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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron: i) Evaluar los efectos del tamafio del
embrién, el genotipo y el &acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) sobre la
regeneracion de plantas a partir de embriones hibridos de maiz x T.
dactyloides; ii) Determinar el nivel de tolerancia a la salinidad y alcalinidad
de T. dactyloides en estadio vegetativo temprano y compararlo con el del
maiz (linea B73, ampliamente difundida como progenitora de hibridos
comerciales) en las mismas condiciones; iii) Evaluar el comportamiento de
generaciones avanzadas (MT41 y MT51 ) de un hibrido F1 (2n = 56) de
maiz x T. dactyloides altamente estéril que mostré tolerancia a la salinidad
por NaCl. Para cumplir el primer objetivo, se polinizaron cuatro genotipos
de maiz (2n = 20) con T. dactyloides (2n = 72). Los embriones se aislaron
del cariopse a los 13, 14, 15, 16 6 19 dias después de la polinizaciéon y se
colocaron sobre un medio basico sin reguladores de crecimiento 6 con 4,6
umol L™ de 2,4-D. Para cumplir el segundo obijetivo, se cultivaron plantas
de maiz y T. dactyloides en soluciones nutritivas que contenian 5 mM del
tampodn clorhidrato de Tris-CIH[hidroximetil]-aminometano y dos niveles de
salinidad y dos pH diferentes: 1 mM NaCl-pH 5,8 (control); 1 mM NaCl-pH
8,5; 101 mM NaCl-pH 5,8; 101 mM NaCl-pH 8,5. Para cumplir el tercer
objetivo, se cultivaron plantas de maiz (linea B73) y los hibridos MT41 y
MT51 en soluciones nutritivas con pH 5,8 y dos niveles de salinidad: 1 y
101 mM de NaCl. Los tratamientos comenzaron a los 7 dias (maiz e
hibridos) y 14 dias (T. dactyloides) después de la siembra (DDS) y las
determinaciones se realizaron a los 22 y 38 DDS, respectivamente. Los
embriones de 1,25 mm de longitud o menos originaron el 99,4 % de los
callos con capacidad de regeneracion. Tres de los hibridos originaron un
namero similar de plantas hasta los 6 meses después de la siembra de los
embriones. El cuarto hibrido, obtenido del cruzamiento con la linea de maiz

B73, dio lugar a callos caulogénicos, pero no se logré la elongacion de los



brotes y la regeneracién de plantas enteras. Los embriones sembrados en
el medio sin 2,4-D no originaron plantas viables. Las plantas regeneradas
tenian un numero cromosomico somdtico de 2n=46, caracteristicas
similares a las plantas de T. dactyloides y no produjeron semillas viables.
T. dactyloides fue mas sensible a la salinidad (101 mM-NaCl-pH 5,8) que el
maiz (51 % vs. 28 % de reduccion en el peso seco aéreo con relacion al
control, respectivamente). La alcalinidad (con 1 o0 101 mM de NaCl) indujo
reducciones similares del peso seco (PS) aéreo en maiz (45 % y 51 %,
respectivamente) y T. dactyloides (51 % y 58 %, respectivamente). El PS
de la raiz no se vio afectado por la salinidad ni por la alcalinidad. El
contenido foliar de Na* de T. dactyloides fue 3,7 veces menor que el del
maiz. Esta diferencia puede explicarse por la menor absorcion
(acumulacion de Na® total en la planta/PS de la raiz) y translocacion de Na*
hacia la parte aérea (acumulacion total de Na* en el tallo/Na’ en la raiz) de
T. dactyloides, que en ambos casos son un 50 % menores. El Unico
pardmetro i6nico afectado por la alcalinidad (pH = 8,5) fue el contenido de
Na® de la raiz de las plantas de T. dactyloides sometidas a estrés salino,
las cuales mostraron un incremento del 24% con respecto a las cultivadas
con pH 5,8. Las plantas de la segunda progenie del hibrido F1 (2n=56) de
maiz x T. dactyloides mostraron nimeros cromosémicos de 2n = 21 y 23
(20 de maiz y el resto de T. dactyloides) y la fertilidad del polen varié del
31% al 97%. La fertilidad del polen también fue variable en la cuarta (36%
al 99%) y quinta (0% al 99%) progenies del hibrido F1. La reduccion del PS
aéreo causada por la salinidad fue menor en el maiz (12 %) que en el
hibrido MT41 (32 %), mientras que el hibrido MT51 (22 %) mostré valores
intermedios. Solamente el porcentaje de pérdida de electrolitos foliares
(PPE;) difirid entre los hibridos MT41 (16 %) y MT51 (14 %) y el maiz (12
%). La salinidad redujo el contenido relativo de agua (CRA) y el contenido
de clorofila total en el maiz, T. dactyloides y los hibridos MT41 y MT51,

pero no afect6 el PPE; ni la masa foliar especifica (MFE), con respecto a
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las plantas control. En condiciones de salinidad, el maiz y los hibridos
MT41 y MT51 mostraron contenidos foliares de Na* similares (0,74; 0,78 y
0,82 mmol g* de PS; respectivamente). El nivel de tolerancia de los
hibridos MT41 y MT51 (generaciones avanzadas de un hibrido F1 de maiz
x T. dactyloides tolerante a la salinidad) fue similar al del maiz y mayor al
de T. dactyloides. La mayoria de los pardmetros evaluados (CRA, MFE,
PPE;, contenido de clorofila total) mostraron una respuesta a la salinidad
similar en maiz y T. dactyloides. M&s aun, T. dactyloides mostr6 una mayor
eficiencia que el maiz en algunos algunos parédmetros i6nicos asociados
con la tolerancia a la salinidad, tales como la capacidad de mantener una
baja concentracion foliar de Na® y una menor absorcion y translocacion de
Na" hacia la parte aérea. Estas caracteristicas no se observaron en los
hibridos MT41 y MT51, los cuales mostraron valores similares al maiz en la
mayoria de los parametros evaluados, ya sea en presencia o no de
salinidad. En este contexto, la mayor sensibilidad de T. dactyloides a la
salinidad, en comparacion con la del maiz, estaria relacionada, al menos
en parte, con una diferente respuesta a nivel del tejido foliar, i.e. una menor
capacidad de compartimentacion del Na* hacia la vacuola. Probablemente,
los parametros iénicos favorables de T. dactyloides, si bien no confieren
por si mismos tolerancia en la especie, combinados con mecanismos
presentes en el maiz resultaron en una tolerancia a la salinidad mejorada
en el hibrido F1 (Pesqueira et al., 2006), con respecto a las especies

parentales.

Palabras clave: maiz, T. dactyloides, hibridos interespecificos,
incompatibilidad  post-cigética, caulogénesis, salinidad, alcalinidad,
contenido foliar de Na*, contenido relativo de agua, masa foliar especifica,

contenido de clorofila.






RESUM

Els objectius d’aquest treball han sigut: i) Avaluar els efectes de la
grandaria de I'embrid, el genotip i I'acid 2,4-diclorofenoxiacétic (2,4-D)
sobre la regeneracio de plantes a partir d’'embrions hibrids de dacsa x T.
dactyloides; ii) Determinar el nivell de tolerancia a la salinitat i alcalinitat de
T. dactyloides en estadi vegetatiu primerenc i comparar-ho amb el de la
dacsa (linia B73, ampliament difosa com a progenitora d’hibrids
comercials) en les mateixes condicions; iii) Avaluar el comportament de
generacions avangades (MT41 i MT51 ) d’un hibrid F1 (2n = 56) de dacsa x
T. dactyloides altament esteril que ha mostrat tolerancia a la salinitat per
NaCl. Per a complir el primer objectiu, s’han pol-linitzat quatre genotips de
dacsa (2n = 20) amb T. dactyloides (2n = 72). Els embrions s’han aillat del
cariopsi als 13, 14, 15, 16 o 19 dies després de la pol-linitzacio i s’han
posat sobre un medi basic sense reguladors de creixement o amb 4,6 umol
L' de 2,4-D. Per a complir el segon objectiu, s’han conreat plantes de
dacsa i T. dactyloides en solucions nutritives que contenien 5 mm del
tampd clorhidrat de Tris-CIH[hidroximetil]-aminometa i dos nivells de
salinitat i dos pH diferents: 1 mm NaCl-pH 5,8 (control); 1 mm NaCl-pH 8,5;
101 mm NaCl-pH 5,8; 101 mm NaCl-pH 8,5. Per a complir el tercer
objectiu, s’han conreat plantes de dacsa (linia B73) i els hibrids MT41 i
MT51 en solucions nutritives amb pH 5,8 i dos nivells de salinitat: 1 i 101
mm de NaCl. Els tractaments comencaren als 7 dies (dacsa i hibrids) i 14
dies (T. dactyloides) després de la sembra (DDS), i les determinacions es
van dur a terme als 22 i 38 DDS, respectivament. Els embrions d’1,25 mm
de longitud o menys han originat el 99,4 % dels calls amb capacitat de
regeneracio. Tres dels hibrids han originat un nombre similar de plantes
fins als 6 mesos després de la sembra dels embrions. El quart hibrid,
obtingut de I'encreuament amb la linia de dacsa B73, ha donat lloc a calls
caulogenics, perd no s’ha aconseguit I'elongacio dels brots i la regeneracié

de plantes senceres. Els embrions sembrats en el medi sense 2,4-D no
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han originat plantes viables. Les plantes regenerades tenien un nombre
cromosomic somatic de 2n=46, caracteristiques similars a les plantes de T.
dactyloides, i no han produit llavors viables. T. dactyloides ha sigut més
sensible a la salinitat (101 mm-NaCl-pH 5,8) que la dacsa (51 % vs. 28 %
de reduccio en el pes sec aeri en relaci6 amb el control, respectivament).
L’alcalinitat (amb 1 o 101 mm de NaCl) ha induit reduccions similars del
pes sec (PS) aeri en dacsa (45 % i 51 %, respectivament) i T. dactyloides
(51 % i 58 %, respectivament). El PS de l'arrel no s’ha vist afectat per la
salinitat ni per I'alcalinitat. EI contingut foliar de Na* de T. dactyloides ha
sigut 3,7 vegades menor que el de la dacsa. Aquesta diferéncia pot
explicar-se per la menor absorcié (acumulacié de Na* total en la planta/PS
de l'arrel) i translocacio de Na™ cap a la part aéria (acumulacié total de Na*
en la tija/Na* en I'arrel) de T. dactyloides, que en tots dos casos s6n un 50
% menors. L’Unic parametre ionic afectat per I'alcalinitat (pH = 8,5) ha sigut
el contingut de Na®* de I'arrel de les plantes de T. dactyloides sotmeses a
estres sali, les quals han mostrat un increment del 24% pel que fa a les
conreades amb pH 5,8. Les plantes de la segona progénie de I'hibrid F1
(2n=56) de dacsa x T. dactyloides han mostrat nombres cromosomics de
2n=21i23 (20 de dacsa i la resta de T. dactyloides) i la fertilitat del pol-len
ha variat del 31% al 97%. La fertilitat del pol-len també ha sigut variable en
la quarta (36% al 99%) i cinquena (0% al 99%) progénies de I'hibrid F1. La
reduccio del PS aeri causada per la salinitat ha sigut menor en la dacsa (12
%) que en I'hibrid MT41 (32 %), mentre que I'hibrid MT51 (22 %) ha
mostrat valors intermedis. Solament el percentatge de pérdua d’electrolits
foliars (PPEy) ha diferit entre els hibrids MT41 (16 %) i MT51 (14 %) i la
dacsa (12 %). La salinitat ha reduit el contingut relatiu d’aigua (CRA) i el
contingut de clorofil-la total en la dacsa, T. dactyloides i els hibrids MT41 i
MT51, pero no ha afectat el PPE; ni la massa foliar especifica (MFE), pel
gue fa a les plantes control. En condicions de salinitat, la dacsa i els hibrids
MT41 i MT51 han mostrat continguts foliars de Na* similars (0,74; 0,78 i 0,82
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mmol g™ de PS; respectivament). El nivell de tolerancia dels hibrids MT41 i
MT51 (generacions avangades d'un hibrid F1 de dacsa x T. dactyloides
tolerant a la salinitat) ha sigut similar al de la dacsa i major al de T.
dactyloides. La majoria dels parametres avaluats (CRA, MFE, PPE;,
contingut de clorofil-la total) han mostrat una resposta a la salinitat similar
en dacsa i T. dactyloides. Més encara, T. dactyloides ha mostrat una major
eficiencia que la dacsa en alguns parametres ionics associats amb la
tolerancia a la salinitat, tals com la capacitat de mantenir una baixa
concentracio foliar de Na* i una menor absorcio i translocacié de Na* cap a
la part aéria. Aquestes caracteristigues no s’han observat en els hibrids
MT41 i MT51, els quals han mostrat valors similars a la dacsa en la majoria
dels parametres avaluats, siga en presencia de salinitat 0 no. En aquest
context, la major sensibilitat de T. dactyloides a la salinitat, en comparacié
amb la de la dacsa, estaria relacionada, almenys en part, amb una
resposta diferent pel que fa al teixit foliar, i. e. una menor capacitat de
compartimentacié del Na* cap al vacuol. Probablement, els parametres
ionics favorables de T. dactyloides, si bé no confereixen per si mateixos
tolerancia en I'espécie, combinats amb mecanismes presents en la dacsa
han resultat en una tolerancia a la salinitat millorada en rI'hibrid F1

(Pesqueira et al., 2006), pel que fa a les especies parentals.

Paraules clau: dacsa, T. dactyloides, hibrids interespecifics,
incompatibilitat postzigotica, caulogéenesi, salinitat, alcalinitat, contingut
foliar de Na*, contingut relatiu d’aigua, massa foliar especifica, contingut de

clorofil-la.






ABSTRACT

The aims of this study were: i) To assess the effect of embryo size,
genotype and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) on plant regeneration
from hybrid embryos of maize x Tripsacum dactyloides; ii) To assess the
effect of salinity on diverse physiological parameters of plants of maize (line
B73), T. dactyloides and the fourth offspring (MT41 and MT51) of an F1
hybrid of maize x T. dactyloides; iii) To assess the effect of salinity and
alkalinity on plants of maize and T. dactyloides. To fulfill the aim i), four
genotypes of maize (2n = 20) were pollinated with T. dactyloides (2n = 72).
Embryos were isolated from the caryopsis 13, 14, 15, 16 6 19 days after
pollination and placed on the basic medium free of plant growth regulators
or supplemented with 4.6 ymol L™ 2,4-D. To fulfill the aim ii), plants of
maize and hybrids MT41 and MT51 were grown in complete nutrient
solutions at pH 5.8, under two salinity levels (in mM): 1 and 101. To fulffill
the aim iii), plants of maize and T. dactyloides were grown in complete
nutrient  solutions  supplemented  with 5 mM of  buffer
tris(hydroxymethyl)aminomethane, at two levels of pH and NaCl (in mM): 1-
pH=5.8 (control); 1-pH=8.5; 101-pH=5.8; 101-pH=8.5. Treatments were
applied 7 (maize and hybrids) and 14 (T. dactyloides) days after sowing
(DAS) and the determinations were carried out 22 and 38 DAS,
respectively. Final concentration of NaCl was reached in two days (51 and
101 mM). Embryos of 1.25 mm length or less originated 99.4 % of
regenerant calli. Three of the hybrids originated a similar number of plants
up to 6 months after embryo plating. The fourth hybrid, maize line B73 x T.
dactyloides, originated caulogenic calli, but neither shoot elongation nor
complete plants were obtained. Embryos plated on 2,4-D free medium did
not originate viable plants. Regenerated plants showed a chromosomal
somatic number of 2n=46, characteristics similar to that of T. dactyloides
plants and did not produce viable seeds. Decrease of shoot dry weight
(DW) caused by salinity was lower in maize (12 %) that in hybrid MT41 (32
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%) and hybrid MT51 (22 %) showed intermediate values. T. dactyloides
was more sensitive to salinity (101 mM NaCl-pH=5.8) than maize (51 % vs.
28 % of shoot DW decrease related to control plants, respectively).
Alkalinity (combined with 1 or 101 mm NacCl) induced similar reductions of
shoot DW of maize (45 % and 51 %, respectively) and T. dactyloides (51 %
and 58 %, respectively). Root DW was neither affected by salinity nor by
alkalinity. Among control plants, T. dactyloides showed values of specific
leaf mass (SLM) and percentage of electrolyte leakage from leaves (PEL))
higher than maize (20%, 202 %, respectively) and a total chlorophyll
content 42 % lower that that of maize. Only PEL, (%) differed between
hybrids MT41 (16) and MT51 (14) and maize (12). Relative water content
(RWC) and total chlorophyll content of maize, T. dactyloides and MT41 and
MT51 hybrids were reduced by salinity but neither PEL, nor SLM were
affected by salinity, related to the controls. Under salt stress, maize and
hybrids MT41 and MT51 showed similar leaf Na* contents (media + SE in
mmol g* DW): 0.74; 0.78 and 0.82 respectively. On the other hand, leaf
Na" content of T. dactyloides was 3.7 fold lower that that of maize. This
difference could be explained by a lower uptake (total plant Na’
accumulation/root DW) and translocation of Na* to the shoot (total shoot
Na" accumulation/total root Na* accumulation), which were 50 % lower in T.
dactyloides than in maize. Although T. dactyloides showed higher salt
sensitivity than maize (expressed as shoot dry weight relative to the
control), most of the evaluated parameters (RWC, SLM, PEL, total
chlorophyll content) showed similar responses to salinity in both species.
Moreover, T. dactyloides showed greater efficiency than maize in some
mechanisms associated with salinity tolerance, such as the ability to
maintain a low leaf Na® content and a reduced root Na' uptake and
translocation to the shoot. These features were not express in the hybrids,
which were similar to maize in most of the evaluated parameters, both

under salt and non-salt stress conditions. In this context, the higher

9



sensibility of T. dactyloides to salinity, compared to maize, may be related,
at least partially, to a poor resistance of leaf tissue to Na“, i.e. low ability to
compartmentalize Na* into the vacuole.

Key words: maize, T. dactyloides, interspecific hybrids, post-
cygotic incompatibility, caulogénesis, salinity, alkalinity, leaf Na* content,
relative water content, specific leaf mass, clorophyll content.
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INTRODUCCION GENERAL Y ANTECEDENTES
1. Situacion y problematica

1.1. Aprovechamiento de la variabilidad interespecifica para el

mejoramiento del maiz

Las caracteristicas de adaptacion de las especies silvestres a
diferentes condiciones ambientales pueden ser aprovechadas en planes de
mejora de genotipos comerciales. En algunos cruzamientos entre
diferentes especies del género Zea, 0 en cruzamientos intergenéricos entre
maiz y Tripsacum spp., aparecieron problemas de incompatibilidad post-
cigotica. Pese a ello, se pudieron obtener hibridos interespecificos o
intergenéricos mediante el rescate de embriones inmaduros y la
subsiguiente induccién de embriogénesis somatica (Furini y Jewell, 1995;
Garcia y Molina, 1997; Garcia et al., 2000). Estos hibridos pueden ser el
punto de partida para la generacion de nuevos alopoliploides (especies
nuevas que combinan los genomios y, por ende, los genes que determinan
aspectos valiosos en ambas especies parentales). Por otro lado, las
evidencias de la introgresibn de algunos caracteres de Tripsacum
dactyloides en maiz y de la ocurrencia de recombinacion/translocacion
entre ambos genomas sugieren que es posible la introgresion de genes o
la adicién/sustitucién/translocacion de cromosomas 0 segmentos de
cromosomas de Tripsacum al maiz.

Estudios previos revelaron que los hibridos entre maiz y T.
dactyloides mostraban tolerancia a diversos factores de estrés biotico
(Throne y Eubanks, 2002; Gurney et al., 2003; Prischmann et al., 2009) y
abidtico (Clark et al., 1998; Foy, 1997; Foy et al., 1999; Gilker et al., 2002;
Ritchie et al., 2006). En lo que se refiere a la salinidad, callos caulogénicos
(i.e. cultivados in vitro) y plantulas de la F1 del cruzamiento de un maiz
tetraploide (2n = 40) x T. dactyloides (2n = 72) mostraron tolerancia a la

salinidad (Pesqueira et al., 2003, 2006) y, mas interesante aun, dos
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hibridos interespecificos estables con 39 y 46 cromosomas (Kindiger et al.,
1996a) procedentes del cruce entre maiz (2n = 20) x T. dactyloides (2n =
72) producian en campo entre 11 y 16 veces mas que el maiz en
condiciones de salinidad moderada (Shavrukov et al., 2006).

Los hibridos F1 de maiz x Tripsacum tienen polen estéril, aunque
se han obtenido semillas viables con baja frecuencia, principalmente por
apomixis (Leblanc et al.,, 1995a, Sokolov et al., 2000). Por otro lado,
generaciones avanzadas del hibrido (obtenidas por retrocruzamiento con
maiz o por autofecundacion) muestran plantas con diferentes
caracteristicas fenotipicas (generalmente tripsacoides) y citogenéticas
(Leblanc et al., 2009), asi como distintos niveles de fertilidad (Harlan y de
Wet, 1977, Sokolov et al., 2000; Molina et al., 2006, entre otros trabajos).

La eleccion del genotipo de los parentales (maiz y Tripsacum) es
critica, tanto para el éxito del cruzamiento (de Wet y Harlan, 1974, Garcia y
Molina, 1997, entre otros) como para la introgresion de genes de
Tripsacum al maiz. Este Ultimo es un proceso complejo y los eventos que
ocurren en los primeros retrocruzamientos son los principales
determinantes del producto final (de Wet y Harlan, 1974; Leblanc et al.,
1996). Sélo se han logrado unos pocos hibridos de maiz y Tripsacum con
un namero cromosoémico estable (2n = 39 y 46 cromosomas) y capaces de
reproducirse (Kindiger et al.,, 1996a). Sin embargo, se requiere mas
investigacion para estudiar la interaccion entre el genoma de maiz y
Tripsacum en los hibridos obtenidos. Ademas, es fundamental evaluar las
caracteristicas fenotipicas de un mayor numero de combinaciones
genéticas y obtener plantas fértiles y estables genéticamente para poder
incorporar estos genotipos a un plan de mejoramiento de maiz o

directamente a la produccion agropecuaria.

1.2. Caracteristicas de los suelos salinos de la provincia de Buenos

Aires (Argentina)
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Segun la FAO (Mapa de Suelos del Mundo de la FAO/UNESCO,
datos del afio 2000), el area total de suelos (no necesariamente arables)
afectada por la salinidad abarca mas de 800 millones de ha, incluyendo
tanto los suelos salinos como sodicos. Esta superficie equivale a mas del
6% del area terrestre total (Arzani, 2008). En Argentina, solamente en la
provincia de Buenos Aires, el 24 % de la superficie de la provincia (7,08
millones de ha) esta ocupada por suelos hidrohalomorficos (Vazquez et al.,
2001).

Al menos el 68 % de los mismos (4,75 millones de ha) se hallan en
la Pampa Deprimida (Miaczynski, 1995). Esta region, que incluye las areas
denominadas como la Depresién del Salado y la Regién de Laprida,
abarca 9,5 millones de ha y se caracteriza por un relieve llano (0,01% de
pendiente promedio) con sistemas fluviales poco desarrollados (Tricart,
1973) y suelos (Natracuoles que forman asociaciones con Natracualfes y
Natralboles) que presentan tipicamente un horizonte arcilloso, baja
permeabilidad y alto contenido de sales sédicas (Vazquez y Rojas, 2006).
El clima de la regién es templado sub-himedo. Aunque las lluvias se
distribuyen a lo largo de todo el afo, es caracteristico que haya déficit de
lluvias en verano y exceso en invierno (Damario y Pascale, 1988), lo cual,
sumado al drenaje lento y el caracter alcalino sédico de los suelos
(Crescimanno et al., 1995), determina que sea frecuente la alternancia de
anegamiento y sequia. La vegetacion de la Pampa Deprimida es un
pastizal natural, cuya heterogeneidad floristica estd asociada con la
heterogeneidad geomorfoldgica y edafolégica (Batista et al., 2005). En
estos suelos de baja fertilidad y aptitud potencial, se desarrolla un pastizal
natural que satisface las necesidades de una ganaderia de bajos
requerimientos, como es la cria de ganado vacuno, con una escasa
participacion de pasturas, verdeos y otras fuentes alimentacion (Vazquez
et al., 2001; Vazquez y Rojas, 2006; Vazquez et al., 2006).
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En los dltimos afos, el sector agroalimentario mundial esta
sometido a un acelerado proceso de transformacion. Factores tales como
el ingreso al mercado de las grandes economias orientales y el creciente
interés en el uso de biocombustibles, han generado un aumento en la
demanda de productos agricolas, lo cual trajo aparejado un incremento
marcado en el precio de los mismos (MAA, 2008). Como consecuencia de
la situacion descrita, en la Argentina se produjo un crecimiento de la
superficie cultivada con algunos cereales y oleaginosas (principalmente la
soja), lo cual se vio acompafiado por procesos de concentracion del
capital, asociados con el desarrollo de unidades mas grandes, en perjuicio
de los pequefos y medianos productores (Carballo et al., 2004). Ademas,
en el caso de la soja, por ejemplo, la aplicacion de los nuevos paquetes
técnoldgicos ha hecho posible alcanzar buenas producciones en zonas
consideradas marginales o no tradicionales para su cultivo. Por lo tanto, la
expansion del cultivo de soja se logré en parte a través de la incorporacién
de nuevas tierras, pero también por sustitucion de otros cultivos (por
ejemplo cultivos regionales, como la cafia de azlucar y el algodon) y
actividades. La produccién ganadera, entre otras, se ha desplazado hacia
zonas aun mas marginales, lo cual se asocia con una disminucion de los
nacimientos y una mayor mortandad perinatal, consecuencia de la menor
condicion corporal de las madres (MAA, 2008).

La region de la Cuenca del Salado es la zona de cria predominante
en la provincia de Buenos Aires. Como se mencioné antes, es un sistema
de produccién extensivo, de baja productividad, con variaciones
significativas en la oferta forrajera. Segun el Programa Provincial De
Produccion de Ganados y Carnes del Ministerio de Asuntos Agrarios de la
provincia de Buenos Aires (MAA, 2010), el potencial de desarrollo pecuario
en esta region estaria basado, por un lado, en un incremento de la
eficiencia en el manejo del ganado y su mejora genética y, por otro, en la

incorporacion de una adecuada presupuestacion forrajera, con mejora en
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calidad y disponibilidad de forrajes. Por lo tanto, la obtencién de genotipos
nuevos que toleren las condiciones ambientales desfavorables existentes
en la region (periodos alternados de sequia y anegamiento, salinidad,
alcalinidad y compactacion) es una alternativa interesante a explorar. Si
bien la salinidad y la alcalinidad en los suelos son problemas ampliamente
extendidos alrededor del mundo, el mejoramiento en estos aspectos no ha
mostrado un grado de avance acorde a las necesidades (Rengasamy,
2006). Esto puede explicarse, por un lado, por la dificultad en identificar el
factor comdn o predominante cuando el crecimiento de la planta esta
limitado por una combinacién de factores edéaficos (Rengasamy, 2006) y
por otro, por la complejidad que presenta la tolerancia a la salinidad en las
plantas (para revisiones ver Munns, 2002; Leidi y Pardo, 2002; Tester y
Davenport, 2003; Flowers, 2004; Cuartero et al. 2006; Munns y Tester,
2008; Arzani, 2008; Cuartero et al. 2010). En el caso de la alcalinidad, el
problema se acrecienta por las dificultades practicas que representa
mantener valores altos de pH en el medio en contacto con las raices
(Singh et al., 2002).

2. Caracteristicas del género Tripsacum

Tripsacum es un género complejo que comprende 16 especies (de
Wet et al.,, 1981, 1983; Kindiger y Dewald, 1997; Li et al., 1999), todas
perennes pero con distinta morfologia y adaptadas a diversas condiciones
ambientales (Wilkes, 1979). El género Tripsacum incluye citotipos diploides
(2n = 2x = 36), triploides (2n = 3x = 58), tetraploides (2n = 4x = 72),
pentaploides (2n = 5x = 90) y hexaploides (2n = 6x = 108) (Randolph,
1950; de Wet et al., 1976, 1981, 1983; Kindiger y Dewald, 1997; Li et al.,
1999). Ademas, posee caracteristicas agronémicas deseables, tales como
resistencia a enfermedades e insectos que comunmente afectan al maiz

(de Wet, 1978), tolerancia a exceso de aluminio en el suelo (Foy, 1997;
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Foy et al., 1999), aerénquima constitutivo (Ray et al., 1998), buena
penetracion de raices en suelos arcillosos (Clark et al., 1998) y
reproduccion por apomixis pseudogamica facultativa en los citotipos
poliploides (Leblanc et al., 1995b).

El género Tripsacum es monoico, perenne, y esta distribuido
ampliamente en el continente americano desde los 42° de latitud Norte
hasta los 24° de latitud Sur. Esto es, desde Massachusetts, Estados
Unidos, hasta Paraguay, América del Sur. La mayor parte de las especies
se encontraron en México, el centro geogréfico de diversidad para este
género (de Wet et al., 1983; Berthaud y Savidan, 1989).

El género Tripsacum se dividi6 en 2 secciones, en base a la
morfologia de la inflorescencia (Brink y de Wet, 1983). La seccion
Tripsacum esta definida por tener relativamente pocas Yy rigidas
inflorescencias, espiguillas estaminadas con glumas exteriores coriaceas y
entrenudos cortos y gruesos. Esta seccién incluye 11 especies (Tabla 1)
distribuidas a lo largo de todo el rango del género. La seccion Fasciculata
estd caracterizada por tener inflorescencias mas ramificadas y laxas,
espiguillas estaminadas con glumas exteriores membranosas y entrenudos
del raquis largos y finos. Esta seccion incluye 5 especies (Tabla 1) que
ocurren en el centro de diversidad del género en México y América Central
(de Wet et al., 1983). En Sudamérica, el género Tripsacum esta
ampliamente distribuido en las cuencas de los rios Amazonas y Orinoco,
desde las cuencas de drenaje del Caribe, hacia el sur hasta el Paraguay, y
hacia el este hasta el Mato Grosso en Brasil. Este género ocupa un amplio
rango de habitats a lo largo del limite entre la sabana y el bosque,
comunmente a lo largo de lechos de rios secos que sufren anegamientos
estacionales, a lo largo de las riveras parcialmente sombreadas de los rios
y a los bordes de las laderas y grietas de la Cordillera este. La distribucién
es discontinua, con colonias de la misma especie frecuentemente

separadas decenas de kilometros (de Wet et al., 1981).
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Tabla 1. Taxdn, nivel de ploidia y nimero cromosémico de las especies del
género Tripsacum (de Wet et al., 1981; Kindiger y Dewald, 1997; Li et al.,
1999).

Taxén Nivel de ploid{ay numero
cromosémico

Tripsacum secc. Fasciculata
1. T. pilosum Scribner & Merrill 4x =72
2. T.jalapense de Wet & Brink 4x =72
3. Tr.narir;aairzar Hernandez y Randolph y T. Ax =72 6 2% = 36
4. T.laxum Nash 2x =36
5. T. fasciculatum Trin ex Ascherson
Tripsacum secc. Tripsacum
6. T. zopilotense Hernandez Ax =72
7. T. peruvianum de Wet & Timothy 2n=72,90 6 108
8. T. bravum J. R. Gray 4x =72
9. T.intermedium de Wet & Harlan Ax =72
10.T. andersonii Gray 2n =64
11.T. australe

var. hirsutum Cutler & Anderson 2x =36

var. australe 2x =36
12.T. latifolium Hitchcock 2x =36
13.T. lanceolatum Rupr. Ex Fourn.
14.T. cundinamarce de Wet & Timothy 2x = 36
15.T. floridanum Porter ex Vassey 2x =36
16.T. dactyloides (L.) L.

var. dactyloides 4x =72

var. dactyloides 2x =36

var. meridionale de Wet & Timothy 2x =36

var. hispidum (Hith.) de Wet & Harlan Ax =72

var. mexicanum de Wet & Harlan Ax =72

T. dactyloides (L.) L. (Figura 1) es la especie mas ampliamente

extendida y con mayor variabilidad morfolégica (Newell and de Wet, 1974;

17



de Wet et al., 1976). Representantes tipicos de la especie se encuentran
en el noreste de México, también estd ampliamente distribuida en la zona
adyacente de los Estados Unidos, desde Massachusetts hasta Nebraska
(42° Lat. N), y en Sudamérica puede encontrarse hasta los 24° Lat. S. Las
plantas tienen rizomas cortos y cafas erectas o brevemente decumbentes
gue llegan hasta los 3 m de altura. Las vainas de las hojas son glabras o
pilosas, con las laminas generalmente mas o menos glabras y de un ancho
de hasta 4,0 cm. Las inflorescencias terminales estdn compuestas de 1-10
(media 4,8) racimos subdigitados laxos, con espiguillas estaminadas de 5 a
9 cm de largo, y ambas espiguillas del par sésiles. Los representantes
sudamericanos de T. dactyloides pueden ser reconocidos casi siempre por
poseer ramificaciones apresadas que se curvan en conjunto, formando una
inflorescencia inclinada. Los representantes sudamericanos de T.
dactyloides se reconocen como la variedad ‘meridionale’. Esta especie se
denomina comunmente como gamagrass y ha sido reconocida como un
forraje altamente palatable para las praderas del este de Estados Unidos
(Rechenthin, 1951), con una productividad superior a otras gramineas del
centro y centro sur de Estados Unidos (Faix et al., 1980). Esta forrajera ha
mostrado buen desempefio en sus diversos usos, ya sea para pastoreo
directo (Burns et al., 1993; Aiken, 1997), heno (Burns et al., 1996) o silaje
(Eun et al., 2004). Recientemente, también se esté estudiando su utilidad
como cerco vegetativo para controlar la erosion (Dewald et al., 1996;
Ritchie et al., 2000) o reducir la polucién del agua de escurrimiento agricola
(Rankins et al., 2005; Kaspar et al., 2007) y como un cultivo mejorador de
suelos marginales o contaminados (Clark et al., 1998; Gilker et al., 2002).
La utilidad del T. dactyloides radica especialmente en la tolerancia
a condiciones edéaficas adversas, tales como acidez extrema vy
compactacion (Foy, 1997; Clark et al., 1998; Foy et al., 1999; Ritchie et al.,
2006), la tolerancia a las bajas temperaturas invernales y una alta

produccion de materia seca (Faix et al., 1980). Sin embargo, los distintos
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germoplasmas de gamagrass muestran considerable variacion en el
rendimiento, calidad forrajera y produccién de semilla (Wright et al., 1983;
Bidlack et al., 1999), asi como una fuerte dormiciébn que reduce la
germinacion (Kindiger, 1994; Mueller et al., 2000; Huarte y Garcia, 2009;
Huarte et al., 2007). Este factor, sumado al lento cremimiento inicial de las
plantulas, dificulta el establecimiento de la pastura. Una estratificacion fria
prolongada (al menos 6 semanas) de las semillas hidratadas ha mostrado
ser efectiva para reducir el nivel de dormicion de las semillas (Ahring and
Frank, 1968; Anderson, 1985). Sin embargo, hasta el momento, el método
mas exitoso ha sido la siembra de semillas secas en el otofio (Mueller et
al., 2000; Aberle et al., 2003; Gibson et al., 2005).

Figura 1. T. dactyloides (L.) L. (2n=72). a) Cultivo en Santa Catalina

(provincia de Buenos Aires, Argentina) 1 afio después de la siembra. b)
Detalle de la inflorescencia.

Otra especie cultivada es T. andersonii, conocido comunmente
como ‘Guatemala grass’, se cultiva en América Central y en América del
Sur, aunque crece naturalmente en los bordes de los rios en las montafas
desde Venezuela a Peru. Las colecciones de ‘Guatemala grass’ son

sorprendentemente uniformes, practicamente carecen de variacion intra-
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poblacional (de Wet et al., 1981). Esta especie es casi completamente
estéril sexualmente, tiene un nimero cromosoémico de 2n = 64 y estudios
preliminares sugieren que combina 54 cromosomas de alguna especie
sudamericana de Tripsacum (seccion Fasciculata) y 10 cromosomas de
una raza de maiz sudamericana (Z. mays L.) (Talbert et al., 1990).
Probablemente se originé a partir de un cruzamiento entre un Tripsacum
diploide (2n = 36) y Z. mays (2n = 20), lo cual produjo un hibrido con 36
cromosomas de Tripsacum + 10 de maiz, que se retrocruzé con el
progenitor Tripsacum diploide. También podria representar un hibrido entre
un Tripsacum pentaploide o hexaploide (2n = 90 é 108) y maiz como
progenitor femenino (de Wet et al., 1981). En las zonas de cultivo, el

‘Guatemala grass’ se propaga por cortes de estolones.

3. Hibridacién de los géneros Zeay Tripsacum
3.1. Obtencién y andlisis citogenético de las plantas hibridas

Aunque Zea y Tripsacum estan aislados reproductivamente por
barreras gametofiticas y esporofiticas, pueden obtenerse los hibridos
mediante el acortamiento de los estigmas del maiz (Mangelsdorf y Reeves,
1931) y posterior rescate de embriones (James, 1979; Bernard y Jewell,
1985) o induccion de embriogénesis somatica (Furini y Jewell, 1995;
Garcia y Molina, 1997; Garcia et al., 2000).

Aunque los cromosomas de maiz y Tripsacum difieren en ndmero y
morfologia (Galinat, 1973), se han identificado varios loci de maiz que
tienen un locus correspondiente en algun lugar en el genoma de
Tripsacum, por lo que podria tratarse de genes ort6logos. Ademas, los
estudios citologicos han revelado numerosas regiones genémicas donde
ocasionalmente ocurre sinapsis y posible recombinacién/translocacién
entre los cromosomas de estas especies que pertenecen a distintos
géneros (Maguire, 1961, 1962; Engle et al., 1973; de Wet y Harlan, 1974;
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Newell y de Wet, 1974; Rao y Galinat, 1974; Kindiger et al., 1995;
Grimanelli et al.,, 1998; Molina et al., 2006). También se ha logrado la
introgresion de genes que controlan algunos caracteres de T. dactyloides
en maiz, como por ejemplo la apomixis gametofitica (Petrov et al., 1971;
Leblanc et. al., 1995a; Kindiger et al., 1996a,b), la resistencia a Puccinia
sorghi (Berquist, 1981) y la formacion de aerénquima constitutivo (Ray et
al., 1999).

La regeneracion de plantas por organogénesis o embriogénesis
somatica permite obtener varias plantas por embrién cigoético, lo que
incrementa de manera notable el nimero de hibridos regenerados (Furini 'y
Jewell, 1995; Garcia y Molina, 1997; Garcia et al., 2000; Garcia y Molina,
2001). Sin embargo, los genotipos progenitores afectan tanto la frecuencia
de formacion de embriones hibridos como la induccién y frecuencia de
regeneracion de plantas in vitro (Garcia y Molina, 1997). Por otro lado, la
posibilidad de incorporar estos hibridos a un plan de mejoramiento y la
utilidad de los mismos varia con las caracteristicas de los genotipos de las
especies progenitoras. Uno de los principales factores a tener en cuenta es
el nivel de ploidia de los mismos. Como consecuencia, seria Qtil contar con
un mayor nimero de combinaciones hibridas entre distintos genotipos de

maiz y Tripsacum spp.

3.2. Fertilidad de las plantas hibridas

El uso de autopoliploides naturales o artificiales como progenitores
en los cruzamientos remotos podria ser una alternativa ventajosa (Matzk,
1997). Sin embargo, los cruzamientos de maiz tetraploide (2n = 40) x T.
dactyloides tetraploide (2n = 72) han dado origen a hibridos F1 estériles
sexualmente, los cuales producen pocas semillas, principalmente por

apomixis (Sokolov et al., 2000).
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En tales hibridos, se podria aumentar la fertilidad mediante la
obtencion del anfidiploide por duplicacion cromosémica. Distintos
compuestos inhibidores de la mitosis han sido efectivos para inducir la
duplicacion cromosdmica en cultivo de tejidos. La colchicina se ha usado
para inducir la duplicacibn cromosdémica en cultivos de anteras de trigo
(Navarro-Alvarez et al., 1994) y de maiz (Wan et al., 1989), en callos
organogénicos de especies diploides de Tripsacum, tales como T.
dactyloides var dactyloides (Salon y Earle, 1998), T. dactyloides var
mexicanum, T. dactyloides var hispidum, T. dactyloides var meridionale, T.
maizar, T. pilosum y T. zopilotense (Leblanc et al., 1995c¢); la pronamida en
cultivo de callos de maiz (Beaumont, 1993) y la oryzalina en cultivos de
hoja y microestacas de kiwi (Chalak y Legave, 1996).

Los compuestos utilizados para inducir la duplicacion cromosémica
producen altos porcentajes de mortalidad de los tejidos en cultivo. Por lo
tanto, es importante contar con un sistema eficiente de multiplicacion vy
regeneracion in vitro. Una metodologia util podria ser la micropropagacion
y/o induccién de callos organogénicos o embriogénicos a partir del tejido

somatico de los hibridos estériles.

3.3. Evaluacién de la utilidad agronémica de los hibridos
Plantas de hibridos F1 de maiz x T. dactyloides y su progenie han
mostrado tolerancia, O caracteristicas asociadas con la tolerancia, a

distintos causas de estrés abiotico:

v" Hibridos F1 de maiz y T. dactyloides muestran una alta tolerancia a la
salinidad in vitro e in vivo (Pesqueira et al., 2003, 2006).

v" Jatimliansky et al. (2004) observaron que plantas F1 derivadas de un
cruzamiento de maiz x T. dactyloides exhibian mayor tolerancia al estrés

por bajas temperaturas (superiores a 0°C) que sus progenitores.
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v" Ray et al., 1999, observaron la introgresién de genes que determinan
aerénquima constitutivo en hibridos F1 de maiz x T. dactyloides y en
plantas obtenidas por sucesivos retrocruzamientos con maiz. En el trabajo
mencionado se observé la formacion de aerénquima en el 100 % de las
plantas del hibrido F1 y del primer retrocruce, en el 50 % de las plantas
del segundo retrocruce y en el 75 % de las plantas del tercer retrocruce. El
andlisis citogenético de estos materiales mostré6 que la formacion de
aerénquima estaba asociada con la presencia del brazo corto del
cromosoma 16 de Tripsacum.

v" Hibridos estables de maiz x T. dactyloides produjeron hasta 42,9 tn ha*
de biomasa fresca (16 veces mas que el progenitor maiz) en condiciones
de moderada salinidad (C.E.= 3,44 dS m?, equivalente a 2400 ppm). La
composicion nutritiva, energia, contenido de proteina y digestibilidad del
hibrido para alimentacién animal mostrd valores similares a los del maiz
(Shavrukov et al., 2006).

4. Nivel de tolerancia a la salinidad y/o alcalinidad del maiz, T.
dactyloides y los hibridos entre las dos especies

De acuerdo a la reduccion del rendimiento causada por el
incremento en la conductividad del suelo, Maas y Hoffman (1977)
establecieron rangos relativos de tolerancia para los cultivos, definidos por
los limites en la Figura 2. Segun este criterio, clasificaron al maiz (hibrido
Asgrow 88) como un cultivo moderadamente sensible a la salinidad.

Posteriormente, Katerji et al. (2000) confirmaron la clasificacion
anterior, que coloca a la remolacha y al trigo duro como tolerantes a la
salinidad y al resto de los cultivos evaluados (maiz, papa, girasol, haba y
soja) como moderadamente sensibles, excepto por la soja que fue
clasificada como moderadamente tolerante por Maas y Hoffman (1977)

(reproducida en USDA-ARS, 2009). Por ejemplo, en el campo, valores de
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salinidad de 100 mM (=10 dS m™) de NaCl en la solucién del suelo
provocan la muerte de las plantas de arroz antes de la madurez y una
reduccion de los rendimientos en el trigo. Las plantas de cebada, el cereal
mas tolerante, mueren si se exponen a concentraciones superiores a 250
mM de NaCl en la solucion del suelo durante un periodo extendido.
Solamente las haléfitas continuan creciendo con concentraciones de NacCl
mayores de 250 mM, aunque pocas tienen importancia econémica (Munns
et al., 2006).

Figura 2. Clasificacién realizada por Maas y Hoffman (1977) que establece
rangos de tolerancia relativa a la salinidad para varias especies cultivadas
(adaptado de Ayers y Westcot, 1985). CE,: Conductividad eléctrica del

agua; CE.: Conductividad eléctrica del extracto de saturacion del suelo.

Tabla 2. Umbral de conductividad eléctrica (CE,, dS m™) y pendiente (b, %
de reduccion del rendimiento/dS m™) de acuerdo al andlisis de regresion

de los tratamientos salinos (adaptado de Katerji et al., 2000).

Cultivo Katerji et al, 2000 Maass y Hoffman (1977)
CE, b CEs b
Remolacha 0,0 0,4 7,0 59
Trigo duro 0,0 1,9 5,7 3,8
Papa 0,0 5,6 1,7 12,0
Girasol 0,5 8,7 - -
Maiz 1,3 10,5 1,7 12,0
Soja 2,0 11,4 5,0 20,0
Tomate 2,4 16,4 25 9,9
Habas 2,8 14,4 1,6 9,6
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Las empresas que comercializan semillas de T. dactyloides lo
recomiendan para suelos no salinos, sin embargo no se han realizado
trabajos donde se cuantifique su tolerancia a la salinidad ni a la alcalinidad.

En un estudio previo se obtuvieron plantas F1 de maiz x T.
dactyloides a partir del rescate de embriones inmaduros y la induccién de
caulogénesis 0 embriogénesis somatica. Este hibrido mostr6 alta tolerancia
a la salinidad tanto in vitro como in vivo. Los callos caulogénicos del hibrido
mencionado mostraron =50% de reduccion en el peso seco y el porcentaje
de regeneracion de plantas luego de 30 dias en presencia de 170 mM de
NaCl en el medio de cultivo (Pesqueira et al., 2003). En contraste, la
presencia de 100 mM de NaCl en el medio de cultivo durante el mismo
periodo de tiempo produjo una reduccion de 81,54% en el crecimiento de
callos de maiz, con respecto al control (Ramagopal, 1986). Los callos
caulogénicos del hibrido de maiz x T. dactyloides conservaron la
capacidad de regenerar plantas aun en presencia de 170 mM de NaCl
(Tabla 3, Pesqueira et al., 2003). Si bien no hemos encontrado datos con
respecto al maiz, en el arroz (levemente mas tolerante a la salinidad que el
maiz, segun Ayers y Wescot, 1985), 100 mM de NaCl en el medio de
cultivo inhibié completamente el proceso de regeneracion de brotes a partir
de callos caulogénicos (Lutts, 1999).

Las plantas regeneradas y rustificadas del hibrido de maiz x T.
dactyloides mencionado arriba, regadas durante 20 dias con una solucién
170 mM de NacCl, mostraron una disminucion en el contenido de agua pero
no se observaron diferencias significativas en el peso seco con respecto a
las plantas control regadas con agua corriente (Pesqueira et al., 2003).

En un experimento posterior (Pesqueira et al., 2006), no se
observaron diferencias significativas entre los pesos frescos ni los pesos
secos de la parte aérea de plantas del hibrido regadas durante 21 dias con
250 mM de NaCl, con respecto a las plantas control (regadas con agua

corriente). Por el contrario, las plantas regadas con 250 mM de NaCl
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incrementaron el peso seco de las raices, con respecto al tratamiento
control (Tabla 4).

Tabla 3. Regeneracion, porcentajes de supervivencia e incremento diario
relativo de peso de callos de un hibrido F1 de maiz x T. dactyloides
expuestos a diferentes concentraciones de NaCl (adaptado de Pesqueira
et al., 2003)

Parametro Concentracion de NacCl

0 70 140 170 210 250
Regeneracion (%) | 61,5a 40b 30c - od -
Supervivencia (%) | 92,3a 60b 40c - 8,3d -
IRP/dia (g g™'d) 0,123a | 0,087b | 0,071bc | 0,057cd | 0,059bcd | 0,033d

Letras diferentes en la fila indican diferencia significativa (Tuckey, a: 0,05)

Por otro lado, hibridos estables de maiz x T. dactyloides produjeron
hasta 42,9 tn ha™ de biomasa fresca (16 veces mas que el progenitor maiz)
en un lote cultivado con moderada salinidad (CE = 3,44 dS m?, equivalente
a 2400 ppm 6 41 mM) (Shavrukov et al., 2006).

Tabla 4. Peso fresco y seco del vastago y la raiz de plantas de un hibrido
de maiz x T. dactyloides regadas con 250 mM de NaCl y con agua

corriente (control) durante 20 dias (adaptado de Pesqueira et al., 2006)

Tratamiento Peso (g planta™)
3 p Relacién
Vastago (V) Raiz (R) VIR
Peso fresco | Peso seco | Peso seco
Control 5,20a 0,98a 0,14a 7,0
250 mM
6,18a 1,44a 0,55b 2,6
de NacCl
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5. Influencia del estadio de crecimiento de la planta sobre la

tolerancia a la salinidad en el maiz

Los efectos de la salinidad sobre el maiz y otras especies
dependen marcadamente del estado fenoldgico de la planta. Los estadios
de plantula y floracion han mostrado ser los mas sensibles a la salinidad en
maiz (Kaddah y Ghowail, 1964; Pasternak et al., 1985) y otras especies,
como por ejemplo arroz (Heenan et al.,, 1988; Lutts et al., 1995), trigo,
cebada vy triticale (Rawson et al., 1988).

Valores moderados de salinidad no afectaron significativamente la
germinacion de cariopses de maiz (Kaddah y Ghowail, 1964; Maas et al.,
1983; Cicek y Cakirlar, 2002). Kaddah y Ghowail (1964) observaron que el
estadio mas sensible del maiz a la salinidad es el de plantula, hasta los 21
dias después de la siembra. Estos autores también observaron que, en
general, el rendimiento en granos fue mucho mas sensible a la salinidad
gue el rendimiento en biomasa vegetativa aérea. Khan y McNeilly (2005),
por ejemplo, cuantificaron la tolerancia a la salinidad en progenies hibridas
de maiz a partir del crecimiento de la raiz en una solucién con el agregado
de sal. Si bien este método no cuantifica necesariamente la tolerancia a
nivel de planta entera en condiciones de campo, existe evidencia de que la
variacion en la respuesta de la plantula a la salinidad persiste en la planta
adulta en maiz (Maiti et al., 1996) y otras especies, tales como sorgo,
Trifolium, alfalfa (Khan y McNeilly, 2005), trigo, cebada y triticale (Rawson
et al., 1988).

6. Parametros fisiolégicos afectados por la salinidad en el maiz y

otras plantas cultivadas

El estrés salino afecta a diversos procesos fisiolégicos de las
plantas y causa disminuciones severas del crecimiento y rendimiento de

los cultivos. Los efectos mas significativos y ampliamente estudiados de la
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salinidad sobre las plantas han sido el estrés osmdtico, el desequilibrio
i6nico, particularmente en los iones K*y Ca®, y la toxicidad directa de los
iones sobre los procesos metabdlicos (Zhu, 2001; Tester y Davenport,
2003; Munns y Tester, 2008).

La salinidad en la solucion del suelo genera en la planta tanto un
estrés osmotico como ionico. A corto plazo (horas), el estrés salino
produce una reduccion en el crecimiento del vastago y, en menor medida,
de la raiz. Este efecto no parece dependiente de la concentracion de Na*
en el tejido, sino mas bien una respuesta a la osmolaridad de la solucion
externa (Munns, 2002). En cambio, los dafios especificos del Na* se
asocian con la acumulacion de Na* en los tejidos foliares y resultan en
necrosis de las hojas viejas, que comienza en los apices y margenes y se
extiende hacia la base. En este caso la reduccién de la productividad neta
y del rendimiento esta relacionada con el acortamiento del periodo de vida
individual de las hojas (Munns 1993, 2002). El periodo de tiempo en el cual
se manifiestan los dafos especificos por Na* es variable, depende de la
efectividad de la compartimentacion del Na* en los tejidos foliares y en las
células. Los dafios especificos por Na* muestran mayor variacion entre
especies que los efectos osmoéticos (Munns, 2002), los cuales pueden
identificarse en varios niveles (para revisiones ver Munns, 2002; Tester y
Davenport, 2003; Munns y Tester, 2008).

6.1. Lasalinidad induce unarespuesta bifasica en el crecimiento

Munns (1993) mostré que la salinidad induce una respuesta bifasica
en el crecimiento: al principio (la escala de tiempo para esta fase es de
semanas), la disminucién del potencial hidrico del suelo causada por la
salinidad genera un efecto de estrés osmotico sobre la planta; en la
segunda fase, la concentracion de iones téxicos aumenta rapidamente,

especialmente en las hojas viejas. Estas mueren a causa de un incremento
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rapido de la concentracion de sales en la pared celular o en el citoplasma,
una vez que se supera la capacidad de acumulacién en la vacuola (Munns,
1993). Sin embargo, otros autores observaron efectos especificos del NaCl
durante la primera semana después de la salinizacion. Stimer et al. (2004)
informaron que, a partir del quinto dia de la aplicacion del estrés, una
solucion de PEG con un ys de -0,46 MPa produjo una fuerte reduccion del
crecimiento foliar con respecto al control y una solucién isoosmotica de
NaCl redujo significativamente el crecimiento foliar con respecto al
tratamiento con PEG. A partir de estos datos los autores concluyeron que
durante la primera fase de la reduccién del crecimiento hay una
prevalencia del estrés osmoético pero hay un efecto ibnico adicional.
Ademas, usando soluciones de varias sales con concentraciones ionicas
equivalentes e idéntico potencial osmatico ajustado con PEG, identificaron
toxicidad por Na' durante esta primera fase del estrés salino.

En especies tales como el maiz (Cramer y Bowman, 1991a;
Neumann, 1993), arroz (Yeo et al., 1991), trigo y cebada (Passioura y
Munns, 2000), un incremento brusco de la salinidad produjo reducciones
rapidas y transitorias en las tasas de expansion foliar, las cuales se
recuperaron hasta un nuevo estado estacionario en un lapso de minutos a
pocas horas. Mediante una técnica de presurizacion en la cual se
mantuvieron las plantas salinizadas en su maximo estado hidrico, el
crecimiento se mantuvo constante (no hubo reduccién ni incremento del
crecimiento foliar con la adicion y eliminacion del NaCl, respectivamente)
en un periodo de minutos (Passioura y Munns, 2000) o de algunas horas
(Munns et al., 2000a). Sin embargo, en un periodo de dias de estrés salino
o hidrico, la presurizacion fall6 en mantener altas tasas de elongacion
foliar, lo cual indica que sefiales provenientes de la raiz invalidan los
efectos hidricos (Munns et al, 2000c). La adicion de NaCl o
concentraciones iso-osmoéticas de PEG, manitol o KCI indujo una inhibicién

del crecimiento similar (Yeo et al., 1991) o mayor en el caso del PEG
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(Chazen et al., 1995). Estos resultados indican que la reduccién transitoria
inicial del crecimiento se debe a cambios en las relaciones hidricas (ver
revision de Munns, 2002). Sin embargo, trabajos mas recientes mostraron
que, aun en este primer periodo del estrés salino (minutos), algunas
respuestas difieren ante un estrés hidrico o salino. Por ejemplo, el
incremento de la concentracion citosélica de Ca** fue menor en respuesta
a 200 mM de sorbitol que a 100 mM de NaCl (Tracy et al., 2008).

6.2. Mecanismos involucrados en la reduccién del crecimiento

causada por la salinidad
6.2.1. Hojas

En el maiz, una salinidad moderada (80 mM de NacCl) redujo
rapidamente la tasa de expansion foliar, la cual se inhibi6 completamente a
los 30 min y alcanzé un nuevo estado de equilibrio (80 % del control)
aproximadamente 150 min después de la salinizacién (Cramer y Bowman,
1991a). Al principio, las plantas tratadas con NaCl 80 mM mostraron
también una reduccion en el potencial de presién de las hojas, pero luego
de 150 min de tratamiento salino la turgencia se recuperé completamente,
aunque la elongacién foliar continué restringida con respecto al control. El
aumento del umbral de turgencia de la pared celular (valor de turgencia al
cual se detiene el crecimiento, Y) de las células de la zona de crecimiento
fue la causa de la reduccion en la tasa de elongacion foliar (Cramer,
1992a). Estas respuestas se originaron estrictamente a causa de un estrés
hidrico; no hubo efectos iGnicos aparentes dentro de las 4 h posteriores a
la salinizacion (Cramer y Bowman, 1991b). Sin embargo, respuestas a mas
largo plazo (24 h de exposicion a 75 mM de NaCl) mostraron que el estrés
salino continuo afecté también la conductividad hidraulica (L) y la
extensibilidad de la pared celular (m). Ademas, el Ca®* mejord el

crecimiento de las plantas expuestas al NaCl mediante el incremento de la

30



conductividad hidraulica (Cramer, 1992a). Segun el autor, estos resultados
sugieren que a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la salinidad
también se incrementan los efectos causados por iones especificos.

En las gramineas, durante un periodo importante del desarrollo
foliar, la elongacion de la hoja depende de la expansion irreversible de las
células localizadas en la zona basal, cerca del punto de union de la hoja al
nudo. El estrés salino reduce la tasa de crecimiento foliar mediante el
acortamiento de la zona de elongacioén de la hoja y disminucion de la
intensidad de crecimiento en su zona central y distal (Bernstein et al.,
1993; Neves-Piestun y Bernstein, 2001). Los mecanismos que reducen el
crecimiento de las hojas y el desarrollo de la parte aérea ante un estrés
salino alin no se conocen con precision. Los resultados publicados han
mostrado que la reduccién en el crecimiento de la hoja en la primera fase
de un estrés salino es independiente de factores tales como el aporte de
hidratos de carbono (Munns, 1993; Munns et al., 2000a; De Costa et al.,
2007), el contenido de compuestos organicos solubles (Azevedo Neto et
al., 2004), el estado hidrico (Munns et al., 2000c; Fricke y Peters, 2002), el
aporte de nutrientes (Hu et al., 2007), y la concentracion de Na* y ClI" en
las hojas (Azevedo Neto et al., 2004) y en los tejidos foliares en
crecimiento (Fricke, 2004; Neves-Piestun y Bernstein, 2005; Hu et al.,
2005, 2007). Si bien se han observado cambios en las propiedades de la
pared celular (Cramer y Bowman, 1991a; Cramer, 1992a,b), todavia no se
conocen con certeza las sefiales locales, o provenientes de otros sitios de
la planta, que regulan estas propiedades de la pared y las tasas de
expansién celular (Zoérb et al., 2004; De Costa et al., 2007; Pitann et al.
2009; Zhao et al., 2010) y otros parametros fisioloégicos afectados por la
salinidad (Gunes et al., 2007; Tuna et al., 2008). Rodriguez et al. (2004),
por ejemplo, observaron que la inhibicién de la elongacion foliar inducida
por el NaCl se relacion6 con una disminucion en la concentracion

apoplastica de especies reactivas de oxigeno en la zona de elongacion.
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Munns (2002) propuso que, durante los primeros dias después del
comienzo de un estrés salino, las sefiales hormonales juegan un papel
fundamental en la regulacion del crecimiento. Varios autores han
observado un aumento de las concentraciones de acido abscisico (ABA)
libre y B-D-Glucopyranosyl abscisato (ABA-GE) en respuesta a un estrés
salino (Cramer y Quarrie, 2002; Sauter et al., 2002; Fricke et al., 2004; De
Costa et al. 2007). Sin embargo, los resultados son contradictorios en
cuanto al efecto del ABA sobre el crecimiento foliar ante un estrés hidrico o
salino. Algunos autores observaron un efecto inhibitorio (Cramer y Quarrie,
2002, entre otros) pero en otros casos se observé un efecto promotor del
ABA sobre crecimiento foliar, por ejemplo en plantas salinizadas de maiz
(De Costa et. al., 2007), cebada (Fricke et al., 2004), trigo (Gurmani et al.,
2009) y poroto (Khadri et al., 2007). Esta contradiccién podria explicarse a
partir de resultados recientes que muestran que existen variaciones
temporales en la relacion entre el contenido de ABA vy el crecimiento foliar
en respuesta a un estrés salino. A partir de dos culivares de cebada con
distinto nivel de tolerancia a la sequia, sometidos a estrés por NaCl, se
observé que la inhibicion de la transpiracién inducida por el incremento del
contenido de ABA produjo un efecto promotor del crecimiento entre los
primeros 10 minutos y 1 dia desde el comienzo de un estrés salino.
Posteriormente este patron de la hormona cambi6, lo mismo que la
conductividad estomética. Por lo tanto, el cultivar tolerante fue el que
mostr6 un mayor incremento en el contenido de ABA y una mayor
inhibicion de la transpiracién al comienzo del estrés, con respecto al
control. En cambio, a los 8 dias, el contenido de ABA permaneci6 superior
a los controles en el cultivar sensible pero fue similar a los controles en el
cultivar tolerante (Veselov et al., 2008).

De acuerdo a la hipétesis del crecimiento acidico, ampliamente
aceptada, la auxina induce la pérdida de rigidez de la pared celular

mediante la acidificacion del apoplasto. La fuente de protones es la H*-
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ATPasa del plasmalema, cuya actividad aumenta en respuesta a la auxina
(Taiz y Zeiger, 2002). Esta activaciéon en el bombeo de H* disminuye el pH
de la pared celular, activa enzimas y proteinas de la pared sensibles al pH
e inicia la pérdida de rigidez de la pared y la expansién celular (ver revisién
de Hager, 2003). Varios autores observaron que, en tejido foliar en
crecimiento de maiz, la salinidad no indujo un cambio significativo en la
sintesis de H'-ATPasa del plasmalemma ni en su actividad hidrolitica
(Neves-Piestun y Bernstein, 2001; Z6rb et al., 2005b; Pitann et al., 2009).
Sin embargo, aln no esta claro si la reduccion del crecimiento foliar del
maiz en la primera fase del estrés salino se relaciona con una disminucion
en la eficiencia de la H*-ATPasa del plasmalemma en la translocacion de
H* y consiguiente alcalinizacién del apoplasto. Varios autores informaron
gue plantas del cv. Pioneer 3906 de maiz (relativamente sensible a la
salinidad) cultivadas con 100 mM NaCl mostraron disminucion en la
extrusion de H* (Zorb et al., 2005a; Hatzig et al., 2010) y alcalinizacion del
apoplasto (Pitann et al., 2009), con respecto al control. Si bien no se
modificé el nivel de la proteina, Zoérb et al. (2005a) propusieron que la
menor eficiencia en el bombeo de H* se debié al cambio observado en la
proporcion de las isoformas de la enzima (incremento de MHA4 y
disminucion de MHA1) a nivel del ARNm. Sin embargo, los resultados
obtenidos con genotipos de maiz tolerantes a la salinidad fueron
contradictorios. Pitann et al. (2009) informaron que, si bien la salinidad
redujo el crecimiento del vastago, no indujo una disminucién en la actividad
de la H*-ATPasa del plasmalema ni el incremento del pH del apoplasto
foliar, con respecto al control. Hatzig et al. (2010), en cambio, observaron
una disminucién similar en la actividad de la H*-ATPasa en plantas
salinizadas de un genotipo tolerante y otro sensible, comparadas con las
plantas control, pero el crecimiento del genotipo tolerante se vio menos
afectado por la salinidad. Si bien los resultados obtenidos no son

concluyentes, queda claro que la eficiencia en el bombeo de H* (proceso
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gue resulta en acidificacién y pérdida de rigidez de la pared celular) puede

explicar solo parcialmente la tolerancia a la salinidad.

6.2.2. Raices

A corto y medio plazo (de minutos a dias), se observo que el
crecimiento de la raiz se recupera mejor que el de las hojas frente a la
adicion de sal u otro osmatico, e incluso puede no modificarse si el estrés
se aplica gradualmente. Gonzalez Rodriguez et al. (1997) no observaron
cambios en la extension de la raiz con respecto al control cuando
expusieron plantulas del cultivar de maiz Pioneer 3906 (relativamente
sensible a la salinidad) hasta 100 mM de NaCl en forma gradual durante 6
dias. En cambio, las plantas expuestas a 100 mM de NaCl en un solo paso
(i.e. sin aclimatacion) mostraron una rapida inhibicion de las tasas de
elongacién de la raiz, las cuales se recuperaron gradualmente hasta
alcanzar el mismo nivel de los controles a las 24 horas del inicio del
tratamiento.

En cuanto a las respuestas de las raices ante un estrés salino,
Zidan et al. (1990) observaron que la exposicion de plantulas de maiz a
100 mM de NaCl produjo una fuerte inhibicion de la tasa de crecimiento de
la raiz y la tasa aparente de multiplicacion celular, asi como una reduccion
del tamafio final de las células epidérmicas y de la longitud de la zona de
elongacion y una disminucion de la conductividad hidraulica de 3 a 6 veces
con respecto a plantas no salinizadas (Azaizeh et al., 1992). La adicion de
Ca®" revirtio parcialmente los efectos inhibitorios del NaCl sobre la raiz
(Zidan et al., 1990; Azaizeh et al.,, 1992). Zidan et al. (1990) también
observaron que la disminucién del crecimiento causada por el NaCl no fue
producto de una inhibicién de la acidificacion de las paredes celulares en la

zona de crecimiento de la raiz.
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Una respuesta comun ante un estrés salino es la acumulacion de
ABA en la raiz (Jia et al., 2002; Zhu et al., 2005; Albacete et al., 2008;
entre otros) que, en algunos casos, superd varias veces la acumulacién
observada en el tallo (Jia et al., 2002; Albacete et al., 2008). Si bien los
datos no son concluyentes, existe un cuerpo de evidencia importante que
indica que el ABA mejora el crecimiento de la raiz ante un estrés salino u
osmotico. Uno de los mecanismos responsables seria el incremento de la
conductividad hidraulica del plasmalema de las células radicales. La
aplicacion exdgena de concentraciones bajas de ABA indujo un incremento
en la permeabilidad del plasmalema de células de la raiz sometidas a
estrés salino (Wan, 2010) o cultivadas en condiciones control (Zhu et al.,
2005). Por otro lado, se observo que el mantenimiento de la elongacion de
la raiz primaria de maiz ante un estrés osmatico requiere la acumulacion
de ABA (Sharp, 2002).

6.3. Relacion tallo/raiz

En las interacciones entre tallos y raices se encuentran importantes
ejemplos del control de la particién. Las hojas dependen de las raices para
el suministro de agua y nutrientes, y las raices necesitan de los
carbohidratos que éstas les proporcionan. Cuando plantas bien hidratadas
y dotadas de nutrientes sufren una disminucion en el aporte de
carbohidratos, por ejemplo por sombreo, la particién de carbono sigue el
patron de distribucion en el orden de prioridad hojas>tallos>raices finas.
Con un nivel adecuado de carbohidratos pero deficiente en agua y
nutrientes, la prioridad en el uso del carbono se invierte, lo cual favorece el
crecimiento radicular. Una razén es que los meristemas radicales se
extienden en el suelo hiumedo y no experimentan el estrés con igual
severidad que el tallo (Loomis y Connor, 1992). Varios autores han

observado que el crecimiento de la raiz usualmente se ve menos inhibido
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gue el de la hoja ante la exposicidn de la planta a un estrés salino o hidrico
e incluso puede resultar promovido (Westgate y Boyer, 1985; Sharp et al.,
1988; Munns, 2002, Sharp et al., 2004; entre otros). Hsiao y Xu (2000),
para explicar los mecanismos que coordinan el crecimiento del tallo y la
raiz en condiciones de estrés hidrico edéafico, proponen una combinacion
entre el transporte de agua y cambios en los parametros de crecimiento
celular. Una reduccion repentina del potenical hidrico del suelo induce
rapidamente ajuste osmotico en la raiz (Frensch and Hsiao, 1995), lo cual
permite la recuperacion parcial de la turgencia, el reestablecimiento de un
gradiente de potencial hidrico y consiguiente absorcién de agua. Ademas,
el umbral de turgencia de la pared de las células de la raiz disminuye
(Frensch y Hsiao, 1995). Estos cambios posibilitan que las raices retomen
el crecimiento en condiciones de bajo potencial hidrico. En contraste, en
las hojas el ajuste osmoético se produce lentamente y el umbral de
turgencia de la pared celular aumenta (Cramer and Bowman, 1991a, entre
otros) o no disminuye sustancialmente, lo cual lleva a una disminucion del
crecimiento ante un estrés osmotico a nivel del suelo. Por otro lado, las
regiones de crecimiento, tanto de la parte aérea (Evert et al., 1996) como
de las raices (Frensch and Steudle, 1989; Frensch y Hsiao, 1993), estan
aisladas del sistema vascular. Mientras que este aislamiento vascular
protege a las raices del bajo potencial osmaético del xilema y facilita la
continuidad del crecimiento, en los apices aéreos determina potenciales
hidricos bajos y la posibilidad de una reduccién ain mayor por demanda
evaporativa (ver revision de Hsiao y Xu, 2000).

El incremento en la sintesis de ABA ante un estrés hidrico se ha
sefialado como un factor responsable de la respuesta diferencial entre el
crecimiento de la raiz y del tallo. Segun Saab et al. (1990), a potenciales
hidricos bajos, la acumulacién de ABA tiene una funcion directa tanto en el
mantenimiento de la elongacion de la raiz primaria como en la inhibicion

del crecimiento del vastago del maiz.
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6.4. Relaciones hidricas

Los efectos de la salinidad sobre las relaciones hidricas de las
plantas han sido ampliamente estudiados. Como se mencion6 mas arriba,
en una primera fase del estrés salino hay una prevalencia del efecto
osmotico sobre el i6nico, aunque los mecanismos que regulan el
crecimiento en esta etapa aun no se comprenden adecuadamente. La
evidencia experimental muestra que el potencial de presion del tejido en
crecimiento permanece constante, luego de una breve caida inicial, y que
al principio se produce un incremento del umbral de turgencia de la pared y
posteriormente una disminucién de la permeabilidad de la membrana
(Cramer, 1992a; Cramer, 2003), cambios que afectan negativamente la
expansion celular. Cramer (2003) observé diferencias en la tolerancia a la
salinidad entre diferentes especies dentro de las 5 h de la salinizacién,
pero éstas no se correlacionaron necesariamente con una toleracia a la
salinidad a largo plazo.

El contenido relativo de agua (CRA), una medida del contenido de
agua respecto del agua total que el tejido puede almacenar, permite
conocer el estado hidrico de la planta. El CRA se relaciona con el potencial
hidrico porque éste y sus componentes principales a nivel celular
(potencial de presién y de solutos) son funcién del volumen de agua del
protoplasto. En general, la disminucion del contenido relativo de agua de
100 % a 90 % se relaciona con la reduccién de la expansion celular y el
cierre del poro estomatico en la hoja. Contenidos entre 90 % y 80 % se
relacionan con cambios en la composicion de los tejidos y algunas
alteraciones en las tasas relativas de fotosinteisis y respiraciéon. Niveles de
CRA menores al 80 % usualmente implican potenciales hidricos del orden
de los -1,5 MPa, 0 menos, lo cual lleva a cambios en el metabolismo, tales
como disminucion significativa de la fotosintesis e incremento de la

respiracion, entre otros (Gonzélez y Gonzalez-Vilar, 2001; Soares-Cordeiro

37



et al., 2009). En especies mesofilas, en general, en una etapa temprana
del estrés hidrico, con un CRA superior al 70 %-80 %, la disminucion de la
fotosintesis neta se produce principalmente por una reduccion en la
concentracion intercelular de CO, debido a una disminucion de la
conductividad estomética. Un estrés hidrico mas severo produce una
disminucion de la tasa potencial de fotosintesis (que cesa a un CRA de
aproximadamente 40 %), la cual no se recupera por un incremento de la
concentracion intercelular de CO, (Lawlor, 2002; Soares-Cordeiro et al.,
2009).

La exposicion de las plantas a un estrés salino moderado no
siempre produjo disminuciones del CRA. El efecto de la salinidad sobre el
CRA se ha relacionado con el nivel de tolerancia del genotipo evaluado, la
intensidad del estrés (Singh et al. 2007) y el estadio fenoldgico de la planta
(Argentel et al., 2006). La exposicion a una salinidad moderada (100 a 150
mM) de NaCl indujo una disminucion marcada del CRA en genotipos
adaptados a condiciones ambientales muy diferentes, por ejemplo Populus
X canescens (Bolu y Polle, 2004), Opuntia ficus-indica, una especie CAM
sensible a la salinidad (Franco-Salazar y Véliz, 2007), cebada y trigo duro
(Veselov et al., 2009), entre otras. La exposiciéon de plantas de maiz a 100
mM de NaCl no produjo una disminucién en el CRA foliar (Bastias et al.,
2004b; Hu et al., 2007), pero si se observo una disminucién significativa
del potencial osmético y no hubo cambios en el potencial de presion,
debido a la activacion del mecanismo de ajuste osmotico (Bastias et al.,
2004b). En cambio, otros autores observaron que la exposicion de plantas
de maiz a concentraciones moderadas de NaCl (100 a 150 mM de NaCl)
indujo una reduccion significativa del CRA con respecto al control
(Saneoka et al., 1995; Zhang et al., 2006). Ademas, Saneoka et al. (1995)
observaron que la reduccion del CRA y del crecimiento fue menor en una
linea de maiz que acumulaba glicinabetaina comparada con lineas casi

isogénicas carentes de glicinabetaina. Sin embargo, las lineas no
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mostraron diferencias significativas en el potencial hidrico, potencial
osmotico ni el potencial de presion dentro de cada tratamiento. Los
resultados mencionados muestran que, en diversas especies, el potencial
de presion de las hojas no cambia por efecto de la salinidad, aunque el
CRA disminuye, con respecto a los controles no salinizados. Boyer et al.
(2008) observaron el mismo fenédmeno en tejidos foliares de plantas de
cebada vy trigo duro. Estos autores utilizaron el método de flotacion para
determinar el CRA (Weatherley, 1950; Barrs y Weatherley, 1962) y
observaron que las células absorbian agua en exceso, para después
secretarla hacia el apoplasto. Este liquido acumulado en el apoplasto
disminuye el CRA porque incrementa la masa del tejido, aumentando el
peso “turgente” del tejido de manera anormal y por lo tanto disminuyendo
el CRA. El origen fundamental del artefacto es el ajuste osmético, el cual

mantiene el tejido turgente en la planta intacta.

6.5. Dafio oxidativo, contenido de pigmentos foliares e integridad y

funcionalidad de las membranas celulares

Bajo condiciones de estrés ambiental, las membranas vegetales
sufren cambios que se han asociado frecuentemente con el incremento de
la permeabilidad y pérdida de integridad de las mismas (Blokhina et al.,
2003). En consecuencia, la medicion de la liberacion de solutos a partir de
un tejido vegetal es un método que se usa desde hace tiempo para estimar
la permeabilidad de la membrana en relacion con un estrés ambiental tal
como la sequia y/o las altas temperaturas (Sanchez et al., 1983; Wang y
Huang, 2004), las bajas temperaturas (Aroca et al., 2005), la salinidad o la
toxicidad i6nica (Ismail, 2003; Gunes et al., 2007).

Dado que el contenido de electrolitos puede variar entre muestras,
Stuart (1939) recomendd expresar la pérdida de electrolitos como un

porcentaje del total de electrolitos presentes en el tejido. Para obtener los
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datos, el procedimiento comun es colocar muestras de tejido en un
volumen estandarizado de agua destilada, permitir la salida de solutos del
tejido por un periodo de 6 a 24 h y medir la conductividad inicial. Tras las
mediciones, las células de las muestras se matan mediante calor (Pinhero
et al.,, 1997; Liu y Huang, 2000; DaCosta et al., 2004; Wang y Huang,
2004, entre otros) o congelacion rapida en N liquido (Aroca et al., 2005,
entre otros) y se dejan liberar solutos por un periodo adicional, usualmente
24 h. Entonces se mide nuevamente la conductividad para obtener la
conductividad total. En la metodologia mencionada no se requiere generar
estrés en los tejidos in vitro. Whitlow et al. (1992) consideran que tanto la
conductividad eléctrica de la solucion donde se mantienen los tejidos,
como la conductividad eléctrica expresada como porcentaje del total para
una muestra dada pueden ser Utiles para determinar la liberacién relativa
de electrolitos si la concentracion interna y la superficie de corte son
constantes entre las muestras.

En general la exposicion de las plantas a un estrés hidrico o salino
induce un incremento en la permeabilidad de las membranas celulares,
aungue algunos autores no han observado cambios, aln en condiciones
experimentales similares. Diferencias genotipicas podrian explicar esta
contradiccion aparente. El maiz (Valentovi¢ et al., 2006; Sandhya et al.,
2010) y el trigo (Sairam and Srivastava, 2001), por ejemplo, mostraron un
incremento en la liberacion de electrolitos a partir del tejido foliar en
respuesta a un estrés hidrico. La raiz también mostr6é un incremento en la
liberacion de electrolitos en plantas de maiz sometidas a estrés hidrico
(Kolarovi€ et al., 2006; Valentovi€ et al., 2006; Tsougkrianis et al., 2007). El
estrés salino produjo un incremento en la pérdida de electrolitos a partir del
tejido foliar y radical en especies tales como arroz (Lutts et al., 1996) y
maiz (Gunes et al., 2007), entre otras. En diversas especies, el incremento
en la permeabilidad de la membrana estuvo asociado a un aumento de

indicadores de estrés oxidativo, tales como el nivel de peroxidacion lipidica
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(e.g. contenido de malondialdehido) (Bolu y Polle, 2004; Valentovi€ et al.,
2006; Gunes et al., 2007; Singh et al., 2007) y la actividad de enzimas
antioxidantes, como ascorbato peroxidasa, catalasa o glutation peroxidasa
(Singh et al., 2007; Sandhya et al., 2010). Por el contrario, Bastias et al.
(2004b) no observaron el incremento en la permeabilidad de la membrana
de plantas de maiz expuestas a 100 mM, con respecto a plantas cultivadas
en condiciones control.

El estrés salino, asi como otros factores de estrés abiotico, inducen
dafio oxidativo a las células vegetales a causa de la generacion de
especies reactivas de oxigeno (Azevedo Neto et al., 2006; Singh et al.,
2007; entre otros). En las células fotosintéticas, factores de estrés tales
como la sequia, la salinidad o el tratamiento con ABA limitan el aporte de
CO; a la rubisco vy, en condiciones de alta intensidad de luz o temperatura,
la tasa de produccién de poder reductor puede superar la tasa de
utilizacion en el ciclo de Calvin, si supera la capacidad de los mecanismos
de proteccién que tienden a disminuir el exceso del poder reductor
generado (ver revisibon de Chaves et al., 2009). Estas condiciones de
estrés también se han visto asociadas con la acumulacion de azucares
solubles, los cuales se consideran, en forma general, como una respuesta
adaptativa (para una revision ver Couée et al., 2006; Sandhya et al., 2010).
También los solutos compatibles (una variedad de compuestos organicos,
tales como azlcares, poliaminas, betainas, compuestos de amonio
cuaternario, alcoholes polihidricos, prolina y otros aminoacidos) aumentan
en respuesta al estrés hidrico y salino, y parecen tener una funcién
protectora (Ashraf y Harris, 2004). Esta se ha relacionado con la
modulacion de las relaciones hidricas (Nawaz y Ashraf, 2007) o la
eliminacion de las especies reactivas de oxigeno (Mansour, 2000; Sandhya
et al., 2010, entre otros). La minimizacion del oxigeno reactivo y la

maximizacion de la remocion del mismo parece ser una respuesta
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importante a la salinidad elevada, entre otros factores de estrés (Zhu,
2001).

Las especies activas de oxigeno causan el deterioro de los lipidos
de la membrana, lo cual lleva a un aumento de la liberacién de solutos de
las células (Mishra y Choudhuri, 1999). Por otro lado, efectos especificos
del estrés salino sobre la senescencia de la hoja se han relacionado con la
acumulacion de iones toxicos (Na*y CI) y la disminucion de K* y Ca** (Yeo
y Flowers, 1983; Leidi et al., 1991, Yeo et al., 1991).

El mantenimiento de la integridad de la membrana es fundamental
para mejorar la tolerancia al estrés, ya sea mediante mecanismos que
tienden a disminuir el estrés oxidativo o mecanismos encargados de
detoxificar la célula de las especies reactivas de oxigeno.

Otra respuesta comunmente inducida por la salinidad en maiz
(Lohaus et al., 2000; Cha-um y Kirdmanee, 2009; Turan et al., 2009) y
otras especies cultivadas (Lutts et al.,, 1996) es la disminucion de la
concentracion foliar de clorofila. En el maiz, la disminucion en la
concentracion de clorofila total inducida por NaCl se relacion6 con menores
tasas de asimilacion de CO, y transpiracion (Lohaus et al., 2000) y menor
rendimiento cuantico maximo del PSIl y tasa de asimilacion neta de CO,
(Cha-um y Kirdmanee, 2009). Sin embargo, la degradaciéon de la clorofila
no fue un parametro util para diferenciar nivel de tolerancia a la salinidad
en el maiz (Cha-um y Kirdmanee, 2009), a diferencia de otras especies

tales como arroz (Lutts et al., 1996) y trigo (Argentel et al., 2006).

6.6. Masa foliar seca por unidad de area foliar (MFE)

El incremento de la biomasa foliar no es un resultado directo de la
expansién de la hoja, sino que resulta de dos procesos: i) incremento de
las dimensiones del 6rgano (i.e. largo, ancho, didmetro); y ii) aumento en la

masa seca del érgano (Drouet and Pages, 2003). La masa foliar seca por
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unidad de area foliar es la relacion entre la masa seca de la hoja y el area
foliar, generalmente expresada en g m?, y determina la cantidad de area
foliar formada con cierta fraccién de la biomasa foliar. A nivel de la hoja, la
MFE junto con el contenido de clorofila determinan la capacidad de
intercepcion de luz (Niinemets, 2010).

La MFE puede variar en gran medida en funcion de la especie
(Poorter et al.,, 2009), la edad y estadio de desarrollo del 6rgano y su
posicion dentro de la arquitectura de la planta (Drouet et al., 2005), asi
como en funcion de condiciones ambientales tales como la irradiancia, la
temperatura y la inmersién. Otros factores ambientales, tales como la
concentracion de CO,, el aporte de nutrientes y el nivel hidrico, afectan
moderadamente la MFE vy el resto de los factores ambientales sélo tienen
un efecto marginal sobre la MFE (Poorter et al., 2009).

La salinidad induce un estrés osmoético y, por tanto, la respuesta de
la MFE es cualitativamenta la misma que la inducida por el estrés hidrico.
Sin embargo, la compartimentacién del NaCl acumulado hacia la vacuola
€s una respuesta adaptativa especifica de las plantas al estrés salino. El
incremento de la MFE en respuesta a la salinidad por NaCl se observé en
especies con niveles diferentes de tolerancia, por ejemplo Vigna
unguiculata (Lacerda et al., 2006), Glicine max (Wang et al., 2002) y
Flaveria sp. (Apel et al., 1995), entre otras. También se ha observado un
incremento del grosor de la hoja en respuesta a la salinidad, ya sea por
incremento del tamafio o nimero de capas de las células en el mesdfilo
(Longstreth y Nobel, 1979) o por incremento del grosor de la cuticula
(Kebede et al., 1994).

7. Control de la absorcién y transporte del Na* en las plantas

7.1. Bombas primarias y transportadores de Na' de las células

vegetales
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En las plantas, las bombas primarias del plasmalema y del
tonoplasto proveen la fuerza motriz (potencial electroquimico de H*) para el
transporte secundario de iones (Figura 3). La P-H'-ATPasa es la
responsable primaria del marcado ApH® encontrado a través de la
membrana plasmatica. Esta enzima cataliza la extrusion de H* dependiente
de ATP desde el citosol hacia el espacio extracelular, creando asi las
diferencias de pH y potencial eléctrico a través de la membrana plasmatica
(con el interior negativo). En las células vegetales, la vacuola es el mayor
reservorio intracelular. La acidificacion de la vacuola en Arabidopsis esta
mediada por dos sistemas: la H*-ATPasa vacuolar o ATPasa tipo V (V-H"-
ATPasa) y la H'-pirofosfatasa vacuolar, ambas ubicadas en el tonoplasto
(Figuras. 3 y 4) (Taiz y Zeiger, 2002). La H*-pirofosfatasa usa pirofosfato
inorganico como fuente de energia, lo cual le da la ventaja de conservar el
ATP y por lo tanto mejorar el desempefio de la célula sometida a un
ambiente mas demandante (Waditee et al., 2006).

Las plantas son capaces de excluir el Na* a espacios donde no
resulte toxico para la célula a través de un antiportador Na*/H*, identificado
como SOS1 (AtNHX7) en Arabidopsis (Figura 3), codificado por el gen
SOS1 (salt overly sensitive 1). El antiportador SOS1 esta regulado por los
productos de al menos otros dos genes, SOS2 y SOS3. SOS2 es una
serina/treonina quinasa aparentemente activada por calcio a través de la
funcibn de la SOS3, una protein fosfatasa regulada por calcio. La
compartimentacion vacuolar del Na* resulta en parte a partir de la actividad
de una familia de antiportadores Na'-H® tales como el AtNHX1 de
Arabidopsis (Figura 4). El hecho de que la actividad de este transportador
dependa del gradiente de pH generado a través del plasmalema por las H-
ATPasas y H'-pirofosfatasas sugiere que éstas deben ser importantes
para la tolerancia a la salinidad en las plantas (para revisiones ver
Yamaguchi y Blumwald, 2005; Waditee et al., 2006; Duby y Boutry, 2009).
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Si bien las plantas responden en forma especifica a la adicion de
Na® en segundos, aln se desconoce el mecanismo mediante el cual las
plantas perciben la adicién de Na'y el cambio en el potencial osmotico.
Segun la evidencia disponible, el Na* extracelular podria ser percibido por
un receptor de membrana, mientras que el Na' intracelular podria ser
percibido ya sea por proteinas de membrana, como alguna de las muchas
enzimas sensibles al Na* del citoplasma (Waditee et al., 2006). La primer
respuesta medida ante un incremento de Na* en la solucion que rodea las

raices es un aumento en el Ca** citosélico libre (Munns y Tester, 2008).

Estrés salino
\

Na*  Estrés osmotico

Potencial de

membrana
-120 a -200 mV o

Vacuola

Entrada de
Na*

Figura 3. Modelo simplificado de los sistemas de percepcién y extrusion en
respuesta a la salinidad y bombas primarias de las membranas de células
vegetales. Adaptado de Sanders y Bethke (2000) y Waditee et al. (2006).

7.2. Termodinamica del transporte de Na* en la raiz
7.2.1. Influjo de Na*

La electronegatividad del citosol con respecto al exterior celular

favorece la absorcion pasiva del Na* (Figura 5a). EI Na* ingresa a la célula
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a través de los transportadores de K* de alta afinidad HKT1 y a través de

canales cationicos no selectivos (Munns y Tester, 2008) (Figura 5b).

Citosol
pH=z75
E=-120 a-200 mV

Vacuola
Caz*
Apoplasto
pH=z5,5

Figura 4. Proteinas de las membranas celulares involucradas en el
mantenimiento de la homeostasis celular en condiciones de salinidad:
bombas de H* (ATPasas y pirofosfatasas), bombas de Ca®* (ACA, Ca*-
ATPasa de la membrana plasmatica y el tonoplasto); transportadores
secundarios (SOSI1, antiportador Na'/H"; KUP1/TRH1, co-transportador
Na'/H" de alta afinidad; atHKT1, transportador que permite el influjo de
Na’, CAX1 o 2, antiportador Ca?*/H*; atNHX1, 2 0 5, antiportador Na*/H" de
las endomembranas) y canales idnicos (canal de entrada de K*; NSCC,
canal catiénico no selectivo, canal de Ca?", ain no confirmado en plantas
superiores). La diferencia de potencial a través del plasmalema (E) es
tipicamente 120 a 200 mV, con el interior negativo; y 0 a 20 mV a través
del tonoplasto con el interior positivo.

Si bien el influjo de Na" es nocivo para la célula vegetal, este
mecanismo es parte de un mecanismo de tolerancia a la salinidad. El

analisis funcional de AtHKT1, el cual transporta Na* en Arabidopsis, sefiala
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la importancia de la recirculacién del Na* desde los tallos a las raices via el

flujo del floema (para una revision, ver Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006).

Los mutantes de este gen muestran un incremento en la acumulacion de

Na* en los 6rganos aéreos y una disminucion en la raiz con respecto al

genotipo silvestre (Berthomieu et al., 2003).
a Raiz
Suelo Epidermis Corteza Endodermis Estela
3 mMm 10 mM
120 mV 80 my

pH 7.2 pH 8
Citosol de las

( Apoplasto en el
células radicales xilema

N 0 ' g —
i Nao*
Cl h
* el
Periciclo Parénquima del
xilema
b Interfase Interfase
Suelo-célula  Célula-apoplasto xilematico
Canal e | "
anales
cationicos no I M X SOS1
selectivos
sos1 x i e —  HKT
cr
] Cl-2H* i ;}. Canal
FiguraiBromagpr B e ‘erfidses suelc
estelecombos o «——— p: Cr-2H:
anionico simportador

2H*

7.2.2. Eflujo de Na*

a) Termodinamica
del transporte de
Na" y CI' en una

seccion longitudinal
de raiz de trigo;

b) Mecanismos
propuestos para el
transporte activo y
pasivo de Na' y CI
en las dos
interfases.

Las flechas rojas y
azules indican
transporte activo y
pasivo,
respectivamente.

Abreviaturas:
SOS1, salt overlay
sensitive mutant 1;
HKT, high affinity K*
transporter.

Adaptado de Munns
y Tester 2008.

En las plantas multicelulares, el papel del eflujo de Na" debe

considerarse segun el tipo de tejido y en el contexto de la planta completa,

47



ya que el Na* excluido por una célula puede representar un problema para
las células vecinas.

El antiportador Na*/H* de la membrana plasméatica SOS1 (AtNHX7)
cataliza el eflujo de Na* de manera especifica. En plantas transgénicas de
Arabidopsis, SOS1 se expresa preferencialmente en las células
epidérmicas del apice de las raices y en las células parénquiméticas en la
union xilema/floema de raices, tallos y hojas (Shi et al., 2002). Una funcién
fisiologica de SOS1 es el eflujo de Na* desde la raiz al medio externo y
también esta involucrado en el control del transporte de Na' a larga
distancia entre hojas y raices (Shi et al.,, 2002). Por un lado, la
sobreexpresion de SOS1 redujo el contenido de Na* y mejord la tolerancia
a la salinidad en plantas transgénicas de Arabidopsis (Shi et al., 2003). Por
otro lado, la reduccién de la expresibn de SOS1 en Thellungiella
salsuginea, especie que usualmente puede crecer en soluciones de NaCl
tan concentradas como el agua del mar, la convirti6 en una planta tan

sensible al Na* como Arabidopsis (Oh et al., 2009).

7.3. Compartimentacidn intracelular de Na*

La compartimentacién de Na* en la vacuola contribuye no sélo a
disminuir la concentracién de Na’ en el citoplasma, sino también a
mantener el potencial de presion celular, lo cual la protege de la pérdida de
agua en soluciones salinas (Blumwald, 2000). Otros organulos tales como
los plastos y la mitocondria también pueden acumular Na* y por lo tanto
contribuir a la compartimentacién subcelular total del Na".

En Arabidopsis, AtNHX1-6 probablemente estan involucrados en la
compartimentacion intracelular de Na*. AtNHX1 y AtNHX2 se localizan en
el tonoplasto y sus niveles de transcripcion estan regulados positivamente

por el ABA o por el estrés osmotico. La sobreexpresion del gen que
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codifica la proteina AtNHX1 mejoré sustancialmente la tolerancia a

salinidad en varias especies (para una revision ver Pardo et al., 2006).

7.4. Efecto de la concentracion de Ca®" en la solucién nutritiva sobre

el influjo neto de Na”

El NaCl produce una reduccion de la actividad del Ca* en la
solucion externa adyacente al plasmalema de las células de la raiz
(Cramer y Lauchli, 1986; Cramer et al., 1986). Bajo condiciones salinas, el
incremento de la concentracion de Ca®* en la solucién externa actué como
protector de la membrana y mejor6 su funcionalidad (Cramer et al., 1985) e
increment6 la conductividad hidraulica de la raiz (Azaizeh et al., 1992) en
plantas de algoddn y maiz, respectivamente. En el maiz, por ejemplo, una
mayor concentracién de Ca®" en la solucion salina redujo significativamente
las concentraciones de Na® en la zona de crecimiento foliar de dos
cultivares que diferian en su capacidad de excluir el Na* (Cramer, 1992a).

Si bien los mecanismos involucrados en la interaccion entre el Ca?*
y el NaCl aiun no han sido completamente esclarecidos, los resultados
publicados sobre el tema concuerdan en que la adicion de NaCl y de Ca**
a la solucion de cultivo reduce la actividad de la mayoria de los iones, por
cambios en la fuerza ionica, apareamiento entre iones y precipitacion
(Cramer y Lauchli, 1986; Cramer et al., 1986; Zidan et al., 1991). Zidan et
al. (1991) observaron que la mitad de la inhibicion maxima del influjo de
*’Na* en segmentos de raices de maiz incubados en soluciones que
contenian desde 0,25 a 100 mM de NaCl se logré con una actividad de
Ca®" en la solucion de 0,26 + 0,10 mM. De acuerdo a estos resultados, los
autores sugieren que se debe requerir una actividad de Ca®* minima en la
solucion externa que asegure la saturacion del ligamiento electrovalente y
reversible del Ca®* en los sitios de la membrana plasmaética que tienen un

papel parcial en la regulacion del influjo del Na*. Por lo tanto, una
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resistencia considerable al influjo de Na® se mantendria siempre y cuando
un nivel critico del Ca*" o actividad i6nica en la solucién externa sature
efectivamente estos sitios esenciales de ligamiento del Ca* en la superficie
del plasmalema. Como los niveles de Na® crecientes en la rizésfera
reducen la actividad del Ca** (Cramer et al., 1986, entre otros), ésta podria
llegar a niveles menores al requerido para saturar la membrana, llevando
entonces a un influjo acelerado de iones Na'. Resultados obtenidos con
plantas cultivadas en campo apoyan esta hipétesis, ya que el agregado de
Ca*" al suelo no produjo un efecto sobre el influjo de Na* a la planta o
sobre el crecimiento de la misma, porque los niveles tipicos de Ca*" en los
suelos salinos estan alrededor de 15 mM, muy por encima de los 0,5 mM
de actividad del Ca?* requeridos para saturar el plasmalemma (Zidan et al.,
1991).

7.5. Papel de la exclusion del Na* en la toleracia a la salinidad en el

maiz

El maiz muestra una gran variacion intraespecifica en la habilidad
de excluir el sodio (Schubert y Lauchli, 1986, 1990; Muhling y Lauchli,
2002; Eker et al.,, 2006). Sin embargo, los resultados publicados son
contradictorios con respecto al papel de la exclusiébn del Na' en la
tolerancia del maiz a la salinidad. Algunos autores informaron que la mayor
tolerancia a la salinidad por NaCl esta asociada con la capacidad de
algunos genotipos de maiz de excluir el Na* (Maas y Grieve, 1987; Cramer,
1992a; Fortmeier y Schubert, 1995; Muhling y Lauchli, 2002; Eker et al.,
2006). Por el contrario, otros autores no encontraron relacion entre el nivel
de Na’ en el tallo y la tolerancia a la salinidad (Alberico y Cramer, 1993;
Cramer et al., 1994a) y sugirieron que la tolerancia a la salinidad en el

maiz se relaciona mas bien con la capacidad de las células de
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compartimentar el Na* en la vacuola, o sea mantener un nivel bajo de Na*
en el citoplasma.

Resultados recientes (Goudarzi y Pakniyat, 2008) sefialan que la
mayor tolerancia a la salinidad por cloruro de sodio observada en trigo, con
respecto al maiz, estaria relacionada en gran medida con la capacidad de
la primera especie de mantener la homeostasis en la relacién K*/Na’,
mediante la acumulacién de un contenido menor de Na*y mayor de K.
Las variaciones en la tolerancia a la salinidad entre genotipos de maiz
también se han asociado con la capacidad de mantener una relacion
K*/Na® relativamente alta (Cicek y Cakirlar, 2002; Eker et al., 2006;
Goudarzi y Pakniyat, 2008). Una relacion K'/Na" alta ha sido mostrada
como un parametro fiable para la determinacion de tolerancia a la salinidad
en especies tales como tomate (Dasgan et al.,, 2002), algodén (Ashraf,
2002) y trigo (Colmer et al.,, 2006, entre otros). Sin embargo, se
encontraron diferencias entre los genotipos de maiz en los mecanismos
que llevan al incremento de la relacion Na'/K* foliar en respuesta a la
salinidad. En todos los genotipos de maiz estudiados, la presencia de Na*
en la solucion de cultivo indujo un incremento en la concentracion foliar de
Na* (Lohaus et al., 2000; Cicek y Cakirlar, 2002; Eker et al., 2006; Hu et al.,
2007; Goudarzi y Pakniyat, 2008). Sélo en algunos genotipos (Goudarzi y
Pakniyat, 2008; Azad et al., 2012), la presencia de 80 6 100 mM de Na®
indujo cambios en la absorcion tanto del Na* como del K™ (incremento y
disminucion, respectivamente). Otros autores observaron un aumento en la
absorcién de Na' pero sin cambios regulares en la concentracion foliar de
K" en respuesta al incremento de la concentracién de Na* en la solucién
(Lohaus et al., 2000; Cicek y Cakirlar, 2002). En cambio, concentraciones
altas de de Na' (250 mM) indujeron una disminucion significativa en el
contenido foliar de K* con respecto al control en 19 variedades hibridas de
maiz (Eker et al.,, 2006). Estos autores observaron, ademas, que las

diferencias genotipicas en el contenido de K* fueron bajas comparadas con
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las del Na* y que el genotipo mas sensible a la salinidad no difirié del mas
tolerante en la concentracion de K' del vastago. Los resultados
mencionados y el hecho de que la relacién K*/Na* del vastago fue 4 veces
mayor en el genotipo mas tolerante que en el més sensible, llevaron a los
autores a concluir que el principal mecanismo que contribuy6 a la mayor
tolerancia en las variedades evaluadas fue la menor acumulacion de Na“,
mas que una acumulacion mejorada de K* en los vastagos. La variedad
mas tolerante también mostrd una relacion Ca*/Na* superior al resto de

las evaluadas en ese trabajo (Eker et al., 2006).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

v" Los embriones de algunos cruzamientos inviables abortan por un
mal funcionamiento del endosperma, lo cual interrumpe el
abastecimiento de nutrientes. Estos embriones tienen el potencial para

desarrollarse en un medio de cultivo artificial.

v' A partir de embriones inmaduros u otros explantos hibridos de maiz
y especies relacionadas, es posible inducir organogénesis o0
embriogénesis somética y obtenes plantas hibridas.

v" Los hibridos F1 de maiz por T. dactyloides presentan un nivel alto
de esterilidad. La fertilidad puede ser restablecida mediante en
generaciones avanzadas obtenidas por retrocruzamiento 0

autofecundaciones.

v Latolerancia a la salinidad observada en las plantas F1 del hibrido
de maiz x T. dactyloides puede mantenerse en generaciones avanzadas
del hibrido.

v Latolerancia a la salinidad observada en las plantas F1 del hibrido
de maiz x T. dactyloides se debe a una combinacién de mecanismos

presentes por separado en las especies progenitoras.
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OBJETIVOS

v

Obtener hibridos a partir de cruzamientos incompatibles entre Z. mays
ssp. mays 2n = 20 6 40 y T. dactyloides mediante el rescate y cultivo in

vitro de los embriones inmaduros.

Evaluar los factores que influyen en la regeneracion de plantas a partir
de embriones de Zea en cultivo (genotipo, medio de cultivo y edad del
explanto), para obtener altas frecuencias de regeneracion de plantas.

Determinar el niumero cromosémico y la fertilidad de la progenie de un
hibrido F1 (2n = 56) de maiz (2n = 40) x T. dactyloides (2n = 72).

Determinar el nivel de tolerancia a la salinidad y alcalinidad de plantas
de T. dactyloides en estadio vegetativo temprano y compararlo con
plantas de maiz (linea B73, ampliamente difundida como progenitora
de hibridos comerciales) en las mismas condiciones.

Evaluar los efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre diferentes
pardmetros fisiolégicos (CRA, MFE, PPE; contenido de pigmentos
foliares, contenido de K*, Ca®"y Na' y desarrollo) de plantas de maiz y
T. dactyloides.

Obtener generaciones avanzadas (mediante retrocruzamientos, con
una u otra de las especies parentales, o autofecundaciones) de un
hibrido de maiz x T. dactyloides.

Evaluar el nivel de tolerancia a la salinidad de las generaciones
avandazas de un hibrido F1 de maiz x T. dactyloides que mostré
tolerancia a 250 mM de NaCl en estadio vegetativo y compararlo con la
respuesta del maiz (linea B73).

Evaluar los efectos de la salinidad sobre diferentes parametros
fisiolégicos (contenido relativo de agua (CRA), masa foliar especifica
(MFE), porcentaje de pérdida de electrolitos foliar (PPEy), contenido de

pigmentos foliares, contenido de cationes (K*, Ca**y Na®) y desarrollo
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de plantas de maiz (linea B73) y generaciones avanzadas de un

hibrido de maiz x T. dactyloides.
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CAPITULO I. Regeneracion de plantas a partir de embriones

inmaduros de Zea mays ssp. mays x Tripsacum dactyloides (L.) L.
1. INTRODUCCION

La hibridacion remota (es decir, entre especies relativamente
alejadas en términos filogenéticos) ofrece un gran potencial para ampliar la
variabilidad genética por introgresion de caracteristicas deseables en las
especies cultivadas (e.g., introduccion de uno o varios genes o0
adicion/sustitucion/translocacion ~ de  cromosomas 0  segmentos
cromosomicos) o por generacion de nuevos alopoliploides que combinen
caracteristicas deseables inicialmente separadas en ambas especies
parentales (Matzk et al., 1997).

Aunque Zea y Tripsacum estan aislados reproductivamente por
barreras gametofiticas y esporofiticas, los hibridos pueden obtenerse
mediante el acortamiento de los estigmas del maiz (Mangelsdorf y Reeves,
1931) y posterior rescate de embriones (James, 1979; Bernard y Jewell,
1985). Varios autores han estudiado la utilidad potencial de estos hibridos
como punto de partida para incorporar al maiz resistencia a enfermedades
(Berquist, 1981), aerénquima constitutivo (Ray et al., 1999), apomixis
gametofitica (Petrov, 1971; Leblanc et al., 1995a; Kindiger et al., 1996a,b;
Sokolov et al., 2000), tolerancia a salinidad (Pesquiera et al., 2003, 2006) y
tolerancia a bajas temperaturas (Jatimliansky et al., 2004).

La produccién de hibridos de maiz y Tripsacum no ha sido muy
eficiente, aun con la ayuda del cultivo de embriones. James (1979) obtuvo
19 hibridos (14 clasicos, con el complemento gamético completo de cada
padre, y 5 no clasicos, que mostraron células somaticas con 20
cromosomas de maiz y hasta 8 de Tripsacum) de 15.070 cruzamientos
entre varios genotipos de maiz y Tripsacum (0,0012 %), Bernard y Jewell
(1985) obtuvieron 142 plantas de 4956 cruzamientos (7,07 %) y Garcia y

Molina (1997) obtuvieron 3 plantas de 59 embriones sembrados en un
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medio nutritivo sin reguladores de crecimiento. Sin embargo, son pocos
los antecedentes relacionados con la regeneracion de plantas por
organogénesis o embriogénesis somatica a partir de embriones obtenidos
de cruzamientos entre el maiz y sus parientes silvestres (Furini y Jewell,
1995, Garcia y Molina, 1997; Garcia et al., 2000). La utilizacién eficiente de
esta técnica permitiria regenerar varias plantas por embrién e incrementar
de esta manera el nUmero de hibridos regenerados y, ademas, daria la
posibilidad de aprovechar la variacion somaclonal que puede surgir en
procesos de regeneracion por via indirecta, es decir a partir de callos. En
este sentido, se ha observado que el cultivo de callos organogénicos de
maiz durante largos periodos induce la ocurrencia de alteraciones
cromosémicas (Garcia y Molina, 1998) que, en este caso, podrian
aumentar la frecuencia de intercambio entre los cromosomas de las
especies hibridadas.

Los principales factores que afectan la frecuencia de induccion de
organogénesis y embriogénesis somatica en maiz y otras especies e
hibridos de Zea son el genotipo, la edad del explanto y el medio de cultivo,
principalmente el tipo y la concentracion del regulador de crecimiento
utilizado (Tomes y Smith, 1985; Garcia y Molina, 1997; Garcia y Molina,
2001; entre otros). En maiz (Garcia et al., 1991a-b), maiz x T. dactyloides
(Garcia y Molina, 1997) y maiz tetraploide x Z. mays ssp. parviglumis
(Garcia y Molina, 2001), se ha observado un incremento notable en la
frecuencia de induccion de embriogénesis somatica a medida que
disminuye el tamafio del embrién. Las mayores frecuencias de induccion
en los genotipos mencionados se han obtenido con embriones entre los
estadios globular y de transicion (0,1 a 0,45 mm de longitud, sin contar el
suspensor), a pesar de las dificultad que ofrece la extraccion de los
embriones en estos estados tempranos del desarrollo. En estos mismos
genotipos, las mejores respuestas se obtuvieron utilizando como regulador

de crecimiento el 2,4-D a concentraciones de 1 a 4 umol L™. En el hibrido
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maiz x T. dactyloides (Garcia y Molina, 1997), la adicion de kinetina al
medio de cultivo afectdé negativamente la capacidad de regeneracion, la
formacion de raices adventicias y la supervivencia de las plantas.

Varios autores han realizado estudios morfolégicos e histologicos
del cultivo de embriones inmaduros de maiz en presencia de 2,4-D y han
descrito la regeneracion de plantas a partir de callos blancos, compactos,
con estructuras similares a los escutelos de los embriones cigéticos
(embriogénsesis tipo |) (Fransz y Schel, 1987), callos friables altamente
embriogénicos (embriogénsesis tipo Il) (Armstrong y Green, 1985; Kamo y
Hodges, 1986) o callos que originan estructuras similares a hojas y raices
adventicias (organogénesis) (Springer et al., 1979; Van Lammeren, 1988).

Los cruzamientos de maiz x T. dactyloides han dado origen a
hibridos F1 sexualmente estériles (Sokolov et al., 2000). La aplicacion de
un programa de seleccibn somaclonal tras un proceso de hibridacion
interespecifica puede ser una herramienta metodoldgica para conseguir
hibridos simétricos con ciertas reordenaciones cromosomicas o hibridos
asimétricos fértiles.

Los objetivos de este trabajo han sido: a) evaluar la respuesta in
vitro de embriones inmaduros obtenidos de cruzamientos entre distintos
genotipos de Zea mays ssp. mays y T. dactyloides; b) obtener callos que
conserven la capacidad de regenerar plantas por largos periodos, con el fin

de implementar un programa de seleccion somaclonal.

2. MATERIALES Y METODOS
Los materiales vegetales utilizados fueron:

e Zea mays ssp mays (2n = 20): Cultivar Colorado Klein (CK), var.
Zapalote Chico (Zch), linea Knobless (Kls) — las dos ultimas cedidas por el

Maize Genet. Coop. Stock Center, Missouri —y la linea comercial B73.
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e Zea mays ssp mays (2n = 40): Linea N107A (cedida por el
Maize Genet. Coop. Stock Center, Missouri).

e Tripsacum dactyloides (2n = 72). Cedido por el Dr. Bird
(CIMMYT, México)

A partir de cruzamientos entre los distintos genotipos de maiz y T.
dactyloides se han obtenido los siguientes hibridos:

- cultivar C.K. x T. dactyloides (CKXT)

- var. Zapalote Chico x T. dactyloides (ZchxT)

- linea Knobless x T. dactyloides (KIsxT)

- linea B73 x T. dactyloides (B73xT) y

- linea N107A x T. dactyloides (N107AXT).

Las plantas madres se sembraron en el invernadero el 1 de octubre
de 2001. Entre el 5/12 y el 20/12 se realizaron los cruzamientos. Las
espigas de maiz se mantuvieron cubiertas con bolsas de papel hasta la
emergencia de los estigmas, los cuales se cortaron inmediatamente antes
de la aplicacién del polen de T. dactyloides. Las espigas se cubrieron
nuevamente para evitar contaminacion con polen de maiz y a las 48 h se
pulverizaron superficialmente con 460 pmol L de A&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Las espigas se cosecharon a los 13, 14, 15,
16 6 19 dias después de la polinizacion (DDP). Los cariopses
desarrollados se separaron y se desinfectaron superficialmente con
hipoclorito de sodio (2,5 % de Cloro activo). Los embriones se aislaron del
cariopse y se colocaron sobre el medio de cultivo con o sin 2,4-D en dos
orientaciones, segun el propésito del experimento:

- en el medio que contenia 2,4-D, los embriones se colocaron con el
eje embrionario hacia abajo con el fin de inducir organogénesis o
embriogénesis somética a partir del escutelo.

- en el medio sin reguladores del crecimiento, los embriones se

colocaron hacia arriba para inducir la germinacion de los mismos.
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La incubacion se realizdé a 28°C-30°C de temperatura, con un flujo
foténico fotosintético de 31 umol m? s y un fotoperiodo de 16 h. El medio
de induccion estaba compuesto por el medio basico de Garcia et al. (1992)
libre de reguladores de crecimiento o con 4,6 umol L™ de 2,4-D. Los callos
se mantuvieron mediante subcultivos mensuales en el mismo medio. Los
brotes obtenidos en el medio de iniciacion se repicaron al medio basico sin
reguladores del crecimiento y se incubaron en las mismas condiciones de
temperatura y fotoperiodo. Las plantas regeneradas se transplantaron a
macetas con lombricompuesto y se cubrieron individualmente con
polietileno. Aproximadamente a las tres semanas, las plantas rustificadas
se transplantaron al suelo dentro del invernadero.

El reactivo de Lugol se utilizé para determinar la fertilidad del polen,
el cual se considero fértil cuando mostraba al menos las ¥% partes del
grano coloreado.

La Desviacion asociada a cada frecuencia (DAF) se calculé segun
la siguiente férmula:

100 [p (1-p)/n]°°
Donde: p = frecuencia y n = nimero de embriones contabilizados.
Las medias se analizaron mediante el Andlisis de la Varianza y el

test de Diferencias Minimas Significativas (P< 0,05).

3. RESULTADOS

A partir de los cruzamientos de maiz y T. dactyloides se obtuvieron
espigas con cariopses desarrollados en el tercio superior. Los cariopses
de todos los genotipos evaluados mostraron un endosperma turgente y
translicido hasta los 16 DDP. En cambio, a los 19 DDP, los cariopses
(hibrido CKXT) se observaban achatados debido al escaso contenido de

endosperma. A pesar de la falta de desarrollo del endosperma, los
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embriones de este hibrido practicamente duplicaron su tamafio (promedio
en mm = EEM) entre los 15y 19 DDP (de 1,30 +0,09 a 2,54 + 0,22).

El tamafio de los embriones hibridos vari6 de acuerdo al genotipo
de la planta madre y la edad de los mismos (Tabla 5), pero también se
observé variacion dentro de la misma espiga (Figura 6). Dentro de cada
genotipo, el tamafio promedio del total de embriones sembrados en el
medio de induccion fue similar al tamafio promedio de los embriones que
originaron organogénesis o embriogénesis somatica (Figura 7), pero
solamente los embriones que median menos de 1,25 mm de longitud
originaron callos a partir de los cuales se obtuvieron brotes, excepto un
embrion de 1,85 mm del hibrido CKXxT.

Tabla 5. Tamafio promedio de embriones hibridos de maiz y T.
dactyloides, cosechados a los 13, 14 y 15 dias después de la polinizacién
(DDP). Valores seguidos de letras distintas en la columna difieren

significativamente (P < 0,05).

Longitud promedio de los embriones (mm) % EEM’

Hibrido
13 DDP n 14 DDP n 15 DDP n

CKXxT 0,95 + 0,08a 22| 1,14+0,10a 27 1,30 £ 0,09a 33

ZchxT 0,76 + 0,06b 31| 0,61+0,04b 35 nr

B73xT 0,74 £ 0,05b 36 nr nr

KlsxT nr nr 1,17 £ 0,08a 57
N107BxT nr 1,06 £ 0,12a 24 nr

nr: no realizado.

Entre los 25 y 30 dias después de la siembra (DDS) de los
embriones, se observaron: i) callos compactos, blancos, con estructuras

similares a los escutelos de los embriones cigoticos (Figura 8a), a partir de
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las cuales posteriormente emergian los coleoptilos; ii) callos organogénicos
verdes, globulares, que originaron raices y estructuras similares a hojas
(Figura 8b); vy iii) callos que originaron ambos tipos de estructuras. Los
brotes regenerados enraizaron en el medio bésico libre de reguladores del
crecimiento. Si bien las frecuencias de induccién de callos con capacidad
de regeneracion variaron significativamente entre los hibridos evaluados, el
namero de plantas regeneradas hasta los 6 meses después de la siembra
(MDS) fue similar para los hibridos ZchxT, CKXT y KlsxT, debido a que
dieron lugar a diferentes nimeros de plantas regeneradas por explanto
competente (Tabla 6). En el hibrido B73xT, si bien se observé la induccién
de embriogénesis somatica, no se pudo conseguir la elongacion de los

brotes y la regeneracién de plantas enteras (Tabla 6).

A B
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013ddp O14ddp O 15ddp

Figura 6. Tamafio de los embriones hibridos procedentes del cruce entre
distintos genotipos de maiz y T. dactyloides en el momento del rescate de
los mismos: A) ZchxT; B) CKxT. Los datos que se muestran para cada
edad de los embriones se tomaron a partir de una sola espiga. Las barras

indican la desviacién asociada a la frecuencia.
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Figura 7. Tamafo inicial de los embriones hibridos de maiz y T dactyloides,
sembrados en el medio basico de Garcia et al. (1992) con el agregado de

4,6 umol L de 2,4-D. Las barras representan + EEM.

Tabla 6. Regeneracion de plantas a partir de embriones hibridos de maiz y
T. dactyloides, rescatados entre los 13 y 15 DDP y sembrados en el medio
basico de Garcia et al. (1992) con la adicién de 4 umol.L™" de 2,4-D. " Las
observaciones se hicieron 25 a 30 dias después de la siembra. MDS:

meses después de la siembra.

Hibrido
ZchxT CKXxT KlsxT B73xT

Respuesta

Organogénesis/ embriogénesis

.| 46,3+8(19,1+6| 88+ 5|158+6
somatica (% embriones + DAF)

Numero de plantas

12 13 13 0
regeneradas 6 MDS

Promedio de plantas
regeneradas/explanto 0,63 1,44 4,33 0
competente 6 MDS

NUmero de embriones
sembrados
"DAF: desviacién asociada a la frecuencia

41 47 34 38
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A los 6 meses después de la siembra (MDS) de los embriones, la
frecuencia de callos organogénicos (sobre el total de embriones
sembrados) disminuy6 un 63,54 % y un 50 % en los hibridos ZchxT y
KlsxT, respectivamente y se mantuvo igual en el hibrido CKxT. A partir de
los 6 MDS, los callos perdieron su capacidad de regeneracion con los
sucesivos repiques. Solamente el hibrido ZchxT origind callos (4,88 %
sobre los embriones sembrados) que conservaban su capacidad
organogénica a los 6 MDS de los embriones y la mantuvieron por mas de
24 meses de repigues sucesivos. En este periodo, los callos
organogénicos del hibrido ZchxT (originados a partir de 2 de los embriones
sembrados) regeneraron aproximadamente 100 plantas.

Otras respuestas observadas a partir de los embriones cultivados
en presencia de 2,4-D fueron: rizogénesis, callos compactos o translicidos
no organogénicos, germinacion normal, o crecimiento solamente del
coledptilo o de la radicula (Tabla 7). En ningln caso estas respuestas
orgininaron plantas capaces de sobrevivir el periodo de rustificacion.

Los embriones sembrados en el medio sin reguladores de
crecimiento (Tabla 8) mostraron bajos porcentajes de germinacién normal
(crecimiento del coledptilo y la radicula). El crecimiento del coledptilo
solamente (es decir, sin desarrollo de la radicula, Figura 8c) y la ausencia
de desarrollo fueron las respuestas mas frecuentes en todos los genotipos
evaluados. Si bien se obtuvieron plantas (vastago + raiz embrional o
raices adventicias) in vitro, en ningun caso superaron el periodo de
rustificacion. En los casos en que se formaron raices adventicias, nunca se
observé més de una por planta.

Las plantas regeneradas hasta los 6 MDS mostraron un namero
cromosOmico somatico de 2n=46 (Figura 9a) y un fenotipo similar a las
plantas de T. dactyloides. Las plantas hibridas son macolladoras (Figura
9b), las flores femeninas se disponen en una espiga con 2 hileras de

cariopses (Figura 8d), los cuales estan cubiertos por las glumas, pero no
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encerrados en una cupula (estructura formada por el engrosamiento del
raquis que cubre gran parte del cariopse de T. dactyloides). El raquis se
desarticula a la madurez. Las flores masculinas se agrupan en panojas
terminales separadas de las espigas o a continuacion de las mismas.

La fertilidad del polen de los hibridos, estimada con el reactivo de
Lugol, varié entre el 0 % y el 12,4 %. No se observaron semillas viables.

Tabla 7. Respuestas observadas a los 25-30 DDS en embriones hibridos

de maiz y T. dactyloides, sembrados en presencia de 4,6 umol L™ de 2,4-D.

Respuesta Genotipo
(% de embriones
sembrados + DAF) CKXT ZchxT KIsxT B73xT

Embriogénesis somética 149+52 |31,7+7,3 | 29+2,9 15,8 +5,9
Organogénesis 43+29 98+46 | 29+29 0,0+0,0

Embriogénesis somatica y
organogénesis

Callo rizogénico 43129 24+24 (235+7,3 [(26,3+7,1

0,0+£0,0 49+34 | 29+£29 0,0+£0,0

Callo no organogénico 447+7,2 |1439+7,7 (47,1+8,6 |42,1+8,0

Crecimiento del coledptilo 21+21 49+34 [(147+6,1 26+26

Coleéptilo + callo rizogénico | 17,0+ 5,5 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Crecimiento de la raiz 0,0+0,0 24+24 29+29 26+26
Sin crecimiento 12,8+4,9 0,0+0,0 29+29 [105+5,0
Total embriones sembrados 47 41 34 38

DAF: desviacién asociada a la frecuencia
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Figura 8. Rescate de embriones hibridos de Z. mays ssp. mays cv.
Zapalote chico y T. dactyloides: a) embriones somaticos originados a partir
del escutelo de un embrion, 28 dias después de la siembra en un medio
con 4,6 umol L™ de 2,4-D; b) organogénesis a partir del escutelo de un
embrién, 30 dias después de la siembra en un medio con 4,6 umol L? de
2,4-D; c) embrién, 28 dias después de la siembra en un medio sin
reguladores de crecimiento; d) cariopses de los progenitores y espiga del
hibrido regenerado. Las flechas sefialan estructuras similares a escutelos;

mc: meristemas caulinares; barra =1 mm.
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Tabla 8. Respuestas de los embriones hibridos de maiz ({) y T.
dactyloides (&), aislados del cariopses en diferentes dias después de la
polinizaciéon (DDP) y cultivados en el medio nutritivo de Garcia et al, (1992)
libre de reguladores del crecimiento.

Respuestas Genotipo materno y edad de los embriones hibridos
(% sobre el total (DDP)

de embriones Kls Zch Zch Kls Kls | N107A

sembrados) (1) | (13 | @4 | @5 | 19 | @9
Coledptilo + 17,7 00 | 273 00 | 333 0,0
radicula
Coleoptilo 58,8 66,7 36,7 45,4 22,2 66,7
Raiz 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 8,3
Sin desarrollo 23,5 33,3 36,7 54,6 38,9 25,0
Callo 0,0 0,0 0,0 18,2 5,6 0,0
Plantas conraices | sp9 | 111 00 | 00 | 56 0,0
Plantas 52,9 11,1 91 0,0 11,1 0,0
n 17 9 11 11 18 12

Figura 9. Hibrido de maiz x T. dactyloides: a) célula somatica en metafase,
mostrando 2n=46 cromosomas; b) Planta adulta a los 18 meses de la

regeneracion por embriogénesis somatica.
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4. DISCUSION

En los hibridos evaluados, el 99,4 % de los callos con capacidad de
regeneracion se origind a partir embriones de 1,25 mm o menos de
longitud. En trabajos previos con maiz e hibridos de maiz y Z. mays ssp
parviglumis o T. dactyloides, también se ha observado una influencia
marcada del estadio de desarrollo del embrion sobre la induccién de callos
con capacidad de regenerar plantas, ya sea por organogénesis 0
embriogénesis somética. En todos los casos, la respuesta embriogénica
disminuyé con la edad de los embriones y las mayores frecuencias de
induccién de embriogénesis somatica (hasta el 100 %) se obtuvieron con
embriones menores a 0,5 mm de longitud (Garcia et al., 1991b; Garcia et
al., 2000; Garcia y Molina, 2001). Sin embargo, los embriones menores a
0,5 mm de longitud son dificiles de obtener, al menos en numero
suficiente. Por un lado, los embriones se confunden con el endosperma vy,
ademas, la heterogeneidad de tamafio dentro de la espiga hace que se
pierda un porcentaje alto de los embriones mas pequefios. Garcia y Molina
(1997), a partir de un cruzamiento de maiz (2n=20) x T. dactyloides,
observaron que a los 12 DDP los cariopses mostraban un endosperma
turgente y translicido y los embriones se encontraban en los estadios
globular o de transicion y median menos de 0,5 mm de longitud sin contar
el suspensor. De aproximadamente 150 cariopses desarrollados, se
rescataron solamente 56 embriones. El resto no se encontré debido
probablemente al escaso tamafo. De acuerdo a la compatibilidad de los
genotipos progenitores, se observdé que el numero de cariopses que
comienzan a desarrollarse tras la polinizacion es muy variable, desde 0
hasta aproximadamente 75 por espiga (datos no mostrados). Por este
motivo, la obtencién de plantas de algunos de los hibridos depende de la
posibilidad de rescatar el mayor numero posible de los embriones

formados. En los genotipos evaluados, entre el 17 % y el 47 % de los
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embriones de 0,50 a 1,25 mm de longitud originé callos con capacidad de
regeneracion. Si bien el tamafio promedio de los embriones también vario
con el genotipo de la planta madre (Tabla 3), entre los 13 y 15 dias
después de la polinizacién, al menos el 40 % de los embriones media entre
0,50y 1,25 en todos los cruzamientos.

A partir de los embriones hibridos de maiz y T. dactyloides se
originaron tres tipos de callos con capacidad de regenerar plantas: uno
coincide con la descripcion morfolégica de la embriogénesis somatica tipo |
en maiz (Armstrong y Green, 1985; Tomes y Smith, 1985; Fransz y Schel,
1987; Luppoto y Lusardi, 1988), otro con la descripcion de la
organogénesis, también en maiz (Springer et al., 1979; Van Lammeren,
1988) y en el tercero se observaron ambos tipos de desarrollo.

En el hibrido B73xT, si bien se observd la induccién de
embriogénesis somatica, no se pudo lograr la elongacién de los brotes y la
regeneracion de plantas enteras (Tabla 7). Esta respuesta podria estar
determinada por la baja capacidad de regeneracién de la linea B73
observada por varios autores (Tomes y Smith, 1985; Hodges et al., 1986;
Armstrong et al., 1992).

Aunque las frecuencias de induccién de callos con capacidad de
regenerar plantas difiri6 entre genotipos de la especie utilizada como
hembra (Tabla 3), el nimero de plantas regeneradas hasta los 6 meses
después de la siembra fue muy similar para 3 de ellos (12 plantas del
hibrido ZcxT y 13 de los hibridos CKXT y KisxT), debido a que vari6 el
namero de plantas regeneradas por explanto competente. A los 24 MDS,
solamente los callos de uno de los genotipos conservaron su capacidad de
regeneracion, lo que incrementd notablemente el numero de plantas
regeneradas (aproximadamente 100 a partir de los callos originados de 2
de los embriones sembrados). Por lo tanto, la capacidad de regeneracion
de los diferentes genotipos estuvo determinada no solo por la frecuencia

de induccién de organogénesis/embriogénesis somatica, sino también por
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el nimero de plantas regeneradas por explanto competente (Tabla 7) y el
tiempo que los callos permanecieron con capacidad de regeneracion.
Trabajos previos mostraron resultados similares para la regeneracion de
plantas hibridas de maiz tetraploide y Z. mays ssp parviglumis - T.
dactyloides (Garcia y Molina, 1998; Garcia y Molina, 2001).

Los embriones inmaduros de maiz, aislados del cariopse a partir de
los 9 dias después de la polinizacion (0,1 mm de longitud sin contar el
suspenso) y cultivados en medios nutritivos sin reguladores del crecimiento
(Van Lammeren, 1988) 6 con la adicién de 0,05, 0,1 6 0,2 mgL™ de
Picloram (Garcia et al. 1991a), germinaron Yy originaron plantas adultas.
Sin embargo, en el presente estudio, los embriones hibridos de maiz
(2n=20 6 40) y T. dactyloides, aislados del cariopse entre los 13, 14, 15, 16
y 19 DDP y cultivados en un medio nutritivo sin reguladores de
crecimiento, mostraron bajos porcentajes de germinacion y anormalidades
relacionadas principalmente con la emergencia de la radicula y la
formacion posterior de raices adventicias a partir del brote (Taba 6).
Resultados similares se obtuvieron a partir de embriones hibridos de maiz
2n=40 x T. dactyloides (Garcia y Molina, 1997) y de maiz 2n=40 x maiz
2n=20 (Garcia y Molina, 1995). En el ultimo hibrido, la adicién de Picloram
en el medio de siembra o de AIA al medio de enraizamiento no fue efectiva
para inducir la formacién de raices. Estos resultados sugieren que la
incompatibilidad post-cigética observada en estos cruzamientos no esta
relacionada solamente con los fallos de desarrollo del endosperma, sino
con irregularidades intrinsecas del embrién, las cuales impiden tanto la
germinacion normal (aun con un aporte exdégeno de nutrientes) como el

establecimiento posterior de la plantula.
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5. CONCLUSIONES

Tras el cruce entre distintos genotipos de maiz y T. dactyloides, los
embriones hibridos de 0,35 a 1,25 mm de longitud, obtenidos entre
los 13 y 15 DDP, originaron callos con capacidad de regenerar

plantas en medio con 4,6 pmol L™ de 2,4-D.

Uno de los hibridos originé callos que conservaron la capacidad de

regenerar plantas durante mas de 2 afios.

Los embriones sembrados en un medio de cultivo sin reguladores
de crecimiento mostraron muy poco desarrollo radicular y las

plantas no sobrevivieron el periodo de rustificacién ex vitro.
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CAPITULO II. Respuestas a la salinidad y la alcalinidad de maiz, T.
dactyloides y generaciones avanzadas del hibrido de maiz x T.

dactyloides
1. INTRODUCCION

El area total de suelos afectada por la salinidad abarca mas de 800
millones de ha, incluyendo tanto los suelos salinos como sodicos (FAO,
2000). En Argentina, solamente en la provincia de Buenos Aires, una
superficie de 7,08 millones de ha (el 24 % de la superficie de la provincia)
esta ocupada por suelos hidrohalomérficos (Vazquez et al., 2001). Estos
suelos (Natracuoles que forman asociaciones con Natracualfes y
Natralboles) presentan tipicamente un horizonte arcilloso, baja
permeabilidad y alto contenido de sales sédicas (Vazquez y Rojas, 2006).
Las caracteristicas mencionadas, sumadas a una baja pendiente (0,01 %
de pendiente promedio) y la distribucion de las lluvias en la region,
determinan que sea frecuente la alternancia de anegamiento y sequia. A
pesar de los esfuerzos realizados, el mejoramiento de los cultivos para
incrementar la tolerancia la salinidad y sodicidad no ha mostrado un grado
de avance acorde a las necesidades que existen actualmente. Esto puede
explicarse tanto por la dificultad en identificar el factor comdn o
predominante cuando el crecimiento de la planta esta limitado por una
combinacion de factores edéaficos (Rengasamy, 2006) como por la
complejidad que presenta la tolerancia a la salinidad en las plantas (para
revisiones ver Leidi y Pardo, 2002; Munns, 2002; Tester y Davenport,
2003; Flowers, 2004; Cuartero et al., 2006; Arzani, 2008; Munns y Tester,
2008). En el caso de la alcalinidad, el problema se acrecienta por las
dificultades practicas que representa mantener valores altos de pH en el
medio en contacto con las raices (Singh et al., 2002).

El maiz (Zea mays ssp. mays) es una especie moderadamente

sensible a la salinidad (Maas y Hoffman, 1977). T. dactyloides, una especie
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emparentada con el maiz, es una forrajera perenne de ciclo estival,
altamente productiva y palatable (Burns et al., 1993; Aiken, 1997; Burns et
al., 1996; Eun et al., 2004). Las empresas que comercializan T. dactyloides
como forrajera no la recomiendan para suelos salinos, pero la respuesta a
la salinidad por NaCl y alcalinidad ain no ha sido cuantificada. Esta
especie presenta caracteristicas agronémicas deseables, tales como
resistencia a las enfermedades e insectos que comunmente afectan al
maiz (de Wet, 1978), tolerancia a exceso de Aluminio en el suelo (Foy,
1997; Foy et al., 1999), aerénquima constitutivo (Ray et al., 1998), buena
penetraciébn de raices en suelos arcillosos (Clark et al., 1998) vy
reproduccién por apomixis pseudogamica facultativa en los citotipos
poliploides (Leblanc et al., 1995b). Aunque Zea y Tripsacum estan aislados
reproductivamente por barreras gametofiticas y esporofiticas, pueden
obtenerse los hibridos mediante el acortamiento de los estigmas del maiz
(Mangelsdorf y Reeves, 1931) y posterior rescate de embriones (James,
1979; Bernard y Jewell, 1985) o induccion de embriogénesis somatica
(Furini y Jewell, 1995; Garcia y Molina, 1997; Garcia et al.,, 2000).
Estudios previos informaron que hibridos entre maiz y T. dactyloides
mostraron tolerancia a diversos factores de estrés bidtico (Gurney et al.,
2003; Prischmann et al., 2009; Throne y Eubanks, 2002) y abidtico (Clark
et al., 1998; Foy, 1997; Foy et al., 1999; Gilker et al., 2002; Ritchie et al.,
2006). En lo que se refiere a salinidad, por ejemplo, callos caulogénicos
(cultivados in vitro) y plantulas de la F1 del cruzamiento de un maiz
tetraploide (2n = 40) x T. dactyloides (2n = 72) mostraron tolerancia a la
salinidad. Las plantas regeneradas y rustificadas, regadas durante 21 dias
con una solucién de 250 mM de NaCl, no mostraron diferencias en el peso
seco ni en el peso fresco de la parte aérea con respecto a las plantas
control, es decir regadas con agua corriente. Por el contrario, las plantas
regadas con 250 mM de NacCl incrementaron el peso seco de las raices,

con respecto al tratamiento control (Pesqueira et al., 2006). Los contenidos
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de Ca*" y K* de la parte aérea no se modificaron pero el contenido de Na*
aumenté 2,6 veces en las plantas regadas con 250 mM de NaCl con
respecto a las plantas control.

Por otro lado, dos hibridos interespecificos estables (39 y 46
cromosomas, Kindiger et al., 1996a) produjeron hasta 42,9 tn ha® de
biomasa fresca (16 veces mas que el progenitor maiz) en condiciones de
moderada salinidad (C.E.= 3,44 dS m?, equivalente a 2400 ppm)
(Shavrukov et al., 2006).

Los hibridos F1 de maiz x Tripsacum tienen polen estéril, aunque
se han obtenido bajas frecuencias de semillas viables, principalmente por
apomixis (Leblanc et al., 1995a, Sokolov et al., 2000). Por otro lado, las
generaciones avanzadas del hibrido (obtenidas por retrocruzamiento con
maiz o por autofecundacién) dan plantas con diferentes caracteristicas
fenotipicas (generalmente tripsacoides) y citogenéticas (Leblanc et al.,
2009), asi como distintos niveles de fertilidad (Harlan y de Wet, 1977,
Sokolov et al., 2000; Molina et al., 2006, entre otros).

Los efectos de la salinidad sobre el maiz y otras especies
dependen marcadamente del estado fenoldgico de la planta. Los estadios
de plantula y floracion han mostrado ser los mas sensibles a la salinidad en
maiz (Kaddah y Ghowail, 1964; Maas et al., 1983; Pasternak et al., 1985) y
otras especies, como por ejemplo arroz (Heenan et al., 1988; Lutts et al.,
1995), trigo, cebada vy triticale (Rawson et al., 1988). El estrés salino afecta
diversos procesos fisiolégicos de las plantas y causa disminuciones
severas del crecimiento y rendimiento de los cultivos. Los efectos més
significativos y ampliamente estudiados de la salinidad sobre las plantas
han sido el estrés osmdtico, el desequilibrio iénico, particularmente con K*
y Ca”*, y la toxicidad directa de los iones sobre los procesos metabdlicos
(Zhu, 2001; Tester y Davenport, 2003; Munns y Tester, 2008).

A corto plazo (horas), el estrés salino produce una reduccion en el

crecimiento del vastago y, en menor medida, de la raiz. Este efecto no
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parece dependiente de la concentracion de Na* en el tejido, sino mas bien
una respuesta a la osmolaridad de la solucion externa (Munns, 2002). En
cambio, los dafios especificos del Na* se asocian con la acumulacion de
Na" en los tejidos foliares y resultan en necrosis de las hojas viejas, que
comienza en los apices y margenes y se extiende hacia la base. En este
caso, la reduccién de la productividad neta y del rendimiento esta
relacionada con el acortamiento del periodo de vida individual de las hojas
(Munns 1993, 2002). El periodo de tiempo en el cual se manifiestan los
dafios especificos por Na* es variable y depende de la efectividad de la
compartimentacion del Na® en los tejidos foliares y en las células. Los
dafos especificos por Na™ muestran mayor variacién entre especies que
los efectos osmoéticos (Munns, 2002), los cuales pueden identificarse en
varios niveles (para revisiones ver Tester y Davenport, 2003; Munns y
Tester, 2008).

Varios autores han observado que la exposicién de la planta al
NaCl u otro agente que ocasione estrés osmoético usualmente afecta
menos el crecimiento de la raiz que el de la hoja (Munns, 2002; entre
otros). Los mecanismos que reducen el crecimiento de las hojas y el
desarrollo de la parte aérea ante un estrés salino alin no se conocen con
precision. Si bien se han observado cambios en las propiedades de la
pared celular (Cramer y Bowman, 1991a, 1994), todavia no se conocen
con certeza las sefiales locales o provenientes de otros sitios de la planta
gue regulan estas propiedades de la pared y las tasas de expansién celular
(Zorb et al., 2004; De Costa et al., 2007; Pitann et al., 2009; Zhao et al.,
2010) asi como otros parametros fisiolégicos afectados por la salinidad
(Gunes et al., 2007; Tuna et al., 2008). La tolerancia a la salinidad es una
caracteristica determinada por numerosos genes (Dong et al., 2009, entre
otros). Conocer en detalle los diferentes mecanismos involucrados en la
tolerancia a un estrés puede ser de gran utilidad para obtener genotipos

tolerantes a dicho factor de estrés mediante un plan de mejoramiento
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genético, ya sea por meétodos tradicionales (Schubert et al.,, 2009) o
biotecnoldégicos (Cuartero et al., 2006), asi como para implementar
estrategias de manejo que incrementen la produccion en condiciones de
estrés (Hu y Schmidhalter, 2005, entre otros).

Los resultados mencionados arriba sugieren que los hibridos entre
diferentes géneros (i.e., Zea x Tripsacum) pueden expresar caracteristicas
ausentes en sus especies progenitoras y que la fertiidad puede ser
restaurada tras la eliminacion de la mayoria de los cromosomas de
Tripsacum. Por otro lado, el apareamiento observado entre las especies
parentales sefala la posibilidad de recombinacién entre las mismas.

Como se mencioné anteriormente, los resultados publicados
muestran que algunos hibridos de maiz x T. dactyloides presentan una alta
0 moderada tolerancia a la salinidad por NaCl (Pesqueira et al., 2003,
2006; Shavrukov et al., 2006). En lo que se refiere a las especies
parentales, si bien el maiz muestra variabilidad intraespecifica en la
respuesta, numerosos estudios lo caracterizan como una especie
moderadamente sensible a la salinidad por NaCl (Maas y Hoffman, 1977,
Khan et al., 2010; Geilfus et al., 2010, entre otros). Sin embargo, no se han
encontrado datos en la bibliografia que permitan clasificar a T. dactyloides
en cuanto a su grado de tolerancia a la salinidad.

Por otro lado, hasta el momento se dispone de poca informacion
con relacion a la tolerancia y efectos fisiolégicos de la alcalinidad sobre el
maiz (Degenhardt y Gimmler, 2000; Clark y Zeto, 1996), referida
principalmente a la deficiencia de micronutrientes tales como el Fe
(Kosegarten y Koyro, 2001; Celik y Katkat, 2008) y el Zn (Alloway 2009;
Shukla y Mukhi 1980) causada en el maiz por la alcalinidad edafica. Hasta
donde sabemos, no hay datos publicados sobre la respuesta de T.
dactyloides a la alcalinidad.

Dentro de este marco teorico, los objetivos de este capitulo fueron:
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i) Determinar el nivel de tolerancia a la salinidad y alcalinidad de plantas
de T. dactyloides en estadio vegetativo temprano y compararlo con
plantas de maiz (linea B73, ampliamente difundida como progenitora
de hibridos comerciales) en las mismas condiciones.

i) Evaluar los efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre diferentes
parametros fisiol6gicos (CRA, MFE, PPE; contenido de pigmentos
foliares, contenido de K*, Ca®"y Na' y desarrollo) de plantas de maiz y
T. dactyloides.

iif) Obtener generaciones avanzadas (mediante retrocruzamientos, con
una u otra de las especies parentales, o autofecundaciones) de un
hibrido F1 (2n = 56) de maiz (2n = 40) x T. dactyloides (2n = 72) y
determinar el numero cromosémico y la fertilidad de las plantas
obtenidas.

iv) Evaluar el nivel de tolerancia a la salinidad de las generaciones
avanzadas del hibrido F1 de maiz x T. dactyloides que mostro
tolerancia a 250 mM de NaCl en estadio vegetativo.

v) Evaluar los efectos de la salinidad sobre diferentes parametros
fisiol6gicos (contenido relativo de agua (CRA), masa foliar especifica
(MFE), porcentaje de pérdida de electrolitos foliar (PPEy), contenido de
pigmentos foliares, contenido de cationes (K*, Ca** y Na®) y desarrollo
de plantas de maiz (linea B73) y generaciones avanzadas de un

hibrido de maiz x T. dactyloides.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Obtencién y anélisis citogenético de los hibridos

Plantas de la linea de maiz N107B (2n=40, cedida por el Maize
Genetics Coop. Stock Center, Urbana, lllinois) se polinizaron con T.
dactyloides (2n=72). Los embriones inmaduros originaron callos

embriogénicos y organogénicos en el medio basico (Garcia et al., 1992)
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con el agregado de 4 pmolL™ de 2,4-D (Garcia y Molina, 1997). Los brotes
regenerados enraizaron en el medio béasico libre de reguladores de
crecimiento. A partir de un embrion se originaron 130 plantas F1 (Garcia et
al., 2000). La progenie (P1) de las plantas F1 se obtuvo a partir del
retrocruzamiento de estas plantas con maiz o T. dactyloides. A partir de la
polinizacion libre entre las plantas P1 o por autofecundacion de las mismas
se obtuvo la segunda progenie (P2). Las progenies tercera (P3) y cuarta
(P4) se obtuvieron a partir de la polinizacion libre (entre las mismas
plantas) o la autofecundacion de la P2 y la P3, respectivamente. Los
cariopses obenidos por autofecundacion de las plantas P4 dieron origen a
las plantas evaluadas en este trabajo (MT41y MT51).

Las panojas inmaduras de las plantas P2 se fijaron en solucién
Farmer (3:1 etanol absoluto-acido acético) y se colorearon con solucion
acética de hematoxilina al 2 %. Las configuraciones de apareamiento se
observaron durante diacinesis-metafase |. La fertilidad del polen se
determiné usando la solucién Lugol. El polen se consideré fértil cuando

mostraba al menos el 75 % del grano coloreado.

2.2. Obtencioén de las plantulas

Maiz e hibridos. Los cariopses del maiz (linea B73, control) y los
hibridos MT41 y MT51 se sumergieron en una soluciéon que contenia 2 mM
de KCly 1 mM de CaCl y se mantuvieron sobre un agitador orbital durante
6 horas. Luego se sembraron en macetas de plastico de 750 ml de
volumen, en una mezcla de perlita-vermiculita (3:1) previamente
humedecida con solucion basica (Tablas 10y 11) al 10 %. Las macetas se
cubrieron con polietileno negro y se mantuvieron en oscuridad a 24 °C + 1
°C durante 4 dias. El dia 5 después de la siembra (DDS) comenzé el riego
por capilaridad con la solucion nutritiva basica (Tablas 10 y 11) al 10 %
hasta los 7 DDS. Desde los 5 DDS hasta la cosecha (22 DDS) las plantas
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se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 16 h con una densidad de flujo
foténico fotosintético (DFFF) de 200 umol m? s y una humedad relativa
entre el 70 % y 80 %. El dia 7 las plantas se pasaron a la soluciéon de
crecimiento (Tabla 12) y comenzaron los tratamientos, con al menos dos
hojas emergidas en todas las plantas (Figura 10). La concentracion final
de NaCl se alcanz6 en dos etapas (51 mM y 101 mM, los dias 7 y 8,

respectivamente).

Figura 10. Plantas de maiz (linea B73) y de la progenie de un hibrido de
maiz x T. dactyloides (MT41 y MT51) el dia 7 después de la siembra.

Tripsacum. A las unidades de dispersion de T. dacyloides
(cariopse + cupula) se les removi6 la clpula (Figura 11). Los cariopses se
sembraron en bandejas que contenian una mezcla de perlita y vermiculita
(3:1) humedecida con la solucién béasica (Tablas 10 y 11) al 10 % y se
mantuvieron en oscuridad a 24 °C + 1 °C durante 8 dias. A los 8 DDS las
plantulas se transplantaron a macetas que contenian el mismo sustrato y

se regaron por capilaridad con la misma solucién nutritiva (solucién basica
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al 10 %). Desde los 8 DDS hasta la finalizacion del experimento (38 DDS)
las plantas se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 16 h, con una DFFF de
200 pmol m? s y una humedad relativa entre el 70 % y 80 %. El dia 14
después de la siembra, las plantas se pasaron a la solucion de crecimiento
(Tabla 12) y comenzaron los tratamientos, cuando la tercera hoja todavia
no era visible. La concentracién final de NaCl se alcanz6 en 2 etapas (51
mM y 101 mM, a los dias 14 y 15 después de la siembra,

respectivamente).

Figura 11. Extraccion de la cupula y las glumas de las unidades de
dispersion de T. dactyloides: a. Unidad de dispersién completa; b. Capula
c. Cariopse cubierto por las glumas; d. Cariopse sin las glumas. Barra = 1

mm.

2.3. Pretratamiento del sustrato

Antes de la siembra el sustrato se lavé con agua corriente durante
30 minutos, se traté con 15 mM Ca(NO3), durante 2 h, se enjuagé 2 veces
con agua destilada y se sumergié durante otras 2 h en la solucién nutritiva
bésica (Tabla 10) al 10 %.

2.4. Tratamientos y condiciones de cultivo
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Experimento 1: Efectos de la salinidad y alcalinidad sobre maiz
y T. dactyloides. La solucion de crecimiento control (Tabla 12) estaba
compuesta por la solucién nutritiva basica (N6 modificada, tablas 10 y 11)
pero con la concentracion de los macronutrientes reducida al 25 % y de los
micronutrientes al 50 % (excepto el Fe que se mantuvo al 100 %) y 5 mM
de Tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris). La concentracién de Na* se llevé a
1,2 mM con Na,HPO, y el pH se ajusté a 5,8. La concentracion final de Tris
(5 mM) se alcanzo al cuarto dia del inicio de los tratamientos (hasta ese
momento la solucién nutritiva contenia 3 mM de Tris). Las plantas se
pulverizaron diariamente con FeSO, (0,2 %) y ZnSO, (0,1 %), para evitar
deficiencias de estos nutrientes. La Tabla 9 muestra los tratamientos y sus
respectivos valores de pH y conductividad, medidos en las soluciones
frescas.

Ademas, para evaluar el efecto del Tris sobre las plantas, un grupo
de plantas de cada genotipo se mantuvo en la solucién nutritiva de

crecimiento sin Tris (Tablas 9y 12).

Tabla 9. Contenido de NaCl y valores (mediana + minimo y maximo) de pH

y conductividad, medidos en las soluciones nutritivas frescas.

Tratamiento NaCl (mM) pH Co(nn(qigcctri]\ql_igad
Control sin Tris 1,2 5,8 £0,05 0,83 0,10
Control 1,2 5,8+0,05 1,15+0,10
Alcalinidad 1,2 8,5+0,20 0,80 + 0,05
Salinidad 101,2 5,8 £ 0,05 10,30 + 0,30
Alcalinidad+Sal 101,2 8,6 + 0,20 10,10 + 0,90

El recambio de la solucion se realizé cada 3 6 4 dias. El pH de las
soluciones se ajust6 con acido nitrico o KOH en el momento de la

preparacion de las mismas.
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Durante el periodo en que se aplicaron los tratamienos, las plantas
se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 16 h con una DFFF de 200 umol m™
s y una humedad relativa entre el 70 % y 80 %. Los promedios (+ EEM)
de temperaturas maximas y minimas registradas durante este periodo
fueron de 26,7°C + 0,3y 21,8°C + 0,2.

Tabla 10. Concentracion de sales de la solucién nutritiva basica (adaptada

de la solucién nutritiva N6, Chu et al., 1978).

Macronutrientes mg L™ mM
MgSO, 7H,O 185 0,751
KH,PO, 400 3,476
KNO; 707,5 6,997
(NO3),Ca 4H,0 1000 4,234
(NH,),SO, 463 3,505
Micronutrientes

H3BO3 1,6 0,02
MnSO, H,O 3,3 0,02
ZnS0O, 7H,0 1,5 0,02
Kl 0,8 0,02
FeSO, 7H,0O 27,8 0,1
Na,EDTA 37,3 0,1
Na,Mo0, 2H,0 0,1 4,1x 10"
CuS0, 5H,0 0,1 4,0 x 10
Cl,Ca 2H,0 20 0,136
Sodio

Na,HPO, 70,98 0,5

Experimento 2: Efectos de la salinidad sobre el maiz y
generaciones avanzadas de un hibrido de maiz x T. dactyloides. La

solucion de crecimiento fue la misma que para el ensayo 1 (Tabla 12), sin
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el agregado de Tris. Para los tratamientos salinos se agregé 100 mM de
NaCl a la solucién de crecimiento y el pH se ajust6 a 5,8. Las
conductividades medidas de las soluciones, con una variacion maxima de
+ 0,1 (en dS/m), fueron: 0,83 (control) y 10 (NaCl 101 mM). Las soluciones

se renovaron cada 2 dias.

Tabla 11. Concentracion de macro y micronutrientes de la solucién nutritiva
basica utilizada (adaptada de la solucién nutritiva N6, Chu et al., 1978).

*PM: Peso molecular

Macronutrientes mg L™ mM PM* (g)
Eo(tggg;o de 100,22 7,15 14,01
N (nitrato de Ca) 118,63 8,47 14,01
N (amonio) 98,22 7,01 14,01
P 91,15 2,94 30,97
S 48,1 1,50 32,066
K 297,36 7,61 39,09
Mg 18,25 0,75 24,30
Ca (del CaCl) 5,44 0,14 40,08
Ca (del Ca (NO3), 169,68 4,23 40,08
Micronutrientes

Cl (del CICa) 9,66 0,24 40,08
Cl (del Cl,Cog H,0) 0,0075 0,0002 40,08
Fe 5,6 0,10 55,85
B 0,28 0,03 10,81
Mn 1,07 0,02 54,94
Zn 0,34 0,01 65,39
| 0,612 0,00 126,90
Cu 0,025 0,00 63,55
Mo 0,02 0,00 95,94
Na (del NaEDTA) 4,6 0,20 22,99
Na (del Na;HPOy,) 22,99 1,00 22,99
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Durante el periodo en que se aplicaron los tratamienos, las plantas
se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 16 h con una DFFF de 200 umol m™
s y una humedad relativa entre el 70 % y 80 %. Los promedios (+ EEM)
de temperaturas maximas y minimas registradas durante este periodo

fueron de 26,7 °C + 0,3y 21,8 °C + 0,2, respectivamente.

Tabla 12. Composicién de la solucion nutritiva (control) utilizada para el
crecimiento de las plantas a partir de los 7 DDS (maiz e hibridos MT41 y
MT51) 6 14 DDS (T. dactyloides).

Macronutrientes mg L™ mMm
N (como nitrato) 54,7125 3,9052
N (como amonio) 24,5550 1,7527
P 22,7875 0,7358
S 12,0250 0,3750
K 74,3400 1,9018
Mg 4,5625 0,1878
Ca 43,7800 1,0923
Micronutrientes

Cl 4,8337 0,1206
B 0,1400 0,0130
Mn 0,5350 0,0097
Zn 0,1700 0,0026
I 0,3060 0,0024
Cu 0,0125 0,0002
Mo 0,0100 0,0001
Fe 5,6000 0,1003
Sodio

Na (del Na, EDTA) 4,6000 0,2001
Na (del NaHPO,) 22,9900 1,0000
pH=5,8

2.5. Mediciones
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Filocrono. Las temperaturas maximas y minimas del aire de la
camara de cultivo se midieron al nivel de las macetas durante todo el
experimento. Los grados dia (GD, °C dia) se calcularon con la férmula que
se indica a continuacion (Gilmore and Rogers, 1958, Arnold, 1960):

GD = (Tiedia — Tp) 1 dia (°C dia)

Donde Tnedia €S la temperatura media del aire, calculada como el
promedio de la temperatura diaria minima y la temperatura diaria maxima y
Ty es la temperatura base. Varios autores consideran que los cultivos de
verano tienen una temperatura base de aproximadamente 10 °C
(Warrington and Kanemasu, 1983, Major et al., 1990; Sinclair, 1986, entre
otros), por lo cual se consider6 una temperatura base de 10 °C para las
especies evaluadas.

El tiempo térmico acumulado a partir de la siembra se calculd
como:

TT = ¥GD (°C dia).

Mediante una regresion lineal se relacion6 el nimero de dias desde
la siembra contra TT. Para determinar si los tratamientos afectaron el
filocrono de lo distintos genotipos, el intervalo de TT entre la aparicion de la
tercera y la quinta hoja (para maiz y los hibridos), o entre la segunda y la
quinta hoja (para T. dactyloides), se calcularon a partir de la ecuacion de
regresion. Este valor se dividié por el numero de hojas emergidas en el
periodo considerado (dos en maiz y los hibridos y tres en T. dactyloides) y
asi se obtuvo el filocrono promedio para cada combinacion genotipo-
tratamiento (Van Esbroeck et al., 1997). Se consider6 como hoja emergida
aquella visible cuando la planta se observaba lateralmente al nivel de la

misma.
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Para determiner la relacion entre el niumero de hojas visibles y los
GD desde la siembra se realizaron regresiones lineales del nimero de
hojas contra los GD para cada genotipo (maiz, hibridos MT41y MT51y T.
dactyloides) y cada tratamiento.

Biomasa total. Para determinar la biomasa aérea y de la raiz, las
plantas se cosecharon a los 22 (maiz e hibridos) 6 38 (T. dactyloides) dias
después de la siembra, se separ6 la raiz de la parte aérea y se llevo a
estufa a 70°C hasta peso constante. En el momento de la cosecha todas
las plantas tenian entre 6 y 7 hojas emergidas.

Contenido relativo de agua (CRA) y masa foliar especifica
(MFE). El dia de la cosecha se cortaron 3 circulos de la quinta hoja (o de
la dltima hoja totalmente expandida) de cada planta, se tomé el peso
fresco (Pf) y, a continuacién, se sumergieron en agua destilada y se
mantuvieron a 25°C y baja intensidad de luz durante 6 horas, transcurridas
las cuales se pesaron nuevamente para determinar el peso turgente (Pt).
Después se llevaron a estufa a 70°C hasta peso constante para determinar
el peso seco (Ps). El contenido relativo de agua (CRA) se calcul6 mediante

la siguiente férmula:

CRA = (Pf— Ps / Pt — Ps) x 100

Para calcular la masa foliar especifica (MFE) se cortaron 3 circulos
(de superficie conocida) de la quinta hoja (o de la dltima hoja totalmente
expandida) y se llevaron a estufa a 70°C hasta peso constante para
determinar el peso seco (Ps). La masa foliar especifica (MFE) se calculd

mediante la siguiente férmula:

MFE = Masa foliar / superficie foliar
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Estabilidad de las membranas celulares. La estabilidad de las
membranas celulares se estim6 calculando el porcentaje de pérdida de
electrolitos (PPE) a partir de tejidos foliares, segin una adaptacion del
método de Wang y Huang (2004). El dia de la cosecha, se cortaron 3
circulos de la quinta hoja (o ultima hoja totalmente expandida) de cada
planta, se enjuagaron tres veces con agua destilada y se sumergieron en
tubos con 10 ml de agua destilada. Tras mantener las muestras en un
agitador orbital, a 25° C y baja intensidad de luz durante 6 h, se determiné
la conductividad inicial (C;) de la solucién. Luego, los tubos que contenian
los tejidos foliares se llevaron a autoclave a 1 atmdsfera de presion durante
15 minutos para inactivar las células y liberar todos los iones al medio.
Después de 24 h se determiné la conductividad maxima (C,,) de la solucién
a 25°C. El PPE (%) se calculé como:

Porcentaje de Pérdida de Electrolitos (%) = (C; / C,,) x 100

Contenido de pigmentos. El método utilizado para la extraccion
y determinacion de los pigmentos foliares fue el descripto por
Lichtenthaler (1987). Para ello, 100 mg de hojas frescas (tomadas el dia
de la cosecha de las plantas) se trituraron en frio con 1 ml de acetona.
El extracto obtenido se centrifugé a 10.000 rpm durante 4 minutos a
4°C. Se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 470, 647 y 663 nm.
Para la conversiéon de los datos de absorbancia a ug de pigmento por

ml de extracto, se aplicaron las ecuaciones:

Clorofila a = 11,24 x abss3)— 2,04 X abs(s47)

Clorofila b = 20,13 x abs47) — 4,19 x abs(63)
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1000 x abs(70) -1,9x Cla—63,14 x Cl b

Carotenoides =
214

Cationes (Na" - K* - Ca®"). A 25 mg de tejido seco y finamente
molido, se le agregaron 2,5 ml de HCI 0,1N. Los tubos se agitaron y se
sumergieron en un bafo térmico a 60°C durante 2 horas. Luego se
enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugaron 5 minutos a 10.000
rom. El sobrenadante se recuperé y se realizaron las diluciones
correspondientes con agua bidestilada para las mediciones de Na'y K*, y
con una solucién de 6xido de lantano (5 g L™) para evitar interferencias en
las mediciones de Ca?'. Las concentraciones de sodio y potasio se
determinarion en un Fotdmetro de llama (Marca Metrolab, modelo 315) y
las de calcio en un fotometro de absorcion atémica (marca Metrolab,
modelo AA250). Los valores obtenidos se interpolaron en una curva de

calibracion para los tres elementos a determinar.

Parametros de exclusion de Na®. Estos parametros se calcularon
segun las formulas de Schubert et al. (2009). La absorcion de Na* a nivel
de la superficie de la raiz se calculé6 como la relacién entre el contenido de
Na" total de la planta y el peso seco de la raiz. Baja absorcién de Na”
indica una exclusion de Na' eficiente. La translocaciéon de Na* desde la raiz
a la parte aérea se calculé como la relacion entre contenido total de Na* de
la parte aérea y el contenido total de Na' de la raiz. Este parametro

describe la exclusién del Na* de la parte aérea.

2.6. Andlisis de los datos

Para los experimentos se utilizé un disefio totalmente el azar. Los
tratamientos fueron combinaciones factoriales de 2 (genotipos) x 2 (pHs) x
2 (tratamientos salinos) en el experimento 1 (efectos de la salinidad y la

alcalinidad sobre el maiz y el T. dactyloides). En el experimento 2 (efectos
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de la salinidad sobre maiz e hibridos entre maiz y T. dactyloides) las
combinaciones fueron 3 (genotipos) x 2 (tratamientos salinos).

Los promedios de los valores obtenidos de 6 repeticiones de cada
genotipo por tratamiento se sometieron al andlisis de la varianza. La
comparacion entre las medias se realiz6 mediante el test de Diferencias
Minimas Significativas a un nivel de probabilidad del 5 % (InfoStat, 2008).
Salvo aclaracién, los valores de las tablas y figuras estan expresados
como la media * error estandar de la media (EEM).

Los valores relativos de peso seco de los diferentes tratamientos
con respecto al control correspondiente se determinaron de la siguiente
manera:

Peso seco relativo = (PSta / PScontror) X 100

Donde:

PSta = Peso seco de las plantas cultivadas en alguno de los
tratamientos aplicados (salinidad, alcalinidad o la combinacién de ambos
factores)

PSconor = Peso seco promedio de las plantas cultivadas en la

solucién control

3. RESULTADOS

3.1. Experimento I. Efectos de la salinidad y alcalinidad sobre maiz y

T. dactyloides
3.1.1. Efectos del tampdn Tris

Las soluciones nutritivas en las cuales el pH se ajusté entre 8,5y
8,6 (por adicion de KOH o de 5 mM de Tris), mostraron una disminucion
del pH en el trancurso del tiempo (Figura 12).

El valor minimo de pH se midio el segundo dia y a partir de ese

momento se estabilizd. La adicion de Tris (en lugar de KOH) mantuvo el
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pH de las soluciones més estable. La concentraciéon de NaCl (1 6 101 mM)
de la solucion nutritiva no efecté la evolucion del pH (Figura 12).

Las soluciones que se prepararon con pH 5,8, con o sin el
agregado de 5 mM de Tris, mantuvieron un valor de pH similar al inicial
hasta los 4 dias de la preparacion de las mismas (Figura 12).

1 mM NacCl 101 mM NacCl
9
8,5
g . -
T 7,5 1
7 4
6,5 1
6 5 = E ]
5,5 T T T I T T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6
Dias desde la preparacion Dias desde la preparacion
—— pH 5,8 sin Tris —/\— pH 8,5 sin tris
—— pH 5,8 con Tris —aA— pH 8,5 con Tris

Figura 12. Efecto de la adicién de Tris sobre la evolucion del pH en el
transcurso del tiempo de la solucién nutritiva de crecimiento sin plantas
(con 1 0 101 mM de NacCl).

El crecimiento de los genotipos de las especies evaluadas no se vio
disminuido por la presencia de Tris 5 mM en la solucién de cultivo,
comparado con la solucién sin Tris, manteniendo ambas soluciones con un
valor de pH = 5,8. Por el contrario, en el maiz se observd un incremento
significativo en los pesos secos del vastago y de la raiz en presencia de

Tris. Solamente la pérdida de electrolitos foliares difirié significativamnente
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en el maiz, mostrando una mayor integridad de las membranas celulares

las plantas que crecieron en presencia del tampon (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto de la adicion de 5 mmol L™ de Tris en la solucién de
crecimiento (manteniendo el pH = 5,8) sobre varios parametros fisiol6gicos
en maiz y T. dactyloides (promedio + EEM). Letras diferentes en la fila

indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Especie Parametro Tratamiento
Control Tris 5mM

PS vastago (g) 1,06+0,1a| 1,69+0,2b

PS raiz (g) 0,30 +0,0a | 0,49 +0,1b

] CRA (%) 98,76 £ 0,3a | 99,47 + 0,2a
Maiz PPEqgiar (%) 11,75+ 0,4a | 9,82+0,4b
PPE,a;, (%) 10,05 +0,9a | 11,97 + 0,6a

MFE (mg cm) 1,70+ 0,1a| 1,92+0,1a

Filocrono promedio (°Cdia) | 45,5+ 1,5a | 455+ 1,5a

PS vastago (g) 0,69+0,1a| 0,66+0,1a

PS raiz (g) 0,12+0,0a | 0,11 +0,0a

CRA (%) 97,17 +1,0a | 97,83+ 0,4a

Tripsacum | PPEgiar (%) 18,93 +1,5a | 18,65+ 0,6a
PPE, i (%) 11,61+ 1,5a | 11,16 + 0,5a

MFE (mg cm) 2,25+0,2a | 2,38+0,3a

Filocrono promedio (°Cdia) | 88,6 +1,1a | 91,8 +2,3a

Las plantas de maiz que crecieron en la solucion nutritiva que
contenia 5 mmol L™ de tamp6n Tris mostraron contenidos de Ky Na*, en
la parte aérea y en la raiz, levemente menores que las plantas que
crecieron en la solucion sin Tris. El resto de los valores de contenido de

cationes no se modifico por efecto del Tris (Tabla 14).
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Tabla 14. Efecto de la adicién de 5 mmol L™ de Tris en la solucién de
crecimiento (pH=5,8) sobre el contenido de cationes de maiz y T.
dactyloides (promedio + EEM). Letras diferentes en la fila indican diferencia

significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Parte de Contenido del ion (mmol g™ de PS)
Especie lon
la planta ,
Control Tris 5 mM
K* 1,17 £ 0,07b 0,88 + 0,03a
Parte aéra | Na" s/d 0,03 + 0,003
] ca’* | 0,13+0,0la 0,12+ 0,01a
Maiz N
K 0,43 + 0,04a 0,42 + 0,03a
Raiz Na* 0,80 + 0,04b 0,60 + 0,05a
ca® s/d s/d
K* 0,73+0,01a 0,79 £ 0,03a
Parte aéra | Na* 0,04 + 0,01a 0,03 + 0,004a
. ca® | 0,06+0,01a 0,04 +0,01a
Tripsacum N
K 0,52 + 0,05a 0,49 + 0,05a
Raiz Na" 0,16 + 0,02a 0,11 +0,01a
ca® s/d s/d

3.1.2. Efectos dela salinidad y la alcalinidad

3.1.2.1. Evolucidn del pH en las soluciones nutritivas.

En las soluciones recién preparadas se midio un valor de pH = 8,5 +
0,02 y 8,5 + 0,06 (promedio + EEM), para los tratamientos alcalinidad y
alcalinidad + salinidad, respectivamente. ElI pH de estas soluciones
disminuy6 hasta estabilizarse en un valor de 8 + 0,1 (promedio + EEM) a
partir del segundo dia de su preparacion. En cambio, las soluciones a las

cuales se les ajusto el valor del pH a 5,8 en el momento de la preparacion,
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mostraron un leve incremento, con valores promedio de 6 + 0,03 al cuarto
dia de su preparacion (Figura 13).

Dos dias después de la preparacion, las variaciones en los valores
de pH difirieron entre las soluciones con pH;8,5 y 5,8 (p = 0,007). Las que
tenian un pH; 8,5 mostraron una acidificacion de 0,47 + 0,06 unidades de
pH mientras que en las que tenian un pH; 5,8 se observé un ligero aumento
(0,01 + 0,04 unidades de pH). La presencia o0 no de NaCl no afectd

significativamente las variaciones en los valores del pH (Figura 13).

8,5 1 g

7,5

pH

6,5

55 T T T T )

Dias desde la preparacion

® 1 mMMNaCl-pH58 A 1mMNaCl-pH8,5 0O 101 mMNaCl-pH5,8 © 101 mM NaCl-pH 8,5

Figura 13. Evolucion de los valores de pH en las soluciones nutritivas sin

plantas. Todas las soluciones contenian 5 mM de Tris. Barras= + EEM.

En los tratamientos con pH=5,8 y pH=8,5, la acidificacién del medio
(promedio + EEM, en unidades de pH) dos dias después del recambio de
las soluciones fue mayor en presencia de plantas de maiz (0,77 + 0,36 y
0,92 + 0,02, respectivamente) o de T. dactyloides (0,68 + 0,29 y 0,88 +
0,09, respectivamente) que en las soluciones libres de plantas (0,01 + 0,01

y 0,47 + 0,01) (Figuras 13y 14).
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Maiz Tripsacum

2 2

pH

4 T T 1 T T 1
0 2 4 0 2 4
Dias de cultivo Dias de cultivo

® 1 mMNaCl-pH5,8 A 1mMNaCl-pH8,5 0O 101 mMNaCl-pH5,8 © 101 mM NaCl-pH 8,5

Figura 14. Valores de pH en las soluciones nutritivas con plantas de maiz o
T. dactyloides entre los 6 y los 13 dias desde el inicio de los tratamientos.
Barras = + EEM

3.1.2.2. Efecto de la salinidad y la alcalinidad sobre las plantas de

maiz y T. dactyloides.
3.1.2.2.1. Crecimiento.

El peso seco de la parte aérea del maiz super6 al de T. dactyloides
(p < 0,0001) (Tabla 15). Tanto la salinidad (101 mM de NaCl) como la
alcalinidad de la solucion nutritiva afectaron negativamente el peso seco de
la parte aérea en los genotipos de ambas especies (p < 0,0001) con
respecto al control (Figuras 15 y 16). Las interacciones genotipo X
concentracién de NaCl (p = 0,003) y pH x concentracién de NaCl (p =
0,024) fueron significativas. En el maiz, la alcalinidad de la solucién
nutritiva, con o sin el agregado de 100 mM de NaCl, produjo las mayores
reducciones del PS del vastago con respecto al control (45 % y 51 %,
respectivamente) (Tabla 16). En esta especie, el peso seco del vastago en

presencia de 101 mM de NaCl (pH 5,8) fue menor al del control (28 %),
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pero significativamente superior al de ambos tratamientos de alcalinidad
(pH 8,5, con o sin el agregado de 100 mM de NacCl). Los dos ultimos no
difirieron significativamente entre si. En cambio, T. dactyloides no mostro
diferencias en los pesos secos del vastago entre los tratamientos de
alcalinidad, salinidad y la combinacion de ambos factores, los cuales
produjeron reducciones significativas con respecto al control (53 %, 51 %y
58 %, respectivamente) (Tabla 16).

La raiz de T. dactyloides mostr6 un peso seco menor que la del
maiz (p < 0,0001). El pH y la concentracion de NaCl de la solucién no
afectaron el peso seco de la raiz (Figura 21). No se detectd interaccion

significativa entre los tratamientos para este parametro (Tabla 15).

Tabla 15. Peso seco de la parte aérea y la raiz y relacion tallo/raiz de maiz
y T. dactyloides creciendo en soluciones nutritivas con diferentes
concentraciones de NaCl (1 y 101 mM) pH (5,8 y 8,5). Letras diferentes en

la fila indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

| NaCl Peso seco (g) VIR
Genotipo | (mM) | pH Vastago Raiz
1 58| 1,69+0,17a 0,49 £ 0,06a 3,49 + 0,15b
) 1 8,5| 0,93 +0,06c 0,45+ 0,03ab | 2,08 + 0,06e
Malz 101 |58 | 1,22+0,08b 0,45+ 0,03ab | 2,78 £ 0,24cd
101 |85 | 0,84+0,10cd | 0,38 +0,02b 2,18 + 0,23de
1 58| 0,66 +0,09d 0,11 £ 0,01c 5,63 £ 0,19a
Tipsacum 1 85| 0,37+0,07e 0,09£0,02c¢c 3,91£0,33b
101 |58 | 0,32+0,05e 0,10 £ 0,01c 3,35 £ 0,24bc
101 |85 | 0,28+0,04e 0,08 £ 0,01c 3,68 £0,27b
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Los tres efectos principales, el genotipo (p < 0,0001), el pH y la
concentracion de NaCl de la solucion nutritiva, produjeron diferencias
significativas (p < 0,0001) en la relacion vastago/raiz. Las interacciones
genotipo x salinidad y pH x salinidad fueron significativas (p = 0,0088).

En Tripsacum, la relacién vastago/raiz del control (pH = 5,8 y 0 mM
de NaCl) super6 a la del resto de los tratamientos, al igual que el peso
seco del vastago, ya que los pesos secos de la raiz se mantuvieron sin

llegar a detectar diferencias significativa entre tratamientos (Tabla 15).

Tabla 16. Pesos secos relativos al control (NaCl 1 mM y pH 5,8) de la parte
aérea y la raiz de maiz y T. dactyloides creciendo en soluciones nutritivas
con diferentes concentraciones de NaCl (1 y 101 mM) pH (5,8 y 8,5).

Letras distintas en la fila indican diferencia significativa segun el test LSD

(p < 0,05).

i 0,

Parte de la planta Peso seco relativo al control (%)

[NaCl] mM | pH

Maiz Tripsacum

1 85| 5533 +36a 56,75+ 6,84 a
Tallo 101 58| 72,41+46a 48,82+ 10,6 b

101 8,5 49,46 +59a 42,13+ 7,5a

1 85| 92,00+6,8a 80,79+13,1a
Raiz

101 58| 91,21+6,7a 83,41+119a

101 85| 7801+4,7a 68,12+ 128 a

1 85| 6359+43a 60,33+ 10,8 a
Biomasa Total 101 58| 76,64+4,4a 53,96 +8,1b

101 85| 5589+53a 46,00+75a

En el maiz, si bien el control mostrd6 una relacién vastago/raiz

superior a los tratamientos, también hubo diferencias entre tratamientos
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(Tabla 15). La adicién de 100 mM de NaCl, manteniendo el pH = 5,8,
indujo la disminucién de la relacion véastago/raiz con respecto al control,
pero el valor fue superior a la del tratamiento de alcalinidad (pH 8,5, sin el
agregado de sal). El tratamiento que combinaba salinidad y alcalinidad
mostré una relacidon vastago/raiz intermedia, lo cual puede explicarse
porque este tratamiento también indujo la disminucién del crecimiento de la

raiz con respecto al control (Tabla 15).

Figura 15. Plantas de maiz (linea B73) cultivadas en hidroponia a los 22
DDS (15 dias después del comienzo de los tratamientos): a- control (1 mM
NaCl, pH=5,8); b- Alcalinidad (1 mM NaCl, pH=8,5); c- Salinidad (101 mM
NaCl, pH=5,8); d- Alc+sal (101 mM NacCl, pH=8,5). Notese los apices

necréticos de las hojas jévenes en los tratamientos que contenian NacCl.
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Figura 16. Plantas de T. dactyloides dactyloides cultivadas en hidroponia a

los 38 DDS y 24 dias después del comienzo de los tratamientos.

a [ b a- Control (1
mM NacCl,
pH=5,8);

b- Alcalinidad
(2 mM NacCl,
pH=8,5);

d c- Salinidad
(101 mM NaCl,
pH=5,8);

d- Alc+sal (101
mM NacCl,
pH=8,5).

3.1.2.2.2. Desarrollo

Sobre la base del tiempo térmico (TT) acumulado (Figura 17) entre

la siembra y la aparicion de las hojas en el maiz (Tabla 17) y T. dactyloides
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(Tabla 18) se determinaron los valores del filocrono para cada especie

(Figuras 18 y 19, respectivamente).

TT acumulado (°C dia)

600

500

400

300

200

100

0

y=14,363x- 2,4666
R?=0,9999

12 15 18 21 24 27 30 33 36 39
Dias

Figura 17. Tiempo térmico acumulado (base 10 °C) desde la siembra hasta

la cosecha de las plantas.

Tabla 17. Dias desde la siembra a la emergencia de las hojas en plantas

de maiz cultivadas en soluciones nutritivas con diferente pH y

concentracion de NaCl. Letras diferentes en la columna indican diferencia

significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Solucién nutritiva Tiempo en la emergencia de hojas (dds)
NacCl
(mM) pH Hoja 3 Hoja 4 Hoja 5 Hoja 6
1 5,8 7,0+£0,0a | 10,5+0,2a | 13,3+ 0,2a | 16,5+ 0,3a
1 8,5 6,8+0,2a | 10,7 +0,2a | 14,3+ 0,3bc | 19,3+ 0,5b
101 5,8 7,0+0,0a | 10,5+0,2a | 13,5+0,2ab | 17,7 + 0,5a
101 8,5 70+0,0a | 11,0+ 0,0a | 14,8+ 0,5C 19,5+ 0,5b
Los tres efectos principales (i.e. el genotipo, el pH y la

concentracion de NacCl), produjeron diferencias significativas en el valor del
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filocrono promedio (p < 0,0003). La interaccidén genotipo x concentracion de
NaCl fue significativa (p = 0,0001). En el tratamiento control (pH=5,8 sin
NaCl) el filocrono promedio del maiz (°C dia) fue aproximadamente la
mitad del de T. dactyloides, es decir que, a la temperatura promedio de
cultivo, aproximadamente 24°C, el tiempo (dias) entre la aparicion de dos
hojas sucesivas (promedio + EEM) fue de 3,2 + 0,2 para el maiz (Tabla 17)

y 6,4 + 0,2 para T. dactyloides (Tabla 18).

Tabla 18. Dias desde la siembra a la emergencia de las hojas en plantas
de T. dactyloides cultivadas en soluciones nutritivas con diferente pH vy
concentracion de NaCl. Letras diferentes en la columna indican diferencia

significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Solucién nutritiva Tiempo en la emergencia de hojas (dds)
NaCl
pH Hoja 2 Hoja 3 Hoja 4 Hoja 5

(mM)

1 5,8 11,0+0,6a | 17,2+ 0,2a | 24,2+ 0,6a | 30,2 £ 0,5a

1 8,5 11,5+0,4a | 18,0+ 1,0a | 258+ 1,1a | 32,3+ 0,90
101 5,8 11,3+04a | 182+1,0a | 26,2+ 1,0a | 33,3+ 0,7bc
101 8,5 10,8+ 0,5a | 18,5+ 0,9a | 26,0+ 0,8a | 34,8 £ 0,8C

Las plantas de maiz cultivadas en la solucién alcalina (pH = 8,5),
con 1 6 101 mM de NaCl, mostraron incrementos significativos en el valor
del filocrono promedio con respecto al control (18 % y 24 %,
respectivamente). El agregado de NaCl, manteniendo un pH=5,8, no
modificé el valor del filocrono promedio con respecto al control (Tabla 19).
En T. dactyloides, la alcalinidad, la salinidad y la combinacion de ambos
factores indujeron incrementos significativos de los valores del filocrono

promedio con respecto al control (9 %, 15 % y 26 %, respectivamente). A
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su vez, el tratamiento que combinaba alcalinidad y salinidad difiri6 de los

tratamientos en los que se aplicaban los factores por separado (Tabla 19).

7 - &1 mMNacl
pH=58

B 1 mMNacCl
pH=8,5

A101 mM
NacCl
| I pH=5,8
® 101 mM
1 NaCl
0 T T T T 1 pH:8'5

50 100 150 200 250 300

Numero de hoja
N w N~ (6] (e}
1

TT acumulado (°C dia) desde la siembra

Figura 18. Numero de hojas emergidas en funcion del Tiempo Térmico en
plantas de maiz creciendo en soluciones nutritivas con dos niveles de NaCl
(mM) y pH: 1NaCl-pH 5,8; 1NaCl-pH=8,5; 101NaCl-pH=5,8-; 101NaCl-
pH=8,5. El grafico muestra las lineas de tendencia. Las ecuaciones de
regresion para los tratamientos mencionados son: y = 0,0222 x + 0,7841; y
= 0,0168 x + 1,4507; y = 0,0198 x + 1,0868; y = 0,0178 x + 1,2499,
respectivamente. R?> 0,994 para todos los tratamientos. La flecha indica el

comienzo de los tratamientos. Las barras indican + EEM.

Si bien los tres efectos principales indujeron diferencias
significativas en el filocrono promedio (Tabla 19), concretamente desde la
emergencia de la quinta hoja, tanto en maiz como en T. dactyloides, se
observaron diferencias en el filocrono inducidas por el pH (p = 0,0005) y el
nivel de salinidad de la soluciéon nutritiva (p = 0,0003). La interaccién

genotipo x concentracion de NaCl fue significativa (p = 0,0032).
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Figura 19. Numero de hojas emergidas en funcion del Tiempo Térmico en

plantas de T. dactyloides creciendo en soluciones nutritivas con dos
niveles de NaCl (mM) y pH: 1NaCl-pH 5,8; 1NaCl-pH=8,5; 101NaCl-
pH=5,8-; 101NaCl-pH=8,5. El gréfico muestra las lineas de tendencia. Las

ecuaciones de regresion para los tratamientos mencionados son: y =
0,0108x + 0,3224; y = 0,0099x + 0,4127; y = 0,0094x + 0,519; y = 0,0088 x +

0,6875, respectivamente. R?> 0,998 para todos los tratamientos. La flecha

indica el comienzo de los tratamientos. Las barras indican + EEM.

Tabla 19. Filocrono promedio (x EEM) de plantas de maiz y T. dactyloides

cultivadas con distintos niveles de alcalinidad y salinidad. Letras diferentes

en la columna indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Solucién nutritiva

Filocrono (°C dia)

NaCl (mM) | pH Maiz Tripsacum
1 5,8 455+ 15a 91,8+ 2,3a
1 8,5 | 53,8+1,6bc 99,7 £3,1b
101 58 | 46,7+1,6ab | 105,3+1,8b
101 85| 56,3+3,4c | 1159+5,3c
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La alcalinidad en el maiz (con 1 mM 6 101 mM de NacCl) y todos los
tratamientos (alcalinidad, salinidad y la combinacion de ambos) en T.
dactyloides indujeron un incremento, con respecto al control, del tiempo
entre la siembra y la emergencia de la quinta hoja (Tablas 17 y 18, Figuras
18y 19).

3.1.2.2.3. Contenido Relativo de Agua (CRA), Porcentaje de Pérdida
de Electrolitos (PPE) y Masa Foliar Especifica (MFE)

Dos de los tres factores principales, el genotipo (p = 0,002) y la
concentracion de NaCl (p = 0,0001), indujeron diferencias significativas en
el CRA. La interaccion pH x concentracion de NaCl fue significativa (p =
0,0006). ElI CRA (en %, promedio + EEM) del maiz fue mayor que el de T.
dactyloides (97,5 + 0,36 y 96,0 + 0,36, respectivamente). Las plantas que
crecian en presencia de NaCl mostraron un CRA menor que el de las
plantas que crecian en soluciones libres de NaCl (95,7 % vs. 97,9 %,
respectivamente) (Tabla 20). En T. dactyloides la alcalinidad también
indujo una disminucion del CRA con respecto al control, pero el menor
CRA se observo en presencia de NaCl con un pH=5,8 (Tabla 20).

El genotipo (p < 0,0001) y la concentracion de NaCl de la solucion
produjeron diferencias significativas en el PPE foliares (PPE;, p = 0,0233).
Las interacciones genotipo x concentracién de NaCl (p = 0,0096) y pH x
concentracion de NaCl (0,0202) fueron significativas. En el control (sin
NaCl y pH=5,8), el PPE; (%) de T. dactyloides fue dos veces superior a la
del maiz. En el maiz, s6lo el tratamiento que combinaba alcalinidad y
salinidad indujo un incremento significativo del PPE;, cuyo valor superé 1,6
veces al del control. T. dactyloides no mostré diferencias en el PPE;

inducidas por el pH o la concentracion de NaCl de la solucion (Tabla 20).

103



Tabla 20. Efectos de la concentracion de NaCl (1 y 101 mM de NaCl) y el
pH (5,8 y 8,5) de la solucién nutritiva sobre el contenido relativo de agua
(CRA) foliar y el porcentaje de pérdida de electrolitos de las hojas y las
raices de maiz y T. dactyloides (T.d.). Letras diferentes en la columna

indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Pérdida de electrolitos (%)

Especie | NaCl (mM) | pH CRA (%) - -

Hoja Raiz

1 58| 99,5+0,2a 9,8 £ 0,4a 12,0+ 0,6
] 1 8,5 | 98,2+0,5ab 9,5+0,3a 10,1+ 0,8
Malz 101 58| 96,9+0,4c 10,7+ 0,4a 11,8+1,3
101 8,5 | 96,2+0,5¢c 15,8+ 2,1b 10,6 + 0,8
1 58| 97,4+0,4b 18,7 £ 0,6¢C 11,2+ 0,5
T 1 8,5| 96,3+0,6¢c 17,6 £0,5bc | 15,8+2,9
101 58| 94,2+0,6d 17,7 +1,2bc 151+1;3
101 85| 96,4+0,5c 18,1+ 0,9bc | 12,8+0,8

El PPE de la raiz (PPE,) difirié entre los genotipos (p = 0,0071) pero
no entre los tratamientos de pH y salinidad (Tabla 20). EI PPE, (promedio +
EEM, en %) de T. dactyloides fue superior al del maiz (13,7 + 0,87y 11,1 +
0,45, respectivamente). Las interacciones para este parametro no fueron
significativas.

La masa foliar especifica (MFE) difiri6 entre los genotipos (p =
0,0006) pero no entre los tratamientos de pH y concentracion de NaCl. La
MFE (en g m?, promedio + EEM) de T. dactyloides fue superior a la del
maiz (2,4 + 0,09 vs 2,0 + 0,05, respectivamente). No se detectaron
interacciones significativas entre los tratamientos para este parametro
(Figura 20).

Las raices de las plantas de maiz cultivadas en presencia de 101

mM de NaCl mostraron un incremento en el nimero de ramificaciones
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secundarias (datos no mostrados) en comparacion con las cultivadas en

ausencia de NaCl, independientemente del pH de la solucién (Figura 21).

37 01 mMNaCl
2,5 - '|' pH=5,8
) 1
3 - 5 E 1 mMNacCl
< T
o - pH=8,5
IS
= 15 0101 mM
w 1 4 NaCl pH=5,8
=
05 - B101 mM
NaCl pH=8,5
0 T i
Maiz Tripsacum

Figura 20. Efectos de la concentracion de NaCl (1 y 101 mM de NaCl) y el
pH (5,8 y 8,5) sobre la masa foliar especifica de maiz y T. dactyloides. Las

barras indican = EEM.

a- Control (1 mM
NacCl, pH=5,8);

b- Alcalinidad (1
mM NacCl,
pH=8,5);

c- Salinidad (101
mM NacCl,
pH=5,8);

d- Alc+sal (101
mM NacCl,
pH=8,5).

Figura 21. Raices de plantas de maiz (linea B73) cultivadas en hidroponia

alos 22 DDS y 15 dias después del comienzo de los tratamientos.
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3.1.2.2.4. Contenido foliar de pigmentos (clorofila a, b vy

carotenoides) y relacion clorofilas a/b

Los tres factores principales (el genotipo, la salinidad y la
alcalinidad) afectaron el contenido de clorofila a (p < 0,0001; p = 0,014 y
0,027; respectivamente). El contenido (promedio + EEM, mg g™ de peso
fresco foliar) de clorofila a del maiz (4,12 + 0,21) super6 al de T.
dactyloides (2,76 + 0,16). La salinidad y la alcalinidad disminuyeron el
contenido de clorofila a (de 3,74 + 0,2 a 3,05+ 0,18 y de 3,70 + 0,17 a 3,09
+ 0,20, respectivamente), con relacion al control (Figura 22). El contenido
de clorofila b del maiz (1,97 + 0,11) superé (p < 0,0001) al de T.
dactyloides (1,18 + 0,09) pero no se modificd6 por la salinidad ni la
alcalinidad. El contenido de clorofila total mostré reducciones del 16 % y

14% a causa de la salinidad y la alcalinidad, respectivamente (Tabla 21).

Tabla 21. Contenido de pigmentos foliares de plantas de maiz y T.
dactyloides (T.d.) cultivadas en soluciones nutritivas con diferente pH vy
concentracion de NaCl. Letras diferentes en la columna indican diferencia

significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Especie | NaCl (mM) | pH | Clorofila foliar total (mg g™ PF)
1 5,8 7,66 + 0,47
1 8,5 6,04 £ 0,81
Maiz
101 5,8 5,76 £ 0,57
101 8,5 4,89 + 0,51
1 5,8 4,39+ 0,47
1 8,5 3,62+ 0,47
T.d.
101 5,8 3,562+0,51
101 8,5 4,00 + 0,47
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No se detectaron interacciones significativas entre los tratamientos
para los contenidos de Cla, Clb ni clorofila total. Ninguno de los factores
afect6 el contenido de carotenoides ni la relacion Cla/Clb (Figura 22).

Cla Clb
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Carotenoides Relacion Cla/Clb
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o 6- 25
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5 ] B3
£ A a 2] ‘}
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2 31 ©
2 2 1
g 0,5
S .1 Pre N
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© 0 . ™ 0
Maiz Tripsacum Maiz Tripsacum

01 mMNaClpH=5,8 0O 1 mM NaCl pH=8,5 0101 mMNaCl pH=5,8 ©& 101 mM NaCl pH=8,5
Figura 22. Contenido de pigmentos foliares de plantas de maiz y T.
dactyloides cultivadas en soluciones nutritivas con diferente pH vy

concentracion de NacCl. Las barras indican + EEM.

3.1.2.2.5. Contenido de cationes.

Contenido de K*, Na*y Ca* de la parte aérea. Dos de los tres factores
principales, el genotipo (p = 0,0001) y la concentracion de NaCl (p = 0,001)

mostraron diferencias significativas en los contenidos (mmol g™ PS foliar)
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de K', Na"y Ca? de la parte aérea. El maiz tenia un contenido de K*
(media + EEM) superior a T. dactyloides (0,77 + 0,04 vs. 0,63 + 0,04;
respectivamente) y la salinidad indujo una reducién del 37 % en el
contenido de K" del vastago con respecto a las plantas cultivadas con bajo
nivel de NacCl (de 0,86 + 0,02 a 0,54 + 0,02) (Figura 23).

K" - Parte aérea K'- Raiz
1,2 1 _

0,8 1
0,6 1

0,4 1
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T L

Maiz Tripsacum Maiz Tripsacum

Na" - Parte aérea Na* - Raiz
1,2

0,8
0,6 A

04

Na* (mmol g * MS)

0,2 1

0 [ —

Maiz Tripsacum Maiz Tripsacum

O1mMNaClpH=58 O101 mMNaClpH=58 B 1mMNaClpH=8,5 @ 101 mM NaClpH=8,5

Figura 23. Efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre el contenido de K*
y Na* en la parte aérea y en la raiz de maiz (linea B73) y T. dactyloides.

Las barras indican + EEM.
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La interaccion genotipo x nivel de NaCl fue significativa para los
contenidos de Na*y de Ca*". El contenido de Na* del maiz fue igual al de
T. dactyloides en las plantas control (0,03 + 0,003 y 0,04 + 0,004;
respectivamente). La salinidad incrementd el contenido de Na* en ambas
especies, pero en condiciones de salinidad el contenido de Na* del maiz
(0,73 + 0,04) super6 al de T. dactyloides (0,2 + 0,01). En el tratamiento
control (1 mM NaCl-pH=5,8) el contenido foliar de Ca®* del maiz fue 3
veces mayor al de T. dactyloides (Figura 24).

La alcalinidad (1 mM NaCl-pH=5,8) no modificé los contenidos
foliares de Ca®* en maiz ni en T. dactyloides, con respecto al control. La
salinidad (pH=5,8 y pH=8,5) redujo un 50 % el contenido foliar de Ca** en
el maiz pero no lo modific6 en T. dactyloides (Figura 24).

Dos de los tres factores principales, el nivel de NaCl (p = < 0,0001)
y el pH (p = 0,003), afectaron la relacion K'/Na" del vastago. Las
interacciones genotipo x nivel de NaCl (p = 0,003) y nivel de NaCl x pH (p
= 0,005) fueron significativas. La relacion K'/Na* de la parte aérea de las
plantas no sometidas a tratamiento salino fue mayor en el maiz que en T.
dactyloides (26,54 + 1,51 vs. 20,80 + 1,99; respectivamente). La presencia
de 101 mM de NaCl en la solucién de cultivo indujo una reduccion de la
relacién K*/Na’ de la parte aérea de =31 veces en el maiz y de =9 veces en
T. dactyloides. Como consecuencia, las plantas salinizadas de maiz y de
T. dactyloides mostraron valores similares en la relacion K'/Na* del vastago
(0,86 + 0,07 vs. 2,38 + 0,15; respectivamente). Las plantas salinizadas
mostraron relaciones K*/Na" similares a pHs 5,8y 8,5 (1,60 + 0,28 y 1,69 +
0,24; respectivamente). En cambio, las plantas cultivadas con 1 mM de
NaCl en la solucién nutritiva mostraron una reduccion del 25 % en la
relacién K'/Na* de la parte aérea por efecto del incremento del pH de 5,8 a
8,5 (de 27,08 + 1,9 a 20,25 + 1,42; respectivamente) (Figura 25).
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Figura 24. Efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre el contenido de
Ca®' y la relacién Ca®'/Na* foliar de maiz (linea B73) y T. dactyloides. Las
barras indican + EEM. Letras diferentes indican diferencia significativa

segun el test de Tuckey (p < 0,05).

Contenido de K"y Na"de la raiz. Dos los tres factores principales,
el genotipo y el nivel de NaCl, mostraron diferencias significativas en el
nivel de K' de la raiz (p = 0,0006 y p < 0,0001; respectivamente). T.
dactyloides tenia un contenido de K* (media + EEM en mg g* de MS)
superior al del maiz (0,42 + 0,07 vs. 0,33 + 0,03; respectivamente). A su
vez, las plantas salinizadas mostraron una disminucion del 44 % en el
contenido de K* con respecto a las no salinizadas (0,27 + 0,02 y 0,48 +
0,02; respectivamente).

Los tres factores principales, el genotipo (p < 0,0001), el nivel de
NaCl (p < 0,0001) y el pH (p = 0,033) indujeron diferencias significativas en
el contenido de Na* de la raiz (Figura 23). Las interacciones nivel de NaCl
X pH y genotipo x pH fueron significativas (p = 0,013 y 0,001,

respectivamente). El aumento de la concentracién de NaCl de la solucién
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nutritiva de 1 a 101 mM indujo el incremento del contenido de Na* de las
raices (media + EEM en mg g™ de MS), tanto en las plantas cultivadas con
pH 5,8 (de 0,29 +,08 a 0,83 + 0,07) como en las culivadas con pH 8,5 (de
0,29 + 0,05 a 1,03 + 0,06). Las plantas que crecieron con bajo nivel de
NaCl mostraron contenidos similares de Na* en la raiz con pHs 5,8 6 8,5
(0,29 + 0,08 y 0,29 + 0,05, respectivamente). La concentracion de Na* de la
raiz (media + EEM en mg g™ de MS) aument6 un 32 % con el incremento
del pH de 5,8 a 8,5 (0,38 = 0,08 vs. 0,50 + 0,12, respectivamente) en las
plantas de T. dactyloides pero no se modifico en el maiz (0,83 + 0,09 vs.

0,87 + 0,12; respectivamente) (Figura 23).
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Figura 25. Efectos de la salinidad (1 y 101 mM de NaCl) y la alcalinidad
(pH 5,8 y 8,5) de la solucién de cultivo sobre la relaciéon K*/Na* de maiz

(linea B73) y T. dactyloides. Las barras indican + EEM.

Dos de los tres factores principales, el genotipo (p < 0,0001) y el
nivel de NaCl (p < 0,0001), mostraron diferencias en la relacion K'/Na* de
la raiz. La interaccion genotipo x nivel de NaCl fue significativa (p <

0,0001). La relacién K*/Na* de las plantas sin salinizar fue =5 veces mayor
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en T. dactyloides que en el maiz (4,26 + 0,36 vs. 0,87 + 0,05;
respectivamente). La presencia de 101 mM de NaCl en la solucion de
cultivo produjo una reduccion de la relacion K'/Na® de =10 veces en T.
dactyloides (de 4,26 + 0,36 a 0,41 + 0,03) y de =4 veces en el maiz (de
0,87 + 0,05 a 0,21 + 0,01), con respecto a las plantas sin salinizar. Esto
llevé a que las plantas salinizadas de T. dactyloides y maiz y mostraran
relaciones K*/Na* similares (0,21 + 0,01 y 0,41 + 0,03; respectivamente)
(Figura 25).

Comparacién de los contenidos de K" y Na* de la parte aérea y
la raiz. En los genotipos de las dos especies evaluadas, maiz y T.
dactyloides, el contenido de K* (media + EEM en mmol g* de MS) fue
menor en la raiz que en la parte aérea (p = 0,001) en las plantas control
(0,44 + 0,02 vs. 094 £+ 0,02 y 053 + 0,04 vs. 0,78 + 0,02;
respectivamente) y en las salinizadas (0,23 + 0,02 vs. 0,6 + 0,02y 0,13 +
0,03 vs. 0,49 + 0,02; respectivamente) (Figura 23). En cambio, tanto en el
maiz como en T. dactyloides, el contenido de Na* (media + EEM en mmol
g™ de MS) de la raiz supero6 al de la parte aérea (p = 0,0001) en las plantas

control y en las salinizadas (Tabla 22).

Absorcién de Na' (contenido total de Na" de la planta por
unidad de peso seco de la raiz) y translocacién desde la raiz al tallo.
El genotipo y la concentracién de NaCl afectaron la absorcion de Na* (p <
0,0001). La interaccion genotipo x concentracién de NaCl fue significativa
(p < 0,0001). En ambos niveles de salinidad, 1 y 101 mM de NaCl, la
absorcion de Na* (media EEM, en mmol de Na* g* PS de raiz) por las
plantas de maiz (0,61 + 0,03 y 2,91 + 0,15, respectivamente) fue
aproximadamente el doble del absorbido por las plantas de T. dactyloides

(0,32 £ 0,02y 1,47 + 0,05, respectivamente). El aumento del nivel de NaCl
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en la solucidn nutritiva de 1 a 101 mM incrementd =5 veces la absorcién de
Na*en ambas especies (Figura 26). El pH no afect6 la absorcién de Na* (p
=0,31).

Tabla 22. Comparacion de la concentracion de Na* de la parte aérea y la
raiz de plantas de maiz y T. dactyloides cultivadas con dos niveles de
salinidad (1 y 101 mM de NaCl) y alcalinidad (pH 5,8 y 8,5). Letras
diferentes en la columna indican diferencia significativa segun el test LSD
(p < 0,05).

NacCl Concentracion de Na* (mM)
Parte de la planta pH
(mM) ’ .
Maiz T. dactyloides
Parte aérea 1 58| 0,03+0,003a| 0,03 +0,004a
1 85| 0,04+0,003a| 0,05+0,01a
101 58| 0,75+ 0,06c 0,20 £ 0,02c
101 | 8,5| 0,70+ 0,05c 0,21 + 0,004c
Raiz 1 58| 0,60+ 0,05b 0,11 +0,01b
1 85| 0,46 +0,02b 0,16 + 0,01bc
101 |58 | 1,05+0,07d 0,65 £ 0,02d
101 | 85| 1,15+0,04d 0,85 + 0,05e

El genotipo (p = 0,0079) y la concentracién de NaCl (p < 0,0001)
afectaron la translocacién de Na' del tallo a la raiz (relacién entre el
contenido de Na' de la parte aérea y de la raiz). La interaccién genotipo x
concentracion de NaCl fue significativa (p < 0,0001). El aumento del nivel
de NaCl de 1 a 101 mM en la soluciébn de cultivo no modifico la
translocacion del Na* hacia tallo en T. dactyloides (0,32 + 0,02 vs. 0,28 +
0,02, respectivamente) pero indujo un incremento de =10 veces en el maiz
(de 0,07 £ 0,01 a 0,67 + 0,05). El pH de la solucion nutritiva no afecto la

translocacion de Na* hacia el tallo (p = 0,18; Figura 26).
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Figura 26. Absorcion (mmol Na® total en la planta/g PS de raiz) y
translocacion a la parte aérea (contenido de Na‘/contenido de Na’ en la
raiz) de Na* en plantas de maiz y T. dactyloides cultivadas con dos niveles
de NaCl (1y 101) y de pH (pH 5,8 y 8,5). Barras = +tEEM. Letras diferentes

indican diferencias significativas segun el test de Tukey (p < 0,05).

Concentraciones de K*,Na*y Ca*® de la parte aérea. El contenido
de agua relativo al peso seco foliar (g de agua g* de peso seco foliar,
media + EEM) fue menor (p < 0,0001) en T. dactyloides (3,71 + 0,18) que
en el maiz (7,01 £ 0,21) y en las plantas cultivadas con 101 mM de NaCl

(4,72 + 0,41) que en las no salinizadas (6,00 + 0,35).
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El genotipo (p < 0,0001) y el nivel de NaCl (p < 0,0001) afectaron la
concentracion de Na* de la parte aérea. La interaccion genotipo x pH fue
significativa (p < 0,0001). Las plantas no salinizadas de maiz y T.
dactyloides mostraron concentraciones similares de Na* (media + EEM, en
mmol kg™?) en la parte aérea (4,94 + 0,38 vs. 9,06 + 0,68), pero el maiz
mostré una mayor concentracion de Na* que T. dactyloides en presencia
de 101 mM de NaCl (112,69 + 7,19 vs. 69,87 + 3,48).

Tabla 23. Efectos de la salinidad y la alcalinidad de la solucion nutritiva
sobre las concentraciones foliares de K*, Na" y Ca*" de maiz (linea B73) y
T. dactyloides (T.d.).

Especie Concentracién de cationes
NaCl | pH (mmol kg™ agua)
(mM) Nz K ca
1 5,8 41+0,5 111,0£2,9 158+ 1,0
Maiz 1 8,5 58+0,3 129,3+ 3,7 150+ 2,1
101 5,8 114,6 £ 8,3 90,8+6,1 9,9+£0,8
101 8,5 110,8 £13 100,7 £ 11,5 9,6 £0,5
1 58 8,2+0,8 159,8+33,2 | 102+16
1 8.5 10,0+ 1,1 132,4+28,6 | 12,3+12
T 101 |58 | 72855 1373+292 | 11,8+22
101 8,5 66,9 +4,5 162,2+£8,9 12,1+1.;3

La concentracion de K* (media + EEM, en mmol kg™ de agua) fue
superior en T. dactyloides que en el maiz (147,92 + 12,76 vs. 107,95 +
4,56). La salinidad no afectd la concentracion de K* (p = 0,5). La salinidad
indujo la disminucion en el contenido de Ca* (p = 0,02). La interaccion
genotipo x NaCl fue significativa. El incremento del contenido de NaCl no
afecto el contenido de Ca* en las plantas de T. dactyloides pero indujo una

disminucion del 37 % en las de maiz (Tabla 23).
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contenido de agua relativo al peso seco foliar (p = 0,6) ni las

concentraciones foliares de Na* (p = 0,7), K" (p = 0,7) y Ca*".

3.2. Experimento |Il: Efectos de la salinidad sobre maiz vy

generaciones avanzadas de un hibrido de maiz x T. dactyloides.
3.2.1. Obtencién y caracteristicas de los hibridos.

En lo que se refiere a las caracteristicas vegetativas de los hibridos,
si bien las plantas de las progenies 2 y 3 fueron similares al maiz, el 100 %
de las mismas tenia entre 1 y 5 macollos por planta (Figura 27). En
cambio, en la progenie 4 sélo se observéd hasta un macollo en el 12,5 % de
las plantas y los hibridos MT41 y MT51 (progenie 5) mostraron hasta 2

macollos en el 45 % y en el 6 % de las plantas, respectivamente.

Figura 27. Plantas macolladoras de la tercera progenie de un hibrido de
maiz x T. dactyloides en estado vegetativo: a) MT41, b) MT51
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Las plantas de la progenie 2 mostraron hasta 29 espigas por planta

y hasta 20 espigas por nudo. El numero de hileras de granos por espiga

oscil6 entre 1 y 8. Las plantas mostraron una panoja terminal con flores

estaminadas y espigas laterales con flores femeninas, como ocurre en el

maiz (Figura 28a), pero también se observaron flores pistiladas y

estaminadas en la misma inflorescencia, como en Tripsacum (Figuras 28b

y ¢). En las espigas con menor namero de hileras, los cariopses se

encontraban encerrados (desde el interior hacia el exterior) por glumas

coriaceas y una cupula dura (engrosamiento del raquis, Figura 29b), de

manera similar a las unidades de dispersion de T. dactyloides (Figura 29a).
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Figura 28. Plantas de
segunda progenie de un
hibrido entre maiz (2n =
40) y T. dactyloides. a)
Se observan espigas en
todos los nudos vy
multiples espigas por
nudo, b y «c¢) Se
observan las flores
pistiladas y las
estaminadas en la
misma inflorescencia; b)
Inflorescencia terminal;
c¢) Inflorescencia lateral.
Barra = 10.



Figura 29. Espigas y cariopses de T. dactyoides (a) e hibridos de maiz x T.
dactyloides (b, c y d). a) Nétese que los cariopses estan encerrados en una
CUpula y cubiertos por glumas coriaceas y dispuestos en la espiga
formando una sola hilera; b-c-d) Espigas otenidas por autofecundacion o
polinizacion libre de las plantas de la segunda progenie de un hibrido entre
maiz (2n = 40) y T. dactyloides. b) Cariopses y espiga similares a los de
Tripsacum; c¢) Cariopses dispuestos en 4 hileras en la espiga y cubiertos
por las glumas coriaceas (flecha); d) Espiga con varias hileras de cariopses
desnudos. Barra=1 cm.

Se observaron espigas similares a las del maiz a partir de la
autofecundacion de las plantas de la progenie 4 (Figura 30). Estas plantas
mostraron entre 1 y 10 espigas por planta, al igual que la progenie 5
(hibridos MT41 y MT51).

El andlisis de la meiosis de tres plantas de la progenie 2 (P2)

mostré numeros cromosémicos 2n=21y 23.
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La planta madre del genotipo MT51 mostr6 2n = 23 cromosomas.

La configuracién meidtica (CM) mas frecuente de esta planta fue de 711 +
3l (Figura 31) y la fertilidad del polen fue del 85,96 %.

ay b) Plantas;

c, d y e) Espigas
obtenidas a
partir de la
autofecundacion
de las plantas;

d) MT41y

e) MT51.

Barras =1 cm.

Figura 30. Cuarta progenie de un hibrido de maiz x T. dactyloides.

Dos plantas mostraron nimeros cromosomicos de 2n=21 y 2n=23
cromosomas, dentro de un mismo antecio floral. Cuando en ambas plantas
se contaron 23 cromosomas, su configuracién meiotica mas frecuente fue
de O9lI+1Ill. Sin embargo, cuando se contaron 21 cromosomas, las

configuraciones meioéticas observadas difirieron entre plantas. La planta
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madre del genotipo MT41 mostré 11+8l1+2ll y la fertilidad del polen fue de
91,67 %. La otra planta mostré 2I+5I1+3lll y una fertilidad del polen del
31,03% (Figura 31). También se observaron anormalidades tales como
cromosomas retrasados y fusion citoplasmética (Figura 32).

Figura 31. Meiosis en plantas de la segunda progenie de un hibrido entre
maiz (2n = 40) y T. dactyloides. Los meiocitos en diacinesis muestran 20
cromosomas de maiz + 1 6 3 cromosomas de T. dactyloides (flechas). a—b)
CM: 7114311l (2n=23); ¢) CM: 9l1+111l (2n=21); d) CM: 11+ 8lI+2 Ill (2n=23).

En otras tres plantas de la progenie 2, todas derivadas de la misma
planta madre, se observaron dos tamafios de polen bien diferenciados. Los
granos de polen de menor tamafio se encontraban aislados o en grupos y

eran todos fértiles.
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Figura 32. Células en Anafase | de plantas segunda progenie de un hibrido
entre maiz (2n = 40) y T. dactyloides. a) Se observan cromosomas
retrasados, b) Se observan citoplasmas fusionados y cromosomas
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Figura 33. Frecuencia de plantas segun la fertilidad del polen en las
progenies 4 (P4) y 5 (P5) de un hibrido de maiz x T. dactyloides. El nimero
de plantas analizadas fue de 12 (P4) y 40 (P5).

La viabilidad del polen de las plantas de la progenie 2 (P2) varié
entre el 31 % y el 97%. Las plantas a partir de las cuales derivaron los
genotipos MT41 y MT51 mostraron valores de fertilidad del polen del 92 %

y 86 %, respectivamente (Tabla 24). Las plantas de las progenies 4 y 5
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mostraron valores de fertilidad del polen del 36 % al 99 % y del 0 % al 99

% para las progenies 4 y 5, respectivamente (Figura 33).

Tabla 24. Fertilidad (promedio + DE) y didmetro del polen de plantas de la
segunda progenie de un hibrido de maiz x T. dactyloides. Las plantas que
tienen el mismo nimero derivan de una misma planta madre. Las plantas
4a y 5 fueron las que dieron origen a los genotipos evaluados (MT41 vy

MT51, respectivamente).

Planta Fertilidad Didmetro del polen (um) Granos
del polen (%) | Granos grandes | Granos pequefios | pequefios (%)
4a 91,7+ 3,1 69,5 - 0,0
4b 94,9+ 4,8 82,5 - 0,0
5 86,0+ 5,8 67,5 - 0,0
12 31,0+ 14,3 68,0 - 0,0
21a 97,3+ 3,7 75,8 - 0,0
21b 59,6 +12,6 69,0 - 0,0
23a 92,1+2,6 63,8 20,7 0,7
23b 76,4 £8,9 71,0 24,4 2,9
23c 92,6+1,9 71,00 26,0 2,3

3.2.2. Efectos de la salinidad sobre las plantas
3.2.2.1. Crecimiento

La salinidad (101mM de NaCl) de la solucién nutritiva afecté
negativamente el peso seco de la parte aérea (p = 0,003) y la biomasa total
(p = 0,008) de las plantas (Figura 35) pero no se observaron diferencias
significativas en el peso seco de la raiz ni en la relacién vastago/raiz
(Figura 34). Los genotipos mostraron diferencias significativas en el peso
seco de la parte aérea (p = 0,030), la raiz (p < 0,0001), la biomasa total (p

< 0,0001) y la relacién vastago/raiz (p = 0,0003) (Tabla 25). La interaccion
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genotipo x tratamiento no fue significativa para estos parametros. EI mayor
peso seco del vastago se observé en el maiz, el menor en el hibrido MT51
y el hibrido MT41 mostré valores intermedios (Tabla 25). Aunque los
hibridos MT51 y MT41 no difirieron en el peso seco de la parte aérea, la
biomasa total del hibrido MT51 fue la menor de los tres genotipos
evaluados, debido a un menor crecimiento de la raiz. El menor crecimiento
de la raiz del hibrido MT51 en comparacion con los otros dos genotipos
también se reflejo en la relacién vastago/raiz, que fue mayor a la de los
otros genotipos (Tabla 25 y Figura 34).

Tabla 25. Efecto del genotipo sobre el peso seco del vastago, la raiz, la
biomasa total y la relacién vastago/raiz (promedio + EEM). Letras distintas

en la fila indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Peso seco Genotipo

(g/planta) B73 MT41 MT51
Parte aérea 0,77 £ 0,06a 0,66 = 0,05ab 0,58 + 0,04b
Raiz 0,42 + 0,02a 0,36 + 0,02a 0,24 + 0,02b
Biomasa total 1,19 + 0,08a 1,02 + 0,06a 0,82 + 0,06b
Relacién vastago/raiz 1,87 + 0,12a 1,96 + 0,19a 2,50+ 0,07b

La reduccién de la biomasa aérea causada por la salinidad fue
menor en el maiz que en el hibrido MT41 y el hibrido MT51 mostr6 valores
intermedios (Tabla 26, Figura 34).

Las plantas de maiz cultivadas en la solucion nutritiva que contenia
101 Mm de NaCl mostraron la menor reduccion del peso seco total con

respecto al control.
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Tabla 26. Peso seco relativo al control (%) del vastago, la raiz y la biomasa
total de las plantas cultivadas con NaCl 101 mM. Letras distintas en la

columna indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

. Peso seco relativo al control (%)
Genotipo - - :
Vastago Raiz Biomasa total
B73 88,1+59a | 109,2+6,7a 95,1 +5,6a
MT41 67,9+6,3b | 86,1+12,9ab | 73,95+ 6,0b
MT51 78,1+55ab | 71,5+5,2b 76,13 £ 5,1b
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Figura 34. Efecto de la salinidad sobre el PS de la parte aérea, la raiz y la
biomasa total y la relacion parte aéreal/raiz del maiz (linea B73) y los
hibridos MT41 y MT51. Las barras indican + EEM.
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Los hibridos MT41 y MT51 mostraron reducciones similares del
peso seco total por efecto de la salinidad, por una reduccion significativa
del peso seco (PS) de la parte aérea en el primero y de la raiz en el
segundo, con respecto al maiz (Tabla 26, Figura 34).

En cada foto, de izquierda
a derecha, se muestran
las plantas cultivadas con
1 mM (primera hilera de
plantas) 6 101 mM NacCl
(segunda y tercera hileras
de plantas) en la solucion

nutritiva. Barra = 10 cm.

Figura 35. Plantas de maiz (B73) y generaciones avanzadas (MT51 y
MT41) de un hibrido de maiz x T. dactyloides, 22 DDS.

3.2.2.2. Desarrollo

Sobre la base del tiempo térmico acumulado entre el inicio de los

tratamientos (Figura 36) y los dias hasta la emergencia de la quinta hoja
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(Tabla 27) se determiné el filocrono promedio (tiempo térmico transcurrido

entre la aparicion de dos hojas sucesivas) entre la tercera y la quinta hoja.

Tabla 27. Dias desde la siembra a la emergencia de las hojas en plantas
de maiz (linea B73) y generaciones avanzadas (MT41 y MT51) de un
hibrido de maiz x T. dactyloides cultivadas con 1y 101 mM de NaCl.

) [NaCl] Tiempo en la emergencia de hojas (dds)
Genotipo : - -
mM Hoja 2 Hoja 3 Hoja 4 Hoja 5
1 6,2+0,2 [{9,0+0,0|12,2+0,3|15,3+£0,3
B73
101 6,3+0,2 [ 92+0,2|11,8+0,2|15,2+£0,2
1 6,0+00 [90+0,0(11,2+0,3|15,3+0,3
MT41
101 6,0+£00 |85+0,2|11,2+0,2|145+0,2
1 6,33+0,288+0,2|11,8+0,5|152+0,5
MT51
101 6,2+0,2 |8,7+0,3|11,7+0,5| 15,2+0,8
300 4 y=14,07x- 3,3789
fg 250 R?=0,9999
O
€ 200 o
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Figura 36. Tiempo térmico acumulado (base 10 °C) entre el inicio de los

tratamientos y la aparicion de la quinta hoja de las plantas.

Ni el genotipo ni la concentracion de NaCl de la solucion nutritiva
produjeron diferencias significativas sobre el filocrono promedio entre la

tercera y la quinta hoja (Tabla 28). Sin embargo, durante el periodo en que
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se llevé a cabo el experimento, el hibrido MT51 no mostré la emergencia
de la sexta hoja en el tratamiento salino. Esto sugiere que la emergencia
de las hojas nuevas, a partir de la quinta, podria verse afectada por los

tratamientos, lo cual no se evalud en este experimento.

Tabla 28. Filocrono promedio (+z EEM) entre la aparicion de la tercera y la
guinta hoja de plantas del maiz (linea B73) y generaciones avanzadas
(MT41 y MT51) de un hibrido de maiz x T. dactyloides.

Filocrono promedio (°C dl'a'l)
Genotipo
1 mM NacCl 101 mM NacCl
B73 446 + 2,4 42,2+0,0
MT41 440+ 1,8 42,2+0,0
MT51 44,6 £ 3,0 45,7+ 4,0

3.2.2.3. Contenido relativo de agua (CRA), Masa foliar especifica

(MFE) y Porcentaje de pérdida de electrolitos foliares (PPE;y)

El CRA y la MFE no difirieron entre los genotipos. La salinidad
afect6 negativamente el CRA (p = 0,0005) pero no modificé la MFE con
respecto al control (Figura 37).

La interaccion genotipo x tratamiento no fue significativa para estos
pardmetros. El PPE difirid entre los genotipos (p = 0,001), pero no entre
los niveles de salinidad. Los valores (media + EEM, en %) de la linea B73
(11,8 + 0,4) fueron inferiores a los determinados para los hibridos MT41
(15,7 + 1,3) y MT51 (14,2 + 0,7) (Figura 37).

3.2.2.4. Contenido de pigmentos foliares

La linea de maiz B73 y los hibridos MT41 y MT51 no mostraron

diferencias significativas en los contenidos foliares de clorofila a, clorofila b,
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ni de carotenoides. La salinidad indujo una disminucion en los contenidos
de clorofila a (p = 0,0022), clorofila b (p = 0,0023) y carotenoides (p =
0,0063). La interaccion genotipo x tratamiento no fue significativa para

estos parametros (Figura 38).
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Figura 37. Efecto de la salinidad sobre el CRA, el PPE y la MFE del maiz
linea B73) y los hibridos MT41 y MT51. Las barras indican + EEM.
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La salinidad produjo una disminucién del 21 % en el contenido de
clorofila total, con respecto al control (Tabla 29).

La relaciéon Cla/Clb fue menor para el hibrido MT51 que para los
otros dos genotipos evaluados (p = 0,0005) pero no se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos salinos (Figura 38). La
interaccién genotipo x tratamiento no fue significativa para la relacion
Cla/Clb.

Cla Clb
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E 4 £ 4-
s 37 2 3.
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0 T T 1 0 T T 1
B73 MT41 MT51 B73 MT41 MT51
Carotenoides Relacién Clorofila a/b
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B73 MT41 MT51 B73 MT41 MT51

O1mMNaCl 0101 mMNacCl

Figura 38. Efectos de la salinidad sobre el contenido foliar de clorofila a,
clorofila b, carotenoides y la relacién clorofila a/b de la linea de maiz B73 y
los hibridos MT41 y MT51 (generaciones avanzadas de maiz x T.

dactyloides). Las barras indican + EEM.
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Tabla 29. Contenido de clorofila foliar total en plantas de maiz (linea B73) y
generaciones avanzadas (MT41 y MT51) de un hibrido de maiz x T.
dactyloides cultivadas con dos niveles de NaCl (1 y 101 mM).

Contenido de clorofila total (mg g'1 PF)
Genotipo
1 mM NacCl 101 mM NacCl
B73 8,78 £ 0,38 5,55+ 0,28
MT41 6,72+ 0,74 6,28 + 0,43
MT51 7,42 +0,54 5,42+ 0,61

3.2.2.5. Contenido de iones

Contenido de Na', K"y Ca’ de la parte aérea. En ausencia de
tratamiento salino, los genotipos evaluados no mostraron diferencias
significativas en los contenidos (media + EEM, en mmol g™ de MS) de K"y
Na" de la parte aérea (p = 0,450 y 0,39, respectivamente) (Figura 39) pero
si se observaron diferencias en el contenido de Ca?* (p = 0,04), cuya
concentracion fue superior en el hibrido MT41 (0,23 + 0,02) que en el
hibrido MT51 (0,16 + 0,01), mientras que la linea B73 mostré un valor
intermedio (0,18 £+ 0,01) (Figura 40). La salinidad indujo un incremento en
la concentracion de Na* (de 0,05 + 0,002 a 0,78 + 0,02; p = 0,0001) y una
disminucién en la de K" (desde 1,22 + 0,03 a 1,06 + 0,03; p = 0,002), con
respecto al control (Figura 39), pero no afecté el contenido de Ca* (p =
0,27) (Figura 40). La relacién Ca*/Na* no difiri6 entre genotipos (p = 0,55)
pero disminuy6 significativamente (p < 0,0001) en las plantas cultivadas en
presencia de 101 mM de NacCl, con respecto los controles (Figura 40).

La relacion K*/Na" no difirié entre genotipos (p = 0,33). La presencia
de 101 mM de NaCl en la solucion nutritiva produjo una reduccion de =20
veces en la relacion K*/Na" con respecto al control (de 26,76 + 1,76 a 1,37
+0,07; p= 0,0001) (Figura 41).
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La interaccién genotipo x nivel de NaCl fue no significativa para los

parametros mencionados.

K" - Parte aérea K" - Raiz
14 - 14 -
12 4 ] = R 12 -
» 10 - f e 1,0 4
(A
‘> 0,8 4 0,8 4
i)
IS 0,6 - 0,6 1
E
« 04 04 - L L
¢
0,2 - 0,2
0,0 T T | O,o T T 1
Na'- Parte aérea Na’ - Raiz
1,4 - 1,4 -
12 1 1,2 - %
@ 10 - 10 - %
ERER — = osd FH
o
IS 4 4
£ 0,6 0,6
‘s 0,4 - 04 1
z
0,2 02 -
0,0 T = T — ] 0,0 T T 1
B73 MT41 MT51 B73 MT41 MT51
Genotipo Genotipo

O1mMNaCl 0101 mMNaCI

Figura 39. Efectos de la salinidad sobre el contenido de K*y Na* en la
parte aérea y en la raiz de la linea de maiz (linea B73) y los hibridos MT41
y MT51 (generaciones avanzadas de maiz x T. dactyloides). Las barras

indican + EEM.
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Contenido de K'y Na" de la raiz. Los contenidos de K (p = 0,18) y
Na* (p = 0,07) de la raiz no mostraron diferencias entre los genotipos
evaluados (Figura 39). La interaccibn genotipo x tratamiento no fue
significativa para contenido de K" (p = 0,46) ni de Na* (p = 0,09). El
contenido de Na* (media + EEM en mmol g™ de MS) de la raiz supero6 al de
la parte aérea (p = 0,0001) tanto en las plantas control (0,4 + 0,02 vs. 0,05
+ 0,002; respectivamente) como en la que habian recibido el tratamiento
salino (1,01 + 0,008 vs. 0,78 + 0,02; respectivamente). Por el contrario, el
contenido de K* (media + EEM en mmol g* de MS) fue menor en la raiz
gue en la parte aérea (p = 0,001) tanto en las plantas control (0,45 + 0,02
vs. 1,22 + 0,03, respectivamente) como en las que se habian cultivado en

condiciones de salinidad (0,23 + 0,02 vs. 1,06 + 0,03; respectivamente).
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Figura 40. Efectos de la salinidad sobre el contenido de Ca*" vy la relacion
Ca”*/Na" de la parte aérea del maiz (linea B73) y los hibridos MT41 y
MT51 (generaciones avanzadas de maiz x T. dactyloides). Las barras
indican + EEM.

En la raiz, la relacion K*/Na* no difirié entre genotipos (p=0,58). La

presencia de 101 mM de NaCl en la solucion de cultivo indujo una
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disminucién de la relacion K*/Na* de 1,14 a 0,24. La interaccion genotipo x
tratamiento no fue significativa (p=0,89) para este parametro. La relacion
K*/Na" de la parte aérea superd a la de la raiz =23 veces en las plantas

control y =6 veces en las plantas salinizadas (Figura 41).
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Figura 41. Efectos de la salinidad sobre la relacién K*/Na* en la parte aérea
y en la raiz de la linea de maiz B73 y los hibridos MT41 y MT51

(generaciones avanzadas de maiz x T. dactyloides). Barras = + EEM.

Absorcion de Na' (mmol Na' en la planta g* PS de raiz) y
translocacion hacia la parte aérea (contenido de Na' del
tallo/contenido de Na* de la raiz). Tanto el genotipo (p = 0,0049 y 0,0058,
respectivamente) como la concentracion de NaCl (p < 0,0001) afectaron
ambos parametros (Figura 42). La interaccién genotipo x concentracion de
NacCl fue significativa (p = 0,0075 y 0,035, respectivamente).

Las plantas no salinizadas de los tres genotipos evaluados
mostraron la misma absorcién de Na" y translocacién hacia el tallo (Figura

42A, B). En cambio, las plantas salinizadas de la linea B73 mostraron una
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intensidad de absorcion menor que los otros dos genotipos (Figura 42A) y

el hibrido MT41 mostro la mayor translocacion hacia el tallo (Figura 42B)
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Figura 42. Efectos de la salinidad sobre la absorcion de Na® y su
translocacion hacia la pare aérea en el maiz (linea B73) y los hibridos
MT41 y MT51 (generaciones avanzadas de maiz x T. dactyloides). Las
barras indican =+ EEM. Letras diferentes indican diferencia significativa

segun el test de DMS (p < 0,05).
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4. DISCUSION

4.1. Obtencion y evaluacibn de generaciones avanzadas de un

hibrido de maiz x T. dactyloides

Las plantas obtenidas del cruzamiento (F1) de Z. mays ssp mays
(2n = 40) x T. dactyloides (2n = 72) muestran un nimero cromosomico 2n
= 56, fenotipos similares a T. dactyloides, una altura promedio de 2,10 m,
de 3 a 10 macollos por planta y 4 a 5 espigas por tallo. El periodo de
floracion de estas plantas se extiende desde noviembre a junio o julio. La
mitad de estas plantas muestra un ciclo anual y el resto son bianuales o
perennes. La fertilidad del polen varia entre 0 % y 50 %. El 80 % de estas
plantas no produjo semillas viables, el restante 20 % produjo 2 a 10
semillas viables por espiga (Molina et al., 2006). Ademas, estos hibridos
F1 muestran tolerancia a las bajas temperaturas superiores a 0°C
(Jatimliansky et al., 2004) y a la salinidad por NaCl (Pesqueira et al., 2003,
2006).

De las 40 plantas evaluadas de la progenie 1 (es decir, las que
procedian de los hibridos F1), el 35 % muestra 2n=56 cromosomas,
fenotipos similares a los hibridos F1 y la fertilidad del polen varia entre 0 %
y 50 %. Las restantes plantas (65 %) muestran un fenotipo mas parecido al
maiz que a T. dactyloides, aunque tienen hasta 3 macollos por planta y
floracién continua sobre tallos muy prolificos durante todo el periodo de
crecimiento. La fertilidad del polen varia entre 40 % y 96%.

Las plantas de la progenie 1 con 2n=56 y fenotipo similar a los
hibridos F1 muestran caracteristicas citogenéticas similares a las descritas
para las plantas F1 y no producen semillas viables. En cambio, las plantas
de la progenie 1 similares al maiz muestran diferentes numeros
cromosOmicos diversos (2n=22, 24, 26, 28 y 30) y producen semillas
viables (Molina et al., 2006). Los diferentes nimeros cromosémicos son el

resultado de la eliminacion de 26 a 34 cromosomas de Tripsacum en
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metafase I. La meiosis es normal en las células con 22 o 24 cromosomas.
Por el contrario, en las células con 26 o0 mas cromosomas se observan
cromosomas retrasados, separacion espacial de los cromosomas en dos
grupos por especie y posterior pérdida de los cromosomas de Tripsacum.
Kindiger et al. (1996b) también observan la pérdida parcial de cromosomas
de Tripsacum en retrocruzamientos de un hibrido F1 (2n = 56) de maiz x
Tripsacum.

El nimero de cromosomas de Tripsacum representados como
univalentes es pequefio en todas las células en metafase | de hibridos
reducidos de maiz x Tripsacum con 29 cromsomas (Lukina y Chistyakova,

1999), asi como en la F1y su progenie (Molina et al., 2006).

4.2. Evaluacion de la tolerancia a la salinidad de maiz, T. dactyloides
y generaciones avanzadas de un hibrido entre estas especies

Crecimiento de la parte aérea, laraiz y particion de biomasa.

En estadios tempranos del desarrollo, el crecimiento de la hoja es
uno de los procesos mas sensibles a la sequia y la salinidad (Neves-
Piestun and Bernstein, 2005, Taleisnik et al., 2009, entre otros).

En un trabajo previo, plantas de un hibrido F1 de maiz x T.
dactyloides regadas durante de 20 dias con solucion de NaCl 170 mM
(Pesqueira et al.,, 2003) o 250 mM (Pesqueira et al., 2006; tabla 4) no
mostraron reduccion en el peso seco de la parte aérea, con relacién a las
plantas control (regadas con agua corriente). Las plantas de este hibrido
eran altamente estériles, y sélo originaron unas pocas semillas viables,
probablemente por apomixis. Estas semillas dieron origen a plantas con
diferentes niveles de fertilidad, a partir de las cuales se obtuvieron
progenies avanzadas por retrocruzamiento, autofecundacion y polinizacién

libre entre plantas hermanas.
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Los hibridos MT41 y MT51 (progenie 5 del hibrido antes
mencionado), se evaluaron en este estudio para determinar si la tolerancia
a la salinidad observada en la F1 se mantenia en la descendencia. Sin
embargo, en un periodo de 14 dias, las plantas de los hibridos MT41 y
MT51 muestran una disminucion significativa del peso seco aéreo cuando
se cultivan en una solucion 101 mM de NaCl (32 % y 22 %,
respectivamente), con respecto al control. Las plantas de maiz (linea B73)
y T. dactyloides (el genotipo tetraploide utilizado como progenitor de los
hibridos mencionados) también muestran una disminucion significativa en
el peso seco de la biomasa aérea tras 14 dias de cultivo (maiz e hibridos)
y 24 dias de cultivo (T. dactyloides) en una soluciéon con 101 mM de NacCl
(Tablas 16 y 26), con respecto a las plantas control de cada genotipo (i.e.
cultivadas con 1 mM NacCl).

En el periodo considerado, se observan diferencias en la respuesta
a la salinidad entre los genotipos evaluados. Por efecto de la salinidad, T.
dactyloides y el hibrido MT41 muestran una mayor reduccion de la materia
seca aérea que el maiz (linea B73) y el hibrido MT51 (Tablas 16 y 26), con
relacion a los controles.

Hay numerosos estudios donde se evalla la respuesta de
diferentes genotipos de maiz a la salinidad, usualmente en condiciones de
crecimiento similares a las del presente estudio, 0 sea en estadios
vegetativos tempranos y con concentraciones moderadas de NaCl (100 a
150 mM). En general, los resultados publicados muestran una variacion
intraespecifica considerable en la respuesta del maiz a la salinidad por
NaCl, en las condiciones de cultivo mencionadas. Por ejemplo, dos
cultivares de maiz cultivados en condiciones similares a las utilizadas en
este trabajo (i.e. 75 a 100 mM de NaCl durante 15 dias) muestran
reducciones en el crecimiento vegetativo del 9 % al 36 % con respecto al
control, para el genotipo mas tolerante y el sensible, respectivamente

(MUhling y Lauchli, 2002). Lineas de maiz casi isogénicas, que contienen o
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no glicinabetaina, expuestas durante 13 dias a un estrés salino (5 dias a
50 mM, 3 dias a 100 mM y 5 dias a 150 mM de NaCl) muestran
reducciones del peso seco aéreo del 4 % y 22 % con respecto al control,
respectivamente (Saneoka et al., 1995). Seis hibridos de maiz cultivados
durante 15 dias en 150 mM de NaCl muestran reducciones en el peso
seco de la parte aérea del 45 % al 30 %, con respecto al control. En el
experimento 2 de este estudio, el peso seco aéreo del maiz (linea B73)
muestra una reduccién del 12 % por efecto de la salinidad. Comparando
estos valores con los observados en otros genotipos de maiz
(generalmente cultivares e hibridos), la linea B73 podria considerarse
como un genotipo tolerante a la salinidad (0o al menos relativamente
tolerante) dentro de la especie.

En comparacion con la linea B73, la salinidad induce una mayor
reduccion de la biomasa aérea en el hibrido MT41 (32 %), mientras que el
hibrido MT51 (22 %) muestra valores intermedios. T. dactyloides también
es mas sensible a la salinidad (101 mM NaCl-pH 5,8) que la linea de maiz
utilizada en este trabajo (51 % vs. 28 % de reduccidon en la materia seca
aérea con relacion al control, respectivamente). Si bien los hibridos MT41 y
MT51 no mantienen la tolerancia a la salinidad de la F1 de la cual derivan,
muestran una menor sensibilidad a la salinidad que T. dactyloides.

Un nivel de salinidad elevado (250 mM) indujo el incremento del
peso seco de la raiz de las plantas del hibrido F1 de maiz x T. dactyloides,
con respecto al control, lo cual determind que la relacién vastago/raiz de
las plantas salinizadas (2,6) disminuyera 2,7 veces con respecto a las
plantas control (7,0). La disminucién de la relacién parte aérea/raiz del
hibrido F1 se debié principalmente al incremento del peso seco de la raiz,
ya que la salinidad no afectd significativemente la biomasa aérea seca
(Pesqueira et al., 2006, tabla 4). En cambio, en los genotipos evaluados en
este trabajo, la salinidad no afect6 el crecimiento de la raiz (Tabla 15 vy

figura 20). Solamente la combinacién de salinidad y alcalinidad (101 mM
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de NaCl y pH 8,5) redujo un 22 % el peso seco de la raiz en el maiz
(Tablas 13 y 14), con respecto al control. En condiciones de salinidad, este
incremento en el peso seco de la raiz observado en el hibrido F1 puede
significar una mayor superficie en contacto con la solucion del suelo, o sea
mas superficie para la absorcion de agua y nutrientes y mas volumen para
la acumulacion de sodio en la raiz. La relacion vastago/raiz disminuyé por
efecto de la salinidad en T. dactyloides y levemente en el maiz en el
experimento 1 (1,7 y 1,2 veces, respectivamente), con respecto al control,
pero no se modificé en los hibridos MT41 y MT51 ni en el maiz en el
experimento 2.

Generalmente, el crecimiento de la raiz es menos sensible a la
salinidad que el de la parte aérea. Especies con distintos grados de
tolerancia a la salinidad muestran esta respuesta ante un estrés salino
moderado, por ejemplo el maiz (Lohaus et al., 2000; Mihling y Lauchli,
2002), arroz (Misra et al., 1997) y tomate (Dalton et al., 1997). Aln en
presencia de un estrés salino severo (250 mM de NaCl durante 6 dias), las
plantas de 19 genotipos de maiz mostraron una menor reduccion en el
crecimiento de la raiz que del tallo (aproximadamente 37 % vs. 60 % de
disminucion del peso seco, respectivamente) (Eker et al., 2006).

En coincidencia con los resultados obtenidos en el presente estudio
para el maiz, T. dactyloides y los hibridos interespecificos MT41 y MT51,
otros autores observaron que una salinidad moderada no inhibe el
crecimiento de la raiz, o lo afecta levemente, cuando se aplica de forma
gradual a las plantulas de maiz a partir de los 7 dias después de la
siembra (Lohaus et al., 2000; Muhling y Lauchli; 2002). Sin embargo,
plantulas de maiz mas jévenes (4 y 10 dias de edad), cultivadas en un
rango de concentraciones de NaCl de 60 a 150 mM, muestran una fuerte
inhibicion de la tasa de crecimiento de la raiz, con respecto a las plantas
no salinizadas (Zidan et al., 1990; Khan et al., 2003).
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Khan et al. (2003) evaluaron la respuesta a la salinidad de 100
genotipos de maiz y, aunque encontraron diferencias genotipicas, el
crecimiento de la raiz (estimado como % de la longitud con respecto al
control) se inhibié en todos los genotipos. Estos resultados se obtuvieron
aplicando la salinidad desde el estadio de semilla. De acuerdo a estos
resultados, pareceria que la salinidad produce una disminuciéon marcada
sobre el crecimiento de la raiz solamente cuando se aplica en estadios
muy tempranos del desarrollo de la planta (i.e. semillas y plantulas hasta 2
dias después de la germinacién) y en un solo paso (sin aclimatacion).

La particion del carbono entre la parte aérea y la raiz es flexible y
muy sensible a cambios en el ambiente (Loomis y Connor, 1992). El
mecanismo preciso mediante el cual la sal afecta la particiéon de carbono
no esta claro. Lohaus et al. (2000) sugirieron que la salinidad induce un
incremento relativo de la fuerza de la raiz como destino de fotoasimilados,
dado que encontraron una mayor translocacibn de compuestos
nitrogenados via floema en plantas de maiz expuestas a salinidad. Por otro
lado, la menor tasa de crecimiento del vastago de las plantas expuestas a
salinidad indicaria una disminucién en la fuerza de la parte aérea como

destino de fotoasimilados.

Desarrollo

La tasa de senescencia de hojas viejas y de aparicion de hojas
nuevas es crucial para la supervivencia de una planta. Si la tasa de muerte
de las hojas mas viejas supera a la tasa de desarrollo de las hojas nuevas,
la planta puede no sobrevivir lo suficiente para producir semillas (Munns et
al., 2006).

El trigo suele considerarse como una especie mas tolerante a la
salinidad que el maiz (Ayers y Westcot, 1985). En un ensayo con dos

genotipos de trigo, uno mas sensible y otro mas tolerante, ambos muestran
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hojas muertas dentro de las dos primeras semanas de tratamiento con 150
mM de NaCl (Munns et al., 1995). La tasa de hojas muertas es claramente
superior en el genotipo sensible que en el tolerante, y cuando la misma
alcanza el 20 % del total, el crecimiento de las plantas disminuye y varios
individuos comienzan a morir (Munns et al., 1995).

Hasta los 22 (maiz e hibridos) y 38 (T. dactyloides) dias después de
la siembra (i.e., periodo hasta la finalizacién de los experimentos), o sea 14
y 24 dias de salinizacién, respectivamente, la salinidad (101 mM de NaCl)
no induce la senesencia de las hojas mas viejas en ninguno de los
genotipos evaluados. El filocrono, hasta la emergencia de la quinta hoja,
no aumenta por efecto de la salinidad en el maiz (linea B73) ni en los
hibridos MT41 y MT51, pero si en T. dactyloides (Tablas 15, 16 y 25). En
cambio, la alcalinidad, en combinacién o no con la salinidad, incrementa el
filocrono en el maiz a partir de la quinta hoja (Tabla 18). En el periodo
considerado, las dltimas hojas (sexta o séptima, segun el genotipo) no
llegaron a emerger en algunas de las plantas cultivadas con 101 mM de
NaCl y la mayoria de las que emergieron mostré necrosis en el extremo
visible, en todos los genotipos evaluados (datos no mostrados).

Neves-Piestun y Bernstein (2001) observaron un efecto similar de la
salinidad sobre el desarrollo de maiz. Segun estos autores, los efectos de
la salinidad (80 mM de NaCl) sobre el plastocrono se hacen evidentes a
partir de la hoja 5. Resultados obtenidos por Cramer (1992a) muestran una
disminucién marcada en la relacion Ca**/Na* de la zona de crecimiento de
la tercera hoja, con respecto al control, para dos cultivares de maiz que
diferian en la capacidad de excluir el Na* (1,7 vs. 0,1y 6,8 vs. 0,05 para los
cultivares con alta y baja capacidad de exclusion de Na*, respectivamente).
La disminucién de la relacién Ca**/Na* podria explicar la necrosis de las
hojas nuevas en los genotipos evaluados.

En condiciones de salinidad, uno de los mecanismos que controla

el contenido de Na* de las hojas mas viejas en el maiz es, probablemente,
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el incremento de la tasa de transporte por el floema (Lohaus et al., 2000).
La recirculacién de Na* por el floema parece ser un mecanismo importante
en la tolerancia a la salinidad (Berthomieu et al., 2003).

Ricinus communis, una especie moderadamente sensible a la
salinidad (Ayers y Westcot, 1985), muestra una correlacién positiva con
una pendiente relativamente alta entre el contenido de Na" foliar y del flujo
floematico, mientras que la correlacion entre la concentracion de Na* de la
solucion nutritiva y la concentracién de Na* del tejido de la raiz, del flujo
xilematico y del tejido foliar muestran pendientes relativamente bajas
(Peuke, 2010). Resultados similares se obtuvieron en plantas de maiz
cultivadas con 100 mM de NaCl (Lohaus et al., 2000), en las cuales la
salinidad induce un incremento marcado en la importacion de Na* por el
xilema hacia la hoja y un incremento atiin mayor en la exportacion de Na*
desde la hoja por el floema. O sea, bajo las mismas condiciones de cultivo,
la exportacion del Na* desde la hoja aumenta mas fuertemente que la
importacion hacia la hoja. El 13 % del Na® importado por la hoja fue
retranslocado en las plantas control y el 32 % en las plantas salinizadas.
Aunque la retranslocacion de iones por el floema se considera un
mecanismo potencialmente importante en la prevencién de la acumulacion
de sales en las hojas totalmente expandidas, podria representar un riesgo
para las hojas mas jovenes que son sumideros del flujo floematico.

El porcentaje de Na* importado por el xilema hacia la hoja que es
exportado por el floema varia con el genotipo. Por ejemplo, se observaron
valores de retranslocacion de =10 % en cebada (Wolf et al., 1990) y trigo
duro (James et al., 2006), 32 % en maiz (Lohaus et al., 2000), 37 % en
algodon (Gouia et al., 1994) y 77 % en poroto (Gouia et al.,, 1994). De
acuerdo al nivel de sensibilidad a la salinidad de las especies mencionadas
(Maas y Hoffman, 1977; Ayers y Westcot, 1985; Munns et al., 2006;),
pareceria que hay una tendencia al incremento en la retranslocacion de

Na" desde las hojas a medida que aumenta la sensibilidad de la especie.
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Por otro lado, Peuke (2010) observé que el destino del Na* floematico en
R. communis son las raices. Ademas, tanto en especies tolerantes como
en las sensibles a la salinidad, el contenido de Na* es menor en los tejidos
foliares jovenes que en los viejos. Por ejemplo, la concentracion de Na* en
las hojas jovenes (en expansion) de plantas de maiz y de algodén (especie
mas tolerante) cultivadas durante dos semanas en presencia de 75 mM de
NaCl es aproximadamente la mitad que el de las hojas viejas (totalmente
expandidas).

En trigo y cebada se observaron concentraciones muy bajas de Na*
y CI" en los &pices caulinares y en el tejido reproductivo, en comparacion
con las hojas, y una relacion K*/Na" particularmente alta (Munns y Rawson,
1999). Sin embargo, Colmer et al. (1995) observaron una marcada
diferencia en la relacion entre el contenido de Na* de las hojas jovenes y
las hojas viejas entre genotipos emparentados que diferian en el grado de
tolerancia a la salinidad. Si bien el nivel de Na® aumenta progresivamente
con la edad de la hoja en ambos genotipos, los niveles de Na® son
menores en el genotipo mas tolerante (el anfiploide trigo x Lophopyrum
elongatum) que en el mas sensible (trigo), y el porcentaje de diferencia en
el contenido de Na* entre ambos genotipos se incrementa en las hojas mas
jovenes. Estos datos indican que existe variacion genética en el nivel de
translocacion del Na* hacia los tejidos mas jovenes en plantas salinizadas,
y que mantener un nivel bajo de Na" en los tejidos en crecimiento podria
ser un mecanismo que aumenta la tolerancia a la salinidad. Determinar la
distribucion del contenido foliar de Na* segun la edad del tejido permitiria
saber si la necrosis observada en las hojas mas jovenes de los genotipos
evaluados en este trabajo se debi6 a un contenido alto de Na" en los

mismos.

Masa foliar especifica (MFE)
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La MFE o masa foliar seca por unidad de area foliar es la relaciéon
entre la masa seca de la hoja y el area foliar, generalmente expresada en g
m?, y determina la cantidad de area foliar formada en una cierta fraccion
de la biomasa foliar. La MFE fue similar en el maiz y los hibridos MT41 y
MT51 (Figura 37). T. dactyloides muestra una MFE un 20 % mayor que la
del maiz. Estos resultados concuerdan con las observaciones de Poorter
et al. (2009), quienes concluyen que, en las mismas condiciones
ambientales, las especies suculentas, las lefiosas con hojas perennes y las
especies perennes o de lento crecimiento tienen mayor MFE.

Poorter et al. (2009), a partir de numerosos resultados publicados,
ordenaron los factores ambientales segun su influencia sobre la MFE.
Segun estos autores, los factores ambientales que mas afectan la MFE
serian la irradiancia, la temperatura y la inmersion, seguidos por el aporte
de nutrientes y el nivel hidrico. El resto de los factores sélo ejerce un efecto
marginal.

Dado que la salinidad impone un estrés osmotico, actla
cualitativamente como el estrés hidrico, aunque un componente i6nico
especifico puede afectar la MFE en cuanto a la compartimentacion del Na*
a la vacuola. Diversos autores observaron un incremento de la MFE en
respuesta a la salinidad en especies con diferentes niveles de tolerancia.
En cambio, el maiz, los hibridos MT41 y MT51 y T. dactyloides no
muestran diferencias en la MFE entre las plantas salinizadas y las plantas
control (Figuras 20 y 37). La alcalinidad (pH=8,5), en presencia o no de
101 mM de NacCl, no tiene efecto sobre la MFE de T. dactyloides ni de
maiz, con respecto a los controles (Figura 20). Estos resultados indican
gue la reduccién en la biomasa aérea, causada tanto por la salinidad como
por la alcalinidad, se debié principalmente a una disminucion de la
expansion foliar, ya que la masa foliar por unidad de area foliar no se

modificé.
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Numerosos resultados previos, los cuales muestran que el
crecimiento de la hoja es un pardmetro muy sensible al estrés, apoyan
estas observaciones. Los pesos secos de la parte aérea muestran una
respuesta similar al estrés salino que el area foliar en genotipos de maiz
que difieren en su nivel de tolerancia a la salinidad (De Costa et al., 2007).

Resultados previos obtenidos en maiz muestran que una semana
de exposicion a 100 mM de NaCl no afecta la asimilacion neta de CO,
sobre la base del peso fresco de las hojas (Lohaus at al., 2000) pero la
presencia de 80 mM de NaCl en la solucion nutritiva reduce rapidamente
(30 min) la tasa de expansion foliar, la cual se estabiliza en el 80 % del
valor inicial a los 90 min (Cramer and Bowman, 1991a). La exposicién de
dos hibridos de maiz que difieren en la tolerancia a la salinidad a 80 mM
NaCl induce una reduccién de la relaciéon de area foliar (area foliar por
unidad de biomasa total de la planta) pero no tiene efectos significativos
sobre la tasa de asimilacion neta o fotosintesis (Cramer et al., 1994b). La
salinidad reduce el area foliar especifica (area foliar por unidad de masa
foliar, o sea la inversa de la masa foliar especifica) y la relaciéon de peso
foliar (materia seca foliar por unidad de materia seca total), lo cual indica
una menor particion de fotoasimilados hacia las hojas. Ademas, las
diferencias en la tolerancia a la salinidad se han correlacionado con
diferencias en la tasa de expansion foliar, la relacion de area foliar y la tasa
de crecimiento relativo, lo cual sugiere que, en estadios tempranos de un
estrés salino (e.g. 9 dias), la produccion de biomasa depende mas de la
expansion del area foliar para capturar la luz que de la maquinaria
bioquimica fotosintética (Cramer et al., 1994b).

En coincidencia con los resultados anteriores, en el maiz, los
hibridos MT41 y MT51 y T. dactyloides, el parametro mas probablemente
afectado por la salinidad también es la expansion del area foliar, ya que la
reduccion del peso seco aéreo causada por la salinidad no se relaciono

con modificaciones en la masa foliar especifica y, por lo tanto, un menor
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peso seco se relacionaria directamente con una menor area foliar.
Ademds, las plantas cultivadas 14 dias (maiz e hibridos) o 24 dias (T.
dactyloides) en presencia de 101 mM de NaCl en la solucion nutritiva
muestran reducciones del peso seco aéreo pero no de la raiz (Tabla 15y
figura 20), con relacion al control. Por lo tanto, una menor superficie
fotosintética abastace una demanda similar de fotoasimialdos por las
raices. En este contexto tedrico, estos resultados sugieren que la salinidad
no afectd la fotosintesis en los genotipos evaluados en este trabajo.

Contenido Relativo de Agua (CRA)

La bibliografia muestra resultados diversos con respecto al efecto
de la salinidad sobre el CRA foliar en el maiz. Algunos autores observaron
gue la exposicion de plantas de maiz a concentraciones moderadas de
NaCl (100 a 150 mM de NaCl) induce una reduccion significativa del CRA
con respecto al control (Saneoka et al., 1995; Cicek y Cakirlar, 2002;
Zhang et al., 2006). En cambio, otros autores informaron que la exposicion
de plantas de maiz a 100 mM de NaCl no produce una disminucion en el
CRA foliar (Bastias et al., 2004b; Hu et al., 2007), pero si se observa una
disminucion significativa del potencial osmético y no hay cambios en el
potencial de presion, debido a la expresion del mecanismo de ajuste
osmotico (Bastias et al., 2004b).

La presencia de 101 mM de NaCl produce una disminucion
significativa del CRA, con respecto al control, en el maiz, T. dactyloides y
los hibridos MT41 y MT51. Sin embargo, todos los tratamientos muestran
valores relativamente altos del CRA en el hibrido MT51, con un maximo del
100 % en los controles y un minimo del 93 % en los tratamientos salinos
(Tabla 20 y figura y 22). Generalmente, la disminucion del CRA del 100 %
al 90 % se relaciona con la disminucion de la expansion celular y de la

conductividad estomatica en la hoja. La fotosintesis neta y la fotosintesis
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méxima se inhiben a valores mas bajos del CRA (90-70 % y <70 %,
respectivamente) (Lawlor, 2002; Soares-Cordeiro et al., 2009).

Las plantas de maiz, los hibridos MT41 y MT51 y T. dactyloides
crecieron en condiciones ambientales que no favorecian la transpiracion,
i.e. intensidad de luz baja (DFFF de 200 pmol m? s™), aire calmo y HR = 85
%. Lineas de maiz cultivadas en invernadero y expuestas 13 dias a estrés
salino (5 dias a 50 mM, 3 dias a 100 mM y 5 dias a 150 mM de NacCl)
mostraron valores similares del CRA a los observados para la linea B73,
los hibridos MT41 y MT51 y T. dactyloides, con una disminucién maxima
del CRA foliar del 99 % al 93 % con respecto al control y del y, de -0,99
MPa a -1,43 MPa (Saneoka et al., 1995). Plantas de maiz cultivadas en
invernadero, con una temperatura promedio de 20°C y una HR promedio
de aproximadamente 60 %, muestran valores del CRA que fluctuan entre
el 85 % y el 93 % en la cuarta hoja, tanto en plantas salinizadas como en
los controles (Hu et al., 2007), probablemente debido a una mayor
transpiracion.

A partir de la comparacién entre genotipos que diferian en la
tolerancia a la salinidad, Saneoka et al. (1995) observan que la reduccion
del CRA y del crecimiento es menor en una linea de maiz que contiene
glicinabetaina (mas tolerante) comparada con lineas casi isogénicas
carentes de glicinabetaina (menos tolerante). Sin embargo, las lineas no
muestran diferencias significativas en el potencial hidrico, potencial
osmético ni el potencial de presion dentro de cada tratamiento. Los
resultados mencionados muestran que, en diversas especies, el potencial
de presion de las hojas no cambia por efecto de la salinidad, aunque el
CRA disminuye, con respecto a los controles no salinizados.

Boyer et al. (2008) observan reducciones hasta del 15 % en el CRA
sin cambios en el potencial de presion en plantas salinizadas de trigo y
cebada. Estos autores atribuyen la contradiccion aparente de los

resultados obtenidos a un exceso en la absorcién de agua por parte de las
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células, lo cual produce un peso turgente excesivamente alto en los tejidos
gue tienen una concentracion de solutos alta (ajuste osmotico). Esto puede
llevar a estimaciones del CRA entre 10 % y 15 % inferiores a las reales.

Si bien los genotipos evaluados en este trabajo muestran
reducciones significativas del CRA por efecto de la salinidad, el valor
minimo de CRA observado es de 93 % (14 dias después del comienzo del
tratamiento de salinidad). No se observo el marchitamiento de las hojas
durante los experimentos y se produjo gutacion (expresion de un potencial
de presion positivo en el xilema) en todas las plantas tras el recambio de
las soluciones nutritivas, ya sea en presencia o no de NaCl 101 mM. Las
plantas cultivadas con 101 mM de NaCl muestran disminuciones del CRA
gue no superan el 4,3 % (hibrido MT51), con respecto a las plantas no
salinizadas. Por lo tanto, las disminuciones del CRA producidas en las
plantas salinizadas estdn mas probablemente relacionadas con un
incremento en la concentracion de solutos generado por el mecanismo de
ajuste osmdtico que con una disminucién del potencial de presion del tejido
foliar.

La salinidad afecta negativamente a la absorcion de agua por las
plantas debido a una disminucién del potencial osmético de la solucion de
cultivo, pero también por una disminucion de la permeabilidad de las
células de la raiz (Azaizeh y Steudle, 1991; Azaizeh et al., 1992; Bastias et
al., 2004a). Al menos en el corto plazo (minutos a horas) después de la
salinizacion, tanto la disminucién de la permeabilidad de la raiz (Wan,
2010) como la disminucién del crecimiento foliar (Passioura y Munns,
2000; Munns et al., 2000a) estarian causadas por un efecto osmotico y no
ionico. Sin embargo, varios autores han observado que la salinidad no
afecta el potencial de presion de las hojas en especies con distintos niveles
de tolerancia, por ejemplo en trigo, cebada (Boyer et al., 2008) y maiz
(Cramer, 1992a; Erdei y Taleisnik, 1993; De Costa et al., 2007), aunque las

plantas muestren una reduccién del crecimiento foliar. En el maiz, por
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ejemplo, tras una breve caida inicial, el potencial de presion del tejido foliar
en crecimiento se mantuvo constante en plantas expuestas a 75 mM de
NaCl durante 24 horas debido a una disminucion equivalente en los
potenciales hidrico y osmotico (Cramer, 1992a). Posteriormente se
observo el aumento del umbral de turgencia de la pared y la disminucion
de la permeabilidad de la membrana (Cramer, 1992a; Cramer, 2003),
cambios que tienden a reducir la expansion celular. En el maiz, la
reduccion del crecimiento foliar sin cambios (o0 con cambios minimos) en la
presion de turgencia, se ha asociado con el ajuste osmotico (Cramer,
1992a; Erdei y Taleisnik, 1993; De Costa et al., 2007), cambios en las
propiedades viscoelasticas de la pared celular (Erdei y Taleisnik, 1993),
sefiales hormonales (De Costa et. al., 2007; Gunes et al., 2007; Tuna et
al., 2008), cambios en el pH apoplastico (Zoérb et al., 2005; Pitann et al.
2009) y otras sefiales (Rodriguez et al., 2004). Respuestas a la salinidad
tales como cambios en las propiedades viscoelasticas de la pared celular
(Cramer y Bowman 1991a; Cramer, 1992a,b; Cramer y Bowman 1994;
Taleinsik et al., 2009), reduccién de la expresién de la B-expansina (Geilfus
et al., 2010), y sefiales hormonales, principalmente el nivel de ABA de las
hojas (Cramer et al., 1998; Cramer y Quarrie, 2002; De Costa et. al., 2007)
se encuentran involucradas en la inhibiciébn del crecimiento foliar y, en
algunos casos, han explicado las diferencias entre genotipos que diferian
en la respuesta al estrés salino.

Para determinar los efectos de la salinidad sobre las relaciones
hidricas del maiz, T. dactyloides y los hibridos entre ambas especies se
requiere mas investigacion. Por ejemplo, la determinacién del potencial
hidrico y sus componentes, la determinacion del CRA mediante una
metodologia que evite los artefactos causados por el ajuste osmético y la
aplicacion de ABA exdgeno o, a la inversa, la inhibicion de la sintesis de

ABA mediante la aplicacion de fluoridone, podrian ayudarian a detectar
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posibles diferencias en los efectos de la salinidad sobre las relaciones

hidricas entre estos genotipos y los mecanismos involucrados.

Integridad de las membranas celulares

El maiz muestra un porcentaje de pérdida de electrolitos foliares
(PPEf) menor que los hibridos MT41 y MT51 y T. dactyloides (Figura 37,
Tabla 20). La salinidad no induce el incremento de los valores del PPE; en
ninguno de los genotipos evaluados. Solamente en el maiz, el PPE;
aumenta en respuesta a la combinacion de salinidad y alcalinidad (101 mM
de NaCl y pH 8,5). Estos resultados concuerdan con los de Bastias et al.
(2004), que no observan cambios en la permeabilidad de la membrana de
plantas de maiz expuestas a 100 mM, con respecto a plantas no
salinizadas. En cambio, otros autores observan un aumento en la pérdida
de electrolitos a partir del tejido foliar y radicular inducido por la salinidad
en especies tales como arroz (Lutts et al., 1996) y maiz (Gunes et al.,
2007), entre otras. En algunos genotipos de trigo tetraploide, un mayor
nivel de dafio foliar inducido por la sal se relaciona con una mayor
reduccion de la biomasa (James et al., 2002).

En diversas especies, el incremento en la permeabilidad de la
membrana esté asociado a un aumento de indicadores de estrés oxidativo
(Bolu y Polle, 2004; Valentovi€ et al., 2006; Gunes et al., 2007; Singh et al.,
2007) y la actividad de enzimas antioxidantes como ascorbato peroxidasa,
catalasa o glutation peroxidasa (Singh et al., 2007; Sandhya et al., 2010).
Por lo tanto, el mantenimiento de la integridad de la membrana en los
genotipos evaluados ante el estrés salino sugiere que éste no causé dafo
oxidativo en el tejido foliar. En cambio, la combinacion de salinidad y
alcalinidad puede haber generado este tipo de dafio en el tejido foliar del

maiz, pero no en la raiz.

150



Contenido de pigmentos foliares

El contenido de clorofila a, b y carotenoides no varia entre el maiz
y los hibridos MT41 y MT51. Por otra parte, en las plantas control, los
contenidos de clorofila a y b de T. dactyloides son 43 % y 42 % menores
gue los de maiz, respectivamente. El contenido de carotenoides es similar
para todos los genotipos (Figuras 22 y 38). La salinidad induce una
disminucion en el contenido de clorofila total en el maiz (25 % y 37 % en
los experimentos 1 y 2, respectivamente), T. dactyloides (20 %) y los
hibridos MT41 (7 %) y MT51 (27 %), con respecto a los controles. Los
contenidos de clorofila total también se reducen en respuesta a la
alcalinidad y a la combinacion de alcalinidad y salinidad en maiz (21 % vy
36 %, respectivamente) y T. dactyloides (9 % en ambos tratamientos). La
relacion Cla/Clb fluctia en el rango de 2 a 2,7 y no difiere entre los
genotipos ni entre los niveles de salinidad y alcalinidad. La disminucién de
la concentracion foliar de clorofila es una respuesta cominmente inducida
por la salinidad en el maiz (Lohaus et al., 2000; Cha-um y Kirdmanee,
2009; Turan et al., 2009) y otras especies cultivadas (Lutts et al., 1996).
Sin embargo, Lohaus et al. (2000) muestran que 8 dias de exposicion a
100 mM de NaCl no induce la reduccién del contenido de clorofila de la
tercera y cuarta hojas en plantas de maiz, aunque si se reduce un 38 % la
tasa de transpiracion, con relacion al control. En el maiz, la disminucién en
la concentraciéon total de clorofila inducida por NaCl se relacion6 con
menores tasas de asimilacion de CO, y transpiracion (Lohaus et al., 2000)
y menor rendimiento cuantico maximo del PSll y tasa de aimilacién neta de
CO, (Cha-um y Kirdmanee, 2009). Sin embargo, la degradacion de la
clorofila no fue un parametro util para explicar las diferencias en el nivel de
tolerancia a la salinidad en el maiz (Cha-um y Kirdmanee, 2009), a
diferencia de lo que ocurre en otras especies tales como arroz (Lutts et al.,
1996) y trigo (Argentel et al.,, 2006). Pérdidas de hasta el 40 % de los
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niveles de clorofila del control fueron insuficientes para afectar las tasas de
fotosintesis en plantas sometidas a un estrés hidrico (Sanchez et al.,
1983). En un cultivar sensible de trigo cultivado durante 4 semanas en 150
mM de NaCl, la reduccion en la fijacion de CO, se produjo primero por una
disminucion de la conductividad estomatica y, posteriormente, por
limitaciones no estomaticas. Mediciones de la fluorescencia de la clorofila
muestran que, a medida que las hojas envejecen, el rendimiento cuantico
actual y potencial del proceso fotoquimico del PSII comienza a declinar y la
disipacion térmica del exceso de energia aumenta, lo cual coincide con
concentraciones foliares de Na*y CI superiores a 250 mM en la hoja y la
degradacién de la clorofila. Los parametros de fluorescencia, por ejemplo
la relacion F,/F., disminuyen sélo cuando el contenido de la clorofila se
reduce (James et al., 2002).

Los niveles de reduccidn de la clorofila total de T. dactyloides y
maiz son similares (20 % y 25 %, respectivamente), pero la concentracion
foliar de Na* (en mM de Na* g™ agua del tejido) del maiz es superior a la de
T. dactyloides (114 y 73, respectivamente). Sin embargo, en los genotipos
evaluados se desconoce la distribucion del Na* entre los distintos 6rganos
aéreos y a nivel intracelular. En este contexto, se requiere mas estudio
para saber si la reduccion del contenido de clorofila total causada por la
salinidad en el maiz, los hibridos y T. dactyloides se asocia con
limitaciones no estomaticas de la fotosintesis y con el nivel citoplasmatico
de Na'.

Efecto del tampon Tris

La solucién nutritiva que contiene 5 mmol L™ de Tris muestra un
valor de pH de 8,5 a 8,6 en el momento de la preparacion. A los dos dias
se mide un pH = 8, valor que se mantiene constante hasta los 4 dias

después de la preparacion. La evolucion del pH es similar para ambos
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niveles de NaCl, 1 mM 6 101 mM. Cuando el pH = 8,5 se logra mediante el
agregado de KOH, la acidificacién es mas pronunciada, la solucién nutritiva
muestra un pH = 7,4 a los dos dias de la preparacion (Figura 12). Las
plantas de T. dactyloides y maiz que crecieron en la solucion nutritiva que
contenia 5 mmol L* de Tris (pH = 5,8 ajustado con &cido nitrico) no
muestran reduccion del crecimiento ni modificacion de la mayoria de los
parametros evaluados, con relacion a las plantas cultivadas en la misma
solucién pero sin Tris (Tablas 11 y 12). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Singh et al. (2002) para 3 cultivares de arroz. Estos autores
evaluaron el crecimiento de las plantas durante 8 dias en soluciones
nutritivas que contenian 2,5 a 10 mM de Tris y el pH neutralizado (pH 7)
con &cido nitrico (1 N) y no observaron diferencias en el crecimiento con
respecto al control ni sintomas de deficiencia o toxicidad, incluso tras 8
dias en 10 mM de Tris. Por lo tanto, el agregado de Tris a las soluciones
nutritivas resulta Gtil para evaluar la respuesta de T. dactyloides y maiz a la
alcalinidad, ya que estabiliza el pH con un efecto minimo sobre la fisiologia

de la planta.

Acidificacion de la solucion nutritiva

La presencia de plantas, tanto de maiz como de T. dactyloides,
induce una acidificacion més marcada de la solucion nutritiva en todos los
tratamientos, a pesar de la presencia del tampon Tris. Dos dias después
del recambio, las soluciones con pH inicial 5,8 y 8,5 muestran una
acidificacion (promedio =+ EEM, en unidades de pH) de 0,7 y 0,9,
respectivamente, en presencia de plantas, y de 0,01 y 0,47,
respectivamente, en ausencia de plantas (Figuras 13 y 14). Ni el nivel de
NacCl ni la especie afectan las variaciones en los valores del pH (Figuras 13
y 14). Ambas especies, T. dactyloides y maiz, acidifican el medio de

manera similar (0,78 y 0,85 unidades de pH, respectivamente), a pesar de
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gue la masa de la raiz del maiz es =5 veces mayor que la de T. dactyloides
(promedio de todos los tratamientos en mg de PS planta™: 0,442 vs. 0,095,
respectivamente). Estos resultados sugieren una mayor eficiencia en la
extrusion neta de H' desde la raiz en T. dactyloides que en el maiz. Singh
et al. (2002) también observaron que la presencia de plantas (en este
caso, de arroz) induce la disminucién del pH hacia la neutralidad en
soluciones nutritivas que contienen 2 mM a 5 mM de Tris, en contraste a
las soluciones sin plantas, las cuales no muestran modificaciones del pH
en el transcurso de 4 dias. Segun estos autores, a menor concentracion de
Tris y mayor edad de las plantas mas rapida es la caida del pH, lo cual
atribuyen a una extrusion neta de H* desde las raices.

Ni el pH inicial de la solucion nutritiva ni la presencia de NacCl
afectan significativamente el grado de acidificacion inducido por las plantas
de maiz y T. dactyloides (Figura 14). Estos resultados concuerdan con
estudios in vivo que muestran que la salinidad no afecta la tasa de
acidificacion superficial de raices de maiz (Zidan et al., 1990). Mengel y
Schubert (1985) mostraron que raices de maiz intactas acidifican el agua
destilada, que la liberacién de H* se relaciona con la actividad de la P-H"-
ATPasa y que el agregado de concentraciones bajas (3 mM) de cloruros
de los cationes K*, Na*, Ca** y Mg*? incrementa 4; 1,6; 2 y 2,6 veces la
liberacion de H* por las raices, en comparacion con los H* liberados en el
agua desionizada. Resultados mas recientes sefialan que la actividad de la
ATPasa se relaciona directamente con la cantidad de la proteina ATPasa y
con la concentracion del Na' en las raices, parametros que se ven
incrementados en plantas de maiz tratadas con NaCl y H;BO; + NaCl, en
comparacion con plantas sin tratar o tratadas solamente con H3BO;
(Martinez-Ballesta et al., 2008). También se ha demostrado que las H*-
ATPasas de las raices del maiz responden a cambios en presencia de
otros factores ambientales. Por ejemplo, factores tales como un estrés
osmotico (Ober y Sharp, 2003), NO3 (Santi et al., 1995, Pouliquin et al.,
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2000) y é&cidos humicos aislados del lombricompuesto (Canellas et al.,
2002) estimulan la actividad de estas proteinas. Por otro lado, Spickett et
al. (1993) observaron que la aplicacion de vanadato de sodio, un inhibidor
de la H'-ATPasa del plasmalemma, estimula el influjo neto de Na* en
apices de raices de maiz. Los autores interpretan estos resultados como
una disminucion del eflujo activo de Na* del tejido, ya que se sabe que
eflujo de Na" de la célula estd mediado por un antiportador Na*/H*, y la
energia que mueve la salida del Na* del citoplasma hacia el apoplasto es el
gradiente de pH generado por la H*-ATPasa del plasmalemma. Estudios
realizados con otras especies muestran que la salinidad puede afectar, de
manera positiva 0 negativa, la actividad de las bombas de protones de las
membranas.

Varias especies hal6fitas muestran un incremento substancial en la
actividad o en la expresion del gen de la H*-ATPasas del plasmalema (PM-
ATPasa) o del tonoplasto (V-ATPasa) en respuesta a la salinidad por NacCl.
Por ejemplo, la salinidad incrementa la acumulacién del RNAm de la P-H*-
ATPasa en la raiz y hojas expandidas Atriplex nummularia (Niu et al.,
1993), de la P- y V-H*-ATPasa en tallos de Salicornia, incrementa la
actividad de la V-H'-ATPasa en hojas de Mesembryanthemum crystallinum
(Barkla et al., 1999) y reduce la actividad de la Mg**-H"-ATPasa en raices
de tomate (Gronwald et al., 1990). También se han observado diferencias
en la modulacion de la actividad de las H*-ATPasas por NaCl comparando
lineas celulares de la misma especie, Solanum tuberosum, con niveles
contrastantes de tolerancia a la salinidad (Queirds et al., 2009). Los
resultados muestran que la actividad de transporte de H* dependiente tanto
de ATP como de PP;es 2 a 3 veces superior en vesiculas del tonoplasto de
una linea celular tolerante que en el control. Estos autores también
observaron que la presencia del Na" induce la disipacion del gradiente de
pH transmembrana a través de un sistema antiporte Na'/H" y que en la

linea celular adaptada a la salinidad la afinidad por el Na® aumenta
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levemente (K, = 40 mM) con respecto a la linea control (K., = 69 mM) y la
Vmax del eflujo de protones es dos veces superior.

Dentro de este contexto tedrico, el grado similar de acidificacion
gue muestran las soluciones en contacto con las raices en todos los
tratamientos, sugiere que ni la alcalinidad ni la salinidad por NaCl inhiben
la actividad de las H*-ATPasas del plasmalema de las células de la raiz en
las especies estudiadas. Por el contrario, dado que es esperable que la
presencia de Na* incremente la actividad de los transportadores H'/Na* de
las membranas, lo cual a su vez disipa el gradiente de pH entre el
apoplasto y el interior de la célula, una acidificacion similar de la solucién
en contacto con las raices podria indicar una mayor actividad de las H*-
ATPs inducida por el NaCl.

Contenido de iones inorganicos (Na*, Ky Ca’)

De acuerdo al modelo bifasico del estrés salino propuesto por
primera vez por Munns (1993), la salinidad provoca disminuciones del
crecimiento vegetativo exclusivamente por un estrés hidrico durante la
primera fase. Durante esta primera fase, que puede durar desde pocos
dias a semanas, los genotipos con diferentes niveles de tolerancia a la
salinidad responden de la misma manera. Sin embargo, resultados
recientes obtenidos en maiz muestran que, dentro de la primer semana de
la imposicion de un estrés salino moderado, aunque prevelece el efecto
osmotico, puede detectarse un efecto iénico complementario y que el Na*
es el ion especifico relacionado con la reduccién del crecimiento durante la
primera fase del estrés salino (Stmer et al., 2004).

La acumulacién de Na' en la parte aérea (Cramer, 1992a; Fortmeier
y Schubert, 1995; Goudarzi y Pakniyat, 2008; Schubert et al., 2009)
muestra una variacion intraespecifica considerable en el maiz y otros

cereales, por ejemplo trigo duro (Munns et al.,, 2000b) y arroz (Yeo y
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Flowers, 1983). Sumer et al. (2004) observaron contenidos de Na* de =0,7
mmol g de PS en plantas de maiz (cv. Pioneer 3906) cultivadas 6 dias en
100 mM NaCl. A los 15 dias de tratamiento con NaCl 100 mM (aplicado
con incrementos diarios de 10 mM de NacCl), los hibridos Across 8023
(acumulador) y Pioneer 3906 (excluidor) muestran contenidos foliares de
Na® (mmol g* PS) de 1,3y 0,8; respectivamente (Fortmeier y Schubert,
1995). Azevedo Neto et al. (2004), a partir del estudio de la respuesta de 8
genotipos de maiz expuestos a 100 mM de NaCl durante 15 dias (aplicado
a razon de 25 mmol L™ por dia), observan contenidos foliares de Na*
desde = 0,6 a 1,4 mmol g™ de PS.

Los resultados de nuestro estudio se obtuvieron a partir plantas
sometidas a un estrés salino moderado (101 mM de NaCl) durante un
periodo relativamente corto de tiempo (i.e., 14 dias en el maiz y
generaciones avanzadas de un hibrido de maiz x T. dactyloides y 24 dias
en T. dactyloides) en un estadio vegetativo temprano. En presencia de 101
mM NacCl, el contenido foliar de Na* (media + EEM, en mmol g™* PS) es
similar para las plantas del maiz (linea B73) y los hibridos MT41 y MT51
(0,74 +0,07; 0,78 + 0,02 y 0,82 + 0,11; respectivamente). En este contexto,
tanto la linea de maiz B73 como los hibridos de maiz x T. dactyloides
podrian considerarse como excluidores de Na*, en comparacién con los
valores informados para los genotipos de maiz mencionados. A su vez,
bajo un estrés salino moderado (101 mM de NacCl, tanto con un pH 5,8
como 8,5), el contenido foliar de Na* (mmol g™* PS) de las plantas de T.
dactyloides (0,2 + 0,02 y 0,21 + 0,004, respectivamente) es =3,5 veces
menor al de la linea B73 de maiz (0,75 + 0,06 y 0,7 + 0,05,
respectivamente). La diferencia observada en el contenido foliar de Na* de
T. dactyloides con respecto al maiz puede explicarse por una menor

absorcién de Na' por la raiz (en mmol Na' total en la planta/g PS raiz: 1,39
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vs. 3,1, respectivamente) y menor translocacion de Na' hacia la parte
aérea (Na*en el tallo/Na’ en la raiz: 0,31 vs. 0,73, respectivamente).

En ausencia de salinidad, el hibrido F1 de maiz x T. dactyloides (del
cual derivan los hibridos MT41 y MT51) y T. dactyloides muestran
contenidos foliares (media, en mmol kg™ de PS) de K* de 0,8 (Pesqueira et
al., 2006), mientras que en el maiz y los hibridos MT41 y MT51 se
observan valores levemente superiores (1,3; 1,2 y 1,2; respectivamente).
El contenido de Na* (media, en mmol kg™® de PS) del hibrido F1 es
levemente superior (0,13) al observado en resto de los genotipos
mencionados (0,03 a 0,05) y el contenido de Ca?" es intermedio (0,094)
entre el del maiz (0,12) y T. dactyloides (0,04). Si bien el contenido de Na*
del hibrido F1 es entre 4,6 y 2,5 veces superior al observado en el resto de
los genotipos, hay que considerar que las condiciones de cultivo del hibrido
F1 (bajo invernadero, en un suelo argiudol y riego con agua corriente,
Pesqueira et al., 2006) y de los genotipos evaluados en este estudio
(hidroponia en cdmara de cultivo) difieren. Luego de 20 dias de riego con
una solucion con 250 mM de NacCl, el hibrido F1 no muestra diferencias en
los contenidos foliares (media, en mmol kg™* de PS) de K* (0,8 vs. 0,79;
respectivamente) ni de Ca* (0,094 vs. 0,092; respectivamente), con
respecto a los controles y el contenido foliar de Na* aumenta solamente 2,5
veces (de 0,13 a 0,33) con respecto al de las plantas no expuestas a la
salinidad (Pesqueira et al., 2006). En cambio, los datos del presente
estudio muestran que la salinidad indujo la disminucion del contenido de K*
del maiz (linea B73), de los hibridos MT41 y MT51 y de T. dactyloides, con
respecto a los controles (Figuras 23 y 39). No se observan efectos de la
salinidad sobre el contenido de Ca®* de T. dactyloides ni de los hibridos
MT41 y MT51, pero para el maiz los datos no son consistentes entre los
dos experimentos realizados. Por efecto de la salinidad, todos los
genotipos evaluados en este trabajo muestran un aumento mas marcado

en el contenido foliar de Na* que el hibrido F1 de maiz x T. dactyloides. El
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incremento en el contenido de Na* de las plantas expuestas a 101 mM de
NaCl esta en un rango desde 6,7 veces para T. dactyloides hasta =15
veces para los hibridos MT41 y MT51 y el maiz en el experimento 2 y 25
veces para el maiz en el experimento 1.

Hibridos de maiz cultivados 15 dias en 150 mM de NaCl muestran
rangos de absorcion de Na* (en mmol de Na*/g de PS de raiz) de 3,4 a 2,2
y de translocacién de Na* hacia el tallo (Na* en el tallo/Na* en la raiz) de
0,9 a 0,4, en los genotipos que exhiben la menor y mayor tolerancia al
estrés salino, respectivamente (Schubert et al., 2009). La linea de maiz
B73 muestra valores de absorcion similares a los hibridos de maiz
considerados como menos tolerantes segun Schubert et al. (2009), pero
los valores de translocacion hacia el tallo son levemente menores (Figura
26) que los de los hibridos mas tolerantes. En cambio, T. dactyloides
muestra valores mas bajos en ambos pardmetros (Figura 26), auln
comparado con los hibridos de maiz mas tolerantes segun Schubert et al.
(2009).

Tanto en las plantas cultivadas con bajo como con alto nivel de
NaCl en la solucion de cultivo, el contenido de agua por unidad de PS foliar
(g de agua g™ de PS foliar, media + EEM) del maiz (7,53 £ 0,22y 6,5 + 0,3;
respectivamente) es =2 veces mayor que el de T. dactyloides (4,46 + 0,16
y 2,96 + 0,12, respectivamente). De todas maneras, si todo el Na" en el
tejido estuviera en solucion y uniformemente distribuido, las plantas de
maiz salinizadas (cultivadas con pH 58 6 8,5 mostrarian una
concentracion foliar de Na® (sobre la base del contenido de agua) 1,6
veces mayor que las de T. dactyloides cultivadas en iguales condiciones
(Tabla 22).

Diversos estudios han evaluado el efecto del contenido foliar de Na*
sobre la respuesta de diferentes parametros fisiolégicos en las plantas, por

ejemplo el contenido de clorofila (Yeo y Flowers, 1983; Hussain et al.,
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2003; James et al., 2002), la integridad de la membrana celular (James et
al., 2002), el crecimiento vegetativo (Hussain et al., 2003), la conductividad
estomatica, la asimilacién de CO, y la eficiencia del fotoquimica del PSII
(James et al., 2002); el rendimiento en grano (Sumer et al. , 2004); etc. Los
resultados obtenidos muestran distintos grados de asociacién entre el
contenido foliar de Na* y la tolerancia a la salinidad entre especies
diferentes o entre distintos genotipos de una misma especie. Entre las
especies que muestran una mayor correlacion entre la exclusion de Na*y
la tolerancia a la salinidad se encuentran, por ejemplo, Triticum turgidum
(Munns y James, 2003), Triticum aestivum (Poustini y Siosemardeh, 2004)
y Oryza sativa (Zhu et al., 2004). Sin embargo, aun en estas especies, la
exlusion de Na* no es el Unico mecanismo responsable de la variacion en
la tolerancia a la salinidad. En el arroz, por ejemplo, se observa un
gradiente de respuestas en el contenido de clorofila a partir de genotipos
que difieren en la concentracion foliar de Na®, lo cual indicaria que los
genotipos difieren en el nivel de resistencia del tejido foliar al NaCl (Yeo y
Flowers, 1983). En otras especies, como por ejemplo el trigo, si bien la
tolerancia a la salinidad se ha asociado con bajas tasas de transporte del
Na" a la parte aérea y una alta selectividad por el K* sobre el Na* (Gorham
et al., 1987, 1990; Ashraf y Khanum, 1997), esta relacién no se mantiene
para todos los genotipos evaluados (Ashraf y McNeilly, 1988; ElI-Hendawy
et al., 2005), lo cual muestra que debe haber otro mecanismo involucrado
en la tolerancia a la salinidad. La cebada, por ejemplo, (especie tolerante)
presenta una concentracion foliar de Na“ mayor y de K* menor que el trigo
(moderadamnte tolerante) (Munns et al., 2006).

Azevedo Neto et al. (2004) observaron que concentraciones foliares
bajas de Na’ no se asocian con una mayor tolerancia a la salinidad en el
maiz. En ese estudio, el genotipo mas sensible y el mas tolerante
muestran contenidos foliares de Na* similares, cuyos promedios son (mM

g’ de PS foliar) 1,25 y 1,1, respectivamente (Azevedo Neto et al., 2004).
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Sin embargo, Fortmeier y Schubert (1995) observaron toxicidad por
acumulacion de Na® a partir de la comparacion de un cultivar fuertemente
excluidor de Na* (Pioneer 3906) con un cultivar acumulador de Na* (Across
8026). Ademas, Schubert et al. (2009) obtuvieron hibridos de maiz con una
reduccion por un factor de casi 2 tanto en la absorciobn como en la
translocacion de Na* desde la raiz al tallo con respecto al hibrido Pioneer
3906. Conviene resaltar que en los mencionados hibridos no se observa
toxicidad por Na* aln cuando se cultivaron con un contenido de NacCl
equivalente de 10 dS m™ en el suelo.

El estrés salino induce reducciones similares en los contenidos
foliares de K* del maiz (linea B73) y los hibridos MT41 y MT51 (15 %, 10 %
y 16 %, respectivamente) pero no modifica el contenido foliar de Ca*, con
respecto a las plantas control. El contenido de K* y la relacién K*/Na" no
difirieren entre genotipos. Los contenidos foliares de K* de maiz y T.
dactyloides también muestran reducciones similares en respuesta al estrés
salino (35% y 41 %, respectivamente). Segun Simer et al. (2004), la
variacion en el nivel foliar de K* por encima de un nivel critico (0,77 mmol
de K* g* de PS, valor establecido por Bergmann 1992) no esta involucrada
en la reduccion del crecimiento, sino que el Na* induce efectos toxicos que
reducen el crecimiento de plantas de maiz en la primera fase del estrés
salino. Tanto en T. dactyloides como en la linea B73 de maiz, la salinidad
reduce el nivel de K* por debajo de los 0,77 mmol de K* g™ de PS (Figura
23), lo cual podria explicar, al menos parcialmente, los efectos de la
salinidad sobre el crecimiento. Sin embargo, la alcalinidad produce
reducciones similares o mayores (en T. dactyloides y maiz,
respectivamente) del crecimiento aéreo pero no modifica los niveles de K*
con respecto al control (Figura 23 y Tabla 15).

Los hibridos MT41 y MT51 muestran una relacién K*/Na"* similar a la
del maiz, tanto en las plantas sometidas a estrés salino como en las

control (Figura 41). Con un bajo nivel de NaCl en la solucion nutritiva
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(ImM), los valores de la relacién K'/Na* de T. dactyloides son menores a
los del maiz y los hibridos MT41 y MT51 (Figuras 25 y 41). A su vez, la
relacion K*/Na* del hibrido F1 de maiz x T. dactyloides es menor que la de
T. dactyloides (6,15 vs. 25, respectivamente). Sin embargo, en condiciones
de estrés salino, las plantas de T. dactyloides y el hibrido F1 de maiz x T.
dactyloides muestan la misma relacion K'/Na* (2,4) (Pesqueira et al.,
2006). Esto significa que la salinidad induce una reduccion en la relacién
K*/Na* de 9 veces en T. dactyloides y de sélo 2,6 veces del hibrido F1, con
respecto a los controles. En cambio, la salinidad induce reducciones mas
marcadas en los valores de la relacién K*/Na* del maiz y los hibridos MT41
y MT51, con respecto a los controles (19, 21 y 16 veces, respectivamente).
Las disminuciones de los contenidos de K* inducidas por la salinidad, con
respecto a los controles no salinizados, son similares en el maiz, los
hibridos MT41 y MT51 y T. dactyloides. Por lo tanto, el mayor efecto
producido por una salinidad moderada (101 mM de NaCl) sobre la relacién
K*/Na" del maiz con respecto a la de T. dactyloides (Figura 25) puede
explicarse por una menor absorcién de Na* por la raiz (en mmol Na® total
en la planta/g PS raiz: 1,39 vs. 3,1, respectivamente) y menor translocacién
de Na' hacia la parte aérea (Na* en el tallo/Na* en la raiz: 0,31 vs. 0,73,
respectivamente). En el hibrido F1, en cambio, el menor efecto de la
salinidad sobre la relacion K'/Na" puede explicarse tanto por un menor
incremento del contenido foliar de Na“ como por el hecho de que el
contenido foliar de K" no se modifica, con respecto a los controles. La
relacion Ca**/Na* del hibrido F1 también muestra una disminucién menos
marcada (2,3 veces, Pesqueira et al., 2006) que la de T. dactyloides (9
veces) por efecto de la salinidad. A su vez, la disminucién de la relacion
Ca?'/Na* inducida por la salinidad, con respecto a los controles, es menor
para T. dactyloides (9 veces) que para el maiz y los hibridos MT41 y MT51

(20, 16 y 22 veces, respectivamente).
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El maiz también presenta variacion intraespecifica en la
discriminacién K*/Na® (Goudarzi y Pakniyat, 2008) y Ca®*/Na* (Cramer,
1992a). La capacidad de mantener relaciones foliares K*/Na* y Ca*/Na*
relativamente altas en condiciones de salinidad también se ha asociado a
una mayor tolerancia al estrés salino en el maiz (Cicek y Cakirlar, 2002;
Cramer, 2002; Eker et al., 2006; Goudarzi y Pakniyat, 2008) y otras
especies (Tester y Davenpot, 2003; Colmer et al., 2006; Shabala et al.,
2005).

Aunque los parametros ionicos de T. dactyloides parecen mas
favorables que los del maiz con relacibn a una posible tolerancia a la
salinidad, T. dactyloides mostr6 mas sensibilidad que el maiz al estrés
salino. La salinidad (101 mM NaCl-pH 5,8) produjo menor reduccién del
crecimiento de la parte aérea en el maiz que en T. dactyloides (28 % vs. 51
%, respectivamente). Los otros parametros fisioldgicos evaluados se vieron
afectados de forma similar en ambas especies por la salinidad (CRA, MFE,
PPE; y PPE, y contenido de clorofila total). Estos resultados sugieren una
mayor capacidad de compartimentacién del Na* a nivel de las hojas en el
maiz que en T. dactyloides.

Desde la década de los 70 se conoce que las enzimas
citoplasmicas de las plantas superiores, ya sea haldfitas o glicéfitas, en
general son sensibles a la salinidad in vitro (Flowers et al., 1977, entre
otros). Mas aun, numerosas enzimas citoplasmicas muestran un patrén
similar de sensibilidad a la salinidad in vitro, ya sea que se extraigan de
una especie tolerante o una sensible a la salinidad (Greenway y Osmond
1972). Por otro lado, si bien las enzimas apoplasticas son mas tolerantes a
la salinidad que las citoplasmicas, esta no es una adaptacion especifica de
las haldéfitas. Las enzimas correspondientes, extraidas de una especie
halofita, una no haléfita y una glicofita, han mostrado una tolerancia
sustancial y, en algunos casos, equivalente a la salinidad in vitro

(Thiyagarajah et al., 1996). Generalmente, el Na* inhibe fuertemente la
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mayoria de las enzimas con concentraciones mayores a 100 mM (datos
revisados por Munns et al., 1983). Esta ultima observacion, sumada al
hecho de que el comportamiento in vitro de las enzimas citoplasmicas de
plantas superiores haldfitas son tan sensibles como las correspondientes
enzimas de las glicofitas, significa que las enzimas de ambos grupos se
inhibirian fuertemente a la concentracion tisular promedio de las haldfitas.
A partir de estas observaciones surge el concepto de la compartimentacion
celular del Na* como mecanismo de resistencia a la salinidad a nivel del
tejido. En la actualidad, ya se han identificado y caracterizado desde el
pundo de vista funcional y genético numerosas proteinas de membrana
que actlian como antiportadores de Na*, tanto a nivel del protoplasto como

de la vacuola y otros organulos (revisado por Pardo et al., 2006).

Efectos de la alcalinidad sobre el contenido de iones inorgénicos

Estudios realizados con especies moderadamente tolerantes a la
salinidad, en las cuales la alcalinidad induce un efecto negativo sobre el
crecimiento, muestran resultados divergentes con respecto al efecto de la
alcalinidad sobre el balance i6nico de la planta.

El incremento de pH de 5,8 a 8,5 no afectd a los contenidos de K,
Na'y Ca®" de la parte aérea ni al contenido de K* de la raiz del maiz ni de
T. dactyloides, independientemente del nivel de NaCl en que se cultivaron
las plantas. En maiz y T. dactyloides, el contenido de Na* de la raiz no se
modificé por un incremento del pH de 5,8 a 8,5 en las plantas cultivadas
con bajo nivel de NaCl pero aumenté un 24% en las plantas de T.
dactyloides cultivadas con alto nivel de NaCl. El incremento de pH de 5,8 a
8,5 no afecto a la absorcién de Na* ni la translocacién de Na* hacia la parte
aérea en el maiz ni en T. dactyloides.

De manera similar a lo observado en maiz, resultados obtenidos
con plantas de arroz muestran que la alcalinidad no afecta los contenidos

de Na’ ni de K" en la parte aérea en plantas cultivadas con estrés salino
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bajo (< 30 mmol L™"). Sin embargo, con niveles mayores de estrés salino, el
incremento del contenido de Na* es mayor en las plantas cultivadas con pH
=~ 9 que en las cultivadas con pH = 5,6, mientras que los contenidos foliares
de K* se mantienen en el mismo nivel de los controles (Wang et al., 2011).

En cambio, en plantas de alfalfa cultivadas en soluciones con
distintas concentraciones de Na’, la alcalinidad (pH 9,80-10,11) induce un
incremento en la concentracién de Na* y una disminucién de la de K*, Ca*
y Mg®*, con respecto a las plantas cultivadas con igual concentracién de
Na"y pH neutro (7,01-7,05) (Li et al., 2010). Plantas de trigo cultivadas en
soluciones con niveles crecientes de salinidad muestran un incremento en
los contenidos de Na® de la parte aérea y de las raices, mientras que el
contenido de K' disminuye, y la magnitud de los cambios en ambos
cationes es mayor bajo estrés por alcalinidad (pHs 8,2 a 8,8), con respecto
a las plantas cultivadas con concentraciones iguales de sal pero pH neutro
(=6,5). En esta especie, el estrés salino no tiene impacto significativo sobre
los niveles de Ca** y Mg® libres, pero la alcalinidad causa un incremento de
los mismos.

Por otro lado, en trigo y arroz, la alcalinidad causa una disminucion
marcada de los niveles foliares de iones inorganicos tales como el NOz', CI
y el SO, y H,PO,, en comparacién con las plantas cultivadas con el mismo
nivel de salinidad pero pH neutro (Guo et al., 2010; Wang et al., 2011).

Yang et al. (2010), a partir de resultados obtenidos con plantas de
Chloris virgata, especie tolerante a la alcalinidad, sugieren que la
regulacibn metabodlica de los &cidos organicos en condiciones de
alcalinidad puede jugar un papel importante en el balance intracelular de
iones. Estos autores proponen que el mecanismo adaptativo por el cual
Chloris virgata tolera el estrés por alcalinidad es mediante la estimulacién
de la secrecion de &cidos organicos, especialmente los &cidos acético y
férmico. Este mecanismo es importante en la proteccion de las raices de

un dafio por pH causado por un estrés alcalino.
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En comparacion con otras especies, maiz y T. dactyloides
muestran poco efecto de la alcalinidad sobre los contenidos de Na*, K* y
Ca’, en presencia o no de estrés por salinidad. Elucidar los mecanismos de
respuesta, asi como determinar el nivel de variacion intraespecifica en la

tolerancia a la alcalinidad en estas especies, requiere mas estudio.

5. CONCLUSIONES

A partir de la obtencién y el estudio de generaciones avanzadas de
un hibrido F1 casi estéril (2n = 56) de maiz (2n = 20) x T. dactyloides (2n =

72) se observa que:

i. La fertilidad de los hibridos de maiz x T. dactyloides se restaura
parcialmente tras la eliminacion de la mayoria de los cromosomas

de T. dactyloides.

ii. Tanto el apareamiento entre cromosomas de maiz y T. dactyloides,
como los fenotipos de la progenie de los hibridos, los cuales
poseen caracteristicas de ambas especies aun en aquellos casos
en los que se han eliminado todos los cromosomas de T.
dactyloides, indican la posibilidad de recombinacion entre las

especies parentales

El estudio de los efectos de la salinidad (101 mM de NacCl), la
alcalinidad (pH = 8,5) y la combinacién de ambos factores (101 mM de
NaCl y pH = 8,5) sobre plantas jovenes de maiz (linea B73), T. dactyloides
y generaciones avanzadas (MT41 y MT51) de un hibrido entre ambas

especies aporta las siguientes evidencias:

iii. En todos los genotipos evaluados, la salinidad produce la
disminuciéon de la biomasa del vastago, el contenido relativo de

agua, el contenido de clorofila total y el de carotenoides, pero no

166



Vi.

Vii.

viii.

afecta significativamente el peso seco de la raiz, la pérdida relativa

de solutos foliares, ni la masa foliar especifica.

El maiz muestra los mayores pesos secos de la parte aérea y de la
raiz, asi como la menor pérdida relativa de solutos, en condiciones

de salinidad, con relacion al resto de los genotipos.

El nivel de tolerancia de los hibridos es similar a la del maiz y
mayor que la de T. dactyloides.

Hasta la aparicion de la sexta hoja, la salinidad no afecta el
filocrono del maiz ni de los hibridos.

La alcalinidad, en el maiz, y todos los tratamientos (alcalinidad,
salinidad y la combinacion de ambos), en T. dactyloides, inducen
un incremento del tiempo entre la siembra y la emergencia de la

guinta hoja, con respecto a los controles.

El maiz muestra mayor sensibilidad a la alcalinidad que a la
salinidad. En cambio, T. dactyloides es tan sensible a la salinidad
como a la alcalinidad. Ambas especies responden de manera

similar a la alcalinidad.

Aunque el maiz muestra una tolerancia a la salinidad mayor que T.
dactyloides, la mayoria de los parametros evaluados (contenido
relativo de agua, masa foliar especifica, porcentaje de pérdida de
electrolitos foliares, contenido de clorofila total) respondieron a la
salinidad de manera similar en ambas especies. Sin embargo, en
condiciones de estrés salino, las plantas de T. dactyloides muestran
parametros i6nicos mas favorables que las del maiz, i.e. un
contenido foliar de Na* 3,7 veces menor, asi como menor aborcion

y translocacién de Na* (=50 %) hacia la parte aérea.
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Xi.

Xii.

Xiii.

El maiz y los hibridos muestran contenidos foliares de Na* similares

en condiciones de estrés salino.

El incremento de pH de 5,8 a 8,5 no afecta los contenidos de K,
Na'y Ca®* de la parte aérea ni el contenido de K* de la raiz del maiz
ni de T. dactyloides, independientemente del nivel de NaCl en que
se hayan cultivado las plantas.

En maiz y T. dactyloides, el contenido de Na* de la raiz no se
modifica por un incremento del pH de 5,8 a 8,5 en las plantas
cultivadas con bajo nivel de NaCl pero aumenta un 24% en las

plantas de T. dactyloides cultivadas con alto nivel de NaCl.

El incremento de pH de 5,8 a 8,5 no afecta la absorcion de Na™ ni la
translocacion de Na® hacia la parte aérea en el maiz ni en T.

dactyloides.
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CONSIDERACIONES FINALES

La tolerancia a la salinidad es una caracteristica determinada por
numerosos genes (Dong et al., 2009, entre otros). Conocer en detalle los
diferentes mecanismos involucrados en la tolerancia a un estrés abi6tico
ha sido de utilidad para obtener genotipos tolerantes a dicho factor de
estrés mediante un plan de mejora genética, ya sea por métodos
tradicionales (Schubert, 2009) o biotecnolégicos (Cuartero et al., 2006), asi
como para implementar estrategias de manejo que incrementen la
producciéon en condiciones de estrés (Hu y Schmidhalter, 2005, entre
otros).

La capacidad de mantener un nivel foliar de Na" bajo y una mayor
eficiencia de los mecanismos que contribuyen a lograr esta caracteristica
se han relacionado frecuentemente con la tolerancia a la salinidad en el
maiz (Eker et al., 2006; Schubert et al., 2009, entre otros) y otros cereales
(para una revision ver Munns et al., 2006). Sin embargo, esta comparacion
suele ser valida para genotipos diferentes de una misma especie pero falla
cuando se comparan diferentes especies. Mas aun, especies 0 genotipos
diferentes muestran distintos grados de asociacion entre la tolerancia a la
salinidad y la capacidad de mantener un nivel foliar de Na" relativamente
bajo (Munns y Tester, 2008). Estos resultados sugieren que hay otros
mecanismos involucrados en la tolerancia a la salinidad. De hecho, a partir
de numerosos estudios sobre los mecanismos bioquimicos vy fisiolégicos
afectados por la salinidad y la comparacion entre las respuestas de
genotipos sensibles y tolerantes surge la evidencia de que, en varios
casos, al menos a nivel especifico, la tolerancia a salinidad esta
determinada por mecanismos diferentes. Esto queda menos claro a nivel
subespecifico, donde hay varios ejemplos que muestran que las
diferencias en la tolerancia entre diferentes genotipos de una misma

especie estan relacionadas con gradientes de algunos factores comunes.
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Solamente las respuestas relacionadas con el componente i6nico
especifico comprenden mecanismos que se expresan en diferentes tejidos
de la planta, desde las hojas hasta la raiz, y en la mayoria de los genotipos
la tolerancia se debe a una combinacién de los mismos mas que a la
actividad de un solo proceso. En distintas especies, la tolerancia a la
salinidad se ha relacionado con factores tales como la capacidad de
mantener una relacién Ca*/Na* relativamente elevada en la zona de
crecimiento foliar en maiz (Cramer, 1992); una baja absorcién de Na* y
baja translocacion de Na* hacia el tallo en maiz (Schubert et al., 2009); el
nivel de recirculacion de Na” en el floema y el destino del Na* recirculado
en Arabidopsis (Berthomieu et al.,, 2003) y Ricinus communis (Peuke,
2010); la capacidad de mantener un nivel de Na* foliar bajo, especialmente
en las hojas jévenes en trigo (Colmer et al.,, 1995); la capacidad de
mantener relaciones foliares K'/Na* y Ca**/Na’ relativamente altas en el
maiz (Cicek y Cakirlar, 2002; Cramer, 2002; Eker et al., 2006; Goudarzi y
Pakniyat, 2008) y otras especies (Tester y Davenpot, 2003; Colmer et al.,
2006; Shabala et al., 2005); y la capacidad de compartimentar el Na* hacia
la vacuola (revisado por Pardo et al., 2006). Otras respuestas que se han
observado comunmente asociadas con la tolerancia a la salinidad en los
cereales son el vigor de la planta, el ajuste osmdtico, la eficiencia
transpiratoria, una tasa de crecimiento inicial rapida, una floracion precoz
gue tienda a acortar el periodo de crecimiento y el incremento de la
eficiencia del uso del agua (revisado por Tester y Davenport, 2003; Colmer
et al., 2005).

En especies basicamente sensibles, el aumento de la tolerancia a
la salinidad depende de un numero de factores que pueden modificar
sustancialmente la respuesta de la planta en las distintas etapas tras la
imposicion del estrés. La combinacion de caracteristicas diferentes que
contribuyen a la tolerancia a la salinidad no se encuentra necesariamente

optimizada en el mismo genotipo, y es de esperar que asi ocurra en una
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especie gque carece de historia evolutiva en condiciones de salinidad (Yeo
y Flowers, 1983). Combinar esas caracteristicas en un genotipo es uno de
los caminos en la mejora de especies sensibles o moderadamente
sensibles a la salinidad, a partir del cual se han obtenido algunos
resultados positivos en maiz (De Costa et al 2007, Schubert et al. 2009),
trigo duro y otros cereales (revisado por Munns et al., 2006). En maiz, por
ejemplo, a partir del cruce entre una linea altamente excluidora de Na*
(Pioneer 3906) con una linea menos eficiente en este caracter, pero que
mostraba altas tasas de eflujo de Na* desde las raices (Schubert y Latchli,
1990), se obtuvo una linea con una capacidad de exclusion de Na*
mejorada con respecto a la linea Pioneer 3906. A su vez, el cruce de esta
linea altamente excluidora de Na* con lineas que tienen una capacidad de
ajuste osmotico mejorada, dio origen a hibridos que muestran un
incremento significativo del rendimiento en grano bajo condiciones salinas
(EC = 10 dSm™) (Schubert et al., 2009). Estos resultados muestran que un
mecanismo determinado que puede mejorar la respuesta de un genotipo a
un estrés, en este caso la salinidad por NaCl, puede provenir de una planta
gue no posee un mejor desempeno en su conjunto.

En este contexto, T. dactyloides posee caracteristicas que podrian
ser de utilidad para incorporar a un plan de mejoramiento de maiz, entre
las que cabe resaltar el bajo nivel foliar de Na*, relacionado con una baja
absorcion y translocacion de Na* hacia la parte aérea. La linea de maiz
B73, en condiciones similares de cultivo y de salinidad, mostré un
contenido foliar de Na* similar al del hibrido Pioneer 3906, considerado
como un genotipo fuertemente excluidor de Na*. Sin embargo, las plantas
de T. dactyloides sometidas a un estrés salino mostraron una aborcion y
translocacion de Na* de la raiz al tallo sensiblemente menores que los de
la linea B73, ambos pardmetros asociados con la tolerancia a la salinidad.
Como resultado, el nivel foliar de Na® de T. dactyloides fue

significativamente menor que el de la linea de maiz B73. Sin embargo, T.
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dactyloides mostré una mayor sensibilibad al NaCl que la linea B73 de
maiz, expresado como disminucién del peso seco aéreo con respecto al
control, lo cual sugiere una menor eficiencia en la compartimentacion
celular del Na* de T. dactyloides en comparaciéon con un genotipo de maiz
excluidor de Na'. Probablemente la combinacion de esos mecanismos
confiri6 la tolerancia a la salinidad observada en la F1 entre ambas
especies (Pesqueira et al., 2003, 2006). Mas aun, el hibrido F1 de maiz x
T. dactyloides exhibio tolerancia a la salinidad, y mostré pardmetros iénicos
aun mas favorables que T. dactyloides. Ademas, el buen desempefio de
los callos caulogénicos del hibrido F1 cultivados in vitro en presencia de
NaCl (Pesqueira et al., 2003) sugiere una compartimentaciéon eficiente de
Na® hacia la vacuola en este genotipo. Generaciones avanzadas del
hibrido F1 de maiz x T. dactyloides mostraron un nivel de tolerancia a la
salinidad mayor al de T. dactyloides y similar al del maiz.

Determinar la utilidad real de los hibridos entre maiz y T.
dactyloides como base de partida para obtener un hibrido estable tolerante
a la salinidad o para incrementar la tolerancia a la salinidad en el maiz
requiere mas investigacion. Por un lado, haria falta obtener un namero
mayor de combinaciones genéticas, mediante el cruce de distintos
genotipos de maiz y T. dactyloides, el rescate de embriones inmaduros y la
induccion de embriogénesis somatica. De esta forma, aumentaria la
posibilidad de obtener un hibrido estable fértil que muestre un mayor nivel
de tolerancia a la salinidad. Ademas, convendria conocer los mecanismos
gue confieren tolerancia a la salinidad en el hibrido F1 de maiz x T.
dactyloides para utilizar criterios adecuados de seleccién en un plan de
mejora dirigido al incremento de la tolerancia a la salinidad en estas
especies.

Tester y Davenport, en su revision de 2003, propusieron 4 puntos
principales para el control de transporte de Na® en especies

monocotiledéneas sin glandulas salinas: i) Selectividad de la absorcién de
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la raiz a nivel de las células de la corteza y la estela; ii) Carga del xilema
por las células parenquiméticas en las raices; iii) Remocion de la sal del
xilema en la parte superior de las raices, el tallo y las vainas foliares, por
las células parenquimaticas del xilema; iv) Carga del floema. El estudio de
la efectividad relativa de estos cuatro puntos de control del transporte de
Na* y de la capacidad de compartimentar el Na* hacia la vacuola de los
genotipos evaluados del hibrido F1 de maiz y T. dactyloides, u otros
diferentes, podria aportar datos valiosos para abordar un programa de
mejora genética. Por otro lado, conocer los mecanismos involucrados en
las respuestas a la salinidad y alcalinidad de genotipos con diferentes
niveles de tolerancia aportara informacién que puede contribuir a dilucidar
los mecanismos que afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas en
condiciones de estreés.

La posibilidad de incorporar caracteres favorables del maiz en T.
dactyloides a partir de cruces entre ambas especies es muy improbable,
dado que la mayoria de los cromosomas de T. dactyloides se pierden en
los primeros retrocruzamientos del hibrido. Como se mencioné antes, los
resultados obtenidos para T. dactyloides (bajo nivel foliar de Na* y alta
sensibilidad al Na*) sugieren una baja capacidad de compartimentacion de
Na“" a nivel celular. Por lo tanto, mejorar la eficiencia en la
compartimentacién de Na® hacia la vacuola, por ejemplo mediante la
sobreexpresion de algun gen de la familia AtNHX en tejido foliar por
transformacién genética, podria ser un enfoque valido para incrementar la
tolerancia de esta especie a la salinidad. Existen antecedentes sobre la
regeneracion de plantas de T. dactyloides por caulogénesis y
embriogénesis somatica (Furini y Jewell, 1991) y la transformacién
genética mediada por Agrobacterium, en la cual se observé la integracion
del gen delator GUS en el genoma y una transmision estable del transgen

en los transformantes primarios (Sairam et al., 2002).

173






CONCLUSIONES GENERALES
Los cruzamientos entre diferentes genotipos de maiz (2n = 20 6 40)
y T. dactyloides (2n = 72) y el rescate y cultivo de los embriones hibridos

inmaduros muestran que:

1. Los embriones hibridos de una longitud menor o igual a 1,25 mm
pueden originar callos caulogénicos en un medio de cultivo
suplementado con 4,6 umol L™ de 2,4-D. En este medio, los callos se
han mantenido por mas de 2 afios con capacidad de regenerar brotes,
a partir de los cuales se originan plantas en un medio libre de

reguladores de crecimiento.

2. Los embriones sembrados en un medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento muestran muy poco desarrollo radicular y las plantas no

sobreviviven el periodo de rustificacion ex vitro.

A partir de la obtencién y el estudio de generaciones avanzadas de
un hibrido F1 casi estéril (2n = 56) de maiz tetraploide (2n = 40) x T.

dactyloides (2n = 72) se observa:

3. La restauracion parcial de la fertilidad de los hibridos tras la eliminacién

de la mayoria de los cromosomas de T. dactyloides.

4. Evidencias de la posibilidad de recombinacion entre las especies
parentales, tales como el apareamiento entre los cromosomas de maiz
y T. dactyloides y el hecho de que aun aquellos hibridos que han
perdido todos los cromosomas de T. dactyloides muestran

caracteristicas fenotipicas de ambas especies progenitoras.

El estudio de los efectos de la salinidad (101 mM de NacCl), la
alcalinidad (pH = 8,5) y la combinacién de ambos factores (101 mM de
NaCl y pH = 8,5) sobre plantas jovenes de maiz (linea B73), T. dactyloides
y generaciones avanzadas (MT41 y MT51) de un hibrido entre ambas

especies, aporta las siguientes evidencias:
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10.

11.

12.

En todos los genotipos evaluados, la salinidad produce la disminucién
de la biomasa del véastago, del contenido relativo de agua, del
contenido de clorofila total y el de carotenoides, pero no afecta
significativamente el peso seco de la raiz, la pérdida relativa de solutos

foliares ni la masa foliar especifica.

En condiciones de salinidad, el maiz muestra los mayores pesos secos
de la parte aérea y de la raiz, asi como la menor pérdida relativa de
solutos, con relacion al resto de los genotipos.

Hasta la aparicion de la sexta hoja, la salinidad no afecta el filocrono

del maiz ni de los hibridos.

La alcalinidad y la combinacién de alcalinidad y salinidad en el maiz, y
todos los tratamientos (alcalinidad, salinidad y la combinacién de
ambos), en T. dactyloides, inducen un incremento del tiempo entre la

siembra y la emergencia de la quinta hoja, con respecto a los controles.

El incremento de pH no afecta los contenidos de K*, Na"y Ca?®" de la
parte aérea ni el contenido de K' de la raiz del maiz ni de T.
dactyloides, independientemente del nivel de NaCl en que se hayan

cultivado las plantas.

En maiz y T. dactyloides, el contenido de Na* de la raiz no se modifica
por el incremento del pH en las plantas cultivadas con bajo nivel de
NaCl pero aumenta un 24% en las plantas de T. dactyloides cultivadas

con alto nivel de NaCl.

El incremento del pH no afecta la absorcién de Na* ni la translocacion

de Na' hacia la parte aérea en el maiz ni en T. dactyloides.

El nivel de tolerancia a la salinidad de los hibridos es similar al del maiz

y mayor que el de T. dactyloides.
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13.

14.

El maiz muestra mayor sensibilidad a la alcalinidad que a la salinidad.
En cambio, T. dactyloides es tan sensible a la salinidad como a la
alcalinidad y ambas especies responden de manera similar a la
alcalinidad.

Aunqgue el maiz muestra una tolerancia a la salinidad mayor que T.
dactyloides, la mayoria de los parametros evaluados (contenido relativo
de agua, masa foliar especifica, porcentaje de pérdida de electrolitos
foliares, contenido de clorofila total) responden a la salinidad de
manera similar en ambas especies. Sin embargo, en condiciones de
estrés salino, las plantas de T. dactyloides muestran parametros
ibnicos mas favorables que las del maiz, i.e. un contenido foliar de Na*
3,7 veces menor, asi como menor aborcion y translocacién de Na* (=50
%) hacia la parte aérea. En cambio, en condiciones de salinidad, los

hibridos muestran contenidos foliares de Na* similares al maiz.
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