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RESUMEN

Con el objetivo de determinar los cambios sobre el crecimiento y contenido de
nutrientes en el maiz bajo condiciones de salinidad e irradiacion,se realizd el
presente trabajo de investigacion en el invernadero N° 1 ubicado en la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro. El trabajo se inici6 en septiembre de 2005 y
concluyé en agosto de 2006, consistié en someter las semillas de cuatro variedades
diferentes de maiz (Grano Azul, Vanta, Vanra y Variedad no tolerante) a una
irradiacion con un diodo laser de 30 mW, con una potencia de 27.4 mW de baja
intensidad durante 1 minuto. Posterior a la irradiacion parte de las semillas fueron
germinadas a temperatura de 25° C en una camara germinadora sobre un medio
salino de 0, 150 y 300 mM de NaCl. La radicula fue seccionada en cortes de
aproximadamente 2 cm de largo para ser puestas en fijador FAA (5% formaldehido,
5% acido acético, 90% alcohol al 70%) con la finalidad de fijar los tejidos para

posteriormente analizar el tejido vascular.

Se concluyé que el porcentaje de germinacion se vio afectado por las
concentraciones de 150 y 300 mM de NaCl, afectando del mismo modo el tamaro de

la plantula.

Otra parte de las semillas que fueron irradiadas, se sembraron en sustrato peat moss
realizando un riego con solucion Douglas, después de la cuarta semana, las plantas
fueron sometidas a un estrés salino en donde el riego se realizd6 con solucidon
Douglas mas diferentes concentraciones de NaCl (0, 200, 400 mM NaCl),
consecutivamente se realizaron 7 muestreos de los cuales se determind; contenido
de vitamina C, minerales (Ca y K), biomasa, toma de muestra en has y envés para
conteo de estomas y células tabloides. El contenido de vitamina C, no se vio
modificado por ninguno de los factores aplicados ocurriendo el mismo caso con el
porcentaje de minerales. El conteo de estomas y células tabloides se realizé en dos
de los muestreos efectuados. Durante el primero, el numero de células tabloides,
mostré diferencias significativas para el factor testigo (0 mM NaCl) mientras que en el
segundo muestreo las diferencias se reflejaron para las concentraciones de 200 y



400 mM de NaCl, en el primer muestreo las variedades grano azul y variedad no
tolerante se vieron afectadas, en tanto que para el siguiente muestreo la variedad no
tolerante fue la Unica que se mantuvo normal. Un aspecto importante fue la
determinacién del indice estomatico, en el cual se encontraron diferencias
provocadas por las concentraciones de 200 y 400 mM de NaCl, igual que en la
variedad Vanra durante el primer muestreo. La variedad no tolerante fue el Unico

factor que presento diferencias en la determinacion del indice estomatico.



INTRODUCCION

El maiz (Zea mays) de la familia de las gramineas, perteneciente al género
Zea, es el cereal mas plantado en el mundo, en volumen de produccién supera al
trigo y arroz. Es un cultivo de unos 7000 arios de antigiiedad, cuyo origen se ubica
en las zonas de México y América central.

El maiz se ha tomado como un cultivo de estudio para investigaciones

cientificas principalmente en genética. Continuamente se esta estudiando su
genotipo y por tratarse de una planta monoica aporta gran informacion ya que posee
una parte materna (femenina) y otra paterna (masculina) por lo que se pueden crear
varias recombinaciones (cruzas) y nuevos hibridos para el mercado.
Los objetivos de estos cruzamientos van encaminados a la obtencién de altos
rendimientos en produccién. Por ello, se selecciona en masa aquellas plantas que
son mas resistentes a virosis, condiciones climaticas, plagas y que desarrollen un
buen porte para cruzarse con otras plantas de maiz que aporten caracteristicas
determinadas que se quieran conseguir como mejora de cultivo.

El maiz requiere una temperatura de 25 a 30° C. Requiere gran cantidad de
incidencia de luz solar y en aquellos climas humedos su rendimiento es mas bajo.
Para que se produzca la germinacién en la semilla la temperatura debe situarse
entre los 15 a 20° C. Al someterse a temperaturas inferiores a 6° C en presencia de
luz, la planta de maiz normalmente sufre efectos negativos en su crecimiento. Estos
efectos negativos se asocian con un incremento en la concentracién celular de
radicales libres, concentracién que rebasa la capacidad antioxidante de las plantas.
El mismo fenébmeno de estrés oxidativo se observa en plantas que crecen en

ambientes salinos.



En el presente trabajo de investigacion se probara una técnica basada en la
irradiacion con laser de baja intensidad con la que se pretende mejorar la calidad

nutricional, asi como la tolerancia a salinidad tanto a nivel de semilla como de planta.

Se han utilizado muchos enfoques para mejorar la tolerancia del maiz de

zona templada al frio, con resultados variables (Miedema, 1982). En las tierras
altas tropicales, la seleccidbn del maiz para resistencia al frio se obtiene
simplemente seleccionando para rendimiento en un ambiente con esas
condiciones.
En el maiz tropical, ha habido menos necesidad de mejorar la tolerancia a las bajas
temperaturas. En los casos de los ambientes de altitud media que pueden registrar
temperaturas bajas, la introgresién de germoplasmas de maices templados en
poblaciones tropicales de tierras bajas ha dado buen resultado para aumentar el
rango de las temperaturas en las que el cultivo se comporta favorablemente.

En las regiones en que el maiz se cultiva en invierno, las bajas temperaturas
pueden dar lugar a la fotoinhibicion de la fotosintesis, la cual reduce la eficiencia de
la conversidn de la radiacion interceptada. Varias lineas endocriadas de maices
templados fueron seleccionadas para tolerancia de los discos foliares a condiciones
fotoinhibitorias (7° C con un nivel de 1000 mmol/m?/seg) usando clorofila
fluorescente (Dolstra et al., 1994). Las lineas seleccionadas fueron
significativamente diferentes en sus niveles de fotoinhibicion. Si la fotoinhibicion es
un problema en un cierto ambiente, este enfoque podria ayudar a identificar

genotipos tolerantes.



OBJETIVOS

a)

b)

Determinar el efecto de la irradiacidn laser sobre la germinacion de semillas.

Determinar si la irradiacidn de semillas de maiz con un laser de baja
intensidad modifica la concentracién de vitamina C y la concentracion de

minerales en la planta.

Determinar si la irradiacion aplicada aumenta la tolerancia a la salinidad de
genotipos de maiz tolerantes al frio.

Documentar el efecto de la irradiacion laser en la estructura anatémica de la

planta.



REVISION DE LITERATURA

El término laser proviene del acrénimo de light amplification by stimulated
emission of radiation, esto es, amplificacion de luz por emisién estimulada de
radiacion. El laser es un dispositivo que emite una luz monocroma, concentrada,
coherente y particularmente intensa. La luz del laser es estrictamente monocroméatica
porque su longitud de onda varia sélo unas pocas milésimas de nandémetro (el
nanémetro, nm, equivale al millonésimo de milimetro, 1x10°). La pureza de color de
la luz de un laser es varios érdenes de magnitud superior a la luz monocromatica de
cualquier otro origen, cualidad que la hace insustituible en aplicaciones como la
holografia y en algunos campos de la interferometria y la espectroscopia. Esa pureza
de color es esencial, también, en ciertos aspectos del empleo de luz para el estudio
de reacciones quimicas o procesos biolégicos.

El efecto de la irradiacion laser en las semillas se manifiesta como mayor
crecimiento de la plantula (Giavelli et al., 1998; Harazaki y Isshiki, 1997), cambios en
la calidad nutricional (Ouf y Abdel-Hady, 1999), y modificaciones en la densidad e
indice estomatico (Ouf y Abdel-Hady, 1999; Ivanova y Stoyanova, 2000). Los
posibles efectos sobre antioxidantes y fitoquimicos no han sido probados.

La irradiacion de semillas con laseres de baja intensidad da lugar al
incremento en la biomasa de las plantas (Ouf y Andel — Hady, 1999; Ivanova y
Stoyanova, 2000), en la produccién de frutos (Gladyszewuska, et al.,, 1998) en las
propiedades mecanicas de las semillas de la siguiente generacion (Koper et al.,
1999) o bien en la tolerancia bajas temperaturas de las plantulas después de la

germinacién de las semillas irradiadas (Podlesna y Podlesny, 2001).



Definicion de Estrés

Conforme a lo descrito por Benavides (2002), se ha definido el estrés como
una desviacién significativa de las condiciones 6ptimas para la vida. Como respuesta
a dicha desviacion se inducen cambios en todos los niveles funcionales del
organismo, pudiendo ser dichos cambios reversibles o permanentes. Aun si la
condicién de estrés es temporal, es normal que la vitalidad de la planta se vea
disminuida entretanto se realizan los ajustes requeridos para la nueva situacion. Si el
estrés es demasiado intenso o si el periodo de accién es demasiado largo entonces
los dafos latentes se transforman en dano irreversible que puede afectar a la planta

entera o partes de la misma.

En otras palabras estrés es el “conjunto de respuestas bioquimicas o
fisioldgicas que definen un estado particular del organismo diferente al observado
bajo un rango de condiciones éptimas”. Asimismo, se aplicara el término resistencia
al estrés para definir “la capacidad de un organismo para evitar los estimulos
ambientales negativos o para permanecer bajo un estado particular de estrés sin que
su fenotipo se vea modificado de manera significativa”. En la definicion anterior se
considera que existe un estado fenotipico ideal, observado bajo condicién 6ptima, al
cual se le llama “norma” (Benavides, 2002).

Estrés salino.

Las plantas para su desarrollo requieren de sales minerales, sin embrago, en
concentraciones elevadas pueden resultar toxicas y causantes de estrés, que
desencadenan multiples respuestas fisiologicas (Gossett et. al., 1994).

Desde el punto de vista fisiolégico se expresa como concentracion de sales en
unidades milimolares (mM) y se utiliza como referencia el efecto de una

concentracion particular sobre un proceso fisiologico.



Estomas

Los estomas son aperturas en la epidermis rodeadas por dos células
oclusivas; mediante cambios de forma las células oclusivas controlan el tamaro de la
apertura. Esta apertura conduce al interior de un amplio espacio intercelular llamado

camara subestomatica, que continla con los espacios intercelulares del mesdfilo.

En muchas plantas, dos 0 mas células adyacentes a las oclusivas parecen
estar asociadas funcionalmente a ellas y se distinguen por su morfologia de otras
células epidérmicas, se les llama Células anexas o adjuntas. Las células oclusivas
son generalmente de forma arrinonada vistas de frente y engrosamiento de la

membrana en los bordes superior e inferior.

Los estomas son muy frecuentes en las partes verdes aéreas de las plantas,
particularmente en las hojas (Esau, 1972). Generalmente cada milimetro cuadrado
tiene unos 100 estomas, aunque el numero puede ser diez veces mayor, y se ha
informado de 2.230 (Howard, 1969).

Densidad Estomatica

La frecuencia o densidad estomatica, que es el numero de estomas por unidad
de area (mm?), presenta una gran componente de variacién ambiental, por lo que
puede diferir entre plantas de la misma especie, entre hojas de la misma planta y
entre sectores de una misma hoja (Esau 1972).

Xilema

El xilema es el principal tejido conductor de agua y sirve también como tejido
de sostén. La conduccién de agua es en direccion acropeta. El xilema es un tejido
complejo constituido por varios tipos de célula: elementos traqueales, fibras y

parénquima (Esau, 1972).



Floema

El floema es el principal tejido conductor de material alimenticio, efectuandose
la conduccion en direccion basipeta o acropeta. Al igual que el xilema el floema es un
tejido complejo constituido por diferentes elementos, sin embargo con el floema no
tiene gran valor comercial (a excepcion de las fibras comerciales), son menos
detallados los estudios hechos sobre los elementos del floema. El floema consta de
elementos cribosos, células acompanantes, fibras esclereidas y células

parenquimatosas (Esau, 1972).

Factores que impactan sobre la actividad de los estomas y densidad

estomatica.
Luz

La irradiancia y la calidad espectral son determinantes en las caracteristicas
de la epidermis foliar, Allard et al. (1991 a) encontraron que la densidad estomatica
total fue menor en un 17 — 24 % en plantas sometidas a baja irradiancia (600umol m?
s de PPFD), encontrando ademas una reduccién mayor en la superficie abaxial que
en la adaxial. Lo mismo fue observado por Woledge (1971) quien ademas reportd la
ausencia de diferencias en la forma de las células guarda entre hojas desarrolladas

en condiciones de alta y baja irradiancia.
Efectos de la calidad de la luz sobre los estomas

Thomas D. Sharkey y Klaus Raschke (1961 a) estudiaron el funcionamiento de
los estomas de cinco especies, entre ellas el maiz. Pudieron variar la irradiancia
manteniendo constante la concentracion intracelular de CO, y la concentracion de
CO. manteniendo constante la irradiancia. La conductancia estomatica indicaba la
apertura de los estomas. A valores elevados de irradiancia, los estomas del maiz

respondieron principalmente a las concentraciones intercelulares reducidas de CO..



Sharkey y Raschke concluyeron que: “A un nivel bajo de luz, la concentraciéon
intercelular de CO, puede convertirse en el factor regulador principal; pero a nivel
elevado, la respuesta directa a la luz puede sobre compensar las necesidades de
CO. para la fotosintesis y provocar un aumento en la concentracion intercelular de
CO..

Efectos de la luz y las plantas

Dado que las plantas dependen de la luz como fuente primaria de energia,
han desarrollado un sin fin de mecanismos para medir la intensidad luminosa
(fluencia o densidad de flujo) direccidn, duracion (fotoperiodicidad) y calidad (balance
espectral), los cuales son componentes basicos del entorno luminico de la
vegetacion. El hecho de que las plantas sobrevivan y prosperen aun en habitat
donde la radiacion ambiental parece ser distintivamente favorable, indica que la
evolucién ha proveido esos sofisticados mecanismos de sensibilidad. Las plantas
usan tal informacion, en un proceso comunmente referido como fotomorfogénesis,
para capturar luz mas eficientemente y adaptar su ciclo de vida a fluctuaciones
climaticas (Smith, 1982; Benavides et al., 1993; Viertstra, 1993).

La interpretacion de radiacion fotosintéticamente activa por el dosel de plantas
en el campo ha recibido considerable atencion durante muchos afos; sin embargo,
hasta hace poco tiempo la radiacién fotomorfogénica fue reconocida como un
regulador del reparto de fotosintatos entre los diferentes 6rganos de la planta y como
un factor importante en la adaptacion, supervivencia y productividad de los vegetales

en el campo (Kasperbauer y Hunt,1992).

Al respecto Bradburner et al.,(1989), sefialan que se puede manipular la
radiacion incidente de una manera sencilla para guiar las respuestas o expresiéon del
programa genético potencial de las plantas, hacia donde se desea, de acuerdo a
objetivos particulares; pero que es necesario proporcionar un manejo adecuado al
cultivo (control hidrico, de plagas y enfermedades, nutricion mineral y carbdnica, etc.)



de lo contrario no habrd respuesta al ambiente luminico y se podra presentar un
estrés particular o varios de ellos.

Didoxido de carbono

Se sabe por ejemplo que para un mismo genotipo la frecuencia estomatica
puede ser menor en presencia de acolchado plastico (Pifia, 1994) o al aumentar la
concentracion de CO;, en la atmésfera de crecimiento de plantas C; (Woodward,
1987), aunque en algunos trabajos como el de Radoglou y Jarvis (1992) y el de
Rhyle y Stanley (1992) no se observaron respuestas en esta caracteristica frente al
enriquecimiento con COs. Incluso en el estudio de Ramonell et al. (1997) se afirma
que el enriquecimiento con CO, tiene un efecto positivo sobre la densidad
estomatica. En este Ultimo caso los autores trabajaron con un nivel muy bajo de
densidad de flujo foténico (200umol m? S) lo cual obviamente cambia todo el
esquema de la respuesta. La presencia de dichas inconsistencias es dificil de
explicar, excepto por el hecho de que las respuestas morfolégicas son muy
dependientes de otras condiciones ambientales y son por lo general particulares para
cada especie y variedad.

En realidad es poco lo que se sabe acerca de la regulacién de los programas
de desarrollo que generan los patrones de densidad y distribucién estoméatica en
respuesta a las variables ambientales. Se tienen avances utilizando mutantes de
Arabidopsis con frecuencia, distribucién y agrupamiento estomatico atipicos que dan
luz acerca de como se generan los patrones de distribucién estomatica (Bergel et al.,
1997). En este sentido son interesantes los resultados de Ramonell et al. (1997)
quienes encontraron que factores que favorecen la actividad fotosintética dan lugar a
cambios fenotipicos similares en las hojas, encontrandose entre dichos cambios la
modificacion de la frecuencia estomatica. Es decir, los autores no encontraron un
fenotipo especializado para alta concentracion de CO, o para déficit de O, la

respuesta fenotipica parece ser la misma.



Salinidad

Los habitats salinos se definen por la presencia de un contenido
anormalmente alto de sales solubles. Los lagos y estanques salinos asi como los
océanos son ambientes acuaticos salinos; en tierra se presentan suelos salinos en
regiones aridas y humedas. En las regiones humedas el suelo puede volverse salino

al exponerse a los aerosoles marinos.

El problema central enfrentado por las plantas sometidas a alta concentracién
de sal es la retencién osmaética de agua y efectos idnicos de toxicidad especificos
sobre proteinas del citoplasma y las membranas. El agua es retenida osmoéticamente
en las soluciones salinas de tal forma que conforme aumenta la concentracién de sal

el agua se encuentra cada vez menos disponible en la planta.

Ademas de los efectos osmoéticos la salinidad impone toxicidad sobre las
células. El efecto toxico de los medios salinos se refiere a competencia de un ion en
particular por el sitio del factor proteico (Bernstein et al., 1974) o bien la ocurrencia de

cambios conformacionales en las proteinas.

Como fue mencionado, el efecto general de la salinidad es el reducir la tasa de
crecimiento resultando ello en hojas mas pequenas, altura y en ocasiones en menor
cantidad de hojas. Las raices también disminuyen su longitud y biomasa aunque
pueden ser mas delgadas o mas gruesas. Igualmente el asa de maduracién puede
ser mayor o menor dependiendo de la especie. El grado en el cual el crecimiento es
disminuido difiere grandemente entre especies y, en menor extension, entre
cultivares o variedades dentro de la especie. La severidad de la respuesta a la
salinidad depende de la interaccion con otras variables ambientales como la
humedad, temperatura y radiacion. El efecto osmético de la salinidad contribuye
principalmente a obtener una baja tasa de crecimiento, mientras que los efectos de
toxicidad i6nica modifican el color de las hojas, la tasa de madurez y el cociente entre
la biomasa aérea y la biomasa de la raiz.



Efecto de la concentracion de sales en la solucion nutritiva sobre factores
agronémicos y la calidad de fruta.

En un trabajo realizado por Hochmuth et al., (1993), en el cual aplicaron
diferentes concentraciones de K (0, 45, 90, 135, 225 Kg.ha!) a plantulas de
berenjena (Solanum melongena L.), se encontré que el K a una concentracién de
135 Kg.ha' incrementé el rendimiento de fruta comerciable y a la vez incrementé el
tamafno promedio total de fruta del cultivo. Por su parte Melton (1991), aplic6 a
plantulas de tomate diferentes concentraciones de N, P Y K (N: 25, 75 Y 225 mg.L™" ;
P:5,15y 45 mg.L" ; K: 25, 75y 225 mg.L™). La aplicacién de N incrementé el peso
fresco, altura de planta, didmetro de tallo, numero de hojas, area foliar y peso fresco
y seco de raiz. EI P sélo tuvo significancia en el segundo experimento a
concentracién de 45 mg.L " incrementando peso fresco, altura de planta, diametro de
tallo, numero de hojas y area foliar. El K no tuvo ningun efecto sobre los parametros
medidos. La mejor combinacién de NPK fue 225-45-25 mg.L™".

Por su parte Lin et al., (1991), trat6 plantas de pepino (Cucumis sativus L) con
diferentes concentraciones de nutrientes para determinar su efecto sobre el
rendimiento por planta, color de fruta a la cosecha y vida de anaquel, ademas de
esto se evaluaron dos regimenes de raleo. Se utilizaron las siguientes
concentraciones en mM: 14.45 NOg, 1.47 POy, 4.94 k*, 5.49 Ca *?, 2.66 Mg *?y 2.66
SOy ; utilizando concentraciones de 150%, 100% y 50% de esta solucién. Estas tres
soluciones nutritivas contenian la misma cantidad de microelementos. Las
conductividades obtenidas por estas concentraciones fueron 2.81, 1.95 y 1.23 mS.
cm.” |, respectivamente. Ellos encontraron que la concentracién de nutrientes mas
alta mejord el color de la fruta a la cosecha y con ello la vida de anaquel. La
concentracion y el raleo redujeron los dias de cosecha y la cantidad de fruta

comerciable por planta.

Walworth, (1992), evalué el efecto de la fecha de plantacion, método de
plantaciéon, fuente de N y proporcion de N aplicado en plantas de lechuga (Lactuca



sativa L.) variedad “salinas”. Los experimentos se desarrollaron en los afnos de 1984
a 1987. Durante los afios de 1984 y 1985 utilizaron como fuente de N, nitrato de
amonio, nitrato de calcio 6 urea a concentraciones de 56, 112 y 168 Kg.ha' de cada
fuente, ademas de ello se aplicaron 158 Kg.ha' de P + 149 Kg.ha de K. En los afos
1986 y 1987 se utilizaron 6 concentraciones de N (0, 28, 56, 112, 224, 280 Kg.ha™' +
190 Kg.ha' de P + 178 Kg.ha' de K) y se eliminaron las diferentes fuentes de N,
utilizando sélo nitrato de amonio. Durante los dos primeros afos de evaluacion las
respuestas a las diferentes concentraciones de N fueron inconstantes, pero durante
1986 y 1987 el peso y diametro de cabeza fue favorecido por la concentracion de N,
siendo 112 Kg.ha' de nitrato de amonio el que sobresalié de las otras

concentraciones.

Por su parte Lamb et al., (1993), aplicaron a plantulas de sandia (Citrulus
lannatus L) una nutricion pretransplante utilizando diferentes proporciones de NOs:
NHs mas diferentes concentraciones de calcio. Los tratamientos consistieron de 100
N — 31 P - 265 k (mg.L") y estas soluciones tuvieron las siguientes proporciones de
NOs: NH4 (100:0, 50:50, 25:75, 0:100) y ademas de ello tuvieron una de las cinco
concentraciones de calcio (0, 4, 8, 12, 16 mM de CaCly). Se encontré que el peso
fresco de las plantulas disminuy6 con el decremento de la relacion NO3:NH4, también
se encontré que el area foliar se redujo con 100% NO4 — N en el primer muestreo; la
aplicacién de la relacion 100% NOs; — N produjo un area foliar mas grande en el
segundo muestreo. La altura de planta no fue afectada por la relacién NOz.NH,.

El Contenido de Vitamina C en las Hortalizas puede Aumentar con Dias
Asoleados

La vitamina C (&cido ascérbico) es quiza la vitamina mas importante, y uno de
los compuestos en alimentos mas importantes para prevenir problemas de salud.
Casi toda la vitamina C la tomamos de las frutas y las hortalizas. Asi como los
consumidores se estan preocupando mas por el consumo de frutas y hortalizas por

razones de salud, mas interés se esta mostrando para estudiar factores que afectan



la acumulacién de los nutrientes como la vitamina C en los productos frescos. La luz
del sol podria ser un factor esencial que directamente afecta la acumulacion de acido
ascorbico en hortalizas.

A pesar de que la luz no es esencial para la sintesis de acido ascoérbico en
plantas, la cantidad e intensidad de luz durante el ciclo de crecimiento de la planta
tiene una influencia determinante en la cantidad de acido ascorbico que se forma. El
acido ascorbico es sintetizado de azucares que son originados por fotosintesis.
Algunos investigadores incluso generalizan que a menos intensidad de luz durante el
crecimiento, menos es el acido ascorbico que se forma en el tejido de la planta. Un
ejemplo es reportado recientemente donde se observd que la vitamina C en mostaza
incrementd con mas radiacién luminica (Makus y Lester del Departamento de

Agricultura en Weslaco, Texas).

A pesar de los buenos efectos de la luz, en algunos casos donde los cultivos
crecen bajo altas cantidades de luz y altas temperaturas el acido ascoérbico se
reduce. Esto sucede porque las altas temperaturas reducen los niveles de acido
ascérbico. En Arizona por ejemplo, se tiene suficiente luminosidad, sin embargo, la
temperatura puede afectar la acumulacién de acido ascorbico en algunas plantas
perennes. Se ha reportado que las naranjas de Arizona tienden a tener menos

cantidad de vitamina C que las naranjas de las areas costeras de California.

Ensayos realizados en el Centro Agricola de Yuma se estan llevando a cabo
para evaluar el efecto de las coberturas altamente reflectivas sobre la produccion y
calidad de melones cantaloupes. Observaciones han mostrado que a la cosecha los
melones cantaloupes cultivados con coberturas reflectivas contenian mas vitamina C
que los melones producidos sin cobertura. Es posible que el incremento en el
contenido de la vitamina C fuera debido al aumento de irradiacion solar en los tejidos

de las plantas.



Transporte de minerales

Los minerales que se absorben a través de las raices suelen ascender por la
planta en lo que se conoce como flujo de transpiracién, que es la corriente de agua
que genera la transpiracion a través del Xilema. Pero el flujo de transpiracion no es
algo fundamental para este desplazamiento, porque los minerales ascienden por los
tallos lefiosos antes de que broten las hojas primaverales. En las plantas se produce
una circulacién: las soluciones se desplazan a través del tejido floémico, desde los
organos de asimilacién a los de utilizacién. Cuando la planta no transpira, el agua
gue contiene estas soluciones vuelve a los érganos de asimilacion a través del tejido
xilematico. De esta forma, la transpiracién no resulta esencial para el movimiento de

los minerales en la planta.

A pesar de esto, cuando se produce la transpiracion, ésta puede ayudar a la
absorcién de los minerales del suelo y al transporte a través de la planta. La cantidad
de calcio y de boro que contienen los tejidos parece especialmente sensible a la
transpiraciéon. Las plantas cultivadas en invernadero, y que tienen niveles elevados
de humedad y aire enriquecido con CO,, pueden llegar a mostrar algunos signos de
diferencia de calcio en ciertos tejidos. Por otra parte una transpiracion demasiado

rapida puede producir la acumulacion toxica de algunos elementos.

Potasio (K)

Una deficiencia de potasio en la planta se manifiesta como toda enfermedad
con sintomas como; pequefias manchas de tejido muerto, habitualmente en las
puntas y entre las venas, y mas notables en los bordes de las hojas; tallos delgados.
Del mismo modo la planta se ve afectada si presenta una deficiencia de calcio
notandose por lo siguiente; las hojas jovenes de la yema Terminal, que al principio
suelen estar curvadas, mueren en puntas y margenes, por lo que el crecimiento
posterior se caracteriza por una apariencia de recorte en estos puntos; el tallo por

ultimo muere en la yema Terminal.



El potasio es un activador de muchas enzimas esenciales para la fotosintesis
y la respiracion, y también activa enzimas que son necesarias para formar almidén y
proteinas (Bhandal y Malik 1988). Este elemento también es tan abundante que es
uno de los contribuyentes mas importantes al potencial osmético de las células y por
consiguiente, a su presién de turgencia.

Calcio (Ca)

A diferencia de lo que sucede con el magnesio, parece que el calcio no puede
cargarse en las células transportadoras del floema. El resultado es que los sintomas
de deficiencia siempre son mas remarcados en los tejidos jovenes (Kirby y Pilbeam,
1984). Las zonas meristematicas de las raices, los tallos y las hojas, donde existen
divisiones celulares, son las mas susceptibles, quizas porque se necesita de calcio
para que se forme una nueva laminilla media en la placa celular que aparece entre
las células hijas. Los tejidos retorcidos y deformados se producen por la deficiencia
de calcio. Por ejemplo, en el tomate la degradacién de los frutos jovenes en las

cercanias de la raiz en floracion se debe a la deficiencia de calcio.

La mayor parte de calcio que contienen las plantas se encuentra en las
vacuolas centrales y en las paredes celulares se encuentra unido a ciertos

polisacaridos llamados pectatos (kainzel, 1989).

Radiacion

Los sistemas radicales de las plantas que crecen en suelos hiumedos y bien
aireados se comportan como osmdmetros cuando la transpiracion es lenta, lo que
permite el desarrollo de la presion radical y las gutaciones. Sin embargo, cuando la
transpiracion es rapida se reduce la presién o se produce tension en la savia del
xilema, con lo que sobre el agua se ejerce traccion a través de las raices y el
movimiento osmético es minimo. Por ello, en las plantas en transpiracién toda el

agua penetra de manera pasiva, y las raices se comportan simplemente como



superficies de absorcidn (estudios sobre el agua, los minerales y las raices (Paul J.
Kramer 1928).

Otras investigaciones posteriores han demostrado que factores tales como un

suelo frio y una aireacion deficiente reducen la absorcion, aumentando la resistencia
al flujo del agua a través de las raices, y no porque se produzca la inhibicion de algun
tipo de mecanismo miserioso de absorcién activa.
Herman Wiebe llevd a cabo experimentos con marcadores radioactivos, que
demostraron que la regién con mas rapida absorcion y traslocacion de sales en los
brotes se suelen situar a varios centimetros de la punta de la raiz, en lugar de en sus
cercanias, que es lo que se habia sostenido hasta ese momento. Investigaciones
recientes lo han verificado, incluyendo los trabajos realizados en el laboratorio de R.
Scout Russell en Letcombe, Inglaterra.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realizé en el invernadero N° 2, que es
de tipo tunel, semicircular o green House, teniendo un ancho de 9.15 m, por 30.50 m
y 4.75 m de altura al centro. La cubierta es de acrilico, con buenas condiciones de
luz; controlando la temperatura a no mas de 35°C y humedad relativa mayor a 65%.
También cuenta con un drea humeda de cartén corrugado, el sistema de ventilacion
es por medio de extractores; y en el interior cuenta con doce camas cada una de 12
m de largo por 0.9 m de ancho.

Descripcion de materiales utilizados

Material vegetativo

Se utilizaron cuatro variedades de semilla de maiz:
e Compuesto Azul. Supuestamente tolerante al frio
¢ Vanta Tolerante al frio
e Vanra, Tolerante al frio

e Tropical

Material utilizado para plantula

e Diodo laser de 30 mW, con una potencia de 27.4 mW; el cual puede
instrumentarse para obtener diferentes niveles de intensidad con una longitud de
onda de 650 nm.

e Semillas de maiz irradiado y sin irradiar

e Bolsas de plastico 10 L

e Peat moss

e Soluciones salinas (Douglas, Douglas + 200 mM NaCl, Douglas + 400 mM NaCl)



Cuadro 1. Composicion y concentracion de la solucion Douglas

Compuesto Dosis (g/ 100 | de agua)
Ca(NOg3)24 H,O 17.5
MgSO, . 7H.0O 2.5
KNO; 12.5
CaSO;, . 2H,0 10.0
CuS04.5H0 0.005
HsBO3 0.025
Fex(S04)3.H0 0.1
MnSQO4.H.O 0.025
HzMo4.H-O 0.00005
ZnS04.7H0 0.025
NaH.PO4.H.O 2.5

Material para Germinacion

e Diodo laser de 30 mW, con una potencia de 27.4 mW; el cual puede
instrumentarse para obtener diferentes niveles de intensidad con una
longitud de onda de 650 nm.

e Semillas de maiz irradiadas y sin irradiacion

e Soluciones salinas (0, 150, 300 mM NaCl)

e Papel anchor

e Bolsas de plastico transparentes

e Ligas chicas

e Lapiztinta

e (Camara germinadora: LAAB-LINE BIOTRONETT, LAAB LINE INSTRUMENT
INCORPORATION, BLANT-GROWTH, GROWTH CHAMBER



DESCRIPCION DE TRATAMIENTOS (soluciones)

Germinacion

Tanto semillas irradiadas como no irradiadas fueron verificadas con las siguientes
soluciones:

A= 0mM NaCl

B = 150 mM NaCl

C =300 mM NaCl

ESTABLECIMIENTO DEL EXPERIMENTO 1

Germinacion en papel anchor

Remojar las semillas Colocgr 10 semillas de cada Enrollar, marcar y
por 4 horas en las genotipo en  papel  anchor acomodar en
soluciones salinas. ——>| Préviamente humedecido con la || bolsa de plastico
solucién correspondiente

Contabilizar  diariamente Colocar en la camara
las semillas germinadas <<———— de germinacion.

Figura 1. Diagrama de flujo del procedimiento para la germinacion de semillas de

maiz (irradiadas y sin irradiar) en soluciones con diferente concentracién de NaCl.

Tratamiento de muestras histologicas

El mencionado trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Citogenética ubicado en
el Departamento de Fitomejoramiento de la UAAAN, los materiales utilizados fueron:

e Microtomo de mano “820” Spencer, American Optical
e Microscopio compuesto Carl Zeiss con camara fotografica digital, Pixera.
e Estufa GCA de Presiciéon Scientific THELCO modelo 18 para el control de

temperatura



Después de la germinacion de las semillas, la parte radicular se seccion6 con
la ayuda de un exacto en cortes de 2 cm aproximadamente, para transferirlos a fijador
FAA.

Fijacion

Los cortes de radicula se colocaron en fijador FAA (5% formaldehido, 5% &acido
acético, 90% alcohol al 70%) inmediatamente después de su obtencion, la finalidad
de colocar los tejidos en el fijador, es la de conservarlos con un minimo de

alteraciones. Se emplearon frascos de 250 ml para mantener el tejido.

Deshidratacion

Este proceso consiste en quitar el contenido de agua en los tejidos fijados y
endurecidos. El procedimiento consistié en pasar los cortes por diferentes soluciones
deshidratantes, de mayor a menor concentracion. Las soluciones empleadas fueron:
alcohol etilico al 50%, 60%, 70%, 85%, 96% mas eosina, alcohol 96°, siguiendo con
alcohol etilico absoluto I, alcohol absoluto II, alcohol absoluto mas xilol a diferentes
proporciones (3:1, 1:1, 1:3).

Infiltracion e Inclusion

Los cortes se colocaron en frascos con xilol puro, se agreg6é parafina y se
mantuvieron en la estufa a 35°C por 24 horas, después de este tiempo se les agregd
mas parafina y se elevé la temperatura de la estufa a 45°C, posteriormente se realizé
el cambio de los tejidos a parafina pura, luego la temperatura se elevé a 55°C por 24
horas; en el ultimo paso de la infiltracion se agregd mas parafina y se elevd la
temperatura a 60°C por 24 horas.

La inclusién de los tejidos en parafina pura se realizé en moldes hechos de papel
aluminio, en ellos se vacié la parafina y cuidadosamente se incluy6 corte por corte de



tejido por tratamiento. Antes de que la parafina se solidificara se le colocé a cada
charola una etiqueta para identificar cada tratamiento.

Cortes en microtomo

Posterior a la inclusién, se prosiguié con el corte del tejido, los cortes se
realizaron en cubos de aproximadamente 2 cm de largo, 2 cm de ancho, y 1.5 cm de
alto, éstos se montaron sobre una platina que fue previamente calentada para
sostener el corte de parafina. La platina con la muestra se colocd en el micr6tomo,
nivelando y orientando la muestra hacia la cuchilla. La escala del microtomo para
realizar el corte se ajustdé a 15 micras, de este modo girando la manivela se obtuvo

una tira de parafina con el corte.
Fijacion de los cortes en los portaobjetos

Sobre un portaobjetos limpio se unté uniformemente adhesivo de Haupt (1 g de
gelatina, 15 cm® de glicerina, 2 g de meta bisulfito de sodio por cada 100 cm de agua
destilada). Los cortes de parafina con el tejido, se colocaron en agua a bafio maria a
una temperatura de 45°C, cuando el corte se encontraba extendido completamente,
se introducia el portaobjetos por debajo de la muestra de modo que la tira de parafina
se adhiriera al mismo, posteriormente se quitaron los excesos de agua y pegamento
con un papel secante.

Posteriormente las preparaciones se metieron a la estufa a una temperatura de 27 a
30° C por un espacio de 24 hrs., con la finalidad de que el tejido se pegara y se
extendiera para después colorearla.

Coloracion

Para la coloracion del tejido, se prepararon una serie de reactivos en frascos
Coplin con una capacidad de ocho portaobjetos cada uno. Las preparaciones se
colocaron de manera que el tejido quedara hacia el lado izquierdo, de este modo se



podia identificar la muestra y tener un mejor manejo al momento de pasar por cada
uno de los reactivos.

Con la ayuda de unas pinzas, cada una de las preparaciones fueron pasadas por
los diferentes tratamientos con xilol puro I, xilol puro I, xilol puro Ill, por un periodo de
5 minutos con el fin de diluir la parafina. Continuamente por alcohol etilico absoluto al
96%, 85%, 70%, 60% y 50%, el paso de cada uno de las preparaciones por los
reactivos fue conforme se terminaban de pasar todos los portaobjetos de un Coplin al
otro, enseguida se realiz6 un lavado con agua destilada y asi pasar al colorante
safranina (1 g de safranina en 100 cm® de agua destilada) donde duraron por un lapso
de 2 minutos, cuando la preparacion salia de la safranina, se le dieron una serie de
lavados con agua normal, agua destilada, alcohol etilico al 50%, alcohol etilico al
60%, alcohol etilico al 70%, alcohol etilico al 85%,alcohol etilico al 96%. Enseguida
las preparaciones fueron pasadas a una solucién colorante verde rapido (Fast Green)
en el que se hizo un conteo de 8 segundos para cada portaobjetos, pasando
rapidamente a una solucion de alcohol etilico 96%, alcohol absoluto I, alcohol
absoluto I, y se pasaron a xilol puro I, xilol puro Il y xilol puro lll, esto con la finalidad

de completar la deshidratacion.

Una vez que todas las muestras fueron pasadas por los colorantes, se realiza el
proceso de montaje, para tener una muestra permanente, que consiste en colocar
unas gotas de resina (balsamo de Canada) sobre la muestra y cubriéndola con un

cubreobjetos, con una toallita de papel se retiraron los excesos de agua y resina.
Analisis de tejidos
Cuando las preparaciones estuvieron listas (coloreadas y secas) se analizaron

por tratamiento a través de un microscopio que esta conectado a una computadora y

se seleccionaron los mejores tejidos para su analisis de njmicroscopia.



Toma de fotografias

Los tejidos seleccionados fueron capturados en microfotografias a aumentos de
10 y 40X, con una camara digital Pixera.

Conteo de Estomas y Células Tabloides

Para realizar el conteo de estomas y células tabloides, se tomd una muestra en
has y envés de las hojas en uno de los muestreos realizados. Para realizar el conteo
se empled un microscopio con un aumento de 60 X. El diametro del campo visual fue
de 0.3 mm.

Plantulas y planta

Tanto semillas irradiadas como no irradiadas fueron verificadas con las

soluciones.

Se utilizaron tres soluciones A, B, y C como agua de riego en bolsas de 10 | con peat
moss, donde:

A = solucién Douglas (1976)

B = solucién Douglas + 200 mM NaCl

C = solucion Douglas + 400 mM NaCl

Se anexa esquema con el procedimiento experimental (Figura 2)



Plantulas y planta

PLANTULAS YPLANTAS

Siembra 2 semillasimaceta Riego!solucién

{16 repeticiones de cada
tratamiento) . | Douglas —| Emergencia de plantulas
Il
|| Aclareo
Estrés intermitente -
(Experimento 2, 14 Experimento 1
repeticiones) Aplicacién de
solucidn
A partirde l2 3° 6 4" semana después dela constantemente

siembra (riego c/solucidn Douglas) aplicar el
siguiente ciclo de exposicidn - recuperacion - . -
Riego cada 3-4 dias primer

4-"‘""‘.’ 12 Muestreo biomasa peso seco

Primer muestreo Biomasa antes de A ¥| y fresco 3 plantas (tallo y raiz) |
exposicion (2 olantas) estomas en 4 haja

1 (Tallo y raiz)
Exposicidn al estrés salino
(7 dias) solucion A, By C. e

Il 2° muestreo contenido de
Recuperacion 7 dias soluc. A minerales (Ca, K)

& . . Il
4° Muestreo Biomasa y anatomia 3 muEshieo biofasa
estomas (2 planias) (3 plantas 6°- 8° hoja)

Exposicion al estrés salino (7 dias)soluc. A, B, C.

1l

Recuperacion (7 dias)soluc. A

1l

Exposicion al estrés salino —| Minerales
(7 dias) solucian A, B v C.

SRESEY b Exposicion al - ,
guardar Recuperacion L: 6° Ulimo muestreo

estrés salino .
muestra para (7 dias) — (7 dias) Biomasa (2 plantas)

minerales.

Figura2. Diagrama de flujo del procedimiento experimental para la prueba de
crecimiento de plantula procedentes de semillas irradiadas v sin irradiar.



Variables evaluadas

Experimento 1. Germinacion

Porcentaje de germinacion
Para esta variable Unicamente se realiz6 un conteo del nimero de semillas

germinadas, el resultado es reportado en porcentaje.

Porcentaje de plantulas normales
Después de siete dias que fue el periodo de germinacion, a través de un
conteo se determiné el porcentaje de plantulas normales, entendiendo a éstas como

las semillas que han germinado y cuentan con las caracteristicas establecidas.

Porcentaje de plantulas anormales
Se consideran plantulas anormales a aquellas semillas que han germinado
pero que presentan ciertos defectos en su morfologia, la determinacién de la

presente variable se realizé a través de un conteo visual.
Porcentaje de plantulas muertas

Dentro de esta clasificacién, se integran a aquellas semillas que no han
germinado, la determinacion se realiz6 mediante un conteo visual.
Analisis de xilema y floema

Después del proceso de deshidratacién y coloracién, se prosiguié a tomar
microfotografias del tejido para observar la estructura del tejido vascular.

Experimento 2. Planta

La siembra de la semilla para el experimento 2, fue el dia 14 de Octubre de 2005.



Contenido de vitamina C

Se pesaron 20 g de muestra fresca y se colocaron en un mortero, triturandola
cuidadosamente con 10 ml de HCI al 2%, enseguida se agregaron 100 ml de agua
destilada y se homogeneizé. El contenido del mortero se filtr6 a través de una gasa
hacia un matraz Erlenmeyer para medir el volumen exacto.
Del filtrado se tomaron 10 ml y fueron colocados en otro matraz Erlenmeyer. En una
bureta se coloc6 un volumen conocido de reactivo de Thielmann, titulando la alicuota

hasta la aparicién de una coloracion rosa que no desaparece en 30 segundos.

El contenido de vitamina C, se determin6 en base a la siguiente formula:

mg/100g = (ml gastados de R. de Thielmann) (0.088) (VT) (100)
VA (P)

Donde:

0.088 = mg de acido ascoérbico equivalente a 1 ml de reactivo de Thielmann
VT= Volumen total en ml del filtrado de vitamina C en HCI

VA = Volumen en ml de la alicuota valorada

P = Peso de la muestra en gramos.

Determinacion de minerales (Ca y K)

La determinacién de minerales (Ca y K) se realiz6 en base al fundamento de
someter la muestra a temperaturas mayores de 550°C en una mufla hasta la
eliminacién de materia organica, seguida de una combustién para obtener las
cenizas del producto. El término de ceniza se refiere a lo que queda de la combustién
total de un alimento.

Para la determinacién de minerales, la muestra que fue obtenida se digiere en
una mezcla de &cido perclorico y nitrico con una relacién 1:3 en parillas eléctricas a
baja temperatura para evitar salpicaduras, la muestra estara lista cuando ya no
existan particulas de muestra. Posteriormente se filtra sobre papel filtro No. 42 sin



cenizas hacia un matraz volumétrico de 100 ml, y se aforo con agua desionizada.
Posteriormente se llevo a leer al aparato de absorcion atémica, con la lampara

respectiva.

Conteo de Estomas y Células Tabloides

Se realiz6 el conteo de estomas y células tabloides, a partir de una muestra en has y
envés de las hojas en uno de los muestreos realizados. Para realizar el conteo se
empled un microscopio con un aumento de 60 X. El didmetro del campo visual fue de

0.3 mm.

indice estomatico
Para esta variable también se realiz6 un conteo de estomas y células tabloides
colocando las laminas en un microscopio compuesto.

Para calcular el total se utilizé la siguiente férmula:

indice estomatico = N°de estomas
N° de celulas tabloides

Peso fresco aéreo y raiz

Se realizaron seis muestreos en las plantulas, el primero se llevé a cabo el
dia 2 de Noviembre, y el ultimo muestreo de biomasa fue el dia 17 de Diciembre de
2005.

Para cada muestreo las plantas fueron seleccionadas al azar de cada
tratamiento de NaCl, se lavaron las raices para quitar el sustrato adherido entre ellas.
Se separo la parte foliar de la raiz y fueron pesadas por separado en una balanza

analitica.

Peso seco aéreo y raiz

Después de determinar el peso fresco de la parte aérea y raiz, las muestras
fueron colocadas en bolsas de papel de estraza y se metieron a la estufa a secar a
una temperatura de 60°C, por tres dias, previamente secas se volvieron a pesar para

obtener el peso seco.



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 1. Contenido de vitamina C (ml/100 gr.) en cuatro variedades contrastantes
de maiz cuyas semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacion y germinadas

en medio salino.

FACTOR MEDIA

NaCl en el medio de germinacion

0 32.74a'
200 35.29 a
400 37.74 a
Variedad de maiz

Grano azul 35.07 a
Vanta tolerante a baja temperatura 32.89a
Vanra tolerante a baja temperatura 37.66 a
Variedad no tolerante 35.35a

Irradiacion laser
Semilla irradiada 37.58 a
Semilla no irradiada 3291 a

YLos promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segutn Fisher (p=0.05).

De acuerdo al ANVA, el contenido de vitamina C no se ve afectado por
ninguno de los factores experimentales. En anteriores trabajos algunos
investigadores generalizan que a menor intensidad de luz durante el crecimiento,

menor es el &cido ascérbico que se forma en el tejido de la planta.

En trabajos realizados anteriormente se observé que la vitamina C en mostaza
incrementd con mas radiacién luminica (Makus y Lester del Departamento de
Agricultura en Weslaco, Texas).



Por lo contrario un trabajo realizado en cosecha de melones cantaloupes
cultivados con coberturas reflectivas contenia mas vitamina C que los melones
producidos sin cobertura (Centro Agricola de Yuma). Es posible que el incremento en
el contenido de la vitamina C fuera debido al aumento de irradiacion solar en los
tejidos de las plantas.

Sin embargo los resultados aqui reportados no indican acuerdo, ya que la
irradiacion laser no modificd la concentracion de esta vitamina en las hojas de las
plantas. Una posible explicacion es que el estimulo laser Unico aplicado en las
semillas no fuera suficiente para inducir la acumulacion de mas vitamina C, contrario
a lo que ocurre cuando las estructuras vegetativas son expuestas de manera

constante a la luz solar, Anénimo (2004).

Cuadro 2. Contenido de minerales (Ca y K) en cuatro variedades contrastantes de

maiz cuyas semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacion y geminadas en

medio salino.

FACTOR Media contenido de Media contenido de

CALCIO (Ca) POTASIO (K)

NaCl en el medio de germinacién (mM)
0 0.40a" 1.64 a
200 0.36 a 1.68 a
400 0.38 a 1.75a
Variedad de maiz
Grano Azul 0.45a 1.94 a
Vanta tolerante a baja temperatura 0.37b 1.51b
Vanra tolerante a baja temperatura 0.39 ab 1.75 ab
Variedad no tolerante 0.32b 1.58 b
Irradiacion laser
Con irradiacion 0.40 a 1.80 a
Sin irradiacion 0.36 a 1.59 a

Los promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segtn Fisher (p= 0.05)




El contenido de minerales (Ca y K) determinados en la planta de maiz no se
vio modificado por los factores salinidad e irradiacion, segun el ANVA, el grano azul
presentd diferencias significativas comparandolo con las variedades vanta y no
tolerante, siendo el contenido semejante Unicamente entre grano azul y vanra. Datos
reportados en otros trabajos sefialan que en otros cultivos se ha ligado el estrés que
provoca el NaCl con deficiencias de macro nutrientes; altas concentraciones de NaCl
han inducido deficiencias de P y K en tomate (Adams, 1988; 1991) y en pepino
(Sonneveld y Kreij, 1999).

Patel (1973) observé en maiz, sorgo y trigo que el contenido de K en el tejido
de la planta disminuye progresivamente con el aumento de la salinidad debido a una
absorcién mas alta de sodio.

Cuadro 3. Porcentaje de germinacién en cuatro variedades contrastantes de maiz

cuyas semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacion y germinadas en medio

salino.

FACTOR MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA

GERMINACION P. NORMALES P. ANORMALES | P. MUERTAS

NaCl en el medio de germinacion (mM)

0 9.28 af 8.87 a 0.47 c 0.41b
150 7.56Db 9.66 a 1.40b 1.03 a
300 Oc 0b 8.65a 1.35a

Variedad de maiz

Grano Azul 6a 8.78 a 3.13 a 1.00 a
Vanta tolerante a 5.67 a 5.29 a 3.08 a 1.29a
bajas temperaturas

Vanra tolerante a 5.58 a 5.58 a 3.08 a 1.33 a
bajas temperaturas

Variedad no 5.70 a 5.65a 4.26 a 0.088 b
tolerante

Irradiacion laser

Con Irradiacién 5.49 a 6.91 a 3.64 a 0.87 a
Sin irradiacion 5.98 a 5.70 a 3.13a 1.00 a

¥ Los promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segin Fisher (p=
0.05)




Los datos arrojados por el ANVA reportan que el porcentaje de germinacion se
vio afectado por las concentraciones de 150 y 300 mM de NaCl, afectando éste
ultimo también el porcentaje de plantas normales, los demas factores empleados, no
perturbaron el porcentaje de germinacion y por tanto de plantas normales. Caso
contrario ocurrio en un trabajo donde se evalué el efecto de cinco potenciales
osmoticos creados con cloruro de sodio sobre la capacidad de germinacion de las
semillas y posterior crecimiento de las plantulas de tres hibridos de maiz
(Departamento de Agronomia, Escuela de Ingenieria Agrondémica, Universidad de
Oriente, Venezuela).

Los resultados aqui obtenidos demostraron que el porcentaje de geminacién
aumenté. El porcentaje de plantas anormales mostré diferencias significativas
Unicamente para el factor salinidad en la concentracion de 150 mM vy el testigo. La
variedad no tolerante, al igual que el testigo del factor salinidad, expresaron
diferencias significativas en comparacién con los demas factores, en el porcentaje de

plantas muertas.

En estudios anteriormente realizados, (Ungar, 1978), se ha argumentado que
en los ambientes salinos, la adaptacién a la salinidad durante la germinacion y los
estados tempranos de crecimiento de las plantulas, resultan cruciales en la
determinacién del éxito de su establecimiento. AlUn en los ultimos estadios del
desarrollo la salinidad puede afectar la distribucion de las plantas en determinadas
especies (Tobe et al.,, 2000 a y Tobe et al., 2000 b). Resultados similares han sido
reportados por otros investigadores (MENDEZ-NATERA y MERAZO-PINTO, 1997;
MARTINEZ, 1999; ALMANSOURI et al, 2001).



Cuadro 4. Tamano de plantula en cuatro variedades contrastantes de maiz cuyas

semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacién y geminadas en medio salino.

FACTOR MEDIA MEDIA
cm. AEREO cm. RAIZ

NaCl en el medio de germinacién (mM)

0 10.71 a' 16.86 a

150 6.16 b 11.41Db

300 Oc Oc

Variedad de maiz

Grano Azul 7.79 a 13.86 a
Vanta tolerante a bajas temperaturas 7.39 ab 14.21 a
Vanra tolerante a bajas temperaturas 6.47 ab 12.65 a
Variedad no tolerante 11.07 a 13.46 a

Irradiacion laser

Con Irradiacion 7.81 a 13.29 a

Sin irradiaciéon 8.38 a 13.79 a

Los promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segtn Fisher (p= 0.05)

El empleo de distintas concentraciones de NaCl, las cuatro variedades y la
irradiacion, son factores que atribuyen en el crecimiento de la plantula, para

comprobarlo se corrié el ANVA obteniendo los siguientes resultados.

La concentracién de 150 y 300 mM de NaCl mostré diferencias significativas en
comparacién con el testigo, tanto a nivel aéreo como en radicula, en tanto que, los
otros factores experimentales; variedad e irradiacién, no ejercieron cambio alguno
sobre el desarrollo de parte aérea y raiz de la planta. Reportes anteriores muestran
resultados contrarios (Tapia F.), en la evaluacion del efecto de 5 niveles de
radiacion UV-B (0, 20, 30, 40 y 50 uWcm) en 15 cultivares de maiz, la altura y el area
foliar de los plantines mostraron una alta sensibilidad frente a los distintos niveles de
UV-B, peso seco aéreo y peso fresco total mostraron mediana sensibilidad, mientras




que el didmetro del tallo, la relacidn peso seco raiz/peso seco parte aérea, longitud
de raices y el peso especifico foliar no fueron buenos indicadores de sensibilidad.

El tipo e intensidad de la respuesta, en relacion al testigo (sin UV-B), fue
especifico para cada parametro y para cada intensidad de radiacion UV-B, en
algunos casos los niveles mas altos no fueron los mas dafinos, lo cual podria indicar

que bajo condiciones especificas algunos cultivares desarrollan mecanismos de

proteccién y/o adaptacion frente a la UV-B.

Cuadro 5. Conteo de células tabloides, estomas e indice estomatico en el primer

muestreo, en cuatro variedades contrastantes de maiz cuyas semillas fueron

sometidas a tratamiento de irradiacién y geminadas en medio salino.

FACTOR CEL FREC. INDICE
TABLOIDES ESTOMATICA ESTOMATICO
(células mm?®) | (estomas mm? (%)

NaCl en el medio de germinacion (mM)
0 240,6771 b 52,16733 a 17,72701 a
200 334,0478 &' 57,11881 a 15,09859 b
400 313,5345 a 54,64307 a 15,28154 b
Variedad de maiz
Grano azul 275,8679 b 50,45789 a 15,53431 ab
Vanta tolerante a bajas | 308,8778 a 56,82408 a 16,09044 ab
temperaturas
Vanra tolerante a bajas | 324,2038 a 54,70202 a 14,73680 b
temperaturas
Variedad no tolerante 275,3964 b 56,58829 a 17,78130 a
Irradiacion laser
Con irradiacién 294,1412 a 56,94197 a 16,64944 a
Sin irradiacion 298,0317 a 52,34417 a 15,42198 a
Superficie
Haz 293,6697 a 53,16942 a 15,85411 a
Enves 298,5032 a 56,11672 a 16,21731 a




YLos promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segtin Fisher (p=
0.05).

De los factores experimentales empleados, el testigo del factor salinidad, la
variedad Azul y la No Tolerante se vieron modificados, indicando que la irradiacién
no provocé cambio alguno en la micromorfologia epidérmica de la hoja, revelando
que el numero de células tabloides no se modificé en has y tampoco en envés,
mostrando diferencias no significativas en cuanto al nimero de células tabloides. La
frecuencia estomatica permanecio6 afin en las hojas, contemplando todos los factores
experimentales. El indice estomatico presentd diferencias significativas para las
concentraciones de 200 y 400 mM de NaCl, asi como para la variedad Vanra.

Lo anterior indica que el empleo del diodo laser de baja intensidad sobre la
semilla no modificé la anatomia de la planta. Considerando datos de investigaciones
anteriores podemos establecer que el tiempo y la intensidad de la luz pueden ser
factores que modifiquen el contenido de estomas y por tanto la densidad estomatica.
Asi tenemos que en un estudio sobre la planta Barleria lupulina Lindl, utilizando dos
regimenes luminicos diferentes para el crecimiento de las plantas: luz solar total con
valores que pueden exceder a los 1500 pmol m? s y sombra parcial (30% de luz
solar).

La conductancia estomatica disminuyé en la luz solar total, lo que
posiblemente indica un cierre parcial de los estomas ocasionado por la mayor
irradiacion. El hecho de que la conductancia estomatica fuese mas baja en el sol que
en la sombra, sugiere que los estomas pueden haber cerrado parcialmente como
resultado del aumento en la demanda evaporativa en luz solar total o esa mayor
conductancia estomatica en la sombra podria también ser indicativo de una mayor

densidad estomatica bajo esa condicion.



Cuadro 6. Conteo de células tabloides, estomas e indice estomatico en el segundo
muestreo, en cuatro variedades contrastantes de maiz cuyas semillas fueron

sometidas a tratamiento de irradiacién y geminadas en medio salino.

FACTOR CEL TABLOIDES FREC. INDI,CE
ESTOMATICA ESOMATICO

NaCl en el medio de germinaciéon (mM)
0 236,6098 b 37,31290 a 13,60459 a
200 234,8414 b 34,30665 a 12,82981 a
400 270,7396 a" 40,31916 a 13,27476 a
Variedad de maiz
Grano azul 241,6792 b 38,19710 a 13,85542 a
Vanta tolerante al frio | 233,4267 b 38,90445 a 14,39065 a
Vanra tolerante el frio | 229,6542 b 36,78239 a 13,64319 a
Variedad no tolerante | 284,8277 a 35,36768 a 11,05629 b
Irradiacion laser
Con irradiacion 234,3698 b 35,36768 a 13,32672 a
Sin irradiacién 260,4240 a 39,25813 a 13,14606 a
Superficie
Haz 247,2201 a 36,90028 a 13,17045 a
Envés 247,5738 a 37,72553 a 13,30233 a

Los promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segtn Fisher (p= 0.05)

Siguiendo lo establecido por Fisher, podemos concluir que al transcurrir el
tiempo las diferentes concentraciones de NaCl afecta el contenido de células
tabloides, asi, el testigo y la concentracién de 200 mM demuestran una diferencia
significativa en comparacién con la concentracion de 400 mM, contradictoriamente se
observa el contenido de células tabloides en las variedades manejadas, pues los
datos obtenidos en el primer muestreo (cuadro 6) demuestran una diferencia
significativa entre el grano azul y la variedad no tolerante contrastandolas con la

variedad Vanta y Vanra, en el segundo muestreo los datos arrojados demuestran que



las variedades grano azul, Vanta y Vanra presentan diferencias significativas con
respecto a la variedad no tolerante, por su parte, la irradiacion aplicada provoco
cambios en el contenido de células tabloides. El indice estomatico presenté

diferencia significativa anicamente en la variedad no tolerante.

Cuadro 7.

contrastantes de maiz cuyas semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacion y

Determinacién de la longitud aérea y raiz, en cuatro variedades

geminadas en medio salino.

FACTOR MEDIA MEDIA
LONGITUD AEREA LONGITUD RAIZ

NaCl en el medio de germinaciéon (mM)
0 mM NaCl 105.98 a 68.40 a
200 mM NaCl 106.58 a 59.04 b
400 mM NacCl 101.30 a 53.21 ¢
Muestra
Muestra 1 46.76 e 42.27d
Muestra 2 114.23 c 65.06 b
Muestra 3 101.88 d 54.30 c
Muestra 4 124.80 b 67.54 b
Muestra 5 124.80 b 67.54 b
Muestra 6 144.18 a 73.60 a
Variedad de maiz
Azul 100.80 ab 62.48 a
Vanta 111.16 a 60.70 a
Vanra 109.94 a 56.78 a
Tropical 96.59 b 60.93 a
Irradiacion laser
Con irradiacion 103.66 a 60.55 a
Sin irradiacion 105.59 a 59.89 a

Los promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segtn Fisher (p= 0.05)




Las concentraciones de NaCl afectaron el crecimiento de la raiz en las
plantas, contrariamente ocurrié en la longitud de la parte aérea, por su parte, las
muestras 4 y 5 fueron las Unicas que permanecieron invariables, observandose que
la irradiacion no provocod alteracion alguna. Para las variedades trabajadas se
presentaron diferencias significativas a nivel de longitud de aérea en la variedad azul

y tropical mientras que la raiz no se vio afectada.

Cuadro 8. Determinacién de Biomasa en cuatro variedades contrastantes de maiz
cuyas semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacion y geminadas en medio
salino.

FACTOR MEDIA MEDIA
PESO FRESCO AEREO | PESO FRESCO RAIZ

NaCl en el medio de germinaciéon (mM)

0 mM NaCl 70.28 a 15.01 a
200 mM NaCl 79.62 a 13.08 a
400 mM NacCl 5241 Db 941D

Muestra
Muestra 1 4.18 e 2.56 d
Muestra 2 59.79 c 10.26
Muestra 3 43.36d 8.03 ¢
Muestra 4 97.23b 15.77 b
Muestra 5 97.23b 15.77 b
Muestra 6 134.48 a 27.59 a
Variedad de maiz
Azul 67 a 13.59 a
Vanta 71.22 a 10.26 b
Vanra 71.51 a 10.41 b
Tropical 60.03 a 15.75 a
Irradiacion laser

Con irradiaciéon 66.22 a 12.47 a
Sin irradiacion 68.65 a 12.53 a

YLos promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segin Fisher (p= 0.05)



De acuerdo a lo establecido por Fisher, la concentracién de 400 mM de NaCl,
provocod una diferencia significativa en el desarrollo de de la planta tanto en raiz,
como en parte aérea. En la determinacion del peso fresco de la parte aérea
Unicamente la muestra 4 y 5 no se vieron afectadas por los factores, siendo que en la
raiz las muestras 2 y 3, ademas de 4 y 5 presentaron mayor tolerancia a los factores
aplicados. El peso fresco aéreo no presentd perturbacién alguna en las variedades,
ocurriendo un caso contrario en la raiz pues las variedades Vanta y Vanra, se
mostraron diferentes (aunque entre ellas hubo semejanza) a las variedades Azul y
Tropical. La exposicion de las semillas a un tiempo corto de irradiacion no modificd
los parametros evaluados, sin embargo investigaciones realizadas reportan datos
diferentes, donde el factor laser modifico la biomasa de la raiz del peso fresco en
trigo (Julia Garnica Serna, 2004)

Cuadro 9. Determinacién de peso seco aéreo y radicular en cuatro variedades
contrastantes de maiz cuyas semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacion y
geminadas en medio salino.

FACTOR MEDIA PESO SECO AEREO MEDIA PESO SECO RAIZ
NaCl en el medio de germinacién (mM)
0 mM NacCl 7.13 a 1.19 a
200 mM NaCl 7.41 a 1.14 a
400 mM NaCl 5.03 b 0.76 b
Muestra
Muestra 1 0.35¢c 15e
Muestra 2 6.55b 95 ¢
Muestra 3 6.59 b .58d
Muestra 4 7.75b 1.32b
Muestra 5 7.75b 1.32 b
Muestra 6 13.21 a 2.27 a
Variedad de maiz
Azul 6.27 a 1.10 ab
Vanta 6.67 a 0.83b
Vanra 7.05 a 0.87 ab
Tropical 6.09 a 1.32 a
Irradiacion laser
Con irradiacion 6.38 1.02 a
Sin irradiacion 6.66 1.04 a

Los promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segtn Fisher (p= 0.05)




Los datos determinados segun el ANVA sefnalan que al igual que en el peso
fresco, la biomasa se vio afectada por la concentracion de 400 mM de NaCl, un
trabajo realizado en lechuga, concluyd que el factor sales no provoc6é ninguna
diferencia estadisticamente significativa, ya que la biomasa de las plantulas de las
semillas irradiadas sometidas a estrés no mostraron diferencia en comparacién con

el testigo (Julia Garnica Serna, 2004).

Esto coincide con lo mencionado por Larcher, 1995, quien cita que un retardo
en el crecimiento en plantas, es debido al contenido de sales, el cual afecta los
procesos como la glicdlisis, el ciclo de Krebs y la fotofosforilacion.

Las muestras 1 y 6 estadisticamente fueron diferentes contra las demas
muestras, por su parte el factor irradiacion no afecté a ninguna de las variables. En
plantas de lechuga provenientes de semilla irradiada se apreciaron cambios
significativos en la biomasa considerando las variables Peso Fresco Aéreo, Peso
Fresco Total, Peso Seco Aéreo, Peso Seco Raiz y Peso Seco Total.



Cuadro 10. Peso fresco y seco total en cuatro variedades contrastantes de maiz

cuyas semillas fueron sometidas a tratamiento de irradiacién y geminadas en medio

salino.

FACTOR MEDIA FRESCO TOTAL MEDIA SECO TOTAL
NaCl en el medio de germinaciéon (mM)
0 mM NaCl 85.30 a 8.32 a
200 mM NacCl 92.70 a 8.55 a
400 mM NaCl 61.82b 580b
Muestra
Muestra 1 6.74 e 0.50d
Muestra 2 70.05¢ 7.51 bc
Muestra 3 51.40d 717c
Muestra 4 113.0b 9.08 b
Muestra 5 113.0b 9.08 b
Muestra 6 162.06 a 15.50 a
Variedad de maiz
Azul 80.57 a 7.37 a
Vanta 81.48 a 7.50 a
Vanra 81.93 a 7.92 a
Tropical 75.79 a 741 a
Irradiacion laser
Con irradiaciéon 78.70 a 7.40 a
Sin irradiacién 81.19a 7.70 a

Los promedios seguidos de la misma literal no son diferentes segtn Fisher (p= 0.05)

Los datos reportados demuestran que la concentracién de 400 mM de NaCl,
provoc6 una diferencia significativa en la biomasa de la planta (parte aérea y raiz),
sin embargo trabajos anteriores han reportado que en plantulas de semillas de trigo
irradiadas sometidas a estrés salino no se encontré ninguna diferencia significativa
en las variables evaluadas ya que todos los tratamientos se comportaron
estadisticamente iguales al testigo. Esto coincide con lo mencionado por Larcher,



1995, quien cita que un retardo en el crecimiento en plantas, es debido al contenido
de sales, el cual afecta los procesos como la glicdlisis, el ciclo de Krebs y la
fotofosforilacion.

Las muestras 4 y 5 mostraron una mayor tolerancia a los factores aplicados,
en tanto que las variedades no resultaron alteradas y el empleo del diodo laser no
gener6é cambios en la biomasa., datos contrarios se han encontrado en otras
investigaciones, Ouf y Abdel-Hady, 1999; Ivanova y Stoyanova, 2000, citan que la
irradiacion de semillas con laceres de baja intensidad da lugar a incremento en la

biomasa de las plantas.
Descripcion de cortes transversales de la radicula de plantulas de maiz

A continuacién se presentan los resultados descriptivos de la comparacién de

la estructura anatémica de la radicula de las plantulas.

TEJIDO VASCULAR DE LAS VARIEADES VANTA (V2), VANRA (V3) Y
TROPICAL (V4)

Figura 3. Andlisis del tejido vascular de diferentes variedades (aumento de 10X)



En la figura anterior se puede observar que los tejidos de distintas variedades
presenta una apariencia similar en tamano y conformacién, sobre todo en el sector
de los haces vasculares. Este hecho permite comprobar que en ausencia de

estimulos laser o salinidad las distintas variedades toman una conformacién anéloga.

TEJIDO VASCULAR EN VARIEDAD VANTA (V2), VANRA (V3) Y TROPICAL (V4)

Figura 4. Analisis de tejido vascular de diferentes variedades (aumento de 40X)

Con mayor aumento es posible constatar las diferencias en el tamafo vy
namero de haces vasculares de xilema y floema, asi como de las células

parenquimaticas del cortex de la raiz.



FACTOR IRRADIACION EN VARIEDAD VANTA (V2) Y VANRA (V3)

Figura 5 Comparacion del factor irradiacion en dos variedades (aumento 10X)

Al realizar la comparacion de tejidos se aprecia que en ausencia de salinidad
la irradiacion provoca una disminucién en el tamafno del tejido parenquimatico, asi

como en el tamano del xilemay floema.



FACTOR IRRADIACION Y SALINIDAD EN VARIEDAD VANRA (V3)

Figura 6 Comparacion de los factores irradiacion y salinidad (aumento 10X)

Lo establecido en la figura anterior se confirma al realizar la comparacion en
esta imagen, pues en ausencia de salinidad el factor irradiacién modificé el tamano
del tejido parenquimatico y vascular. Por su parte el factor salinidad en ausencia de
irradiacion afecta igualmente el desarrollo del tejido, mientras que la irradiacién en
tejidos que fueron tratados con salinidad redujo en menor medida el tamano de las
células.



FACTOR IRRADIACION Y SALINIDAD EN VARIEDAD TROPICAL (V4)
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Figura 7 Comparacion de los factores irradiacion y salinidad en dos variedades
(aumento de 40X)

Nuevamente se aprecia que la irradiacion disminuye el tamafno de los tejidos
en ausencia de salinidad, mientras que una concentracién elevada de sales en
ausencia de irradiacién, parece aumentar el tamano del tejido vascular,
manteniéndose igual con la irradiacion.

Dado el desconocimiento general acerca de las relaciones entre los caracteres
de los haces vasculares y las variables de calidad y crecimiento, es dificil discutir el
impacto del aumento o disminucién del tamaro celular. Es interesante sin embargo,
la capacidad de la radiacion laser de baja intensidad, de inducir cambios en este
nivel en las plantulas provenientes de las semillas irradiadas. La respuesta general
se parece a la observada en presencia de estrés oxidativo, es decir, disminucién del
tamano celular. Es posible entonces que las vias de sefalizacion y las



modificaciones en la expresidn génica inducidas por el estimulo laser sean analogas
a las observadas bajo ciertos tipos de estrés.

DESCRIPCION DE PESO FRESCO EN PLANTA COMPARANDO FACTORES DE
IRRADIACION Y NaCl.
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Figura 8. Descripcidén de peso fresco en planta comparando factores de irradiacion y
NaCl.

Observando la grafica anterior podemos concluir que la concentracién de sal,
reduce el crecimiento del area foliar. Por su parte, la irradiacion aumenté el

crecimiento en area foliar a una concentracién de 200 mM de NaCl, reduciéndose
con la concentracion de 400 mM de NaCl.



DESCRIPCION DE PESO FRESCO EN PLANTA COMPARANDO FACTORES DE
VARIEDAD Y NacCl.
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pfa = 6187.2683-3.0204"x-108.5365"y-0.0005*x*x+0.031"x*y+0.4764"y"y
Figura 9. Descripcion de peso fresco en planta comparando factores de variedad y
NaCl.

Observando la grafica, se concluye que la variead azul, tolera en mayor grado
la concentracibn de NaCl, la variedad Vanta aumenta la tolerancia a una

concentracion de 200 NaCl aunque el porcentaje disminuye con una concentracion

de 400 NaCl, el mismo caso se presentd con la variedad Vanra. Se observa
notablemente que la variedad Tropical, es la menos tolerante a la salinidad.



a)

CONCLUSIONES

El factor irradiacidon no modificé el porcentaje de germinacion, ocurriendo caso
contrario con las concentraciones de NaCl, pues la germinacién en una
concentracion de 200 mM de NaCl presento diferencias significativas, en tanto
que la concentracion de 400 mM de NaCl produjo cambios altamente

significativos para la germinacién.

El factor irradiacion no modificé la concentracion de vitamina C en las plantas.

Tmpoco tuvo efecto alguno sobre la concentracion de minerales (Ca y K)

Las variedades que fueron manejadas y son tolerantes a bajas temperaturas
(Vanta y Vanra) no presentaron una tolerancia mayor a la salinidad, tal y como

se reflejo en la figura 9.

El factor irradiacion aplicado modificd el tamafo y numero del xilema y floema

en las variedades manejadas.
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