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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo determinar los efectos concentraciones crecientes de
NaCl sobre el crecimiento y desarrollo temprano de plantas de maiz (Zea mays. L) del
hibrido comercial P9486 (PIONEER). Una vez establecidas las concentraciones de NaCl
correspondientes a la s e Iso, se procedid al cultivo en condiciones controladas del
hibrido de maiz P9486, evaluando el efecto de estas concentraciones sobre parametros de
crecimiento, hidricos, fotosintéticos y respuesta antioxidante de la planta durante 28 dias.

Los resultados obtenidos indicaron que el hibrido posee resistencia a estrés salino
moderado (40 mM NaCl = I5), donde solo se observaron reducciones significativas para
los parametros longitud del cepelldn y area foliar cuando se compararon con las plantas
control (0 mM NaCl). Ademas, se observo que bajo este tratamiento las plantas mostraron
una buena respuesta antioxidante. El tratamiento con concentraciones elevadas de NaCl
(100 mM NacCl = Isp) redujo significativamente la mayoria de los pardmetros cuando se
compararon con el control. Los resultados obtenidos sobre el efecto del estrés salino en
fases tempranas de crecimiento y desarrollo indican que el hibrido tiene un buen
comportamiento frente a estrés salino moderado-bajo.

PALABRAS CLAVE: Actividades antioxidantes, Crecimiento, Estrés salino,
Evapotranspiracion, Potencial hidrico, Zea mays.

ABSTRACT:

The objective of this study was to determine the effects of increasing NaCl concentrations
on the growth and early development of maize (Zea mays. L) plants of the commercial
hybrid P9486 (PIONEER). Once the NaCl concentrations corresponding to 125 and 150
were established, the maize hybrid P9486 was grown under controlled conditions,
evaluating the effect of these concentrations on growth, water, photosynthetic and
antioxidant response parameters along 28 days.

The results obtained indicated that the hybrid is resistant to moderate salt stress (40 mM
NaCl = 125), where only significant reductions were observed for the parameters root ball
length and leaf area when compared to control plants (0 mM NacCl). In addition, it was
observed that under this treatment the plants showed a good antioxidant response. The
treatment with high NaCl concentrations (100 mM NaCl = 150) significantly reduced
most of the parameters when compared to the control. The results obtained on the effect
of salt stress at early stages of growth and development indicate that the hybrid performs
well under moderate-low salt stress.

KEYWORDS: Antioxidant activities, Evapotranspiration, Growth, Salt stress,
Water potential, Zea mays.



1. INTRODUCCION

El estrés salino es un tipo de estrés abidtico provocado por la acumulacion de sales, entre
las que destaca el NaCl. Este se produce debido a diferentes factores medioambientales,
climaticos y antropogénicos los cuales, limitan el desarrollo correcto de las plantas
provocando alteraciones fisioldgicas, morfoldgicas y bioquimicas (Azcén-Bieto y Talon,
2008).

EL ESTRES SALINO TIENE UN DOBLE COMPONENTE:

El estrés salino se divide en dos componentes principales: el osmotico y el i6nico (Azcdn-
Bieto y Taldn, 2008). El agua se mueve de potenciales hidricos altos a potenciales
hidricos bajos. Uno de los primeros efectos de la acumulacion de sales en el entorno de
la raiz supone un descenso del potencial hidrico del suelo, lo que provoca que aparezca
el factor osmotico (Rengasamy, 2010). Debido a ello, una de las primeras consecuencias
que se pueden apreciar en plantas sometidas a estrés salino es la deshidratacion de los
tejidos (Mansour et al., 2005). Ante situaciones de estrés, las plantas han desarrollado
numerosos mecanismos que las permiten minimizar los efectos sufridos a los que se ven
sometidas, mientras que este se encuentre dentro de los limites de la tolerancia de cada
especie. La mayoria de plantas posee un gran niumero de genes involucrados en responder
de forma adecuada a dichas situaciones de estrés (Zhu et al., 1997) que permiten la
sintesis de proteinas, como las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) que
participan en los procesos de proteccion. Durante los periodos de estrés hidrico, para
evitar la pérdida de agua, las células acumulan elementos que las permiten mantener la
turgencia (Rhodes, 1987). Los compuestos acumulados son en su mayoria iones (K*, Na*
y CI), pero también se encuentran solutos organicos como la prolina o la betaina. La
acumulacion intercelular de dichos iones interfiere en los procesos celulares y puede
provocar efectos ionicos (indicados méas adelante), por ello, deben ser interiorizados en
las vacuolas (Hasegawa et al., 1987). Por otro lado, los solutos organicos, son compatibles

con los procesos celulares y pueden acumularse en grandes cantidades en el citosol.

Como consecuencia del estrés osmético, aparece el componente idnico que viene dado
por la acumulacion de iones en las células provocando toxicidad (Munns y Tester, 2008)
y afectando a la estabilidad de las membranas celulares y al desarrollo de la planta (El-
Katony et al., 2019). Ademés, otro de los efectos ionicos existentes mas destacables es la

aparicion de desregulaciones metabdlicas provocadas por la alteracion de los balances



ionicos, lo cual genera deficiencias en otros nutrientes como el K, Ca?* o el NOs
(George et al., 2012). Esto es debido a que ante el estrés salino, las plantas activan rutas
de sefializacién coordinadas por los sensores de salinidad que provocan la salida de
muchos de estos iones necesarios para las funciones celulares (Zhang et al., 2018). Uno
de los iones mas toxicos en altas concentraciones es el Na*, que provoca dafios en la capa
de hidratacion de otras moléculas, causa dafios en las paredes y membranas celulares
alterando los ratios de K*/Na* y, en Gltima instancia, genera cambios sustanciales en la

fisiologia de la planta (Shabala et al., 2015).

Ademaés de estas consecuencias podemos encontrar efectos derivados como el cierre
estomatico que provoca la limitacion en la fijacion del COz y la aparicidén de especies
reactivas del oxigeno (ROS) (Gunes et al., 2007). Las ROS son compuestos activos de
oxigeno muy oxidantes que alteran las funciones celulares y dafan los tejidos. Algunos
de los principales efectos oxidativos que provocan son el incremento de la
lipoperoxidacion y la destruccion de proteinas y del material genético (Akhter Banu et
al., 2010).

IMPACTO DEL ESTRES SALINO EN LA ACTIVIDAD AGRICOLA

Actualmente uno de los problemas agronémicos mas preocupantes viene dado por el
estrés salino. En la década de los 90 se estimaba que entorno a un 10% de los suelos
cultivables estaba afectado por la salinidad (FAO, 1992). El estrés salino cominmente
esta provocado por elevadas concentraciones del ion sodio (Na*), ademas del ion cloruro
(CI") en el suelo clasificados como moderadamente salinos cuando la conductividad se
encuentra en valores de 4 dS/m y fuertemente salinos cuando la conductividad supera los
8 dS/m (Abrol et al., 1988). En la actualidad, existen numerosos informes sobre la
superficie de suelo afectada por la salinidad, estimandose en unas 1000 millones de
hectareas (lvushkin et al., 2019), de las cuales 16 millones corresponden a regadio
(principalmente en Argentina, China, la India 'y diversos paises de Asia central) donde los
riesgos de salinizacion aumentan debido a posibles encharcamientos convirtiendo esto en
un grave problema en muchas partes del mundo (Mateo-Sagasta y Burke, 2011). El
drenaje y la lixiviacion se convierten en procesos necesarios para la reduccion de la
salinidad de los suelos y asi poder de forma natural mantener un equilibrio salino en el
suelo que permita el desarrollo correcto de los cultivos. Sin embargo, si el uso del suelo
es inadecuado generando concentraciones salinas elevadas, estos procesos pueden llegar
a provocar el aumento desmesurado de la concentracion salina del agua de drenaje,
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impidiendo el uso de esta posteriormente (FAO, 2011). Las zonas mas afectadas por esta
problemética son en su mayoria zonas aridas, con altas tasas de evapotranspiracion y
escasas lluvias (El-Katony et al., 2019). Ademas, los problemas de salinidad en las
regiones litorales suponen una importancia significativa debido a la intrusion del agua
marina en los suelos (Yu et al., 2014). Las caracteristicas ambientales de muchos lugares
de cultivo suponen un efecto adverso sobre el cultivo de plantas de interés alimentario
para grandes masas de poblacién provocando enormes pérdidas en la produccion de las

cosechas gque no son tolerantes a altas concentraciones salinas (Yang y Guo, 2017).
EL CULTIVO DEL MAIz

El maiz (Zea mays L.) supone uno de los primeros alimentos que se conocen,
considerandolo el grano alimenticio mas antiguo (Blake, 2015). Dentro de la familia de
las gramineas, es considerada una de las principales fuentes de alimento mundiales,
después del trigo. EI maiz es una planta C4 con una elevada tasa fotosintética que ha
evolucionado junto con el ser humano hasta convertirse en una planta totalmente
domesticada, sin evidencias de que esta pueda crecer de manera silvestre en la actualidad
(Paliwal, 2001). Las continuas necesidades del ser humano han conducido a una
transformacion de la planta dando lugar a multitud de variedades diferentes. Por otro lado,
es el primer cereal en rendimiento de grano por hectarea caracterizando a dichos granos
por su alto potencial para la produccién de carbohidratos. Ademas de la importancia
mencionada a nivel humano hoy dia es usado en numerosos procesos industriales como

la elaboracion de biocombustibles o para el alimento del ganado.

La produccion de maiz mundial se encuentra concentrada en 4 paises: Estados Unidos,
China, Brasil y Argentina. En la campafa de cosecha de 2018-19 los Estados Unidos
alcanzaron las 366.287 millones de toneladas, seguidas de las 257.330 millones de
toneladas del pais asiatico (McCORMICK. Power Technology, 2020). Por su parte la
Unidn Europea para esa misma campafia alcanzd una produccion cercana a las 70.000
millones de toneladas (Comision Europea, 2021). Espafia cuenta con una superficie de
cultivo para dicho cereal de unas 346.000 hectareas, concentradas en Castilla y Leon
(33%), sequida de Aragon y Extremadura. Dentro de Castillay Ledn (Figura 1), la mayor
parte de la produccion se encuentra en la zona sur de la provincia de Leon (ITAJCyL,
2021) que cuenta, para el afio 2020-21 con cerca de 72.000 hectareas de maizales y que
supone un incremento de un 4% con respecto a la anterior campafia. El 54% de los
cultivos se encuentran asentados en regadios modernizados (40.267 hectareas). Se estima
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que para esta Gltima campafia (2021) la produccién supere un crecimiento de un 43% con
respecto a los ultimos cinco afos, suponiendo una produccion de 900.000 toneladas
(Astorga redaccion, 2020).
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Figura 1: Mapa de superficie y tipo de cultivo en Castillay Ledn (ITAJCyL, 2021). Recuadrada en rojo la

zona donde se concentra la mayor produccion de maiz en la Comunidad de Castilla 'y Leon.

El maiz seleccionado para el experimento es un hibrido comercial de la casa PIONEER
(P9486) que cuenta con una amplia distribucion de uso agricola en Espafia. Este hibrido
es comercializado como una variedad novedosa que posee un porte medio-bajo con
insercién media de la mazorca. Ademas, presenta grano dentado de buen peso especifico
y con secado répido. También destaca por su potencial reproductivo y gran adaptabilidad

ante estreses ambientales.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de distintas concentraciones de NaCl
en estadios tempranos de desarrollo en plantas de maiz hibrido P9486. Para ello se
analizaron parametros hidricos, fotosintéticos, de crecimiento y, ademas, se cuantificaron
actividades relacionadas con procesos oxidativos como la intensidad de lipoperoxidacion,
niveles de H>O. o actividades antioxidantes como la actividad catalasa y superdxido
dismutasa (SOD). Para determinar los efectos que pudiera sufrir el cultivo en dichas

condiciones los parametros fueron medidos en diferentes tiempos.



Otro de los objetivos del trabajo fue determinar la adaptabilidad de dicho hibrido frente
al estrés salino ya que éste y otros similares, podrian ser posibles dianas de estudios mas

avanzados para la mejora de los cultivos en zonas con elevada salinidad.

La hipdtesis de partida fue que el maiz hibrido P9486 tendria una buena respuesta frente
a concentraciones bajas de NaCl por sus caracteristicas intrinsecas, mientras que un
aumento en la concentracion de sal provocaria efectos negativos percibibles a lo largo del

desarrollo temprano.

2. MATERIAL Y METODOS:

2.1 EVALUACION DEL EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE LA
GERMINACION Y EL CRECIMIENTO RADICULAR

Para este ensayo se utilizaron semillas de maiz hibrido P9486 PIONEER. Las semillas se
embebieron durante 24 horas y posteriormente se colocaron en placas de vidrio cubiertas
de papel de filtro (73 g/cm?) sobre el cual se afiadié la correspondiente bateria de
concentraciones de NaCl (0 mM - 500 mM). Se utilizaron 15 semillas de maiz hibrido
por tratamiento. Las placas fueron introducidas en contenedores de plastico donde
estuvieron a 25°C y condiciones de baja iluminacion (50 lux ~ 0,7 pmol m?2 s) durante
9 dias.

Se llevd a cabo un conteo de las semillas germinadas en el dia 9 de experimentacion para
determinar el porcentaje de germinacién. Se anot6 la cantidad de semillas germinadas

para cada tratamiento con respecto a las semillas totales no contaminadas.

El criterio establecido para contabilizar una semilla como germinada fue la protusion
radicular de al menos 2 mm. Con las semillas no germinadas se llevd a cabo un ensayo
de viabilidad con trifenil-tetrazolium (ISTA, 2006) con el objetivo de discriminar las
semillas no viables de las no germinadas que alterarian el resultado de la prueba de

germinacion.

La longitud de la raiz principal se midié en el dia 9 para evaluar de esta manera el efecto
del NaCl sobre el crecimiento radicular. En base a estos resultados, se determinaron los
valores de Is e Iso definidos como la concentracion de NaCl que inhibe el crecimiento
respecto al control en un 25% y 50% respectivamente, en base a la longitud total de las

raices.



Los resultados que se obtuvieron de este apartado se utilizaron para el disefio del
experimento sobre el efecto a corto plazo de concentraciones crecientes de NaCl sobre

pardmetros de crecimiento y fisiologicos en plantas de maiz.

2.2 EVALUACION DE LA SALINIDAD SOBRE EL DESARROLLO DE LAS
PLANTAS
e CONDICIONES DE CULTIVO:

Las concentraciones de NaCl empleadas fueron 40 mM y 100 mM correspondientes a los
pardmetros l»s e lso respectivamente, ademas de un control (0 mM). Dichas
concentraciones corresponden con valores de conductividad de 5,5 dS/m (l25) y 12 dS/m
(Iso). El valor de conductividad para el control fue de 2,1 dS/m.

El cultivo en este experimento fue llevado a cabo en 12 recipientes de cultivo de 300 ml
para cada tratamiento. En cada uno de ellos se introdujo el sustrato fertilizado (14/16/8 +
micronutrientes; PROJAR) al que se afiadié vermiculita (PROJAR) en proporcion 3:1y
se llenaron los recipientes de cultivo hasta ocupar 4/5 partes del volumen de estos.
Posteriormente, se ajustaron las condiciones de riego al 100% de la capacidad de campo.
En cada recipiente se sembraron tres semillas de maiz hibrido P9486 PIONEER
previamente embebidas durante 24 horas en agua a temperatura ambiente. Por otra parte,
se prepararon las soluciones de riego correspondientes a las distintas concentraciones de

NaCl en agua destilada.

Los recipientes de cultivo fueron colocados en una camara de cultivo en condiciones de
fotoperiodo 16 horas de luz (2200 lux ~ 30 umol m? s) y 8 horas de oscuridad a una
temperatura de 25°C. La frecuencia de riego fue cada tres dias alternando el riego con
solucion salina o con agua destilada. El tratamiento control se reg6é siempre con agua
destilada).



2.3 DETERMINACION DE PARAMETROS FISIOLOGICOS

Los muestreos de los parametros fisiol6gicos que se muestran a continuacion se realizaron
a los dias 14, 21 y 28 post-siembra. EI nimero de plantas usado para cada evaluacion

varié entre 5-6.

e PARAMETROS DE CRECIMIENTO:

Longitud parte aérea y radicular: Para la medida de la longitud de la parte aérea se
midieron las plantas desde el cuello del tallo hasta el extremo de la Gltima hoja méas
desarrollada. Para la medida de la longitud radicular el criterio fue la medida en longitud

del cepellon desde el cuello de la raiz hasta la Gltima raiz secundaria.

Area foliar: Para medir el area foliar, se estableci el criterio de llevar a cabo esta medida
sobre las dos hojas previas a la ultima en desarrollo. En los tres dias de muestreo fijados
las hojas fueron colocadas sobre un folio en blanco en el que se deline6 la superficie de
éstas. Posteriormente con una superficie conocida del mismo papel se obtuvo un peso

conocido y se relativizé el peso de cada silueta al area que poseian dichas hojas.

Peso seco y peso seco de raiz y tallo: Las partes aéreas y radiculares de las plantas fueron
pesadas en fresco (Pf) y tras 7 dias en una estufa a 37°C se pesaron de nuevo obteniéndose

el peso seco (Ps).
Estos parametros permitieron el calculo de los siguientes:

Tasa de crecimiento absoluto (G): El valor G se calcul6 tanto para raiz como para tallo

en el periodo comprendido entre los dias 14-28 tras el inicio del cultivo
Para el calculo del valor de G se uso la formula:

dPs Ps, —Ps;

G (mg/dia) = el Lot

Siendo Ps el peso seco y t el numero de dias comprendidos en ese periodo.
Tasa de asimilacion neta: La tasa de asimilacion neta (E), fue calculada a través de la

férmula:

G
E dfa cm?) = —
(mg/dia cm®) AArea foliar (cm?)




Siendo G el valor correspondiente de tasa de crecimiento absoluto para el periodo

establecido.

e PARAMETROS HIDRICOS:

Potencial hidrico xilema: Las medidas fueron tomadas en el dia 28 post-siembra en
condiciones ambientales de luz y oscuridad. Para llevar a cabo esta medida fue necesario
la utilizacion de la cdmara de Scholander (Sols Measures; Francia).

Evapotranspiracion: En el caso del valor de evapotranspiracion (ET) se diferencian dos
valores diferentes. La tasa de evapotranspiracion instantdnea (ETi) y la tasa de
evapotranspiracion acumulada (ETa).

ETl = Pi - Psinr

Los valores de ETi fueron obtenidos a través de la férmula anterior, siendo Pi el peso de
cada recipiente de cultivo al inicio del experimento (200 mg) y Psin r €l peso de los

recipientes de cultivo en cada dia de riego, previamente a ser regados.
ETa = XETa,_, + ETi,

Los valores de ETa fueron obtenidos a través de la anterior férmula, siendo ETan-1 el valor
correspondiente a la tasa de evapotranspiracion acumulada del dia anterior y ETin el valor
de tasa de evapotranspiracion instantanea de ese dia. Solo fueron usados en el posterior
andlisis los valores de ETa.

e PARAMETROS FOTOSINTETICOS:

Concentracion de clorofila: Este pardmetro fue cuantificado en los dias 14, 21 y 28 post-
siembra. Para la extraccion de clorofila se realiz6 un homogeneizado en acetona al 80%,
de una porcion (de aproximadamente un cm?) apical de la Gltima hoja completamente
desarrollada y desplegada. EI homogeneizado se filtr6 y se midié la absorbancia del

filtrado a Asas Y Ases con objeto de estimar la cantidad de clorofila total (Arnon, 1949).

Clorofila total (ug/ml) = 20,2 (Agss) + 8,02 (Ages)



Posteriormente la clorofila total fue relativizada al peso fresco de la hoja. Para ello se

utilizé la férmula:

[ Clorofila total (ug/ml) * vol. extraccién (ml)]
Pfhoja (mg)

Clorofila(pg/mg Pf) =

Rendimiento cuéntico efectivo: En el caso del rendimiento cuéntico efectivo las
medidas fueron tomadas el dia 21 tras el inicio del cultivo. Esta medida se realizd
utilizando un PAM-fluorimetro (Teaching-PAM, Walz; Alemania). Las cuantificaciones
de este parametro se llevaron a cabo sobre la Gltima hoja desarrollada y completamente

desplegada.

o ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES:

Extraccion:

Se tomaron fragmentos de hoja procedentes de plantas tras 28 dias post-siembra y se
homogeneizaron en el tampdn de extraccién [50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA,
1% (v/v) Tritén X-100, 10% Glicerol (v/v), 2 mM ditiotreitol y H.Od] en proporcién 1
g de hoja en 5 ml de tampdn. Las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su posterior
analisis.

Lipoperoxidacion: Se determind midiendo la formacion de compuestos que reaccionan
con el &cido tiobarbiturico, utilizando como compuesto de referencia el malondialdehido
(MDA) (Buege y Aust, 1978). Se emplearon 200 pl de muestra mezclados con 1 ml de
tampon de reaccion [acido tricloroacético al 15% (p/v), &cido tiobarbiturico al 0,375%
(p/v) y butilhidroxitolueno al 0,01% (p/v) preparado en 0,25 N de HCI]. Para el blanco
fueron usados 200 pl de tampon de extracciéon y 1 ml de tampon de reaccion. La mezcla
fue calentada y centrifugada posteriormente a 15.000 rpm durante dos minutos. Se midié
la absorbancia del sobrenadante a Asss. Se utilizd una recta patron para concentraciones
variables de dimetil acetal (0,1-100 pM).

Concentracién de Peroxido de Hidrdgeno: Para la determinacion de H2O2 se utilizo el
método del Xilenol orange (Cheeseman, 2006). Se emplearon 150 ul del extracto y se
mezclaron con un 1 ml del tampon de reaccion [1L00uM Xilenol Orange, 100 uM D-
sorbitol, 250 uM FeSQOs, 250 uM (NH4)2SO04 y etanol 1% en 25 mM H.SO4 ]. El blanco
de reaccion se prepard utilizando 150 pl de H2O destilada + 1 ml de tampon de

reaccion. Posteriormente se agitdé 40 minutos a 25°C y se centrifug6 la mezcla a 10.000



rpm durante dos minutos. La determinacion de la concentracion final de H2O> se hizo en
base a la sustraccion de las Asso y Asso del sobrenadante. Se utilizé una recta patron de
H20..

Actividad catalasa: Para el ensayo de actividad catalasa se tomaron 100 ul de extracto
que fueron mezclados con 3 ml de tampdn de reaccion (tampon fosfato potésico: 0,2 M
KH2POg4, 0,2 M KoHPO4 y 37,5 mM H20y). El blanco fue preparado utilizando 100 pl de
tampon de extraccion y 3 ml de tampon de reaccion. Y se midio la variacion de la

absorbancia a Az4o durante dos minutos (Droillard et al., 1987).

Actividad Superdxido dismutasa (SOD): Para determinar la actividad SOD se empleo
un kit comercial “SOD assay Kit” (Sigma). El fundamento de la deteccion se basa en la
capacidad de la SOD para evitar la acumulacion de tetrazoilo-formazan, un compuesto
detectable a Aaso. Se utilizaron 20 pl de extracto y 20 pl de estandar comercial. Se prepar6

un blanco de reaccion mediante 20 ul de tampon de extraccion y 20 pl de estandar.
2.4 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para el tratamiento estadistico de los datos se procedi6 a elaborar una serie de analisis con
el software IBM SPSS Statistics 26. Para todas las variables se comprob6 la normalidad
a través de la prueba Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad a través del test de
Levene. Las variables normales y homocedasticas fueron analizadas con un ANOVA de
una via y un test post-hoc (Test de Tukey). Las variables no normales fueron analizadas
con una prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente se calcul6 el estadistico U de Mann-

Whitney. El nivel de significacion de todas nuestras pruebas fue p<0,05.
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3. RESULTADOS:
3.1 PRUEBA DE GERMINACION:

En el analisis de la germinacién en diferentes concentraciones de NaCl los resultados
obtenidos (Figura 2A) aparecen indicados como porcentaje de germinacién en base a los
diferentes tratamientos utilizados. Se pudo observar como el porcentaje de germinacion
apenas se vio afectado para concentraciones salinas entre 0 mM NaCl y 100 mM NacCl,
apareciendo efectos inhibitorios a partir de los 200 mM NaCl. Para una concentracion

elevada de 500 mM de NaCl, se comprobo que la germinacion se vio claramente afectada.

Concentracion NaCl (mM)

% GERMINACION
0 5 25 50 100 200 500

[NaCl] (mM) Rl R2  MEDIA + DS

0 867 667 76,7 + 14,1
5 867 867 86,740 :

25 867 800 83347 A } (it X
50 933 867 90,0 + 4.7 N\ 4 '

100 933 733 833 + 14,1 | \ ’

200 733 60,0 66,7 +9.4 (

500 133 0 6.6+9.4 !

A B

Figura 2: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre (A) la germinacion de semillas de maiz para
cada una de las réplicas (R1 y R2) tras 9 dias de tratamiento. En (B) se muestra el aspecto de las plantulas
de maiz correspondiente a una réplica representativa al final del tratamiento. La barra negra representa 5

cm. En (A) Se indica la media + ds (n=2; para cada réplica se utilizé una n=15).

Se analiz6 también el efecto que tuvo la aplicacion de concentraciones crecientes de NaCl
sobre el crecimiento en longitud de la raiz para establecer una curva dosis-respuesta en
base a este parametro. En los resultados de dicho andlisis (Figura 2B) se observo una
reduccién significativa del crecimiento en longitud de la raiz de las plantulas de maiz a
medida que aumentaba la concentracion de NaCl. Para la concentracion mas elevada del
rango utilizado (500 mM NacCl) se obtuvieron valores cercanos al 0%, mientras que para
concentraciones méas bajas (5 mM — 25 mM NaCl) se observaron porcentajes que

alcanzaron el 120%-110% con respecto al control.
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Figura 3: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl (0 mM — 500 mM) sobre el crecimiento radicular
de plantas tras 9 dias de tratamiento postimbibicién.

En base a la ecuacion de la recta obtenida (Figura 3), se establecieron las concentraciones
salinas que indujeron una reduccién del 25% y 50% respecto al tratamiento control para
el pardmetro seleccionado. Estos valores corresponden a la 25 e Iso y resultaron ser 40
mM y 100 mM NacCl, respectivamente. Las concentraciones correspondientes a la I2s e
Iso fueron las utilizadas en los experimentos posteriores para la determinacién de su efecto

sobre una serie de parametros fisioldgicos, de crecimiento y bioquimicos.
3.2 PARAMETROS DE CRECIMIENTO:
3.2.1 Longitud parte aérea y parte radicular:

La longitud de la parte aérea (Figura 4a), aumenté gradualmente en todos los tratamientos.
Para este parametro no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos a
los 28 dias post-siembra (Anova 1 via; F=3,72; p=0,055).

En cuanto a la longitud del cepelldn de raiz (Figura 4b), se observé un efecto significativo
de la concentracion de NaCl sobre el crecimiento de la raiz tras 28 dias de tratamiento
(ANOVA 1 via; F=16,77; p=0,001). En las plantas control se produjo un aumento de la
longitud del cepellon a lo largo del tiempo. En las plantas sometidas a tratamiento salino,
el crecimiento de la raiz se detuvo a partir del dia 14 tras el inicio del cultivo. Los
tratamientos 40 mM NaCl y 100 mM NaCl redujeron significativamente el crecimiento
de la raiz cuando se compararon con el control. Se midieron valores promedio que
oscilaron entre los 17,86 cm para el control (0 mM NaCl) y los 9,43 cm para el tratamiento
100 mM NaCl al final del periodo de cultivo.
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Figura 4: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre (A) la longitud de la parte aérea y (B)
longitud del cepelldn de raiz en plantas tras 28 dias post-siembra. Se representa la media + ds (n=5-6). (*)
indican diferencias significativas con respecto al control segin ANOVA 1 via seguido de test de Tukey
(p<0,05).

3.2.2 Area foliar:

El pardmetro area foliar (Figura 5) se vio afectado significativamente por la concentracion
de NaCl tras 28 dias de cultivo (H de Kruskal-Wallis; g.l.=2; p=0,049). Se encontraron

diferencias significativas entre el tratamiento control y los tratamientos salinos a los 28

dias. Se apreci6 como las plantas sometidas a 0] o— CONTROL
estrés salino redujeron su crecimiento foliar _ >° 40mM
£ 20 | —8— 100 MM
a partir del dia 21 tras el inicio del cultivo = I o
= *
cuando se las compar6 con las plantas 3 *° .
. . <
control. Se obtuvieron valores promedio de & 20
entre 38,46 cm? para el tratamiento control y 10
2 H 0 \
26,61 cm< para el tratamiento 100 mM NaCl. o 10 o I

TIEMPO POST-SIEMBRA (dias)

Figura 5: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre el area foliar de plantas tras 28 dias post-
siembra. Se representa la media + ds (n=5-6). (*) indican diferencias significativas con respecto al control
segln H de Kruskal-Wallis seguido de U de Mann-Whitney (p<0,05).

3.2.3 Peso fresco y peso seco de raiz y tallo:

El peso fresco de la parte radicular (Figura 6A) mostrd diferencias significativas a los 28
dias de tratamiento (ANOVA 1 via; F=4,861; p=0,028). El tratamiento 40 mM NaCl no

arroj6 efectos significativos sobre el peso fresco de la raiz cuando se compard con el
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control, mientras que el tratamiento 100 mM NacCl si. Se pudo observar como el peso
fresco de la raiz para el tratamiento control aumento a lo largo del tiempo de cultivo, no
siendo asi para los tratamientos salinos, que a partir del dia 21 sufrieron una reduccion de
la ganancia en peso. En cuanto al peso seco de laraiz (Figura 6B), la salinidad tuvo efectos
significativos a los 28 dias (ANOVA 1 via; F=7,011; p=0,010). Se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos 100 mM NaCl y el control, obteniéndose

valores promedio de entre 38,68 mg y 73 mg respectivamente.

800 - 100 A

—e— CONTROL 90 ] —e—CONTROL
= 097 40mMm B g 40mMm
£ 600 —e— 100 mM E —e— 100 MM
~ N 707
8 400 + § 50
8 300 - «wn 40 *
(o *
o 200 a 30
-1 (SN
3 £ 20
& 100 - 10
O T T 1 0 T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30
TIEMPO POST-SIEMBRA (dfas) TIEMPO POST-SIEMBRA(dias)

Figura 6: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre (A) el peso fresco de raiz y (B) peso seco de
raiz en plantas tras 28 dias de cultivo. Se representa la media + ds (n=5-6). (*) indican diferencias

significativas con respecto al control segin ANOVA 1 via seguido de test de Tukey (p<0,05)

Los datos obtenidos para el peso fresco del tallo (Figura 7A) no mostraron diferencias
significativas a los 28 dias tras el inicio del cultivo (ANOVA 1 via; F=2,252; p=0,148).
El aumento del peso fresco del tallo para las plantas sometidas al tratamiento 100 mM
NaCl se detuvo a partir del dia 21. En el dia 28, las plantas sometidas al tratamiento 40
mM NaCl alcanzaron valores promedio de 1613,88 mg. Los valores promedio obtenidos
en el tratamiento control fueron de 1396,52 mg. Para el peso seco del tallo (Figura 7B)
tampoco se encontraron efectos significativos a los 28 dias tras el inicio del cultivo entre
los tratamientos (ANOVA 1via; F=2,034; p=0,173). En este caso, se observo un aumento
gradual del peso seco en todos los tratamientos. El tratamiento 100 mM NaCl arrojé
valores promedio de 105,66 mg, mientras que el tratamiento 40 mM NaCl y el control

mostraron valores promedio de 145,58 mg y 142,72 mg respectivamente.
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Figura 7: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre (A) el peso fresco de tallo y (B) peso seco
de tallo en plantas tras 28 dias de cultivo. Se representa la media + ds (n=5-6). (*) indican diferencias

significativas con respecto al control segin ANOVA 1 via seguido de test de Tukey (p<0,05)
3.2.4 Tasa de crecimiento absoluto (G) y tasa de asimilacion neta (E) para raiz y tallo:

Los resultados obtenidos en el calculo de la G y E para el caso de la raiz y el tallo en el
periodo 14-28 dias (Tabla 1) mostraron que el tratamiento con 100 mM NacCl redujo los
valores de G y E calculadas en base a la ganancia de peso seco de tallo y raiz para dicho
periodo cuando son comparadas con el control. En el caso del tratamiento 40 mM NaCl
los valores de ambos parametros para el tallo son ligeramente superiores a los valores del

control.

Tabla 1: Valores G y E para el periodo 14-28 dias de cultivo post-siembra en raiz y tallo.

RAIZ TALLO
TRATAMIENTO G (mg/ dia) | E (mg/ dia cm?) | G (mg/ dia) | E (mg / dia cm?)
CONTROL 1,96 0,10 7.20 0.35
40 mM 1,35 0,10 7,31 0,53
100 mM 0,36 0,03 4,62 0,40
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3.3 PARAMETROS HIDRICOS:
3.3.1 Potencial hidrico del xilema;

Los resultados que se obtuvieron para el potencial hidrico del xilema a los 28 dias, (Figura
8) mostraron diferencias significativas entre los tratamientos tanto en condiciones de luz
(Kruskal-Wallis; g.1.=2; p=0,005), como en condiciones de oscuridad (Kruskal-Wallis;
0.1.=2; p=0,014). No se encontraron diferencias significativas en la comparacion del
tratamiento 40 mM NaCl con el tratamiento control, pero si se observd diferencias
significativas entre este Gltimo y el tratamiento salino 100 mM NacCl, el cual reduce de

manera significativa el potencial
TRATAMIENTOS
CONTROL 40 mM 100 mM

:_ll !l l
LUz *

J mOSCURIDAD l

hidrico del xilema, medido tanto en

condiciones de luz como de oscuridad.

Figura 8: Efecto de concentraciones

crecientes de NaCl sobre el potencial hidrico

(atm)

del xilema de plantas tras 28 dias post-siembra.
Se representa la media + ds (n=5-7). (*) indican

diferencias significativas con respecto al

POTENCIAL HiDRICO XILEMA
O NNk WN R O

control segun H de Kruskal-Wallis seguido de
U de Mann-Whitney (p<0,05).

*

N
(=]
L

3.3.2 Evapotranspiracion acumulada:

El tratamiento salino afectd significativamente a la evapotranspiracion acumulada (Figura
9) medida hasta los 24 dias post-siembra. (ANOVA 1 via; F=4,827; p=0,024). Se observo
como la ETa mantuvo valores similares para todos los tratamientos hasta el dia 9 tras el
inicio del cultivo. Se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre el
tratamiento 40 mM NaCl; que alcanz6 valores promedio de 226,72 ml; y el tratamiento
100 mM NaCl que obtuvo valores promedio de 200,85 ml al final del periodo

experimental.
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Figura 9: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre la evapotranspiracion acumulada de plantas
tras 28 dias post-siembra. Se representa la media £ ds (n=7-12). (*) indican diferencias significativas con

respecto al control segin ANOVA 1 via seguido de test de Tukey (p<0,05).

3.4 PARAMETROS FOTOSINTETICOS:
3.4.1 Concentracion de clorofila;

La concentracién de clorofila (Figura 10) no arrojé diferencias significativas entre los
tratamientos a los 28 dias tras el inicio del cultivo (ANOVA 1 via; F=0,295; p=0,750). Se
observé como la concentracion de clorofila hasta el dia 14 en todos los tratamientos fue
muy similar mostrando valores promedio entre 1,81 pg/mg Pf. y 2,09 ug/mg Pf. A partir
del dia 14 la concentracion de clorofila aumenta en el tratamiento 100 mM NaCl que
alcanzé un méaximo de 3,81 pg/mg Pf en el dia 21. De este momento en adelante, se

, ., 6
observé como la concentracién de e o— CONTROL

el dltimo dia de muestreo, sier 40 mM

—@— 100 mM

concentracion mas baja de las cuan

CONCENTRACION DE
CLOROFILA (ng/mg Pf)

0 T T 1
0 10 20 30
TIEMPO POST-SIEMBRA (dias)

Figura 10: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre la concentracion de clorofila en hoja tras
28 dias post-siembra. Se representa la media + ds (n=5-6). (*) indican diferencias significativas con respecto
al control segin ANOVA 1 via seguido de test de Tukey (p<0,05).
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3.4.2 Rendimiento cuantico efectivo:

Para el parametro rendimiento cuantico

. . . L 0,7 1
efectivo, medido a los 21 dias tras el inicio o *
. . O 06 T
del cultivo (Figura 11), se encontraron g
0,5 -
diferencias  significativas entre  los 5 o
: : o> 047
tratamientos (Kruskal-Wallis; g.l. =2; O
52 031
p=0,018). El tratamiento 100 mM NaCl fue g o, 03
el unico en el que se observaron diferencias & oxl
= L
al compararlo con el control para el que se & 0
midieron valores promedio de 0,60 frente a CONTROL 40mM 100 mM
el wvalor promedio arrojado por el TRATAMIENTOS

tratamiento 100 mM NacCl que fue de 0,52.

Figura 11: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre el rendimiento cuéntico efectivo de plantas
tras 21 dias post-siembra. Se representa la media £ ds (n=10). (*) indican diferencias significativas con
respecto al control segiin H de Kruskal-Wallis seguido de U de Mann-Whitney (p<0,05).

3.5 DANO OXIDATIVO Y ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES:
3.5.1 Lipoperoxidacion:

Para los resultados obtenidos para el parametro lipoperoxidacion, cuantificado a los 28
dias tras el inicio del cultivo (Figura 12) se comprobd que no existian diferencias
significativas entre los tratamientos (Kruskal-Wallis; g.1.=2; p=0,136). A pesar del
resultado estadistico, existe una tendencia aparente de aumento de la lipoperoxidacion

con el aumento de la concentracion
0,035 7 mCONTROL

de NaCl. Los valores promedio méas 0030 4 ®40mM
) o _ T m 100 mM T
altos de lipoperoxidacion obtenidos = 0,025 1
~—
fueron de 0,027 nmol MDA/ mg Pf < %0%0 7
) = 0,015
para el tratamiento 100 mM NaCl y T 0w
7 - - = ! ]
los mas bajos correspondientes al 0,005 4
control alcanzaron valores promedio 0,000 -

TRATAMIENTOS
de 0,024 nmol MDA/ mg Pf.

Figura 12: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre la lipoperoxidacion de plantas tras 28 dias
post-siembra. Se representa la media + ds (n=12). (*) indican diferencias significativas con respecto al
control segiin H de Kruskal-Wallis seguido de U de Mann-Whitney (p<0,05).
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3.5.2 Concentracién de H»0:

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos a los 28 dias tras el
inicio del cultivo (ANOVA 1 via; F=0,491; p=0,619) para la concentracion de peroxido

de hidrégeno medido a partir de extractos de hoja (Figura 13).

40 -

Figura 13: Efecto de 35
concentraciones crecientes de NaCl .

& 30 A
sobre la concentraciéon de H;O; en 0o

S 25 = CONTROL
hojas de plantas tras 28 dias post- £
. . 2 20 ¥ 40 mM
siembra. Se representa la media + ds S 15
(n=8). (*) indican diferencias T 0 W 100 mM
significativas con respecto al control s
segin ANOVA 1 via seguido de test o
de Tukey (p<0,05). TRATAMIENTOS

3.5.3 Actividad catalasa:

Los resultados de la actividad catalasa ensayados sobre extractos de hoja (Figura 14) a
los 28 dias arrojaron diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA 1 via;
F=4,822; p=0,019). En

comparacion con el control, se 500 - *
’ 450 | ®CONTROL
encontraron diferencias entre 200 4 m40mm
[T
- o
este y el tratamiento 40 mM 5 350 { W100mMM
. 300 4
NaCl que mostr6 valores =
E 250
promedio de actividad catalasa 3 00 -
£
de 358,32 pmol/min mg Pf = 130 1
. 100 -
frente a el valor promedio del 50 |
control de 179,16 pmol/min mg 0 -

TRATAMIENTOS

Pf.

Figura 14: Efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre la actividad catalasa en hojas de plantas
tras 28 dias post-siembra. Se representa la media + ds (n=8). (*) indican diferencias significativas con
respecto al control segin ANOVA 1 via seguido de test de Tukey (p<0,05).
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3.5.4 Actividad Superdxido dismutasa:

La actividad SOD en hojas (Figura 15) se vio afectada significativamente por el
tratamiento con NaCl (Kruskal-Wallis; g.1.=2; p=0,000). El tratamiento 40 mM NacCl
produjo un incremento significativo de la actividad SOD en comparacion con el
tratamiento control. Los valores promedio mas bajos correspondieron con el tratamiento
100 mM NaCl que mostré un valor promedio de 19,29 U/mg Pf; mientras que el valor

promedio mas alto fue de 32,16 U/mg Pf que correspondio al tratamiento 40 mM NacCl.

Figura 15: Efecto de concentraciones 3t - .
] o _ B CONTROL
crecientes de NaCl sobre la actividad 30 4 40mM
100 mM

superoxido dismutasa en hojas de plantas tras

ha
ul

*

28 dias post-siembra. Se representa la media

+ ds (n=8). (*) indican diferencias

SOD (Ufmg Pf)
=N
) (@]

[y
o
1

significativas con respecto al control segin H

w
1

de Kruskal-Wallis seguido de U de Mann-
Whitney (p<0,05).

o
1
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4. DISCUSION:

Los resultados de la prueba de germinacién determinaron que el hibrido utilizado poseia
una alta capacidad para germinar en concentraciones de NaCl menores a 200 mM.
Estudios previos demostraron que otro hibridos de maiz germinaban correctamente hasta
concentraciones de 200 mM, y veian afectada su capacidad germinativa en
concentraciones del orden de 300 mM y 400 mM (Sukma et al., 2019).

EFECTOS SOBRE PARAMETROS DE CRECIMIENTO:

Dentro de los parametros que fueron analizados, los que fueron estimados sobre la parte
aérea de la planta no arrojaron resultados significativos, a excepcion del area foliar. Este
parametro mostro diferencias significativas entre los tratamientos salinos con respecto al
control (Figura 5), provocando que el area foliar de las plantas sometidas a salinidad fuera
menor que el de las plantas control. Estos resultados encajan con estudios anteriores en

los que el area foliar también se vio afectado por la salinidad (Yang et al., 2008).

Para el peso fresco-seco de la parte radicular, se obtuvieron resultados similares a estudios
previos (Soares et al., 2018) en los que el crecimiento de la parte radicular fue menor
cuando se sometia a estrés salino a las plantas durante el cultivo. En este experimento se
ha comprobado como a concentraciones iguales a 40 mM NaCl el peso fresco-seco de la

raiz no diferia significativamente con respecto al control (Figura 6a), mientras que la
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concentracion 100 mM NaCl producia efectos significativos en reduccion de peso en
todos los casos. Tanto la concentracion 40 mM NaCl como 100 mM NaCl afectaron al
crecimiento en longitud del cepellon con respecto al control (FIGURA 4b). Observamos
también como tanto la tasa de asimilacion neta como la tasa de crecimiento absoluto se
vieron notablemente reducidas para la concentracion 100 mM NaCl (Tabla 1). Como
resumen general, se observd al igual que otros autores, que el crecimiento de las plantas
sometidas a estrés salino es menor que el de las control. Este efecto estaria relacionado
con los efectos osmoticos e i6nicos generados por el estrés salino (Farooq et al., 2015).
La dificultad para la toma de agua, propiciada por el descenso del potencial hidrico del
suelo debido a la acumulacion de sales, provoca que la planta posea menor cantidad de
agua para llevar a cabo la elongacion celular. En este proceso las células desorganizan su
pared celular para permitir la entrada de gran cantidad de agua en su interior que las
permita el crecimiento en volumen (Azcon-Bieto y Taldn, 2008), por ello, la
deshidratacién causada por el estrés salino afecta a parametros de crecimiento. Ademas,
otro de los factores limitantes del crecimiento celular, es el cierre estomatico. El estrés
salino provoca el cierre de estomas, lo cual, reduce la disponibilidad de CO2 disponible
(Yang et al., 2008) para fijacion y por lo tanto se reduce la posibilidad de llevar a cabo

procesos de crecimiento.
EFECTOS SOBRE PARAMETROS HIDRICOS:

Dentro de los parametros hidricos analizados, el potencial hidrico del xilema (Figura 8)
mostro resultados esperados de acuerdo con estudios previos (Acosta-Motos et al, 2017).
El potencial hidrico se redujo considerablemente en plantas sometidas a elevada
salinidad, debido a que el estrés salino restringe la toma de agua al reducirse la diferencia
entre el potencial hidrico del cilindro central de la raiz y del suelo. Por este motivo, las
plantas se encuentran mas deshidratadas y se observan valores més bajos de potencial
hidrico en xilema. Respecto a la evapotranspiracion acumulada, se observé como el
tratamiento que provocd una mayor tasa de evapotranspiracion fue el de salinidad
moderada (40 mM NacCl), lo que podria indicar la existencia de resistencia por parte del
hibrido, mientras que el tratamiento de salinidad elevada (100 mM NaCl) arrojo los
valores mas bajos de evapotranspiracion acumulada (Figura 9). Estos resultados
coincidieron con un estudio previo en el que se aprecia como a partir de concentraciones
salinas superiores a 90 mM la tasa evapotranspiracion disminuye (Yang et al., 2008). Este

efecto se debid a que las altas concentraciones salinas, inducen el cierre estomatico con
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el objetivo de eliminar la menor cantidad de agua posible, ya que, en condiciones de estrés

salino, la entrada de agua se ve limitada como se vio anteriormente.
EFECTOS SOBRE LOS PARAMETROS FOTOSINTETICOS:

La concentracion de clorofila en hoja no mostré variaciones significativas entre los
tratamientos, lo cual encaja con estudios previos (Guo et al., 2017). Cabe destacar que
los resultados obtenidos, mostraron que la concentracion de clorofila aumento en las
plantas sometidas a estrés (Figura 10); ya sea debido al que posean un genotipo resistente
0 a la relacion entre la concentracion de clorofila y el area foliar, ya que a menor area
foliar la concentracion de clorofila mostrd valores mayores. Estos resultados encajan con
estudios llevados a cabo anteriormente en cultivos similares (Misra et al., 1997), donde
genotipos resistentes no mostraban reduccién de biosintesis de pigmentos ante grados
bajos de estrés . El analisis del rendimiento cuéntico efectivo supuso que tan solo las
plantas sometidas a 100 mM NacCl redujeran su capacidad fotosintética con respecto al
control, no viéndose significativamente afectadas las plantas sometidas a 40 mM NaCl
(Figura 11). Este resultado se asemeja a estudios anteriores donde el rendimiento cuantico
de los fotosistemas se vio afectado tras el cultivo en condiciones de salinidad (Qu et al.,
2012). La disminucién del rendimiento cuantico efectivo encontrada encaja con
resultados previos de otros autores (Dabrowski et al., 2016). En ellos se encontrd una
relacién entre dicha disminucién y la presencia de NaCl, el cual bloguea el transporte de
electrones desde la clorofila activa del fotosistema 11 (P680) hacia la quinona A. Por otro
lado, aument6 la disipacion térmica de energia desde dicha clorofila. Ambos factores
explican la reduccion del rendimiento cuantico efectivo en plantas sometidas a estrés por

salinidad
EFECTOS SOBRE EL DANO OXIDATIVO-ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES:

Dentro de los parametros bioquimicos, se analizaron elementos propios de la defensa
contra la acumulacion de compuestos toxicos para la planta como la concentracion de
H>0>. Los resultados mostraron que la acumulacion de este compuesto oxidante no
presentaba diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 13). El dafio por
lipoperoxidacion no mostro diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, lo
cual pudo deberse a la previsible resistencia del genotipo ante el estrés salino. Este
resultado encaja con el analisis realizado de las actividades antioxidantes. Las especies

reactivas del oxigeno (ROS) son eliminadas por enzimas como la catalasa y la SOD, las
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cuales en nuestro caso aumentan su actividad significativamente cuando la salinidad
aplicada fue moderada (40 mM NacCl). En el caso de la actividad catalasa para salinidad
elevada (100 mM NaCl) no se apreciaron resultados significativos comparados con el
control, pero se denoto cierto aumento de la actividad (Figura 14). En cuanto a la SOD
para el caso 100 mM NacCl si existieron reducciones significativas de la actividad frente
al control (Figura 15). Estos resultados se asemejan con estudios previos en los cuales,
genotipos resistentes, mostraban actividad antioxidante eficaz frente al estrés salino al

que fueron sometidas (Farooq et al., 2015).

COMPORTAMIENTO DEL HIBRIDO DE MAIZ SELECCIONADO FRENTE AL
ESTRES HIDRICO:

En el analisis global de los resultados se pudo apreciar como el hibrido de maiz utilizado
presenta resistencia al estrés por salinidad. Se comprobé como en la mayoria de
parametros, el tratamiento con salinidad moderada de 40 mM NaCl no afectd
significativamente a los valores obtenidos con respecto al control. En el caso de la
evapotranspiracion, se observo como las plantas sometidas a 40 mM NaCl obtuvieron
valores de evapotranspiracion significativamente por encima de los alcanzados por el
control. Esto sugiere que el maiz utilizado presenta resistencia al estrés salino ya que los
valores en caso de no ser un genotipo resistente deberian de haber estado por debajo del
control ya que la salinidad provoca via Acido Abscisico (ABA) el cierre de los estomas
para evitar la pérdida de agua por evapotranspiracion (Wilkinson et al., 2007). A este
resultado frente a la concentracion 40 mM NaCl se unen otros como los valores obtenidos
de Gy E y los valores de potencial hidrico del xilema; en los cuales vemos como no
existen diferencias respecto al control. Los valores de los parametros fotosintéticos y
actividades antioxidantes, donde el tratamiento de salinidad moderada produjo un
aumento significativo de las mismas, indicd que resistian bien el estrés salino via
enzimatica. Esto encaja con la descripcion del hibrido en el catalogo comercial en el cual

se indica su elevado grado de adaptabilidad y tolerancia a la sequia (PIONEER, 2017).

5. CONCLUSIONES:

De manera global el tratamiento 100 mM NaCl afecté significativamente a los
parametros de crecimiento, hidricos y fotosintéticos del hibrido de maiz evaluado. El
tratamiento moderado (40 mM NacCl) no afecto significativamente a los parametros

evaluados. En el hibrido de maiz, la salinidad moderada se asocia a un incremento de la
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actividad antioxidante. Los resultados obtenidos sobre los efectos del estrés salino en
fases tempranas del crecimiento y desarrollo indicaron que el hibrido P9684 tiene un
buen comportamiento frente a estrés salino moderado-bajo. Se concluyé que es un

hibrido adecuado para cultivo en suelos con cierto grado de salinidad.
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ANEXO I: ANALISIS ESTADISTICO

1. PRUEBA DE NORMALIDAD.

PUEBA DE HOMOCEDASTICIDAD.

3. CLASIFICACION DE LAS VARIABLES EN PARAMETRICAS Y NO

PARAMETRICAS.

4. ANALISIS DE PRUEBAS PARAMETRICAS.
4.1 ANOVA 1 VIA.
4.2 PRUEBA POST-HOC. TEST DE TUKEY.

5 ANALISIS DE PRUEBAS NO PARAMETRICAS. KRUSKAL-WALLIS.
5.1 PRUEBA POST-HOC. U DE MANN-WHITNEY.

N



ABREVIATURAS:

(Longitud tallo)-LTallo

(Longitud raiz)-LRaiz

(Peso fresco tallo)-Pft

(Peso seco tallo)-Pst

(Peso fresco raiz)-Pfr

(Peso seco raiz)-Psr

(Area foliar)-Af

(Clorofila)-Clrf

(Rendimiento cuéntico efectivo_21 dias)-RCE_21
(Rendimiento cuantico efectivo_28 dias)-RCE_28
(Potencial matricial xilema luz)-PHX-L
(Potencial matricial xilema oscuridad)-PHX-O
(Lipoperoxidacion)-LPX

(Actividad catalasa)-CAT

(Concentracion de perdxido)-H20:2

(Actividad superoxido dismutasa)-SOD

(Evapotranspiracion acumulada)-ETa



1. PRUEBA DE NORMALIDAD:

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

LTallo LRaiz Pfr Psr Pit Pst Af Clrf RCE_21 PHE L PHX O PX CAT H202
N 15 13 15 15 15 15 15 14 30 18 18 36 L] 2
Parametros normales®® Media 39,220000 13,607692 368,140000 56,953333 1365,846667 131,320000 32,392667 2,139643 ,568367 -3 778880 3 14611 (025556 001108 13 528750
Desv. Desviacion 5,2563159 4,1336952 141,2694882 19,8812858 428,2651363 37,4002139 8,5239012 ,71693965 ,0769857 2 3515024 1 5221489 003901 0005738 20337249
Méximas diferencias extremas  Absoluto 132 ,155 ,204 ,194 ,183 ,165 263 ,169 ,206 33 143 102 i 156
Positivo 132 ,155 ,204 ,194 ,183 ,165 ,263 ,169 164 164 081 102 a7 156
Negativo -131 -113 -,082 -,188 -113 -113 -117 -,106 -,206 - 143 00 - 127
Estadistico de prueba 132 ,155 ,204 ,194 ,183 ,165 263 ,169 ,206 J RLE] 102 137 i)
Sig. asintética(bilateral) 2004 2004 ,095¢ ,133¢ ,188° ,200%4 ,006° 20009 ,002°¢ F 200 200 200 35

a. La distribucion de prueba es normal.
b. Se calcula a partir de datos.

¢. Correccion de significacion de Lilliefors.

d. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

SOD ETa
N 24 18
Parametros normales2® Media ,14892  215,1306
Desv. Desviacion ,098143  16,55960
Maximas diferencias Absoluto , 168 ,162
extremas Positivo ,168 ,161
Negativo -,125 -,162
Estadistico de prueba ,168 ,162
Sig. asintotica(bilateral) ,079¢ ,200°4

Para valores de p>0,05 se determina que las variables siguen una distribucién

normal.

Para valores de p > 0,05 se determina que las variables no siguen una

distribucién normal.



2. PRUEBA DE HOMOCEDASTICIDAD:

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.

LTallo Se basa en la media 2,428 12 ,130
Se basa en la mediana ,206 12 ,817
Se basa en la mediana y ,206 9,090 ,818
con gl ajustado
Se basa en la media 2,168 12 ,157
recortada

LRaiz Se basa en la media 3,309 10 ,079
Se basa en la mediana 1,442 10 ,282
Se basa en la mediana y 1,442 7,049 ,299
con gl ajustado
Se basa en la media 3,402 10 ,075
recortada

Pfr Se basa en la media ,569 12 ,581
Se basa en la mediana ,219 12 ,806
Se basa en la mediana y ,219 10,230 ,807
con gl ajustado
Se basa en la media ,515 12 ,610
recortada

Psr Se basa en la media ,129 12 ,880
Se basa en la mediana 172 12 ,844
Se basa en la mediana y 172 11,464 ,845
con gl ajustado
Se basa en la media ,123 12 ,886
recortada

Pft Se basa en la media , 742 12 ,497
Se basa en la mediana ,369 12 ,699
Se basa en la mediana y ,369 7,636 , 703
con gl ajustado
Se basa en la media ,611 12 ,559
recortada

Pst Se basa en la media 1,232 12 ,326
Se basa en la mediana ,436 12 ,657
Se basa en la mediana y ,436 7,366 ,662
con gl ajustado
Se basa en la media 1,137 12 ,353

recortada



Clrf Se basa en la media 1,361 2 11 ,296

Se basa en la mediana 877 2 11 ,443
Se basa en la mediana y 877 2 6,410 ,460
con gl ajustado
Se basa en la media 1,324 2 11 ,305
recortada

CAT Se basa en la media 1,139 2 21 ,339
Se basa en la mediana ,980 2 21 ,392
Se basa en la mediana y ,980 2 18,167 ,394
con gl ajustado
Se basa en la media 1,183 2 21 ,326
recortada

H202 Se basa en la media , 176 2 21 ,840
Se basa en la mediana , 159 2 21 ,854
Se basa en la mediana y ,159 2 17,317 ,854
con gl ajustado
Se basa en la media ,166 2 21 ,848
recortada

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
SOD Se basa en la media 7,623 2 21 ,003
Se basa en la mediana 3,497 2 21 ,049
Se basa en la mediana y con 3,497 2 13,103 ,061
gl ajustado
Se basa en la media 7,371 2 21 ,004
recortada
ETa Se basa en la media 1,705 2 15 ,215
Se basa en la mediana ,667 2 15 ,528
Se basa en la mediana y con ,667 2 12,572 ,530
gl ajustado
Se basa en la media 1,640 2 15 227
recortada

Para valores de p> 0,05 se determina que las variables cumplen homocedasticidad

Para valores de p=>0,05 se determina que las variables no cumplen
homocedasticidad.



3. CLASIFICACION DE LAS VARIABLES EN PARAMETRICAS Y NO

PARAMETRICAS.

VARIABLES PARAMETRICAS

VARIABLES NO PARAMETRICAS

(Longitud de tallo)-Ltallo

(Potencial matricial xilema luz)-PHX-L

(Longitud de raiz)-Lraiz

(Potencial matricial xilema oscuridad)-PHX-O

(Peso fresco raiz)-Pfr

(Lipoperoxidacion)-LPX

(Peso seco raiz)-Psr

(Area foliar)-Af

(Peso fresco tallo)-Pft

(Rendimiento cuéntico efectivo_21 dias)-RCE_21

(Peso seco tallo)-Pst

(Actividad superdxido dismutasa)-SOD

(Clorofila)-Clrf

(Actividad catalasa)-CAT

(Concentracion de perdxido)-H>0»

Evapotranspiracion acumulada-(ETa)




4. ANALISIS VARIABLES PARAMETRICAS:

4.1 ANOVA (1via)
Suma de Media
cuadrados cuadratica F Sig.
LTallo Entre grupos 148,204 2 74,102 3,727 ,055
Dentro de grupos 238,600 12 19,883
Total 386,804 14
LRaiz Entre grupos 157,959 2 78,979 16,772 ,001
Dentro de grupos 47,091 10 4,709
Total 205,049 12
Pfr Entre grupos 125044,624 2 62522,312 4,861 ,028
Dentro de grupos 154354,332 12 12862,861
Total 279398,956 14
Psr Entre grupos 2981,841 2 1490,921 7,011 ,010
Dentro de grupos 2551,876 12 212,656
Total 5533,717 14
Pft Entre grupos 700693,969 2 350346,985 2,252 ,148
Dentro de grupos 1867060,408 12 155588,367
Total 2567754,377 14
Pst Entre grupos 4958,716 2 2479,358 2,034 ,173
Dentro de grupos 14624,148 12 1218,679
Total 19582,864 14
Clrf Entre grupos ,392 2 , 196 ,295 , 750
Dentro de grupos 7,304 11 ,664
Total 7,696 13
CAT Entre grupos ,000 2 ,000 4,822 ,019
Dentro de grupos ,000 21 ,000
Total ,000 23
H202 Entre grupos 8,847 2 4,424 ,491 ,619
Dentro de grupos 189,108 21 9,005
Total 197,955 23



Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ETa Entre grupos 1825,478 2 912,739 4,827 ,024
Dentro de grupos 2836,270 15 189,085
Total 4661,748 17

Para valores de p<0,05 se determina que existen diferencias entre los tratamientos.

Para valores p>0,05 se determina que no existen diferencias entre los tratamientos.



4.2 ANALISIS POST-HOC PARA VARIABLES PARAMETRICAS.

HSD Tukey

Variable

©)

Diferencia de

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

dependiente (l) tratamiento tratamiento medias (I-J) Desv. Error ~ Sig. Limite inferior Limite superior
LTallo 0 1 5,3800000 2,8201655 ,179 -2,143817 12,903817
2 7,4600000 2,8201655 ,052 -,063817 14,983817
1 0 -5,3800000 2,8201655 ,179 -12,903817 2,143817
2 2,0800000 2,8201655 ,747  -5,443817 9,603817
2 0 -7,4600000 2,8201655 ,052  -14,983817 ,063817
1 -2,0800000 2,8201655 (47 -9,603817 5,443817
LRaiz 0 1 6,0000000" 1,3724528 004 2,237702 9,762298
2 8,4266667" 1,5847720 ,001 4,082339 12,770994
1 0 -6,0000000" 1,3724528 ,004  -9,762298 -2,237702
2 2,4266667 1,5847720 ,318 -1,917661 6,770994
2 0 -8,4266667" 1,5847720 ,001 -12,770994 -4,082339
1 -2,4266667 1,5847720 ,318 -6,770994 1,917661
Pfr 0 1 12,5200000 71,7296619 ,983 -178,844958 203,884958
2 199,6400000° 71,7296619 ,041 8,275042 391,004958
1 0 -12,5200000 71,7296619 ,983 -203,884958 178,844958
2 187,1200000 71,7296619 ,055  -4,244958 378,484958
2 0 -199,6400000" 71,7296619 ,041 -391,004958 -8,275042
1 -187,1200000 71,7296619 ,055 -378,484958 4,244958
Psr 0 1 13,8200000 9,2229352  ,326  -10,785534 38,425534
2 34,3200000" 9,2229352 ,008 9,714466 58,925534
1 0 -13,8200000 9,2229352 , 326  -38,425534 10,785534
2 20,5000000 9,2229352 ,107 -4,105534 45,105534
2 0 -34,3200000" 9,2229352 ,008 -58,925534 -9,714466
1 -20,5000000 9,2229352  ,107 -45,105534 4,105534
Pft 0 1 -217,3600000 249,4701323 ,668 -882,912300 448,192300
2 309,3800000 249,4701323 ,454 -356,172300 974,932300
1 0 217,3600000 249,4701323 ,668 -448,192300 882,912300
2 526,7400000 249,4701323 ,129 -138,812300 1192,292300
2 0 -309,3800000 249,4701323 ,454 -974,932300 356,172300
1 -526,7400000 249,4701323 ,129 -1192,292300  138,812300
Pst 0 1 -2,8600000 22,0787590 ,991 -61,763119 56,043119
2 37,0600000 22,0787590 ,253 -21,843119 95,963119
1 0 2,8600000 22,0787590 ,991 -56,043119 61,763119
2 39,9200000 22,0787590 ,209 -18,983119 98,823119
2 0 -37,0600000 22,0787590 ,253 -95,963119 21,843119



Clrf 0

CAT 0

H202 0

[EEN
SO N O N P P O N O DN PP P O DN O DN PP P

1

-39,9200000
-,1840000
-,4197500
,1840000
-,2357500
,4197500
,2357500
-,0007625"
-,0002763
,0007625"
,0004863
,0002763
-,0004863
-1,4837500
-,8300000
1,4837500
,6537500
,8300000
-,6537500

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

22,0787590

,5153664
,5466286
,5153664
,5466286
,5466286
,5466286
,0002486
,0002486
,0002486
,0002486
,0002486
,0002486
1,5004269
1,5004269
1,5004269
1,5004269
1,5004269
1,5004269

,209
,933
, 7129
,933
,903
7129
,903
,015
,518
,015
,148
,518
,148
,592
,846
,592
,901
,846
,901

-98,823119
-1,575931
-1,896116
-1,207931
-1,712116
-1,056616
-1,240616
-,001389
-,000903
,000136
-,000140
-,000350
-,001113
-5,265682
-4,611932
-2,298182
-3,128182
-2,951932
-4,435682

18,983119
1,207931
1,056616
1,575931
1,240616
1,896116
1,712116
-,000136
,000350
,001389
,001113
,000903
,000140
2,298182
2,951932
5,265682
4,435682
4,611932
3,128182



Intervalo de confianza al

. . 95%
Diferencia

Variable (n (J) de medias Desv. Limite Limite
dependiente tratamiento tratamiento (I-J) Error Sig. inferior superior

ETa 0 1 -11,32571 7,65024 ,328 -31,1970  8,5456
2 14,54029 8,05165 ,201 -6,3736 35,4542
1 0 11,32571 7,65024 ,328 -8,5456 31,1970
2 25,86600" 8,32653 ,019 4,2381 47,4939

2 0 -14,54029 8,05165 ,201 -35,4542  6,3736
1 -25,86600° 8,32653 ,019 -47,4939  -4,2381

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Para valores de p=>0,05 se determina que no existen diferencias los tratamientos
correspondientes.

Para valores de p<0,05 se determina que existen diferencias entre los tratamientos
correspondientes

0 = Control
1->40mM
2-> 100 mM



5. ANALISIS DE VARIABLES NO PARAMETRICAS:

Rangos
Rango

tratamiento N promedio

RCE_21 O 10 21,30
1 10 15,00
2 10 10,20
Total 30

Af 0 5 11,00
1 5 8,80
2 5 4,20
Total 15

PHX L O 7 9,79
1 7 13,21
2 4 2,50
Total 18

PHX_ O O 7 12,64
1 6 10,58
2 5 3,80
Total 18

LPX 0 12 13,63
1 12 20,25
2 12 21,63
Total 36

Estadisticos de prueba?

RCE 21 Af PHX L PHX O LPX
H de Kruskal-Wallis 8,003 6,020 10,547 8,478 3,992
gl 2 2 2 2 2
Sig. asintotica ,018 ,049 ,005 ,014 ,136
Rangos

tratamiento N Rango promedio
SOD 0 8 12,50

1 8 4,50

2 8 20,50

Total 24




Estadisticos de prueba®?

SOD
H de Kruskal-Wallis 20,489
gl 2
Sig. asintotica ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion:
tratamiento

Para valores de p<0.05 se determina que existen diferencias entre tratamientos.

Para valores de p>0,05 se determina que no existen diferencias entre tratamientos.

5.1 U DE MANN-WHITNEY PARA VARIABLES NO PARAMETRICAS:
CONTROL vs. 100 Mm:

Rangos
Rango Suma de
tratamiento N promedio rangos
RCE 21 O 10 14,45 144,50
2 10 6,55 65,50
Total 20
Af 0 5 7,60 38,00
2 5 3,40 17,00
Total 10
PHX L O 7 8,00 56,00
2 4 2,50 10,00
Total 11
PHX O O 7 9,00 63,00
2 5 3,00 15,00
Total 12

Estadisticos de prueba?
RCE 21 Af PHX L PHX O

U de Mann-Whitney 10,500 2,000 ,000 ,000
W de Wilcoxon 65,500 17,000 10,000 15,000
Z -2,987 -2,193 -2,676 -2,862
Sig. asintotica(bilateral) ,003 ,028 ,007 ,004
Significacion exacta ,002° ,032° ,006° ,003°

[2*(sig. unilateral)]




Rangos

Rango

tratamiento N promedio Suma de rangos
SOD 0 8 4,50 36,00

2 8 12,50 100,00

Total 16
Estadisticos de prueba?

SOD

U de Mann-Whitney ,000
W de Wilcoxon 36,000
z -3,361

Sig. asintética(bilateral)  ,001

Significacion exacta ,000P
[2*(sig. unilateral)]

a. Variable de agrupacion: tratamiento

b. No corregido para empates.

Para valores de p<0,05 se determina que existen diferencias entre el Control y 100 mM.

Para valores de p>0,05 se determina que no existen diferencias entre el Control y 100 mM.

CONTROL vs. 40 Mm:

Rangos

tratamiento N Rango promedio Suma de rangos

RCE_21 0 10 12,35 123,50
1 10 8,65 86,50
Total 20

Af 0 5 6,40 32,00
1 5 4,60 23,00
Total 10

PHX_L 0 7 5,79 40,50
1 7 9,21 64,50
Total 14

PHXO O 7 7,64 53,50



1 6 6,25 37,50

Total 13
Estadisticos de prueba?
RCE 21 Af PHX L PHX_ O
U de Mann-Whitney 31,500 8,000 12,500 16,500
W de Wilcoxon 86,500 23,000 40,500 37,500
Z -1,399 -,940 -1,575 -,650
Sig. asintética(bilateral) ,162 ,347 ,115 ,516
Significacion exacta [2*(sig. ,165° ,421b ,128P ,534b
unilateral)]
Rangos
Rango
tratamiento N promedio Suma de rangos
SOD O 8 12,50 100,00
1 8 4,50 36,00
Total 16

Estadisticos de prueba?

SOoD
U de Mann-Whitney ,000
W de Wilcoxon 36,000
z -3,363

Sig. asintoética(bilateral)  ,001

Significacién exacta [2*(sig.,000°
unilateral)]

a. Variable de agrupacién: tratamiento

b. No corregido para empates.

Para valores de p<0,05 se determina que existen diferencias entre el Control y 40
mM.

Para valores de p>0,05 se determina que no existen diferencias entre el Control y
40 mM.



