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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue detectar caracteristicas estructurales de la raiz asocia-
das con tolerancia salina en dos genotipos de cafia de azlcar. Plantas de ‘PR692176’ (ge-
notipo tolerante) y ‘V78-1’ (genotipo sensible) fueron estresadas con NaCl o Na,SO,. Se
fijaron y seccionaron segmentos a 10 y 50 mm del apice radical, los cuales se estudiaron por
microscopia Optica y de fluorescencia. Los cambios mas evidentes fueron: iniciacion pre-
coz de raices laterales, diferenciacion temprana y desarrollo mas conspicuo de la banda de
Caspary en exodermis y endodermis, y deposicion de suberina en células del parénquima
cortical. En ‘PR692176’ se observo mayor niimero de vacuolas por célula en el parénquima
que en ‘V78-1°, lo que indica mejor capacidad para retener sales en las raices del genotipo
tolerante.
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ABSTRACT

This study intends to identify root structural features associated with salinity tolerance
in two genotypes of sugar cane. Plants of ‘PR692176’ (salt tolerant) and ‘“V78-1’ (salt sensi-
tive) were stressed with NaCl or Na,SO,. Roots segments located at 10 and 50 mm from root
tip were fixed and then cross sections of roots were studied using optic microscopy. The ma-
jor roots changes were: lateral root initiation closer to the root tip, premature differentiation
and a prominent development of endodermal and exodermal Casparian strips, and deposition
of suberin in the cell walls of cortex parenchyma cells. In addition, the roots of salt-stressed
plants in ‘PR692176’ showed a higher number of cell in the parenchyma than ‘“V78-1°, sug-
gesting a better compartmentation capacity in the former genotype.
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INTRODUCCION

La salinidad del substrato de crecimiento puede inducir cambios anatd-
micos para ayudar a contrarrestar el estrés salino (Poljakoff-Mayber 1975). Los
efectos de la salinidad sobre la estructura y ultraestructura celular han sido relati-
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vamente poco investigados (Poljakoff-Mayber 1975; Yeo et al. 1977; Reinhardt
& Rost 1995a), a pesar de la importancia que tiene la combinacion de los estudios
morfoanatémicos y fisiolégicos para una mejor comprension de la respuesta de la
planta ante la salinidad del substrato donde crece (Poljakoff-Mayber 1975).

Los cambios estructurales mas notorios inducidos por salinidad parecen
ocurrir en las raices. En vista de que este 6rgano es el que se expone directamen-
te al exceso de sales, algunos autores han destacado la importancia de su estudio
bajo condiciones de salinidad (Solomén ef al. 1986; Reinhardt & Rost 1995a;
Gonzalez et al. 1997). La tolerancia a condiciones salinas parece estar influen-
ciada por la capacidad de las raices para impedir que cantidades potencialmente
toxicas de sales lleguen al vastago (Serrato Valenti et al. 1992; Zidan et al. 1992;
Marschner 1995), bien por retencion o mediante una reduccion en la absorcion
(Kramer et al. 1977).

En virtud de la importancia del apice radical en los procesos de absorcion
ionica, esta region de la raiz ha sido la mas estudiada en plantas sometidas a estrés
por sales (Huang & Van Steveninck 1990). Las principales diferencias estructu-
rales entre raices de plantas adaptadas a vivir en ambientes salinos y las glicofitas
estan vinculadas con la relacion ancho de la banda de Caspary/ancho de las pare-
des radiales de la endodermis, numero de estratos de la corteza y area superficial
de los elementos del metaxilema en seccion transversal (Epstein 1972; Poljakoft-
Mayber 1975; Schreiber et al. 1999; Enstone et al. 2003; Peng et al. 2004).

Asimismo, se ha observado en las raices de cultivos sometidos a estrés por
sales: la presencia de una exodermis con paredes suberizadas debajo de la rizo-
dermis; incremento en el espesor de la corteza y diametro de la estela (Poljakoft-
Mayber 1975); aumento en el grado de vacuolizacion de los tejidos de la corteza
y de la estela (Huang & Van Steveninck 1988, 1990; Reinhardt & Rost 1995a;
Sanchez-Aguayo & Gonzalez 1992) y mayor grado de suberizacion y lignifica-
cion de éstos (Wilson & Peterson 1983; Walker et al. 1984; Clarkson et al. 1987,
Reinhardt & Rost 1995b; Taleisnik et al. 1999); variacion en el nlimero y didmetro
de los vasos del metaxilema (Poljakoff-Mayber 1975; Huang & Redmann 1995);
aumento en el nimero de capas y en la actividad del periciclo con la consecuente
proliferacion de raices laterales (Solomon et al. 1986; Reinhardt & Rost 1995a)
y diferenciacion de células parenquimaticas ubicadas alrededor de los vasos del
metaxilema como células de transferencia (Kramer et al. 1977).

En este trabajo se estudio6 la anatomia radical en dos genotipos de caia de
azlcar con sensibilidad distinta ante las sales y se determinaron los cambios pro-
vocados por dos tipos de sales sobre los diferentes tejidos, con el fin de evaluar la
posible existencia de caracteristicas estructurales en la raiz que puedan ser vincu-
ladas con la tolerancia diferencial a la salinidad de este cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron vitro plantas de los genotipos de cafia de aztcar (Saccharum sp.):
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‘PR692176°, considerado como tolerante a sales (Zérega et al. 1991; Villafaie
1996; Hernandez et al. 2000; Garcia & Medina 2003; Garcia & Jauregui 2008)
y “V78-1" reportado como sensible (Hernandez et al. 2000; Garcia & Jauregui
2008). El material genético fue suministrado por el Banco de Germoplasma de
cafia de azucar del INIA, Yaritagua, estado Yaracuy. Las vitro plantas se sembra-
ron en germinadores con vermiculita y arena y luego se colocaron en una camara
de crecimiento donde se aclimataron por un mes; durante esta etapa la cimara de
crecimiento se ajustd con un fotoperiodo de 12 h, una densidad de flujo foténico
de 600 umol m? s y una temperatura de 26°C/22°C dia/noche. El riego se efec-
tud con una solucién nutritiva Hoagland modificada utilizada previamente para
este cultivo (Kumar et al. 1994). Un mes después de la siembra, se transplantaron
plantas lo mas homogéneas posibles a potes de plastico oscuro con arena previa-
mente desinfectada (una planta/pote) y en la cdmara de crecimiento se reajusto la
densidad de flujo fotonico a 639 pmol m s y la temperatura a 30°C/26°C dia/
noche. Un mes después del transplante se inicio la salinizacion en cada genotipo,
aplicando NaCl (100 mol m?) o Na,SO, (50 mol m™) a la solucion base de riego.
Paralelamente se mantuvo un tratamiento control en el que las plantas se regaron
con solucidn nutritiva sin aporte adicional de sales. Se utilizo un disefio comple-
tamente aleatorizado en un arreglo de tratamientos factorial 2 x 3 (dos genotipos
y tres tipos de solucion de riego), incluyendo la del tratamiento control con seis
repeticiones por tratamiento.

Sesenta dias después de iniciado el periodo de salinizacion, se seleccionaron
aleatoriamente tres plantas por tratamiento y en cada una de éstas, se muestred un
minimo de 4 a 6 raices absorbentes. En cada raiz, se separaron segmentos de 10
mm aproximadamente a 10 y 50 mm del apice radical. Estos segmentos fueron uti-
lizados para los estudios anatdmicos por microscopia optica y de fluorescencia.

Para el estudio por microscopia optica, los segmentos de raices fueron fi-
jados en una mezcla de glutaraldehido 2,4% y paraformaldehido 0,3% en buffer
fosfato 0,02 M (pH 7,2). En el caso de las raices de los tratamientos con sales, se
afiadio sacarosa (100 mol m) a la solucion fijadora, para evitar que los tejidos su-
frieran cambios por efecto osmético durante el proceso de fijacion. Las muestras
se deshidrataron en una serie creciente de etanol; luego se infiltraron gradualmen-
te en glicol metacrilato (JB-4) y finalmente se incluyeron en resina pura, todo ello
siguiendo el procedimiento descrito por Ruzin (1999). Se hicieron cortes trans-
versales de 4 um de espesor, usando un ultramicrotomo. Las secciones obtenidas
se tifieron con una mezcla toluidina-fucsina basica (v/v) 0,5% en soluciéon acuo-
sa y finalmente se montaron en laminas permanentes. Las laminas preparadas se
analizaron bajo un microscopio Optico marca Leitz. Para el estudio de algunas
secciones, se utiliz6 también luz polarizada. Asimismo, se tomaron imagenes di-
gitales de los detalles estructurales, usando para ello el programa Spot Camera
(Diagnostic Instruments Inc.). Se realizaron las siguientes medidas anatomicas
con la ayuda de un microscopio calibrado: espesor de la corteza, didmetro de la
estela, densidad y diametro de los vasos amplios del metaxilema. Las dos prime-
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ras medidas se usaron para calcular la relacion espesor de la corteza/diametro de
la estela. De cada variable anatomica cuantitativa, se efectuaron 30 medidas en
cortes provenientes de al menos tres raices. Dichas medidas se tomaron en la zona
mas cercana al apice radical. Para estas variables cuantitativas se efectud un ana-
lisis de varianza y en el caso de aquellas que resultaron significativas se realizd
una comparacion de medias mediante la prueba de rangos multiples de Duncan;
estos analisis se realizaron con la ayuda de los programas Statistix version 1.0 y
SAS version 8.1.

Para el estudio por microscopia de fluorescencia, parte del material muestrea-
do se fijo en FAA (formalina-acido acético-etanol 70%). Las muestras fijadas se
deshidrataron en una serie creciente de alcohol butilico terciario, se incluyeron en
parafina y se seccionaron transversalmente a 12 pm de espesor con un micrétomo
de rotacion. Las laminas se desparafinaron, posteriormente las secciones se tifieron
con soluciones acuosas de berberina (0,1%) y azul de anilina (0,5%) y el montaje
se realiz6 en una solucion preparada con una mezcla (v/v) de glicerina y cloruro
férrico 0,1% (Brundrett et al. 1988); este procedimiento permite la deteccion de
suberina, lignina y calosa. Las laminas se observaron en un microscopio Nikon,
equipado con iluminacion ultravioleta. Se tomaron imagenes digitales de los deta-
lles que se consideraron de interés con la ayuda del programa Spot Camera.

RESULTADOS

Anatomia radical en plantas control

En la seccion transversal de la raiz a 10 mm del apice radical, se observo
una epidermis constituida por una capa de células en ambos genotipos, pero se
detectaron diferencias en cuanto al tamafo y forma de las células que confor-
man este tejido. En ‘PR692176’ las células fueron de menor tamaifio y exhibieron
formas muy variadas, con predominio de células papilosas y/o en forma de copa
(Fig. 1a, b); en “V78-1°, en cambio, las c€lulas resultaron mas grandes y la forma
predominante fue la cuadrangular, siendo escasas las células en forma de copa,
mientras que las papilosas no se observaron (Fig. 1¢). En algunas zonas de la epi-
dermis de ambos genotipos se detectd una cuticula recubriendo la superficie de
la pared tangencial externa (Fig. 1d). Por debajo de la epidermis se distingui6 la
exodermis, conformada por una capa de células (Fig. 1b, ¢) en cuyas paredes no se
detectd deposicion de suberina (Fig. 2a, b). La corteza central estuvo delimitada
externamente por 1-2 estratos de células mas pequefias que las epidérmicas y las
exodérmicas, con un ligero grado de lignificacion, especialmente en ‘PR692176°,
y debajo de éstos se contabilizaron 9 a 11 capas de células parenquimaticas con
numerosos espacios intercelulares (Fig. 1a, ¢).

La endodermis estuvo constituida por un estrato de células en cuyas paredes
radiales se observé una banda de Caspary punteada, de aproximadamente 1 um de
espesor en ambos genotipos (Fig. 2c). El cilindro central se presentd delimitado
externamente por el periciclo uniestratificado con células de paredes ligeramente
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Fig. 2. Secciones transversales de la raiz bajo el microscopio de epifluorescencia en plantas
control de dos genotipos de cafia de azticar (Saccharum sp.). a-c. A 10 mm del &pice.
a. Vista general en “V78-1". b. Epidermis y exodermis en ‘V78-1°. ¢. Endodermis y
parte de la estela en ‘PR692176’, notese la fluorescencia de la banda de Caspary (in-
dicada con flechas) en las paredes radiales de la endodermis. d-e. A 50 mm del apice.
d. Fluorescencia de la banda de Caspary (indicada con flechas) en las paredes radia-
les de la exodermis en ‘PR692176°. e. Fluorescencia en la endodermis en ‘V78-1°.
ep = epidermis; ex = exodermis; en = endodermis.
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lignificadas. El tejido vascular estuvo representado por numerosas arcas de xilema
dispuestas radialmente, alternando con cordones de floema. La region central de la
estela se observo ocupada por parénquima (Fig. 1e). Los genotipos estudiados mos-
traron diferencias, tanto en el nlimero de vasos amplios del metaxilema, como en su
diametro. Se detectaron en promedio 9 y 12 vasos de metaxilema en ‘PR692176’ y
“V78-1’ respectivamente, pero al estimar el nimero de éstos por unidad de area de
estela, la densidad de vasos fue mayor en el primer genotipo (40 vasos mm?), en
comparacion al segundo (31 vasos mm™). El diametro promedio de estos vasos fue
ligeramente mayor en ‘PR692176’ (94 um) que en ‘V78-1" (90 um).

A 50 mm del apice radical se observaron pelos radicales en algunas zonas de
la epidermis (Fig. 1g). En cuanto a la exodermis, no se notaron cambios respecto a
la zona mas apical cuando las células se estudiaron con el microscopio de luz, pero
en el microscopio de fluorescencia se detecto la presencia de una banda de Caspary
conspicua en las paredes radiales de este tejido (Fig. 2d). Debajo de la exodermis
se observaron 1 a 2 estratos de células, de paredes mas lignificadas respecto a la
zona mas apical, que a este nivel de la raiz constituye un anillo esclerenquimatico,
con un grado de lignificacion ligeramente mayor en ‘PR692176°, en comparacion
con ‘V78-1’ (Fig. 1g). En la corteza central, gran parte de las células del parén-
quima aparecen desintegradas, dando lugar a la formacion de cavidades aeriferas
grandes, que se extienden desde el anillo esclerenquimatico hasta la endodermis
y estan separadas entre si por franjas de células parenquimaticas que permanecen
intactas y/o por finas lamelas constituidas por restos de paredes de las células des-
integradas (Fig. 1f); sin embargo, en ‘V78-1" fue comun observar la persistencia
de franjas amplias de parénquima en la corteza de esta region de la raiz (Fig. 1h).
En la endodermis se detectd deposicion de lamelas de suberina sobre la superficie
interna de las paredes radiales y en la tangencial interna de las células de este te-
jido (Fig. 2e); en ‘V78-1" se notd un incipiente grado de lignificacion en la pared
tangencial interna, mas acentuado en ‘PR692176’. En la estela se observo la for-
macion de raices laterales a partir del periciclo (Fig. 11) y mayor grado de lignifica-
cion, tanto de este ultimo tejido como del xilema, respecto a la zona anterior.

Anatomia radical en plantas estresadas

La aplicacion de Na,S0, al medio de crecimiento provoco algunos cambios
estructurales en las raices de los dos genotipos. La presencia de cuticula se apre-
ci6 en una mayor proporcion de células de la epidermis (Fig. 3a). Las células exo-
dérmicas alcanzaron mayor tamafio que las epidérmicas y en las mismas se ob-
servaron varias vacuolas, en especial en ‘PR692176” (Fig. 3a). Adicionalmente,
la banda de Caspary de la exodermis se distingui6 claramente a 10 mm del apice
(Fig. 4a) y a 50 mm se observo un desarrollo masivo de la misma (Fig. 4b), en
contraste con las plantas control. En la corteza central de la region mas cercana al
apice, el nimero de estratos de parénquima en general no vario, pero las células
de ese tejido resultaron de mayor tamafio y en muchas de ellas se observaron va-
rias vacuolas de diferentes tamafios (Fig. 3b), siendo esta tendencia mucho mas
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Fig. 3. Secciones transversales de la raiz a 10 mm del apice en plantas de dos genotipos
de caiia de azucar (Saccharum sp.) tratadas con Na,SO, o NaCl. a. Epidermis (cu-
ticula indicada con flecha) y exodermis, resaltando células con varias vacuolas
(indicadas con asterisco) en ‘PR692176” tratadas con Na,SO,. b. Parénquima cor-
tical de ‘PR692176’, tratada con Na,SO,, nétense células con varias vacuolas (in-
dicadas con asterisco). ¢-d. Vistas generales en ‘PR692176’ y “V78-1’ tratadas con
Na,SO,, respectivamente, notense raices laterales en formacion. e. Vista general
en ‘PR692176°, tratada con NaCl. f. Raices laterales en formacion en ‘PR692176°,
tratada con Na,SO,. ep = epidermis; ex = exodermis.
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Fig. 4. Secciones transversales de la raiz bajo microscopio de epifluorescencia en plantas
de dos genotipos de cafia de azicar (Saccharum sp.) tratadas con Na,SO, y NaCl.
a-b. Fluorescencia de la banda de Caspary (indicada con flechas) en la exodermis de
‘PR692176’, a 10y 50 mm del 4pice, en plantas tratadas con Na,SO,. c-e. Plantas tra-
tadas con NaCl a 10 mm del apice. ¢. Vista general de la raiz en plantas de ‘V78-1"a
10 mm del apice. d. Epidermis, exodermis y parénquima en ‘V78-1’. e. Endodermis
y parte de la estela en “V78-1". ep = epidermis; ex = exodermis; en = endodermis.

frecuente en ‘PR692176’ que en ‘V78-1°. Asimismo, en todas las zonas estudia-
das se not6 deposicion de suberina y/o de lignina en las paredes de las células del
parénquima cortical. En cuanto a la endodermis no se detectaron diferencias res-
pecto a las plantas control. Otro cambio estructural observado en las plantas trata-
das con Na,SO, fue la iniciacion de raices laterales a partir de los 10 mm del &pice
radical (Fig. 3¢, d); sin embargo, muchos de los primordios radicales iniciados no
emergieron a la superficie de la raiz. En las células meristematicas de las raices
laterales en formacion se aprecié mayor nimero de vacuolas que el observado en
las raices de las plantas control, particularmente en ‘PR692176’ (Fig. 3f), donde la
cantidad de vacuolas presentes en esas células fue considerablemente mayor que
el observado en “V78-1°.

En las plantas estresadas con NaCl, el estrés también provoco cambios ana-
tomicos, algunos de ellos similares a los provocados por el Na,SO,. A 10 mm del
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apice, en ambos genotipos se observo la formacion de salientes en la raiz (Fig. 3e),
asi como una acentuada proliferacion de raices laterales bastante cortas, de las
cuales algunas emergieron a la superficie, mientras que otras permanecieron den-
tro de la corteza. En los salientes, las células del parénquima cortical adoptaron
forma alargada y se dispusieron radialmente (Fig. 3e), observandose una acentua-
da deposicion de suberina y/o de lignina en las paredes de muchas de ellas, espe-
cialmente en las regiones de la pared ubicadas frente a los espacios intercelulares
(Fig. 3e, 4c). La banda de Caspary de la exodermis no se aprecio en la region mas
proxima al apice (Fig. 4d), pero a 50 mm de éste su desarrollo fue mayor que en
las plantas control; adicionalmente, en algunas células se observé deposicion de
suberina en la pared tangencial externa y/o a todo lo ancho de las paredes radiales
de las células exodérmicas. En muchas células epidérmicas de las regiones mas
maduras de la raiz también se not6 un alto grado de suberizacion de las paredes
celulares. En cuanto a la endodermis, a 10 mm del apice la banda de Caspary se
extendié a todo lo ancho de las paredes radiales, notandose un desarrollo mas
conspicuo que en las plantas control (Fig. 4¢) y en ‘PR692176’ se aprecio ade-
mas una ligera lignificacion de la pared tangencial interna de este tejido. A 50 mm
del apice, se observo mayor grado de lignificacion de la pared tangencial interna
de la endodermis, especialmente en ‘PR692176’, donde la pared engrosada ocu-
p6 gran parte de la cavidad celular. Otro rasgo distintivo observado en las raices
de las plantas de estos tratamientos fue la ausencia absoluta de camaras aeriferas
en la corteza a 50 mm del apice. A esta distancia también se detectd una intensa
deposicion de suberina y en algunos casos de lignina, en las paredes de muchas
de las células del parénquima cortical, especialmente en las regiones de la pared
ubicadas frente a los espacios intercelulares. Asimismo, se observo la presencia
de varias vacuolas pequenas tanto en algunas células epidérmicas, como en el pa-
rénquima de la corteza y en el parénquima xilematico, siendo esta tendencia mas
frecuente en ‘PR692176’ que en “V78-1". En cuanto a la estela, a 50 mm del apice
se evidencid un mayor grado de lignificacion del periciclo y del xilema con rela-
cion a las raices de las plantas tratadas con Na,SO,.

Efecto de la salinidad sobre variables anatomicas cuantitativas

La salinidad indujo un incremento significativo en el espesor de la corteza,
el cual fue similar para las dos sales probadas (Tabla 1). Se encontraron diferen-
cias significativas entre los dos genotipos para esta variable, correspondiendo el
mayor espesor de la corteza a ‘PR692176’. Por el contrario, el diametro de la este-
la se redujo significativamente con la salinizacion y el tratamiento con NaCl afec-
tO mas esta variable que el tratamiento con Na,SO,. En ‘PR692176’ el didmetro de
la estela se redujo respecto a las plantas control, sélo en presencia de NaCl, mien-
tras que en “V78-1"los dos tratamientos de salinidad provocaron una disminucion
apreciable y similar en esta variable, con relacion a las plantas no estresadas.
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Tabla 1. Variables anatomicas en raices de dos genotipos de cafia de azticar sometidos a
estrés salino por 60 dias.

Espesor corteza Diametro estela  Relacion corteza/ Niimero vasos Didmetro vasos

Efecto (um) (um) estela mmZestela  (um)
Tratamiento

Control 446¢ 627a 0,73¢ 35d 92a
Na,S0, 574b 527b 1,11b 42¢ 88a
NaCl 575b 442¢ 1,33a 62a 69¢
Genotipo

‘PR692176° 642a 526 1,24a 42b 8la
V78-1 528b 529 1,04b 52a 78b

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas (p < 0,01) de
acuerdo a la Prueba de Rango Multiple de Duncan

Como consecuencia del incremento en el espesor de la corteza y la reduc-
cion en el diametro de la estela observado en las plantas estresadas, la relacion
espesor de la corteza/diametro de la estela se increment6 significativamente en las
plantas de los tratamientos salinos (Tabla 1), siendo mayor en las plantas tratadas
con NaCl. Se encontraron diferencias significativas entre los genotipos para esta
variable, con el mayor promedio de la misma para ‘PR692176°.

El ntimero de vasos amplios de metaxilema por mm? de estela se incremen-
to significativamente con la salinidad, siendo ese efecto mas acentuado en las
plantas tratadas con NaCl (Tabla 1). Para esta variable también se detectaron dife-
rencias altamente significativas entre los dos genotipos estudiados, con el mayor
promedio en ‘V78-1’. Por el contrario, el diametro de los vasos grandes del me-
taxilema disminuy6 significativamente en las plantas estresadas con NaCl, a di-
ferencia de las tratadas con Na,SO,, el cual no difiri6 significativamente respecto
a las plantas control. Se detectaron diferencias significativas entre los genotipos
para esta variable con el mayor promedio de la misma en ‘PR692176°.

DISCUSION

El arreglo histologico observado en las raices de las plantas control se co-
rresponde en general al descrito por Dillewijn (1952) en cafia de azucar, sin em-
bargo, se detectaron algunas diferencias estructurales entre los dos genotipos es-
tudiados, lo que podria tener importancia desde el punto de vista adaptativo.

Las formas celulares predominantes en la epidermis de ‘PR692176’ proveen
una mayor superficie de pared expuesta a la solucion que rodea las raices, lo cual
podria conferir ventajas a este genotipo en cuanto a la capacidad para obtener agua
y nutrimentos por unidad de longitud de la raiz, aspecto de relevancia cuando las
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plantas crecen en condiciones de bajo potencial hidrico en el substrato (Kramer
1969, 1983). La presencia de cuticula en ciertas regiones de la epidermis en la zona
mas proxima al apice fue comun en los dos genotipos, rasgo que ya se ha reportado
en raices de otras especies (Moreshet et al. 1996). El papel que cumple esta capa
en la permeabilidad de las raices al agua no es claro; se ha indicado que la cuticu-
la contiene muchos poros, y que por lo tanto no representa una barrera importante
para la entrada de agua y solutos a la raiz (Kramer 1983); contrariamente, otros
autores sostienen que su presencia sobre la superficie de las células radicales puede
incrementar la resistencia al flujo de agua hacia el interior de la misma (Moreshet
et al. 1996).

En la mayoria de las plantas se asume que debe existir banda de Caspary en
la exodermis de la raiz (Peterson 1989); no obstante, su presencia se ha demostrado
en pocos cultivos, entre ellos maiz y cebolla (Peterson & Perumalla 1984; Peru-
malla & Peterson 1986), constituyendo el presente estudio el primer reporte sobre
la existencia de una banda de Caspary en la exodermis de raices de caiia de azucar.
Se ha indicado que la banda de Caspary de la exodermis usualmente es mas masiva
que la de la endodermis (Peterson 1989) y por lo comin madura mas tardiamente.
Por ello con frecuencia no se detecta en las regiones mas cercanas al apice (Peru-
malla & Peterson 1986), lo cual se corresponde con lo observado en este estudio,
ya que la banda de Caspary de la exodermis se detecto a partir de los 50 mm del
apice y se notdé mas conspicua que la de la endodermis. La existencia de una exo-
dermis con banda de Caspary se considera un caracter de gran importancia en lo
que respecta a la restriccion del movimiento de iones a través del apoplasto de la
corteza (Clarkson 1996; Enstone et al. 2003), aspecto relevante cuando las plantas
crecen en ambientes salinos.

El estudio de la endodermis a 10 y 50 mm del apice radical permiti6 observar
dos de los tres estados de desarrollo que caracterizan la ontogenia de este tejido
(Sanderson 1983). A 10 mm del apice, la banda de Caspary se apreci6 en forma de
puntos en las paredes radiales, lo que se corresponde con el estado I en su desarro-
llo; a 50 mm del apice, se notd la deposicion de lamelas de suberina en toda la pa-
red radial y en la superficie interna de las paredes de este tejido, lo que representa
el estado II (estado secundario) en su ontogenia. Cabe destacar que a 50 mm del
apice radical no se observaron células de paso en la endodermis, lo cual es comun
en raices de muchas gramineas (Clarkson 1996).

La presencia de pelos radicales y de raices laterales se detectd a los 50 mm
del apice radical, lo que hace suponer que las partes mas maduras de las raices de
cafia de azicar podrian absorber agua mas rapidamente que las porciones apicales
mas jovenes, tal como se ha observado en raices de maiz (Wang et al. 1991). En
‘V78-1"se notd la persistencia de células parenquimaticas vivas en la corteza cen-
tral a 50 mm del apice, lo cual podria influenciar el movimiento radial del agua y
de los solutos disueltos en ella hacia la estela, ya que se ha comprobado que la pre-
sencia de tejidos vivos en la corteza contribuye a incrementar significativamente
la resistencia al flujo radial del agua (Peterson & Steudle 1993).
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Otra diferencia observada entre los dos genotipos se refiere al numero y dia-
metro de los vasos amplios del metaxilema. Tanto Dillewijn (1952) como Metcal-
fe (1960), reportaron ocho vasos amplios de metaxilema en las raices absorbentes
de cafia de azucar; sin embargo, en este estudio esta caracteristica vari6 de acuer-
do al genotipo. El nimero absoluto de vasos grandes de metaxilema fue mayor en
‘V78-1", en comparacion con ‘PR692176’, pero al expresar éstos por unidad de
area de estela, ocurri6 lo contrario. Se ha comprobado que las raices con mayor
densidad de vasos tienen mejor capacidad para el transporte de agua y minerales
a largas distancias (Luxova 1989). Para la cafia de azucar, se ha indicado que los
genotipos con mayor niimero de vasos xilematicos por mm? de estela en raices y
tallos son mas tolerantes a estrés hidrico (Rao 1950, citado por Dillewijn 1952).
El didmetro de los vasos del metaxilema fue ligeramente mayor en ‘PR692176°,
en comparacion con ‘V78-1’, lo cual representa una ventaja para el primer geno-
tipo desde el punto de vista de la conduccion axial de agua hacia el vastago, ya
que se sabe que el flujo es directamente proporcional al radio de los vasos, y por
lo tanto, los vasos de mayor diametro proveen mayor conductancia axial del agua
(McCully & Canny 1988).

Los dos genotipos también se diferenciaron en el grado de lignificacion de
las células del anillo esclerenquimatico de la corteza, de la endodermis, del peri-
ciclo y del xilema a 50 mm del apice radical, el cual fue notablemente mayor en
‘PR692176°. Es probable que ese mayor grado de lignificacion juegue un papel
importante en la respuesta de ese genotipo a condiciones de estrés hidrico, ya que
esa caracteristica se ha indicado como tipica en plantas que crecen en substratos
con bajo potencial hidrico (Serrato Valenti ef al. 1992). Asimismo, se ha sugerido
que mayor grado de engrosamiento en las paredes de las células exodérmicas y en
los tejidos de la estela, asi como de los estratos celulares adyacentes a esos tejidos,
podria jugar un papel preventivo contra la desecacion de la corteza y de la estela
(Baruch & Mérida 1995).

Las diferencias estructurales entre las raices de los dos genotipos estudia-
dos, en cuanto a la forma celular predominante en la epidermis, densidad y diame-
tro de vasos amplios de metaxilema, asi como el grado de lignificacion en la exo-
dermis y tejidos de la estela, podrian contribuir a explicar parcialmente la mayor
tolerancia a sequia de ‘PR692176°, en comparacion con “V78-1" (Zérega 1995).
Las raices de las plantas control de ‘PR692176’ mostraron caracteristicas anato-
micas relacionadas con mayor eficiencia en la absorcién y conduccion de agua
hacia la parte aérea, entre las que resaltan: células epidérmicas con mayor super-
ficie expuesta, mayor densidad de elementos amplios del metaxilema por unidad
de area de estela y mayor diametro de éstos. Esas caracteristicas sugieren que la
tolerancia de este genotipo a la salinidad podria estar en parte asociada con mejor
capacidad para enfrentar el efecto de estrés hidrico inducido por la salinidad.

Los resultados demuestran que la aplicacion de sales al medio de crecimien-
to provoco cambios en el patron histologico de las raices, observandose los mas
extremos en las raices de las plantas estresadas con NaCl. La plasticidad en los
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caracteres estructurales de las raices es importante para la supervivencia de las
plantas bajo condiciones de estrés hidrico y por salinidad (Stasovski & Peterson
1991; Wraith & Wrigth 1998). Algunos de los cambios anatdomicos observados en
las raices de las plantas de cafia de azucar sometidas a estrés salino, pueden estar
vinculados con la restriccion en la absorcion de sales y/o con la capacidad de acu-
mulacion de éstas en las raices.

El aumento en el grado de vacuolacion de la epidermis, exodermis, parén-
quima cortical y del parénquima que bordea los elementos conductores del me-
taxilema en las plantas estresadas contribuye a incrementar la capacidad de com-
partimentacion de sales en vacuolas, facilitando asi el ajuste osmotico, al tiempo
que el citoplasma es protegido del efecto toxico de las sales (Huang & Van Ste-
veninck 1990; Reinhardt & Rost 1995a). El aumento en la suculencia radical fue
independiente del anién acompanante en la sal de sodio, lo que contrasta con el
supuesto de que el Cl" promueve la suculencia, mientras que el SO,? induce el
efecto contrario (Waisel 1972; Hayward et al. 1946, citado por Kramer 1983). En
algunos primordios radicales en las plantas salinizadas se observo la presencia de
muchas vacuolas pequeiias en las células meristematicas, siendo el ntimero de és-
tas mucho mayor en ‘PR692176°, en comparacioén con V78-1. Sanchez-Aguayo
& Gonzalez (1992) también observaron un aumento en el nimero de vacuolas y
una reduccion en el tamafio de éstas en apices radicales de plantulas de tomate so-
metidas a estrés por salinidad. Las vacuolas pequeiias brindan mayor superficie
de membrana por unidad de volumen, en comparacion con las vacuolas grandes,
lo que podria favorecer la tasa de transporte de sales a través del tonoplasto y la
capacidad de almacenarlas en las vacuolas, en plantas sometidas a estrés salino
(Solomon et al. 1986; Koyro 2002). La tendencia hacia mayor suculencia en las
raices de las plantas salinizadas de ‘PR692176° podria significar mayor capacidad
de retencion de sales en este 6rgano, para el caso particular de ese genotipo.

Otra modificacion anatémica causada por la salinidad fue la disminucion del
numero y tamafio de las camaras aeriferas de la corteza central a 50 mm del apice,
siendo este comportamiento mas acentuado en las plantas estresadas con NaCl.
Samarajeewa et al. (1999), trabajando con plantas de arroz sometidas a estrés con
NaCl, notaron una disminucion en la formacion de aerénquima en la corteza cen-
tral, que atribuyeron a un retraso en la muerte de las células de la corteza a causa
del estrés salino. La presencia de tejidos vivos en la corteza puede aumentar sig-
nificativamente la resistencia al flujo radial del agua (Peterson & Steudle 1993) y
probablemente este es uno de los factores que promueve la extensiva formacion de
salientes y/o de raices laterales en las plantas estresadas con NaCl; ademas, la per-
sistencia de células parenquimaticas vivas en la corteza central puede proveer un
lugar para la retencion local de las sales, disminuyendo asi su ascenso al vastago.

El tratamiento con sales promovi6 la maduracion precoz de los tejidos ra-
dicales, lo cual se ha sefialado como un comportamiento comun en plantas some-
tidas a estrés salino (Solomon et al. 1986; Reinhardt & Rost 1995b). En plantas
de guisante (Solomon ef al. 1986) y de algodén (Reinhardt & Rost 1995a) some-
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tidas a estrés salino, también se ha observado una estimulacion en la iniciacion
de raices laterales mas cerca del apice radical, debido fundamentalmente a un in-
cremento en la actividad mitdtica del periciclo; no obstante, la salinidad detiene
el desarrollo de estas raices, por lo que se observa gran cantidad de primordios
radicales iniciados pero que no se alargan, lo cual aceleraria la formaciéon de un
sistema radical profuso, una vez que éste encuentre condiciones mas favorables
para su desarrollo (Waisel & Breckle 1987).

La diferenciacion de la banda de Caspary de la exodermis en plantas estresa-
das con Na,SO, se acelerd notoriamente y fue mas conspicua en comparacion a la
observada en las raices de las plantas control. La maduracion temprana de la ban-
da de Caspary de la exodermis puede tener implicaciones importantes en el blo-
queo de la entrada de sales a la corteza radical, ya que el libre transporte de éstas
a través del apoplasto estaria limitado a la epidermis. Asimismo, la suberizacion
de este tejido puede obligar a que los solutos sean absorbidos a través de la mem-
brana plasmatica de las células exodérmicas (Epstein 1972; Gorham ef al.1985;
Peterson & Enstone 1996). Comtiinmente, la banda de Caspary de la exodermis
madura a mayor distancia del apice que la de la endodermis, pero se ha demostra-
do que cuando la tasa de crecimiento de las raices declina, ésta se diferencia mas
cerca del apice radical (Peterson & Perumalla 1984; Perumalla & Peterson 1986;
Peterson 1989). Evidencias experimentales han indicado que tanto el estrés por
sequia como por salinidad, promueven la maduracion temprana de la exodermis y
contribuyen a incrementar el grado de suberizacion de este tejido (Taleisnik ez al.
1999), lo cual coincide con lo observado en este estudio. En plantas de algodon,
Reinhardt & Rost (1995b) encontraron que condiciones de alta salinidad induje-
ron la formacion de una exodermis con banda de Caspary y deposicion de suberi-
na en sus paredes en la zona mas cercana a la base de la raiz, lo cual no se observo
en plantas control. En raices de cebolla se han obtenido evidencias de que la banda
de Caspary de la exodermis bloquea la entrada de iones SO,? al parénquima cor-
tical (Peterson 1987). También Walker et al. (1984) han reportado suberizacion y
lignificacion de las paredes radiales de las células de la exodermis, en respuesta
al estrés salino y aunque estos autores no observaron la formacion de bandas de
Caspary en este tejido, sefialan que la deposicion de suberina y lignina en el mis-
mo puede cumplir una funcion similar. Adicionalmente, el engrosamiento de las
paredes celulares de la exodermis podria contrarrestar la pérdida de agua de la
raiz, en las condiciones de bajo potencial hidrico que impone el estrés por sales
(Taleisnik et al. 1999).

En el tratamiento con NaCl no se evidencié maduracion temprana de la
banda de Caspary de la exodermis, pero a 50 mm del apice radical ésta mostré un
desarrollo mas conspicuo, en comparacion al de las plantas control, y ademas se
observo una intensa suberizacion en la pared tangencial externa de las células de
ese tejido, asi como en muchas de las células epidérmicas, lo cual se ha indica-
do como tipico de raices que crecen muy lentamente (Clarkson ef al. 1987). En
plantas de citricos sometidas a estrés por sales, Walker et al. (1984) observaron
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intensa suberizacion en las células de la exodermis, que asociaron con menor tasa
de extension de los apices radicales. La intensa acumulacion de suberina en las
paredes de las células del parénquima cortical podria ser el factor que determind
la ausencia de diferenciacion precoz de la banda de Caspary de la exodermis, ya
que la suberina es una sustancia hidrofobica (Dickison 2000) y su deposicion en
las paredes celulares constituye una barrera importante para el movimiento del
agua y los solutos hacia la estela. La contribucion de la deposicion de lamelas de
suberina en las paredes celulares para restringir la absorcion de agua y solutos es
controvertida; algunos autores sefialan que éstas tienen canales hidrofilicos que
no restringen el movimiento del agua (Clarkson ef al. 1987), mientras que otros
sostienen que el incremento en la suberizacion de las raices reduce su permeabili-
dad (Kramer 1983; Peterson 1988; Peterson & Enstone 1996).

La ontogenia prematura de la endodermis solo se produjo en las raices de las
plantas tratadas con NaCl, observandose este tejido a 10 mm del apice en el estado
II de desarrollo, mientras que a 50 mm del apice sus células se apreciaron en el es-
tado I1I de su ontogenia, con un fuerte engrosamiento de la pared tangencial inter-
na, especialmente en el genotipo tolerante. Se sabe que en condiciones salinas una
cantidad importante de sales puede ingresar al xilema a través del apoplasto, en la
porcion ubicada entre el apice radical y el sitio donde se inicia la maduracion de la
endodermis (Gorham et al. 1985; El-Saidi 1997; Enstone ef al. 2003); se conside-
ra que la diferenciacion temprana de este tejido evita el excesivo ingreso de sales
a la estela via apoplasto (Glenn ef al. 1997). En correspondencia a lo observado
en este estudio, en otros cultivos también se ha reportado la maduracion precoz de
la endodermis en plantas sometidas a estrés por sales, de modo que el estado II de
su desarrollo se produce mucho mas cerca del apice radical (Walker et al. 1984;
Reinhard & Rost 1995b). Existen evidencias experimentales de que la ontogenia
de la endodermis esta fuertemente influenciada por la tasa de crecimiento de las
raices, de modo que en aquellas que crecen lentamente, el desarrollo del estado
IT ocurre mas cerca del apice radical (Peterson 1989). Cabe indicar que cuando el
tratamiento salino incluy¢ al i6n Cl-, la banda de Caspary de la endodermis tuvo
un desarrollo mas conspicuo y ocup6 todo el ancho de las paredes radiales, lo cual
posiblemente reduce el ingreso excesivo de ese i6n a la estela.

Se ha demostrado que el patron de absorcion de agua muestra una marcada
dependencia con el desarrollo de la endodermis y se considera que tanto la depo-
sicion de lamelas de suberina en la exodermis y/o en la endodermis, como el en-
grosamiento secundario de las paredes de la endodermis, provocan un marcado
descenso en el flujo de agua hacia la estela (Sanderson 1983; Clarkson et al. 1987,
Peyrano et al. 1997).

En los tejidos de la estela, particularmente en el periciclo y el xilema, se
observo mayor grado de lignificacion en la zona mas cercana al apice, especial-
mente en las raices de las plantas tratadas con NaCl. La lignificacion temprana del
xilema se ha considerado comun en plantas creciendo en condiciones de salinidad
(Solomon et al. 1986) y se supone que facilita el transporte de agua en plantas cre-
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ciendo en ambientes con bajo potencial hidrico (Serrato Valenti et al. 1992).

La reduccion en el didmetro de la estela observado en las plantas estresadas
se debid a una disminucidn tanto en el nimero absoluto de vasos de metaxilema,
como en el diametro de éstos, lo cual coincide con lo reportado por Serrato Valenti
et al. (1992) quienes, trabajando con plantas del género Prosopis estresadas con
NaCl, observaron un comportamiento semejante el cual atribuyeron a una reduc-
cion en el tamafo del sistema vascular de la raiz. La reduccion en el niumero de
vasos, como en el diametro de éstos, se han considerado respuestas para enfrentar
el efecto de estrés hidrico provocado por las sales, ya que ambas caracteristicas
incrementan la resistencia al transporte hidraulico hacia las hojas, ayudando asi
a disminuir la pérdida global de agua por la planta (Gadallah & Ramadan 1997).
Ademas, los vasos de mayor diametro tienen mayor conductividad hidraulica en
comparacion a los mas pequeiios (Luxova 1989), pero son mas vulnerables a la
formacion de burbujas (cavitacion), fenomeno que reduce drasticamente la con-
ductancia hidraulica del xilema (Moreshet et al. 1996).

En conclusion, ‘PR692176” muestra rasgos estructurales que podrian con-
tribuir a explicar su mayor tolerancia a la salinidad y también a la sequia, entre
ellos: mayor niumero de vacuolas por célula en el parénquima, forma de las células
epidérmicas, densidad y diametro de los vasos amplios del metaxilema, asi como
el grado de lignificacion de la exodermis y tejidos de la estela.
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