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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) desde la cultura prehispanica, ha sido alimento
basico de los mexicanos y de la mayoria de los paises de América Latina.
Existen innumerables indicios arqueoldgicos e historicos que indican que este
cultivo fue la base de la alimentacion en una gran parte de la poblacion de la
América precolombina que abarca desde la actual Canada al Norte hasta la
Patagonia en el Sur. Se sabe que en algunas culturas precolombinas, como la
Maya, Inca y la Azteca, el maiz ademas fue utilizado en la celebracién de
rituales religiosos . En este sentido, se han encontrado granos en tumbas Incas
del Perd, mientras que en cuevas de Arizona se han hallado mazorcas de mas
de 4,000 afios. El 50% de las 4reas de cultivo en México, consta de maiz
utilizandose principalmente para la produccién de grano y forraje (Aguilera,
1975). El maiz dulce se usa como verdura y en muchas confituras, El liquido
resultante de la maceracion de los granos se emplea en la produccién de
antibiéticos, mientras que el gliten se usa en la fabricacion de fibras sintéticas,
plasticos, celofan y peliculas fotograficas (Jugenheimer, 1954), asi como en la
produccion de aceite y alcohol.

Desde principios de este siglo, los cientificos han intentado obtener un
maiz mas nutritivo. Aunque los cereales proporcionan mas del 70% de la

proteina que consume la humanidad, constituye un alimento de baja cantidad y



calidad protéica. En cuanto a su valor nutritivo, la mayor deficiencia del maiz
consiste en que contiene pocas cantidades de triptofano y lisina, aminoacidos
esenciales que el hombre y los animales monogastricos deben obtener de sus
alimentos y que no pueden sintetizar (Pinstrup 1971). |

En América Latina, el maiz es uno de los alimentos bisicos mds
importantes entre las familias de ingresos bajos; por lo tanto, el mejoramiento
de la calidad protéica del mismo ofrece una oportunidad tinica para reducir
deficiencias protéicas entre la poblacion (Andersen,1971). El cultivo del maiz
se siembra bajo condiciones de temporal y de riego en la mayoria de los
Estados de México. Los factores mas relevantes que limitan su rendimiento
son la salinidad, la sequia y las altas temperaturas en sitios aridos y
semiaridos. En el Estado de Nuevo Le6n se cosecharon 24,697 Has. en 1979,
con un promedio de rendimiento de 2,277 ton/ha.. Esta produccion no ha
aumentado en forma importante en los Gltimos afios, ya que segiin reportes del
INIFAP el rendimiento promedio nacional fue de 2.3 ton/ha para el afio 1997,
con una produccion de 18.5 millones de ton., lo cual cubrié el 82% de la
demanda nacional de 23 millones de ton.

Por ello, es importante seleccionar variedades que sean tolerantes a
dichos factores ambientales de estrés y estudiar los mecanismos fisiologicos y

anatémicos que permiten a la planta ser tolerante a estas condiciones. En este



sentido, los cambios ultraestructurales nos daran informacién Wtil para
entender los mecanismos de tolerancia y para ayudar a seleccionar de un modo
maés certero a los genotipos tolerantes.

La determinaciéon de las caracteristicas ultraestructurales, anatémicas
tipicas de la raiz, tallo y hojas de genotipos de maiz tolerantes a estrés de
salinidad, podria servir de indicadores certeros en la seleccién de genotipos
tolerantes para su posterior utilizacion en regiones que presentan estos
factores. Asimismo, los cambios estructurales que se detecten contribuiran al
entendimiento de los mecanismos fisiologicos que se generan en respuesta al
estrés.

En la actualidad se han realizado muchos trabajos para determinar el
efecto de salinidad, sequia y altas temperaturas en el crecimiento y desarrollo
del maiz, pero hay poca informacién de cémo estos factores afectan la
ultraestructura en esta planta, o cuales caracteristicas podrian presentar las
células de plantas tolerantes que difieran de plantas sensibles

El objetivo de este trabajo es determinardn algunas respuestas
anatémicas y ultraestructurales a la alta salinidad en hoja de plantulas de maiz
tolerantes y sensibles a este tipo de estrés, tales como: el tamafio de las células
epidérmicas, estomas y vasos conductores mediante Microscopia optica. Asi

como cambios ultraestructurales en los cloroplastos, mitocondrias y en el



meristemo de la hoja , utilizando Microscopia Electrénica de Transmision.

Se realiz6 especial énfasis en determinar los cambios ocurridos en los
cloroplastos, ya que en ellos se realizan las funciones bésicas de la
productividad y crecimiento de la planta. Este organelo estd rodeado de una
doble membrana que controla el transito de moléculas hacia dentro y fuera. En
el interior tiene material amorfo, gelatinoso y rico en enzimas. A la region
interior del cloroplasto se le llama estroma. Embebidos en éste se encuentran
los tilacoides; cada uno estd limitado por una membrana, pero debido a lo
aplanado se ven como capas de doble membrana. A intervalos més frecuentes
se localizan las pilas de tilacoides empaquetados en una region llamada grana
en la cual se encuentra clorofila y ofros pigmentos que se asocian a
lipoproteinas y estn en estrecha relacién con moléculas de proteina, enzimas,

y aceptores-transportadores.



ANTECEDENTES

En el Noreste de México el maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos de
temporal, al cual diversos factores limitan su crecimiento y productividad,
entre estos se encuentran la salinidad, la sequia, las altas y bajas temperaturas,

plagas, baja fertilidad y enfermedades (Maiti ef al., 1992).

Salinidad: Es un factor que inhibe el crecimiento, produce disminucion
de la fotosintesis causada por la reduccion de la apertura de los estomas en
cultivos de maiz y frijol; sin embargo, la fertilizacion con CQO, tiende a
restaurar el crecimiento normal, el grosor de la hoja, el 4drea foliar y la
elongacion de entrenudos (Schwarz, 1984 y Kayani S.A. 1988). Se ha
observado que el NaCl disminuye la fluidez de la membrana celular (Lynch, J.
et al. 1988), el crecimiento del tallo y las raices (Soliman, M.F. 1988), el
crecimiento de las yemas (Pan, S.M. et al. 1988), disminuye la absorcion del
ion NO; (Kostyukovich, 1988), en el polen de las plantas cultivadas en medio
salino es afectada la actividad de la amilasa e invertasa (Dhingra, H.R, et al.
1986). Se afecta ademas diferencia de potencial entre el embrién-endospermo,
la plimula y radicula (Rubstova, M.S. 1984), se presenta reduccion del area
foliary la proporcién del peso de la hoja (Cramer et al. 1994 b). Por otro lado,

la tasa de elongacion de las hojas en plantas control y las sujetas a salinidad



fueron inhibidas por la exposicién de 1.2 ppm. de etileno; con ésto se
concluye que el etileno no est4 involucrado en la elongacién de las hojas en
plantas de maiz en estrés de salinidad (Cramer, 1992). A nivel de
ultraestructura callos de variedades de sorgo tolerantes a este estrés muestran
movilizacién y utilizacién de aziicares en respuesta a los cambios osméticos
(Mir Araujo, 1996) Similarmente (Olmos y Hellin 1996) encontraron lo
mismo en Pisum sativum.

Sequia: Este factor en plantas de maiz afecta el grosor de la lamina
media, tamafio, niimero de células y cloroplastos (Tretyakov et al. 1985), el
crecimiento de las hojas se reduce asi como la secrecién de protones en el
apoplasto (Volkenburghi y Boyer, 1985), el potencial osmético se torna mas
negativo (Sobrado, 1986), la membrana que envuelve al cloroplasto se rompe,
los tilacoides se dilatan, hay distorsién del cloroplasto (Roth, 1996), los grana
no se distinguen facilmente y hay mucha acumulacion de lipidos (Ristic y
Cass, 1993), se afecta la actividad de la enzima nitrato-reductasa en las hojas
(Horiguchi, 1986), el nimero de granos, tasa de crecimiento y acumulacion de
biomasa es menor (Lorens et al, 1987). Existen plantas de maiz tolerantes a
este estrés debido al aumento de prolina en las raices (Takur, 1987), también
se encontrd incremento de esta sustancia en las hojas (Niemi, ef al. 1988), y a

la baja tasa de evapotranspiracion (Wang, ef al. 1988).



Altas temperaturas: La temperaturas 6ptimas en las que crecen las plantas de
maiz son de 23 a 32 °C, las letales y subletales van de un rango de 40 a 45 °C
(Zhang et al. 1994), temperaturas mayores de 30 °C después del desarrollo de
la octava hoja afecta la digestibilidad (Stuik, et al. 1986), hay crecimiento y
acumulacién de materia seca (Martinello y Lorenzoni, 1981), mientras que la
rehidratacidn de las hojas se debe a la estabilidad térmica de la membrana del
cloroplasto (Ristic y Cass, 1992). Por su parte, el calor afecta la estructura del
cloroplasto, rompiendo la membrana del mismo y dilatando a muchos de los
tilacoides (Ristic y Gifford, 1992).

En cuanto a los efectos ultraestructurales de estos tipos de estrés, no
muchos reportes se encuentran en la bibliografia. Estudios realizados a este
nivel en el cloroplasio del meséfilo de maiz etiolado bajo alta y baja
intensidad de luz, demostraron que la cantidad del complejo de proteina
clorofilico y las lamelas de los grana son reducidas en poca intensidad de luz
(Nyitrai et al. 1994). En hojas bandera, el contenido de clorofila, la tasa de
fotosintesis, la cantidad de grana lamelar, el estroma de la lamela y del
cloroplasto fue mayor que en las hojas basales, medias y terminales (Wang y
Hu, 1988), a su vez los cloroplastos de la banda del haz tienen mayor nimero
de nucleétidos que los cloroplastos del mesofilo (Lindbeck et al. 1989). En

plantas tolerantes al calor se encontrd que no tienen cera epicuticular en la



sexta hoja, pero hubo un gran depésito en la quinta hoja en lineas susceptibles

(Noblz et al. 1985).
Tanguiling et al. (1987), demostraron que el potencial de agua en las hojas
inferiores, la elongacion y el rango de transpiracion en plantas de arroz sujetas

a estrés hidrico declinaron mas rapidamente que en el maiz y en la soya.



IMPORTANCIA Y ORIGINALIDAD

La importancia de este trabajo radica en que la determinacién de las
caracteristicas ultraestructurales tipicas de la hoja de genotipos de maiz (Zea
mays L.) resistentes a estrés de salinidad, podrian servir de indicadores
certeros de la seleccion de genotipos resistentes para su posterior utilizacion
en regiones qﬁe presenten este factor. Asi mismo, los cambios anatémicos que
se detecten contribuiran al entendimiento de los mecanismos fisiolégicos que

se generen en respuesta al estrés.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la respuesta morfoanatomica y ultraestructural al estrés de

salinidad en genotipos resistentes y susceptibles de maiz (Zea mays L.).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de la salinidad en las células epidérmicas, y tamafio de
estomas en la hoja, mediante microscopia Optica en los genotipos

seleccionados.

2. Determinar el efecto de la salinidad en el cloroplasto y mitocondria en la
hoja, utilizando microscopia electrénica de transmision en genotipos

resistentes y susceptibles de maiz (Zea mays L.).

3. Determinar el efecto de la salinidad en el meristemo de la hoja, utilizando
microscopia electronica de transmision en genotipos resistentes y susceptibles

de maiz (Zea mays L.).
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HIPOTESIS

La respuesta en el maiz (Zea mays L.)al estrés de salinidad, se manifiesta en

los cambios ultraestructurales en la hoja de diferentes genotipos de maiz.



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se efectué en el laboratorio de Botinica y en la
Unidad de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Los genotipos tolerantes y susceptibles utilizados en este trabajo fueron
seleccionados de acuerdo a resultados obtenidos por Fernandez (1997). El
germoplasma que presenta las propiedades de estructura y crecimiento mas
tolerantes a la salinidad correspondié en este estudio a la variedad comercial
D-878, mientras que el genotipo mas sensible al estrés salino result6é ser la
variedad B-830.

Los genotipos anteriormente mencionados fueron sembrados en vasos
de unicel de 300ml de capacidad. Se utiliz6 perlita como sustrato, colocandose
5 semillas de cada genotipo en los vasos, realizindose S repeticiones por
tratamiento. Una vez sembradas las semillas (los vasos control se regaron con
agua destilada) tanto al genotipo tolerante como al susceptible se les agrego
una unica dosis de 140ml de solucién salina de NaCl a 0.2 M. Los vasos se
mantuvieron himedos afiadiendo 40ml de agua destilada cada 2 dias, tanto a
los tratados como a los vasos control; éstos Gltimos se colocaron en una
superficie elevada para evitar contaminacién con la solucion salina. Al

presentarse la emergencia se realiz6 un aclareo dejandose 3 plantas por vaso.
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Después de 15 dias las plantulas fueron extraidas, tomandose muestras al azar
de los genotipos tolerantes y sensibles, asi como de sus controles. Los 6rganos
muestreados fueron: parte media de la segunda hoja, meristemo de la segunda
hoja, raiz a una distancia de 1 cm del tallo y meristemo de raiz..

Se cortaron trozos pequefios de 1 a 3 mm® de cada uno de estos érganos
y se sumergieron en viales que contenian solucion fijadora de glutaraldehido
al 5% en Buffer de fosfatos 0.1 M. Alli se mantuvieron las muestras en
refrigeracién a 4 °C hasta posterior procesamiento. El material Juego se
postfijé en OsO4 1-2% durante 1 hora y posteriormente se deshidrat6 en etanol
en concentraciones crecientes de 50-70-80-90-95 y 100%, pasandose luego a
oxido de propileno; posteriormente las muestras se infiltraron e incluyeron en
resina Spurr de baja viscosidad. Se obtuvieron cortes semifinos y ultrafinos
con un ultramicrotomo Porter- Blumm MT-]1 con cuchillas de vidrio.
Previamente a la obtencién de un corte transversal ultrafino es posible obtener
un corte semifino de la muestra para su observacién en un microscopio optico;
permitiendo asi el registro de un area relativamente mucho mayor que la
observada en el microscopio electrénico, lo cual hace posible la determinacién
cuantitativa de algunas variables anatémicas, como tamaiios celulares y
diametros de vasos conductores. Los cortes semifinos de los diferentes tejidos

fueron coloreados con azul de toluidina y observados al microscopio dptico. A
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su vez, los cortes ultrafinos obtenidos se contrastaron con acetato de uranilo al
3% en soluci6n acuosa y citrato de plomo al 0.01% pH 12 y se observaron en
un microscopio electroénico de transmision Zeiss EM-9 a 65 KV de voltaje de
aceleracion.

En observaciones de la anatomia de la hoja al microscopio dptico se
realizaron mediciones del didmetro (largo y ancho) de las células epidérmicas
y del metaxilema en vasos conductores de la hoja. Asi mismo, se realizaron
mediciones de largo y ancho de estomas y se determiné el indice estomatico
para cada grupo estudiado.

A los resultados cuantitativos obtenidos se les aplicé anilisis de
varianza factorial y comparacion multiple de medias (Zar, 1974). De modo
similar, se realizaron determinaciones cuantitativas sobre micrografias
electronicas obtenidas de cloroplastos en hoja, tanto los del mesofilo como los
de la vaina de Kranz. Estas mediciones correspondieron a: tamafio de
cloroplastos, largo y ancho de los grana, tamaiio y numero de granulos de

almidon.



RESULTADOS

CAMBIOS MORFOLOGICOS GENERALES:

A los 15 dias de la germinacién, las plantas del genotipo sensible a la
salinidad (B-830) mostraron una altura, vigor y crecimiento radicular menor
que las del genotipo tolerante (D-878), las cuales mostraron un mayor
crecimiento en todas sus partes vegetativas, tanto en los controles como en los

tratamientos (Figs.1 y 2)
MICROSCOPIA OPTICA:

Las observaciones realizadas en el microscopio Optico en cortes de hoja
de los genotipos B-830 (susceptible) y D-878 (tolerante) sometidos al estrés
de salinidad asi como los controles, revelaron que existen diferencias en las
células epidérmicas y meristemo. En el genotipo tolerante se presenté mayor
tamafio de las células epidérmicas con respecto al genotipo sensible, mientras
que en el meﬁstemo hubo mayor division celular y células mas elongadas.

El largo promedio de las células epidérmicas en el control del genotipo
sensible fue de 108.08 pm, mientras que en el tratamiento de estrés salino este

valor se redujo a 99.70 pm (Tabla 1 y Fig. 3). Sin embargo, el anilisis
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estadistico no mostrd que ésta sea una diferencia significativa (F = 1.79, P <
0.05). Resultados similares se observaron para el ancho de las células de la
epidermis asf como para el ancho y largo de los estomas. La unica variable
que presenté diferencia significativa (F = 6.46, P < 0.05) entre el control y el
tratado fue el largo de los estomas.

Cuando se compar$ el control del genotipo tolerante D-878 y el
sometido a estrés de salinidad, el largo promedio de las células epidérmicas y
de los estomas mostraron diferencia altamente significativa (F = 7.45 y 91.41
respectivamente (ver Tabla 2 y Fig. 4), mientras que las demis variables
(ancho de células epidérmicas, ancho de estomas e indice estomatico) no
presentaron diferencia significativa.

Un resultado bastante interesante se pudo encontrar al seleccionar los
grupos controles para comparar si hay variaciones entre los genotipos: Se
encontrd una gran variabilidad en todos los parametros medidos (ver Tabla 3 y
Fig. 5). El indice estomatico present6 una diferencia menor , pero aln
significativa (F = 7.00, P < 0.05) entre los valores promedios para ambos
genotipos.

El andlisis de varianza entre los genotipos sometidos al estrés de
salinidad (Tabla 4 y Fig. 6), se encontr6 que el ancho, tanto de células

-

epidérmicas como de estomas mostraron diferencias altamente significativas
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entre los genotipos (F = 7.72 y F = 27.33 respectivamente), mientras que el
largo de las células epidérmicas mostré una diferencia menor (F = 4.18, P <
0.05). Por otra parte, el largo de estomas y el indice estomético no mostraron
diferencias significativas.

Con el propdsito de determinar la interaccion entre el genotipo tolerante
(D-878) y el sensible (B-830) sometidos a estrés de salinidad se realizd un
analisis de varianza factorial (Tabla 5) encontrdndose que sdlo en el largo de
los estomas hubo interaccion altamente significativa (F = 20.88, P < 0.01), con

las demas variables no se presentd diferencia significativa,
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

Observaciones en Ia Hoja

Genotipo Tolerante (control):

Los cloroplastos en el control del genotipo tolerante D-878 mostraron
un aspecto normal caracteristico en todas las zonas énalizadas de la hoja. Sus
tilacoides se observaron bien organizados dentro del estroma tanto en las
células del mesofilo (Fig. 7) como en las de la vaina de Kranz (Fig. 8). Los

cloroplastos del meséfilo fueron ligeramente mas grandes y de tamafio mas
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uniforme que los de la vaina de Kranz, midiendo 5.69 pm y 5.01 pm
respectivamente (Tabla 6). Dentro de los cloroplastos de las células de la
vaina de Kranz se encuentran grandes grénulos de almidon, midiendo
alrededor de 1 pm en promedio y ocupan la mayor parte del volumen total del
organelo, mientras que en los cloroplastos de las células del mesdfilo el
almidon es escaso. Los grandes granulos de almiddn en la vaina de Kranz se
observan electron-transparentes debido a que su contenido ha sido extraido en
su mayor parte durante el procesamiento para microscopia electronica. Por su
parte, los tilacoides de los cloroplastos del mesofilo forman gran cantidad de
granas, las cuales midieron alrededor de 0.3 pm de ancho. Los tilacoides de la
vaina de Kranz se distribuyen a lo largo del cloroplasto por entre los granulos
de almidon formando granas sdlo en escasas ocasiones. Los cloroplastos en su
interior presentan ademds pequefios granulos osmiofilicos distribuidos
azarosamente en el estroma. Estos parecen ser mas abundantes en los

cloroplastos del meséfilo de la hoja.
Genotipo tolerante (tratado):

Los cloroplastos del genotipo tolerante sometido a estrés salino

(NaCl 0.2 M) redujeron su tamaiio, especialmente aquellos de las células del



mesofilo, los cuales redujeron su tamafio en un 40% con respecto al control,
pasando de 5.69 pm de largo a 3.47 pm en promedio (Tabla 6). Los
cloroplastos de las células de la vaina de Kranz se redujeron sélo en un 10% .
Frecuentemente se observo un cambio de forma, sobre todo en los cloroplastos
del meséfilo (Fig. 9) en algunos casos se observaron de forma bastante
esférica aunque presentando tilacoides y granas todavia 6rdenados (Fig. 10).
Con respecto a los granulos osmiofilicos, éstos se observan distribuidos de
forma azarosa en el estroma, aunque su frecuencia no es uniforme entre los
cloroplastos, ya que algunos se presentan abundantemente, mientras que en
otros solo se pbservan escasamente.

Un cambio importante fue la reduccion notable en el tamafio de los
granulos de almidon, especialmente en los cloroplastos de las células de la
vaina de Kranz (Fig. 11). Esta reducci()n.en el didmetro fue de mas del 50%
con respecto al control, pasando de 0.98 a 0.44 um (Tabla 6). Sin embargo, la
frecuencia de granulos de almidén incrementa en el tratamiento al pasar de
una frecuencia promedio de entre 9 y 10 granulos por cloroplasto a 15 (Tabla
7). El nﬁlﬁero de tilacoides por grana incrementa ligeramente con el
tratamiento. Asimismo, la cantidad de granas por cloroplasto tambi¢n aumenta

ligeramente.
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Es interesante notar que es posible observar en el citoplasma de las
célula, formaciones cristalinas que aparentemente se originan por exceso de

acumulacion salina (Fig. 12)

Genotipo Sensible (control):

Los clc;roplastos en la variedad sensible sin ser sometida a estrés salino
presentan un aspecto normal con abundantes tilacoides y gran cantidad de
granas en su intertor, tanto en los cloroplastos del meséfilo (Fig. 13) como en
la vaina de Kranz (Fig. 14). Sin embargo, su tamafio es més pequefio que los
del genotipo tolerante. Los granulos de almidon estidn pricticamente ausentes
del interior de los cloroplastos del meséfilo. Las granas en general miden
alrededor de 0.2 ym de largo (Tabla 7). Similarmente, los granulos
osmiofilicos se presentan con menor frecuencia que en el genotipo tolerante.
No es comin observar a los tilacoides de la vaina de Kranz formando granas.

Genotipo sensible (tratado):

El tamaiio de los cloroplastos disminuyé con el sometimiento al estrés

salino en forma similar a como ocurrié en el genotipo tolerante (Tabla 6). Es

decir, los cloroplastos de las células del mesofilo se afectaron en mayor



proporcioén que los de la vaina de Kranz. En los primeros 1a reduccion fue del
orden del 30%. Aunque se observaron algunos cloroplasto_s del mesofilo con
desorganizacion estructural, la mayoria continué presentando tilacoides y
granas todavia ordenados (Fig. 15). Los cloroplastos de la vaina de Kranz
(Fig. 16) casi no presentan granas formadas y con frecuencia se observan
grupos de tilacoides extendidos laxamente y en forma paralela a lo largo del
organelo. En algunos casos, estos tilacoides se extienden hasta mas de la mitad
de la longitud del cloroplasto. Los grinulos osmiofilicos se observan
distribuidos de forma azarosa en el estroma, aunque no se observan en
abundancia. Al igual que en el genotipo tolerante, se evidencié una reduccion
notable en el tamaiio de los granulos de almidén, especialmente los contenidos
en los cloroplastos de las células de la vaina de Kranz (Tabla 6). Sin embargo,
esta reduccion en el tamaiio fue s6lo del 38% en comparacion con el 55% del
genotipo tolerante, pasando de 1.18 pm en el control a 0.73 pm en el
tratamiento. Por otro lado, la frecuencia de grénulos de almidén por
cloroplasto no sufiié ningtin cambio significativo. Asimismo, el niimero de
tilacoides por grana se mantiene ain después del tratamiento. Sin embargo, la

cantidad de granas por cloroplasto disminuye de 23 a 19 (Tabla 7).
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proporcion que los de la vaina de Kranz. En los primeros la reduccion fue del
orden del 30%. Aunque se observaron algunos cloroplastos del mesofilo con
desorganizacion estructural, la mayoria continué presentando tilacoides y
granas todavia ordenados (Fig. 15). Los cloroplastos de la vaina de Kranz
(Fig. 16) casi no presentan granas formadas y con frecuencia se observan
grupos de tilacoides extendidos laxamente y en forma paralela a lo largo del
organelo. En algunos casos, estos tilacoides se extienden hasta mas de la mitad
de la longitud del cloroplasto. Los grinulos osmiofilicos se observan
distribuidos de forma azarosa en el estroma, aunque no se observan en
abundancia. Al igual que en el genotipo tolerante, se evidencié una reduccién
notable en el tamafio de los granulos de almidén, especialmente los contenidos
en los cloroplastos de las células de la vaina de Kranz (Tabla 6). Sin embargo,
esta reduccion en el tamafio fue sélo del 38% en comparacién con el 55% del
genotipo tolerante, pasando de 1.18 pm en el control a 0.73 pm en el
tratamiento. Por otro lado, la frecuencia de granmulos de almidon por
cloroplasto no suftié ninglin cambio significativo. Asimismo, el nimero de
tilacoides por grana se mantiene ain después del tratamiento. Sin embargo, la

cantidad de granas por cloroplasto disminuye de 23 a 19 (Tabla 7).
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Observaciones de las Mitocondrias del Tejido Foliar

Tanto en el control del genotipo sensible B-830 (Fig. 21) como en el del
genotipo tolerante D-878 (Fig. 22) las mitocondrias son redondeadas y
muestran la organizacion tipica de este organelo en plantas, mostrando crestas
mitocondriales bien definidas encerradas en una doble membrana. La
diferencia importante encontrada con respecto a este organelo es que el
tamaiio es marcadamente mayor en el control de la variedad tolerante que en
la sensible, midiendo 0.66 y 0.41 pm respectivamente (Tabla 8). Sin embargo,
las dimensiones mitocondriales en cada genotipo no sufren cambios notables

al ser sometidas a estrés salino.

Observaciones en el Meristemo de hoja.

Genotipo Sensible (control).

Las células son mas pequefias que las del genotipo tolerante, el
citoplasma es mas denso, se observa la incipiente formacion de organelos

subcelulares y gran division celular (Fig. 17).

22



Genotipo Sensible (tratado)

Se observa una aparente menor division celular con respecto al control
debido a que se nota una menor densidad de células. Sus células son mas
elongadas que en el control y el nimero de inclusiones citoplasmaticas se
reduce. Probablemente la vacuolizacion de las células inicia al someterse al

estrés temprano, lo cual conlleva a una elongacion mayor (Fig. 18).

Genotipo Tolerante (control)

Tanto en las muestras controles del genotipo sensible B-830 como en el
genotipo tolerante D-878 se observé abundante cantidad de organelos en
formacion incipiente o protoplastidios. Estos ltimos luego formaran
principalmente a los cloroplastos y mitocondrias. Las células presentan una
gran cantidad de granulos osmiofilicos y almidon; son mas elongadas y el

tamafio y nimero de inclusiones citoplasmaticas se reduce (Fig. 19).

Genotipo Tolerante (tratado)
Las células son mas anchas, hay mayor vacuolacién, vesiculas

reducidas, mayor cantidad de granulos osmioifilicos y almidon (Fig. 20).
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Aunque en las células meristemdticas de la hoja en los genotipos bajo estrés

salino se observa mayor vacuolacion, el citoplasma aparenta poseer un

contenido mas denso.
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DISCUSION

El presente trabajo se planteé para determinar algunas caracteristicas
ultraestructurales y anatdmicas de las hojas de genotipos de maiz susceptibles
y tolerantes al estrés de salinidad para asf ayudar a un mejor entendimiento de
los mecanismos que le confieren dicha tolerancia. En este sentido, se observé
que en el genotipo de maiz tolerante al estrés de salinidad las células
epidérmicas y los estomas mostraron mayor tamarfio que el genotipo sensible.
Es probable que esta caracteristica le confiera a las plantas tolerantes una
mayor capacidad de regular el potencial hidrico de modo tal que traiga como
resultado en los estomas la transferencia osmética de agua de las células
subsidiarias a las oclusivas, lo cual tenga implicacién en las caracteristicas
dadas de tolerancia (Salisbury F. y C. Ross 1994).

Al someter a estrés salino a ambos genotipos se mostraron cambios
morfologicos aparentes, como la altura de la planta, vigor, etc., y en la
estructura anatoémica las dimensiones celulares determinadas variaron de una
forma bastante importante. El analisis de varianza factorial s6lo mostrd
variacion significativa en el largo de las células epidérmicas y de los estomas,
quedando las demas variables inalteradas. Sin embargo, las diferencias son

altamente significativas en todos los pardmetros medidos entre los controles



del genotipo sensible y del tolerante. De modo similar, el control del genotipo
tolerante muestra un crecimiento mas acelerado, mayor produccién de
biomasa y mayor vigor que el control del genotipo sensible. Segin datos
obtenidos anteriormente por Fernidndez 1997, estas diferencias presentes en
plantas no sometidas a estrés nos pueden permitir hacer un diagnéstico sobre
su capacidad de tolerancia.

Las diferencias entre los controles del genotipo tolerante y del sensible
son también notorias a nivel ultraestructural. En este trabajo, se hizo especial
énfasis en determinar los cambios ocurridos en los cloroplastos, ya que en
ellos se realizan las funciones bésicas de la productividad y crecimiento de la
planta.

En el genotipo tolerante se presentd diferencia en el tamafio de los
cloroplastos, mitocondrias y granulos de almid6n, siendo mayores en este que
en el sensible, debe tener también relacién con las propiedades de tolerancia
de la planta. El mayor volumen de cada cloroplasto y el mayor nimero de
granas formadas en cada uno, le confiere a las plantas tolerantes una mayor
capacidad fotosintética que, si bien disminuye por efecto del estrés salino, alin
puede mantenerse lo suficientemente alta como para contrarrestar los efectos

nocivos generados.



Asimismo, las unidades mitocondriales mas grandes en las células
tolerantes que en las sensibles, conllevan a pensar que en las primeras haya
una mayor area membranosa para llevar a cabo los procesos enzimdticos
respiratorios de produccién de energia capaces de suplir la energia demandada
por los procesos fisiologicos responsables de atenuar los efectos de la alta
concentracion de sales (Salisbury y Ross 1994).

Por su parte, el mayor contenido de almiddon, segiin se observa en las
micrografias electrénicas, suministra en forma abundante el material
energético para llevar a cabo reacciones enzimaticas propias de los
mecanismos fisiologicos involucrados en la tolerancia, asi como la energia
necesaria en los mecanismos activos osmoreguladores.

La disminucién del tamafio de estos granulos en los cloroplastos,
permite pensar en su desdoblamiento a azicares, los cuales pasan
posteriormenie al citoplasma aumentando el potencial osmético de la célula y
contrarestando asi la disminucién del potencial hidrico en los espacios
extracelulares producidos por la mayor concentracién salina en los mismos.

En cuanto a los efectos adversos del estrés salino a nivel
ultraestructural, son pocos los reportes encontrados al respecto, sin embargo,
los cambios observados en los cloroplastos de las plantas sometidas a estrés

salino son similares a aquellos mostrados en plantas cuando se someten a altas

27



temperaturas (Roth, 1996). La cantidad de grana lamelar es mayor en el
genotipo tolerante que en el sensible, efecto parecido a lo encontrado por
Wang y Hu (1988) en plantas de maiz sometidas a estrés de altas
temperaturas, lo que da una idea del por qué de su mayor eficiencia
fotosintética.

Por otra parte, hay una cierta acumulacién de lipidos, como ha sido
también reportado por Ristic y Cass (1994), por lo que podria pensarse que
esta condicion le proporciona mas energia utilizada en disminuir las
diferencias de presién osmotica.

En cuanto al aumento en nimero de los granulos de almidén en el
cloroplasto mas no en su tamaiio es un efecto parecido al observado en callos
de sorgo tolerantes al estrés de sequia (Mir Araujo, 1996) y en Pisum sativum
(Olmos y Hellim, 1996). Esto hace suponer que el disminuido tamafio de los
granulos de almidén facilita su transformacién en otros carbohidratos mas
simples, como la sacarosa, la cual es una fuente de energia en las células
fotosintéticas y se transloca con facilidad a través del floema hasta llegar a los
tejidos en crecimiento activo, en los que se utiliza como fuente de energia para
impulsar el crecimiento. En cuanto al efecto observado en el meristemo del
genotipo tolerante, se mostré mayor crecimiento y elongacion celular que el

genotipo sensible al ser sometidos a estrés salino. Probablemente, la



vacuolizacion en las células meristematicas comienza mds temprano en las

plantas tratadas, lo cual conlleva a una mayor elongacién celular.



CONCLUSIONES

1. El diametro de las células epidérmicas de la hoja en el genotipo
tolerante fue mayor que en el sensible.

2. Aunque la forma de los cloroplastos del genotipo tolerante se afecte
al ser la planta sometida al estrés salino, su organizacién interna se mantiene y
hay una mayor cantidad de grana lamelar que en el genotipo sensible sometido
a estrés. |

3. Los cloroplastos de la vaina de Kranz contienen abundante cantidad
de granulos de almidén de gran tamafio. Esta reserva aparentemente se utiliza
para contrarrestar los efectos del estrés salino a través de su desdoblamiento
en azicares osméticamente activos que restauren el balance osmético 0 como
compuestos energéticos que suministran energia a los procesos fisiologicos
involucrados en la tolerancia (transporte activo, etc.)

4. El meristemo de la hoja en el genotipo sensible presenta células mis
pequefias y con menor cantidad de granulos de almidén con respecto al
tolerante.

5. El genotipo tolerante muestra mayor tamafio en las mitocondrias que
el genotipo sensible, independientemente de su sometimiento al estrés salino.

Este hallazgo podria relacionarse con una mayor 4rea membranosa



mitocondrial
que conlleva a una mayor respiracién y capacidad de desarroll
ar

los procesos metabdlicos requeridos durante el estrés salino
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RESUMEN

En el noreste de México diversos factores limitan el crecimiento y productividad del
maiz (Zea mays; L.), siendo la alta salinidad de los suelos uno de los mas importantes. Se
ha reportado que el estrés salino produce diversas alteraciones fisiol6gicas y morfolégicas
(Cramer, et al, 1994; Kayani, et al, 1988; Lynch, et al, 1988 y Achwarz, 1984). Este trabajo
tiene como objetivo determinar la respuesta anatémica y ultraestructural al estrés de
salinidad en genotipo tolerantes y susceptibles de maiz. Los genotipos B-830 (susceptible)
y D-878 (tolerante), fueron sembrados en vasos de poliuretano y perlita a concentraciones
de 0.2 M de NaCl. A los 15 dfas después de emergencia, trozos de meristemo y ldmina de
la segunda hoja se fijaron en glutaraldehido 5% en Buffer de fosfato a 0.12 M.
Posteriormente el material fue postfijado en tetréxido de Osmio, deshidratado e incluido en
resina Spurr. Cortes semifinos fueron analizados por microscopfa dptica, mientras que
cortes ultrafinos se observaron en un microscopio electrénico de transmisién Zeiss EM-9.
Se observé un mayor tamafio de las células epidérmicas en las plantas tolerantes. En las
sensibles, las células del meristemo fueron mas pequefias y con menor divisién celular : en
las variedades sometidas al estrés, se observé desorganizacién tilacoidal en general, lo cual
fue mas marcado en el genotipo susceptible. Los cloroplastos del meséfilo, en el genotipo
tolerante, frecuentemente mostraron dilatacién y tomaron apariencia esférica, mientras que
reducen su tamaiio en la variedad susceptible. Por otro lado, los cloroplastos de la vaina de
Kranz se mostraron diferentes entre ambas variedades, encontrandose grandes granulos de
almidén en la tolerante, los cuales disminuyen en tamafio y aumentan en mimero al
someterse al estés. Estos grinulos se presentan en mucho menor frecuencia y tamafio en la
variedad susceptible, aunque se observé un considerable aumento en nimero luego del
tratamiento. Por otra parte, aunque no hubo cambio aparente en la estructura mitocondrial
entre tratamientos, las mitocondrias de la variedad susceptible mostraron menor tamafio y
nimero que aquellas de la variedad tolerante. Estas observaciones sugieren una
acumulacién de materiales energéticos que implican la movilizacién y utilizacién de
azucares en respuesta a los cambios osméticos del tejido sometido a estrés. Respuestas
similares se reportan al evaluar la ultraestructura de callos de variedades de sorgo tolerantes
a Ja salinidad (Mir-Araujo, 1996). Olmos y Hellin (1996), también encontraron altos
niveles de organelos y lipidos que podrian funcionar como agentes de ajuste osmético en
Pisum sativum. Por lo tanto, la variedad tolerante presenta mayores ventajas sobre la
susceptible al poseer un mayor contenido de granulos de almiddn, asf como mitocondrias
con mayor volumen y érea membranosa para desarrollar estos procesos energéticos de
forma més eficiente.
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GENOTIPO ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS ANALISIS DE
a 108.08 32.13
L. EPIDERMIS 1.79 NS
b 99.70 30.46
a 21.14 6.01
A. EPIDERMIS 0.05 NS
b 20.88 5.67
a 27.10 3.20
L. ESTOMAS 646 *
b 24.98 4.96
a 18.44 2.29
A. ESTOMAS 0.02 NS
b 18.52 3.29
INDICE. a 9.32 429
ESTOMATICO b 9.75 3.86 0.17 NS

Tabla 1. Estadisticas descriptivas (media y desviacion estandar) v andlisis de varianza (F)
de las variables del genotipo sensible (B-830) de maiz (Zea mays L.) en la comparacién de
los tratamientos (a=Control b=Salinidad, NS=No significativo *=Significativo, L=largo,
A=ancho)

GENOTIPO ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS | ANALISIS DE I
a 141.52 42.44
L. EPIDERMIS T 4548
b 116.44 49.22
a 26.94 8.31
A. EPIDERMIS [.72NS
b 24.78 8.14
a 31.48 3.04
L. ESTOMAS 01.41 **
b 24.20 4.44
a 23.62 4.09
A. ESTOMAS 1.I18 NS
b 22.68 4.56
INDICE. a 12.00 3.53
2
ESTOMATICO [5 10.84 277 22018

Tabla 2, Estadisticas descriptivas (media y desviacion estandar) y analisis de varianza (F)
de las variables del genotipo tolerante (D-878) de maiz (Zea mays L.) en la comparacion de
los tratamientos (a=Control b=Salinidad. NS=No significativo **=Altamente significativo.
L=largo. A=ancho).



ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS
CONTROLES Af,":é[f;]sz?
MEDIA(um) DESV. EST.
a 141.52 4244
L. EPIDERMIS 19.73 #*
b| _ 108.08 32.13
a 26.94 8.31
A. EPIDERMIS 15.98 *+
b 21.14 6.01
a 3148 3.04
L. ESTOMAS 49,42 **
b 27.10 3.19
a 23.62 4.09
A. ESTOMAS 60.97 **
b 18.44 2.29
INDICE. a 12.00 3.53 700+
ESTOMATICO b 932 4.29 0

Tabla 3. Estadisticas descriptivas (media y desviacion estandar) y analisis de varianza (F)
de las variables, compararando los dos genotipos de maiz (Zea mays L.) en el grupo control
(a=Genotipo tolerante D-878 b=Genotipo sensible B-830, *=Significativo, **=Altamente
significativo, L=largo, A=ancho).

ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS
TRATAMIENTOS Ay:éfgzil:‘
MEDIA(um) DESV. EST.

p 116.44 4972

L. EPIDERMIS 418°*
b 99.70 3046
= 24.78 3.14

A. EPIDERMIS 7.72 4+
b 20.99 5.67
. 24.20 444

L. ESTOMAS 0.69 NS
b 2408 4.96
. 7268 4.76

A. ESTOMAS 27.33 #+
b 138.52 3.29
INDICE. a 10.84 2.27

ESTOMATICO [ 575 336 1.74 NS

Tabla 4. Estadisticas descriptivas y andlisis de varianza de las variables, comparando los
genotipos tratados de maiz (Zea mays L.) en: a=Genotipo tolerante b=Genotipo sensible,
NS=No significativo *=Significativo **=Altamente significativo. L=largo, A=ancho.



ANALISIS DE VARIANZA
VARIABLE [ Eu e | e
Genotipos Tratamientos Tratimiferios
L. EPIDERMIS 20.36 ** 9.053 ** 226 NS
A. EPIDERMIS 23.097 ** 1.44 NS 0.89 NS
L. ESTOMAS 10.16 ** 69.29 ** 20.88 **
A.ESTOMAS 81.28 ** 0.69 NS 0.97 NS
INDICE.
ESTOMATICO 8.29 =+ 0.32 NS 1.48 NS

Tabla 5. Resultados del andlisis de varianza factorial (NS=No significativo. *=Significativo
y **=Altamente significativo) de genotipos de maiz (Zea mays L.) tolerante (D-878)y
sensible (B-830). (L=largo, A=ancho)

CLOROPLASTOS ek | Braxa
KRANZ | MESOFILO |  (um) (um)
(um) (um)

cT> MEDIA 5.01 5.69 0.978 0.293

T | D| cONTROL

= SD 1.25 1.63 0.328 0.148

R 8

A 7 MEDIA 4.51 347 0.440 0.160

Y | 8 | RATADO

& SD 1.30 1.02 0.170 0.060

S MEDIA 4.61 498 1.180 0.220

e | B | CONTROL

-‘s‘ SD 1.55 1.88 0.020 0.100

8

a |3 MEDIA | 4.52 3.59 0.730 | 0.200

L | o | TRATADO

E SD 1.29 1.09 0.370 0.090

Tabla 6. Estadisticas descriptivas los cloroplastos, almidon y grana de los genotipos
tolerante (D-878) y sensible (B-830), de maiz (Zea mays L.) con los tratamientos: control y
tratado.



GRANA/CLOR. | TILAC/GRANA | ALMIDON/CLOR.
I MEDIA |  28.00 8.09 9.66
{ D | coNTROL
E SD 3.16 3.94
R| 8
Alg MEDIA |  32.00 9.57 15.00
T | 8 | TRATADO
E SD 5.43
5 MEDIA 22.50 11.23 7.00
E | B | CONTROL
N SD 1.65 521
S8
B3 MEDIA |  19.00 11.08 6.00
L | o | TRATADO
E sD 5.00 4.77 0.70

Tabla 7. Estadisticas descriptivas de las relaciones grana/cloroplasto, tilacoide/grana y
almidén/cloroplasto de los genotipos tolerante (D-878) y sensible (B-830), de maiz (Zea
mays L.) en los tratamientos: control y tratado (NaCl 0.2 M).

MITOCONDRIA
T MEDIA 0.664
E D | CONTROL

E SD 0.189
R 8

A 7 MEDIA 0.640
T | 8 | TRaTADO

E SD 0.140
s MEDIA 0.410
E B | conNTROL

N SD 0.180
S 18

s |3 MEDIA 0.440
L 0 | TRATADO

E SD 0.000

Tabla 8. Estadisticas descriptivas de las mitocondrias de los genotipos tolerante D-878 y
sensible B-830, de maiz (Zea mays L.) en los tratamientos: control y tratado(NaCl 0.2 M).



Figura 1. A) Genotipo tolerante (D-878) de maiz (Zea mayz)
control y tratado.

Figura 1. B) Genotipo sensible (B-830) de maiz (Zea mayz)
control y tratado.
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Figura 21. Mitocondrias del genotipo sensible (B-830) de maiz

(Zea mays). Aumento: 85,680X.

Figura 22. Mitocondrias del genotipo tolerante (D-878) de maiz
(Zea mayz). Aumento: 85,680X.0Observandose mayor nimero y
tamaiio que en el sensible.






