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Funcion de las relaciones hidricas en la tolerancia
a la salinidad de Zea mays L. tipo amylacea del valle de Lluta
(Arica-Chile) cuando altos niveles de boro estan disponibles

Function of water relations in salinity tolerance of Zea mays L. type amylacea
Jfrom Lluta valley (Arica-Chile) when high levels of boron are available

Elizabeth Bastias!, Maria B. Gonzdlez-Moro?, Carmen Gonzdlez-Murua?

RESUMEN

En el extremo norte de Chile encontramos la region de Arica y Parinacota, y en ella un sorprendente valle de Lluta, que en lengua
quechua significa “resbaloso” o “fangoso”. Un laboratorio natural que va desde el nivel del mar hasta 4.700 metros de altura y
con un recorrido de tan solo 250 km en pocas horas, donde se observa un muestrario de la adaptacién de la vida a condiciones
extremas como es el caso del maiz llutefio. La disponibilidad de boro (B) en el valle de Lluta mitiga en parte los efectos negativos
de la salinidad en este maiz . El ajuste osmético le permite sobrevivir al maiz llutefio en condiciones de alta salinidad en el suelo.
Sin embargo, la presencia de boro hace que esta estrategia y la elasticidad de la pared celular se mantengan a niveles de las plantas
control debido a la alta disponibilidad de este elemento.
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ABSTRACT

In the extreme north of Chile, we find the region of Arica and Parinacota, in it an amazing Valley of Lluta, which in the Quechua
language means “slippery” or “muddy”. A natural laboratory that goes from sea level to 4,700 meters, high and with a route of
only 250 km in a few hours, where a sample of the adaptation of life to extreme conditions is observed; as is the case of “lluteno”
corn. Where the availability of Boro in the Lluta valley partially mitigates the negative effects of salinity in “lluteiio” maize. The
osmotic adjustment allows this maize to survive in conditions of high salinity in the soil, however, the presence of Boron makes

this strategy and the elasticity of the cell wall remain at the levels of the control plants, due to high availability of boron.

Keywords: osmotic adjustment, salinity, maize.

Introduccion

La Organizacién de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacién (FAO) predice
que la poblacién mundial habrd alcanzado casi
los 10.000 millones de habitantes en 2050 (FAO,
2017), lo cual provocard un aumento del 70% en la
demanda de alimentos en comparacién con 2009
(Teste and Langridge, 2010). Simultdneamente, se esta
observando un rdpido cambio en el clima y se prevé
que esto reduzca la produccién de cultivos (Nelson
et al., 2009). Los aumentos en la concentracion
de CO, atmosférico (c. 760 ppm), la temperatura

(entre 2,4y 4,8 °C) y la salinidad (IPCC, 2014) son
entorno previsible en el futuro. Los suelos agricolas
estdn disminuyendo entre un 1% y un 2% cada
aflo en las zonas dridas y semidridas debido a la
salinizacion. Los costes derivados de estos cambios
son potencialmente enormes, se estiman en 12.000
millones de ddlares estadounidenses al afio a nivel
mundial y van en aumento (Teste and Langridge,
2010). La reduccién del potencial osmético celular
por la acumulacién neta de solutos se denomina ajuste
osmético y se considera un mecanismo importante
para la tolerancia a la salinidad en las plantas, y
esencial para el mantenimiento de turgor en estas
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condiciones. Asi se demostré en dos genotipos de
maiz donde el ajuste osmético en hoja es un tipo de
comportamiento fisioldgico diferencial entre un maiz
tolerante o sensible al estrés hidrico o salino (Liao
et al., 2022). La reduccion del potencial osmético
en plantas estresadas puede ser el resultado de la
acumulacion de iones inorganicos (Nat, Cl-y K*) o
solutos orgdnicos compatibles (carbohidratos solubles,
aminodcidos, prolina, betainas, etc.) (Hasegawa
et al., 2000). Por lo tanto, el ajuste osmoético en
raices y hojas contribuye a mantener la entrada de
aguay el turgor, permitiendo el mantenimiento de
los principales procesos fisioldgicos en la planta,
como la apertura estomadtica, fotosintesis y expansion
celular (Serraj y Sinclair, 2000). La disminucién del
potencial osmético de la hoja no se realiza siempre
por ajuste osmético, y puede deberse también a
un simple incremento en la concentracién pasiva
de solutos. Esta acumulacion puede surgir de una
disminucion en el contenido de agua por unidad
de peso seco, cambios en la elasticidad del tejido
foliar o una distribucion relativa del agua entre la
fraccion simpldstica y apoplastica (Munns, 2002).
Una estimacion valida del ajuste osmético solo
puede realizarse correctamente con las mediciones
del potencial osmético a mdxima hidratacion para
descartar el efecto de la deshidratacion.

El ajuste osmético basado en la sintesis de
solutos orgdnicos requiere un gasto energético
(Marschner, 1995), mientras que otros autores
argumentan que la acumulacién en la vacuola de
iones salinos abundantes en el medio de crecimiento
proporciona solutos “baratos” para el ajuste
osmoético A modo de ejemplo, desde el punto de
vista energético podemos sefialar la diferencia de
coste que existe en la sintesis de estos dos tipos
de solutos. En primer lugar, el nimero de moles
de ATP que se necesitan para que un mol de NaCl
actie como osmdtico es de, aproximadamente,
4 moles en las células de la raiz y 7 moles en
las células de la hoja, mientras que el nimero
de moles de ATP requeridos para sintetizar un
compuesto organico es mucho mayor. Por ejemplo,
el nimero de moles de ATP requeridos para la
acumulacién de un mol del ion Na* en la vacuola
es de 4-7 moles, comparado con los 34 moles de
ATP que se necesitan para la sintesis de un mol
de manitol, con los 41 moles para la sintesis de
un mol de prolina, los 50 moles para la sintesis
de glicinabetaina o 52 moles para la sintesis de
sacarosa (Munns, 2002).

La presencia de iones salinos en los tejidos de
la planta a niveles de concentracion superiores a los
tolerados origina dafios caracteristicos, dependiendo
de la naturaleza y concentraciones de los iones.
Resulta dificil generalizar el limite mdximo de
concentracion tolerable para un determinado anién
o0 catién potencialmente toxico, ya que varia entre
rangos muy amplios, segin especies y variedades.
Se ha demostrado, por varias vias, que las plantas
pueden mantener bajos los niveles de los iones CI-y
Nat. Entre los mecanismos posibles se encuentra una
reduccion de su entrada en la membrana plasmadtica
de las células de la raiz, reduccion del flujo desde la
raiz hacia la parte aérea y la retranslocacion desde
las hojas a las raices. Ademads, la tolerancia a alta
salinidad en hojas durante la acumulacién de Cl-y
Nat* a nivel celular puede lograrse a través de una
eficiente retencion de la sal dentro de las vacuolas
(Ashraf et al.,2001). En maiz, la variacion genética
intervarietal en la tolerancia a las sales estd asociada
con la baja tasa de transporte de la sal a la parte
aérea. Por lo tanto, la exclusion de Nat, que ocurre
tanto a nivel celular como en planta entera, estd
positivamente correlacionada con la tolerancia a
salinidad. Se debe tener presente que el Nates el
i6n mds toxico en maiz en condiciones de salinidad
(Fortmeier y Schuber, 1995).

Algunos estudios demuestran que la
concentracién de K* en la planta disminuye al
aumentar la salinidad o la relacién Na+/Ca2+ en
el medio. La reduccion en la absorcién de K+
por la planta en presencia de Na*, es un proceso
competitivo entre ambos cationes, aunque las plantas
muestran una mayor selectividad para la toma de
K* que para Na*. Quizds por ello, a pesar de los
numerosos estudios que indican una disminucién
en la absorcidn y translocacion de K* en las plantas
cultivadas, en suelos donde predomina el Nat, hay
pocos datos que demuestran que la adicion de K+
en estas condiciones mejora el desarrollo de las
plantas (Subbarao et al., 1990).

Materiales y métodos
Condiciones de crecimiento y disefio experimental

El maiz corresponde a un germoplasma nativo
del norte de Chile, Zea mays L. tipo amildcea del
valle de Lluta (variedad local), y fue germinado
en una mezcla de vermiculita-perlita 1:1 (v/v). Las
plantulas fueron trasplantadas a una maceta de
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pléstico con cuatro plantas por maceta y regadas
cada dos o tres dias, para mantener la capacidad de
campo, con una solucién con 20 mM NO;—N/L-!
(Gonzalez-Moro et al., 1997) ajustada al pH 5,5.
Esta solucién nutritiva bésica fue el tratamiento
control. Las plantas se pusieron completamente
al azar. Crecieron en condiciones de invernadero
con una media de dia y noche de 25 °C y 18 °C,
60-70% de humedad relativa, respectivamente.
La intensidad de luz fue de 350 umol m=2 s~!y
suplementada con ldmparas blancas tibias (Philips
SON-T AGRO 400, Belgium), dando un fotoperiodo
de 14 horas. Todas las soluciones fueron preparadas
con agua desionizada, y el pH, potencial osmético
y la conductividad eléctrica se monitorearon cada
semana. Durante los primeros dias después de
la germinacidn, las plantas se regaron solo con
la solucién nutritiva para mantener similares
condiciones nutritivas. Luego, cuando las plantas
mostraban la segunda hoja totalmente expandida
fueron expuestas al exceso de boro y salinidad
por 20 dias. El tratamiento control consiste en la
solucién nutritiva basica sin salinidad (NaCl-0)
o sin exceso de boro (B-0). La solucién nutritiva
basica fue suplementada con 100 mM NaCl (baja
salinidad, L) 0 430 mM NaCl (alta salinidad, H). El
exceso de boro se aplic6 en forma de 4cido bérico
para las diferentes soluciones como control, baja
y alta salinidad y para obtener 20 (334 uM) y 40
(668 uM) mg kg~! en la solucién nutritiva. También
se estudid la interaccion de los tratamientos entre
boro y salinidad. Las mediciones fisioldgicas y
la cosecha total de las plantas se hicieron a los
20 dias de tratamiento. Todos los experimentos
descritos fueron repetidos tres veces en forma
independiente con seis réplicas cada vez.

Mediciones de relaciones hidricas

El potencial hidrico (¥,) y el potencial
osmotico (W) de la hoja fueron medidos en la
parte alta de la planta, en hoja totalmente expandida
(tercera posicion de la hoja) tres horas después del
amanecer. W, se midi6 con bomba de presién (Skye
SKPM 1400/40, UK) de acuerdo a la técnica de
Scholander et al. (1965). Inmediatamente después
se colocaron pequeiios segmentos de hojas y raices
de cada cosecha en viales de centrifuga de 2 mL, se
congelaron en N, liquido y se almacenaron a—80 °C.
En el caso de las hojas, se eliminaron las nervaduras
principales. A continuacién, los segmentos de

tejido se descongelaron y centrifugaron a 13.200 g
durante 5 min para extraer la savia celular. Se
colocaron muestras de la savia (15 pL) en tubos
Eppendorf y se midi6 la osmolaridad de la savia
(Wo) utilizando un osmdémetro automatico de
depresion del punto de congelaciéon (Osmomat
030, Gonotec, Alemania). Para la calibracion
se utiliz6 una solucién estdndar de NaCl. El
potencial de turgencia (Wp) se estimd como la
diferencia entre WYw y Wo. Como una medida del
ajuste osmoético (OA) para salinidad, un valor
para Wo en plena turgencia W!190) fue calculado
como el producto de los valores medidos Wo y
CRA, Wo!00 = (Wo x CRA)/100. Estos se asumen
como un agua apopldstica insignificante. Por lo
tanto, OA se calculé como la diferencia entre el
potencial osmético en plena turgencia para plantas
salinizadas Wo!9%s) y plantas no salinizadas Wo!00¢),
El médulo de elasticidad (g) se calculé como € =
AP + AV/V, donde P es la presioén de turgencia,
V es el volumen y V/V, aproximadamente, los
valores de la diferencia en CRA entre tejido fresco
y completamente hidratado (Rivelli et al., 2002).

Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados
por ANOVA vy las diferencias se compararon
mediante la prueba de Duncan, con un nivel de
significancia de P < 0,05 utilizando el software
SPSS, versién 11/PC (SPSS 11,0; 2001). Todos los
experimentos descritos se repitieron tres veces de
forma independiente con seis repeticiones cada vez.

Resultados

En la Tabla 1, se representan los pardmetros
caracteristicos del estado hidrico de Zea mays L.
amylacea en condiciones no salinas y de salinidad,
asi como en ausencia o presencia de B. Los valores
del CRA eran similares en todos los tratamientos,
con valores alrededor del 91%, lo cual indica que
el estado hidrico del ecotipo amylacea a nivel de
hoja fue 6ptimo, aun en condiciones severas de
salinidad (430 mM NaCl). El estrés salino indujo
una reduccion significativa del Wy W, si bien el
suplemento adicional de B en condiciones salinas
minimizaba la disminucién en el ¥, y W, El
potencial de presion celular o turgencia (W) se
considera un pardmetro clave para el mantenimiento
del crecimiento celular. Este pardmetro no mostraba
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Tabla 1. Contenido hidrico relativo (CRA), potencial hidrico (W), potencial osmético (¥g), potencial de turgor (¥ p),
potencial osmético a turgencia méxima (¥o!"), grado de ajuste osmético (AO = — (Wo'"% — W 519%)) y médulo de elasticidad a
hidratacion maxima (¢) de Zea mays L. amylacea después de 20 dias de tratamiento con B y NaCl.

Los valores representan las medias = SE de tres réplicas por experimento (n = 3). Los valores indicados
con diferentes letras son significativamente diferentes a un nivel de significacion P < 0,05.

Tratamientos CHR (%) W, (MPa) W (MPa) ¥, (MPa) W 100 (MPa) AO 3

B0 934 +1.9a 0,32 £0,03a -0,87 £0,08a 0,55+£0,07a  -0,81+0,05a - 3,98 + 0,06abc

NaCl (OmM)  B20 92,9 £ 1,52 -0,40 £ 0,03ab - 0,61£0,07a  -0,94 +0,06ab - 4,62 +0,06bc
B40 934 +0,9a -0,37 £0,05ab -1,04 £0,15ab 0,67 £0,07a -0,97 + 0,40ab - 4,57 +0,23bc
B0 92,8 +24a -0,51 £0,07acd -1,25 +0,09bc 0,74+£0,08a  -1,16 = 0,06abc 0,35 £ 0,05ab 5,83 +£0,07d

NaCl (100mM) B20 91,0+ 1,7a -0,55+£0,08bcd  -1,23+0,01bc 0,68 £0,11a -1,12 £ 0,16abc 0,18 £0,12a 4,88 +0,13cd
B40 90,6 £2,9a 0,42 £0,07ab -1,21 £0,01abc 0,79+0,16a  -1,10+0,19abc 0,12+0,11a 3,25£0,17a
B0 91,0+ 34a -0,86 +0,13¢ -1,50 £ 0,05¢ 0,64 +0,15a  -1,37+0,0dc 0,55 £0,07b 8,06 + 0,09

NaCl (430mM) B20 85,7+5.8a -0,69 +0,07cde 1,44 £0,01¢c 0,75+£0,28a  -1,23+0,26bc 0,30 £ 0,24ab 3,39 £0,27a
B40 85,6 +4,8a -0,72 £ 0,08de -1,31 £0,06bc 0,59 £ 0,08a -1,12+0,07abc 0,15+0,10a 3,69 £0,07ab

diferencias significativas entre los tratamientos, con
valores alrededor de 0,70 MPa. El ajuste osmético
(AO) fue calculado como la diferencia entre los
valores del potencial osmético a turgencia maxima
de las plantas salinizadas (Wo!000) y las plantas
control (Wol00c), Asi, el grado de AO estimado para
este ecotipo de maiz mostraba valores entre 0,35-
0,55 MPa para condiciones de baja y alta salinidad,
respectivamente. Sin embargo, la aplicacién de B a
la solucién disminuia en mds de un 50% el grado
de AO. En Zea mays L. amylacea el médulo de
elasticidad (¢) fue alrededor de 4,0 MPa para plantas
no salinizadas y aumentaba hasta valores entre 5,8
- 8 MPa con los tratamientos con NaCl en ausencia
de B, lo que significa un incremento de la rigidez
de las paredes celulares. Este cambio en la pared
celular en condiciones salinas era minimizado por la
presencia de B. Asfi se evitaba la rigidificacion de la
pared celular si las plantas salinizadas disponian de
presencia adicional de B, manteniéndose valores de
¢ similares a los observados en las plantas control.

Discusion

El primer efecto que provoca la presencia de
sales en el medio de cultivo es un estrés hidrico, ya
que la capacidad de absorcion de agua por la planta
disminuye a medida que lo hace el potencial hidrico
del medio. Por lo tanto, altos niveles de NaCl en el
medio de cultivo reducen o dificultan la absorcién de
agua por parte de las plantas, condicién que podria
provocar una severa deshidratacion en estas, si no son
capaces de realizar ajuste osmoético. Asimismo, si las

plantas que crecen en condiciones salinas muestran una
alta tasa de transpiracion, pueden presentar, ademds
de una severa deshidratacion, gran cantidad de iones
toxicos en la parte aérea. Una respuesta inmediata de
la planta a la salinidad que mitiga el flujo de iones
a la parte aérea es el cierre estomdtico (Hasegawa
etal.,2000). Asf, la disminucién del W, y Wo en los
tejidos vegetales con el aumento de la salinidad del
medio implica una reduccidn del potencial de presion
celular o turgor (1I’p) (Munns et al., 2002; Munns,
2002). Esta disminucion del turgor y del estado hidrico
reduce considerablemente el crecimiento inicial,
ya que el mantenimiento del potencial de presién
celular es necesario para la expansion celular y el
crecimiento (Munns et al., 2002). En este sentido,
se ha determinado que los valores de W, y Wo en
los tejidos pueden disminuir con el incremento de la
concentracion de sal en el medio (Sohan et al., 1999).
En el ecotipo amylacea se produce una disminucién
del W, desde valores de —0,37 MPa a valores entre
-0,7 y 0,86 MPa, asi como una mayor reduccién
del W,. Esta disminucién del ¥, y W, en hoja del
ecotipo amylacea, en condiciones de alta salinidad,
era menor en comparacion con otros cultivares de
maiz y otros cultivos para los cuales se han valores
de-0,86 para W, y —1,5 MPa, para W,. En cambio, en
las variedades de maiz Giza 2 (Abd-El Baki, 2000),
Pionner 3906 (Vetterlein ez al., 2004) y en el genotipo
tolerante a salinidad BR5033 (Azevedo Neto et al.,
2004) los valores fueron menores que —1,5 MPa, tanto
para el ¥, como para Wo para condiciones salinas
menores que las impuestas en nuestro experimento.
En cultivares altamente tolerantes a salinidad, como
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cv Romsum HS90 de girasol (Rivelli et al., 2002)
y cvs Serena y Saredo de sorgo (Netondo et al.,
2004), también los valores de ambos potenciales
eran significativamente menores que —1,6 MPa,
con valores incluso hasta —4,1 MPa. Ademas, en
nuestro estudio se observé que la disminucion del
W, y del W estaba relacionada con el incremento de
la concentracién de NaCl en el tejido foliar, indicando
la capacidad del ecotipo (Bastias et al., 2004) para
realizar ajuste osmético basado en la acumulacién
de iones inorgdnicos. Similar comportamiento se
ha determinado en plantas de Capsicum anuum y
girasol (Sohan et al., 1999). Este descenso del W,
estd a menudo relacionado con un mecanismo activo
de ajuste osmdtico, que implica la acumulacién en
el interior de la célula de iones inorgdnicos que la
planta toma desde el suelo o del medio de crecimiento.
Este proceso es considerado barato para la planta
desde el punto de vista energético (Netondo et al.,
2004). En el ecotipo amylacea la acumulacién de
bajos niveles de Na* (<0,3%) en el tejido foliar
contribuirfa a la disminucién del ¥, mientras que
en la raiz los iones Na+* y CI- parecen contribuir en
mayor medida a la disminucién del W, (Bastias et al.,
2004). Este mecanismo fisioldgico les permite a las
plantas, tanto haléfitas como glicéfitas, sobrevivir
en entornos salinos, debido a un ajuste osmético
por la compartimentacion intracelular de las sales
fuera del citoplasma, mediada por transportadores
dependientes de energia y presentes en la membrana
de la vacuola (Chinnusamy et al., 2005). La actividad
de los antiportadores de Nat/H* (familia NHX) se
ha asociado a vesiculas del tonoplasto (Ashreaf
et al., 2001) y se consideran los responsables de
la compartimentacién del Nat en la vacuola. Sin
embargo, el ajuste osmatico también puede realizarse
através de la sintesis de solutos organicos en el citosol,
lumen o matriz de los orgdnulos para mantener
el turgor durante el desarrollo en condiciones del
estrés salino. Este proceso es energéticamente mas
caro para la célula que el ajuste osmético basado
en iones inorgdnicos (Munns, 2002). Hsiao (1993)
sefiala que en ausencia de mecanismos especificos de
adaptacion puede ocurrir que la salinidad provoque
un gran descenso del W, resultando una rdpida
reduccién del ¥, y que, de inmediato, se traduciria
en una ralentizacion o parada del crecimiento. En el
ecotipo amylacea, como se explicd anteriormente, el
W,, mostré un ligero descenso y el W, no se observo
afectado por la salinidad (Tabla 1). Por lo tanto, la
reduccién del crecimiento debido a la salinidad puede

ser una estrategia que permite el mantenimiento de
un contenido alto de agua en la planta (Santa-Cruz
et al., 2002) o una consecuencia del efecto idénico
en el citoplasma o en la funcién del cloroplasto.
En nuestro estudio, el estado hidrico del ecotipo,
expresado como CRA era 6ptimo (91%), incluso
en condicion severa de salinidad tanto en presencia
como en ausencia de B (Tabla 1).

Una rédpida subida de la concentracién de
Nat en el citoplasma o en la pared celular ocurre
cuando la vacuola no puede seguir almacenando
gran cantidad de sales (Munns, 2002). Dado que
este cultivar es capaz de acumular Nat desde
valores de 0,3% a 1,1% (Bastias et al., 2004) sin
una mayor disminucién del W, podria ocurrir que
estos iones Na* produzcan un efecto hiperionico.
En este sentido, las propiedades eldsticas de las
paredes celulares son fundamentales para entender
la expansion celular que acompana al crecimiento,
asf como otras caracteristicas del movimiento del
agua en condiciones de salinidad. El ajuste de la
elasticidad de la pared celular en condiciones de
estrés osmotico puede ayudar a mantener la entrada
de agua. Asi, al disminuir la elasticidad de las
c€lulas disminuye el W, y con ello disminuye el
W, en la planta (Bowman y Roberts, 1985).

Conclusion

La disponibilidad de boro en el valle de Lluta
mitiga en parte los efectos negativos de la salinidad
en el maiz llutefio. El ajuste osmético le permite
sobrevivir a este maiz en condiciones de alta
salinidad en el suelo. Sin embargo, la presencia
de boro hace que esta estrategia y la elasticidad
de la pared celular se mantengan a niveles de las
plantas control debido al exceso de este elemento.

Los resultados obtenidos en el estudio deben
tenerse en cuenta a la hora de desarrollar un
manejo agrondémico para suelos con altos niveles de
salinidad y exceso de boro. Ademads, Zea mays L.
amylacea puede ser un recurso de germoplasma
Unico para mejorar la tolerancia a la salinidad o
al exceso de boro en otros maices.
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