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RESUMEN

Se examinaron las respuestas morfo-fisiolégicas de brote 6rganogé-
nico de maiz (Zea mayz L.) sometidas a estrés osmético, simulado
con la adicién de 10, 15 y 20 g L' de polietilenglicol (PEG-8000) al
medio de cultivo in vitro, durante tres ciclos de seleccién recurrente.
Las semillas de las lineas endogamicas L-13, L-14, L-16 y L-46 se
germinaron in vitro, y a los 12 d se cortaron 1 a 5 secciones del
coledptilo que se usaron como explantes y se cultivaron en medio de
Murashige y Skoog con 0.6 % (p/v) de agar, para inducir
organogénesis. Despues, en la etapa de multiplicacion los brotes se
sometieron a estrés osmético en medio liquido con PEG (0, 10, 15 y
20 %) durante tres ciclos de selecciéon de 15 d cada uno. En el primer
experimento se cuantificaron caracteristicas morfo-fisiolégicas de los
brotes de los ciclos de seleccion 1 y 3, y se observé efecto
significativo de la interaccion genotipo x PEG sobre la altura y
nimero de hojas por brote, de genotipo x ciclo sobre niimero de
hojas y biomasa fresca, y de PEG x ciclo sobre el peso fresco. En el
segundo experimento se midieron caracteristicas de los brotes del
tercer ciclo de seleccion, y se encontré efecto significativo del
genotipo sobre el peso fresco y seco por brote, asi como efecto de
PEG sobre el peso fresco y el contenido de agua. La interaccién
genotipo x PEG fue significativa sobre el potencial hidrico, potencial
osmoético y ajuste osmético total. Las mejores lineas fueron L-14 y L-
16 porque tuvieron mayor ajuste osmotico y mejores caracteristicas
morfo-fisiolégicas, lo cual muestra que la seleccion in vitro es viable
para elegir genotipos tolerantes.

Palabras clave: Zea mays, estrés osmdtico, multiplicacion de brotes,
seleccion in vitro.

SUMMARY

In this study we examined the morpho-physiological responses of
organogenic maize (Zea mays L.) shoots submitted to osmotic stress,
simulated by the addition of polyethylene glycol (PEG-8000) to the
culture media, across three recurrent selection cycles. The seeds of
the lines L-13, L-14, L-16 and L-46, were germinated in vitro, and
after 12 d the seedlings were dissected in 1 to 5 sections which were
used as explants for the in vitro culture on a Murashige and Skoog
solid medium added with agar 0.6 % (w/v), in order to induce
organogenesis. Thereafter, shoots at the multiplication stage were
exposed to osmotic stress in liquid medium added with PEG (10, 15
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and 20 g L") during three cycles of selection (15 d each one). In the
first experiment the morpho-physiological traits were determined on
the first and third cycles of selection. In this essay significant effects
of the interaction genotype x PEG were observed on height and
number of leaves of shoots, as well as of genotype x cycle on leaf
number and fresh weight, and of PEG x cycle on fresh weight. In
the second experiment the shoot characteristics of the third cycle of
selection were measured, finding a significant effect of genotype on
shoot fresh and dry weight, and of PEG concentration on shoot fresh
weight and water content. The interaction genotype x PEG had
significant effects on the water potential, osmotic potential and
osmotic adjustment of shoots. The best lines under stress were L-14
and L-16 because they displayed a greater osmotic adjustment and
better morpho-physiological characteristics, thus indicating the
viability of the in vitro selection for choosing better genotypes.

Index words: Zea mays, osmotic stress, multiplication of shoots, in
vitro selection.

INTRODUCCION

El cultivo de maiz (Zea mays L.) con frecuencia esta
expuesto al estrés por sequia. La incidencia de factores
adversos se ha incrementado debido en parte al cambio
climatico, al desplazamiento del maiz hacia ambientes
desfavorables con bajo potencial productivo, a la intro-
duccidn de otros cultivos mas rentables y a la disminucién
de la fertilidad del suelo, entre otras causas (Banziger et
al., 2000). El mejoramiento genético convencional,
algunas veces asistido por marcadores moleculares, ha
sido importante en la generaciéon de variedades mas
capaces para abastecer las necesidades humanas (Jauhar,
2006). Una parte importante de la ganancia genética en el
rendimiento se atribuye a una mayor tolerancia al estrés
(Campos et al., 2004); sin embargo, llevar a cabo este
mejoramiento presenta como mayor inconveniente la larga
duracién de los numerosos ciclos de seleccion (Jauhar,
2006). Ademéis, cuando es necesario examinar los
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cultivares por su tolerancia a sequia, en campo se presen-
tan dificultades como condiciones climaticas incontro-
ladas, insuficiente homogeneidad del suelo, requerimiento
de mayores cantidades de material vegetal, tiempo y
dinero.

Los métodos de evaluacion in vitro podrian resultar méas
rapidos y de facil manejo para estudiar la respuesta de
genotipos a los factores implicados en la sequia (Turhan y
Baser, 2004). Esto implica usar algin agente selectivo
(patégeno, tratamiento quimico o fisico) aplicado directa-
mente al explante cultivado y luego, mediante regenera-
cién, derivar las variantes resistentes (Gunn y Day,
1986). Es factible aplicar dicha seleccion sin establecer la
etapa de regeneracion, bajo la hipdtesis de que las plantas
donadoras de los explantes tienen un comportamiento
similar in vivo e in vitro en presencia del agente selectivo,
lo cual seria conveniente porque en algunos casos la
regeneracion es dificil, y en otros casos la resistencia del
explante no se expresa en las plantas regeneradas
(Cubero, 2003).

La multiplicacién in vitro del maiz se ha logrado con
explantes como: embriones maduros € inmaduros,
fragmentos de espiga, anteras, microsporas, secciones de
mesocotilo, nudos coleoptilares, glumas de la espiguilla,
partes basales de las hojas (Li er al., 2002 ), jilotes (elotes
tiernos), el meristemo apical del vastago y las yemas
axilares (Walden et al., 1989). El-Aref (2002) hizo
seleccion in vitro de callos obtenidos a partir de embrio-
nes inmaduros de maiz, y encontré que la tolerancia al
estrés osmotico estaba relacionada con cambios genéticos
durante el cultivo en presencia de PEG-6000; ademas,
que la tolerancia se conserv0 en las plantas regeneradas.
Esto también ha ocurrido en alfalfa (Medicago sativa L.)
(Dragiiska et al., 1996). En girasol (Helianthus annus
L.), Turhan y Baser (2004) encontraron correlacion entre
el comportamiento in vitro de brotes en estrés osmatico
con su comportamiento in vivo bajo estrés hidrico.

La finalidad de esta investigacion fue examinar las
respuestas morfo-fisiologicas de brotes obtenidos in vitro
via organogénesis directa de lineas de maiz, al estrés
osmotico simulado por la adicién del polimero poli-
etilenglicol (PEG, PM-8000) en el medio de cultivo in
vitro durante tres ciclos de seleccion. Con estos estudios
se espera contar con un mayor entendimiento de los
procesos fisiolégicos que ocurren bajo condiciones in
vitro en lineas de maiz, derivadas de un programa de
mejoramiento genético por su tolerancia al estrés por
déficit hidrico a nivel de campo, y asi determinar criterios
de seleccion convenientes.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y cultivo de plantulas in vitro

Se utilizaron semillas de cuatro lineas experimentales de
maiz, identificadas como: L-13, L-16, L-14 y L-46,
generadas en un programa de formacion de arquetipos del
Colegio de Postgraduados. De cada linea, se seleccio-
naron 100 semillas sanas, uniformes en tamafio y sin dafio
mecanico; se lavaron con 30 mL de una solucién de
detergente comercial en polvo (Roma®) durante 5 min.
Se desinfectaron con una solucion fungicida de Benlate (4
g L") y Captin (4 g L") y se sembraron bajo condiciones
asépticas (campana de flujo laminar VECO®) en tubos de
ensaye de 27 cm de largo por 2 c¢cm de didmetro, que
contenian 10 mL de medio de cultivo basico de Murashige
y Skoog (1962) (MS) complementado con sacarosa (30 g
L") y modificado de acuerdo con los tratamientos usados;
el pH del medio se ajust6 a 5.8 = 0.1. Posteriormente, se
adicion6 agar 0.6 % (p/v) (Sigma®) y se esteriliz en una
autoclave a 121 °C y 1.5 kg cm?, durante 20 min. Los
cultivos se mantuvieron a 26 = 2 °C en un fotoperiodo de
16 h luz y 8 h de oscuridad, proporcionada por lamparas
de luz blanca fria fluorescente de 75 W, cuya radiacién
fotosintéticamente activa fue de 45 umol fotones m? s, y
a una humedad relativa de 30 %.

Explantes y multiplicacién de brotes

De 80 a 95 plantulas sanas por linea, de 12 d de edad,
se cortaron las dos primeras secciones del tallo a partir
del nudo del coledptilo, las cuales se sembraron para la
induccién de organogénesis en frascos de 250 mL con 40
mL del medio MS adicionado con 6-bencilaminopurina,
BAP (1.5 mg L), 4cido indolacético, AIA (1.0 mg L),
sacarosa (30 g L"), y agar 0.6 % (p/v) (Sigma®). Los
explantes con brotes se transfirieron para su multiplica-
cién en el mismo medio durante tres subcultivos hechos a
intervalos de 15 d. Cada brote se subcultivé en un frasco,
y en el tercer subcultivo se agregd acido giberélico al
medio, AGs (1.0 mg L%). Posteriormente, de manera
individual, de 53 a 85 brotes (primer experimento) y de
48 a 120 (segundo experimento), en funcién del material
disponible en cada linea, se sometieron a estrés osmotico
en el mismo medio de cultivo pero liquido, mediante la
adicién de PEG-8000 (Sigma®) en concentraciones de 0,
10, 15y 20 % (p/v), lo que dio lugar a 16 tratamientos.

Seleccion recurrente de brotes
Un ciclo de seleccion consisti6 en un periodo de

exposicion de brotes al agente osmdtico (PEG), con su
respectiva seleccion de los brotes con mejor desempefio.
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Para definir el periodo, se evaluaron tres duraciones en el
primer ciclo de seleccion: 10, 15 y 20 d. Con los resulta-
dos obtenidos (datos no presentados), se decidi6 utilizar el
periodo de 15 d para los otros dos ciclos de seleccién
recurrente. La seleccion de brotes fue visual, de acuerdo
con Reddy y Vaidyanath (1986), y los criterios de
tolerancia al estrés osmdtico fueron: crecimiento normal
del brote (alargamiento del brote), vigor (con brotes
diferenciados), color verde y tamafio uniforme en los
diferentes ciclos de seleccion. Los brotes que no reunian
tales caracteristicas se descartaron del proceso.

Evaluaciéon morfo-fisiologica

En el primer experimento se midieron caracteristicas
morfologicas de los brotes en los ciclos de seleccion 1y
3: a) Altura de brotes (cm); b) Nimero de hojas presentes
(liguladas y no liguladas); y c) Peso fresco (g). El nimero
de brotes por variable cuantificada oscilé entre 10 y 21
brotes. No se reportaron datos del segundo ciclo porque
fue necesario conservar el mayor ntimero posible de
brotes vivos para completar el tercer ciclo de seleccion.

En el segundo experimento se midieron caracteristicas
fisiologicas en 8 a 10 brotes por tratamiento del tercer
ciclo de seleccion: d) Contenido de agua, calculado de
acuerdo con Ogawa y Yamauchi (2006a): (Peso fresco -
Peso seco)/Peso fresco. Puesto que los brotes se encontra-
ban en alta humedad relativa y en medio liquido, el tejido
no se sometié a hidratacion; asi el contenido relativo de
agua se obtuvo en forma convencional; e) Estado hidrico:
potencial hidrico (yw) y potencial osmético (), mediante
psicrometros de termopar (C-52, Wescor®; Logan, Utah)
y un microvoltimetro de punto de rocio (HR-33T,
Wescor®, Logan), en discos de tejido obtenido de las
bracteas de los brotes, de 0.5 cm de didmetro y 1 mm de
grosor.

Al cabo de 3 h se ley6 la conductividad eléctrica para
derivar el valor del yw. El mismo tejido se congel6 con
nitrégeno liquido (N2) por 15 sy se introdujo nuevamente
a la misma cdmara para obtener el valor del y,; el
potencial de presién de turgencia (yp) se calculd por la
diferencia yw - \, , con base en la ecuacion: yw = y, +
yp. Con los valores de y,, peso fresco (PF) y peso seco
(PS), se calculd el ajuste osmotico total (AOT, expresado
en bares) y sus componentes: efecto de los solutos (AOS,
en bares) y efecto de los polimeros de la pared celular
(AOP, en bares), previa adaptaciéon de las férmulas
usadas por Martinez et al. (2004): AOT = \y, testigo sin PEG -
Yy tratamiento con PEG; AQOP = [(PF/PS) testigo sin PEG - (PF/PS)
tratamiento con PEG ]/[(PF/PS) testigo sin PEG X AOT], y AOS =
AOT-AOP.
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Analisis estadistico

Se hicieron los andlisis de varianza en un disefio
completamente al azar bajo un arreglo factorial de los
genotipos, niveles de PEG y ciclos de seleccion. Para la
comparacion de medias de tratamientos se us6 la prueba
de Tukey con un nivel de probabilidad de error de 5 %, y
en unos casos se usO regresion lineal. Estos andlisis se
hicieron con el programa SAS versiéon 9 para Windows
(SAS® Institute, 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas morfologicas

En el primer experimento, el factor genotipo (G) tuvo
efecto significativo en las caracteristicas morfoldgicas del
brote, mientras que el estrés osmotico causado por PEG
s6lo tuvo influencia en el peso fresco (Cuadro 1). Los
ciclos de seleccion produjeron diferencias en altura y peso
fresco por brote. La interaccion G x PEG influyd en la
altura y nimero de hojas, la interacciéon G x ciclo en el
nimero de hojas y peso fresco, mientras que la interac-
cion PEG x ciclo sélo tuvo impacto en el peso fresco por
brote. Similarmente, otros investigadores reportaron un
efecto significativo de la interaccion G x PEG; por
ejemplo, El-Aref (2002) observé diferencias significativas
en la altura de brotes de maiz, y Turhan y Baser (2004)
en la longitud de brote, niimero de hojas y peso fresco de
brotes de girasol.

Cuadro 1. Valores de F del analisis de varianza de caracteristicas
morfologicas de los brotes de maiz seleccionados in vitro durante tres
ciclos en estrés osmético.

Factor Altura (cm) Hojas (Nim.) Peso fresco (g)
Genotipo (G) 53.6 ** 36.8 ** 6.7 **
PEG (P) 0.4 ns 1.2 ns 5.7 **
Ciclo (C) 12.8 ** 1.0 ns 41.4 **
GxP 2.4 % 2.8 ** 1.2 ns
GxC 1.7 ns 8.1 ** 4.9 **
PxC 2.1ns 1.2 ns 4.5 **
GxPxC 1.3 ns 1.1 ns 1.3 ns

*y **= Sjgnificancia a 0.05 y 0.01 % de error; ns = No significativo.
Interaccion genotipo x PEG

Las cuatro lineas de maiz presentaron el siguiente
gradiente significativo (P < 0.05) en altura de brote y
nimero de hojas: L-13 = L-14 > L-46 2 L-16 (Cuadro 2).
En la linea L-46 la altura y el niimero de hojas del brote
aumentaron en 10 % con el tratamiento de PEG 20 %, en
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comparacion con el testigo sin PEG. Lo contrario ocurri
en la linea L-16 en la que la altura se redujo con 20 % de
PEG en comparacién con el testigo, pero aumentd en
nimero de hojas. Sin embargo, en las lineas L-13 y L-14
la altura y niimero de hojas no fueron diferentes al testigo
sin estrés osmotico.

Cuadro 2. Medias de las caracteristicas morfologicas de brotes de
maiz bajo el efecto de la interaccion genotipo x PEG, en promedio
de los ciclos 1 y 3 de seleccion in vitro.

Genotipo PEG (%) Altura (cm) Hojas (Num.)
L-13 0 129 a 9.6 ab
10 11.4 ab 8.3 abcd
15 11.1 ab 9.2 ab
20 11.6 ab 9.2 ab
L-14 0 10.2 ab 9.3 ab
10 11.3 ab 8.4 abcd
15 12.1 ab 8.8 abc
20 11.0 ab 10.7 ab
L-16 0 6.2 de 4.0 abcd
10 6.3 de 22 f
15 6.8 cde 4.2 def
20 57 e 4.6 cdef
L-46 0 6.7 cde 6.6 bcde
10 9.1 bed 11.3 a
15 9.5 bc 8.4 abcd
20 9.4 bc 8.8 abc
DSH (0.05) 3.0 4.2

DSH = Diferencia significativa honesta. Medias en la columna con la
misma letra indican promedios iguales estadisticamente (Tukey, 0.05).

Fue evidente asi que las lineas L-13 y L-14 fueron las
mas sobresalientes en caracteristicas morfoldgicas bajo
condiciones de estrés osmotico in vitro. En condiciones de
campo y con base en el rendimiento por hectirea y su
indice de tolerancia a la sequia, Zarco et al. (2005)
determinaron que las mejores lineas fueron L-14 y L-16,
mientras que L-13 fue la inferior. Esto indica que las
lineas de maiz evaluadas pueden tener diferentes
respuestas morfoldgicas al estrés in vitro e in vivo, como
ha ocurrido en girasol (Turhan y Baser, 2004).

Interaccion genotipo x ciclo y PEG x ciclo
Las lineas L-13 y L-14 mantuvieron constante su

nimero de hojas después de tres ciclos de seleccion in
vitro, pero en L-14 el peso fresco aument6 significativa-
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mente (Cuadro 3). L-16 tuvo menos hojas que los otros
tres genotipos y no cambié su peso fresco con la
seleccion, mientras que L-46 aumentd su peso fresco sin
cambiar su nimero de hojas por brote. Por sus carac-
teristicas morfoldgicas sobresalieron los genotipos L-13 y
L-14 después de la seleccidn in vitro.

El peso fresco se redujo solamente hasta el tercer ciclo
en PEG 20 % (Cuadro 3). Es decir, con los niveles de 10
% v 15 % de PEG el estrés osmético inducido no fue
suficiente para afectar el peso fresco de los brotes de
maiz, en promedio de los cuatro genotipos. EIl-Aref
(2002) reportd una reduccién de peso seco y tamafio de
plantulas de maiz por efecto del estrés osmético con PEG.
Sin embargo, al establecer in vitro en varios niveles de
PEG (0, 5y 7.5 %), las plantulas seleccionadas por
tolerancia mostraron un aumento en el peso seco que no
se detect en el testigo, lo que indica que la seleccion por
tolerancia al estrés osmético mediante técnicas de cultivo
de tejidos vegetales, puede ser eficiente.

Cuadro 3. Medias de las caracteristicas morfolégicas de los brotes de
maiz crecidos in vitro por efecto de la interaccién genotipo x ciclo y
PEG x ciclo de seleccion.

Genotipo  Ciclo  Hojas Peso PEG Ciclo Peso
(Nim.) fresco (%) fresco
(® (®
L-13 1 95a 25¢ 0 1 2.3d
3 8.8a 3.7bc 3 3.1 bed
L-14 1 8.7a 3.1c 10 1 4.1b
3 10.8a 4.8 ab 3 4.0 be
L-16 1 5.6b 29¢ 15 1 3.1bed
3 1.7¢ 32c¢c 3 2.6cd
L-46 1 83a 2.8¢ 20 1 5.7a
3 9.8a 53a 3 3.6 bed
DSH - 2.7 14 DSH 1.3
(0.05)

DSH = Diferencia significativa honesta. Medias en la columna con la
misma letra indican promedios iguales estadisticamente (Tukey, 0.05).

Caracteristicas fisiologicas

Contenido de agua en brotes del tercer ciclo de
seleccion

En el segundo experimento efectuado con brotes del
tercer ciclo de seleccion, el peso fresco y el contenido de
agua en los brotes, no se afectaron significativamente por
la accion de la interaccidon genotipo x PEG (Cuadro 4). El
peso fresco varid significativamente entre genotipos y
entre niveles de estrés osmotico, pero el peso seco solo
cambié por efecto del genotipo. El contenido de agua
dependi6 tnicamente del nivel de estrés osmotico. Entre
genotipos no hubo diferencias (P < 0.05) en los pesos
fresco y seco por brote, ni en su contenido de agua,
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aunque las lineas L-16 y L-14 tendieron a ser de mayor
peso (Cuadro 5). Al analizar el efecto del estrés osmotico
inducido por PEG, se encontr6 que el peso seco no
cambi6 significativamente al aumentar el estrés osmotico,
pero el peso fresco se redujo (Peso fresco = - 0.117 PEG
+ 4.84; R* = 0.99) asi como el contenido de agua del
brote (Contenido de agua = -0.54 PEG + 91.5; R* =
0.94), como lo demuestran las respectivas ecuaciones de
regresion.

Cuadro 4. Valores de F del anélisis de varianza de la acumulacion de
biomasa y de agua en brotes de genotipos de maiz seleccionados in
vitro durante tres ciclos bajo estrés osmético.

Peso (g) Contenido de agua
Factor
Fresco Seco Valores angulares %
Genotipo (G) 9.6 *#*+ 7.1 ** 0.4 ns 0.3
PEG 5.1 ** 0.2 ns 7.9 ** 6.8
G x PEG 1.0 ns 0.5 ns 0.7 ns 0.8

**= Sjgnificancia a 0.01 % de error; ns = No significativo.

Cuadro 5. Peso y contenido de agua de brotes de maiz del tercer
ciclo de seleccion ir vitro, con efecto significativo de genotipo y de
PEG.

Peso (g) Contenido
de agua
Factores
Fresco  Seco (%)
Genotipo L-16 4.6a 0.5 ab 86.8 a
L-14 44a 05a 86.0 a
L-13 1.9ab 0.2 abc 84.1a
L-46 29ab 0.3 abc 84.1a
DSH 1.4 0.2 ns
PEG 0 49a 04a 91.1a
10 36ab 0.4a 86.3 ab
15 3.0ab 0.4a 85.0 abc
20 26ab 04a 79.6 abc
DSH 1.4 ns 5.8
(0.05)

DSH = Diferencia significativa honesta; ns = No significativo. Medias
en la columna con la misma letra son iguales estadisticamente (Tukey,
0.05).

El cultivo in vitro de callos de arroz (Oryza sativa L.)
en medio liquido que contenia PEG-8000 (de O hasta 30 g
L"), provoco disminucién tanto del peso fresco como de
la tasa relativa de crecimiento y el contenido relativo de
agua en los callos (Al-Bahrany, 2002). Anteriormente,
Lutts et al. (1996) reportaron datos similares en callos de
arroz en cuanto a la tasa relativa de crecimiento, al
evaluar varios tipos de sales y manitol como agentes
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osmoticos; estos autores también encontraron efectos
significativos del genotipo, agente estresante y de la
duracion e intensidad del estrés, sobre el contenido de
prolina y potencial osmdtico del callo. Errabii er al.
(2006) observaron disminucién progresiva de la tasa
relativa de crecimiento, del contenido de agua, y de las
concentraciones de potasio y calcio, asi como un aumento
en la concentraciéon de prolina, en callos de cafa de
azacar (Saccharum officinarum L.) cultivados durante un
mes bajo estrés osmatico (hasta -10.8 bar) inducido con
manitol. En contraste, al cultivar células de Populus
euphratica bajo estrés osmotico, Gu et al. (2004)
detectaron una mayor tasa de crecimiento en 15 % de
PEG-6000 que en 0 % y 25 %.

Al cultivar callos de sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench) bajo estrés osmético con PEG-8000 disuelto en
medio liquido en concentraciones de 0 % hasta 25 %,
Bhaskaran et al. (1985) determinaron un aumento del
contenido de prolina y la reduccidon drastica del peso
fresco del callo, mientras que el peso seco resultd menos
afectado.

Potencial hidrico y sus componentes

Después de tres ciclos de seleccion bajo estrés
osmotico, se encontrd que tanto la concentraciéon de PEG
como la interaccion genotipo x PEG tuvieron efecto
significativo sobre el potencial osmdtico, el potencial
hidrico del tejido foliar y sobre el ajuste osmdtico total de
los brotes, pero no tuvieron efecto sobre el potencial de
turgencia (Cuadro 6). El genotipo s6lo tuvo influencia
significativa en el ajuste osmdtico total.

Cuadro 6. Valores de F del anilisis de varianza del potencial
hidrico, sus componentes y el ajuste osmético total en el tejido foliar
de brotes de maiz seleccionados in vitro durante tres ciclos bajo
estrés osmoético.

Potencial (bar) Ajuste
Factor — osmotico
P Presion de L.
Hidrico turgencia Osmotico total (bar)
Genotipo (G) 1.2 ns 1.0 ns 1.7 ns 7.8 **
PEG 36.5 ** 2.1ns 41.4 ** 10.9 **
G x PEG 2.6 ** 1.8 ns 2.8 #* 2.4 %

*y **= Sijgnificancia a 0.05 y 0.01 % de error; ns= No significativo.

Los promedios de la interaccion genotipo x PEG para
potencial hidrico y sus componentes se muestran en el
Cuadro 7. La turgencia del tejido oscil6 entre 3.5 y 11.1
bar, pero sin diferencias (P < 0.05) entre tratamientos.
Los potenciales hidrico y osmético variaron (P < 0.05)
entre genotipos dentro de cada nivel de PEG.
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Cuadro 7. Potencial hidrico y sus componentes en el tejido foliar de
brotes seleccionados in vitro en funcion de la interaccién genotipo x
PEG.

Potencial (bar)

PEG
(%) Genotipo Hidrico Osmético Presién
de turgencia

0 L-13 S5.1a -8.6a 3.5
L-14 -5.6 ab -12.8 ab 7.1
L-16 -4.4a -8.9a 4.5
L-46 -6.2 ab -11.7 ab 5.5

10 L-13 -10.4 abc -17.8 abc 7.4
L-14 -12.7 abed -17.3 ab 4.6
L-16 -11.7 abc -20.4 bed 8.7
L-46 -15.2 bede -21.0 bed 5.9

15 L-13 -17.4 cde -28.5cd 11.1
L-14 -14.2 abcde -20.8 bed 6.6
L-16 -12.5 abed -20.2 bed 7.7
L-46 -14.1 abcde -18.2 abc 4.1

20 L-13 -23.1e -31.0d 7.9
L-14 -239e -29.5d 5.6
L-16 -21.6 de -30.0d 8.5
L-46 -14.0 abed -22.0 bed 8.0
DSH 10.0 11.1 7.9 ns
(0.05)

DSH = Diferencia significativa honesta; ns = No significativo. Medias
en la columna con la misma letra indican promedios iguales
estadisticamente (Tukey, 0.05).

El potencial osmético de los brotes de la linea L-13
descendié progresivamente hasta -31.0 bar conforme se
increment6 el nivel de PEG. El genotipo L-14 presentd
valores iguales estadisticamente (-12.8 a -17.3 bar) entre
0y 10 % de PEG, pero descendi6 hasta -29.5 bar con 20
% del agente osmotico. El genotipo L-16 mostr6 valores
estadisticamente iguales entre 10 y 15 % de PEG, en el
intervalo de -20.4 a -20.2 bar, para descender a -30.0 bar
al incrementarse el estrés. De todos los genotipos, L-46
fue el que mostr6 menor disminucién en el potencial
osmotico con 20 % de PEG (-22 bar).

En general, el potencial hidrico del tejido foliar de los
genotipos L-13, L-14 y L-16 descendi6 progresivamente
conforme aumento la concentraciéon de PEG, mientras que
el genotipo L-46 mostré una dindmica desigual, ya que el
potencial hidrico disminuy6 a -15.2 bar con 10 % de PEG
y se mantuvo entre -14.1 y -14.0 bar con mayor concen-
tracion del polimero, de manera que la diferencia entre el
testigo y el nivel de 20 % fue la menor (-7.8 bar). Estos
resultados evidencian que existe variacion genotipica en la
respuesta al estrés osmdtico in vitro.
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Ming et al. (2003) cultivaron células de Glycyrrhiza
uralensis en medio de cultivo liquido con PEG-8000, y
encontraron que el potencial osmdtico disminuyd a través
del tiempo y que alcanz6 su mayor decremento a los 7 d
(-1.9 bar) y luego se recuper6 ligeramente (-1.6 bar) a los
10 d. En forma semejante, Santos-Diaz y Ochoa-Alejo
(1994) determinaron en clones celulares de chile
(Capsicum annuum L.) cultivados con 20 y 25 % de PEG,
que el potencial osmdtico disminuy6 entre -12 y -22 bar,
segun el clon; a los 18 d las células tolerantes al estrés
osmético acumularon mas sodio, potasio, prolina y glicina
betaina, que las células no seleccionadas. Ben (1987), en
clones celulares de dos especies de citricos sometidos a
estrés inducido con PEG (6000-8000 da), encontr6 que el
peso fresco disminuy$ progresivamente conforme el
potencial osmdtico del medio de cultivo disminuy6 (de -4
a -10 bar), con efectos mas severos en las células suscep-
tibles (no seleccionadas), pero con magnitudes diferentes
entre las dos especies.

En condiciones in vivo los 6rganos de la planta de maiz
varian en su grado de tolerancia al estrés; asi, raiz, hoja,
jilote y tallo detienen su crecimiento cuando su potencial
hidrico alcanza valores de -14, -10, -7.5 y -5.0 bar, res-
pectivamente (Westgate y Boyer, 1985); la tasa de alarga-
miento del vastago se reduce en mayor magnitud al dismi-
nuir el potencial hidrico del sustrato de -0.3 a -7.5 bar, en
comparacion con el sistema radical que mantiene su creci-
miento ain cuando el potencial disminuya hasta -16 bar
(Sharp et al., 2004). En el presente trabajo los valores
méas bajos del potencial hidrico en el tejido foliar se
presentaron principalmente con 20 % de PEG (-13 a -23
bar), lo que explica porqué el crecimiento de los brotes se
alter6 en tales condiciones.

Ajuste osmoético y sus componentes

Los genotipos L-13 y L-16 presentaron el mayor ajuste
osmotico, con 22.3 y 21.1 bar, respectivamente, al ser
cultivados con 20 % de PEG (Cuadro 8). Sin embargo, la
naturaleza de su ajuste osmdtico difirié en la contribucién
proporcional de polimeros insolubles (hemicelulosa y
celulosa) y de solutos. En los genotipos L-13 y L-46 el
ajuste osmoético se debié en mis de 60 % a la acumu-
lacién de solutos, mientras que en L-16 y L-14 el efecto
de los polimeros contribuyé con mas de 50 % al ajuste
osmdtico total, principalmente en los niveles mas altos de
estrés (15y 20 % de PEG).

El sistema radical del maiz desarrollado bajo estrés
hidrico presenta ajuste osmotico, proceso que puede
resultar de dos mecanismos: el primero es un incremento
en la tasa neta de acumulaciéon de moléculas osmoéticas
(que incluyen efectos en sintesis, absorcion, catabolismo,
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importacion y utilizacion de solutos); el segundo implica
un aumento de concentracion simple o pasiva de solutos.
Sin embargo, este Gltimo tipo de ajuste osmotico es insufi-
ciente para mantener la presion de turgencia en raices
sometidas a estrés hidrico severo (-16 bar) y se recurre a
la sintesis de proteinas, como expansinas y otras enzimas
necesarias para el ablandamiento de la pared celular que
permitan el crecimiento (Sharp et al., 2004). Esta
respuesta también se ha encontrado en hojas de plantulas
de maiz sometidas a estrés osmotico con PEG-6000
(Sabirzhanova et al., 2005). Ogawa y Yamauchi (2006a)
observaron que en raices de plantulas de maiz sometidas a
estrés por 20 min, la reduccién del potencial osmético se
debid en 46 % a la deshidratacion celular y en 54 % a la
biosintesis o importacion de solutos en las células; a las
12 h de estrés, la disminucion del potencial osmético se
debi6é en 7 % a la deshidrataciéon y en 93 % a la acumula-
cién de solutos compatibles. En general, con 30 % de
PEG la raiz acumul6 mayor cantidad de solutos principal-
mente aminoicidos, en comparacién con las hojas en
donde la mayoria fueron azicares reductores (Ogawa y
Yamauchi, 2006b).

Cuadro 8. Ajuste osmético total estimado y sus componentes (efecto
de polimeros y de solutos) en brotes de maiz crecidos in vitro, en
respuesta a la interaccion genotipo x PEG.

Contribucion al

Ajuste osmoético (bar) total (%)
0

Genotipo PEG

(%) Total  Polimeros Solutos  Polimeros Solutos
L-13 10 9.1 bed 3.4 5.7 37.3 62.7
15 19.8 abc 6.4 13.4 32.3 67.7
20 22.3a 8.7 13.6 39.0 61.0
L-46 10 10.5 abed 3.0 7.5 28.9 71.1
15 8.0 cd 3.0 5.0 38.1 61.9
20 8.7 cd 3.2 5.4 37.3 62.7
L-16 10 11.5 abed 4.3 7.1 37.9 62.1
15 11.2 abed 5.7 5.5 50.7 49.3
20 21.1ab 14.4 6.7 68.3 31.7
L-14 10 444d 1.6 2.8 36.7 63.3
15 8.0 cd 4.0 3.9 50.9 49.1
20 16.6 abc 9.7 6.9 58.3 41.7
(13.%1;) 12.0 . - - .

DSH = Diferencia significativa honesta. Medias en la columna con la
misma letra son iguales estadisticamente (Tukey, 0.05).

En plantas de sorgo sometidas a estrés hidrico, la
concentracion pasiva de solutos por deshidratacion contri-
buy6 con 47 a 50 % al potencial osmético del tejido. La
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reducciéon del volumen celular por la acumulacion de
polimeros insolubles contribuyé con menos de 8 % y la
acumulacién activa de solutos participé con 42 a 45 %
(Girma y Krieg, 1992). En Atriplex halimus la variedad
tolerante presentd una participaciéon equitativa de la
acumulacion activa de solutos y la de polimeros insolubles
como hemicelulosa y celulosa (de la pared celular),
mientras que en la variedad sensible el ajuste osmotico se
debié en su mayoria a la acumulacién activa de solutos
(Martinez et al., 2004).

En el presente trabajo las lineas L-14 y L-16 fueron las
que presentaron mayor influencia de los polimeros
insolubles en el ajuste osmético y también son considera-
das tolerantes a la sequia a nivel de campo, mientras que
L-13 mostr6 mayor participacion de la acumulacion activa
de solutos y se considera una linea intolerante a la sequia
en campo (Zarco er al., 2005). Esto significa que es
posible determinar el nivel de tolerancia a la sequia
mediante ensayos conducidos in vitro, donde se examine
el ajuste osmdtico debido a la acumulacién de polimeros
derivados de la pared celular, tal vez por su capacidad
para retener agua.

CONCLUSIONES

Los genotipos, niveles de estrés osmdtico simulado con
PEG y la seleccion recurrente bajo estrés tuvieron
influencia sobre la altura, nimero de hojas y peso fresco
de los brotes. Con base en el nimero de hojas, el peso
fresco y seco, las mejores lineas después de tres ciclos de
seleccion in vitro fueron L-14 y L-46. Después de esos
tres ciclos de seleccion, el estrés osmoético redujo el
contenido de agua en los brotes de cada genotipo
conforme incremento el contenido de PEG en el medio de
cultivo. Los cambios en el potencial hidrico, la presion de
turgencia, el potencial osmoético y el ajuste osmotico, del
tejido foliar de los brotes, dependieron de la interaccion
genotipo x PEG. Las mejores lineas fueron L-14 y L-16
por presentar mayor ajuste osmatico en el tejido del brote,
lo que ademas evidencia la viabilidad de aplicar la
seleccion in vitro para discriminar genotipos en base a su
tolerancia al estrés osmotico.
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