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RESUMEN

RESPUESTA DE PLANTU'LAS DE MAIZ (Zea mays L.) A SALINIDAD POR NaCl Y

Na,SO; Y SU REGULACION POR LA INOCULACION CON Azospirillum brasilense
La generacién de nuevas estrategias para mejorar la implantacién de cultivos de
interés econdémico, como el maiz (Zea mays L.) en condiciones edéaficas limitantes (salinidad
y déficit hidrico), representa una importante area de investigacion y una variante tecnoldgica
para el sector agricola-ganadero de la regidn centro del pais. Asi, la comprension de la base
fisioldgica de la respuesta a la salinidad de una especie agricola como el maiz, se
consideraria un tema prioritario de estudio. En tal, sentido, una estrategia para incrementar la
respuesta del cultivo en suelos salinos, se relacionaria con la utilizacion de rizobacterias
promotoras del crecimiento, tal como Azospirillum sp., la que produciria un eficiente uso de
las fuentes minerales e hidricas por un aumento del volumen radical, asi como una
regulacién compartida de la respuesta de la planta al estrés, lo que indefectiblemente
induciria a un aumento en el crecimiento y una mejor implantacion en condiciones limitantes
de crecimiento. A su vez la fitohormona 4cido abscisico (ABA) juega un rol importante en la
adaptacion de las plantas a los distintos tipos de estrés ambiental. En base a esto, la hipétesis
de este trabajo sostiene gque la salinizacion con NaCl, Na,SO, o su mezcla isoosmética en
plantulas de maiz (Zea mays L.) podrian afectar de manera diferencial el crecimiento y la
respuesta a la condicion de estrés salino y que tal respuesta se modificaria positivamente por
la inoculacién con rizobacterias del genero Azospirillum. ElI modelo experimental utilizado
en este trabajo se baso en la evaluacion del crecimiento en plantulas de maiz inoculadas con
Azospirillum brasilense o sin inocular, en cultivos hidropénicos suplementados con
soluciones de 50; 100 y 150 mM de NaCl (para generar potenciales osméticos -0.37; -0.45 y
-0.65 MPa, respectivamente); soluciones equivalentes de Na,SO, o de la mezcla isoosmotica
de ambas sales. Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron establecer que la
salinizacion de plantulas de maiz afectd su crecimiento independientemente de la sal
utilizada; sin embargo, el efecto del Na,SO, fue el de mayor toxicidad en todos los
tratamientos evaluados. En contrapartida, la mezcla isosmotica de sales revirtié al menos
parcialmente, el efecto individual de cada sal. La inoculacion con Azospirillum sp. mejoro la
respuesta vegetal al estrés abi6tico generado por la salinidad y esta reversion alcanz6 hasta
un 20 % de diferencia con respecto a los tratamientos fertilizados en aquellos tratamientos
sometidos al menor potencial osmotico (-0.65 MPa) de Na,SO, Con respecto a la
produccion de acido abscicico (ABA), esta molécula tuvo una mayor concentracion en
aquellas plantulas inoculadas y salinizadas, sobre todo en los tratamientos con Na,SO,y tal
condicion fue revertida, al menos en parte por la adicién de la mezcla isosmética de sales.

Los resultados permitirian proponer la importancia de la inoculacion con Azospirillum sp.
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sobre semillas de maiz (Zea mays L.) como una estrategia de bajo costo para mejorar el
comportamiento del cultivo en condiciones sub-Optimas de crecimiento, tal como el estrés

hidrico, salino u osmético.

Palabras clave: estrés abiotico; acido abscisico; fitohormonas; PGPR.

SUMMARY

MAIZE SEEDLINGS RESPONSE TO NaCl AND Na,SO, AND THE REGULATION BY
Azospirillum brasilense INOCULATION

An interesting area of agronomic research worldwide is that related to the generation

of new strategies to improve the implantation and productivity of several crops, as maize
(Zea mays L.) in water restricted or salinity soil conditions. Understand the physiological
basis of the maize response to salinity conditions, would be considered a priority topic of
study and this knowledge could be considered an unvalued technological tool for the
agriculture and livestock producers located in the central region of Argentina. In this sense, a
new strategy to increase crop productivity in saline conditions, would be relate to the use of
plant growth promoting rhizobacteria, as Azospirillum sp., which would lead to an efficient
exploitation of mineral and water sources in soils trough two mechanisms: (1) increasing the
root volume and biomass or sharing the regulation of plant response by the production of
different compounds, as the abscisic acid (ABA). This phytohormone plays the most
important role in the environmental stress adaptation in many plants species worldwide and
would be considered a universal physiological stress marker. Hypothesis of this work argues
that the NaCl, Na,SO, or isosmotic mixture salinization on maize (Zea mays L.) seedlings,
could differentially affect their growth and stress response as ABA production and
additionally would change positively by the Azospirillum sp. inoculation. For that, inoculated
or control maize seedlings was cultured in hydroponic solution supplemented with 50; 100
and 150 mm of NaCl (to generate osmotic potentials of -0.37; -0.45 and -0.65 MPa,
respectively); equivalent solutions of Na,SO, or the bisaline mixture. Results obtained in this
work allowed establishing that the maize seedling salinization affected his growth
independently of the kind of salt in the solution; nevertheless, the Na,SO, effect was the
most toxic for the plant in all evaluated treatments. In the other hand, the bisaline solution
reverted at least partially, the individual effect of every salt added to the plant. Inoculation
with Azospirillum sp. improved the plant response to the abiotic stress conditions generated
by salts and this reversion reached up to 20 % better compared to the treatments fertilized

with mineral solutions at osmotic potential minor to -0.65 MPa of Na,SO,. About the ABA
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production, this molecule had a major concentration in salinizated and inoculated seedlings
especially the treatments with Na,SO,. This condition was reverted; at least partly, due to the
addition of the bisaline mixture. Results would allow to propose the importance of the
inoculation with Azospirillum sp. on maize (Zea mays L.) seeds as a low cost strategy to

improve the crop productivity in sub-optimal conditions, such as saline or osmotic stress.

Keywords: abiotic stress; abscisic acid; phytohorm






1. Fundamentacion
La generacion de nuevas estrategias destinadas a mejorar la implantacion de cultivos

de interés econdémico, como el maiz (Zea mays L.) y otras especies de alta produccion
nacional, asi como la obtencidn de alternativas destinadas a incrementar su productividad y
rendimiento, aun en condiciones edéficas limitantes (salinidad y déficit hidrico), representa
una importante &rea de investigacion y una variante tecnoldgica para el sector agricola-
ganadero de la regién centro del pais. La salinidad de los suelos representa la mayor causa
de estrés abiotico 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 y Loveday, 1990). De esta manera, la blusqueda de poblaciones
vegetales mas tolerantes, asi como la comprension de la base fisiologica de su respuesta a la
salinidad, se considera como un tema prioritario de estudio. En los suelos salinizados del sur
de Cdrdoba, las sales predominantes son NaCl y SO,Na, (Cisneros y et al., 1999). Segun
Egan y Ungar (1998), muy pocos estudios enfocan los efectos del SO4Na, en el crecimiento
vegetal, a pesar de ser de interés creciente la comparacién de los mismos con los del NaCl.
Por otra parte, el acido abscisico (ABA) desempefia un papel fundamental en la adaptacién
de las plantas a distintos tipos de estrés ambiental y se ha probado que adicionalmente a su
bien conocida funcion en el cierre estomatico, la tolerancia de los tejidos se ve incrementada
significativamente con elevadas concentraciones de esta fitohormona (Hartung y Jesschke,
1999), ya que se considera el compuesto quimico de mayor relevancia y jerarquia dentro de
los mecanismos de respuesta al estrés hidrico o salino. Una posible alternativa para mejorar
la respuesta vegetal en condiciones de salinidad, se basa en la inoculacion con rizobacterias
promotoras del crecimiento o fijadoras de nitrégeno de los géneros Bradyrhizobium o
Azospirillum, con el fin de mejorar la implantacion y productividad de los cultivos. Estas
bacterias tienen multiples formas de interaccionar con las plantas, dentro de las que se
destacan la promocién directa del crecimiento por el aporte de algin nutriente esencial, tal
como el nitrégeno o fésforo, o el incremento en la velocidad de germinacion y formacion de
estructuras primarias de crecimiento mediada por la produccién de fitohormonas o de otros
compuestos reguladores. Otra manera de asociarse, se relaciona con el fortalecimiento de los
mecanismos naturales de defensa a condiciones de estrés bidtico o abidtico a través de
procesos fisioldgicos complejos, tal como la resistencia sistémica inducida (RSI) o la
osmoregulacion en caso de estrés hidrico o salino (Fornasero et al., 2007). En trabajos
previos de nuestro laboratorio, evaluamos la respuesta de germinacion y crecimiento de
plantulas de soja (Ramadu et al., 2007) y maiz (Calcagno et al., 2007), inoculadas con
Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum brasilense en condiciones hidroponicas de estrés
salino generadas por soluciones de NaCl o Na,SO,. De esta manera, pudimos probar que la

incorporacién de microorganismos en ambas especies, permitia contrarrestar, al menos en



parte el efecto deletéreo de las sales sobre el crecimiento y desarrollo de cada cultivo. En
este trabajo, intentamos probar que ademas del crecimiento, el estado fisioldgico de las
plantas sometidas a salinidad e inoculadas es diferente al de las no inoculadas, a nivel de la
produccion de una molécula clave en la respuesta a estrés salino e hidrico en plantas, el &cido
abscisico (ABA).

2. Antecedentes generales
2.1. Origen e Historia del cultivo

El maiz pertenece a la familia de las Poaceas (gramineas), es una de las especies
domesticadas de mayor antigliedad en el continente americano. Su origen se estima en 6000-
7000 afios AC. Fue la base de la alimentacion de las antiguas civilizaciones americanas,
como Mayas, Aztecas e Incas. Los colonizadores tuvieron contacto con el maiz en 1492 con
la llegada de Col6n. 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 evolucién. Durante este tiempo se
obtuvieron variedades de maices amilaceos dulces, reventones, duros, y dentados. Es una de
las bases de la alimentacién mundial junto con el trigo y el arroz y sus principales paises
productores son: EE.UU., China, Brasil, Union Europea, México, Argentina con una
produccion mundial de aprox. 776 millones de Tn.afio™ (Agropanorama, 2008). Segun cifras
del Fondo Monetario Internacional (FMI), desde el afio 2005 hasta junio del 2008 el precio
de este grano creci6 un 137%, en un promedio de 34% por afio. Lo anterior, a pesar de que
determind un aumento en la produccién mundial de 9.5% en el 2008, con 772 millones de

toneladas mas que la presentada en 2007 (Medina Cazares, 2007)

2.2. El cultivo de maiz en nuestro pais

Se siembra principalmente en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba,
Entre Rios, La Pampa y San Luis, de acuerdo con las diferentes caracteristicas
agroclimaticas de cada region. La superficie sembrada durante la dltima campafia (2008-
2009) fue de 3.360.000 ha, con una produccion estimada entre los 12.5 y 13.8 millones de
toneladas afio™. Tanto el area sembrada como la produccion obtenida, disminuyeron con
respecto a la campafia anterior (2007-2008) en la que se obtuvieron 4.240.000 ha y 22.0
millones de toneladas afio™ respectivamente (SAGPYA, 2009). Condiciones hidricas y
ambientales inadecuadas generadas por alta temperatura, escasez de lluvias o precipitaciones
intermitentes o de cobertura irregular en etapas vegetativas y reproductivas del ciclo,
determinaron que cerca de 1 millon de hectareas no produjeran granos para ingresar al
circuito comercial. Tales condiciones, asi como otras econdmicas habrian desplazado unas

865.000 Has de maiz a la soja, por lo que la superficie cultivada disminuyé cerca de un 20,4



%. La merma en la produccidn seria estimada en un 36,0 %, respecto de la campafia 2007-
2008 (BCR, 2009). Con esta menor produccion, el saldo exportable de maiz de la Argentina
se vio igualmente comprometido, y en este sentido, el USDA (United State Departament of
Agriculture), proyecté un volumen de exportaciones de 7 millones de toneladas para 2008-
2009 y por primera vez en la historia, nuestro pais dejaria de ser el segundo exportador
mundial. Nuestro lugar serd ocupado por nuestro vecino y socio del Mercosur, Brasil, con un

saldo exportable proyectado de 10 millones de toneladas.afio™ (La Nacién, 2009).

2.3. Caracteristicas morfofisiologicas

El maiz (Zea mays L.) es una especie de crecimiento anual que alcanza una altura de
hasta 3 m. Presenta un tallo simple erecto, de elevada longitud, robusto y sin ramificaciones.
El maiz es de inflorescencia monoica con inflorescencia masculina y femenina, separadas
dentro de la misma planta. La masculina en una panoja apical y las femeninas en espigas
axilares protegidas por brécteas folidceas. Tiene hojas largas, de gran tamafio, lanceoladas,
alternas, paralelinervadas, abrazadas al tallo y con vellosidades en el haz. Las raices son
fasciculadas y su mision es la de aportar un perfecto anclaje para la planta. En algunos casos
sobresalen unos nudos de estos 6rganos a nivel del suelo y suele ocurrir en raices secundarias
o adventicias (Dias Roig, 2001) Requiere climas tropicales, subtropicales y templados, se
cultiva en altitudes hasta 4000 msnm. En cuanto a la variacion de pH el 6ptimo 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 Nitrégeno, 4 kg de Fdsforo, 19 kg de Potasio, 6 kg de Magnesio y 3 kg
de Azufre. Se han conseguido rendimientos potenciales que superan los 20 Tn.Ha™ (INTA,
1999).

2.4. La salinidad de los suelos y el rol de las rizobacterias en respuesta al estrés

A medida que la poblacién 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 es desarrollar cultivos tolerantes a diferentes estreses
abidticos como sequia, inundacion, altas y bajas temperaturas, congelamiento y salinidad,
con el fin de que las superficies de tierras desaprovechadas puedan ser convertidas en
cultivables. Con los métodos tradicionales de mejoramiento vegetal, llegar a lograr esta meta
es laborioso y de largo plazo, y depende de la variabilidad genética existente. Actualmente,
la ingenieria genética puede ser utilizada como un medio relativamente rapido y preciso para
mejorar la tolerancia a distintos tipos de estrés. Muchos organismos han desarrollado
caracteristicas que les permiten sobrevivir en ambientes extremos, y los genes que confieren
esas propiedades pueden ser potencialmente introducidos en plantas superiores, contandose

con intentos exitosos en los ultimos afios (Winicov y Bastola, 1999; Apse et al., 1999) pero,



para que esto sea posible, es necesario conocer primero las bases fisioldgcas y bioquimica de
la tolerancia de las especies que nos interesa mejorar.

En nuestro pais, al menos 34.000.000 de hectéreas estan sometidas al exceso de agua y
sales minerales y por ello, sujetas a una drastica reduccion en su productividad. Desde el
punto de vista agricola, se considera que un suelo es salino cuando su conductividad eléctrica
es igual 6 superior a 4dS m™. El lavado de suelos por riego continuo, ha reducido el
problema en algunos paises del mundo, pero los costos de esta tecnologia no siempre estan al
alcance del productor, por lo que se ha recurrido al empleo de cultivos con mayor tolerancia
a la condicién (Chan, 2008).

Una cantidad excesiva de las sales en el suelo generan sobre las plantas tres tipos de
estrés: osmotico, nutricional y salino. El primero estd generado por una disminucién del
potencial osmotico (v,) del suelo que disminuye la disponibilidad de agua para la planta. En
el caso de las alteraciones nutricionales, se producen por la incapacidad de absorber ciertos
iones o elementos esenciales (nutrientes) junto con el agua y finalmente el estrés salino,
generado por la toxicidad casi siempre inducida por los aniones CI" 0 SO,% 0 el catién
Na’. La suma de estas condiciones origina una reduccion en el crecimiento de la planta,
como consecuencia del descenso de la conductividad hidraulica del suelo y la disminucion
del contenido de oxigeno necesario para la respiracion a nivel radical (INTA, 1999). Segun
Gadallah (1996), ademas de la reduccion del crecimiento, se producen efectos antagonicos o
sinérgicos en la absorcién de iones que son de interés particular y que estan en elevada
concentracion en la solucion externa (por ej. Na* CI" o Ca*?) que son incorporados a gran
velocidad y se acumulan en el tejido, inhibiendo la incorporacion de otros iones por la raiz
(por ej. K*). 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 HCO; (Gattan y Grieve, 1999).

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 condicién, 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 (Reimann y Breckle, 1995), adaptacion desarrollada aparentemente
mas para la reduccion de la pérdida de agua que para el mantenimiento de la actividad
fotosintética (Fischer y Turner, 1978; Longstreth y Nobel, 1979). Asi, de acuerdo a su
capacidad de crecer en un medio salino, las plantas se han clasificado en: (1) halofilas,

cuando toleran (facultativas) o requieren (euhaléfitas) altas concentraciones de NaCl para



completar su ciclo de vida y (2) glicofilas, cuando presentan una tolerancia moderada o
sensibilidad a la condicion. De manera similar, se han considerado cuatro niveles de
respuesta para diversos cultivos en condiciones agronémicas: tolerantes (T), moderadamente
tolerantes (MT), moderadamente sensibles (MS) y sensibles (S). Tal es el caso de la
remolacha azucarera, la cebada y el algoddn, entre otros considerados tolerantes (T) y que
podrian utilizarse para reemplazar cultivos moderadamente sensibles (MS) o sensibles (S)
(Shannon, 1997) para los que la salinidad impone una condicion limitante en la produccion
(Xiong y Zhu, 2002).

En nuestro pais existen poblaciones vegetales exitosamente adaptadas a suelos con
baja disponibilidad hidrica o salinidad elevada y diferenciadas evolutivamente en la
estrategia de tolerancia a tales condiciones. Estas poblaciones, poseen diversos mecanismos
fisioldgicos y bioguimicos que le permiten un crecimiento Optimo en condiciones de
salinidad elevada y quizas parte de su éxito adaptativo podria depender de la capacidad de
establecer y mantener efectivas asociaciones con rizobacterias promotoras del crecimiento,
gue resultaria en una eficiente explotacion de las fuentes minerales e hidricas por un
aumento del volumen radical, asi como de una regulacion compartida de la respuesta de la
planta al estrés, lo que indefectiblemente inducird un aumento en el crecimiento y una mejor
implantacion en condiciones limitantes de crecimiento (Creus et al., 1998). Si bien la
interaccion con bacterias del género Azospirillum sp., ha sido extensamente estudiada,
fundamentalmente desde la perspectiva de la promocion del crecimiento vegetal en
condiciones no restrictivas, la asociacion del cultivo de maiz (Zea mays L.) con rizobacterias
promotoras del crecimiento en condiciones de salinidad, se presenta como un area de trabajo
poco estudiada, sobre todo desde la perspectiva de la capacidad de estos microorganismos de
mejorar el crecimiento vegetal en condiciones de estrés abidtico. En tal sentido, sabemos que
la colonizacion por rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas 0 PGPRs, del inglés
plant growth promoting rhizobacteria, modifica la tolerancia a la sequia de plantulas de trigo
(Creus et al., 1998). No se describen hasta el momento ensayos que permitan comparar la
respuesta a la inoculacion de Zea mays L. con rizobacterias del género Azospirillum sp. en
condiciones de salinidad. En numerosas especies, la inoculacion con Azospirillum sp. ha
determinado una mejor implantacion asi como un consecuente aumento de su productividad
(Okon y Labandera Gonzalez, 1994). En tal sentido, se considera que la capacidad de este
microorganismo para promover el crecimiento vegetal, tanto en condiciones 6ptimas como
restrictivas, dependeria de al menos dos mecanismos fisioldgicos primarios, la fijacion
bioldgica de nitrogeno y la produccién o metabolismo de fitohormonas y reguladores del
crecimiento, dentro de las que se destacan las auxinas (AlA), citocininas (Z), giberelinas
(GAs), poliaminas (PAS), Etileno (E) y acido abscisico (ABA) (Cassan et al., 2003, Perrig et
al ., 2007).



2.5. Papel de &cido abscisico (ABA) en la respuesta de la planta al estrés.

La fitohormona &cido abscisico (ABA) juega un rol importante en la adaptacion de las
plantas a los distintos tipos de estrés ambiental. La concentracion endogena de ABA en las
plantas varia en funcion de los cambios ambientales, principalmente frente a situaciones de
estrés hidrico y salino. Se ha visto que adicionalmente a su conocida funcién en el cierre
estomatico, la tolerancia de los tejidos se ve incrementada significativamente con elevadas
concentraciones de esta hormona (Hartung y Jeschke, 1999).

Ello es debido a que se ha identificado al ABA como una de las principales sefiales
guimicas que controlan la regulacién de la expresion génica durante un estrés. Para la
expresion de genes especificos en respuesta a estrés hidrico y salino, se ha postulado la
existencia de dos tipos de cadenas de transduccion de sefiales, una dependiente de ABA y
otra independiente de esta hormona (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Bray, 1997).
Dentro de los ABA-dependientes se encuentran transcriptos productos proteicos relacionados
con proteccidn celular como las dehidrinas, los tres grupos de proteinas LEA, enzimas de
sintesis de osmorreguladores como prolina, glicina-betaina y alcohol-azucares (pinitol),
también proteasas y enzimas antioxidantes (Bray , 1997). Es decir, una gran bateria de
compuestos de defensa para el estrés, ya sea como reguladores osmaticos o secuestradores
del exceso de iones, o del exceso de radicales libres, son regulados por la concentracion y

regulacién de los niveles endégenos de ABA en los tejidos.

2.6. Caracterizacion de la capacidad promotora del crecimiento de Azospirillum sp.

La bibliografia en general considera a Azospirillum sp. como uno de los géneros
bacterianos responsable de mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo asi como
el rendimiento de numerosas especies cultivables (Okon, 1985; Baldani et al., 1987).
Inicialmente, estas bacterias llamaron la atencion de los investigadores por dos
caracteristicas distintivas: (a) la capacidad de colonizar de manera endofitica los tejidos de
ciertas gramineas y otras especies ocupando nichos ambientales protegidos y (b) la
capacidad de aumentar significativamente el crecimiento radical y aéreo de plantas
inoculadas. Las propiedades de esta bacteria para estimular el crecimiento de plantas
inoculadas han sido comprobadas en decenas de experimentos en condiciones sumamente
contrastantes. Los mecanismos por los que Azospirillum sp. modifica el desarrollo y la
productividad vegetal y ain son motivo de debate dentro de la comunidad cientifica; sin
embargo, entre los més destacados se han postulado dos mecanismos: 1) directos, en los que
el efecto promotor depende del aporte bacteriano de compuestos capaces de regular el
crecimiento, 2) indirectos, en los que el efecto depende de la capacidad del microorganismo
para impedir el crecimiento de bacterias u hongos fitopatogénicos. Dentro de los

mecanismos directos se destacan: la fijacion bioldgica del nitrogeno (FBN), actividad nitrato



reductasa (NR), mineralizacion de nutrientes esenciales y produccion o metabolismo de
fitohormonas y compuestos reguladores del crecimiento tales como auxinas (Patten y Glick,
1996), citocininas (Tien et al., 1979) y giberelinas (Cassan et al., 2003), ademés de ciertas
poliaminas como la cadaverina (Cassan et al., 2008), con capacidad de regular el crecimiento
0 la respuesta de una planta a situaciones desfavorables. Dentro de los mecanismos
indirectos, se destacan: la capacidad biocontroladora sobre otras bacterias o sobre hongos
fitopatogénicos por medio de la biosintesis de antibiéticos y antifingicos, o por competencia
directa con los patégenos de la rizosfera. En la actualidad, la comunidad cientifica ha
considerado su aplicacion tecnoldgica dentro de un modelo de agricultura sustentable,
basado en la utilizacion de éste y otros microorganismos como estrategia para incrementar la
productividad de cultivos de interés econémico o ecoldgico (Okon y Labandera-Gonzalez,

1994) ain en condiciones desfavorables (Barassi et al., 2006).

En base a los antecedentes presentados en esta seccion, se proponen las

siguientes hipotesis y objetivos de trabajo.

3. Hipdtesis

1-En la especie glicofita (Zea mays L.), tratamientos con NaCl, Na,SO, y su mezcla
isoosmotica en condiciones semi-controladas de cultivo hidropdnico, pueden afectar de
manera diferencial el crecimiento y los niveles enddgenos de ABA.

2-La inoculacion con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal del género
Azospirillum, en semillas de maiz (Zea mays L.) tratadas con NaCl, Na,SO, o la mezcla
isosmética de ambas sales, determinara una respuesta diferencial sobre el crecimiento y los

niveles enddgenos de ABA en plantas inoculadas y sin inocular.

4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Evaluar el crecimiento y la respuesta a la salinidad como produccion de é&cido
abscisico (ABA) en plantulas de maiz (Zea mays L.), sometidas a estrés salino por diferentes
concentraciones de NaCl, Na,SO, o su mezcla isoosmética en condiciones semi-controladas

de cultivo hidropoénico.

4.2. Objetivos especificos

1-Evaluar parametros de crecimiento: longitud del tallo, peso fresco y seco de parte

aérea y radical de plantulas de maiz mantenidas en condiciones semi-controladas de



crecimiento, en cultivos hidropdnicos suplementados con soluciones 0, 50, 100 y 150 mM de

NaCl; concentraciones equivalentes de Na,SO, y la mezcla isoosmotica de ambas.

2-Evaluar la produccion enddgena de &cido abscisico (ABA) en las plantulas de maiz
tratadas como se describe en el primer objetivo.

3-Correlacionar el efecto de la inoculacion con Azospirillum a nivel del crecimiento y
la produccion de ABA en plantulas sometidas a salinidad por NaCl; Na,SO, o la mezcla
isoosmotica de ambas sales.



5. Materiales y Métodos
5.1. Material Vegetal

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L.) BT, Morgan, correspondiente a un grupo
de ciclo de crecimiento intermedio, cuya pureza fue mayor al 95 %. Antes del comienzo del
ensayo se evalud su energia y poder germinativo de acuerdo a normas de la International

Seed Test Asociation (ISTA) para la especie.

5.2. Inoculante comercial

Las semillas se inocularon al momento de la siembra con la cepa Az39 de
Azospirillum brasilense, recomendada por el Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola,
IMYZA-INTA Castelar y registrada nacionalmente ante el SENASA para la formulacion de
inoculantes para gramineas en la Republica Argentina. La forma de aplicacion y la cantidad
de bacterias por unidad de siembra se ajust6 de acuerdo a las recomendaciones del marbete
del producto BONUS® para maiz, de la empresa Nitragin Argentina SA. (1ml.kg™ semillas).
Esta cepa fue recientemente testeada por Perrig et al. (2007) sobre su capacidad de promover

el crecimiento vegetal en medio definido.

5.3. Condiciones generales del ensayo

El ensayo se llevd a cabo en el invernaculo de la Universidad nacional de Rio
Cuarto, que se encuentra emplazada sobre la ruta nacional n° 36 Km 6001, Las Higueras,
Coérdoba (33° 07’ Latitud Sur, 64° 14’Longitud Oeste, 421 m.s.n.m), en la campana 2007-
2008. Seis semillas de la especie, luego de ser inoculadas, fueron colocadas en soportes
plésticos flexibles de 20 cm de diametro x 20 cm de longitud, conteniendo como soporte
inerte vermiculita de granulometria media, previamente esterilizada y estabilizada a pH
fisioldgico, segin Somasagen y Hoben. (1994). A partir de la emergencia, se permitié el
establecimiento de tres (3) plantulas de crecimiento uniforme por maceta, que recibieron
alternativamente solucion nutritiva de Hoagland 25% (sin N) en los casos de inoculacion con
Azospirillum brasilense o completa en los casos de tratamiento con N mineral. En todos los
casos la adicion de las soluciones nutritivas se realizé por via capilar y se renové cada 2 dias
hasta la finalizacion del ensayo. La salinizacion comenzo a los 15 dias después de la siembra
y consistio en la suplementacidn de la solucién nutritiva con: (a) 50, 100 y 150 mM de NaCl
para generar potenciales osmoticos (y,) de -0.37; -0.47 y -0.65 MPa respectivamente (b)
concentraciones de Na,SO, para generar potenciales osmaéticos equivalentes y (c) mezclas
isoosmoticas de ambas sales. Se utilizaron tales concentraciones, en base a los resultados
obtenidos en los ensayos anteriores (Ramadu, 2007) y debido a que en general, se considera

que la tolerancia a salinidad en especies glicofitas oscila entre los 50 y 150 mM de NacCl, si



bien en casos excepcionales de algunos cultivares de alfalfa puede llegar a casi 400 mM

(Munns, 2005). El esquema general de los tratamientos se resume a continuacion:

1-Semillas sin inocular

2-Semillas inoculadas con Azospirillum brasilense

3-Semillas sin inocular y salinizadas con NaCl

4-Semillas sin inocular y salinizadas con Na,SO,,

5-Semillas sin inocular y salinizadas con NaCl y Na,SO,

6-Semillas inoculadas con Azospirillum brasilense y salinizadas con NaCl
7-Semillas inoculadas con Azospirillum brasilense y salinizadas con Na,SO,,

8-Semillas inoculadas con Azospirillum brasilense y salinizadas con NaCl y Na,SO,

El experimento se desarrolld en el invernaculo de la Cétedra de Fisiologia Vegetal de
la UNRC en condiciones semi-controladas de temperatura entre los meses de septiembre y
noviembre del 2007. Cada 7 dias, se consider6 la evaluacion del crecimiento longitudinal de
la parte aérea (cm) para la construccién de la correspondiente curva de crecimiento
sigmoide, en todos los tratamientos. La experiencia completa finaliz6 cuando las plantas
alcanzaron el estado fenoldgico correspondiente a V6-V7 seglin la escala de Rithchie-
Hanway. (1982), evaluandose los siguientes parametros de crecimiento: (a) longitud aérea,
(b) peso seco y peso fresco aéreo y radical, ambos parametros se relacionaron a través del
indice de crecimiento en peso fresco y seco. Al finalizar el ensayo se colectaron muestras de
aproximadamente 1 g de material vegetal (PF) para la identificacion y cuantificacion de
acido abscisico (ABA) enddgeno. Las mismas fueron congeladas en nitrégeno liquido,
liofilizadas y luego almacenadas en presencia de BHT como antioxidante a - 20 °C hasta su
procesamiento definitivo. Cada tratamiento se llevd a cabo con un disefio aleatorio, tres
réplicas por tratamiento y los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de
varianza (ANOVA) generado con el software PRISM 4.0, seguido por un test de Tukey a

posteriori con p<0.05.

5.4. Determinacion de ABA

El material vegetal congelado y liofilizado, se homogeneiz6 con mortero y se
resuspendid en una solucion de metanol: agua (4:1, v/iv) a 4°C. por 24 hs. Luego el
homogeneizado se filtro y se ajust6 a pH 2,5 con &cido acético glacial (1%) y se adiciond 50
mg de [°Hg]-ABA (J.D. Chen, USDA-ARS of Beltsville, Maryland, USA) como estandar
interno. Después de centrifugar y evaporar la fase metanol, se purificd la fase acuosa
mediante columnas de NH,, lavando con acetonitrilo, hexano y acetato de etilo. EI ABA

retenido se eluy6 con metanol-acético (95:5, v/v) para luego ser particionado isocraticamente
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por HPLC-UV, mediante columna corta de Cy corrida con una mezcla de solventes de
metanol: agua: &cido acético (30:70:1, v/v), a 1 ml/min. Las fracciones que mostraron
absorbancia a 262 nm fueron reunidas y derivatizadas con diazometano etéro y MSTFA
(mono-silil-trifluoroacetamida), evaporadas y retomadas con acetato de etilo (2ul) para luego
ser inyectadas en un GC acoplado a un MS (espectrémetro de masas) en donde se procedio a
la identificacion y cuantificacion de esta hormona mediante GC-SIM (monitoreo selectivo de
iones). Los datos fueron expresados como ng ABA.g" PF de muestra y representaron la
valoracion obtenida a partir del material vegetal combinado de tres individuos de cada

tratamiento.
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6. Resultados

6.1. Crecimiento del cultivo. Longitud de la parte aérea.

La Figura 1 muestra el crecimiento de plantulas de maiz, fertilizadas por la adicion

de nitrégeno mineral a través de la solucion de Hoagland (25%) o inoculadas con

Azospirillum brasilense Az39 como bacteria promotora del crecimiento.
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Figura 1: Efecto de la exposicion de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmoético (o) -0.37;

-0.47 y -0.65 MPa, generadas por NaCl, Na,SO, o la mezcla isosmética de ambas. Se observa el

efecto de la salinizacion sobre la longitud de la parte aérea en funcion del tiempo. Los valores fueron

agrupados de acuerdo al tratamiento y ajustados para obtener una curva sigmoide (r* 0.95). Las

graficas A, B y C, representan las plantas fertilizadas con solucion completa de Hoagland (25 %) y

las D, E y F aquellas inoculadas con A. brasilense Az39.

Para simplificar estos resultados, se presenta un resumen del analisis estadistico

generado con software PRISM 4.0 con el ajuste de las curvas de crecimiento sigmoidal

(pendiente variable) de cada tratamiento. En las tablas, ademas se presentan los valores

maximos y minimos generados en cada curva de manera comparativa.

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

NaClA |Bowom Top K Na.S0.B |Bottom Top R Bisalina-C | Bottom Top K
Control | 7419 2207 09947 Contrel | 7771 | 2143 0,993 Contrel | 7771 | 2143 | 0,993
-03TMPa | 351 21,72 09334 37T MPa | 516 | 20,27 | 09976 03T MPa | 7899 2282 | 0,999
04TMPa | 907 | 2109 09512 04TMPa | 3091 | 197 09902 04TMPa | §967 205 09972
065MPa | 303 20,12 09972 D65 MPa | 5237 | 1783 09998 065 MPa | 7342 186 | 09934
MaCl-D | Bottom Top E’ Ma.50.E |Bottom Top E’ Bisalina-F | Bytiom Top R
Control | 7771 @ 21,38 09894 Control | 5771 | 21,38 09594 Control | 7771 | 21,38 | (09394
03T MPa | g455 | 20,28 | 09945 03TMPa | 7614 | 2065 09933 03TMPa | 5383 1997 | 0979
-0.4TMPa | 7592 1971 09833 04TMPa | 75458 | 20,7 09853 04TMPa | 3568 | 1926 | 0,9786
-0.65 MPa | 7326 | 1342 09877 0.65MPa | 4874 | 13,24 09854 065 MPa | 9315 18,57 | 0,9382

Eqation:Sizmoddal dose-response [wariable slope).
T=Bottam + (Top-Bottomi(1+10°[ LogECS0-E )+ HillS lope))
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Como se observa en la Figura 1 (A, By C) y en la Tabla 1, en los tratamientos
salinizados con NaCl o Na,SO, el control tuvo un crecimiento mayor hasta la fase
exponencial de la curva, mientras que en la fase estacionaria este comportamiento fue
igualado por las plantulas tratadas con -0.37 MPa de NaCl. Esta respuesta pareceria indicar
que el Na,SO, seria mas inhibitorio sobre el desarrollo temprano de la especie, como fuera
mencionado recientemente por Calcagno et al. (2007) para maiz, asi como Ramadu (2008)
para soja. En el caso de la mezcla isosmotica de sales, el tratamiento con -0.37 MPa tuvo una
respuesta similar al control durante la fase exponencial de crecimiento y tal respuesta fue
superior desde el comienzo de la fase estacionaria, lo que permitiria pensar sobre un posible
rol detoxificante de la mezcla de sales. Todos los tratamientos salinizados con NaCl tuvieron
una respuesta comparable entre si, desde los 7 dias de cultivo, momento en el que se
diferencio el efecto de las tres concentraciones salinas adicionadas, siendo mas inhibitorio
para la mayor concentracion del osmolito en el potencial de -0.65 MPa. En el caso de los
tratamientos sometidos a Na,SO, la respuesta fue similar a la obtenida con NaCl; sin
embargo, para la mayor concentracion de esta sal (-0.65 MPa), pudo observarse una fuerte
inhibicion y el consecuente adelantamiento de la fase estacionaria de crecimiento, que solo
fue comparable al efecto obtenido de la mezcla isosmética de sales para el mismo potencial.
Esto indicaria que el desarrollo temprano en plantulas de maiz seria afectado por el
componente salino de la adicion de Na,SO, a la solucidn nutritiva y que este efecto se
alcanzaria solo en méaximas concentraciones de la sal; es decir, al principio el crecimiento
estaria afectado por el efecto osmotico de la sal, y el efecto idnico especifico se manifestaria
a concentraciones elevadas. Al respecto, Lone (1988) determin6 la mayor toxicidad del ién
S04 a nivel del crecimiento y desarrollo de embriones de cebada (Hordeum vulgare L.) y
similares resultados fueron informados por Warne et al. (1990) en la hal6fita Chenopodium
rubrum, en la que el Na,SO, fue mas inhibitorio sobre el crecimiento y mas toxico en los
tejidos que el NaCl. Por su parte, Shi y Sheng (2005), determinaron una respuesta similar
para girasol (Helianthus annuus L.) tanto por la salinizacion con SO,Na,, como por la
alcalinizacion del medio con el consecuente aumento de pH. En el caso de la evaluacion de
la germinacion de la leguminosa haléfita Prosopis strombulifera, se demostré que la
toxicidad ocasionada por el sulfato de sodio fue parcialmente revertida cuando la sal era
combinada con el cloruro en soluciones isosmoticas bisalinas (Sosa et al., 2005). Para
resumir los resultados de esta seccion, podemos mencionar que el crecimiento como longitud
aérea (cm) fue afectado en cada tratamiento de manera particular, teniendo el efecto mas
inhibitorio en el caso del Na,SO,, luego para el NaCl y finalmente para la mezcla isosmética
de sales, que hasta determind cierta reversion a la toxicidad generada por el sulfato. A nivel
de la concentracion de cada sal adicionada a la solucién nutritiva, podemos destacar que el

efecto méas inhibitorio fue obtenido por el tratamientos de las semillas con soluciones de
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potencial osmético -0.65 MPa de cada sal o de la mezcla isosmdtica y que tal
comportamiento fue igualmente determinado en las soluciones de -0.47 MPa, pero con
menor intensidad, lo que determinaria ademéas un posible efecto osmoético de las sales en

solucioén nutritiva.

Como se observa en la Figura 1 (D, Ey F) yeny en la Tabla 1, en los tratamientos
inoculados con Azospirillum brasilenese Az39 y salinizados con NaCl o con la mezcla
isosmética de sales, el comportamiento de las plantulas fue similar entre si hasta los 15 dias
de cultivo, lo que se correspondié con la fase estacionaria de la curva. En el caso particular
de los tratamientos inoculados y tratados con soluciones de Na,SQO, el crecimiento, tanto para
el control como para la menor concentracién y concentracion intermedia de la sal (-0.37 y -
0.47 MPa) fue similar entre si, observandose solo diferencias significativas con el
tratamiento de mayor concentracion (-0.65 MPa), para el que se obtuvo el menor crecimiento
con respecto a los demas tratamientos. A diferencia de lo que ocurrié en las plantulas
fertilizadas, esta respuesta permitiria especular sobre la capacidad de Azospirillum brasilense
Az39 para reducir el efecto de toxicidad de ésta sal, al menos hasta concentraciones
intermedias de la misma (-0.47 MPa). Resultados similares se obtuvieron con plantulas de
trigo (Alvarez et al., 1996; Creus et al., 1998) y maiz (Casanovas et al., 2002), donde la
inoculacién con Azospirillum Sp245 aliviaba los efectos del estrés salino. También, esto se
comprobd en condiciones extensivas de cultivo (Casanovas et al., 2003; Creus et al., 2004).
Esta diferencia se explicaria desde la capacidad de A. brasilense para biosintetizar
compuestos relacionados potencialmente con la tolerancia vegetal al estrés abi6tico, tales
como &cido abscisico (ABA) (Perrig et al., 2007) y poliaminas (Cassan et al., 2003). Para
resumir los resultados de esta seccién, podemos mencionar que en los tratamientos
inoculados y salinizados, se mantuvo una respuesta dependiente de la concentracion del
osmolito y la inhibicidn en las mayores concentraciones de las sales solo fue significativa en
el tratamiento con Na,SO,; mientras que en el caso del NaCl y la mezcla isosmética tal

diferencia fue inferior, incluso a la obtenida en los tratamientos fertilizados.

6.2. Peso fresco y seco aéreo y radical

La Figura 2 muestra el peso fresco aéreo y radical (en V6-V7) de plantulas de maiz,
fertilizadas por la adicion de nitrogeno mineral en la solucién de Hoagland (25%) vy
sometidas a condiciones de salinidad por diferentes concentraciones de Na,SO4, NaCl o la

mezcla isosmética de sales, en sistema de cultivo semi-controlado (invernéculo).
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NaCl : Na,SO, . NaCl+Na,SO,

Peso fresco parte aérea (Q)

Control -0.37 -0.47 -065 -0.37 -047 -065 -037 -047 -0.65

B NaCl : Na,SO, i NaCl +Na,SO,

Peso fresco radical (g)

Control -0.37 -047 -065 -037 -047 -0.65 -0.37 -0.47 -0.65

Figura 2: Exposicion de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmdtico (y,) -0.37; -0.47 y
-0.65 MPa de NaCl (barras rojas), Na,SO, (barras azules) y la mezcla isosmoética (barras verdes).
Efecto sobre el peso fresco de la parte aérea (A) y radical (B) en de plantas fertilizadas con solucion
Hoagland (completa).Letras diferentes representan diferencias significativas por Test de Tuckey
(p<0.05).

De acuerdo con Bashan y de-Bashan (2005), la determinacién de crecimiento a través
del peso fresco (PF) es inadecuada como una medida del desarrollo de la planta; sin
embargo, en condiciones de estrés osmético o salino, podria considerarse indirectamente
para conocer el estado hidrico de la planta. En nuestros resultados, a medida que la
concentracion salina aumenté en la solucién nutritiva, el peso fresco de la parte aérea
disminuyd proporcionalmente (A) y esta diferencia fue mayor en los tratamientos con
Na,SO,, con respecto a los de NaCl para los que se comprobd una tendencia inhibitoria
similar pero de menor magnitud, mostrando que el componente osmotico de cada sal
determinaria una menor acumulacion de agua en los tejidos de la parte aérea por la
disminucién del potencial osmético de las soluciones, situacion que se asemeja a lo sucedido
con el peso seco aéreo. De acuerdo con Shannon et al. (1999), este efecto seria el
responsable de reducir la tasa de crecimiento, principalmente en los estadios de germinacion
y crecimiento temprano. Adicionalmente se puede observar un efecto idnico aditivo para el
caso del Na,SO, que afectaria la captacion de agua y su acumulacion en los tejidos. En la

mezcla isosmotica de sales, en cambio, por algiin mecanismo desconocido de aliviacion de la
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toxicidad idnica, no se determin6 una disminucion significativa de este pardmetro para las
tres concentraciones ensayadas.

Con respecto al peso fresco radical (B), podemos observar una respuesta inhibitoria
similar a la obtenida para la parte aérea en todos los tratamientos. No obstante, en este
organo se hace mas notoria la inhibicién dependiente de la concentracion de sal. También
resulta méas evidente la inhibicion por sulfato, y la tendencia a revertir esa toxicidad cuando

ambos aniones estan presentes en la mezcla de sales.

La Figura 3 muestra el peso fresco aéreo y radical de plantulas de maiz inoculadas
con Azospirillum brasilense Az39 y sometidas a condiciones de salinidad por diferentes

concentraciones de Na,SO, NaCl o la mezcla isosmdtica de sales.

A : NaCl : Na,SO, i NaCl + Na,SO,

10.0

Peso fresco parte aérea (g)

0.0
Az39 -037 -047 -065 -037 -047 -065 -037 -047 -0.65

B NaCl : Na,SO, . NaCl +Na,SO,

Peso fresco radical (g)

Az39 -037 -047 -065 -037 -047 -065 -037 -047 -0.65

Figura 3: Efecto de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmoético (y,) -0.37; -0.47 y -0.65
MPa de NaCl (barras rojas), Na,SO, (barras azules) y la mezcla isosmética (barras verdes). Efecto
sobre el peso fresco de la parte aérea (A) y radical (B) de plantas inoculadas con A. brasilense Az39.

Letras diferentes representan diferencias significativas por Test de Tuckey (p<0.05).

La salinizacion tuvo efecto inhibitorio sobre el peso fresco de la parte aérea (A),
fundamentalmente las plantulas tratadas con la solucién de Na,SO,, con respecto al control
inoculado y sin salinizar y a los tratamientos con NaCl y con la mezcla isosmética en la que

particularmente se registré una respuesta dependiente de la concentracion (-0.65 MPa) con
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respecto a la concentracion media e inferior de la mezcla. No obstante, el efecto inhibitorio
del Na,SO, en su mayor concentracion, fue menor casi en un 20 % en los tratamientos
inoculados, es decir que la inoculacién con Azospirillum sp. tuvo un efecto protector sobre la
planta (Tabla IIl). En lo que respecta al peso fresco radical (B), se observo una leve
tendencia a favorecer el crecimiento en condiciones de salinidad por parte de la bacteria. Los
resultados parecen indicar que Azospirillum sp. podria revertir levemente el efecto de
toxicidad generado por el Na,SO,4 en las concentraciones intermedias y altas y en la mayor

concentracion de la mezcla isosmética, pero dicha diferencia no es significativa (Tabla I11).

Para simplificar estos resultados, se presenta un resumen del analisis estadistico de ANOVA

generado con software PRISM 4.0 para todos los tratamientos, a nivel del peso fresco.

Tabla I1: Resultados comparativos del analisis estadistico generado con el software (Prism® 4.0).

Peso Fresco PA-Fertilizado Peso Fresco PA-Inoculado
One-way analysis of variance One-way analysis of variance
P sralue P<0.0001 P sralue P=0.0001
P walue summary ok P walue summaty Hkk
Are means signif. different? (P <005 [Ves Are means signif. different? (P < 0.05) |Ves
Number of groups 10 Number of groups 10
F 14,9 F 17,04
R zquatred 02707 R squated 0,2246
Peso Fresco R-Fertilizado Peso Fresco R-Inoculado
One-way analysis of variance One-way analysis of variance
F walue P<0.0001 P sralue P=0.0001
P walue sumarary ok P walue summaty Hkk
Are means signif. different? (F < 005 [Ves Are means signif. different? (P < 0.05) |Ves
Humber of groups 10 Number of groups 10
F 21,27 F 13,56
F sguared 0,054 R squared 0,3592

De manera general y como se observa en la Tabla I1l, podemos mencionar que cuando
las plantulas inoculadas se sometieron a salinidad con NaCl, Na,SO, o la mezcla de ambas,
tuvieron un menor porcentaje de disminucién del peso fresco, tanto a nivel aéreo como
radical en comparacion con el control inoculado y no salinizado. El efecto de la salinizacion
fue méas atenuado que aquel observado en los tratamientos fertilizados sin inocular. En tal
sentido, resultados similares se obtuvieron con plantulas de trigo (Alvarez et al., 1996; Creus
et al., 1998) y maiz (Casanovas et al., 2002), donde la inoculacion con Azospirillum Sp245

revirtio los efectos negativos del estrés osmético y salino.
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Tabla I11: Porcentaje de disminucion del PF con respecto al control no salinizado en plantulas de
maiz fertilizadas o inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y sometidas a salinidad por NaCl,

Na,SO, 0 la mezcla de ambas.

Tratamientos MaCl Na 80, Bisalina

0% | 045 | 08 03 | 045 | 4085 03 | 045 | 485
PFPAF 21 25,04 36,54 26,93 36,81 36,34 3,0 26,74 34,62
PFPAI 8,02 21,54 29,26 15,20 34,58 37,63 16,58 2,39 31,01
PFRF 4,35 378 42,39 34,00 43,10 1,56 1462 2,09 37,74
PFRI 8,47 8,67 173 21,06 AT 41,24 10,51 2,78 24 50

PFPA: Peso fresco parte aérea; PFR: Peso Fresco Radical; F: Fertilizado; I: Inoculado.

La Figura 4 muestra el peso seco aéreo y radical de plantulas de maiz fertilizadas por
la adicion de nitrogeno mineral en la solucién Hoagland (25%) y sometidas a condiciones de

salinidad por diferentes concentraciones de Na,SO, NaCl o la mezcla isosmética de sales.

2.0

A NaCl : Na,SO, i NaCl +Na,SO,

Peso seco parte aérea (g)

Control -0.37 -0.47 -065 -0.37 -047 -0.65 -0.37 -0.47 -0.65

1.0 - - .
B NaCl : Na,SO, . NaCl + Na,SO,

Peso seco radical (g)

Control -0.37 -0.47

Figura 4: Exposicion de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmotico (y,) -0.37; -0.47 y
-0.65 MPa de NaCl (barras rojas), Na,SO, (barras azules) y la mezcla isosmotica (barras verdes).
Efecto sobre el peso seco de la parte aérea (A) y radical (B) de plantas fertilizadas con solucion
Hoagland (completa). Letras diferentes representan diferencias significativas por Test de Tuckey

(p<0.05).
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Podemos mencionar que en todos los tratamientos salinizados, las plantulas tuvieron
una respuesta de produccion de biomasa menor que los controles sin salinizar, tanto a nivel
aéreo como radical. A nivel del peso seco aéreo (A) se puede observar que el crecimiento de
las plantulas tratadas con NaCl y Na,SO, disminuyé a medida que la concentracion salina
aumentd con una respuesta dependiente de la concentracion y maxima para la mayor
concentracion de sal adicionada. A nivel de las plantulas tratadas con la mezcla isosmotica
de sales, tal relacion fue revertida y las plantulas no fueron afectadas por las mayores
concentraciones de la mezcla de sales.

A nivel de la biomasa radical (B) podemos observar que la diferencia con respecto al
tratamiento no salinizado fue mayor que para el caso de la parte aérea, pero con un patrén
similar a éste Ultimo caso. En tal sentido, el tratamiento con la mezcla isosmotica de ambas
sales fue el que menos afectd el crecimiento radical, mientras que en el caso de las sales
adicionadas de manera individual se determind una respuesta dependiente de la
concentracién y similar entre si. En tales casos, el tratamiento de las plantulas con la menor
concentracion (-0.37 MPa) de cada sal, determind un peso seco radical superior, mientras
que en las concentraciones intermedia y superior (-0.47 y -0.65 MPa) las plantulas tuvieron
un peso similar pero menor que la primera y mucho menor que el control sin salinizar.

Para resumir, podemos decir que a medida que la concentracion de Na,SO4 aumento
en la solucién nutritiva, su efecto sobre el crecimiento de la parte aérea y radical de las
plantulas de maiz fue mas perjudicial que el NaCl y a la mezcla isosmotica respectivamente.
En tal sentido, Lone (1988), determind la mayor toxicidad del éste i6n a nivel del
crecimiento y desarrollo de cebada. De manera similar, Bie et al. (2004) determinaron que el
Na,SO, podia disminuir y afectar considerablemente el crecimiento de lechuga (Lactuca
sativa L.) al igual que Shi y Sheng (2005), quienes determinaron una respuesta similar para
girasol (Helianthus annuus L.). Por otro lado, Reinoso et al. (2004), demostraron una notable
tolerancia de la leguminosa hal6fita Prosopis strombulifera a NaCl pero no a Na,SO, en

condiciones de cultivo controlada.

La Figura 5 muestra el peso seco aéreo y radical de plantulas de maiz inoculadas con
Azospirillum brasilense Az39 y sometidas a condiciones de salinidad por diferentes
concentraciones de Na,SO,4, NaCl, asi como de la mezcla isosmdtica de sales, en sistemas de

cultivo semicontrolados (invernaculo).
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A NaCl : Na,SO, i  NaCl+Na,SO,

Peso seco parte aérea (g)

-0.37 -047 -065 -0.37 -047 -0.65 -0.37 -047 -0.65

B NaCl : Na,SO, . NaCl +Na,SO,

Peso seco radical (g)

Az39 -0.37 -047 -065 -037 -047 -065 -037 -0.47 -0.65

Figura 5: Efecto de la exposicion de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmoético (o) -0.37;
-0.47 y -0.65 MPa de NaCl (barras rojas), Na,SO, (barras azules) y la mezcla isosmdtica de ambas
sales (barras verdes). Efecto sobre el peso seco de la parte aérea (A) y radical (B) de plantas
inoculadas con A. brasilense Az39. Letras diferentes representan diferencias significativas por Test de
Tuckey (p<0.05).

Tabla IV: Resultados comparativos del anélisis estadistico generado con el software (Prism® 4.0).

Peso Seco PA Fertilizado Peso Seco PA -Inoculado
he-way analysis of varionce Ona-way analysis of variance
P wralue P<0.0001 P wralue P=0.0001
P walue sumthaty ik P walue summary ek
Are means signif. different? (F <005 |Yes Are means signif. different? (F <003 |Yes
Humber of groups 10 Number of groups 10
F &,009 F 7477
R sguared 0,728 R squared 07709
Peso Seco R-Fertilizado Peso Seco R-Inoculado
One-way analysis of variance One-way analysis of variauce
Oine-wray analysis of variance One-way analysis of vatiance
P wralue P<0.0001 P walie P<0.0001
F walue sumtnary Hkk P value summary ko
Are means signif. different? (P <005 |Ves Are means signif. different? (F <005 |Ves
Humber of groups 10 Husmber of groups 10
F 11,8 F 11,22
R squared 0,345 R squared 10,3346

En todos los tratamientos salinizados, las plantulas tuvieron una respuesta de
produccion de biomasa menor que los controles sin salinizar, tanto a nivel aéreo como

radical; sin embargo esta respuesta tuvo una diferencia menor al control que en el caso de las
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plantas fertilizadas. Esto se deberia al menos en parte a la capacidad de Azospirillum sp. de
promover y regular el crecimiento, aun en condiciones de estrés abi6tico. Particularmente
sobre el peso seco de la parte aérea (A) las plantulas tratadas con NaCl no presentaron
diferencia significativa en ninguna de las concentraciones adicionadas en la solucion
nutritiva, aunque parece haber una tendencia relativa a la concentracion en la solucion de
potencial osmoético -0.65 MPa. Una respuesta similar fue determinada en el caso de la
mezcla isosmotica de sales para la que se determind una respuesta similar en el caso de las
soluciones de -0.37 y -0.47 MPa pero inferior significativamente para el caso de -0.65 MPa.

Para el tratamiento con Na,SO, la mayor produccion de biomasa se determind en el
potencial de -0.37 MPa; mientras que en los de -0.47 y -0.65 MPa se observé una
disminucién significativa. De la misma manera que para el peso fresco (Figura 3) la
inoculacion mejor6 de manera general la respuesta del cultivo a la salinizacién, fue superior
significativamente para el caso del NaCl, pero no pudo revertirse en el caso de las mayores
concentraciones de Na,SO, lo que ademés confirma la toxicidad de esta sal para la especie
vegetal y probablemente también para la bacteria. A nivel de la produccion de biomasa
radical (B), podemos mencionar que se mantuvo una respuesta similar a la de la parte aérea,
solo que en el caso de los tratamientos con NaCl se comprob6 una diferencia significativa
para la méxima concentracion de sal adicionada a la solucion nutritiva.

A manera de resumen y como se observa en la Tabla V, podemos mencionar que los
cambios negativos generados por la salinizacion entre las distintas concentraciones, son
atenuados por la inoculacion con Azospirillum brasilense Az39. Asi, comparando entre
tratamientos fertilizados o inoculados, vemos que los ultimos tuvieron una mayor peso tanto
de la parte aérea como radical en comparacion con los controles sin salinizar. Por tal motivo,
podemos considerar que la colonizacion efectiva de las plantulas con Azospirillum sp.
incrementd la produccion de biomasa, fundamentalmente a nivel radical, aln en condiciones

de estrés por salinidad.

Tabla V: Porcentaje de disminucién del PF con respecto al control no salinizado en plantulas de maiz
fertilizadas o inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y sometidas a salinidad por NaCl, Na,SO,4

o la mezcla de ambas.

Tratamientos NaCl Na-80, Bisalina

037 | 045 | 08 03 | 045 | 4085 03 | 045 | 485
PFPAF 22,14 26,04 36,84 26,95 35,67 6,34 .83 26,14 452
PFP&A a.02 M5 29.26 18,20 3409 353 16,58 21 31.m
PFRF 2435 33 294 34,00 4310 A1,56 14,62 28,09 IF4
PFRA a7 8T 17,34 2,06 |7 11,24 10,81 2.7 20 50

PFPA: Peso fresco parte aérea; PFR: Peso Fresco Radical; F: Fertilizado; I: Inoculado.
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La Figura 6 muestra el indice de crecimiento (Raiz/Parte Aérea-R.PA™ )en base al
peso fresco de las plantulas de maiz salinizadas y fertilizadas con solucién de Hoagland o
inoculadas con Azospirillum sp. en sistemas de cultivo hidroponico.

14 A NaCl Na,SO, :  NaCl + Na,SO,
S
<
o
x
Lo
o
®)

Control 037 047 -065 -037 -047 -065 -0.37 -0.47 -0.65

1ds NaCl Na,SO, © NaCl +Na,SO,
a0
<
o
x
L
o
&)

Az39 -037 -047 -065 -037 -047 -065 -037 -047 -0.65

Figura 6: Efecto de la exposicién de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmoético (y,) -0.37;
-0.47 y -0.65 MPa de NaCl (barras rojas), Na,SO, (barras azules) y la mezcla isosmética de ambas
sales (barras verdes). Efecto sobre el indice de crecimiento, a nivel del peso fresco (R.PA™). (A)
representa las plantas fertilizadas con solucion completa de Hoagland (1956); mientras que (B)

representa aquellas inoculadas con A. brasilense Az39.

Desde el punto de vista fisioldgico, el indice de crecimiento de la raiz sobre la parte
aérea determina la tendencia de acumulacion de agua hacia la fraccion aérea o radical de una
planta. Como se observa en la Figura 6 los tratamientos sometidos a salinidad por NaCl e
inoculados con Azospirillum sp., mostraron un mayor indice de crecimiento de peso fresco y
por lo tanto una mayor tendencia de acumulacién de agua a nivel radical que en el caso de
las plantas solo fertilizadas con la solucion nutritiva de Hoagland 25 %. En tal sentido, es
necesario mencionar que una de las respuestas fisiologicas de las plantas a condiciones de
estrés osmotico se relacionaria con la acumulacién de agua en los tejidos como consecuencia
de la disminucion de la transpiracion debida a la produccién de &cido abcsisico (ABA) y al
consecuente cierre estomatico en las hojas (Hartung y Jesschke, 1999). Por otro lado,
recientemente Perrig et al. (2007) y Cohen et al. (2008) determinaron la capacidad de
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Azospirillum sp. de producir esta molécula en medio quimicamente definido o en plantulas

de Arabidospsis thaliana respectivamente.

La Figura 7 muestra el indice de crecimiento (R.PA™) en base al peso seco de las
plantulas de maiz salinizadas y fertilizadas con solucion de Hoagland o inoculadas con

Azospirillum sp. en sistemas de cultivo hidroponico.

NaCl + Na,SO,

s
<
o
3
n
o
&)
Control -0.37 -047 -065 -037 -047 -065 -0.37 -047 -0.65
0.8 - - -
B : NaCl : Na,SO, : NaCl + Na,SO,
s
<
o
c
n
o
)

Az39 -037 -047 -065 -037 -047 -065 -037 -047 -0.65

Figura 7: Efecto de la exposicién de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmotico (y,) -0.37;
-0.47 y -0.65 MPa de NaCl (barras rojas), Na,SO, (barras azules) y la mezcla isosmética de ambas
sales (barras verdes). Efecto sobre el indice de crecimiento, a nivel del peso fresco (R.PA™). (A)
representa las plantas fertilizadas con solucion completa de Hoagland (1956); mientras que (B)

representa aquellas inoculadas con A. brasilense Az39.

La Figura 7 muestra el indice de crecimiento en base al peso seco de las plantulas
tratadas con solucion completa de Hoagland al 25% o inoculadas con A. brasilense cepa
Az39. Sobre el tratamiento de plantulas con NaCl se determind una respuesta similar que en
el caso del peso fresco para las plantas inoculadas (Figura 6), en las que se determinaron
valores superiores al control inoculado, en todas las concentraciones evaluadas; sin embargo,
a concentraciones mas elevadas se determinaron menores valores del indice de crecimiento y
esto permitiria especular sobre el efecto de la inoculacién a nivel del comportamiento de las

plantulas de maiz en condiciones de salinidad, en las que se determinaria una tendencia a
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incrementar el crecimiento aéreo en presencia del microorganismo y esto se relacionaria con
un mejor estado fisiologico de las plantulas que no necesitan priorizar el crecimiento radical
para captar agua o nutrientes, como ocurrio en el caso de las plantulas fertilizadas. En el
tratamiento con Na,SO, ocurre algo similar pero fisiol6gicamente inverso ya que la
tendencia de acumulacion de biomasa en las plantas no inoculadas se relacion6 con el
aumento de la biomasa radical por encima de la biomasa aérea, mientras que en el caso de
las plantas inoculadas, la acumulacién una vez mas tuvo una respuesta dirigida a la
acumulacién de biomasa a nivel aéreo. Con la solucion bisalina, se observo una respuesta
independiente a la inoculacion con Azospirillum sp. dada por la acumulacién de biomasa a
nivel radical por encima de la parte aérea a mayores concentraciones de la sal adicionada en

la solucion nutritiva y tal efecto no fue modificado por la presencia del microorganismo.

La Figura 8 muestra la respuesta vegetal a la salinizacion, como produccion de acido
abscisico (ABA) (ng.g" PF) en plantulas de maiz inoculadas con A. brasilense Az39 o

fertilizadas con solucion completa de Hoagland al 25 %.

A -0.37 MPa -0.65 MPa
150.0- : ’

» 100.04

ABA (ng.g™)

Control ClINa SO4Na2 Bisalina  CINa SO4Na2 Bisalina

B -0.37 MPa : -0.65 MPa
150.04 : :

» 100.0+4

ABA (ng.g™)

al
o
o

Az39 ClINa SO4Na2 Bisalina CINa SO4Na2 Bisalina

Figura 8: Efecto de la exposicion de plantulas de maiz a soluciones de potencial osmético (y,) -0.37
MPa y -0.65 MPa de NaCl (barras rojas), Na,SO, (barras azules) y la mezcla isosmética de ambas
sales (barras verdes). Efecto sobre la produccién enddgena de acido abscisico (ABA) (ng.g™ PF). (A)
representa las plantas tratadas con solucion completa de Hoagland (1956); mientras que (B) representa

las semillas inoculadas con A. brasilense Az39.
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Sobre este parametro en particular, es necesario destacar que el acido abscisico (ABA)
es la molécula clave de la respuesta vegetal a condiciones de estrés abidtico y quizéas sea
considerado el compuesto quimico de mayor relevancia y jerarquia dentro de los
mecanismos de respuesta al estrés hidrico o salino en plantas. Esta molécula desencadena el
estado de alerta en tejidos vegetales, como una sefial quimica al estrés y comanda la
respuesta de la planta en tal condicion (Bray, 1997), por ello remarcamos la importancia de
determinar sus niveles end6genos en respuesta a la salinidad generada por Na,SO4y NaCl asi

como su mezcla isosmotica en plantulas de maiz.

La Figura 8 muestra que el control inoculado con Azospirillum brasilense Az39
gener6 mas &cido abscisico (ABA) enddgeno que el control sin inocular y esto podria
deberse a que las condiciones de cultivo hidroponico serian limitantes para el desarrollo de la
especie, cuando la planta recibe un estimulo para crecer en menos tiempo relativo o bien que
la bacteria es capaz de aportar exdgenamente la hormona tal como lo menciona Cohen et al.
(2008) para el caso de Arabidopsis thaliana. En tal sentido, es necesario mencionar que
Perrig et al. (2007) probaron la capacidad de esta cepa de producir la molécula en
condiciones de cultivo quimicamente definido. En el caso de las plantas fertilizadas (A), las
plantulas sometidas a salinizacion produjeron, como era esperado, mayor cantidad de ABA
que el control no salinizado y esta tendencia fue parcialmente revertida por el tratamiento de
las mismas con la solucién bisalina, o que en cierta manera fue determinado a nivel de
diferentes parametros del crecimiento. Es decir, si tomamos a la produccion de ABA como
sefial de estrés, estas plantas estarias menos estresadas que las sometidas a soluciones
monosalinas. Adicionalmente, podemos mencionar que no se observd una diferencia
importante a nivel de la concentracion de cada sal utilizada para generar la condicién de
estrés ya que la magnitud de la respuesta fue similar en ambos casos. A nivel de las plantulas
inoculadas, los resultados fueron de una interpretacion mas compleja, debido a que en el
caso de las plantulas sometidas a Na,SO,, se determind una mayor produccion de la hormona
que en los tejidos de las plantas fertilizadas y no inoculadas y adicionalmente, esta respuesta
tuvo una relacion directa con la concentracion de la sal presente en la solucion hidropdnica.
En tal sentido, este resultado podria relacionarse con la incapacidad del microorganismo de
revertir el efecto téxico del Na,SO, como fuera presentado previamente sobre otros
pardmetros de crecimiento, tal como el peso fresco o seco y seria agravado por la
estimulacion de la bacteria para sostener un crecimiento acelerado en condiciones de
toxicidad. En contrapartida, en el caso del NaCl se determiné la respuesta positiva por la
inoculaciéon con este microorganismo en condiciones de salinidad ya que en ambas
concentraciones de la sal adicionada en el medio de cultivo, los niveles de la hormona

mantuvieron valores similares al control. Se podria considerar que aun en condiciones de
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estrés abidtico generadas por NaCl, la planta inoculada seria capaz de sostener su
crecimiento sin que esto determine una condicion de estrés adicional para ella. Resultados
similares han llevado a muchos autores a proponer el rol benéfico de este microorganismo
para aliviar el efecto del estrés osmdtico y salino (generado por NaCl) en varias especies

vegetales.
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7. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer la importancia de la
inoculacion de semillas de maiz (Zea mays L.) como una estrategia de bajo costo para
mejorar el comportamiento del cultivo en condiciones sub-6ptimas de crecimiento, tal como
estrés hidrico, salino u osmético. La magnitud de la respuesta fue variable de acuerdo al
tratamiento y a la condicion de estrés generada, pero podemos mencionar que la diferencia
con respecto a los tratamientos fertilizados estuvo comprendida entre un 5 y un 20 % para
nuestras condiciones de trabajo. Asi, a partir de este trabajo, podemos resumir que:

. La salinizacion de plantulas de maiz (Zea mays L.) con soluciones osméticamente
similares de NaCl, Na,SO, o0 la mezcla isosmotica de ambas, afecté considerablemente el
crecimiento de esta especie.

. Lasalinizacién con Na,SO, tuvo un efecto de mayor toxicidad en todas las situaciones
evaluadas. Por contrapartida, la salinizacién con la mezcla isosmética de sales (NaCl +
Na,SQy,), revertio el efecto individual de cada sal en altas concentraciones.

« La salinizacién con la mezcla isosmética de sales determiné una menor produccion de
ABA con respecto al tratamiento con cada sal de manera individual. Por otro lado, las
plantulas inoculadas produjeron mas ABA en los tratamientos con Na,SO, y esta
respuesta tuvo una relacion directa con la concentracion de la sal presente en la solucién
hidropodnica.

« La inoculacion de maiz (Zea mays L.) con Azospirillum brasilense Az39 modificd
significativamente la respuesta de la planta a la salinizacién y revirtio parcialmente la
condicion de estrés impuesta.

« La inoculacion con Azospirillum sp. mejoré la respuesta vegetal a estrés salino, por lo
que la cepa utilizada en este ensayo podria ser considerada dentro el grupo de las
rizobacterias reguladoras de la homeostasis vegetal en condiciones de estrés abi6tico o

PHRR o del inglés Plant Homeostasis Regulator Rhizobacteria.

Cabe destacar que si bien los resultados obtenidos son preliminares, deberén extrapolarse
a condiciones ambientales menos controladas, en el mismo sistema experimental
(invernéculo) o incluso en condiciones no controladas (a campo) para considerar su posible

aplicacion como una practica recomendable para el cultivo.
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