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Resumen

La salinidad del suelo es un problema muy grave que afecta la produccién de Zea mays L.
(Poaceae) El objetivo de este trabajo fue cuantificar prolina en raices y hojas de Z. mays L. var.
Canteno tratado con Rhizophagus irregularis y 0, 25, 50 y 100 mM de NaCl. Se sembraron plantulas de
Z. mays L. var. cantefio de 7 dias en una mezcla de arena de rio y musgo para luego ser inoculadas
con R. irregularis. Las plantas fueron regadas 2 veces por semana a capacidad de campo con las
soluciones salinas, por 60 dias, tras lo cual se midi6 el contenido de prolina a nivel foliar y radicular
y el porcentaje de micorrizacién. Se encontraron diferencias significativas en el nivel de prolina
a nivel de hojas y raices en “maiz” var. cantefio. A nivel radicular, el contenido de prolina se
incremento con la concentracion de NaCl, sin observarse diferencias con respecto a la inoculacién
con R. irregularis. A nivel foliar, la prolina fue inducida por NaCl, mientras que la inoculaciéon con
R. irregularis disminuy¢ los niveles de prolina en las concentraciones de 25, 50 y 100mM de NaCl. Se
concluye que la cantidad de prolina foliar y radicular de Z. mays L. var. Cantefio mostré cambios
significativos en plantas inoculadas con R. irreqularis y sometidas a 0, 25, 50 y 100 mM de NaCl.

Palabras clave: Rhizophagus irregularis, Zea mays L. var. cantefio, “maiz morado”, prolina, porcentaje
de micorrizacién.

Abstract

Soil salinity is a serious problem that affects Zea mays L. (Poaceae) productivity. The objective
of this research was to quantify proline in roots and leaves of Z. mays L. var. cantefio treated with
Rhizophagus irregularis and 0, 25, 50 and 100 mM NaCl. 7-day-old plantlets of Z. mays L. var.
cantefio were sown in a mixture of sand and moss and then inoculated with R. irregularis. The
plants were watered to field capacity with the saline solutions for 60 days. Then, the leaf and root
proline contents and mycorrhization percentage were determined. Significant differences were
found in leaf and roots proline levels in purple corn. In roots, the proline content increased with
NaCl concentration without significant differences in regards to R. irregularis inoculation. In leaves,
proline was induced by NaCl, while the inoculation with R. irregularis decreased the proline levels
in NaCl concentration of 25, 50 y 100mM. In conclusion, the amount of leaf and root proline in Z.
mays L. var. cantefio showed significant changes in plants inoculated with R. irregularis and treated
with 0, 25, 50 and 100 mM NaCl.

Keywords: Rhizophagus irregularis, Zea mays L. var. cantefio, purple corn, proline, mycorrhization.

Citacién: Luis, B.; J. Hidalgo; C. Ramos; M. Vera; J. Pedro; J. Lujan & M. Chaman. 2021. Contenido
de prolina en Zea mays L. var. canteio (Poaceae) tratado con Rhizophagus irregularis y NaCl.
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Introduccion las sales solubles en agua de riego y
fertilizantes utilizados en la agricultura (De
Moraes et al., 2019; Pandolfi et al., 2016), el

mal drenaje y la tala de vegetacion arborea,

La salinidad del suelo es un problema
muy grave y en constante aumento en
muchas partes del mundo, particularmente

- o la baja precipitacion y altas temperaturas de
en las zonas dridas y semidridas (Zelm et Ja precip y P

al., 2020). Grandes porcentajes de suelo
dedicados alaagricultura, son naturalmente
salinos (21%) o pueden ser salinizados
(19,5%) (Pandolfi et al., 2016). Varias son
las causas vinculadas con los procesos de
salinizaciéon entre ellas principalmente;
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las regiones (Borbély et al., 2020).

La elevada concentraciéon de sal en
los suelos ejercen efectos directos sobre
el crecimiento de las plantas; lo que
puede implicar un disturbio en la toma y
translocacién de iones necesarios para su
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nutricién (Kissoudis ef al., 2016), reduccién
en el potencial osmético de la soluciéon del
suelo, el cual reduce la cantidad de agua
disponible para la planta, causando sequia
fisiolégica (Chavez & Gonzalez, 2009;
Farooq et al., 2017) es decir, la planta tiende
a perder agua por lo que ésta debe mantener
un potencial hidrico méas negativo que el
suelo para asegurar la absorciéon de agua
(Saldana et al., 2017). Este déficit hidrico en
las plantas provoca una serie de respuestas
morfoldgicas y fisiolégicas en sus diferentes
estados fenolégicos, las cuales pueden
tener algtin valor adaptativo y por lo tanto
conferir un cierto grado de tolerancia al
estrés (Abdel-Farid et al., 2020).

El NaCl es una de las sales maés
importantes en la salinizacion de los
suelos, ya que se encuentra frecuentemente
en terrenos de ello,
muchos estudios han sido orientados

cultivo;  por
al entendimiento de los mecanismos
involucrados en sus sistemas de transporte
y mecanismos regulatorios que median la
homeostasis de Na+ en las plantas (Hessini
et al., 2019). La alta concentracién de NaCl
conlleva a un desequilibrio de Na+ y Cl-
causando toxicidad en la célula vegetal,
dafiando los orgdnulos celulares y Ia
membrana plasmatica, la interrupcién de la
sintesis de enzimas y proteinas, asi como de
la fotosintesis y respiracién, afecta también
a la division, crecimiento y supervivencia
celular (Kissoudis et al., 2016; Liang, 2018)

Las plantas sometidas a estrés por NaCl
han desarrollado mecanismos para evitar
sus efectos y asegurar la supervivencia,
entre ellos la exclusion de iones Na+ y Cl-
en las hojas y mediante compartimentacién
en las vacuolas (Wani et al., 2020; Zelm et al.,
2020). Los iones Na+ pueden entrar en las
raices pasivamente y por tanto las células
de las raices han de utilizar la energia para
un transporte activo que devuelva el Na+

a la solucién externa, por el contrario la
membrana plasmética de la raiz es muy
poco permeable al CI- ; por ello algunas
haléfitas no excluyen los iones a través de
la raiz, sino que por el contrario poseen
glandulas salinas en la superficie de las
hojas, asi los iones Cl- son trasportados a
estas glandulas en las que cristalizan y dejan
de ser lesivas (Arif et al., 2020).
el Na+ y Cl- aumentan en la vacuola, las
plantas involucran en su metabolismo
sustancias orgéanicas osmoprotectoras o
compatibles, esto con el fin de soportar el

Cuando

efecto osmético ocasionado por estos iones
(Chavez & Gonzalez, 2009; Hernandez
et al, 2000; Higinio et al., 2014). Estas
sustancias compatibles, se acumulan a
niveles osmoéticamente significativos en
el citoplasma celular sin causar inhibicién
enzimatica (Farooq et al., 2017).

Diversos compuestos se encuentran
agrupados dentro de estos solutos, tales
sacarosa y
trehalosa), azucares reducidos o azucares
alcoholes (sorbitol y manitol), aminas
(glicina-betaina y algunas poliaminas),
aminodacidos (prolina) (Zarco, 2005). La

como azucares (rafinosa,

prolina es un aminoacido soluble el cual se
sintetiza en plantas superiores, a través de
dos vias, la via Ornitina dependiente (Orn)
y la via acido Glutamico (Glu) o glutamato
dependiente. En la via Orn, consiste en la
trasnominacién de la ornitina y es catalizada

por la ornitina-o-aminotransferasa
(OAT), dando Ilugar a dos posibles
intermediarios  1-pirrolina-5-carboxilato

(P5C) y 1-pirrolina-2-carboxilato (P2C), el
cual se reduce a prolina. La segunda via
biosintética parece ser la mas predominate
para la biosintesis de prolina, sobretodo
en bajo condiciones de estrés (Delauney,
1993), en esta via la prolina es sintetizada a
partir de &cido L-glutamico a través de dos
intermediarios, glutamico-y-semialdehido
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(GSA) y 1-pirrolina-5-carboxilato (P5C), dos
enzimas catalizan esta via, P5C sintetasa
(P5CS) en el primer paso y P5C reductasa
(P5CR) en la etapa final (Yoshiba, 1997).

Las plantas normalmente sintetizan
prolina en pequefias cantidades cuando
estas crecen en condiciones 6ptimas, por el
contrario, en condiciones de estrés salino
se sabe que la cantidad de prolina aumenta
(Selvakumar et al., 2018). Asi la prolina
se convierte en uno de los principales
solutos compatibles involucrados durante
el estrés salino, cuya funciéon ha sido
asociada a multiples roles en la tolerancia
de las plantas a este estrés; como sostener
la turgencia de los tejidos para mantener
optima la funcién celular (Abdel-Farid
et al., 2020; Kumar et al., 2017), fuente de
carbono y nitrégeno facilmente disponible
en la rehidratacion celular, fuente de
equivalentes de reduccién (del catabolismo
de prolina) para sostener la fosforilacion
oxidativa y la generacion de ATP durante
la recuperacion del estrés (Dastogeer et
al., 2020; Hernandez et al., 2000), en la
detoxificacién del exceso de NH4+ y ayuda
a las células a superar la tensién oxidativa
(cosechador de especies reactivas de
oxigeno) (Hegazietal.,2017). Ademas ayuda
al control de la acidosis del citosol y puede
mantener la proporcion de NAD(P)+/
NAD(P)H en valores compatibles con el
metabolismo en condiciones normales,
reduciendo los niveles de NAD celular y
participando en el incremento de la relacion
NAD(P)+/NAD(P)H lo que probablemente
aumente la actividad de la via oxidativa
pentosa fosfato, esto ultimo proporciona
recursos para soportar la demanda en el
incremento de la produccién de metabolitos
secundarios, sintesis de nucleétidos, los que
se generan aceleradamente para la division
celular durante el alivio del estrés (Abdel-
Farid et al., 2020).
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Por otro lado; ciertos microorganismos,
y  hongos
parecen ser un componente

particularmente  bacterias
benéficos,
fundamental dentro de estas
alternativas de produccion agraria. Estos
pueden mejorar el

rendimiento de la planta en condiciones

nuevas
microorganismos

de estrés y como consecuencia mejorar el
rendimiento (Cho et al., 2006; Evelin et al.,
2012), por lo que recientemente se ha venido
dando una nueva corriente de produccion
agricola, enfocada a la agricultura sostenible
y organica, tratando de sustituir las précticas
Muchos
investigadores han demostrado que los

de produccién convencional.
HMA mejoran el crecimiento de las plantas
y la tolerancia a la salinidad , mediante
el empleo de diversos mecanismos, tales
como la mejora de la adquisicion de
nutriciéon (Farooq et al., 2017), la produccion
de hormonas del crecimiento de plantas, la
mejora de las condiciones de la rizésfera
del suelo (Al-Maliki & Al-Masoudi, 2018),
la alteracion de las propiedades fisiolégicas
y bioquimicas del huésped y la resistencia
de raices de la planta contra los patégenos
del suelo (Farooq et al., 2017, Mohammad &
Mittra, 2013)

Zea mays L. var. cantefio “maiz morado”
es una podcea originaria de América,
ampliamente cultivada, por su importancia
en la alimentacion humana (Pandolfi et al.,
2016). Constituyé uno de los principales
alimentos de las numerosas tribus indigenas
en la época precolombina y se le atribuyen
diversas propiedades medicinales (Kumar
et al, 2017). Su consumo disminuye
la incidencia de enfermedad cardiaca
coronaria, ateroesclerosis y ciertas formas de
infarto y cancer (Hessini et al., 2019; Moreira
et al., 2020). Ademads, recientemente, se
ha reportado que estos alimentos tienen
actividad antioxidante y pueden mejorar los
perfiles lipidicos en mamiferos (Al-Maliki
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& Al-Masoudi, 2018), es por ello que su
demanda ha ido aumentando en los tltimos
ahos, generando interés en la investigacién
de esta especie, con el fin de incrementar su
productividad (MINAM, 2011).

El mal manejo de las édreas de cultivo
en el Pera, estdn ocasionando diversos
problemas ambientales, uno de los mas
importantes es el aumento de sales en
los suelos, por ello se vienen realizando
numerosos estudios sobre la respuesta de
las plantas ante el estrés salino. Una de
estas respuestas, es la biosintesis de solutos
osmoéticamente compatibles, dentro de ellos
la prolina es uno de los mas conocidos. Una
de las herramientas biotecnoldgicas para
contrarrestar el estrés salino lo constituyen
los hongos micorrizicos arbusculares,
como es Rhizophagus irregularis. Ademas,
el efecto benéfico de R. irregularis se ha
demostrado su asociaciéon con diversos
cultivos como sacha inchi, tomate, frijol y
papaya (Hidalgo et al., 2014; Ramos et al.,
2021; Hidalgo et al., 2019; Hidalgo et al.,
2021), existiendo pruebas de su capacidad
para promover la regulacion iénica y
osmotica al estar vinculados a la sintesis
bioquimica de compuestos que hacen
que la planta tolere este estrés (Ramos et
al., 2021). Estudios han demostrado los
HMA como R. irregularis incrementan la
tolerancia ante el estrés por NaCl en plantas
de maiz (Selvakumar et al., 2018) cultivo
que por su adaptabilidad al agroecositema
costero, viene siendo impulsado en nuestro
pais, donde un alto porcentaje de suelos
dedicados a la agricultura se caracterizan
por ser salinos; por otro lado, el cultivo de
esta variedad de maiz, se viene impulsando
en varias regiones del Pera (MINAM, 2011).
Bajo estas perspectivas se hace necesaria la
busqueda de nuevas alternativas de manejo
de este cultivo en suelos salinos. Por ello

se propuso como objetivo cuantificar la
cantidad de prolina en raices y hojas de
Z. mays L. var. cantefo inoculado con R.
irregularis y sometido a 0, 25, 50 y 100 mM
de NaCl.

Material y métodos
Material biolégico

Se utilizaron plantulas de Zea mays
L. var. cantefio de 7 dias de germinadas
obtenidas a partir de semillas donadas por
el Programa de Investigacion y Proyeccion
Social en Maiz de la Universidad Nacional
Agraria La Molina. Lima, Pera.

Para la micorrizaciéon se utilizé el
in6culo de R. irreqularis, el cual se obtuvo
del producto comercial AEGIS Micro
Granulo, donado por la empresa ATENS
Agrotecnologias Naturales, S.L. Tarragona,
Espafia.

Inoculacién de plantas de Zea mays
con R. irregularis y aplicacién de NaCl

Para los diferentes tratamientos
usados en este trabajo se seleccionaron
80 plantulas en base a su uniformidad en
tamafio, las cuales fueron aleatoriamente
distribuidas en 8 grupos. El sustrato estuvo
constituido por arena de rio y musgo.
La arena de rio fue cernida con un tamiz
para homogeneizar su textura, después
fue lavada con agua corriente por 8 horas
para eliminar impurezas, tras lo cual se
esterilizo en la estufa a 200° C, durante 3
horas, para eliminar los agentes patoégenos.
Luego, la arena fue mezclada con el musgo
en proporcion 1:1. El sustrato obtenido fue
colocado en bolsas de polietileno de 3 kg.
de capacidad. Para realizar la inoculacién,
en las bolsas con sustrato se hizo un orificio
de aproximadamente 5 cm. de diametro,
para recibir a las plantulas. A continuacién,
se agregd a dicho orificio 2g del in6culo
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de R. irreqularis, de manera que las raices
estuvieron en contacto con el HMA.
Después, se procedié a regar las plantas,

usando solucién nutritiva La Molina con 0,
25,50 y 100 mM de NaCl (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en Zea mays L. var. Cantefio con las combinaciones de
los factores inéculo de Rhizophagus irregularis y niveles de NaCl (mM).

gaq . OmM | 25mM | 50mM |100 mM
. irregularis
Sin in6culo T1 T2 T3 T4
Con in6culo T5 T6 T7 T8
Los tratamientos, debidamente Porcentaje de micorrizacion
etiquetados, fueron instalados en el de

invernadero del Jardin Botanico de la
Universidad Nacional de Trujillo. Las
plantas fueron regadas 2 veces por semana
a capacidad de campo con las soluciones
respectivas, por 60 dias.

Cuantificacién de prolina

La cuantificaciéon de prolina fue medida
deacuerdoalodescritoporBatesycol. (1973).
De las plantas expuestas a los tratamientos
antes mencionados, se pesé por separado
0.5 g de tejido fresco de raices y hojas.
Seguidamente cada muestra fue colocada
en un mortero de porcelana y triturado en
nitrégeno liquido. Para el homogenizado se
us6 1 ml de acido sulfosalicilico al 3%. El
residuo fue removido por centrifugacién a
13000 g por 10 min. Del sobrenadante del
centrifugado se extrajeron 500 ul, el cual se
hizo reaccionar con 500 ul de &cido acético
glacial y 500 ul. de ninhidrina a 100°C,
por una hora. La reaccién fue detenida en
bano con hielo. El croméforo conteniendo
la prolina fue extraido con 1 ml. de
tolueno. La prolina fue cuantificada en un
espectrofotometro Hewlett Packard 842, a
520 nm., usando L-prolina para la curva de
calibracion.
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Para estimar el porcentaje
micorrizaciéon se utilizé6 el método de la
Observaciéon Microscopica de Phillips &
Hayman, (1970), dicho método consiste en
la evaluacion de hifas, arbasculos, vesiculas
y esporas de R. irregularis en segmentos de
1 cm. de raicillas previamente coloreadas,
con el método de los mismos autores y
utilizando la férmula descrita por Ferrera

(1993).
%MI= (SI/SO)*100
%MI: Porcentaje de micorrizacién.
SI: Ntimero de segmentos infectados.
SO: Numero de segmentos observados.
Analisis de datos

Cada  unidad muestral estuvo
constituida por una bolsa conteniendo una
planta de maiz. Cada tratamiento contd
con tres repeticiones. Las plantas fueron
cosechadas a los 28, 35 y 42 dias para
obtener los resultados. Luego, el analisis de
los datos se realiz6 utilizando el software
estadistico Minitab® 19.1. Se realiz6 el
andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba
comparacion de medias de Tukey HSD.

Ademas, se midi6 el indice de correlacion
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entre la cantidad de in6culo, el porcentaje
de micorrizacién y la longitud de tallos y
raices.

Resultados

Segun el ANOVA factorial, se observa
que los tratamientos indujeron diferencias
significativas en el nivel de prolina a nivel
de hojas y raices en “maiz” var. cantefio
(Tabla 1). En raices, esta variacion puede
ser explicada por el efecto de la cantidad de
NaCl. En tanto que la cantidad de prolina
en hojas fue alterada por el contenido de
inéculo y de NaCl. En efecto, someter

las plantulas de maiz al NaCl promovié
el incremento del contenido de prolina
a nivel radicular y foliar, evidenciando
posiblemente una relacién directa entre
la cantidad de NaCl con estos dos rasgos
fisiolégicos. En contraste, el
estadistico indica que la aplicaciéon de R.

analisis

irregularis redujo el contenido de prolina
en hojas. De forma similar, el porcentaje de
micorrizacion fue afectado por la presencia
de in6culo de R. irregularis, asi como por las
concentraciones crecientes de NaCl, siendo
ese factor, el que ocasioné una reduccién
estadisticamente significativa.

Tabla 1. Analisis de varianza factorial para cantidad de prolina en raices y hojas en Zea mays
L. var. cantefio inoculado con Rhizophagus irregularis Schenk & Smith y sometido a NaCl.

Contenido de prolina

Fuente de - Micorrizacion
variacion  Raices (ug/ Hojas (ug/ (%)
gDW) gDW)
A: Inéculo (g)
0 87.29° 86.60° 0.00°
2 87.93 75.88° 42.56
B: NaCl (mM)
0 71.03¢ 65.83¢ 28.75°
25 68.95¢ 69.10° 25.52%
50 83.02° 79.03* 20.00°
100 123172 102.98* 10.85¢
ANOVA
A ns - —
B p— — —
AB * ns —
CV (%) 4.76 6.56 21.62

ns: no significativo; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001

A nivel radicular, las plantas de
“maiz” var. cantefio inoculadas con R.
irregularis y expuestas a NaCl mostraron
variacion en los niveles de prolina, tal
como se aprecia en la Fig. 1. Las plantas
sometidas a 0 mM de NaCl mostraron un
contenido de prolina en hojas promedio

de 74.6 y 67.5 ug/gDW para las plantas no

inoculadas e inoculadas, respectivamente,
sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas entre estos valores. En las
plantas sometidas a 25mM de NaCl, el
nivel de prolina no mostré variaciones
estadisticamente significativas al comparar
las plantas inoculadas y no inoculadas,
mostrando valores de prolina de 67,4 y 70,5

28 (3): Setiembre - Diciembre, 2021 | 699



Luis-Alaya et al.: Contenido de prolina en Zea mays (Poaceae) tratado con Rhizophagus irregularis y NaCl

ug/g de tejido fresco, respectivamente. A
partir de los 50mM de NaCl, la cantidad
de prolina encontrada a nivel de raices
mostré incrementos significativos en
relacion a los valores inducidos por
niveles inferiores de salinidad. De esta
manera, se encontraron 83,4 y 82,3 ug/g
de tejido fresco en plantas no inoculadas e
inoculadas, respectivamente. Sin embargo,
estos valores no mostraron variacion

estadisticamente significativa entre si. La

H No R. irregularis

160.0
140.0
120.0
100.0
80.0
60.0
40.0

Root proline (ug/gDW)

20.0
0.0

cantidad de prolina se incrementé a nivel
que se incremento la salinidad, de manera
que en la concentraciéon de Los mayores
valores de prolina fueron inducidos por
la concentracion de 100mM de NaCl,
con medias de: 123,3 y 131,5 ug/gDW
para plantas no inoculadas e inoculadas,
respectivamente. Estos valores tampoco
mostraron diferencias significativas entre
si.

M R. irregularis

a
a
b b
| c C c I I
0 25 50 100

NaCl (mM)

Fig.1. Contenido de prolina en raices de Zea mays L. var. cantefio tratado con Rhizophagus
irregularis e inoculado con NaCl. Letras diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas
segin Tukey HSD; lineas verticales sobre las barras indican la desviacion estandar.

A nivel foliar, las plantas de “maiz” Z.
mays L. var. cantefio expuestas al in6culo
de micorrizas de R. irregularis a diferentes

concentraciones, asi como diferentes
estimulos de NaCl que presentaron
diferencias significativas (p<0.05) con

respecto al contenido de prolina en las
hojas (ug/g de tejido fresco) como se puede
apreciar en la Fig. 2. Se observa que los
menores valores de prolina en hojas fueron
inducidosporlasconcentracionesdeNaClde
0y 25mM, en plantas sin, o con R. irregularis
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(68.1, 63.6,71.3 y 66.9 ug/ g de tejido fresco).
Al someter las plantas a concentraciones
de 50mM de NaCl, el contenido de prolina
se incrementd significativamente en las
plantas no tratadas con micorrizas (80.5
ug/g de tejido fresco), en tanto, mantuvo
los bajos niveles mostrados en plantas
sometidas a menor cantidad de NaCl (77.5
ug/ g de tejido fresco). Sin embargo, ambos
niveles de prolina mostraron resultados
similares estadisticamente. Los niveles de
prolina inducidos por los tratamientos con
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100mM de NaCl, fueron significativamente
superiores a todos los tratamientos previos,
tanto en plantas micorrizadas, como no
micorrizadas (95.5 y 110.5 ug/g de tejido
fresco, respectivamente). Al igual que con
las concentraciones de sal anteriores, no
hubo diferencias entre plantas tratadas con
micorrizas o no en este nivel de salinidad. Es

B No R. irregularis

a
ab
cd be g
1 Ii II
0 25 50 100

140.0

120.0

100.0

80.0

60.0

40.0

Leaf proline (ug/gDW)

20.0

0.0

resaltante, sinembargo, quela concentracion
de prolina en las plantas micorrizadas,
mantuvo valores similares a las plantas
sometidas a 50mM de NaCl, es decir, no
mostraron un incremento estadisticamente
significativo en comparacién con el grupo
anterior.

HR. irregularis

NaCl (mM)

Fig. 2. Contenido de prolina en hojas de Zea mays L. var. cantefio tratado con Rhizophagus
irregularis einoculado con NaCl. Letras diferentes (a, b, ¢, d) indican diferencias significativas
segin Tukey HSD; lineas verticales sobre las barras indican la desviacién estandar.

El porcentaje de micorrizacién también
mostré alteraciones entre los diferentes
tratamientos, tal como puede apreciarse
en la Fig. 3. En efecto, las concentraciones
crecientes de NaCl ocasionaron reducciones
estadisticamente significativas con respecto
al nivel de prolina. Las plantas del grupo
control mostraron un valor de 57,5% de
micorrizacion, lo cual fue estadisticamente

ARNALDOA 28 (3): Setiembre - Diciembre, 2021 |

similar a las plantas sometidas a 25mM
(51%). En contraste, la salinidad de 50mM,
indujo una reducciéon en el porcentaje
de micorrizacion con respecto al control
(40%). Sin embargo, estos niveles fueron
estadisticamente similares a los obtenidos
en plantas sometidas a 25mM de NaCl. La
reduccién més notoria (21,7%), fue inducida
por la salinidad de 100mM.
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Fig. 3. Porcentaje de micorrizaciéon en Zea mays L. var. cantefio tratado con Rhizophagus
irregularis e inoculado con NaCl. Letras diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas
segn Tukey HSD; lineas verticales sobre las barras indican la desviacion estandar.

Se realiz6 el andlisis de correlacién de
Pearson entre las variables dependientes
e independientes
estudio,
prolina en raiz,

tomadas en cuenta
incluyendo  inéculo,
prolina en hoja, y
porcentaje de micorrizacion. Se consideré
estadisticamente significativa la correlacion

entre el NaCl con el contenido de prolina

en el

en raices (0,92) y hojas (0,91). Este mismo
comportamiento se observo entre el inoculo
con el porcentaje de micorrizacion, ya que
presentaron una correlaciéon de Pearson de
0,90. Finalmente, el contenido de prolina
en hojas y raices se vincularon de forma
relevante con un coeficiente de Pearson de
0,87 (Tabla 2).

Tabla 2. Correlaciones en parejas de Pearson para las variables en estudio de Z. mays L. var.
cantefio tratado con diferentes cantidades de inéculo de R. irregularis.

Inéculo NaCl Prolir}a en Prolir}a M Micorrizacion

Rasgos () (mM) raiz hoja (%)
(ug/gDW)  (ug/gbW)

Inéculo (g) ns ns ns ik
NaCl (mM) 0 i i ns
Prolina en raiz ok
(ug/ sDW) 0.01 0.92 ns
Prolina en hoja
(ug/ gDW) -0.21 0.91 0.87 ns
1(\221;0”12""“0“ 0.90 -0.29 028 0.40

ns: no significativo; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001
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Discusidn

Para sobrevivir en condiciones adversas,
las plantas manifiestan cambios adaptativos
en su metabolismo con el fin de mantener
su crecimiento (Selvakumar et al., 2018).
La acumulacion de solutos osmoéticamente
compatibles es una respuesta de las
plantas al bajo potencial hidrico del suelo
ocasionado por el incremento de sales,
siendo la prolina uno de los compuestos
mas importantes (Chaman, 2007). Desde
muy tempranos sugerido que
la capacidad para prolina
esta correlacionada con la tolerancia a

se ha
acumular

condiciones salinas (Stewart et al., 1974). En
el caso de Z. mays L. var. cantefio, la cantidad
de indculo redujo de forma significativa
el contenido de prolina en hojas (Tabla 1).
Este mismo comportamiento fue reportado
por Ruiz-Lozano et al. (1996) y Jahromi et
al. (2007) en lechuga, donde las especies
Glomus intraradices, Glomus deserticola y
Glomus fascuculatum redujeron de forma
significativa el contenido de prolina a nivel
foliar. Esta conducta en “maiz” var. cantefio
se debe posiblemente ala habilidad selectiva
que tiene R. irreqularis para tomar el ion
Na+ de la rizésfera (Hammer ef al., 2011),
facilitando el transporte nutrientes y agua
a la raiz. En consecuencia, la homeostasis
hidrica y i6nica a nivel y foliar se normaliza
durante estrés salino (Beltrano et al., 2013),
reduciendo la biosintesis de prolina en
hojas (El Moukhtari et al., 2020). En cambio,
el contenido de NaCl incremento en forma
relevante la producciéon de prolina en
raices y hojas (Tabla 1). La acumulacién
osmorreguladora de prolina en hojas bajo
condiciones salinas ha sido reportada en
Z. mays (Sukma et al., 2018), Brassica rapa
(Pavlovi¢ et al.,, 2019), Brassica oleracea
(Pavlovi¢ et al, 2019) y Pistacia vera
(Rahneshan et al., 2018) entre otros. Este
mismo comportamiento se observé en las

raices de Brassica rapa (Pavlovié et al., 2019),
Brassica oleracea (Pavlovi¢ et al.,, 2019) y
Pistacia vera (Rahneshan et al., 2018). A pesar
del posible vinculo entre el NaCl y la prolina
en raices y hojas de Z. mays L. var. cantefio
(Tabla 1), muchos investigadores afirman
que no existe tal relaciéon per se. Sino que la
prolina contribuye en la homeostasis redox,
aumentando la actividad antioxidante y con
ello mantener el crecimiento y desarrollo
normal de zona radicular y foliar durante el
estrés salino (Pavlovic et al., 2019).

Estos resultados coinciden con lo
encontrado en las figuras 1 y 2, donde
se observa que aumenta el contenido de
prolina a nivel de hojas y raices como una
respuesta fisiolégica promovida por las
micorrizas para afrontar los efectos del
estrés que puede darse por el aumento
de la concentracién salina. Por lo tanto, la
prolina cumple un rol muy importante en
la respuesta frente al estrés salino, puesto
que su
la entrada de iones tdxicos a los tejidos
y/o mantener el
bombas para excluir el exceso de NaCl.
De esta manera se evita la inhibicién
(Garcia, 2003). Ademas, la

prolina compensa osmdticamente los iones

incremento, permite prevenir

funcionamiento de

enzimatica

secuestrados en la vacuola ya que actda
como soluto osméticamente compatible
con el citoplasma celular (Polijakoff, 1994),
permitiendo el movimiento del agua desde
la solucién del suelo a las raices de la planta,
manteniendo asi la actividad metabdlica
y turgencia de los tejidos. Ejemplos como
los estudios realizados en dos genotipos
de cafia de aztcar muestran el aumento en
el contenido de prolina en raices y hojas
sometidas a 100 mM de NaCl. (Garcia, 2003).
También podemos mencionar el trabajo
realizado en plantas de maiz sometido a
estrés salino, donde el contenido de prolina
aument6 en los tejidos de hojas de varios
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genotipos de esta especie, acompaiiada por
reducciones en la longitud de la raiz (7 mm
en plantulas control en comparacién con
4 mm cuando 100 mM NaCl), longitud de
las células epidérmicas, y en la velocidad
aparente de la produccion de células
(Delauney & Verna, 1993).

La influencia de la cantidad de NaCl
como agente promotor del estrés salino en
las plantas es apreciable en los parametros
podemos
senalar que en el pardmetro de porcentaje

evaluados, especialmente

de micorrizacién tiene una influencia
ampliamente marcada como se aprecia en
la Fig. 3. Se conoce que la endosimbiosis
micorrizica es importante para promover
el crecimiento de las plantas por lo cual se
considera que puede ayudar a promover
el crecimiento de las plantas mejorando
la absorcion de nutrientes (Evelin et al.,
2012). Se puede resaltar que el estrés salino
puede reducir el porcentaje colonizacién
o crecimiento de hifas en las raices de
las plantas, lo cual se puede deber a una
inhibicién debida al efecto negativo de
la salinidad sobre el crecimiento de las
hifas de las micorrizas, esto coincide con
los resultados encontrados para el estrés
inducido por diferentes concentraciones
de foésforo (P) en Z. mays por Nafady &
Elgharably, 2018.
coincide con los resultados obtenidos par
NaCl con otras micorrizas como Glomus

De la misma forma

versiforme y G. mosseae por Zou & Wu en
el 2011 donde se nota que el porcentaje de
colonizacién por las micorrizas también
disminuye
salinidad, esto también concuerda con los

con el incremento en la
resultados reportados por Santander et al.
en el 2019 quién trabaj6 con Lactuca sativa
exponiendola a la micorriza arbuscular
como consorcio (Claroideoglomus claroideumn)
donde al

aumentar la concentracion
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salina se disminuye el porcentaje de
micorrizacién y esto tltimo coincide con la
investigacion realizada por Jahromi et al. en
el 2007 que trabajé con lechuga y uso como
hongo micorrizico arbuscular a Glomus
intraradices (Jahromi et al.,, 2017; Nafady
& Elgharably, 2018; Santander et al., 2019;
Zou & Wu, 2011). Aunque no se observa
este mismo comportamiento para todos los
casos como ocurrié en la investigacion de
Estrada et al. en el 2013 quienes realizaron
una investigacion sobre el efecto de las
micorrizas R. intraradices, Claroideoglomus
etunicatum 'y  Septoglomus  constrictum
sobre Z. mays expuesto a condiciones de
estrés salino por NaCl, donde aunque
se incrementd la salinidad, se observo
igualmente un aumento en el porcentaje
de colonizacién, esto ultimo también se
nota en la investigaciéon realizada por
Krishnamoorthy et al., 2018 que trabajaron
con diferentes tipos de micorriza arbuscular
como R. intraradices y Massilia niastensis,
donde cuando se incrementé la salinidad
igualmente aument6 el crecimiento de las
hifas en las raices de las plantas lo cual
contrasta con los resultados de la presente
investigacion (Chul et al., 2018).

En base a los resultados de la tabla 2, el
aumento del NaCl, incrementa el contenido
de prolina en hojas y raices. Este patréon
se debe a efecto potenciador que tiene la
simbiosis entre “maiz” y R. irregularis en
la biosintesis de prolina durante el estrés
salino (Abdel & Chaoxing, 2014). Este
mismo comportamiento se observé entre la
micorrizacion con la cantidad de inoculo,
demostrando que existen una alta afinidad
simbidtica entre R. irregularis y el cultivar
de maiz morado (Avila-Peralta et al., 2015).
Por otro lado, el contenido de prolina en
raiz y hojas se vinculan de forma positiva
y esto es debido al mecanismo de respuesta
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rapida en la biosintesis de prolina a nivel
tisular en el maiz morado frente al estrés
salino (Gonzalez, 2005).

Conclusiones

La cantidad de prolina foliar y radicular
de Zea mays L. var. cantefio mostré cambios
significaivos en plantas inoculadas con
Rhizophagus irreqularis y sometidas a 0, 25,
50 y 100 mM de NaCl.

El contenido de prolina aumenté en
raices y hojas de Zea mays L. var. cantefio,
mostrando incrementos en relacion directa
con el aumento de la concentracion NaCl en
los niveles de 25, 50 y 100mM.

La inoculacion con  Rhizophagus
irregularis fue capaz de atenuar la cantidad
de prolina foliar en Zea mays L. var. cantefio

en la concentracién de 100 mM de NaCl.

El porcentaje de micorrizaciéon en Zea
mays L. var. cantefio disminuy6 conforme
se incrementaron las cantidades de NaCl.
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Anexos

Anexo 1. Resultados de porcentaje de micorrizacion, prolina en raiz y prolina en tallo
obtenidas de Zea mays var. cantefio en condiciones de invernadero.

Treatment |R. irregularis | NaCl (mM) Elog/tg[l;c\)}/i? ¢ %f; gIrJ%l)ine Mycorrhization
T1 0 75,6 68,2 0,0
T1 0 73,6 71,6 0,0
T1 0 74,6 64,5 0,0
T2 0 25 68,0 60,4 0,0
T2 0 25 66,8 754 0,0
T2 0 25 67,4 78,1 0,0
T3 0 50 86,2 794 0,0
T3 0 50 81,4 79,2 0,0
T3 0 50 83,8 82,9 0,0
T4 0 100 128,3 108,7 0,0
T4 0 100 127,5 104,8 0,0
T4 0 100 114,3 118,0 0,0
T5 2 67,7 66,2 62,5
T5 2 67,2 63,9 57,5
T5 2 67,5 60,6 52,5
T6 2 25 70,5 73,0 58,7
T6 2 25 68,5 66,2 50,7
T6 2 25 72,5 61,5 43,7
T7 2 50 83,7 79,8 48,0
T7 2 50 84,4 78,8 39,0
T7 2 50 78,6 74,1 33,0
T8 2 100 127,8 98,7 27,7
T8 2 100 140,1 95,8 20,7
T8 2 100 126,6 91,9 16,7
Treatment |R.irregularis | NaCl (mM) (RuO;/tgP];(‘)}vi;l ¢ %ue;; gll;%l)ine Mycorrhization
T1 0 75,6 68,2 0,0
T1 0 73,6 71,6 0,0
T1 0 74,6 64,5 0,0
T2 0 25 68,0 60,4 0,0
T2 0 25 66,8 754 0,0
T2 0 25 67,4 78,1 0,0
T3 0 50 86,2 794 0,0
T3 0 50 81,4 79,2 0,0
ARNALDOA 28 (3): Setiembre - Diciembre, 2021 | 709



Luis-Alaya et al.: Contenido de prolina en Zea mays (Poaceae) tratado con Rhizophagus irregularis y NaCl

T3 0 50 83,8 82,9 0,0

T4 0 100 128,3 108,7 0,0

T4 0 100 127,5 104,8 0,0

T4 0 100 114,3 118,0 0,0

T5 2 67,7 66,2 62,5
T5 2 67,2 63,9 57,5
T5 2 67,5 60,6 52,5
T6 2 25 70,5 73,0 58,7
T6 2 25 68,5 66,2 50,7
T6 2 25 72,5 61,5 43,7
17 2 50 83,7 79,8 48,0
T7 2 50 84,4 78,8 39,0
17 2 50 78,6 74,1 33,0
T8 2 100 127,8 98,7 27,7
T8 2 100 140,1 95,8 20,7
T8 2 100 126,6 91,9 16,7

Anexo 2. Anélisis de varianza y prueba de comparaciéon multiple de Tukey para las variables
consideradas en el estudio en Zea mays var. cantefio en condiciones de invernadero.

Prolina en raiz ANOVA
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. | Valor F | Valor p
R. irregularis 1 2,5 2,53 0,15 0,707
NaCl (mM) 3 13378,9 4459,62 257,01 0
R. irregularis*NaCl (mM) |3 191,7 63,89 3,68 0,034
Error 16 277,6 17,35
Total 23 13850,7

Prueba de comparacion multiple de medias Tukey

R. irregularis*NaCl

(mM) N Media Agrupaciéon

2100 3 131,497 A

0100 3 123,348 A

050 3 83,82 B

250 3 82,264 B C

00 3 74,594 B C D
225 3 70,496 C D
20 3 67,465 D
025 3 67,361 D
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Prolina foliar ANOVA
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Fuente GL SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
R. irregularis 1 271,7 271,75 10,12 0,006
NaCl (mM) 5081,8 1693,93 63,08 0
R. irregularis*NaCl (mM) |3 140,3 46,76 1,74 0,199

Error 16 429,6 26,85

Total 23 5923,4

Prueba de comparaciéon multiple de medias Tukey
R. irregularis*NaCl
(mM) N | Media | Agrupacion
0100 3 |110,505 | A
2100 3 | 95,468 B
050 3 | 80,505 C
250 3 | 77,541 C D
025 3 |71,281 C D

00 3 | 68,092 C D
225 3 | 66,904 C D
20 3 | 63,551 D
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Porcentaje de micorrizaciéon ANOVA
Fuente GL SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F Valor p

R. irregularis 10859,6 10859,6 513,05 0

NaCl (mM) 1106,2 368,7 17,42 0

R. irregularis*NaCl (mM) 1106,2 368,7 17,42 0

Error 16 338,7 21,2
Total 23 13410,6

Prueba de comparaciéon multiple de medias Tukey
R. irregularis*NaCl
(mM) N Media Agrupacion
20 3 57,5 A
225 3 51,0033 A B
250 3 40 B
2100 3 21,67 C
00 3 0 D
025 3 0 D
050 3 0 D
0100 3 0 D
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 3. Producto comercial AEGIS SYM Microgranulo, donado por la empresa ATENS
Agrotecnologias Naturales, S. L. Tarragona, Espana., utilizado como inéculo de micorrizas.

Anexo 4. Semillas de Zea mays L. var. cantefio donadas por Programa de Investigacion y
Proyeccion Social en Maiz de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Lima, Pert.

Zea mays Var. Cantefio

nmaiz morade *

712 | ARNALDOA 28 (3): Setiembre - Diciembre, 2021



Luis et al.: Contenido de prolina en Zea mays (Poaceae) tratado con Rhizophagus irregularis y NaCl

Anexo 5. Inoculacién de Zea mays Var. cantefio con R. irregularis.
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Anexo 7. Plantas de 60 dias de Zea mays L. var. cantefio inoculadas con R. irregularis.
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Anexo 8. Estructuras de R. irregularis, observadas en las raices de Zea mays L. var. cantefio.

-
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