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RESUMEN

La salinizacion de los suelos disminuye la frontera agricola generando suelos de baja
productividad. Esta situacion justifica la busqueda de nuevas alternativas destinadas a ampliar la
superficie de siembra en condiciones edéaficas limitantes y/o incrementar la productividad de las
mismas. Una posible alternativa para mejorar la respuesta vegetal en condiciones de salinidad, se
basa en la aplicacion exdgena de concentraciones activas de acido abscisico (ABA), a fin de
mejorar la implantacion y productividad de los cultivos. En tal sentido, la utilizacion de ésta
hormona capaz de regular el crecimiento vegetal, destinada a mejorar el balance hidrico de la
planta en suelos con alto contenido de NaCl o Na,SO, se propone como un método apto para este
propésito. El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta del crecimiento y el estado hidrico de
plantulas de maiz tratadas exdgenamente con ABA sometidas a estrés salino en condiciones
controladas (cAmara de crecimiento) y semi-controladas (invernaculo) de cultivo hidropénico en
medio sélido. Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L) MASS 484 MG (hibrido simple
transgénico, MORGAN), de ciclo de crecimiento intermedio/precoz. Los tratamientos salinos
fueron NaCl, Na,SO, y su mezcla isosmotica, el medio nutritivo fue Hoagland 25%, y la
aplicacién de ABA se llevo a cabo con micropipeta desde V1 cada 72 horas en un experimento y
con un pulverizador manual desde V3 cada 72 horas en el otro. Los resultados obtenidos nos
permiten corroborar que la aplicacion exdgena de &cido abscisico en condiciones controladas,
permitio revertir en parte el estrés salino incrementando el peso fresco, peso seco, aéreo y radical, y
podria ser considerada como una alternativa tecnoldgica viable para aliviar al menos en parte, el

efecto téxico de la salinidad de los suelos.

Palabras Clave: Cultivos; salinidad; Hormona vegetal; Crecimiento vegetal.



SUMMARY

Soil salinization diminishes the agricultural frontier generating low productive areas. This
situation justifies the search for new alternatives to enlarge the cultivated surface under restrictive
conditions and to increase their productivity. A possible alternative to improve plant responses
under salinity conditions is based on the exogenous application of active concentrations of acid
abscisico (ABA), in order to improve implantation and productivity of farmings. In this sense, the
use of this capable hormone to regulate the vegetal growth, destined to improve the hydric balance
of the plant at grounds with tall contents of NaCl or Na2S04 sets for himself as an apt method for
the purpose. The objective of this work was to evalute the growth response and the hydric state of
corn seedlings processed exogenously with ABA submitted to saline stress in conditions controlled
(camera of growth) and semi-controlled conditions (greenhouse) of farming hidropénico in half a
solid. Themselves used corn seeds (Zea mays L) MASS 484 MG (simple hybrid, MORGAN), of
cycle of intermediate growth/early. The saline treatments were NaCl, Na2So4 and their isoosmétic
mixture, the nutritive medium was Hoagland 25 %, and the application of ABA was carried out
with a micropipette from V1 every 72 hours in an experiment and from V3 every 72 hours with a
manual spray on the foliage in the other. The obtained results allow us to corroborate that the
exogenous application of acid abscisico under controlled conditions, permitted in part revert the
saline stress increasing the fresh weight, dry weight, aerial and radical, and it can be considered as

a viable technological alternative to alleviate at least partly, the toxic effect of soil salinity.

Key words: Crops; Salinity; Vegetal hormone; Growth vegetal.
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FUNDAMENTACION

A medida que la poblacion mundial se incrementa, se torna necesario encontrar
nuevos modos de mejorar la productividad agricola y el aprovechamiento de los recursos
disponibles. Una manera de lograrlo se basa en desarrollo de cultivos tolerantes a
diferentes tipos de estrés abidtico como sequia, inundacion, altas y bajas temperaturas,
radiacion excesiva, congelamiento y salinidad, etc. con el fin de que las tierras
desaprovechadas por tales condiciones puedan ser convertidas en cultivables (Sosa et al.,
2005). Con los métodos tradicionales de mejoramiento vegetal, lograr esta meta se torna
laborioso, extenso y dependiente de la variabilidad genética existente para la especie.
Actualmente, la ingenieria genética puede ser utilizada como un medio relativamente
rapido y preciso para conseguir esta meta pero esta metodologia es de alto costo y
requiere una alta tecnificacion. La generacion de nuevas estrategias destinadas a mejorar
la implantacién de cultivos de gran interés econémico como el maiz (Zea mays L.) y otras
especies de alta produccion nacional, asi como la obtencion de alternativas destinadas a
incrementar su productividad y rendimiento, aln en condiciones edéaficas limitantes
(salinidad y déficit hidrico), representa una importante area de investigacion y una
variante tecnol6gica para el sector agricola de la region centro del pais,
fundamentalmente de las provincias de Cérdoba o Santa Fe, en las que la salinizacion de
los suelos disminuye de manera progresiva la frontera agricola y ganadera generando sélo
suelos de baja productividad. El condicionamiento que impone la salinizacion en esta
region geografica (Cantero et al., 1996), justifica la busqueda de nuevas alternativas de
bajo costo destinadas a ampliar la superficie de siembra, atin en condiciones edafoldgicas
subdptimas y/o a incrementar la productividad de las mismas. En tal sentido, una
alternativa de bajo costo podria considerar la adicién de reguladores de crecimiento
vegetal destinados a mejorar el balance hidrico de la planta, asi como su crecimiento y
productividad en suelos con alto contenido de NaCl o Na,SO,. En el caso de ciertas
gramineas y particularmente trigo (Triticum aestivum L.), el estrés hidrico en post-antésis
afecta el nimero de granos por espiga y en especial el peso de granos, causando una
reduccion en todos los componentes del rendimiento (por ej. en el patrén proteico de los
granos y consecuentemente su calidad productiva). Resultados recientes obtenidos
mediante aplicaciones exdgenas de &cido abscisico (ABA) en cultivos extensivos, indican
gue la hormona pudo regular el crecimiento de la especie, moderando los efectos del
estrés hidrico, favoreciendo el transporte y particion de fotoasimilados para el llenado de
grano y en consecuencia aumentando el peso del grano y el rendimiento a cosecha

(Travaglia et al., 2007). Si bien es conocido que esta hormona desempefia también un



importante papel en la proteccion de las plantas bajo estrés salino, no existen
antecedentes en relacion al efecto que aplicaciones exdgenas de acido abscisisco (ABA),
podrian ocasionar en el establecimiento y productividad de plantas de maiz (Zea mays L.)
bajo salinidad. La integracion del conocimiento obtenido de este trabajo, permitira, no
solo un avance parcial en la comprension de la fisiologia de la interaccion planta-
fitohormona-salinidad, sino que ademas podria considerar una potencial implementacion

en practicas extensivas para el tratamiento de cultivos en condiciones restrictivas.

ANTECEDENTES GENERALES

Origen e Historia del cultivo

Esta especie pertenece a la familia de las gramineas (Poaceas), es una de las
especies domesticadas de mayor antigliedad en el continente americano. Su origen se
estima en unos, 6000-7000 afios AC. Fue la base de la alimentacion de las antiguas
civilizaciones americanas, tal como Mayas, Aztecas e Incas. Los colonizadores tuvieron
contacto con el Maiz en 1492 con la llegada de Coldn. Los indigenas hicieron la seleccion
para los diferentes ambientes debido a que esta especie no se distribuye por si misma (la
espiga cae y muere por competencia), fueron los aborigenes los encargados de mantener
su evolucion. Durante este tiempo se obtuvieron variedades de maices amilaceos dulces,
reventones, duros, y dentados. Es una de las bases de la alimentacion mundial junto con
el trigo y el arroz y sus principales paises productores son: EE.UU., China, Brasil,
Meéxico, Francia, Republica Argentina con una produccion total mundial de alrededor de
600-750 millones de toneladas por afio (Monografias, 2005); (Qfb, 2005).

El cultivo de maiz en nuestro pais

Se siembra fundamentalmente en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe,
Cordoba, Entre Rios, La Pampa y San Luis, de acuerdo a las diferentes caracteristicas
agro climéticas. La superficie sembrada en la campafia 2007/2008 fue de 3.167.200 has,
representando un 18-20% de la superficie total sembrada y generando una produccion
aproximada de 20 millones de toneladas.afio™; en la Gltima campafia (2008/2009), la
superficie disminuy6 a 2.3 millones de hectareas con una produccion de 12.5-13 millones
de toneladas debido a efectos climéticos. La posicion de nuestro pais en el mercado tiene
una importante relevancia porque es el segundo exportador y el sexto productor mundial
de maiz. El cultivo de maiz estd muy influenciado por el régimen térmico e hidrico
siendo el ultimo el de mayor importancia en el desarrollo del cultivo y en la
determinacion del rendimiento y productividad. Desde el punto de vista de su plasticidad,

se adecua a un amplio rango de tipos de suelo aunque los mejores resultados se obtienen


http://www.qfb.umich.mx/origmaiz.html

en aquellos con mayor fertilidad y capacidad de retencion de agua. (Bolsa de comercio de
Rosario, 2009); (Sagpya, 2009).

Caracteristicas morfofisiologicas

El Maiz (Zea mays L.) Zea mays es una planta monoica; sus inflorescencias
masculinas y femeninas se encuentran en la misma planta. Las masculinas en una panoja
apical y las femeninas en espigas axilares protegidas por bracteas foliaceas. Si bien la
planta es anual, su rapido crecimiento le permite alcanzar hasta los 2,5 m de altura, con
un tallo erguido, rigido y s6lido.

Las hojas toman una forma alargada intimamente arrollada al tallo, del cual nacen
las espigas o mazorcas. Cada mazorca consiste en un tronco que esta cubierta por filas de
granos, la parte comestible de la planta, cuyo nimero puede variar entre ocho y treinta.
Por su gran masa de raices superficiales, es susceptible a sequias, intolerancia a suelos
deficientes en nutrientes, y a caidas por severos vientos.

Requiere climas tropicales, subtropicales y templados, se cultiva en altitudes hasta
4.000 msnm. En cuanto a la variacion de pH el éptimo se encuentra entre 6 - 7.5 y desde
el punto de vista nutricional, los nutrientes que requiere por tonelada de grano son: 25 Kg.
de Nitrogeno, 4 Kg. de Fésforo, 19 de Potasio, 6 Kg. de Magnesio y 3 Kg. de Azufre. Se
han conseguido rendimientos potenciales de 20.000 Kg/Ha. (Wikipedia, 2009).
(Fertilizando, 2009)

La salinidad de los suelos y el rol del acido abscisico (ABA) en la respuesta vegetal al
estrés salino e hidrico.

La salinidad de los suelos representa la mayor causa de estrés abidtico en plantas
cultivables en el mundo. En la actualidad, cerca del 20 % de las tierras cultivables y casi
la mitad de las tierras irrigadas en todo el planeta estan afectadas por salinidad (Rhoades
et al., 1992). Una estrategia para mejorar y expandir las fronteras agricolas y re-utilizar
los recursos disponibles se focaliza en la obtencion de cultivos tolerantes a salinidad o
déficit hidrico con el objeto de introducirlos en las tierras desfavorables 6 no utilizadas.
En las zonas afectadas por salinidad, la principal solucion ha sido la sustitucion de
cultivos sensibles por otros méas tolerantes. Las técnicas de lavado de suelos han reducido
el problema en algunos paises, pero los costos de esta tecnologia no estan siempre al
alcance de otros, por lo que se ha recurrido al empleo de cultivos con mayor tolerancia,
como remolacha azucarera, cebada, algoddn, etc., para reemplazar cultivos tradicionales
(Shannon, 1997). Sin embargo, esta opcion puede no tener interés por problemas de

mercado, particularidades climéticas o necesidades nutricionales de la poblacién, por lo
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que resulta mas importante disponer de variedades tolerantes en los principales cultivos
(arroz, trigo, soja, etc.).

En la region agricola central, principalmente en las provincias de Cérdoba y Santa
Fe, los suelos salinizados disminuyen la productividad y disponibilidad de los mismos
para su explotacién. De esta manera, la busqueda de poblaciones vegetales mas
tolerantes, asi como la comprension de la base fisioldgica de su respuesta a la salinidad,
se considera como un tema prioritario de estudio. Desde el punto de vista fisioldgico, la
salinidad determina dos tipos de estrés en los tejidos vegetales: un estrés hidrico
ocasionado por el aumento relativo de la concentracion de solutos y la consecuente
disminucidn en la disponibilidad de agua en el suelo y un estrés idnico que resulta de la
modificacion en la relacion de K+/Na+ y en las concentraciones de Na+ y Cl- que son
perjudiciales para la planta. Shannon y Grieve (1999) afirman que el factor osmético de la
salinidad es responsable de reducir la tasa de crecimiento (principalmente en los estadios
de germinacion y crecimiento de plantula) y de modificar la arquitectura vegetal
(proporcion raiz/tallo). El efecto idnico se manifiesta generalmente como dafio
generalizado en los meristemas y hojas jovenes, o como sintomas tipicos de desordenes
nutricionales. Segin Gadallah, (1996), ademéas de la reduccion del crecimiento, se
producen efectos antagonicos o sinérgicos en la absorcion de iones que son de interés
particular y que estan en elevada concentracion en la solucidn externa (por ej. Na+ Cl- o
Ca+2) que son incorporados a gran velocidad y se acumulan en el tejido, inhibiendo la
incorporacién de otros iones por la raiz (por ej. K+). Resulta evidente que la exposicion
de un organismo a estrés, trae aparejadas importantes modificaciones fisioldgicas, que
afectan el normal crecimiento y desarrollo del individuo. La estrategia de las plantas para
tolerar esta condicion, estd direccionada a la activacion de multiples vias metabolicas,
tendientes a:(1) facilitar la retencion y/o adquisicion de agua, (2) proteger la
funcionalidad de las células, (3) modificar la estrategia de crecimiento y (4) mantener la
homeostasis en general. Frente al estrés salino se observa el aumento de suculencia
(Ashraf, 1993; Leidi y Saiz, 1994; Reimann y Breckle, 1995), que seria una adaptacion
desarrollada para evitar la pérdida de agua, asi como el mantenimiento de la actividad
fotosintética (Fischer y Turner, 1978; Longstreth y Nobel, 1979).

Estos mecanismos de adaptacion se reflejan macroscopicamente como un menor
crecimiento, modificacion de la relacion parte aérea/raiz, limitacion de la expansion
foliar, y son consecuencia de cambios bioquimicos (sintesis de acido abscisico y solutos
osmoprotectores) y fisioldgicos (alteracion de la permeabilidad de las membranas a los
iones y al agua, cierre estomatico, disminucion de transpiracién y fotosintesis, etc.). Esta
respuesta adaptativa estd gobernada por sefiales moleculares que regulan la relacién con

el medio externo (por ejemplo, cambios en la actividad de canales y transportadores de



membranas) y por la activacion y transcripcion de genes entre cuyos efectos esté la
modificacion de rutas biosintéticas que resultan en ajuste osmético y la proteccion de las
estructuras celulares (Leidi y Pardo, 2002). Una célula vegetal expuesta a un medio salino
equilibra su potencial hidrico perdiendo agua, lo que produce la disminucion del potencial
osmoético y de turgencia. Esta situacion genera sefiales quimicas (aumento del Ca2+ libre
intracelular, sintesis de ABA, etc.) que desencadenan posteriores respuestas adaptativas
(Hasegawa et al., 2000). Durante el proceso de ajuste se produce la acumulacion de
solutos organicos e inorganicos que reducen el potencial osmético celular (Wyn Jones y
Gorham, 1983b), y la reduccién en la conductividad hidraulica de las membranas,
posiblemente por disminucién del nimero o apertura de los canales de agua (acuaporinas)
(Carvajal et al., 1999).

El estrés aumenta el acido abscisico (ABA) enddgeno y resulta generalmente en
una inhibicion del crecimiento con sentido positivo para la planta ya que la mayoria de
sus efectos fisioldgicos implican mecanismos de proteccion. EI ABA, es la molécula
clave de esta respuesta y quizas el compuesto quimico de mayor importancia y jerarquia
dentro de los mecanismos de respuesta al estrés hidrico o salino. Desde el punto de vista
estructural, podemos decir que es un sesquiterpeno de 15 &omos de carbonos,
parcialmente producido a partir del &cido meval6nico, tanto en cloroplastos como en otros
plastidos. Otros autores proponen una ruta biosintética a partir de la degradacion de
carotenoides de 40 atomos de carbonos. Desde el punto de vista funcional, esta molécula
desencadena el estado de alerta en tejidos vegetales, como una sefial quimica al estrés y
comanda la respuesta de la planta a tal condiciéon (Bray E.A., 2002). La raiz, como
principal 6rgano de absorcion de agua e iones, tiene gran importancia en la respuesta a
corto y largo plazo al estrés salino. En este 6rgano se sintetiza acido abscisico (ABA), una
de las sefiales tempranas de estrés capaz de producir cambios fisioldgicos locales
(conductividad hidraulica) y a distancia (cierre estomatico), tal como ha sido considerado
previamente por Hartung et al. (2002).

El ABA cumple una importante funcion como regulador del cierre de los estomas
en hojas de diferentes especies ante condiciones de estrés hidrico. (Hartung y Davies,
1991). La aplicacion exdgena de ABA en la mayoria de las especies cultivables aumenta
la eficiencia del uso del agua (Rademacher et al.1989) y como el crecimiento vegetal es
un fendbmeno cuantitativo de aumento de volumen y acumulacion de materia seca que
ocurre por efecto directo de un estado de turgencia hidrica, entonces al reducir las
perdidas por transpiracién y mejorar el estado hidrico se permitira un mayor crecimiento
y acumulacion de materia seca en condiciones de estrés. En tal sentido, De Costa et al.
(2007) evaluaron los mecanismos de tolerancia a salinidad por NaCl en hibridos de maiz

Pioneer 3906 y en los recientemente desarrollados SR03, SR12 y SR13 y probaron que en



tales condiciones se incrementaban los niveles de ABA y que esta molécula jugaba un rol
central en el mecanismo de promocion del crecimiento de hojas, como parte de una
respuesta relacionada con el ajuste osmético de la especie. Similares resultados fueron
descriptos por Liu et al. (2005) y Jimenez-Bremont, et al. (2007) en los que se comprobo
que la aplicacion exdgena de ABA determinaba un aumento en la biosintesis de
poliaminas y que tal incremento tenia una relacion directa con una mayor tolerancia a
salinidad en plantulas de maiz. Por otro lado, se ha sugerido que la tolerancia a salinidad,
mediada por la produccion y acumulacion de ABA en plantulas de maiz, seria
consecuencia de una regulacion corriente arriba en la que participaria el éxido nitrico
como molécula efectora (Cheng et al. 2006).

La elevada concentracion de sales restringe el crecimiento en muchas regiones
templadas (Greenway y Munns, 1980). Cuando la situacion ambiental se modifica
incrementando el gradiente de presidon de vapor entre la hoja y la atmdsfera, la planta
necesita reducir las pérdidas por transpiracion para regular el estado hidrico y sostener un
ritmo adecuado de crecimiento y acumulacién de materia seca en condiciones de estrés.
En yerba mate, la aplicacion foliar de ABA promovié el crecimiento al aliviar la
condicidn de estrés hidrico diurno (Sansberro et al., 2004). En cereales, el ABA exdgeno
aceler6 el transporte de asimilados favoreciendo el crecimiento del grano (Xie et al.,
2003). Por otro lado, en sistemas naturales, el grado de salinizacion y el tipo de sales
presentes varia en los diferentes tipos de suelo y con la fuente de provision de agua de los
mismos. En la mayoria de los casos, los principales cationes presentes en la solucion son
Na', Ca**y Mg"*, mientras que los principales aniones son CI', SO, y COsH" . En base a
esto, Grattan y Grieve (1999) manifiestan que resulta sorprendente que la mayoria de los
estudios sobre salinidad se lleven a cabo considerando al CINa como el Unico agente
salinizante, limitando la posibilidad de extrapolacién de resultados a condiciones reales
de campo. En los suelos salinizados del sur de Cérdoba, las sales predominantes son
CINa y SO4Na;, (Cisneros et al., 1997). Segin Egan y Ungar (1998), muy pocos estudios
enfocan los efectos del SO,Na, en el crecimiento vegetal, a pesar de ser de interés
creciente la comparacion de los mismos con los del CINa. En base a estos antecedentes, la

hipotesis y objetivos generales y especificos de este trabajo sostienen que:

Hipdtesis

La aplicacion exdgena de ABA a plantulas de maiz (Zea mays L.) germinadas en
sistemas de suelos salinizados con NaCl o Na,SO, en concentraciones equivalentes a las
establecidas en suelos salinos del sur de la provincia de Cordoba y Santa Fe, determinara
mayor eficiencia del uso del agua, crecimiento y acumulacién de materia seca, en

comparacion con las plantulas no tratadas con este regulador.



Objetivo general

1. Evaluar la respuesta de crecimiento y el estado hidrico de plantulas de
maiz (Zea mays L.) tratadas exdgenamente con concentraciones fisiolégicamente
activas de ABA y sometidas a condiciones de cultivo controladas (camara de

crecimiento) y semi-controlados (invernaculo) en sistema hidroponico, bajo estrés salino.

Objetivos especificos

1. Evaluar la germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.) en condiciones
de cultivo recomendadas para la especie por los organismos de control o modificadas por
la adicién de concentraciones equivalentes de NaCl y Na,SO; 0 su combinatoria
isosmotica.

2. Evaluar el peso fresco y seco aéreo y radical en plantulas de maiz, tratadas
exdgenamente con 1 pg/planta &cido abscisico y cultivadas en camara de crecimiento, en
sistemas hidropénicos suplementados con 100 mM de NaCl, concentraciones
equivalentes de Na,SO,4 0 la mezcla isosmética de ambas sales.

3. Evaluar el peso fresco y peso seco aéreo y radical de plantulas de maiz
(Zea mays L.) y la velocidad de crecimiento (cm/d) de las semillas y plantulas de
maiz tratadas exégenamente con 250 mg/l de una mezcla racémica de ABA y cultivadas
en invernaculo en sistemas hidroponicos suplementados con concentraciones

equivalentes de 150 mM de NaCl y SO,Na; o0 su mezcla isosméticos.



Materiales y métodos

Material Vegetal

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L.) Morgan, hibrido simple transgénico
MASS 484 MG, correspondiente a un ciclo de crecimiento intermedio/precoz, sin
considerar la longitud del ciclo hasta floracion. Antes del comienzo del ensayo se evalud
su energia y poder germinativo de acuerdo a normas de la International Seed Test

Asociation (ISTA). No se conocen referencias en relacion a su tolerancia a salinidad.

Condiciones generales del ensayo de germinacién en camara

Para el desarrollo del experimento se utilizaron cajas de petri de 10 cm de didmetro
con papel de filtro como soporte impregnado con 10 ml de H,O como control o
soluciones - 0,2; -0,3; -0,4 y -0,6 MPa de NaCl; Na,SO,4 0 la mezcla isosmética de ambas
sales, de acuerdo al tratamiento. La preparacion de cada sal y su equivalencia en

concentracién de iones se detalla a continuacion en las Tablas 1y 2:

Tabla I: Preparacion de soluciones entre 0,05 y 0,15 M de NaCl, a partir de una solucion

1My su equivalencia en términos e potencial osmético, de acuerdo a Sosa et al., (2005).

H,0
SOLUCION
MOLARIDAD POTENCIAL destilada
NaCl OSMOTICO 1 MNaCl (mi)
(ml)
0,05 0,1 MPa 45 85,5
0,075 0,3 MPa 6,72 83,25
0.1 0,4 MPa 9 81
0,15 0,6 MPa 135 775

Tabla 11: Preparacion de soluciones entre 0,05 y 0,15 M de Na,SO,, a partir de una

solucion 1M y su equivalencia en términos e potencial osmético, de acuerdo a Sosa et al.,

(2005).
MOLARIDAD POTENCIAL SOLUCION H,O destilada
Na,SO, OSMOTICO 1 M Na,SO,4 (ml) (ml)
0,044 -0,1 MPa 4 86
0,066 -0,3 MPa 6 84
0,088 -0,4 MPa 8 82
0,132 -0,6 MPa 12 78




La experiencia se desarroll6 con un disefio aleatorio de dos réplicas por tratamiento (n=10)
y en cada cépsula se colocaron 10 semillas de maiz (Zea mays L.). Las placas con las
semillas fueron colocadas en una cdmara de germinacion mantenida a 25 °C y condiciones
de oscuridad hasta la finalizacion del ensayo. El parametro determinado en todos los casos
fue el nimero de semillas germinadas por réplica, considerando como tales a aquellas que
presentaban méas de 0.5cm de longitud en la radicula. Los intervalos de evaluacion fueron
establecidos cada 24 horas hasta el momento de la evaluacion de la energia germinativa (4
dias), de acuerdo a normas ISTA (Internacional Seed Test Asossiation), mas una
evaluacion final a los 7 dias considerado el tiempo de evaluacién de poder germinativo,
para la misma especie. En ambos casos se consideré el porcentaje expresado como el

namero de semillas germinadas sobre el total de semillas existentes en la placa.

Condiciones generales del ensayo de crecimiento temprano en camara de cultivo.

La experiencia se llevd a cabo con un disefio aleatorio, de tres réplicas por
tratamiento (n=10) y los datos fueron analizados por ANOVA vy test de Tuckey a
posteriori con p<0.05. Para ello, 300 semillas fueron sembradas en bandejas plasticas
conteniendo arena estéril y agua destilada (60 % de capacidad de campo). Las semillas
fueron cultivadas en camara de germinacién con un fotoperiodo de 16 horas de luz a 30°
C y 8 horas de oscuridad a 25° C con 80 % de HR durante 72 horas. Transcurrido este
periodo, se seleccionaron los individuos con crecimiento y caracteristicas morfolégicas
uniformes y se implantaron en un sistema de bandejas plasticas con receptaculos
individuales de 100 ml de capacidad, conteniendo vermiculita estéril como Unico sustrato
y solucién nutritiva de Hoagland 25 % modificada (Hoagland y Arnon, 1950)
suministrada por riego capilar. Las plantulas fueron cultivadas por 12 dias en las
condiciones ambientales descriptas anteriormente, de acuerdo a los siguientes
tratamientos (Foto 1):
1-Pléntulas control.
2-Pléantulas tratadas con 100 mM de NaCl.
3-Plantulas tratadas con 100 mM de Na,SO,
4-Plantulas tratadas con 100 mM de NaCl y Na,SO,.
5-Plantulas tratadas con 1 pg/planta de ABA
6-Plantulas tratadas con 1 pg/planta de ABAen 100 mM de NaCl.
7-Plantulas tratadas con 1 pg/planta de ABA en 100 mM de Na,SO,.
8-Plantulas tratadas con 1 pg/planta de ABA en 100 mM de NaCl y Na,SO,,

La salinizacion y aplicacion exdgena de acido abscisico (ABA) comenz6 luego de 96
horas desde la siembra. Para ello, la soluciéon nutritiva de Hoagland (25 %) fue

modificada por la adicién de 100 mM de NaCl (-0,4 MPa); una concentracién equivalente



de Na,SO, o la mezcla isosmotica de ambas sales. Se utilizo esta concentracion, debido a
que en general, se considera que la tolerancia de la especies glicéfitas oscila entre los 50 y
150 mM de NaCl, si bien en casos excepcionales de algunos cultivares de alfalfa puede
Ilegar a casi 400 mM (Munns, R., 2005). Por su parte, el ABA exdgeno se aplico a partir
de V1 (Rithchie-Hanway, 1997) cada 72 horas, con micropipeta y a una dosis constante
de 1 pg/planta. Al finalizar la experiencia, fueron evaluados los siguientes parametros de
crecimiento: (a) peso (fresco y seco) aéreo y radical (b). Para determinar el peso se utilizé
una balanza analitica (Precision 0,0001g). EI material se sec6 en estufa a 37 °C durante 4

dias.

Foto 1: Modelo del experimento en cAmara de crecimiento (condiciones controladas).
Condiciones generales del ensayo de crecimiento en invernaculo

La experiencia fue desarrollada en el invernaculo de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto, que se encuentra emplazada sobre la Ruta Nacional n°® 36 Km. 601, Rio
Cuarto, Cordoba (33° 07’ Latitud Sur, 64° 14’Longitud Oeste, 421 m.s.n.m.) durante la
campafia 2005-2006. El ensayo se llevo a cabo con un disefio experimental “anidado” que
consistio en 8 tratamientos con tres repeticiones cada uno. Cada repeticion (maceta) de
cada tratamiento (3 macetas) contuvo 5 semillas que fueron colocadas en macetas
plasticas flexibles de 20 cm de didmetro x 20 cm de longitud, conteniendo como soporte
inerte una mezcla de perlitazarena (2:1) estéril segin Somasegaran et al. (1994),
regdndose con agua hasta emergencia de la plantula. A partir de este momento, cada
maceta recibid por capilaridad solucién nutritiva de Hoagland 25% que se renové cada 7
dias hasta la finalizacién del ensayo. Las variantes para cada tratamiento se resumen a
continuacion (Foto 2):
1-Plantulas control
2- Plantulas tratadas con 150 mM de NaCl.
3- Plantulas tratadas con 150 mM de Na,SO,.
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4- Plantulas tratadas con 150 mM de NaCl y Na,SO,.

5- Plantulas tratadas con 250 mg/l de ABA.

6-Plantulas tratadas con 250 mg/l de ABA en 150 mM de NaCl.

7-Pléantulas tratadas con 250 mg/l de ABA en 150 mM de Na,SO,.

8-Plantulas tratadas con 250 mg/l de ABA en 150 mM de NaCl y Na,SO,.

La salinizacion comenzé a los 15 dias posteriores a la siembra, mediante pulsos de 50
mM de la sal correspondiente, cada 7 dias hasta alcanzar una concentracién final de 150
mM. Se decidid trabajar con una concentracion final de sal mayor, en base a que los
resultados obtenidos en los ensayos en cdmara mostraron una buena tolerancia de la
especie. EI ABA exdgeno se adiciond a partir de V3 cada 72 horas hasta finalizar el
ensayo, por aspersion foliar a una dosis constante de 250 mg/l. El experimento se
desarrolld en el inverndculo de la Céatedra de Fisiologia Vegetal de la UNRC en
condiciones semi-controladas de temperatura y bajo luz natural (Febrero-Abril 2006). La
experiencia completa finaliz6 cuando las plantas alcanzaron el estado fenol6gico
correspondiente a V6-V7 segun la escala de desarrollo de Rithchie-Hanway (1997),
evaludndose los siguientes parametros de crecimiento: (a) numero de plantulas
establecidas, (b) peso seco y peso fresco aéreo y radical. Cada experiencia se llevo a cabo
con un disefio aleatorio, de tres réplicas por tratamiento. Para determinar el peso se utiliz6
una balanza analitica (Precision 1g). El material se seco en estufa a 37 °C durante 4 dias.
Los datos obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) seguido
por un test de Tukey a posteriori con p<0.05, en el software para disefio estadistico,
Prism 4.0 para Windows.

Foto 2: Modelo del experimento en invernaculo (condiciones semi-controladas).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de germinacion en cAmara
El Cuadro 1 muestra la germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.) de acuerdo a
normas recomendadas por la International Seed Test Associattion (ISTA)

Cuadro I: Porcentaje (%) de semillas germinadas en placas de Petri embebidas con volimenes
constantes de agua (control), soluciones de NaCl, Na,SO, 0 la mezcla isosmdtica de ambas sales, de
acuerdo al tratamiento (Hibrido MASS 484 MG, 2007, Rio Cuarto).

MPade MaCl+
C MPade MaCl MPa de NapS0y Mays0y

Lectura | T | 0 |-0,2|-02|-04|-06]|-02|-03|-04|-06]|-02|-03|-04]|006

1 24 0 0 0 1] 0 0 0 0 0 1] 0 0 1]
2 48 90 | 60 | 65 | 35 | 20 | 60 | 55 | 50 0 65 | 35 | 25 | 50
3 72 95 | 95 |95 | 90 | 85 | 85 | B0 | 7O | 60 | 100 | 85 | 90 ( 80

4EG Q6% | 95 | 95 | 95 | 95 | B5 | 95 (85 | TS5 | 75 | 100 | 95 | 95 | 85
5PG (168* | 100 | 100 (100 | 100 | 100 ( 95 | 90 | 95 | 95 | 100 | 95 | 100 | 100

C: Tratamiento control
T: Tiempo de evaluacion desde tiempo 0 (comienzo del ensayo)
(*) Evaluacion de la Energia Germinativa (EG) a los 4 dias.

(**) Evaluacion del Poder Germinativo (PG) a los 7 dias.

Como se observa en el Cuadro I, el tratamiento testigo o control muestra el ritmo normal
de germinacion de semillas en ausencia de un agente estresante como las sales. En tales
condiciones, se obtuvo el maximo valor de germinacion (100%), luego de 168 horas de
incubacion (PG), mientras que a las 48 horas de iniciado el proceso se determiné un valor
de 90% ampliamente superior a cualquiera de los tratamientos salinizados. A nivel de la
Energia Germinativa (EG), determinada a los 4 dias, el tratamiento que mayor inhibicion
causd fue el que contenia las semillas tratadas con Na,SO, en menor proporcion las
tratadas con NaCl, mientras que la mezcla isosmética de sales, fué la que menos afecto éste
parametro con respecto a los demas tratamientos salinos. En tal sentido, podemos
mencionar que el tratamiento de semillas con cualquiera de las sales o su mezcla
isosmotica con diferentes potenciales osmoticos, determind de manera general un retraso
de la expresion normal de la germinacion, afectando principalmente, la velocidad de
germinacion. Al respecto, Shannon (1997), menciona que en presencia de sales, la

germinacion y el crecimiento temprano se verian principalmente inhibidos por el
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componente osmotico de la sal; sin embargo, cada semilla tuvo un comportamiento
diferencial en funcion de la concentracién y del tipo de soluto adicionado. Asi, los efectos
mas inhibitorios fueron comprobados en aquellas semillas tratadas con las soluciones
monosalinas y de menor potencial osmoético (\,) de -0.6 MPa. En condiciones de salinidad,
solo se pudo obtener el méximo valor de germinacion en aquellas semillas tratadas con
cualquier solucion de NaCl. En el caso, del tratamiento de la mezcla isosmética se obtuvo
el 100% de germinaciéon en las soluciones de -0.2, -0.4 y -0.6 MPa. Tal resultado
determinaria una fuerte inhibicidn generada por el Na,SQO,, lo que no podria ser atribuido al
componente osmotico de la sal ya que las soluciones isosmoticas de NaCl no mostraron el
mismo comportamiento. Adicionalmente, en las semillas tratadas con soluciones de -0.6
MPa de Na,SO, la germinacion fue completamente inhibida (0) incluso luego de pasadas
las 48 horas de iniciado el proceso. En el caso particular de la mezcla isosmotica de sales,
se determin6 una velocidad de germinacion similar al tratamiento control, para un v, de -
0.2 MPa, alcanzando el 100% de la germinacion a partir de las 72 h, mientras que el control

alcanzé un valor méximo a los 7 dias (final).
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g
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Figura I: Comportamiento germinativo ajustado a un crecimiento exponencial (r>>0.95) de semillas
de maiz germinadas en placas de Petri, en 4 tratamientos: agua (negro), soluciones de NaCl (rojo),
Na,SO, (azul) o la mezcla isosmotica de ambas sales (verde), en diferentes potenciales osmoticos (-

0.2 Mpa; -0.3 Mpa; -0.4 Mpa; -0.6 Mpa) como se describe en materiales y métodos.
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Cuando los valores se ajustaron a un modelo exponencial de crecimiento, como
muestran la Figura 1, las semillas sometidas a salinidad mostraron una cinética de
crecimiento que fue afectada por cada sal, de manera particular.

Tabla |: Resultados comparativos del comportamiento germinativo ajustado a un crecimiento

sigmoidal (r>>0.95) generado con el software (Prism® 4.0).

Control | NaCl | Nap§0, | Bisalina
g |ToP 8,765 5,357 5,363 5,523
ﬁ LOGECS0 | 1,236 1,672 1,627 1,552
2 |re 09954 | 0998 | 09967 | 09983
g |ToP 8,765 5,633 8,63 5,327
ﬁ LOGECS0 | 1,236 1,511 1,638 1,429
S |ge 09984 | 09986 | 09967 | 09911
g |Top 8,765 8,966 8,913 10,09
ﬁ LOGECS0 | 1,236 2,153 2,585 2,294
S |re 09084 | 09966 | 09617 | 09902
g |Top 9,765 7,857 7,585 9,61
ﬁ LOGECS0 | 1,236 2,613 2,967 2,455
S | 09984 | 09399 | 08832 | 09797

Equation:fizmmoidal dose-response [variahle slope).
¥=Bottom + [Top-Bottom) 1+ 1 0% LogEC 50-3 P HiSlope )

La Tabla I, muestra que el comportamiento poblacional correspondié con una
cinética del crecimiento del tipo sigmoidal en la mayoria de los tratamientos con y sin la

adicion de sales y en todos los potenciales generados.

En el caso de aquellas tratadas con soluciones isosméticas de -0.2 MPa, no se
observaron diferencias significativas entre las fases estacionarias de las curvas obtenidas en
el tratamiento control, la mezcla isosmética de sales y el NaCl, siendo so6lo afectadas por la
presencia de Na,SO,. Al disminuir el potencial osmoético de las soluciones a valores de -0.3
MPa, se determiné un comportamiento similar al anterior, s6lo que la inhibicién se
intensificé en los tratamientos con Na,SO,. Adicionalmente, en la fase lineal de la curva se
observaron diferencias entre la velocidad de germinacion del tratamiento control y los
tratamientos de NaCl y la mezcla isosmoética de sales, lo que se deberia a que el factor
osmético de la salinidad comienza a ser limitante. Con un potencial de -0.4 MPa, se
observé que todos los tratamientos salinizados, presentaron una menor velocidad de
germinacion, en comparacion al tratamiento control en la fase lineal de la curva, siendo el
Na,SO, la sal con mayor capacidad de reducir dicho parametro, incluso hasta el final da la
fase estacionaria. En el caso de las semillas tratadas con soluciones de NaCl y la mezcla
isosmotica de sales, no hubo un comportamiento diferencial en ninguna de las fases de
crecimiento, pero en todos los casos fueron menores que el control. En el caso de las
semillas tratadas con soluciones de -0.6 MPa, se determiné un comportamiento altamente

inhibitorio del Na,SO, y NaCl durante todas las fases de la curva y a diferencia de las
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anteriores, la mezcla isosmética de sales tuvo un comportamiento similar al control hacia el

final de la fase estacionaria, lo cual nos indica que la mezcla de iones en la solucién en

proporciones equivalentes a las encontradas en el suelo (Sosa et al., 2005) ejerce una

toxicidad menor a nivel de tejidos que las soluciones monosalinas, y en este caso particular,

que la presencia del cation CI” alivia la toxicidad del anion SO,*.

Tabla I1: Resultados del Test de Tuckey a posteriori (p<0.05) para la combinatoria de 20 bloques de

datos resultantes de los diferentes tratamientos de salinizacidn, asi como del tiempo de evaluacion de

la germinacion (Figura 1).

Tukey's Test -0.2 MPa |-0.3 MPa |-0.4 MPa |-0.6 MPa
Tiempo |Tratamiento P value
Control s MaCl P=005 | P>005 | P=005 | P>=005
Contral s Mad30d FP=005 | P=005 | P=005 | P=005
1 Control ws MaCl+ Had3iod P=005 | P>=005 | P=005 | P=005
HalZl ws Had3od F=005 | P=005 | P=005 | P=005
MaiZlvs MaCl + Maldiog F=005 | P=005 | P=005 | P=005
Mad30d s MaiZl + Had3od F=005 | P>005 | P=005 | P>=005
Zontrol s MaCl F=005 | P<005 | P=005 | P=005
Contral vs Na2304d F=005 | P<005 | P=005 | P=005
2 Control s MaCl+ Na2=0d P=005 | P=005X | P<005 | P=005
HalZl ws Mad30d F=005 | P>=005 | P=005 | P>=005
MalZlws MaCl + Ma2aog F=005 | P=005 | P=005 | P=005
Mad20d ve Malll + Mad30d P=005 | P=005 | P=005 | P=005
Control ws HaCl P=005 | P>005 | P=005 | P=005
Zontrol vs Mad30d F=005 | P<005 | P=005 | P=005
1 Control ws MaCl+ Nad3og P=005 | P>005 | P=<005 | P=005
MalZl ws Mad30d F=005 | P=<005 | P<005 | P<005
NalZlws MaCl + Ma230d F=005 | P>=005 | P=005 | P>005
Had304 va Maill + Mad3od F=005 | P=005 | P=005 | P<005
Zontrol vs MaCl F=005 | P=005 | P=005 | P=005
Contral v Ma230d FP«<005 | P=<005 | P=005 | P<005
4 Zontrol vs MaCl + MadiZiog F=005 | P=005 | P=005 | P=005
HalZl ws Had304d F«<005 | P<005 | P=005 | P>=005
MaiZlws MaCl + Mal3og F=005 | P>=005 | P=005 | P=005
Mad30d ve MaiZl + Had3od FP«<005 | P<005 | P=005 | P=005
Control wa MNaCl P=005 | P=005 | P>=005 | P=005
Zontral vs Nal230d F«<005 | P<005 | P=005 | P=005
5 Control wa MaZl+ Had3og P=005 | P>005 | FP=005 | P>=005
MaiZl ws Mad30d F«<005 | P=<005 | P=<005 | P=005
MalZlvs HaCl + HMa2304 F=005 | P>=005 | P=005 | P=005
Mad204 ve Maill + Mad30d F«<005 | P=<005 | P<005 | P<005
» P wralue 00,9966 09766 02581 0,543
g Number of groups 20 20 20 20
E F 001206  |004702  |0,2529 0, 7387
t squate 0003375 (001242 (004527 |0,1217
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De manera general, podemos destacar que las semillas tratadas con soluciones de
Na,SO, tuvieron una respuesta mas inhibitoria, tanto a nivel de la velocidad (Figura 1,
Tabla II), como del porcentaje de semillas germinadas (Cuadro 1), pero todas
mantuvieron una cinética del tipo sigmoidal (Tabla 1). Tal efecto fue parcialmente
revertido cuando se adicionaron de manera conjunta tanto Na,SO, como NaCl soluciones
isosmoticas. Al respecto, estudios previos realizados en nuestro laboratorio a nivel de la
respuesta germinativa de Prosopis strombulifera, una leguminosa arbustiva de la
subfamilia Mimosoideae, demostraron que el anion sulfato, en su forma de Na,SO,4 y en
soluciones isosmoticas, era mas inhibitorio que el anién cloruro, en su forma de NaCl.
Adicionalmente se demostrd que la toxicidad ocasionada por sulfato (Na,SO,) era revertida
cuando el anién era combinado con el cloruro (NaCl) en soluciones bisalinas debido a
fendbmenos de antagonismo idnico y competencia mutua a nivel de transportadores de
membrana (Sosa et al.,2005), ya que frente a una disponibilidad equivalente de aniones CI
y SO, en el medio, la planta favorece el ingreso de CI"y Na* para osmorregulacion
impidiendo el ingreso de SO,* el cual es responsable de visibles sintomas de toxicidad
tales como clorosis, necrosis y abscision de hojas (Reginato et al., 2007). En similares
estudios, Lépore et al. (2008) y Ramadu et al (2008), comprobaron un comportamiento

similar a nivel de la germinacion de semillas de soja.
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Ensayo de crecimiento temprano en cdmara de cultivo

Foto 3: Plantulas de maiz, en bandejas plasticas con receptaculos individuales de 100 ml de
capacidad, conteniendo vermiculita estéril como unico sustrato y solucidn nutritiva de Hoagland 25

%, en estadio temprano y avanzado al finalizar el ensayo (12 dias).

Parametros de crecimiento y estado hidrico

En la Figura 2 podemos observar que tanto el peso fresco aéreo (PFPA) como
radical (PFR) fueron sensiblemente afectados por salinidad. De acuerdo con Shannon y
Grieve (1999), este efecto se deberia, al menos en parte, al componente osmoético de las
diferentes sales adicionadas al medio de cultivo, ocasionando una disminucion de la
disponibilidad de agua en el sustrato que reduciria la tasa de crecimiento, principalmente en
los estadios de germinacion y crecimiento temprano. El tratamiento con la solucién
isosmotica de Na,SO,4 + NaCl, presentd un mayor efecto inhibitorio a nivel aéreo, luego el
Na,SO, y finalmente el NaCl, lo cual fue revertido mediante la aplicacion de ABA lo que
muestra que al favorecer la regulacion de la transpiracién mediante la regulacion de la
conductancia estomatica, la hormona favoreci6 el equilibrio hidrico de la planta

A nivel radical, la mayor inhibicién fue observada tanto en la mezcla isosmotica,
como en el tratamiento con Na,SO,. Todas las plantulas de maiz que fueron tratadas
exdgenamente con acido abscisico (ABA), mostraron un incremento significativo del peso
fresco, en comparacion con sus controles salinizados. A nivel aéreo (PFPA), se produjo una
mayor reversion relativa en el tratamiento correspondiente a la mezcla isoosmética ya que
fue el méas afectado en ausencia de la hormona (tabla 1V), aumentando la produccion del
peso fresco con diferencias estadisticamente significaticas. Por otro lado, a nivel radical
esta reversion fue mayor tanto en la mezcla isosmética como en el tratamiento con Na,SO,
(tabla 1V), aumentando el peso en un 9 y 1.1 % respectivamente. El incremento observado
estaria dado por un mejor estado hidrico de la planta, que a nivel radical podria deberse a

una inversion de la relacion de crecimiento aéreo/radical, mediada por la inhibicion de la
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biosintesis de GAs (Lefebvre et al., 2006) y la disminucion del crecimiento aéreo, asi como
del aumento del volumen radical. Este efecto se hizo mas notorio en las plantulas
salinizadas, en las que el efecto osmético de la sal fue revertido en un grado considerable
por la aplicacion de ABA, lo que a su vez fue més visible en raices, lo cual constituiria una
respuesta tipica a esta hormona en plantas estresadas promoviendo el crecimiento radical
como un mecanismo de supervivencia de la planta (Zhang et al., 2006). A nivel foliar, el
efecto seria también mediado por ABA y se deberia, como se dijo anteriormente, a la
regulacion del cierre estomatico con la consecuente acumulacién de agua en los tejidos por
disminucién de la tasa transpiratoria de las plantulas salinizadas e incluso el control sin

salinizar, pero tratado con la hormona.

Peso fresco de la parte aérea (g)

1.004

0.75+

Peso fresco radical (g)

0.50+4
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Figura 2: Peso fresco aéreo (PFPA) (parte superior) y radical (PFR) (parte inferior), de plantulas de
maiz (Zea mays L.) no tratadas (1-4) o tratadas exdgenamente con 1 ug/planta de ABA (5-8) y
cultivadas en 100 mM de NaCl; una concentracion equivalente de Na,SO,4 o la mezcla isosmética de
ambas sales. Las barras representan el valor promedio + SD. Letras diferentes representan diferencias

significativas por Test de Tuckey (p<0.05).
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Tabla I11: Resultados comparativos del andlisis estadistico generado con el software (Prism® 4.0)

para la evaluacion del Peso Fresco en los diferentes tratamientos.

Peso Fresco PA Peso Fresco R

Oue-way analysis of variance One-way analysis of variauce

P walue P=0.0001 | P walue P=0.0001
P walue summaty ik P walue summaty ik

Are means signif different? (P <0.05) |Ves Are means signif. different? (F < 005 |Ves
Mumber of groups 3 Mumber of groups 3

F 1076 F B35

E zguared 0,541 E zguared 0,929

Tabla 1V: Porcentaje de disminucion del PF con respecto al control no salinizado en plantulas de

maiz sin tratar o tratadas con ABA y sometidas a salinidad por NaCl, Na,SO, 0 la mezcla de ambas.

Control ABA
HaCl Na;50, Bisalina ABATCINa ABAtNa;S0, | ABAtBisalina
PFPA a7 1%,45 4206 251 14,07 14,60
PFR 947 2147 2377 0,00 406 112

En la Figura 3 podemos observar que el peso seco de la parte aérea (PSPA) de las
plantulas de maiz sometidas a salinidad, por NaCl fue significativamente menor al mismo
tratamiento pero con la adicion de ABA, lo que se explicaria por el cierre de los estomas en
respuesta al estrés, inicialmente generado en la raiz. Este proceso afectaria su tasa
fotosintética y no se observaria en los tratamientos con Na,SO, 0 en presencia de ambas
sales. Dentro de los tratamientos salinizados, el que determind una mayor produccion de
biomasa fue aquel correspondiente al de la solucion bisalina, que mostré similar
comportamiento, ain en presencia del ABA exdgeno; sin embargo, las plantulas que
determinaron una mayor reversion relativa de la produccién de biomasa debida al
tratamiento con la hormona, fueron las de NaCl (Tabla V1) que incrementaron la respuesta
con respecto al control sin ABA en un 3.6 %. Este resultado es muy interesante, ya que se
asemeja en parte a los obtenidos previamente en nuestro laboratorio en el sentido de que la
combinacion de sales parece tener un efecto menos estresante que los tratamientos
monosalinos y por ello se estaria observando una mejor produccion de biomasa y una
menor respuesta al ABA exdgeno, aunque para el tratamiento con Na,SO, no se pudo
observar lo mismo para el parametro evaluado.

A nivel del peso seco de la raiz (PSR) podemos determinar que todos los
tratamientos en los que se adicion6 ABA de manera exdgena, tuvieron un incremento del
crecimiento relativo, en comparacion a sus controles salinizados y sin aplicacion de la
hormona (Tabla VI). Esto se deberia, al menos en parte a la capacidad del ABA para
sostener y promover el crecimiento de la raiz en condiciones de estrés por salinidad, por un

lado favoreciendo la acumulacion de iones en vacuolas para osmorregulacion (entre el 15%
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y el 30% del PS; Vicente et al., 2005), y por otro mejorando la tasa fotosintética por un
incremento de la eficiencia en el uso del agua. Este Ultimo efecto de ABA ha sido
comprobado por Sansberro et al. (2004) en yerba mate (lllex paraguensis L.) y por
Travaglia et al. (2007) quienes determinaron que el cierre parcial de estomas evita la
pérdida excesiva de agua sin afectar la eficiencia fotosintética, observando una mejora
notable en la asimilacion y particion del carbono en plantas de trigo (Triticum aestivum L.)

sometidas a estrés hidrico y tratadas exdgenamente con ABA.

Peso seco de la parte aérea (g)

0.090

0.0854

0.0804

0.075+

0.0704

Peso seco radical (g)

0.0654

0.060+

Figura 3: Peso seco aéreo (PSPA) (parte superior) y radical (PSR) (parte inferior), de plantulas de
maiz (Zea mays L.) no tratadas (1-4) o tratadas exdégenamente con 1 pg/planta de ABA (5-8) y
cultivadas en 100 mM de NaCl; una concentracion equivalente de Na,SO, o la mezcla isosmotica de
ambas sales. Las barras representan el valor promedio + SD. Letras diferentes representan diferencias

significativas por Test de Tuckey (p<0.05).
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Tabla V: Resultados comparativos del analisis estadistico generado con el software (Prism® 4.0) para

la evaluacion del Peso Seco en los diferentes tratamientos.

Peso Seco PA Peso Seco B

One-way onalysis of variance Oue-way analysis of variance

P walue F<0.0001 | P walue P<0.0001
P wralue summary ok P walue sumanary ok

Are tmeans signif. different? (P < 0.05) |Tes Are means signif. different? (P < 003 |Yes
Number of groups &8 Number of groups g

F 2333 F 296,4

K squared 07758 E souared 02147

Tabla VI: Porcentaje de disminucion del PS con respecto al control no salinizado en plantulas de

maiz sin tratar o tratadas con ABA y sometidas a salinidad por NaCl, Na,SO, 0 la mezcla de ambas.

Control ABA
NaCl Na 80, Bisalina ABA+CINa | ABAtNa, S0, | ABA+Bisalina
PSPA 1712 20,04 626 -35% -01,95 -6 056915554
PSR 0441826215 | -206185567 | -4 41826215 | -1,085481682 | 0542740841 | -2,5TE01£996

Ensayo de crecimiento tardio en invernaculo.

Foto 4: Plantulas de maiz (5) en macetas flexibles de 20x20 cm con soporte inerte de una mezcla
de perlitazarena (2:1) vy solucién nutritiva Hoagland 25%, con tres repeticiones para los 8
tratamientos, en estadio temprano y avanzado al finalizar el ensayo (estado fenoldgico V6-V7

segln la escala de desarrollo de Rithchie-Hanway, 1997).

Parametros de crecimiento y estado hidrico.

En la Figura 4 se observa que la salinizacion, independientemente del agregado de
acido abscisisco (ABA) ejerci6 un efecto inhibitorio sobre el crecimiento (como
produccion de biomasa) y la acumulacién de agua en los tejidos. Ambas sales de manera
individual o combinada fueron inhibitorias sobre este parametro y no existieron respuestas
de mayor o menor toxicidad asociadas particularmente a uso de una de las sales como
ocurrié en los ensayos de germinacion o de crecimiento temprano en condiciones
controladas. Cabe mencionar, que con la aplicacion de ABA no se logro revertir el efecto

de estrés, causado por la adicion de las sales en el medio de cultivo, como se determiné en
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el caso de los ensayos desarrollados en cadmara, y por el contrario, la adicion de la
hormona, generd un efecto inhibitorio o depresor estadisticamente significativo sobre la
produccion de biomasa en el caso de los tratamientos bisalinos en la parte aérea y con
Na,SO, y la mezcla isoosmatica en la fraccion radical (Tabla VIII).

50
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Peso fresco parte aérea (g)

10+
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Peso fresco radical (g)
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Figura 4: Peso fresco aéreo (parte superior) y radical (parte inferior) de plantulas de maiz (Zea mays
L.) no tratadas (1-4) o tratadas exdgenamente con una aspersion de 250 mg/l de ABA y cultivadas en
150 mM de NaCl, una concentracion equivalente de Na,SO, o la mezcla isosmoética de ambas sales.
Las barras representan el valor promedio + SD. Letras diferentes representan diferencias significativas

por Test de Tuckey (p<0.05).

Tabla VI1I: Resultados comparativos del andlisis estadistico generado con el software (Prism® 4.0)

para la evaluacion del Peso Fresco en los diferentes tratamientos.

Peso Fresco PA Peso Fresco R

Oue-way analysis of variauce Due-way analysis of variauce

P walue P<00001 | P walue P-=0.0001
P walue sunanary HAkE P value sunanary Hok

Are means signdll different? (P < 0025 [Ves Are means signif, differert? (F < 0.0 |Ves
Huttber of groups 5 Huttber of groups &

F 10,03 F 1525

E sguared 04432 E zguared 0,541
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Tabla VIII: Porcentaje de disminucion del PF con respecto al control no salinizado en plantulas de

maiz sin tratar o tratadas con ABA y sometidas a salinidad por NaCl, Na,SO,4 0 la mezcla de ambas.

Control ABA
HaCl Na, 50, Bisalina ABAtCINa | ABA+Na,.S0, | ABA+Bisalina
PFPA 47 95 501,29 46 49 501,14 56,29 62 21
PFR 2808 2,74 2 EE 4627 G2 Ee G0 43

En la Figura 5 se observa que la aplicacion exdgena de ABA sobre el crecimiento
aéreo (PSPA) y radical (PSR) solo fue positiva y significativa para el control no salinizado,

en ambas fracciones.
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Figura 5: Peso seco aéreo (parte superior) y radical (parte inferior) de plantulas de maiz (Zea mays
L.) no tratadas (1-4) o tratadas exdgenamente con una aspersion de 250 mg/l de ABA y cultivadas en
150 mM de NaCl, una concentracion equivalente de Na,SO, o la mezcla isosmotica de ambas sales.

Las barras representan el valor promedio + SD. Letras diferentes representan diferencias significativas

por Test de Tuckey (p<0.05).

En los tratamientos salinizados a nivel aéreo, el menos deletéreo fue el NaCl con una
produccion similar al control, incluso un 7 % mayor aunque sin diferencia estadistica
significativa, mientras que las sales de Na,SO, y la mezcla isoosmética afectaron en

similar medida el peso fresco, 26 y 18.4 % respectivamente. Con la aplicacion de ABA, no
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se logro revertir el efecto estresante de las sales, ya que en el tratamiento con Na,SO, se
mantuvo igual que en ausencia de la hormona, mientras que en los otros produjo una
disminucién en comparacion con sus respectivos controles. En la fraccion radical (PSR), la
salinizacion de manera independiente al tratamiento, afect6 la produccion de biomasa, con

respecto al control. Esta situacion no pudo modificarse, ain con la aplicacion de ABA.

Tabla IX: Resultados comparativos del andlisis estadistico generado con el software (Prism® 4.0)
para la evaluacion del Peso Seco en los diferentes tratamientos.

Peso Seco PA Peso Seco R

ne-way analysis of variauce One-way analysis of variauce

P wralue F<00001 | P walue P<0.0001
P wralue sumnaty Hobk P wralue summaty Habk

Are means signif, different? (F <005 |Yes Are means signif. different? (F < 0.035) |¥es
Mumber of groups 5 Number of groups &

F 5324 F 1433

R squared 02975 R zquared 0,5326

Tabla X: Porcentaje de disminucién del PS con respecto al control no salinizado en plantulas de maiz

sin tratar o tratadas con ABA y sometidas a salinidad por NaCl, Na,SO, 0 la mezcla de ambas.

Control ABA
NaCl Na 80, Bisalina ABA+CIMa | ABATNa 50, | ABA+Bisalina
PSPA -7,92 26,92 18,43 41 05 42 33 o148
PSR 24,38 013 21,01 56,34 47 40 55,69

Las Figura 6 y la Tabla XI muestran la velocidad de crecimiento relativo a la fase
exponencial (cm/d) de plantulas de maiz (Zea mays L.) tratadas exdgenamente con 250
mg/l de ABA y sometidas a condiciones de estrés salino por su exposicion a soluciones de

150 mM de NacCl; una concentracion equivalente de Na,SO, o la mezcla isosmética.

Sobre éste parametro, podemos inferir que ambos controles, tratados 0 no con acido
abscisico (ABA) tuvieron una mayor velocidad de crecimiento, con respecto a los controles
salinizados, siendo mayor en el tratamiento sin adiciéon de la hormona. Por otra parte, la
aplicacion de de Na,SO, a la solucién nutritiva determind un retraso en la velocidad de
crecimiento, en comparacion al NaCl o a la mezcla isosmotica de sales, pudiendo deberse a
un efecto particular de ésta sal, que en otras especies vegetales también ha demostrado
tener mayor toxicidad. Por ejemplo, Lone, (1988) determind la mayor toxicidad del i6n
S0,2 a nivel del crecimiento y desarrollo de embriones de cebada; Bie et al. (2004)
determinaron que el SO4Na, podia disminuir y afectar considerablemente el crecimiento de
lechuga (Lactuca sativa L.); Shi and Sheng (2005), determinaron una respuesta similar para

girasol (Helliantus annuus L.) y Reinoso et al. (2004) demostraron una notable tolerancia a
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NaCl pero no a la misma concentracion de Na,SO, en la halo6fita nativa Prosopis

strombulifera. La aplicacion de ABA de manera exdgena, no revirtié la condicion de

toxicidad impuesta por la salinizacion en este experimento en el cual la velocidad relativa

de crecimiento bajo el tratamiento con Na,SO, fue similar al de NaCl o de la mezcla.
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Figura 6: Velocidad de crecimiento expresada como cm/d de plantulas de maiz sin ABA (recuadro

gris); y tratadas exdgenamente con ABA cultivadas en 150 mM de NaCl (recuadro rojo); una

concentracion equivalente de Na,SO, (recuadro azul) o la mezcla isosmética de ambas sales

(recuadro verde), utilizando el software PRISM® y considerando (T=SD para p<0.05 y r>> 0.95).

Tabla XI: Velocidad de crecimiento expresada como cm/d (pendiente Figura 6)

TRATAMIENTO WO (cmAl) DS
Control 09457 0.001726
Control + NaCl 0.4100 0.001201
Control + Maz504 03279 0.001762
Control + hisalina 03815 0.002951
Control + ABA 0.7930 0.002921
Control + NaCl+ ABA 03647 0.0005941
Conirel +Nap 504+ ABA 0.4209 0.0003148
Control + hisalina + ABA 04122 0.003038

DS: desvio estandar.
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horrﬁona como se exphcoéﬁrewa@aénte Fmalmente podriamos considerar otros factores
no relacionados con la hormona pero asomados con las condiciones experimentales
planteadas determinaron el fracaso del experimento. Por el contrario, sabemos que en
condiciones controladas existe un efecto de la fitohormona y que esto podria considerarse
de interés agronémico y en tal sentido los nuevos pasos a seguir a partir de este trabajo, nos
llevarian a modificar y mejorar las condiciones de aplicacién del principio activo en

condiciones no controladas de trabajo.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que la reversion del efecto téxico del NaCl,
Na,SO, o de su mezcla isosmdtica en Zea mays L, se deberian al menos en parte a la
aplicacion exogena de &cido abscisico (ABA) en concentraciones fisiolégicamente
activas. De acuerdo al modelo experimental propuesto para nuestros ensayos de
crecimiento, el tratamiento exdgeno con &cido abscisico (ABA) en maiz resultaria en una
mayor produccion de materia seca (PS), tanto aérea como radical y un mejor estado
hidrico general de la planta, lo que provocaria un mayor crecimiento durante los primeros
estadios del cultivo en condiciones edaficas adversas y una ventaja a nivel de la
produccién de granos o materia seca en tales condiciones.

Por otro lado, la aplicacion del regulador hormonal en ausencia de estrés, no
estimulé un aumento del peso fresco aéreo o fue muy leve; a nivel radical, en plantas
salinizadas promovio el crecimiento comparado con el control; por lo tanto pareceria que,
en los tratamientos méas deletéreos es en los que hubo mayor respuesta a la aplicacién de
ABA, para el caso de éste experimento en particular. Esta observacion coincide con la
bibliografia reciente en relacion con que el ABA seria un inhibidor del crecimiento en
condiciones normales a través de la regulacion de la biosintesis de giberelinas, pero
actuaria como promotor del crecimiento en situaciones de estrés, mediante la inhibicion
de la produccion de etileno.

Si bien los resultados que comprueban nuestra hipotesis fueron obtenidos bajo
condiciones controladas, deberian extrapolarse en futuros trabajos a condiciones
ambientales menos controladas (invernaculo nuevamente o0 a campo) ya que no
obtuvimos en invernaculo los mismos resultados que en cAmara.

Estos avances en el conocimiento de la regulacion del crecimiento por ABA abren
una perspectiva interesante para su utilizacibn como herramienta tecnoldgica.
Proponemos que en futuros estudios se deberia tratar de determinar cual es la dosis de
ABA adecuada, el momento y forma de aplicacién més apropiada, la concentracion de sal
a la que es factible obtener respuestas y la posibilidad de aplicar esta tecnologia a nivel
extensivo, tanto a ambientes con problemas de salinidad como a otros tipos de estrés
(hidrico, altas y bajas temperaturas).

A partir de éste trabajo planteamos una nueva hipétesis para futuros equipos de
investigacion: “La aplicacion exdgena de acido abscisico (ABA) en dosis activas, permite
mantener la produccion de granos tanto en maiz como en otros cultivos, en suelos salinos
con NaCl y/6 Na,SO, que superan el umbral de tolerancia de los cultivos y por lo tanto

disminuyen el rinde”
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