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RESUMEN
RESPUESTA DE DOS VARIEDADES DE CANA DE AZUCAR AL ESTRES
OSMOTICO EN CONDICIONES IN VITRO E HIDROPONIA

Odon Castafieda Castro, D. C.
Colegio de Postgraduados, 2014

En esta investigacion se realizaron dos experimentos. En el primer experimento se
evaluo la respuesta de plantulas dos variedades de cafia de azucar, Mex 69-290 y
CP 72-2086, al tratamiento con NaCl (0, 50 y 100 mM) en hidroponia. Las
variables medidas en este experimento fueron la concentracién de Na, K, Ca y Mg,
y su relacion de acumulacién respecto a Na, ademas de la concentracién de
prolina. Las relaciones de acumulacion entre macronutrimentos y Na, y la
sumatoria de nutrimentos respecto a Na, fueron siempre superiores en la
variedad CP 72-2086. Con relaciéon a prolina, la variedad Mex 69-290
mostr6 mayores niveles de este aminoacido, aunque estos fueron
disminuyendo a medida que aumentd la salinidad en el medio, en tanto
que en la variedad CP 72-2086 no hubo efectos significativos de los
tratamientos, pero se pudo apreciar una ligera tendencia a aumentar el
aminoacido a medida que aumento la salinidad. La variedad CP 72-2086
mostré mayor tolerancia a NaCl al registrar capacidad de exclusion de sodio
en el vastago. En el segundo experimento se evalud el efecto del estrés
osmoético inducido por la adicion de polietilenglicol 6000 (PEG-6000) sobre la
concentracion de los macronutrimentos N, P, K, Ca, Mg y P, en plantulas de las
dos variedades de cafia de azucar Mex 69-290 y CP 72-286. Las plantulas de 10
dias de edad fueron expuestas a potenciales osméticos de -0,18, -0,45, -0,60, vy -
0,80 MPa inducidos con la adicion de PEG-6000 en el medio de cultivo liquido.
Las plantas se cosecharon 20 y 30 dias después del tratamiento. La interaccion
entre los factores (variedad y potencial osmoético) mostré efectos altamente
significativos en la mayoria de los elementos minerales. Los nutrimentos mas
afectados por los tratamientos fueron N y Ca. La variedad Mex 69-290 respecto a
la variedad CP 72-2086 mostr6 mayor tolerancia al estrés osmotico inducido por
PEG.

Palabras clave: Saccharum, nutricion vegetal, estrés abiético, prolina, sodicidad.



ABSTRACT
RESPONSES OF TWO SUGARCANE VARIETIES TO OSMOTIC STRESS
UNDER IN VITRO CONDITIONS AND HYDROPONICS

Odon Castafieda Castro, D. C.
Colegio de Postgraduados, 2014

In this research two experiments were established. In the first one the responses of
two sugarcane varieties, namely Mex 69-290 and CP 72-2086, to NaCl (0, 50 and
100 mM) in hydroponics was evaluated. Variables measured in this experiment
were concentration of Na, K, Ca and Mg, their accumulation relation regarding Na,
and proline concentration. The accumulation relation between macronutrients and
Na, and the sum of macronutrients regarding Na, were always higher in the variety
CP-72-2086. Regarding proline, the variety Mex 69-290 showed higher contents of
this amino acid, though such levels diminished as the levels of NaCl increased,
while in the variety CP 72-2086 no significant effects of treatments were observed,
although a light increase (not significant) was also appreciated. Therefore, the
variety CP 72-2086 showed more tolerance to NaCl as it displayed higher capacity
of Na exclusion. In the second experiment, the effect of artificial dehydration
induced by polyethylene-glycol (PEG-6000) in the two sugarcane varieties
used was investigated in vitro. The osmotic potentials were varied by adding
different amounts of PEG to produce either -0,18, -0,45, -0,60, or -0,80 MPa in the
nutrient medium. The variables measured were the concentrations of the
macronutrients N, P, K, Ca, Mg and P) in 10-day old plantlets of the varieties Mex
69-290 and CP 72-286. Plants were harvested either 20 or 30 days after
treatments. Interactions between factors (variety and PEG concnetration) showed
significant effects on the concentration of most nutrients measured. Nitrogen and
Calcium were the macronutrients most affected by the osmotic potential under our
experimental conditions. The variety Mex 69-290 showed a better performance on
the osmotic stress induced by PEG, in comparison to CP 72-2086.

Keywords: Saccharum, plant nutrition, abiotic stress, proline, sodicity.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

La cafia de azUcar (Saccharum spp.) es el cultivo mas productivo del mundo
debido a su mayor eficiencia en la capacidad fotosintética y su habilidad para
almacenar sacarosa en el tallo. La cafia de azucar aporta el 75% del azucar total
producido en el mundo. Su alta produccion de biomasa y la facilidad de crecimiento
hacen de su cultivo uno de los productos agricolas més interesantes a nivel mundial,
atil en alimentos, piensos, y en la generacion de insumos para las industrias de
bioenergia y quimicas. Su cultivo cubre un area de méas de 25.4 millones de
hectareas en méas de 130 paises y territorios, con una produccion de mas de 1,800
millones de toneladas (FAOSTAT, 2013; Gomez-Merino et al., 2014). La produccion
promedio mundial es de aproximadamente 80 t ha' (Waclawovsky et al., 2010), y
Brasil se ubica como el mayor productor, con 556 millones de toneladas cosechadas

el afio 2012 (FAO, 2012).

En México, la agroindustria azucarera tiene una larga tradicion historica, y se
encuentra espacialmente distribuida en cinco regiones de 15 estados y méas de 240
municipios productores. Durante el ciclo 2012/13, en nuestro pais se cosecharon
780,300 hectareas de cafia de azlcar, que abastecieron a 55 ingenios azucareros.
En las regiones azucareras del pais habitan mas de 12 millones de personas, y la
actividad tiene gran impacto socioeconémico al generar 440,000 empleos directos
(DOF, 2014), distribuidos en 165 mil productores de cafia, 176 mil trabajadores de
campo, 28 mil transportistas, 23 mil obreros sindicalizados, 16 mil en labores

administrativas, entre otros. El valor de la produccion promedio de esta agroindustria
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en las Ultimas zafras fue de 3 mil millones de dolares que representa el 0.5% del
PIB, 2.5% del PIB manufacturero, 11.6% sector primario y 12% sector alimentario
(Senties-Herrera et al., 2014). El principal derivado, el azGcar o sacarosa (tipos
mascabado, estandar, blanco popular y refinado) tiene un consumo nacional
promedio de 5,650,000 toneladas (aproximadamente 47 kg consumo per capita al
afo) distribuido en 36.4% industrias de refrescos, jugos y bebidas, 9.6% industrias
de confiteria, reposteria, conservas, enlatados y productos lacteos; 37.1% como

consumo directo y el resto en otros usos (CNIAA, 2011).

A escala nacional, el estado de Veracruz concentra mas del 40% de la
produccion azucarera, pero enfrenta diversas problematicas que ocasionan bajos
rendimientos. En el ciclo 2011/2012, la productividad promedio en el estado fue de
61.6 t ha', lo que represent6 un descenso de 9 t ha'! respecto a promedios
anteriores. Causales importantes de estas caidas en la produccién tienen su origen
en el cambio climético, especialmente relacionado con altas temperaturas, sequias

e inundaciones (Aguilar-Rivera, 2012).

El Panel Internacional del Cambio Climatico (IPCC) define el cambio climético
como un cambio en el estado del clima que resulta de la actividad antropogénica y
de la variabilidad natural, que puede identificarse, por ejemplo, empleando pruebas
estadisticas, por cambios en la media y/o en la variabilidad de sus caracteristicas y
que persiste durante un periodo prolongado, normalmente décadas o mas tiempo

(IPCC, 2007).



Hay que destacar que los seis escenarios sobre cambio climatico del IPPC
han fijado la referencia en torno a la cual trabajan la mayoria de centros de

investigacion sobre cambio climatico en la actualidad.

Ante estas condiciones climaticas, la produccién agricola dependera cada
vez mas de la cantidad de agua disponible, y mas aun de aquellos que dependan
del agua de lluvia, lo que se refleja en mayor volatilidad de los precios de los

alimentos que provienen del campo.

La frecuencia de los fendémenos meteorolégicos extremos, ya estén
relacionados o no con El Nifio/La Nifia, es un problema contemporaneo de especial
importancia para las regiones productoras de cafia de azlcar. En México se
perciben cada vez temperaturas mas elevadas, cercanas o superiores incluso a los
50 °C. En las zonas cafieras de Brasil, se ha presentado una mayor incidencia de
sequias, con precipitaciones en 30% por debajo de los valores normales. Debido a
estos fendmenos, los rendimientos han caido considerablemente hasta el nivel mas

bajo en al menos la ultima década (OIA, 2013; Gémez-Merino et al., 2014).

Con estos antecedentes, existe la percepcion generalizada de que el
calentamiento global podria aumentar la frecuencia de fenbmenos meteorologicos
extremos tales como inundaciones y sequias, lo que afecta negativamente la

produccion de cafa de azucar.



La cafia de azUcar es una planta que presenta una amplia variabilidad y una
reconocida capacidad de adaptacion cuando es sometida a condiciones

desfavorables, por falta de agua y salinidad en suelos.

Una precipitacion total entre 1,500 y 1,800 mm es adecuada en los meses de
crecimiento vegetativo, siempre que la distribucion de luz sea apropiada y
abundante. Después debe haber un periodo seco para la maduracion. Durante el
periodo de crecimiento activo la lluvia estimula el rapido crecimiento de la cafa, la
formacién y el crecimiento de entrenudos (FAO, 2009). En condiciones adecuadas,
el rendimiento se incrementa en proporcién directa con la cantidad de agua
disponible, y por cada 10 mm de agua utilizada se puede obtener alrededor de 1t
ha! de cafia (BSES, 1991), lo que influye directamente en las practicas de manejo

del cultivo.

En la mayor parte del pais la temporada de lluvias ocurre durante el verano,
por lo que las precipitaciones, y los escurrimientos generados, se concentran en

unos cuantos meses del afo.

Lo anterior ha implicado la necesidad de construir presas y derivadoras para
almacenar y regular los volimenes escurridos de agua y tenerla disponible para las
épocas en que se requiere su aplicacion a los cultivos. Por otra parte, en algunas
zonas se ha recurrido a la perforacion de pozos profundos para obtener el agua

requerida para la produccién agricola (Senties-Herrera et al., 2014).



Investigaciones conjuntas en los campos de las ciencias sociales y fisicas
han demostrado que el sector agricola en México es particularmente sensible a
cambios en la disponibilidad del agua y a los patrones climaticos (Magafia y Conde,

2000).

Esta situacion se agravaria ain méas con afectaciones en las propiedades de
los suelos en cuanto a su capacidad de retencién de la humedad. Todo ello
comprometeria en gran medida la supervivencia de muchas especies que en la
actualidad se encuentran ya cercanas al limite de sus posibilidades desde un punto

de vista hidrico.

De acuerdo con Rojas-Garciduefias (2003), aproximadamente la mitad de las
comunidades vegetales terrestres sufren regularmente extensos periodos de déficit
hidrico. Por ello, en la actualidad, este tipo de estrés constituye la principal causa
de pérdidas en el rendimiento de los cultivos econdmicamente importantes. Incluso,
Kramer (1980) ha indicado que en relacién con otros factores bi6ticos y abioticos, la

incidencia del estrés hidrico sobrepasa a aquéllos en la gravedad de su efecto.

Por todo ello, en un escenario de cambio climatico se requiere emprender
acciones encaminadas a contar con germoplasma vegetal adaptado a las
condiciones cambiantes. Debido a que la sequia jugara un papel cada vez mas
determinante en la agricultura global, se requiere poner mayor atencion en la
busqueda de fuentes de tolerancia a este tipo de estrés, a fin de disponer del

material para obtener variedades con una mayor tolerancia y capacidad de
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sobrevivencia (Condon et al., 2004). En general, la industria de la cafia de azucar
de todo el mundo esta explorando los cultivos biotecnolégicos como estrategia de
adaptacion al cambio climético y a la diversificacion productiva (OIA, 2013; Gémez-

Merino et al., 2014).

Se han identificado diferentes mecanismos de adaptacion a sequia como son
la posposicion y la reduccion del consumo de agua mediante ajustes de la
fotosintesis y la transpiracion, reduccion del area foliar, asi como acumulacién de
osmoprotectantes como azlcares o aminoacidos libres, principalmente prolina y
glicina betaina, lo que permite a las especies desarrollarse en condiciones
limitativas de humedad. Por otra parte, cuando la sequia es severa, se observan
diferentes desérdenes que incluyen baja tasa fotosintética y respiratoria, cierre de
estomas, desintegracion de cloroplastos y clorosis, desnaturalizacion de proteinas
y de enzimas como la nitrato reductasa, aumento en el contenido de acido abscisico

y disminucién de citocininas, entre otros (Rojas-Garciduefias, 2003).

En la actualidad una de las posibilidades para obtener variedades tolerantes
a la sequia es a través del método de supresion de la irrigacion, que comunmente
se utiliza para evaluar la respuesta de las plantas al déficit hidrico. Este método
tiene la desventaja de que no toma en consideracion la intensidad del déficit de agua
en el suelo, que se puede producir a causa de diferencias genotipicas en cuanto al
area foliar y desarrollo radical de las mismas. Esto puede llevar a falsas
conclusiones respecto a la tolerancia de las variedades a este estrés (Pereira-Irujo

et al., 2007),



Por ello, la evaluacién por métodos biotecnoldgicos de la respuesta al déficit
hidrico, empleando osmaoticos como la adicion del polietilen glicol en los medios de
cultivo, permitiran contar con una forma de inducir un estrés osmotico homogéneo
que sirva para conocer de forma mas precisa la respuesta de las plantas a este
factor abiotico. Por otro lado, el conocimiento de los mecanismos de resistencia al
estrés permitira alcanzar una mas clara comprension de los procesos implicados en
la adaptacion de las plantas a un ambiente de déficit hidrico. Hoy en dia se sabe
que, ante el estrés hidrico, las plantas muestran diferentes estrategias como las
basadas en la evasion del efecto de la sequia o en el desarrollo de mecanismos de

tolerancia a este estrés abiotico (Levitt, 1980).

Tanto las respuestas fisiolégicas como las bioquimicas tienen una base
molecular que ha permitido la identificacion de loci de caracteres de cuantitativos
(QTL) en diferentes especies y el aislamiento de genes de tolerancia y resistencia
a la sequia. Dentro de estos genes se encuentran los involucrados en la sintesis de
osmoprotectantes, de proteinas de la embriogénesis tardia (LEA), de fitohormonas,
de factores de transcripcién y de proteinas involucradas en la transduccion de

sefales celulares (Amudha y Balasubramani, 2011).

El estrés de sequia ocurre cuando se reduce el agua disponible del suelo, y
las condiciones atmosféricas ocasionan una pérdida continua de agua por

transpiracién y evaporacion. El estrés ejerce efectos profundos sobre el crecimiento,

7



el rendimiento y la calidad de la planta. El primer efecto es la pérdida de turgencia,
la que afecta la elongacion del tallo, la expansion foliar, la apertura estomatica y

finalmente un decremento en la tasa de crecimiento (Hale et al., 1987).

Se presentan algunos cambios fisiol6gicos en la planta como respuesta a la
sequia: un incremento en los niveles de &cido abscisico, el cierre de estomas y

cambios en la osmolaridad celular.

También, como respuesta al estrés hidrico, se tiene la acumulacién de
solutos compatibles, como las betainas, la prolina y los polioles (manitol, sorbitol y
pinitol). Estos actian como osmolitos citoplasmicos en el ajuste osmoético, aunque
también pueden desempefar otras funciones como el mantenimiento de la

estabilidad de macromoléculas y las membranas (Hale et al., 1987).

En condiciones de estrés, la sintesis de proteinas en los tejidos vegetales
también puede disminuir, y las proteinas formadas pueden desnaturalizarse y
degradarse. Lo primero ocurre debido a que la maquinaria de traduccion de ARN
mensajeros para el ensamblaje de aminoécidos también sufre dafios severos, y los
ribosomas se disocian y degradan, lo que impide precisamente que la sintesis de
proteinas tenga lugar.

Uno de los procesos fisiologicos mas sensibles al déficit de agua es el
crecimiento celular, de manera que la sequia reduce el area foliar y acelera la
senescencia de hojas maduras cuando el déficit hidrico es severo. Ademas, la

fotosintesis y la transpiracion se abaten debido a la reduccion de la turgencia, al
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cierre estomatico y al bloqueo a la difusion del CO2 hacia el mesdfilo (Kumar et al.,

2011).

Uno de los mecanismos que contribuyen a la resistencia a sequia es el ajuste
osmotico, el cual Turner (1997) define como la habilidad de la planta para acumular
solutos activamente ante un déficit hidrico. Este mecanismo permite mantener un
alto potencial de turgencia, aun con un descenso en el potencial hidrico. Un
compuesto que se incrementa en condiciones de sequia es la prolina, aminoacido
gue se ha encontrado en varias especies (Attipalli et al., 2004), y cuya funcién ha
sido asociada a sostener la turgencia de los tejidos para mantener la funcién celular
(Ramanjulu y Sudhakar, 2000) contra la desecacion y actuando como almaceén de
nitrégeno que sera utilizado durante la rehidratacion.

La habilidad de sobrevivir en suelos secos esta ligada a la posibilidad de
sobrevivir a mayor deshidratacion. A medida que el suelo se seca y su potencial
hidrico decrece, las plantas también deben disminuir su potencial hidrico para
mantener un gradiente favorable en el flujo de agua hacia la raiz (Ruiz-Lozano,

2003; Augé et al., 2003).

El ajuste osmético permite que los tejidos vegetales mantengan un gradiente
de potencial hidrico que favorece el flujo del agua en la planta, mejora la turgencia
de los tejidos y puede permitir que haya expansion celular y crecimiento; también
favorece la apertura de estomas y la fotosintesis. Los solutos que participan en el

ajuste osmatico son iones inorganicos (principalmente K* y CI) o compuestos



organicos sin carga (prolina y glicina betaina), asi como carbohidratos (sacarosa,

pinitol y manitol).

Dado el impacto de la sequia y del incremento de los problemas de salinidad
en suelos agricolas como consecuencia de la elevada evaporacién del agua en
suelos afectados por altas temperaturas, en este trabajo de investigacion doctoral
se han postulado dos experimentos a fin de conocer a mayor detalle las respuestas
de dos variedades diferentes de cafia de azlcar al estrés hidrico y salino, los cuales

provocan finalmente estrés osmdtico.

Ademas del déficit hidrico, la cafia de azUcar también enfrenta problemas de
salinidad derivados precisamente de los altos niveles de extraccién de agua del

suelo, que ocasionan mayores acumulaciones de sales en las tierras de cultivo.

La cafia de azucar es un cultivo moderadamente sensible a las sales
(Flowers, 2004) y se ha sugerido que a valores de conductividad eléctrica (CE) en
la pasta saturada sobre los 2 0 3 dS m, no se afecta el crecimiento y rendimiento
de este cultivo, pero que a valores a partir de 7 dS m, ocurre un 50% de reduccién
en el crecimiento (Blackburn, 1984). Adicionalmente se han observado diferencias
en el grado de tolerancia a las sales, tanto en evaluaciones de campo, como en
ensayos de invernadero (Meinzer et al.,, 1994), siendo escasa la informacién
disponible en cuanto a las causas de ese comportamiento diferencial en

comparacion con lo que se conoce para otros cultivos.
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La salinidad es un factor abidtico de estrés muy importante para el desarrollo
de las plantas (Sengupta y Majumder, 2009) y grave problema para la agricultura,
especialmente en tierras irrigadas de zonas semiaridas donde del 20 al 30% de los
suelos estan seriamente dafiadas por la sal (FAO, 2002). Altas concentraciones de
sal en los suelos disminuyen las cosechas en una gran variedad de plantas en todo

el mundo (Gorai y Neffati, 2007).

La tolerancia a la salinidad es por tanto un caracter importante en mejora de
plantas que de esta forma incrementarian las cosechas, principalmente para la

agricultura que se desarrolla en zonas marginales (Turkan y Demiral, 2009).

Una forma de mejorar los ingresos es mediante el incremento del rendimiento
y calidad de la cosecha, lo cual es factible lograr si se emplean técnicas de manejo
apropiadas y que a su vez incluya la menor inversion posible respecto a los costos
inherentes a su operacién. Si lo anterior se cumple, es viable que los resultados
positivos de estas actividades se manifiesten a corto plazo, pero si las préacticas
agricolas tienen un impacto nocivo sobre los recursos naturales, a través del tiempo
se deteriorara su calidad e inexorablemente afectara la salud de la poblacion y la

capacidad productiva de la tierra.

La correcta y oportuna aplicacion de fertilizantes es una practica agricola que
brinda una mejor expectativa sobre la calidad y cantidad de los productos a
cosechar. Sin embargo, si no se realiza eficientemente afectara de manera negativa

a la produccion. Por ello y con el propésito de que el manejo de la fertilizacion tenga
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el efecto esperado, primero se debe contar con una estrategia para detectar y
delimitar las variables que afecten tanto al cultivo como a la disponibilidad de los
nutrientes (condiciones extremas de acidez o alcalinidad, presencia toxica de sales
solubles u otros elementos quimicos, compactacion del terreno, areas con drenaje
impedido, entre otros) y proponer en su caso alternativas de solucion, porque de lo
contrario los nutrientes aplicados tendrdn poco o ningun efecto sobre la
productividad de las plantaciones. De ahi que ambos experimentos contemplados
en esta tesis doctoral exploren el comportamiento de los nutrimentos en respuesta

al estrés osmotico.
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CAPITULO 2. RESPUESTAS DE LAS VARIEDADES

Mex 69-290 Y CP 72-2086 A LA SALINIDAD

RESUMEN

Se evalud la respuesta de dos variedades de cafia de azlcar (Mex 69-290 y
CP 72-2086) al tratamiento con NaCl (0, 50 y 100 mM) en una solucion nutritiva
en fase de plantula. Los indicadores fueron la concentracion y acumulacién de
sodio (Na), potasio (K), calcio (Ca) y magnesio (Mg) en vastago, la relacion de
acumulacioén entre cationes esenciales respecto a Na y la concentracion de
prolina. Las variedades evaluadas mostraron respuestas diferenciales, siendo
mas susceptible a NaCl la Mex 69-290, en funcion de que los contenidos de
cationes esenciales se redujeron en mayor porcentaje y, por tanto, la relacion
de contenido entre éstos y el Na, ademas de que en esta variedad se
observaron decrementos en la concentracion de prolina a medida que se
incrementd la concentracion de NaCl en la solucion nutritiva. La variedad CP 72-
2086 mostré mayor tolerancia a NaCl al registrar capacidad de exclusion de Na
en vastago, y en consecuencia mantuvo tuvo menor reduccién en el

contenido de macronutrimentos cationes por efecto de NacCl.

Palabras clave: K/Na, Ca/Na, Mg/Na, prolina, sodicidad.
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INTRODUCCION

La salinidad es uno de los factores de estrés abidtico que mas afecta la
produccion agricola y se calcula que mas de 800 millones de hectareas en el
mundo presentan algun problema relacionado con sales en el suelo (Munns y
Tester, 2008). En México, en 2011, la Comision Nacional del Agua reportdé que
7.3% de los acuiferos presentan problemas de salinidad (CONAGUA, 2011). Esta
dificulta el flujo de agua en las raices de las plantas, causando estrés osmoético
y efectos toxicos por la acumulaciéon de sodio (Na) y cloro (Cl) en la célula vegetal
Yy, por consiguiente, reduccion en la absorcion de cationes esenciales (Munns

y Tester, 2008), principalmente potasio (K) (Garcia-Morales et al., 2012b).

Se han identificado algunos mecanismos de tolerancia a NaCl en
plantas superiores. Por ejemplo, en especies glicofitas tolerantes a esta sal se
reduce la acumulacion de iones toxicos como Na y Cl en la parte aérea, en
comparacion con especies sensibles (Ashraf y Ahmad, 2000). Por otro lado, la
acumulacién de prolina es frecuentemente reportada en plantas tolerantes a
estrés osmaotico (Wanek y Richter, 1997). La cafia de azUcar (Saccharum spp.)
es un cultivo considerado moderadamente sensible a salesy, particularmente
al NaCl, lo que afecta su crecimiento y morfologia radical, el crecimiento del
sistema aéreo, procesos fotosintéticos y el equilibrio en la absorcién nutrimental

(Garcia y Jauregui, 2008; Garcia y Medina, 2009).

En el contexto anterior, el objetivo de este estudio fue determinar las
respuestas a estrés salino de dos de las variedades de cafia de azucar mas
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cultivadas en México, considerando como indicadores la concentracion y
acumulacién de K, Ca, Mg y Na, (K+Ca+Mg)/Na y concentracion de prolina en

parte aérea de la planta.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realiz6 bajo condiciones de invernadero (tipo cenital,
con estructura rectangular, cubierta de plastico calibre 600, con 8 m de ancho,
45 m de largo y 5.7 m de altura). Se usaron vitroplantas de dos meses de edad,
aclimatadas en un sustrato consistente en una mezcla de tepetzil y turba
(50/50% v/v), con una altura aproximada de 15 cm, de las variedades de cafa
de azlucar Mex 69-290 y CP 72-2086, provenientes de la Biofabrica Vitromotz,
del Ingenio Central Motzorongo, ubicado en el municipio de Acatlan de Pérez

Figueroa, Oaxaca.

Las plantulas se establecieron en cultivo hidropdénico en la solucién
nutritiva de Steiner (Steiner, 1984) a una concentracion de 10%, misma que fue
complementada con micronutrimentos a partir del producto comercial
Tradecorp AZ. Las raices se oxigenaron usando bombas de pecera (Marca
Zone) durantel5 minutos en intervalos de 30 minutos. Diez dias después del
establecimiento del cultivo hidropdnico se renovaron las soluciones nutritivas
y se les adicionaron 0, 50 y 100 mM de NacCl, teniéndose un total de seis
tratamientos resultado de la combinacion de las variedades y concentraciones
de NaCl, con tres repeticiones y una cubeta de plastico de 3 L de capacidad
con cuatro plantulas como unidad experimental, distribuidas completamente

al azar.

Las plantulas se trataron durante 10 dias con las soluciones

conteniendo NaCl. El pH de las soluciones nutritivas fue ajustado a 55y
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éstas se renovaron durante el periodo de tratamientos dos veces (dia 0 y dia
5 de tratamientos). Después de este periodo, los vastagos de las plantulas
fueron secados en estufa de aire forzado (modelo EEAF) durante 48 h a 70 °C
y se determiné el peso seco. Las muestras secas se molieron en un molino tipo
Wiley y se sometieron a un proceso de digestion con una mezcla de &acido
nitrico y perclorico en proporciones 2:1, respectivamente (Alcantar y Sandoval,
1999). En los extractos resultantes se determinaron las concentraciones de
potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y sodio (Na), usando un equipo de
espectroscopia de emision atdmica de induccién por plasma acoplado (ICP-ES

725).

Los contenidos de K, Ca, Mg y Na en vastagos de cafa de azlcar se
obtuvieron con los datos de la concentracion nutrimental y los pesos secos del
vastago, y con ellos se estimaron las relaciones de contenidos K/Na, Ca/Nay
Mg/Na. La concentracion de prolina se determiné en material seco, siguiendo
la metodologia descrita por Bates et al. (1973), con lecturas a 520 nm de
absorbancia en un espectrofotometro (Genesys 10 series Spectrophotometer,
Thermo Scientific); la prolina fue usada como estandar para la elaboracién de
la curva de calibracion. EI experimento se analizé como un factorial (variedad y
NaCl) para efectos simples e interacciones entre factores. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante un ANDEVA con el programa SAS (SAS, 2011) y
prueba de comparacién de medias de Tukey con un nivel de significancia de

95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Concentraciones nutrimentales y de sodio

En el Cuadro 1 se presenta la significancia de los efectos principales
y de interaccién de los factores de estudio en la concentracidén en vastago
de macronutrimentos y de sodio. Se observa que soélo existio efecto
principal significativo de la concentracion de NaCl en la solucion nutritiva en
la concentraciéon de Ca. Por el contrario, la concentracién de Na en vastago
fue afectada significativamente por la variedad, concentraciéon de NacCl

suministrada y la interaccion de estos factores.

Cuadro 1. Efectos de la concentracion de NaCl en la solucidon nutritiva
durante 10 dias en la concentracion de macronutrimentos Ca, Mgy K, y de

Na, en vastagos de dos variedades de cafia de azucar (CP 72-2086 y Mex

69-290).
Factores de estudio Elementos (g kg de materia seca)
Ca Mg K Na
Variedad (V) 0.9955ns 0.3792ns 0.6935ns 0.0058 *

Concentracion de NaCl (C) 0.0119 * 0.8133ns 0.1285ns <0.0001 *

VXC 0.6160ns 0.7302ns 0.6547ns 0.0203 *

* indica diferencias estadisticas significativas a P < 0.05 de acuerdo al analisis de varianza.
ns: no significativo.
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La concentracion de cationes macronutrimentos en vastagos de la
variedad Mex 69-290, present6 en todos los casos promedios ligeramente
superiores a los de la variedad CP 72-2086. No obstante, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Por otra parte, esta tendencia fue
también observada en la concentracién de Na, donde la variedad Mex 69-

290 fue superior en 55.32% a la variedad CP 72-290 (Figura 1A).

Si bien la adicién de NaCl a la solucién nutritiva ocasioné reducciones
ligeras en las concentraciones de K y Mg en vastagos, éstas no fueron
estadisticamente significativas. En lo que respecta a la concentracion de Ca
en vastago, ésta fue reducida significativamente en respuesta a los
tratamientos de NaCl probados, y estas reducciones fueron del orden del
27.8 y 29.0% en los tratamientos con 50 y 100 mM de NacCl,

respectivamente, en comparacion con el testigo (Figura 1B).
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Figura 1. Efectos principales de variedad (A) y de concentracion de NacCl
en la solucion nutritiva (B) en la concentraciéon de macronutrimentos Ca, Mg

y K, y de Na en vastagos de plantas de cafia de azucar.

Medias = DE con letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias
estadisticas significativas (P =0.05).

Los efectos simples de los factores de estudio son presentados en el
Cuadro 2, donde destaca la concentracion de Na en la variedad Mex 69-
290 significativamente menor a la registrada en la variedad CP 72-2086 con

la concentracion de NaCl mas alta adicionada en la solucién nutritiva.
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Cuadro 2. Efectos simples de las variedades y concentraciones de NaCl en

la solucién nutritiva, en las concentraciones de K, Ca, Mg y Na en vastagos.

K Ca Mg Na
Nacl,
Variedad
mM g kg de materia seca
0 CP 72-2086 1351+1.23a 4.06+0.3la 2.88+0.26a 0.10+0.1c

Mex 69-290 12.68+1.59a 3.65+0.38a 2.81+0.28a 0.09+0.2c

50 CP 72-2086 9.95+137a 2.72+033a 2.39*0.32a 14.83+22hb

Mex 69-290 10.27+1.90a 2.85+*046a 2.82+051a 19.27 £3.7b

100 CP72-2086 9.33+2.05a 2.59+049a 2.49+052a 21.29+450Db

Mex 69-290 11.36+0.78a 2.88+0.20a 2.96+0.25a 3745 +19a

Medias = DE con letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias
estadisticas significativas (P =0.05).

El rango de suficiencia nutrimental de K en cafia de azucar es de 11
a 13 g kg de materia seca (de Mello-Prado y Caione, 2012). En base a
lo anterior, la variedad CP 72-2086 muestra concentraciones deficientes
de K con la dosis de Na de 50 y 100 mM; mientas que la variedad Mex
69-290 solo muestra deficiencia de K con el nivel de 50 mM de Na, siendo
la concentracion de este elemento, ligeramente menor al limite inferior del

rango de suficiencia (Cuadro 2).
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Snyder (1998) reporta que para cafia de azucar, el intervalo de
suficiencia de Ca es de 2.8 a 5.0 g kg'! de materia seca. Por tanto, las
concentraciones de Ca en esta investigacion en todos los tratamientos
son considerados 6ptimos. Asimismo, el rango de suficiencia de Mg oscila
de 2 a 3 g kg* de materia seca, intervalo dentro del cual se ubican las
concentraciones obtenidas en este estudio en todos los tratamientos

(Cuadro 2).

Acumulacion de nutrimentos y sodio

En el apartado anterior se presentaron los resultados de
concentraciones nutrimentales y se compararon con los rangos de
suficiencia establecidos para la especie. Adicionalmente resulta interesante
calcular el andlisis de la acumulacion tanto de nutrimentos como de Na, dado
que éste considera el peso de materia seca que puede influir en dos sentidos
en nutrimentos y sodio, efectos de dilucion o de concentracion (Trejo-Téllez

et al., 2003; Trejo-Téllez et al., 2013b).

Las acumulaciones de K, Ca y Mg fueron estadisticamente diferentes
entre variedades, contrario a lo observado en la acumulacién de Na. Con
excepcion de la acumulacion de Mg en vastago, las acumulaciones del resto
de macronutrimentos y Na fueron afectadas en forma significativa por la
concentracion de NaCl adicionada a la soluciéon nutritiva. La interaccion de
factores de estudio no ocasiono efectos significativos en las acumulaciones

evaluados (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Efectos de la concentracion de NaCl en la solucién nutritiva
durante 10 dias en la acumulacién de macronutrimentos Ca, Mg y K, y de

Na, en vastagos de dos variedades de cafia de azucar (CP 72-2086 y Mex

69-290).
Factores de estudio Elementos (g kg* de materia seca)
Ca Mg K Na
Variedad (V) 0.0001 * 0.0081 * 0.0017 * 0.9547 ns

Concentracion de NaCl (C)  0.0022 * 0.3302ns 0.0448 * < 0.0001 *

VXC 0.7605ns 0.9833ns 0.6718ns 0.2481 ns

* indica diferencias estadisticas significativas, ns: no significativo a P < 0.05 de acuerdo al
andlisis de varianza.

Entre variedades, se observaron diferencias estadisticas
significativas en la acumulacion de cationes macronutrimentos, siendo la
variedad CP 72-2086 la que mayores valores presentdé para los tres
elementos. Por el contrario, la acumulaciéon de Na en vastago no tuvo
diferencias estadisticas entre variedades (Figura 2). Al comparar estos
resultados con los obtenidos en concentracién nutrimental por efecto de
variedad (Figura 1A), se observa efecto de concentracion en los elementos
K, Cay Mg en la variedad CP 72-2086, lo que se traduce en mayor peso de
biomasa seca en ésta en comparacién con la variedad Mex 69-290. No
obstante lo anterior, el mayor peso de materia seca de la variedad CP 72-

2086 no incremento la acumulacion de Na (Figura 2).
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Figura 2. Efecto principal de variedad en la acumulacion de cationes

macronutrimentos y de sodio en vastagos de plantas de cafia de azucar.

Medias = DE con letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias
estadisticas significativas (P =0.05).

De manera coincidente a los resultados de las concentraciones
nutrimentales de Mg, la acumulacion de este nutrimento no fue afectada por
las distintas concentraciones de NaCl evaluadas. En el caso de los
nutrimentos Ky Ca, se observo una disminucion en la acumulacion de éstos

en presencia de NacCl en la solucion nutritiva (Figura 3).

En el caso de la acumulacion de Na en vastago, éste guardd una

relacion positiva con la concentracion de NaCl en la solucion nutritiva;
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registrandose valores medios de 28.73 mg de Na por vastago con el

tratamiento consistente en 100 mM NacCl (Figura 3).

Por efecto de la concentracion de NacCl, las tendencias mostradas en
la variables concentracion (Figura 1B) y acumulacion (Figura 3) fueron

similares.
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Figura 3. Efecto principal de la concentraciéon de NaCl en la solucion
nutritiva, en la acumulacion de cationes macronutrimentos y de sodio en

vastagos de plantas de cafia de azucar.

Medias = DE con letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias
estadisticas significativas (P =0.05).
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El Cuadro 4 presenta los resultados de interaccion de los factores de
estudio en la acumulacion de los macronutrimentos K, Ca y Mg, asi como
de Na. En el caso de los tres primeros, se observan reducciones en la
acumulacion cuando se adicion6 NaCl a la solucidon nutritiva,
independientemente de las concentraciones de sal usadas; sin embargo,
estas reducciones no mostraron efectos del factor variedad. Por el contrario,
en el caso de la acumulacion de Na, se presentan diferencias estadisticas
por el factor concentracion de NaCl en la solucidn nutritiva; entre cada
concentracion de NaCl no se observan diferencias estadisticamente

significativas entre variedades.

Cuadro 4. Efectos simples de las variedades y concentraciones de NaCl en
la solucién nutritiva, en las acumulaciones de K, Ca, Mgy Na en vastagos

de cafna de azUcar.

K Ca Mg Na
NaCl,
Variedad
mM mg por vastago
0 CP 72-2086 14.22 £+ 0.59 a 4.29 +0.08 a 3.03+0.08 a 1.10+0.04d
Mex 69-290 10.41 £0.89ab 3.00£0.18 bc 2.32+0.17 a 0.80 £0.08d
50 CP 72-2086 11.33+£0.82ab 3.11 £0.20 abc 2.73+0.22 a 16.83 £ 1.44 bc

Mex 69-290 7.03+x0.92b 1.97+0.23 ¢ 1.94 £0.27 a 13.18+1.82¢c

100 CP 72-2086 11.64+2.31ab 3.25+0.56 ab 3.12+0.61a 26.60 = 5.09 ab

Mex 69-290 9.34 +0.21 ab 2.37 £0.09 bc 243+0.13 a 30.87+0.31a

Medias = DE con letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias
estadisticas significativas (P = 0.05).
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Relaciones de acumulacién de nutrimentos respecto a sodio

Las relaciones de acumulacion entre cationes macronutrimentos y Na
fue siempre superior en la variedad CP 72-2086, respecto a la variedad Mex
69-290, y lo mismo sucedi6 para la sumatoria de cationes macronutrimentos
respecto a Na (Figura 4). Estas relaciones incluyen los resultados obtenidos
con los dos niveles de NaCl y el testigo, lo cual permite afirmar que la
variedad CP 72-2086 tiene capacidad de inhibir el transporte de Na a
vastago y en consecuencia, la acumulacion de cationes macronutrimentos

en vastagos no es afectada.

B Mex 69-290 B CP 72-2086
0.12

:E Mg/Na sk 0.24
~
=
=
~ 0.13

Ca/Na s 0,29

K/N 0.46

a covrirnrrernenreeeeeeecee e ccee | 100
|
0 0.5 1 1.5

Valor de la relacion

Figura 4. Relaciones de acumulacion de cationes macronutrimentos y de

sodio en vastagos de plantas de cafia de azucar en funcién de la variedad.

Letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias estadisticas
significativas (P = 0.05).
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Tester y Davenport (2003) indican que muchas plantas pueden tolerar
el estrés salino mediante la exclusion de Na del vastago o al menos de las
hojas, con un consecuente mantenimiento de altos niveles de K. Garcia-
Morales et al. (2012a) al evaluar la susceptibilidad de variedades de arroz a
la salinidad, concluyeron que en la variedad mas sensible a la salinidad se
redujo la acumulacién de K y por tanto también la relacion K/Na en vastago
se redujo considerablemente. Asi también en cempasuchil (Tagetes erecta
Linn.), se observé capacidad de exclusion de Na de las hojas, al presentarse
en éstas los menores valores de concentracién y acumulacién de este
elemento, en comparacion con el resto de érganos que constituyen la planta

(Trejo-Téllez et al., 2013a).

Las relaciones de acumulacién de cationes macronutrimentos, de
manera individual y conjunta, respecto a sodio, fue reducida en forma
considerable a medida que la concentraciéon de NaCl en la solucién nutritiva

se incremento (Figura 5).
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Figura 5. Relaciones de acumulacion de cationes macronutrimentos y de
sodio en vastagos de plantas de cafa de azucar, en funcion de la

concentracion de NaCl en la solucién nutritiva.

Letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias estadisticas
significativas (P = 0.05).

La relacion K/Na se redujo a 2.84 y 4.68% con la adicién de 50 y 100 mM
de NaCl en la solucibn nutritiva, en comparacion con el testigo,
respectivamente. En el caso de la relacion Ca/Na, éstas fueron de solo 2.6
y 4.42% de la relacion presentada en el testigo, con la aplicacién de 50 y
100 mM NacCl. En el caso de la relacién Mg/Na, ésta represent6é un 3.53 y
5.65% de la relacion del testigo, cuando se suministraron 50 y 100 mM NacCl
a la solucion nutritiva (Figura 5). En el caso de la relacion K/Na, ésta se
redujo a 2.84 y 4.68% en comparacion con el testigo, con la adicion de 50 y
100 mM de NacCl en la solucion nutritiva, respectivamente. En el caso de la

relacion Ca/Na, éstas fueron de solo 2.6 y 4.42% de la relacion presentada
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en el testigo, con la aplicacion de 50 y 100 mM NaCl. En el caso de la
relacion Mg/Na, ésta represent6 un 3.53 y 5.65% de la relacion del testigo,
cuando se suministraron 50 y 100 mM NacCl a la solucion nutritiva (Figura

5).

Las relaciones de acumulacién entre cada uno de los cationes
esenciales y Na fueron menores a medida que incremento la concentracion
de NacCl en la solucién nutritiva, siendo esta disminucién de mayor magnitud en
la variedad Mex 69-290. Por tanto, esta tendencia se mantiene al considerar

los contenidos de K, Cay Mg de manera conjunta, respecto a Na (Cuadro 5).

Cuadro 5. Relaciones de acumulacion de cationes esenciales respecto a
sodio en vastagos de cafia de azuUcar, en funcién de la variedad y de la

concentracion de NacCl en la solucién nutritiva.

NacCl, Variedad de

K/Na Ca/Na Mg/Na (K+Ca+Mg)/Na

mM cafa

CP 72-2086 12.98a 3.91a 2.77a 19.66a

0

Mex 69-290 13.08a 3.77a 2.92a 19.77a

CP 72-2086 0.67b 0.19b 0.16b 1.02b
50

Mex 69-290 0.53b 0.15b 0.15b 0.83b

CP 72-2086 0.44b 0.12b 0.12b 0.68b
100

Mex 69-290 0.30b 0.08b 0.08b 0.46b

Medias = DE con letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias
estadisticas significativas (P = 0.05).
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Concentracion de prolina

La acumulacion de solutos entre los que se encuentra la prolina a nivel
celular, ha sido asociada al estrés hidrico y salino, entre otros factores de
estrés abiotico del medio (Munns y Tester, 2008; Lu et al., 2009). Esta
acumulacion incrementa la tolerancia a los factores de estrés antes referidos,
al proteger a la planta del potencial osmético ocasionado por la presencia de
sales en exceso (Chen et al., 2007). Contrario a lo antes citado, se observo
que las concentraciones de NaCl evaluadas no tuvieron efecto sobre la
concentracion de prolina, y por el contrario, la concentracion foliar de este
aminoéacido fue diferente estadisticamente entre variedades. Asimismo, la
interaccion de los factores de estudio tuvo un efecto significativo sobre esta

variable (Cuadro 6).

Cuadro 6. Efectos de la adicion de tres niveles de NaCl (0, 50 y 100 mM)
en la solucion nutritiva durante 10 dias en la concentracion foliar de prolina

de dos variedades de cafia de azucar (CP 72-2086 y Mex 69-290).

Factores de estudio Prolina
Variedad (V) < 0.0001 *
Concentracion de NacCl (C) 0.3869 ns
VXC 0.0113 *

* indica diferencias estadisticas significativas, ns: no significativo a P < 0.05 de acuerdo al
anédlisis de varianza.
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En lo que respecta a la concentracion de prolina en hoja (Figura 6A)
en funcion de la variedad de cafia, se observan diferencias sustanciales entre
éstas. La variedad Mex 69-290 tiene una concentracion de prolina superior en
mas de seis veces, a la concentracion de prolina registrada en la variedad CP

72-2086.

Como se mencioné previamente, las concentraciones de NaCl
suministradas a la solucién nutritiva, no afectaron significativamente las
concentraciones de prolina en hoja; no obstante, se observa una relacién
inversa entre concentracion de prolina y la de NaCl adicionada (Figura 6B).
Al analizar los resultados de concentracion de prolina, es importante
considerar por un lado, que ésta es acumulada en algunas células y
compartimentos subcelulares particulares. Asi también, se ha observado
que en plantas transgénicas el efecto de la prolina en el ajuste osmético a
nivel de la planta completa es bajo (Zhu, 2001). Asi mismo, es importante
considerar que la concentracion de prolina es dependiente de su tasa de
degradacion, catalizada por la enzima piruvato deshidrogenasa activa en

mitocondria (Szabados y Savouré, 2009).

La interaccion de los factores de estudio ocasiond diferencias
estadisticas entre tratamientos, observandose respuestas contrarias entre
variedades al tratamiento con NaCl. Por un lado, si bien en la variedad CP 72-
2086, la concentracion de prolina no fue estadisticamente diferente con los

tres niveles de NaCl ensayados, se observan incrementos en ésta del orden
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de 28.06 y 100.2%, cuando se adiciond a la solucion nutritiva 50 y 100 mM
NaCl, respectivamente, en comparacion con el testigo (sin NaCl). Por el
contrario, en la variedad Mex 69-290 la respuesta es opuesta, ya que la
adicion de Na en 50 y 100 mM redujo en 8.94 y 24.82% la concentracion de
prolina, respecto al testigo, lo cual arrojo6 diferencias estadisticas significativas
en las concentraciones de prolina entre el testigo y el nivel més alto de NaCl

evaluado (Figura 6C).
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Figura 6. Efectos principales de variedad (A), de la concentracion de NaCl
en la solucién nutritiva (B) y la interaccion de éstos (C) en la concentraciéon
foliar de prolina en cafia de azucar.

Medias + DE con letras iguales en cada subfigura indican que no existen diferencias
estadisticas significativas (P =0.05).
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CONCLUSIONES

La variedad CP 72-2086 registr6 mayor tolerancia a NaCl que la Mex
69-290, al observarse en ésta una menor reduccion en las relaciones de
acumulacién de cationes macronutrimentos y sodio. Lo anterior implica que
la variedad CP posee mecanismos que le permiten la exclusion de Na. Asi
también esta variedad tiene incrementos, poco considerables, en la
concentracion de prolina a medida que la concentracion de NaCl aumenté
en la solucion nutritiva, lo cual sugiere una ligera tolerancia a la salinidad,
mientras que la variedad Mex 69-290, presenta concentraciones
relativamente altas de este aminoacido mismas que disminuyen al aumentar
el estrés salino. Ademas, en las plantas se genera una acumulacion activa

de solutos como respuesta de sobrevivencia.
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CAPITULO 3. OSMOTIC STRESS INDUCED BY POLYETHILEN-GLYCOL
ALTERS MACRONUTRIENT CONCENTRATION OF

SUGARCANE PLANTS in vitro

ABSTRACT

To investigate the effect of osmotic stress on macronutrient concentration in the two
most cultivated sugarcane varieties in Mexico (Mex 69-690 [Mex] and CP 72-286
[CP]), 10-day old plantlets were exposed to 0, 3, 6 and 9% polyethylene glycol 6000
(PEG 6000) in liquid growing media, generating osmotic potentials of -0.18, -0.45, -
0.60, and -0.80 MPa, respectively. Plants were harvested 20 and 30 days after
treatment (dat). Between varieties, and 20 dat, sugarcane plants showed no effect
on K, Ca, Mg and S concentrations, while N was lower in CP plants and P diminished
in Mex plants. A different response was observed 30-dat with N, K, Ca, Mg and S
concentrations higher in Mex plants, while P showed no differences between
varieties due to the osmotic stress imposed by PEG. As for the osmotic stress, as
PEG concentrations decreased in the nutrient medium, N and Ca concentrations
diminished 20 dat, while N and K concentrations were lower 30 dat. Interaction
between variety and PEG 6000 concentration showed highly significant effects on
most mineral elements, been N and Ca the most affected. In general, Mex plants

displayed higher nutrient concentrations.

KEYWORDS: Plant nutrition, Saccharum, PEG, nitrogen, phosphate, potassium
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INTRODUCTION

The availability of water for crops plays an important role in regulating plant
growth and obtaining good yields. Globally, water deficits limit crop productivity more
than any other environmental factor, especially for crops such as sugarcane which

demand much water and fertilizers.

In Mexico, the sugarcane industry generates more than 2 million jobs, directly
and indirectly, and operates in 15 states and 227 municipalities. The 2012-2013
harvest was processed in 55 sugar refineries, from 780,284 ha, crushing 61,438,539
tons of sugarcane to produce 6,974,799 tons of sugar with a value close to $33
million US dollars, which contributed 11.6% GDP from the primary sector and 2.5%
GDP from manufacturing (CONADESUCA, 2013). Mexico is ranked as the seventh
largest producer of sugarcane in the world and has shown significant increases in
output growth and yield from fields and factories (FAO, 2011; CONADESUCA, 2013.
However, in environmental terms, the projections of effects from global climate
change on agricultural production in Mexico predict reductions by more than 25% by
the year 2080 (Moyer, 2010) if relevant strategic measures are not taken to address
this global phenomenon. Drought is a component of climate change that affects
agriculture, and therefore studying its effects is advantageous when addressing

climate challenges.

Drought causes osmotic stress, which in turn causes loss of cellular turgor,

membrane disruption, protein denaturation and production of reactive oxygen
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species that lead to oxidative damage. These disorders inhibit photosynthesis, alter
metabolism and damage cell structure which, in turn, affects plant growth, reduces
fertility and triggers premature senescence processes (Krasensky and Jonak, 2012).
The adaptive responses of plants to osmotic stress caused by drought are multiple
and are manifested at anatomical, physiological, biochemical and molecular levels
(Cominelli et al., 2013). Such processes are genomically regulated by changes in
the expression of early response genes such as those involved in signal transduction
and transcription factors, and late response genes such as those regulating water
transport, osmotic balance, antioxidant systems and damage repair (Huang et al.,

2012; Xoconostle-Céazares et al., 2011).

Water constitutes 90% of plant weight such as in sugarcane, and is essential
for physiological processes involved in conveying metabolites and nutrients.
Therefore, in event of water deficiency, nutrient imbalances can be observed in plant
tissues. Although general mechanisms have been identified for drought tolerance in
plants, crucial differences have also been detected among species and cultivars as
to how they respond to this type of stress; responses which vary according to plant
developmental stage and stress duration and intensity. Sugarcane is a crop highly
demanding of fertilizers, and little is known about effects from osmotic stress on the
absorption and concentration of nutrients in its tissues. In order to modify the osmotic
potential of a nutrient solution and thereby induce water stress in a controlled
manner, it is common to use polyethylene glycol (PEG), especially in protocols for
hydroponics experiments. Because PEG has a large molecular size (6000 or 8000)

and does not penetrate plant tissues, it is ideal for generating osmotic stress in
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nutrient solutions (Lagerwerff et al., 1961; Money, 1989). In the present study, the
concentrations of N, P, K, Ca, Mg and S were analyzed from the stems (stalks) of
sugarcane varieties Mex 79-290 (Mex) and CP 72-2086 (CP) in response to water

stress caused by the application of PEG 6000 in nutritive solution in vitro.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material and growing medium

Seedlings from varieties Mex 79-290 and CP 72-2086 were used for in vitro
culture on MS medium (Murashige and Skoog, 1962) at 100%, and supplemented
with 2% sucrose (w/v), myo- inositol (100 mg/L), thiamine (50 mg/L), pyridoxine (100
mg/L), niacin (50 mg/L), glycine (300 mg/L), biotin (100 mg/L), arginine (50 mg/L)
and ascorbic acid (50 mg/L). The pH of the medium was adjusted to 5.7 £ 0.1 and
remained in a liquid state throughout the experiment. The liquid culture medium was
placed in 500 mL flasks, each flask containing 50 mL of MS medium, and then
sterilized in an autoclave (Lab-Tech Model LAC5060s, South Korea) at 120 °C for

20 min.

Treatments and experimental conditions

Four concentrations of polyethylene glycol 6000 were used to induce water
stress in the culture medium: 0, 3, 6 and 9% (P/W), generating osmotic potentials
equivalent to -0.18, -0.45, -0.65 and -0.80 MPa, respectively. The osmotic potentials
were monitored with a cryoscopic osmometer (Osmomat-030, Gonotec GmbH,
Berlin, Germany). Each treatment had five replicates and each replicate consisted
of a 500 mL flask containing 50 mL of culture medium and three seedlings of each
variety in each jar. Seedlings were maintained in growth chambers under controlled

conditions of 16 h light, 25 °C and 75% relative humidity.
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Nutrient analyses

After 20 and 30 days of establishment in the liquid culture medium having
different levels of PEG, the plants were extracted to analyze tissue nutrient content.
Plants were dried at 72 °C for 48 h in a forced air oven. Once dry, the samples were
finely ground using a Thomas-Wiley Laboratory Mill with a 1.0 mm sieve (Model 4,
Philadelphia, PA, USA). Nitrogen concentrations were determined using the Semi-
micro Kjeldahl method (Bremner, 1965), whereas the other macronutrients were
determined using wet digestion of the dried material with a mixture of nitric and
perchloric acids (Alcantar and Sandoval, 1999). Readings of the extracts, obtained
after digestion and filtration, were made using an inductively-coupled plasma atomic

emission spectrometer (ICP-ES VARIAN ™ 725, Melbourne, Australia).

Experimental design and statistical analysis

Treatments were arranged in a completely randomized design. Factors
studied included 1) the concentration of PEG 6000 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany) in cultivation medium (0, 3, 6 and 9%, w/v) and 2) the varieties
of sugarcane (Mex 69-290 and CP 72-2086). The data were analyzed using
analyses of variance and the Tukey means comparison test (0=0.05) using the

Statistical Analysis System (SAS, 2011).
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RESULTS AND DISCUSSION

Since its discovery as an efficient osmotic stressor (Lagerwerff et al., 1961),
polyethylene glycol (PEG) has been widely used to induce controlled water deficits
in plants using appropriate experimental protocols (Caruso et al., 2007; Ehlert et al.,
2011; Labanowska et al., 2013; Uzilday et al., 2014). Its immobility and lack of toxicity
to plant cells make PEG an osmolite suitable for plant physiological studies (Al-
Bahrany, 2002). Furthermore, as it does not react with other chemical and biological
substances, PEG is known as the most applicable substance for experimentally

inducing biological osmotic pressure (Macar et al., 2009).

In the present study, PEG altered osmotic pressure in the liquid nutrient
medium, dropping it from -0.18 MPa in the control (containers containing 0.0% PEG
6000) to -0.80 MPa in containers with 9% PEG 6000. This decrease in osmotic
potential resulted in altered nutrient uptake and concentration in sugarcane plants.
Table 1 shows the effect of PEG concentration, sugarcane variety and their
interactions on the concentrations of macronutrients (N, P, K, Ca, Mg and S) in
sugarcane plants. Significant (P < 0.001) effects from PEG concentrations,
sugarcane varieties and their interactions on N concentrations were observed in
sugarcane plants 30 days after treatment (dat). Furthermore, significant effects (P <
0.05) from PEG concentrations were observed on K and Ca concentrations in
sugarcane plants 20 dat. Sugarcane variety significantly affected (P < 0.05) N, K, Mg

and S concentrations 20 dat, and the concentrations of Ca (P < 0.001), apart from
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N. The interactions between PEG concentration and sugarcane variety were

significant for P and K at 20 dat, and for N at 30 dat.
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Table 1. Effect of PEG concentration in the nutrient solution, variety and the interactions among both factors on the

concentration of macronutrient in sugarcane plants in vitro under osmotic stress induced by PEG 6000 20 and 30 days after

treatment.
Source of variation Degrees of P K Ca Mg S
freedom Days after treatment
20 30 20 30 20 30 20 30 20 30 20 30
Polyethilene glycol level 3 ns *x ns ns ns * * ns ns ns ns ns
[PEG]
Variety (VAR) 1 * *x ns ns ns * ns *x * * * *
Interaction [PEG] X (VAR) 3 ns *x * ns * ns ns ns ns ns ns ns

ns: no significant; *: significant at P < 0.05; ** highly significant at P <0.001.
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In general, Mex 69-290 has higher macronutrient concentrations (P < 0.05)
(Table 2). Nitrogen and magnesium concentrations were higher in this variety at 20
and 30 dat, while K, Ca and S changed only at 30 dat. Variety CP 72-2086 showed
higher P concentrations at 20 dat, although at 30 dat both varieties displayed the
same P concentrations. These differences arise because there is a higher nutrient

abatement to 30 than 20 dat.

When analyzing the effect of PEG concentration as an independent factor, N
concentrations decreased in sugarcane plants at 20 and 30 dat with increased PEG
concentration in the nutrient medium (Table 3). As well, K concentrations in plants
decreased with concentrations of PEG in the nutrient medium only at 30 dat, while
that for Ca decreased at 20 dat. All other nutrient concentrations did not change in

response to the treatments tested.
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Table 2. Effect of the factor variety on the concentration of macronutrients of sugarcane plants under osmotic stress induced

by PEG 6000 in vitro 20 and 30 days after treatment.

Variety N P K Ca Mg S
(9/kg™)
Days after treatment
20 30 20 30 20 30 20 30 20 30 20 30
Mex 79-290 10.9a 14.3a 2.8b 1l.1a 26.7a 2.2a 2.8a 0.7a 1.8a 0.5a 3.4a 1l.1a
CP 72-2086 7.9b 8.9b 3.2a 1l.1a 23.5a 1.1b 2.3a 0.3b 1.4b 0.3b 3.1a 0.8b

Distinct letters on the same column indicate statistical differences (P < 0.05) between varieties.
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Table 3. Effect of the factor PEG concentration on the content of macronutrients of sugarcane plants under osmotic stress

induced by PEG 6000 in vitro 20 and 30 days after treatment.

N P K Ca Mg S

/kg?t
PEG concentration in the (9/kg™)

nutrient medium (%; p/w) Days after treatment

20 30 20 30 20 30 20 30 20 30 20 30

0 16.6a 11.5a 3.0a 09a 269a 27a 36a 05a 19a 04a 3.3a 0.9a
3 1190 75b 3.0a 08a 264a 10b 27ab 05a 1.7a 0.3a 3.2a 0.7a
6 10.1c 9.6ab 29a 13a 223a 14b 20b 04a 14a 05a 32a 1l2a
9 80d 89ab 29a 14a 248a 12b 19 04a 14a 03a 3.3a 0.8a

Distinct letters on the same column indicate statistical differences (P < 0.05) among PEG concentrations in the nutrient

medium.
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Figure 1 depicts the behavior of each macronutrient in both sugarcane
varieties in response to osmotic stress induced by PEG 6000. Differences were most
evident at 30 dat, especially for K, Mg and S concentrations. Nitrogen concentrations
were significantly different at 20 and 30 dat, but were most evident at 30 dat,
especially for CP 72-286 plants. No significant effects were observed for P at 20 or
30 dat, although a tendency for increased levels was observed at 30 dat, especially
in Mex 79-290 plants. Potassium concentrations were not affected at 20 dat, but
were significantly reduced 30 dat. Calcium was significantly reduced at 20 dat in both
varieties, whereas CP plants showed significant effects at 30 dat. Similarly, Mg
concentrations were significantly reduced at 30 dat, and CP plants were more
affected. Finally, S concentrations were not affected by altered osmotic potentials in

either variety at 20 dat, although a reduction was evident at 30 dat in CP plants.

55



20
15
10

N (g/kg DW)
o 0

P (g/kgDW)

Ca (glkgde DW) K, (g/kg DW)

Mg (g/kg DW)

=}

S (g/kgDW)
O r N W AW

- ab
1 Bl by b 2aby,
-0.18 -0.45 -0.65 -0.80
2 a
a g a s o
| a
_0.18 -0.45 -0.65 -0.80

-0.18

-0.45

-0.65

-0.80

-0.65

-0.80

-0.45

-0.65

-0.80

-0.18

-0.45
Osmotic potential (MPa)

-0.65

-0.80

| Mex
DoCcP

B Mex
mCP

B Mex
|ace

m Mex
oceP

= Mex
ocp

H Mex
ocep

-0.18

-0.45

-0.65

-0.80

-0.45

-0.65

-0.80

Ca (g/kg DW)

Mg (g/kg DW)

-0.45

4o

ab

-0.18

-0.45

-0.80

-0.18

-0.45

-0.65

a

-0.18

-0.45

-0.65

-0.80

Osmotic potential (MPa)

Figure 1. Macronutrient concentration in sugarcane Mex 79-290 and CP 72-2086
plants 20 (left side) and 30 (right side) days after PEG 6000 treatment. Distinct letters
on the columns of subfigure indicate statistical differences among treatments (P <

0.05).
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To our understanding, this is the first study reporting the effects of osmotic
stress induced by PEG on sugarcane macronutrient concentrations in vitro.
Importantly, N and Ca concentrations were significantly affected by PEG treatments
under our experimental conditions. Nitrogen is a primary plant nutrient that is highly
important in achieving maximum crop productivity and plants absorb N in greater
amounts than any other essential nutrient because this mineral element is a crucial
component of all enzymes and other vital molecules such as chlorophylls and nucleic
acids. Thus, N is necessary for plant growth, development and performance. As N
uptake, biomass production, yield and sugar production are strongly correlated, the
N requirement of sugarcane is large and must be in balance with other nutrients,
especially if plants are exposed to environmental stressors such as drought
(Bazinger et al., 2000). Villar-Salvador et al. (2013) reported that maintaining a low
N content allows plants experiencing water stress to overcome such events.
Nitrogen, as ammonium (NH4*) and nitrate (NO3’) have different effects on gas
exchange parameters (Guo et al., 2007). Zhang et al. (2011) reported that increased
NOs nutrition plays a favored anti-oxidative metabolic role, compared with NH4*
nutrition in plants, thereby increasing tolerance to drought-related stress. Such
mechanisms are essential for tolerance to water stress, acting on N metabolism as
well as helping to maintain or augment biomass. In the present study, the MS
medium contained high concentrations of ammonium and nitrate (i.e., 39.5 mM of
NOs and 20.5 mM of NH4") (Bensaddek et al., 2001). However , sugarcane strongly
prefers ammonium over nitrate (Robinson et al., 2011), which could explain the lower

N contents observed in our sugarcane plants (an average of 11.6 g/kg DW) in
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comparison to a sufficient leaf N range reported by McCray and Mylavarapu (2005)

of 20 to 23 g/kg DW.

Calcium plays an essential role in the structural and functional integrity of
plant membranes and other structures. However, in drought-stressed plants, a
decrease of nearly 50% in leaf Caz" has been reported (Lisar et al., 2012). Wu et al.
(2012) reported that soil water shortages can decrease root hydraulic conductivity
and affect Ca uptake and movement throughout the plant. Osmotic stress induced
by 10% PEG 6000 significantly decreased cortical cell volume, and application of
additional Ca?* regulated the expression and activity levels of aquaporins according
to water availability, which contributed to optimized water use. Abdalla and El-
Khoshiban (2007) reported calcium reductions in wheat plants under drought-related
stress, as did Akhondi et al. (2006) for shoots of Medicago sativa, and Hu et al.

(2007) in maize, and is consistent with our results.
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CONCLUSIONS

We conclude that osmotic stress induced by PEG differentially affects
macronutrient concentrations in sugarcane in vitro, with N and Ca more affected than
the other nutrients studied. Furthermore, we found different responses between
varieties, with Mex 79-290 plants having higher nutrient concentrations and therefore

better performance.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES GENERALES
La cafia de azucar es una especie que presenta sensibilidad diferencial
entre variedades, a factores causantes de estrés osmotico como son la

salinidad y la sequia.

La variedad CP 72-2086 mostré mayor tolerancia al estrés salino causado
por NaCl. Esta mayor tolerancia es atribuida a la capacidad observada
para inhibir el transporte de Na a parte aérea, mecanismo conocido como
exclusion de Na. Asimismo, la acumulacién de cationes esenciales como
potasio, calcio y magnesio en vastagos, no es afectada por el tratamiento

con NaCl en esta variedad.

El estrés salino no se tradujo en acumulacién significativa de prolina,
aunque en la variedad CP 72-2086 se observé un ligero incremento. Por
el contrario, la acumulacion de este amino acido mostré una reduccion
significativa en la variedad Mex 69-290 con el aumento en la
concentracion de NaCl en la solucién nutritiva haciendo de ésta

ultima una variedad poco tolerante a la salinidad.

Los nutrimentos mayormente afectados por el estrés hidrico inducido

artificialmente por la adicion de PEG 6000 fueron el N y el Ca.
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En el caso del experimento por estrés hidrico, la variedad Mex 69-290
mostrO mayor tolerancia a la adicion de polietilenglicol al medio de
crecimiento, al presentar esta variedad mayores acumulaciones

nutrimentales y crecimiento, en comparacion con la variedad CP 72-2086.

La concentracibn y acumulacion de nutrimentos son indicadores
adecuados para evaluar la tolerancia a factores de estrés salino e hidrico

en cafla de azUcar.

Si bien ambos factores estudiados, salinidad y sequia, ocasionan estrés
osmotico en la planta, la tolerancia a éstos entre las variedades no es la

misma.

Se presume que los mecanismos de respuesta a salinidad y sequia son

distintos en la cafia de azucar y la activacion de éstos, diferente entre

variedades.
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RECOMENDACIONES PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

Realizar experimentacion sobre salinidad y sequia en campo, en etapas
fenologicas posteriores a las que se realizaron en los estudios presentados

en esta tesis.

Contrastar los efectos observados en cultivo in vitro y en invernadero, con

aquellos obtenidos en campo en las mismas fases fenoldgicas.

Evaluar los efectos que salinidad y sequia tienen en otras fases

fenologicas de la cafia de azucar.

Valorar los efectos que factores de estrés osmoético tienen en rendimiento

y calidad de cafia de azlcar.

Realizar estudios moleculares que permitan identificar genes y proteinas

involucradas en la regulacién de respuestas a salinidad y sequia.
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