico combinado sobre el indice de
tolerancia relativa (IRT) o el indice de estrés de cultivo (CSI) en plantas de arroz. El IRT
presentd un comportamiento similar al resto de variables fisioldgicas, obteniéndose
diferencias significativas (P < 0.01) entre los diferentes tratamientos (Tabla 2.4). Las
plantas SC mostraron una menor tolerancia que el resto de los tratamientos (19,10%). La
aplicacion foliar de hormonas vegetales mejor6 el IRT en plantas expuestas a temperaturas
estresantes. Este efecto fue mas notorio en las plantas 'F2000' tratadas con dos
aplicaciones de CK o tres aplicaciones de BR (57,14 y 77,31%, respectivamente). Por otro
lado, se observaron diferencias sobre el indice de estrés del cultivo (CSI) de las plantas de
arroz sometidas a la condicion de estrés y tratadas foliarmente (P < 0.01). Las plantas de
arroz solo expuestas a estrés térmico combinado registraron el mayor indice (0,93); sin
embargo, el CSI fue menor cuando las plantas de arroz fueron tratadas foliarmente con los
diferentes nimeros de aplicaciones de los reguladores de crecimiento evaluados (valores
entre 0,3 y 0,64). Finalmente, las plantas de arroz cultivadas en condiciones Optimas

mostraron un CSI de 0,56.
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Tabla 2.4.Efecto del nUmero de aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre el
indice de estrés del cultivo (CSI) e indice de tolerancia relativa (IRT) en plantas de arroz
del cultivar Federarroz 2000 sometidas a estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia /

noche) a los 88 dias después de la emergencia (DDE).

Tratamientos Csl IRT (%)
Control Absoluto 056ab e
Control estresado 0,93a 19,10d

1 aplicacién de CK 0,32b 36,20 cd
2 aplicaciones de CK 0,40 ab 57,14 b
3 aplicaciones de CK 0,38 ab 44,49 bc

1 aplicacion de BR 0,49 ab 27,66 cd
2 aplicaciones de BR 0,51 ab 32,64 cd
3 aplicaciones de BR 0,64 ab 77,31a

Significancia * *xk

Los tratamientos evaluados fueron: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 1
aspersion foliar de CK (CK1), 2 aplicaciones foliares de CK (CK2), 3 aplicaciones foliares de CK
(CK®3), 1 aspersion foliar de BR (BR1), 2 aplicaciones foliares de BR (BR2) y 3 aplicaciones foliares
de BR (BR3). Los datos representan la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Los datos
seguidos de letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de
Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas

(=0.05). NS, *, ** o *** no significativo o significativo a P < 0.05, 0.01 0 0.001, respectivamente.
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2.4.3 Tercer experimento: Evaluacién de aplicaciones foliares
de citoquininas y brasinoesteroides en plantas de arroz
(genotipo F2000) en dos etapas reproductivas (floracion y
llenado de grano) durante el estrés térmico combinado.

2.4.3.1Variables fotosintéticas: Fotosintesis (Pn), transpiracion
(E), conductancia estomatica (gs), carbono intercelular (Cj),
uso eficiente del agua (UEA), eficiencia de la carboxilacion
(Pn/Cj), relacion Fv/Fm, quenching no fotoquimico (NPQT).

Los valores de las diferentes variables fotosintéticas medidas en el experimento tres se
encuentran resumidos en la Tabla 2.5. Se observé interaccion entre el factor estado
fenoldgico y tratamiento de aplicaciones sobre las variables: P,, UEA, Pn/Ci FJ/Fny NPQT.
Los tratamientos Estrés-R2 + BR3 y Control Absoluto (AC)-R8 registraron los mayores
valores fotosintéticos (22.53 y 11.88 umol CO, m2 s, respectivamente) comparado con el
resto de los tratamientos (entre 4.39 hasta 9.38 pmol CO, m? s1). Con respecto al uso
eficiente del agua (UEA), se observé que el tratamiento Estrés-R2 + BR3 presentd una
mayor relacién (90.81% vs + 17% para el resto de los tratamientos). Finalmente, la
eficiencia de la carboxilacién (Pn/Ci) era favorecida en plantas por los tratamientos Estrés-
R8 + CK3 (0.070) y Estrés-R2 + BR3 (0.036).

La variable F.,/Fn, se observé que el tratamiento SC registré la relacion menor de todos los
tratamientos (£ 0.60 para ambos estados fenoldgicos, indicando una afectacién causada
por el estrés térmico combinado. Sin embargo, las plantas eran tratadas con tres
aplicaciones de CK o BR mostraron una mejoria en esta variable, registrando valores
promedio de 0,67 en R2 y 0,62 para R8 para ambos tratamientos, respectivamente. El
NPQT mostré que los tratamientos SC en ambos periodos de estrés térmico combinado
presentaron los valores mas altos entre los tratamientos (+ 1.80 para ambos estados
fenoldgicos). Los tratamientos de tres aplicaciones de CK o BR mitigaron los dafios en
PSIl, ya que los valores promedio registrados fueron 1.05 y 1.19 para R2 y RS,
respectivamente. Por otro lado, la transpiracion (E), conductancia estomatica (gs) Y
carbono intercelular (Ci) no presentaron diferencias significativas entre estados

fenoldgicos, tratamientos de aplicaciones foliares o su interaccion.



Error! Reference source not found.. 71

2.4.3.2 Caracteristicas de la panicula.

La tabla 2.6 también muestra diferencias entre el estado fenoldgico y tratamientos sobre
namero de espiguillas llenas, espiguillas vanas y porcentaje de vaneamiento. Se pudo
observar que un periodo de estrés térmico combinado en el estado fenoldgico de floracién
genera un mayor nimero espiguillas vanas y un mayor porcentaje de vaneamiento. En
este estado fenolbgico, se observo que la aplicacion de CK redujo el dafio sobre las
espiguillas, repercutiendo en un porcentaje de vaneamiento menor. Con respecto al estado
de maduracion (R8), no se gener6 un dafio tan notorio en los componentes evaluados de
las paniculas donde los valores promedio de nimero de espiguillas vanas y porcentaje de

vaneamiento fueron menor que los tratamientos en fase reproductiva.
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Tabla 2.5.Efecto de las aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre las variables fotosintéticas en plantas de arroz del
cultivar Federarroz 2000 sometidas a estrés térmico combinado (40 °/ 30 ° C dia / noche) en R2(88 DDE) o R8 (108DDE).

Tratamiento Pn E gs Ci UEA P./Ci Fu/Fm NPQT

Etapa fenoldgica (E) ok NS NS NS ok Hokk * *

Tratamiento (T) ok NS NS * ok Hokk ok ok

Interaccidn (ExT) ok NS NS NS ok Hokk ok ok
Control Absoluto (AC)-R2 9.38 bc 8.19a 0.74 a 346.78 a 37.59b 0.026 bc 0.65 ab 0.55d
Control estrés (SC)-R2 9.02 bc 8.28a 0.69 a 324.72 a 12.25b 0.026 bc 0.61c 1.78 a
Estrés-R2 + CK3 6.71 cd 9.60 a 0.25a 326.08 a 31.82b 0.020 bc 0.67 a 0.98b
Estrés-R2 + BR3 2253 a 13.20a 0.21a 326.29 a 90.81a 0.036 b 0.67 a 1.12ab
Control Absoluto (AC)-R8 11.88b 10.97 a 0.45a 356.45 a 28.82 b 0.016¢c 0.67 a 0.70 c
Control estrés (SC)-R8 6.10 cd 8.70 a 0.41a 337.15a 14.06 b 0.010c 0.59c 1.84 a
Estrés-R8 + CK3 4.39d 9.11a 0.45a 355.83a 17.02b 0.070 a 0.62b 1.21 ab
Estrés-R8 + BR3 8.71 cd 10.49 a 0.49 a 337.14 a 27.53b 0.026 bc 0.63b 1.17 ab

CV (%) 15.38 30.70 86.41 4.35 4491 19.97 3.91 4,51

Los tratamientos evaluados fueron: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 3 aplicaciones foliares de CK (CK3), 3 aplicaciones foliares

de BR (BR3). Los datos representan la media de cinco datos + error estandar (n = 5). Los datos seguidos de letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales indican que las medias no son estadisticamente significativas

(=0.05). NS, *, ** o *** no significativo o significativo a P < 0.05, 0.01 o 0.001, respectivamente.
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Tabla 2.6.Efecto de las aplicaciones de dos reguladores de crecimiento sobre las variables
fotosintéticas en plantas de arroz del cultivar Federarroz 2000 sometidas a estrés térmico
combinado (40 °/ 30 ° C dia/ noche) a los 88 y 120 dias después de la emergencia (DDE).

Espiguillas
Espiguillas llenas vanas % de vaneamiento
Etapa fenoldgica (E) ok Hokk Hokk
Tratamiento (T) * * ok
Interaccidn (ExT) * *k *E
Control Absoluto (AC)-R2 89.25b 18.00 b 1794 c
Control estrés (SC)-R2 48.33 b 68.33 a 59.85 a
Estrés-R2 + CK3 85.50 b 30.00 ab 25.67 bc
Estrés-R2 + BR3 138.00 a 52.75 ab 49.69 ab
Control Absoluto (AC)-R8 146.40 a 10.40 b 6.62 C
Control estrés (SC)-R8 121.00 b 11.00 b 8.18 ¢
Estrés-R8 + CK3 100.00 c 14.75 a 11.59a
Estrés-R8 + BR3 138.00 a 13.75 a 10.94 b
CV (%) 24.38 54.32 43.19

Los tratamientos evaluados fueron: control absoluto (AC), control de estrés térmico (SC), 3
aplicaciones foliares de CK (CK3), 3 aplicaciones foliares de BR (BR3). Los datos representan la
media de cinco datos * error estandar (n = 5). Los datos seguidos de letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05). Letras iguales

indican que las medias no son estadisticamente significativas (<0.05). NS, *, ** o *** no significativo

o significativo a P £0.05, 0.01 o0 0.001, respectivamente.

2.5 Discusion

Los resultados de los diferentes experimentos desarrollados dentro de este estudio
mostraron que las diferentes aplicaciones de CK o BR ayudaron a la aclimatacion del arroz
a la exposicién de un estrés térmico combinado donde el grado de aclimatacién se valoré
mediante el uso de variables fisiolégicas y bioquimicas (fotosintesis, gs, temperatura de las
hojas, relacion F./Fm, los pigmentos fotosintéticos, el porcentaje de vaneamiento, el UEA 'y
el contenido de prolina y nutrientes).
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Las aplicaciones foliares desarrolladas con los dos reguladores de crecimiento (1, 2 0 3
aplicaciones foliares) incrementé propiedades de intercambio gaseoso de las hojas (gs 0
fotosintesis (Pn) y redujo la temperatura foliar bajo un estrés térmico combinado segun el
experimento. Estudios previos también mostraron que la aplicacion foliar de
bioestimulantes, nutrientes u hormonas causaron efecto positivo sobre estas variables en
plantas expuestas a un estrés térmico por una alta temperatura diurna, concluyendo que
la gs, Pn 0 la temperatura de la hoja son variables fisiol6gicas confiables para evaluar el
uso de estrategias agrondmicas para mitigar los efectos del estrés por altas temperaturas
(Calderon-Paez et al.,, 2021; Quintero-Calderon et al., 2021). Un incremento en las
propiedades de intercambio gaseoso y disminucién de las temperaturas es debido a que
los reguladores (CK o BR) estén involucrados en la interaccién con la sintesis de osmolitos
secundarios (prolina); como también, la interaccion con otras hormonas de sefializacién
como ABA, la cual estd involucrada en el cierre de estomas bajo condiciones de estrés
(Mackova et al., 2013; Zhou et al., 2014). También, se ha reportado que estos reguladores
de crecimiento (CK o BR) pueden ayudar a una proteccion de los aparatos fotosintéticos
mediante una mayor sintesis de enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa,
ascorbato peroxidasa) encargadas de degradar especies reactivas de oxigeno (ROS). Con
lo mencionado anteriormente, se puede inferir que el uso de estos compuestos (CK o BR)
ayuda a un mayor intercambio gaseoso de la hoja porque favorece una mayor apertura
estomética, mejorando el flujo de agua dentro de la planta y regulando la temperatura de
la planta (Sonjaroon et al., 2018; Quintero-Calderén et al., 2021).

El uso de la relacion FyFn es una técnica sencilla que permite estimar las respuestas de
las plantas a condiciones de estrés tanto abiotico como biotico (Chaerle et al., 2007; Kalaji
et al.,, 2017). En los tres experimentos realizados, se observé que las plantas del
tratamiento SC presentaron los valores mas bajos en la variable F./Fn. Najeeb et al., (2021)
y Quintero-Calderon et al. (2021) también encontraron que la relacion FyFn disminuyo
significativamente en las hojas de plantas de arroz bajo un estrés térmico. Una caida de la
relacion F./Fn durante un estrés por altas temperaturas infiere una disminucion en la
captura y conversion de la energia en el PSII, indicando una desorganizacion en el PSII
(Feng et al., 2014). El uso de BR o CK mejor6 notoriamente la actividad del PSlI, en
general, cuando se realizaron al menos dos aplicaciones en las plantas estresadas en los
diferentes experimentos. En este sentido, se ha también observado que dos aplicaciones
de BR generaron una mejora en la actividad del PSII bajo estrés térmico en plantas de
arroz (Thussagunpanit et al., 2015). Lo anterior puede ser asociado a que las plantas
asperjadas con BR generan mayor cantidad de proteinas de choque térmico, las cuales se
acumulan y protegen al PSIl (Kothari y Lachowiec, 2021). Con respecto al uso de CK,
Kumar et al. (2020) también encontraron que aplicaciones foliares de CK mejoran la
actividad del PSII mediante una mayor actividad de la zeaxantina.

El quenching no fotoquimico (NPQT) es otro pardmetro de la fluorescencia de la clorofila
a, el cual es un indicador de la disipacion de energia en forma de calor bajo condiciones
ambientales (Chaudhary et al., 2020). Las plantas que solo fueron sometidas a un estrés
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térmico combinado y no fueron aplicadas con ninguna de las hormonas en los
experimentos presentaron los valores mas altos de NPQT. Qu et al. (2021) obtuvieron
resultados similares donde plantas de arroz expuestas a un estrés térmico de 40°C,
presentaron un NPQT mas elevado con respecto a plantas en condiciones 6ptimas (25°C).
Plantas de arroz sometidas a estrés térmico combinado y tratadas con aplicaciones
exdgenas de CK o BR tuvieron una disminucién del NPQT (Figura 2.2B y 7B), indicando
gue estas hormonas ayudaron a la aclimatacion de la planta mediante la disipacién de
energia en forma de calor. Se ha observado que las aplicaciones foliares de CK o BR
también causaron una reduccién del quenching no fotoquimico bajo condiciones de estrés
abiético (hidrico o salino) en lulo y melén, sugiriendo que estos reguladores juegan un rol
importante en la disipacion de energia y la optimizacién de la fotosintesis (Wu et al., 2012;
Castafieda-Murillo et al., 2022). Un mejor desempefio de los parametros F./Fny NPQT en
plantas tratadas con BR o CK bajo estrés térmico combinado puede deberse a que estos
compuestos pueden favorecer sintesis de proteinas de choque térmico (HSPs) o enzimas
antioxidantes y disminuir la perdida de fotones principalmente en forma de calor,
optimizando el uso de la luz en procesos fotoquimicos (Kothari y Lachowiec, 2021;
Castafieda-Murillo et al., 2022).

Se ha observado que la mayoria de los estreses abiéticos pueden generar cambios en los
contenidos de pigmentos fotosintéticos en las hojas (Chen et al., 2017b). En general,
plantas de arroz expuestas solamente a un estrés térmico combinado presentaron un
menor contenido de pigmentos fotosintéticos en los dos primeros experimentos. Una
disminucion de los contenidos de clorofilas también se observé cuando plantas de trigo
sometidas durante tres dias a condiciones de estrés por altas temperaturas (mayor a 35°C)
(Feng et al., 2013). Fahad et al. (2017) explican que el estrés térmico puede inhibir la
biosintesis, acelerar la degradacion o generar un efecto combinado en la produccién de
clorofila, causando un menor contenido de este pigmento fotosintético en hojas. Dos o tres
aplicaciones foliares CK o BR mejoraron los contenidos de clorofilas en las plantas del
genotipo F2000 bajo estrés térmico combinado. Resultados similares se observaron
cuando plantas de arroz también eran tratadas con dos aplicaciones exdgenas de zeatina
o epibrasinolide bajo a un estrés térmico (Veerasamy et al., 2007; Thussagunpanit et al.,
2015). Liu et al. (2020) mencionan que las CK generan una proteccién en los contenidos
de clorofilas porque inhibe la senescencia de las hojas mediante la expresion de proteinas
de choque térmico (HSP18) bajo estrés térmico. Por otro lado, Sharma et al. (2017)
también reportan que los BR pueden proteger las clorofilas de las hojas mediante la
induccién de la sintesis de distintas enzimas involucradas en la biosintesis de clorofilas
bajo estrés térmico y también favorecer la expresion de proteinas de choque térmico, las
cuales protegen las clorofilas existentes y ayudan con la aclimatacion metabdlica (Sharma
et al., 2017; Liu et al., 2020).

Los niveles de MDA vy prolina son Utiles para comprender los procesos de aclimatacion o
el efecto de aplicaciones o practicas agronémicas cuando las plantas estan expuestas
estreses (Ahmed and Hassan, 2011; Tang et al.,2018). En general, las aplicaciones de CK
o BR ayudaron a disminuir los contenidos de MDA y aumentar la sintesis de prolina,
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principalmente, cuando las plantas eran tratadas con dos o tres aplicaciones foliares.
Estudios desarrollados por Zhang et al. (2008) y Quintero-Calderon et al. (2021)
observaron que la produccion de MDA disminuy6 en plantas de pasto rastrero y arroz
expuestas a condiciones de estrés térmico y tratadas con un extracto de algas marinas a
base de citoquininas o un analogo de brasinoesteroide, respectivamente. Ambas
hormonas pueden promover la sintesis de osmoprotectantes como la betaina, prolina o
ectoina, los cuales ayudan a mitigar los efectos de los diferentes estreses (Liu et al., 2020;
Kothari y Lachowiec, 2021).

El estrés térmico a menudo disminuye la concentracion de nutrientes en los tejidos
vegetales o el contenido total de nutrientes en las plantas (Hussain et al., 2019). Los
tratamientos SC fueron los que presentaron la menor concentracion de nutrientes (N, Ky
Ca) de todos los tratamientos. Una reduccién del contenido de N, P, K, y Ca también se
observo en plantas de arroz (Chaturvedi et al., 2017) y quinua (Rodriguez et al., 2021)
estresadas por altas temperaturas. Una reduccién del contenido de nutrientes bajo
condiciones de estrés térmico puede deberse al hecho que este tipo de estrés puede
afectar las enzimas implicadas en la asimilacion de nitrdgeno (actividad de la nitrato
reductasa) (Huang; 2012; Sehgal et al., 2018), perdida de nutrientes inorganicos por dafio
en la integridad de las membranas (Wahid et al., 2007), o una bajo el flujo de masas (Fahad
et al., 2017; Giri et al., 2017). Las aplicaciones de BR o CK (entre dos o tres aplicaciones)
favorecieron la concentracién de nutrientes (N, K y Ca) en plantas expuestas a estrés
térmico combinado. Wang et al. (2013) también observaron que el uso de CK favorecieron
el estado nutritivo de nitrégeno durante un estrés térmico en pasto rastrero. Por otro lado,
Praveena et al. (2020) reportan que el uso de brasinoesteroides favorece el contenido de
nutrientes en multiples estreses abiéticos. Lo mencionado anteriormente, se puede deber
a que estos compuestos aumentan los contenidos de osmolitos dentro de raices, favorecen
el flujo de masas, evitan la degradacion de proteinas encargadas de toma de nitrégeno y
favorecen la expresion de canales transportadores (Liu et al., 2020; Praveena et al., 2020;
Kothari y Lachowiec, 2021).

Las caracteristicas de la panicula evaluadas son una gran herramienta para determinar el
comportamiento de la planta a un estrés térmico (Abdelaal et al., 2021). Las plantas que
estuvieron expuestas a un estrés térmico combinado en la etapa R2 presentaron un mayor
porcentaje de vaneamiento que las plantas en etapa R8. Wang et al. (2019) también
observaron un mayor porcentaje de vaneamiento cuando las plantas fueron expuestas a
un estrés térmico en floracion (235°C). Las aplicaciones foliares de CK o BR favorecieron
el numero de espiguillas llenas y disminuyeron el porcentaje de vaneamiento,
principalmente, en plantas de arroz sometidas a estrés térmico en estado R2. Resultados
similares fueron también observados por Janeczko et al. (2010) y Yang et al. (2016) donde
observaron que la aplicacion exégena de BR o CK favorecen componentes de rendimiento
de la espiga de cebada o trigo, respectivamente. Se infiere que estas hormonas ayudaron
a mitigar los dafios en los 6rganos reproductivos ya que estas estan involucradas en la
diferenciacion de la panicula, elongacién del tubo polinico, y produccion de flores mediante
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la regulacién de procesos como la division celular, biosintesis de proteinas y &cidos
nucleicos (Waisi et al., 2018; Yang et al., 2021).

El indice de estrés del cultivo (CSI) y tolerancia relativa (IRT) se utilizan para determinar la
efectividad de estrategias en la mitigacién de estreses (abidticos y bidticos) (Castro-Duque
et al., 2020; Chavez-Arias et al., 2020). Las aplicaciones foliares de BR o CK causaron una
disminucion en este indice bajo estrés abidtico (0,3 a 0,5) en comparacion con las plantas
de arroz SC (0,8-0,9). En el capitulo previo se observé un comportamiento similar para
este indice. Lee et al., (2010) mostraron que dos cultivares de algodon bajo estrés hidrico
tenian un CSI de 0,85; mientras, cultivares bien irrigados registraron valores de CSI entre
0,4 y 0,6, mostrando a este indice como un indicador de adaptabilidad del cultivar a
condiciones de estrés hidrico. El IRT también mostré un mayor aumento con el uso de dos
y tres aplicaciones de CK o BR en comparacién con SC, sugiriendo que estos compuestos
ayudaron a mejorar la tolerancia del arroz al estrés térmico combinado. Chavez-Arias et
al., (2020) evaluaron el efecto de elicitores sintéticos como estrategia para mitigar un estrés
combinado (bidtico y abiético) en plantas de uchuva, encontrando que las plantas rociadas
con estos compuestos mostraron un IRT mas alto comparadas a las plantas solo expuestas
a la condicion estresante.

Los estudios de arroz inicialmente se han centrado en la evaluacion de genotipos con
resistencia a altas temperaturas diurnas o nocturnas utilizando rasgos fisioldgicos o
bioquimicos en Colombia (Sanchez-Reinoso et al., 2014; Alvarado-Sanabria et al., 2021;
Quintero-Calderon et al., 2021). Se ha buscado la forma de generar técnicas practicas,
economicas y rentables en los Ultimos afios para proponer un manejo integrado de cultivos
y asi mitigar los efectos de periodos de estrés térmico en el pais (Calderon-Paez et al.,
2021; Quintero- Calderén et al.,, 2021). Por esta razon, las respuestas fisioldgicas,
bioquimicas y caracteristicas de la panicula de las plantas de arroz al estrés térmico
combinado (40°C dia / 30°C noche) observadas en este capitulo indican que el uso de dos
o tres aplicaciones foliares de CK o BR pueden ser una técnica mas a considerar para
mitigar los efectos adversos de periodos moderados de estrés térmico en cultivos de arroz.

En resumen, las respuestas fisiologicas y bioquimicas de este estudio corroboraron que
las plantas de arroz Fedearroz 2000 son susceptibles a un periodo moderado de estrés
térmico combinado. Los resultados obtenidos indican que tres aplicaciones de citoquininas
o brasinoesteroides se induce una mejor aclimatacion de las plantas, ya que estos
tratamientos aumentaron el contenido de clorofila, los parametros de fluorescencia de la
clorofila a, gs y Pn y disminuyeron el contenido de MDA, el NPQT y la temperatura del dosel,
en comparacion con las plantas de arroz sin ninguna aplicacion. Lo anterior nos permite
conclur que el uso de reguladores de crecimiento vegetal (citoquininas o
brasinoesteroides) mediante la aplicacion foliar son una herramienta Util para preparar
plantas de arroz cuando se esperan periodos de altas temperaturas durante su ciclo
productivo.
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3.Modelo conceptual.

Este trabajo permitié evaluar en general un grupo respuestas fisiologicas, bioquimicas y
caracteristicas de la panicula en plantas de arroz sometidas a estrés térmico combinado
Las cuales fueron tratadas con diferentes reguladores de crecimiento con el fin de evaluar
cual o cuales mitigaban los efectos de este estrés. Estas respuestas son resumidas en el
modelo conceptual que se muestra en la Figura 3.1.

En este modelo se pueden observar dos escenarios principales: i) los efectos que sufren
las plantas cuando se encuentran sometidas a un estrés térmico combinado (40°C dia/
30°C noche) (lado izquierdo Figura 3.1) y ii) Como las CK y BR mejoran el estado de
diferentes factores que se ven afectado de manera negativa bajo este tipo de estrés (lado
derecho Figura 3.1). En el primer escenario las respuestas iniciales de la planta ante la
condicién de estrés es generar un cierre de estomas probablemente debido a que los
niveles de &cido abscisico (ABA) tienden a aumentar bajo periodos extremos de altas
temperaturas. Este cierre de estomas genera una disminucion en la conductancia
estomética lo que también puede afectar los mecanismos fisiolégicos de la planta
(fotosintesis) y toma de diferentes nutrientes. Por otro lado, las plantas en condiciones de
estrés térmico combinado presentan estrés oxidativo por la produccidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS) debido a una mayor peroxidacion lipidica, las cuales generan
dafios que repercuten en limitaciones de la fotosintesis de tipo no estomatico. Entre los
efectos negativos evidenciados en el presente trabajo en plantas de arroz sin ninguna
aplicacion de reguladores de crecimiento se encuentra la degradacion de pigmentos
fotosintéticos, mayor peroxidacion lipidica y reduccién de la eficiencia maxima del quantum
en PSII (Fv/Fm)

Con respecto al segundo escenario, se puede observar las principales respuestas
mostradas por las plantas de arroz cuando estas se trataban con los reguladores de
crecimiento CK o BR. Estas aplicaciones indujeron una mejor aclimatacién de las plantas
a la condicién de estrés térmico combinado, ya que ambos reguladores de crecimiento
aumentaron el contenido de clorofila, mejoraron los parametros de fluorescencia de la
clorofila a, gs, aumentaron los contenidos de nutrientes y prolina dentro de la planta. Del
mismo modo, disminuyeron el contenido de MDA y la temperatura del dosel, en
comparacion con las plantas de arroz sin ninguna aplicacion.
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Efecto del estrés térmico combinado en

Efectos negativos del estrés térmico plantas de arroz CK y BR mejoran el efecto del estrés
térmico combinado en plantas de arroz
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Figura 3.1. Modelo conceptual del impacto del estrés térmico combinado y las aplicaciones foliares
de reguladores de crecimiento en plantas de arroz. Las flechas rojas y las flechas azules indican el
efecto negativo o positivo de la interaccion entre el estrés por calor combinado y las aplicaciones
foliares de BR (brasinoesteroides) y CK (citoquininas) en las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y
caracteristicas de la panicula, respectivamente.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

El estrés térmico combinado causo afectaciones negativas en plantas de arroz. Lo anterior
se evidencié en una menor conductancia estomatica, fotosintesis, transpiracién carbono
intracelular, CRA, contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenoides),

variables de fluorescencia de la clorofila a, incremento del NPQT y MDA.

El uso de reguladores de crecimiento mitigé los efectos del estrés térmico combinado en
las plantas de arroz. Ademas, la aplicacién de estos reguladores de crecimiento generé
una respuesta fisiologica positiva lo cual se reflejo6 en aumento en los valores de
conductancia estomética, fotosintesis, transpiracién carbono intracelular, CRA, contenido
de pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenoides), variables de fluorescencia de la
clorofila a, acumulacién de prolina y una reduccién en la peroxidacion de lipidos (MDA) y
del NPQT.

Este estudio revel6 que las plantas de arroz del genotipo Fedearroz 67 son mas tolerantes
al periodo combinado de estrés por calor de 8 dias que el genotipo Fedearroz 2000, pero

ambos cultivares sufren alteraciones en sus mecanismos fisiol6gicos y bioquimicos.

Los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos medidos ayudaron a ampliar nuestro
conocimiento sobre el mecanismo de tolerancia al estrés por calor en genotipos de arroz

cultivados en regiones tropicales.

El uso de reguladores de crecimiento es una herramienta util en el manejo de condiciones
de estrés por calor severo en cultivos de plantas de arroz cuando se esperan periodos de

altas temperaturas.
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4.2 Recomendaciones

Realizar nuevos estudios en los que se evalle el efecto de diferentes periodos de estrés
térmico en etapas fenoldgicas distintas de la planta tanto en condiciones de invernadero

como en campo para complementar los resultados obtenidos en este estudio.

Evaluar los reguladores de crecimiento encontrados como promisorios en este estudio en

cultivos comerciales de arroz en diferentes zonas de produccion.

Cuantificar variables bioquimicas como el contenido de prolina y la produccion de MDA en
otros érganos de la planta como la raiz como posibles marcadores de estrés.

Caracterizar la actividad antioxidante enzimatica y no enzimatica como respuesta a la
presencia del periodo de estrés térmico combinado y el tratamiento con los reguladores de

crecimiento.

Tener en cuenta que al realizar un experimento con estreses abidticos en campo estos

fendmenos si lleguen a presentarse de forma moderada a severa.
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