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RESUMEN

El cambio climatico es un fendmeno que se ha vuelto una problemética a nivel mundial,
afectando diversos ambitos, especialmente la agricultura. En Chile, su proyeccién augura una
influencia negativa en algunos factores, en los que destaca, la menor disponibilidad del recurso hidrico
(menores precipitaciones), el aumento de la temperatura, la desertificacion y la salinizacién de suelos
de uso agricola. Es por esto que se hace imperativo la busqueda de herramientas y estrategias para
mitigar algunos de estos factores. Un factor potenciado por el cambio climatico es la salinidad de los
suelos, factor importante en los sistemas agricolas, dado su efecto negativo en la mayoria de las
plantas cultivadas en el pais. La salinidad afecta el crecimiento y desarrollo de los cultivos
principalmente por toxicidad idnica, desbalance nutricional, disminucién del potencial hidrico del suelo
y aumento de especies de oxigeno radioactivas (ROS) en las plantas. Las medidas para palear los
efectos de la salinidad de suelos resultan la mayoria de las veces poco viables, por los altos costos y
por los altos volimenes de aplicacion para mejorar las caracteristicas de los suelos (sulfato de Ca,
zeolita o lavado de suelos). Para la region del Maule se estima un aumento del nivel de salinidad
hasta de tres veces en los proximos 50 afios, esto, es decir, de 50mM a 150Mm. Uno de los cultivos
de hoja mas afectados sin duda serd la lechuga, hortaliza mas importante a nivel mundial, la cual es
muy sensible a la salinidad. Una estrategia alternativa para combatir el efecto de la salinidad en
cultivos agricolas es el uso de microorganismos antarticos asociados a vegetales (hongos y bacterias)
los cuales por condiciones naturales pueden desarrollarse en escenarios de salinidad (zonas costeras
de islas del continente antartico). Es por ello que el presente estudio se basa en la inoculacion de
microorganismos antarticos sobre el cultivo de lechuga (Lactuca sativa), en condiciones de salinidad
(200mM) con el fin de evaluar el desempefio productivo, fisiolégico y el rol osmoprotector que pueden
conferir estos microorganismos a los cultivos frente a la proyeccion del cambio climético para Chile y

la region del Maule.

Palabras claves: Cambio climatico, salinidad, microrganismos antarticos.



ABSTRACT

Climate change is a phenomenon that has become a problem worldwide, affecting several
areas, especially agriculture. In Chile, its projection predicts a negative influence on some factors,
which include a lower availability of water resources (lower rainfall), an increase in temperature,
desertification and salinization of agricultural land. Thus, it is imperative to search any tools and/or
strategies to mitigate some of these factors. A component enhanced by climate change is soil salinity,
an important factor limiting the agricultural systems, given its negative effect on most of the plants
grown and yield worlwide. Salinity affects the growth and development of crops mainly due to ionic
toxicity, nutritional imbalance, decrease in soil water potential and increase of radioactive oxygen
species (ROS) in plants. For the Maule region, an increase in the salinity level is estimated up to three
times in the next 50 years, that is, from 50mM to 150Mm. One of the most affected leaf crops will
undoubtedly be the lettuce crop, the most important vegetable in the world, which is very sensitive to
salinity. An alternative strategy to combat the effect of salinity in agricultural crops is the use of
antarctic root-microorganisms associated with plants (fungi and bacteria) which by natural selection
can develop under salinity conditions (coastal areas of islands of the Antarctic continent). The present
study evaluated, based in the inoculation of Antarctic microorganisms on lettuce (Lactuca sativa), the
ecophysiological performance and vyield of this crop under salinity conditions. Specifically, was
assessed the productive, physiological, gene expression and osmoprotective role that can confer these

microorganisms in front of the projection of climate change for the Maule region.

Keywords: Climate change, salinity, Antarctic microorganisms.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial, el sector agricola presenta un alto grado de vulnerabilidad frente al cambio
climatico, principalmente a los cambios en la temperatura y la modificacion del régimen pluviométrico,
lo cual genera un impacto directo en la productividad del sector (Kurukularuriya y Rosenthal, 2003). Se
cree que los cambios de lenta aparicion, como el aumento gradual de la temperatura y las variaciones
en los patrones de precipitacion, se intensificardn en las préximas décadas, reduciendo alin mas los
rendimientos de los cultivos. No obstante, estos impactos pueden ser percibidos en la actualidad. Por
ejemplo, algunos estudios indican que el rendimiento mundial del maiz y el trigo en las tres Ultimas
décadas ha disminuido en un 3,8% y un 5,5%, respectivamente, por efecto del cambio climatico
(Adger et al., 2003).

En 2012, la region centro-occidental de EEUU sufrié la peor sequia en 50 afios, esto provocé una
caida del 25% en la produccion de maiz prevista (OCD-FAQ, 2013), determinando un alza cercana al
40% en el precio mundial del maiz. De manera similar, las extremas sequias de ese mismo afio
contribuyeron a generar aumentos sin precedentes, cercanos al 22% en el precio del trigo en otros
importantes paises productores como Kazajistan (lbid, 2013). Estos aumentos afectaron de manera
significativa principalmente a paises de bajos ingresos que dependen de las importaciones como en el

caso de Yemen, que importa el 95% de los cereales que consume (FAO, 2012).

En cuanto a impactos del cambio climatico sobre la produccién de alimentos, se observan pérdidas
inevitables en cultivos, pesca y ganado, asi como una menor capacidad de producciéon (en ocasiones
permanente), por la intrusién salina en zonas costeras, la desertificacion y el aumento de la aridez y
los fenébmenos meteorolégicos extremos (OXFAM, 2013). Las pérdidas y los dafios en la agricultura
no se cuentan Unicamente en términos econdémicos, sino que afectan también a la seguridad

alimentaria y ponen en peligro el derecho a la alimentacién (Banco Mundial, 2013)

En Chile, segin la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA), bajo un nuevo escenario
climatico los bordes del desierto se extenderdn un promedio de 50 km, lo que practicamente
desplazara hacia el sur climas que hoy son propios de la zona central. Por ejemplo, la Regiéon de
Coquimbo con su clima semi-arido y tipica vegetacion arbustiva, y adecuado para cultivos como la vid,
comenzara a mostrar un paisaje cada vez mas desértico, donde sera imposible sostener la agricultura

tradicional (ODEPA, 2013). La Region Metropolitana, en tanto, transitara de un clima Mediterrdneo a



uno semi-arido, exhibiendo un paisaje mucho mas cercano al que conocemos hoy en la IV Region
(ODEPA, 2013).

Las zonas de clima arido y semiarido suelen presentar suelos salinos, principalmente por la
concentraciéon de sales como consecuencia del desequilibrio en el balance hidrico del perfil del suelo,
ya que la evapotranspiracion es mayor a la precipitacion en estas zonas climaticas. El agua del suelo
es absorbida y transpirada por las plantas y a la vez se evapora directamente desde el suelo
(evapotranspiracion), ademas, las sales solubles que contiene el agua no se evaporan y se van
concentrando en la superficie, llegando a formarse una pelicula blanquecina en la capa externa del
suelo formada por costras de diferentes sales. Asi, en las tierras aridas y semiaridas, donde la
evapotranspiracion es mayor que la precipitacion, se generan suelos salinos de forma natural (Paniza-
Cabrera, 2002).

El continente antértico esta considerado como una de las zonas ambientales méas duras del mundo
(bajas temperaturas, salinidad, dado que es una zona costera) y no se parece a ninguin otro sitio en la
tierra (Alberdi et al., 2002). En los ultimos afios, los ecosistemas antarticos han sido investigados por
la presencia de microorganismos, entre ellos, bacterias, arqueas, microalgas y ocasionalmente
hongos (Ruisi et al., 2007). El aislamiento geogréafico y las condiciones inhospitas de la Antéartida
hacen de esta regibn un escenario interesante para los estudios sobre taxonomia, ecologia,
adaptacion y evolucién de las comunidades de microorganismos. Varios son los estudios que sefialan
a estos microorganismos (e.g., hongos y bacterias) como una estrategia alternativa para enfrentar el
déficit hidrico y estrés salino, condiciones agravadas por el cambio climatico (Thom et al., 2012;
Coleman-Derr y Tringe 2014).

El uso de hongos de zonas extremas en cultivos ha evidenciado una mejora en términos
productivos, relacionados a la eficiencia fotosintética, mecanismos osmoreguladores, acumulacion de
prolina, entre otros (Molina-Montenegro et al., 2016; Cheplick y Faeth, 2009), por lo tanto, desde una
mirada ecosustentable el uso de estos, presenta una gran ventaja frente a métodos de caracter

convencional.



1.1. Hipotesis

Para el futuro escenario de cambio climatico en la regién del Maule, se proyecta un aumento de las
temperaturas y una disminucion de las precipitaciones, lo cual aumentaria la evapotranspiracion del

suelo y por consiguiente los niveles de salinidad en la region, por lo tanto, se propone que:

El uso de microorganismos antarticos aumentaria la tolerancia al estrés salino en Lactuca sativa,
mejorando algunas respuestas fisiolégicas del cultivo, potenciando la osmoproteccion de los tejidos
vegetales e induciendo la modulacién del gen “NHX1” responsable de la compartimentalizacion del

sodio en las células.

1.2 Objetivo general

Evaluar el rol de los microorganismos antarticos respecto a los mecanismos de tolerancia al estrés

salino, efectos fisiolégicos e impacto productivo sobre plantas de Lactuca sativa bajo estrés salino.

1.3 Objetivos especificos

. Determinar la eficiencia de la aplicacién de micoorganismos antarticos respecto a efectos
fisiologicos (eficiencia fotoquimica y peroxidacion lipidica) sobreel cultivo de L. sativa.

e Evaluar los mecanismos de tolerancia al estrés salino (concentracién de prolina y expresion

del gen “NHX1”) promovidos por la presencia de microorganismos antarticos.

. Evaluar el impacto productivo (biomasa fresca) de los microorganismos antarticos sobre

Lactuca sativa, bajo condiciones de salinidad.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Cambio climéatico

El cambio climatico hace mencién a las modificaciones planetarias a gran escala, lo que puede
afectar al sistema tierra en su conjunto. Estos cambios integran desde la modificacion en la circulacion
atmosférica, circulacién oceanica, cambios en el clima, ciclos biogeoquimicos, ciclo del agua,
biodiversidad, pesca y cambios en el nivel del mar, cambio en el uso de la tierra, sociedad humana,
entre otros (Steffen et al., 2004).

Uno de los procesos de mayor relevancia, producto del cambio climatico, es la desertificacion, la
que comdun, y erradamente, es considerada la extensién de las zonas desérticas, sin embargo, hace
referencia a la degradacién de ecosistemas naturales o destruccién del potencial biolégico de tierras
anteriormente fértiles producto de las modificaciones climaticas y actividades humanas, aumentadas
por los procesos naturales, siendo los sectores mayormente vulnerables a la desertificacion las tierras
denominadas secas, las cuales corresponden a areas aridas, semiéridas y subhimedas (Whitford
2002, UNCCD 2014).

2.1.1 Causas del cambio climético

Entre las principales causales del cambio climético se pueden identificar las de origen natural y
antropicas. Los impulsores naturales del cambio climatico se asocian: variaciones solares, cambios en
la inclinacion del eje de la tierra, volcanismo y biodiversidad, mientras que dentro de los impulsores de
origen antropicos se pueden considerar: el crecimiento poblacional, la contaminacion, energia y uso

de recursos, agricultura, urbanizacién, transporte y actividad industrial (Steffen et al., 2004).

2.1.2 Consecuencias del cambio climético

Variadas son las problematicas derivadas del cambio climatico, siendo algunas de ellas la
disminucién de la superficie terrestre cubierta por nieve o hielo, reduciendo el tiempo en que algunos
lagos y rios permanecen congelados durante el afio, el aumento en el nivel medio del mar, cambios en
los patrones de precipitacion, velocidad de los vientos, nubosidad y en la frecuencia e intensidad de
eventos climaticos extremos, siendo un ejemplo de esto UGltimo el aumento de frecuencia e intensidad
tanto del fenédmeno | como “El Nifio” y su complemento “La Nifia” durante el siglo XX (Fedorov y
Philander, 2000; IPCC, 2001; Jones et al., 2001).



En términos de calidad de aire, se ha registrado un aumento en la concentracion de CO:
atmosférico — principal gas de invernadero después del vapor de agua — en los Ultimos 250 afios,
aumento que se atribuye principalmente a las diversas actividades humanas, aumentando de 280 ppm
en 1750 a 353 ppm en 1990, y sigue en aumento a una tasa de 1.8 ppm por afio, estimandose que se
alcanzara entre 550 y 700 ppm para el afio 2050 (Bazzas et al., 1990).

Las zonas de clima arido y semiarido suelen presentar suelos salinos, principalmente debido al
aumento en la concentracion de sales producto de la generacion del desequilibrio en el balance
hidrico del perfil del suelo. Este desbalance hidrico es generado por la alta pérdida de agua en el
suelo debido a la evapotranspiracién en comparacion a su entrada, proveniente de la precipitaciéon en
estas zonas climaticas. En otras palabras, el agua disponible en el suelo es absorbida y transpirada
por las plantas y, a la vez, se evapora directamente desde el suelo — proceso de evapotranspiracién —,
sin embargo, las sales solubles de la solucién de suelo no son evaporadas, por lo que se van
concentrando en la superficie, llegando a formar una pelicula de aspecto blanquecina en la capa
externa del suelo formada por costras de diferentes sales, generandose asi la salinizacion de forma
natural (Paniza-Cabrera, 2002).

2.1.3 El cambio climatico y sus efectos sobre la agricultura

Entre los afios 1850 y 2010, la temperatura de la Tierra aumenté a una razén de 0,5 °C por siglo,
sin embargo, dicha razén aumenté a partir del afio 1900 de 0,7 °C, a 1,3 °C a partir de 1950y a 1,8 °C
durante los ultimos 35 afios. Los dltimos 20 afios se encuentran entre los mas calurosos desde que se
comenz6 a llevar registro de las temperaturas. Desde 1981, se han perdido 40 millones de toneladas
anuales de cebada, maiz y trigo debido al calentamiento global -lo que al afio 2002 equivale a USD 5
mil millones- (Lobell y Field, 2007), aungue estas fueron compensadas con los mayores rendimientos
logrados a partir de mejoras genéticas desarrolladas en materia de cultivos y de otros avances
agrotecnolégicos. Pareceria que, mas alla de lo que se ha advertido en los ultimos 50 afios, las altas
temperaturas estacionales pueden generalizarse alin mas en diversas zonas de Mesoamérica y

América del Sur en lo que resta de este siglo (Battisti y Naylor, 2009).

Se estima que las temperaturas podrian aumentar entre 0,4 °C y 1,8 °C para el afio 2020, y este
incremento se acentuaria alin mas en las zonas tropicales. Las altas temperaturas (en especial
cuando los aumentos superan los 3 °C) afectaran considerablemente la productividad agricola, los
ingresos de los productores y la seguridad alimentaria. Diversos cultivos que representan fuentes
esenciales de alimentacion para grandes poblaciones que padecen inseguridad alimentaria veran
seriamente afectados sus rendimientos, aunque pareceria que los escenarios son mas inciertos para
algunos cultivos que para otros (Lobell et al., 2008). Por ejemplo, el rendimiento del grano de arroz

disminuye un 10 por ciento por cada incremento de 1 °C en la temperatura al aproximarse la estacion
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seca (Peng et al., 2004), en tanto que se espera una pérdida del 10 por ciento en la produccion de

maiz para el afio 2055 (Jones y Thornton, 2003).

Por otro lado, el calentamiento global podria resultar beneficioso para el trigo en algunas regiones,
aunque este cultivo podria ver reducida su productividad en forma considerable en aquellas zonas
donde actualmente ya se registran temperaturas éptimas o bien podria extenderse a ambitos mas
frios o templados en donde aln no se desarrolla (Ortiz et al., 2008). Asimismo, la presencia de
numerosos insectos y acaros perjudiciales para los cultivos podria ir en aumento, con motivo de las

crecientes temperaturas y las mayores concentraciones de dioxido de carbono (CO2) en la atmésfera.

2.1.5 Contexto nacional

En Chile, el cambio climatico se traduce en un incremento de las temperaturas, lo que puede
afectar negativamente a especies que presenten requerimientos de vernalizacion para inducir cambios
en sus estados de desarrollo (Abdén y Meza, 2008). Ademas, se espera que ocurra una aceleracién
del desarrollo de los cultivos, lo que puede afectar el rendimiento, ya que se reduce el periodo de
intercepcién de radiacién solar. Asimismo, se espera que incrementos de la temperatura impliquen
una mayor evaporacion lo que se traduce en un aumento de los niveles de salinidad en los suelos.
(Abdon y Meza, 2008)

No obstante, debido a que en el proceso de evaporacion intervienen muchos factores
meteorolégicos (por ejemplo, radiacién neta, velocidad del viento, déficit de presion de vapor, etc.),
existe incertidumbre sobre la magnitud final de los impactos del cambio climatico. Mas aun, puede
darse la paradoja que, si bien la intensidad de la evaporacion aumente, la reduccién del periodo de
desarrollo sea tal que la demanda acumulada de agua no sufra modificaciones o incluso disminuya
(Abdon y Meza, 2008). La precipitacion es probablemente el principal recurso para la productividad de
los cultivos y el elemento climatico que va a condicionar en ultimo término la respuesta de las
especies vegetales. Es poco probable el desarrollo vegetal sin acceso oportuno y en las cantidades
apropiadas al recurso hidrico. De esta forma, aun cuando se visualicen potenciales beneficios en las
nuevas condiciones climaticas, si la oferta de agua (precipitaciones y riego) es restringida, el resultado
sera invariablemente negativo para los cultivos y por ende para la seguridad alimentaria (Abdén y
Meza, 2008).

En Chile, la degradacién de la tierra, la desertificacién y la sequia son factores substantivos y que
inciden directamente en la vulnerabilidad del pais ante los impactos del cambio climatico. Con
respecto al grado de afectacion de la desertificacion en el pais, se estima que un 64,2% de la

superficie nacional se encuentra afectada en algun nivel, lo que representa 48.334.300 hectareas del
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territorio continental, con 8,3 millones de personas viviendo en areas afectadas y 1,7 millones de
personas que se encuentran afectadas directamente en algin grado de desertificacion, degradacion
de la tierra y sequia (Emanuelli et al., 2015). Desde 1997-99 hasta la actualidad ha habido notorios
avances en el estudio de la desertificacion. El mas reciente diagnostico sobre desertificacién en Chile
fue realizado para la publicacién del Programa de Accién Nacional de Lucha contra la Desertificacion,
la Degradacion de las Tierras y la Sequia (PANCD Chile 2016-2030). En éste se examiné la amenaza
de desertificacion de los suelos del pais. Respecto a la situacién de desertificacion en Chile, se
considera que afecta a un 21,7% del territorio continental en alguna de sus categorias, ya sea leve,
moderado o grave, lo cual corresponde a 16.379.342 hectareas, con una poblacion bajo riesgo de
desertificacidon de 6.816.661 habitantes; es decir, un 37,9% de la poblacion, distribuidas en 156 de las
comunas del pais. El riesgo de desertificacion se estima considerando la aridez, la erosividad de la
lluvia, la erodabilidad del suelo, la cubierta vegetal, mas los incendios forestales y el factor

socioeconémico.

2.3 Salinidad

La salinidad hace referencia a una elevada concentracion de sales en el suelo, lo que perjudica el
desarrollo y crecimiento de las plantas, principalmente debido a la toxicidad y disminucion en el
potencial osmético del suelo. Frecuentemente se encuentran condiciones de salinidad originadas por
NaCl, sin embargo, los suelos salinos suelen presentar distintas combinaciones de sales, siendo las

mas comunes las combinaciones de cloruros y sulfatos de Na*, Ca?*, Mg?* (Jenks y Hasegawa, 2005).

Las altas concentraciones de sodio en los suelos no sélo perjudican las plantas directamente, sino
también degradan la estructura del suelo, disminuyendo la porosidad y la permeabilidad del agua
(Jenks y Hasegawa, 2005). Estos suelos, que se caracterizan por presentar propiedades fisicas y
quimicas desfavorables para el crecimiento y desarrollo de los cultivos que en ellos se desarrollan,

necesitan practicas especiales para su mejoramiento y manejo (Mashali, 1999).

2.3.1 Origen de la salinidad de los suelos

El origen de la salinidad en los suelos puede estar determinado por dos motivos, debido a
procesos naturales, a la cercania y la altura sobre el nivel del mar, la intemperizacion y la existencia
de sales, las cuales son consideradas causas primarias, agudizandose en condiciones heterogéneas
de topografia y las propiedades fisico-quimicas del perfil del suelo correspondientes a textura,

estructura, porosidad, permeabilidad, capacidad de retencién de humedad y al intercambio catiénico.

Debido a lo anterior es que, tanto en regiones &ridas como semiéridas, esta situacion es

predominante, inclusive, en los climas tropicos seco y templado seco con mayores promedios de



precipitacion anuales, pero con periodos secos prolongados, es posible la ocurrencia de procesos de

salinizacion (Alvarez et al., 2008).

Adicional a los procesos naturales de salinizacién, la conversiéon a suelos salinos puede ser
resultado de las incorrectas practicas agricolas del suelo y al manejo inadecuado del agua destinada a
irrigacién, lo que facilita la movilizacion de las sales dentro del suelo y el transporte de las mismas
hacia sitios especificos. Dicho proceso es conocido por proceso de salinidad antréfica, debido a que
su origen se radica en el desarrollo de la sociedad humana (Summer, 1993; Rozema, 1996; Mashali,
1999).

2.3.2 La salinidad, un problema para los cultivos

Las zonas de clima arido y semiarido suelen presentar suelos salinos, principalmente por la
concentracion de sales como consecuencia del desequilibrio en el balance hidrico del perfil del suelo,
ya que la evapotranspiracion es mayor a la precipitacion en estas zonas climéticas. El agua del suelo
es absorbida y transpirada por las plantas y a la vez se evapora directamente desde el suelo
(evapotranspiracién), sin embargo, las sales solubles que contiene el agua no se evaporan y se van
concentrando en la superficie, llegando a formarse una pelicula en la capa externa del suelo formada
por costras de diferentes sales. Asi, en las tierras aridas y semiaridas, donde la evapotranspiracién es
mayor que la precipitacion, se generan suelos salinos de forma natural (Paniza-Cabrera, 2002). La
alta salinidad en el suelo causa considerables pérdidas en el rendimiento en una amplia variedad de
cultivos alrededor del mundo. La salinidad puede inhibir el crecimiento de la planta y reducir la
productividad, principalmente por tres factores: el déficit hidrico, la toxicidad por iones y el desbalance
nutricional (Munns, 2002). Dentro de los efectos mas evidentes inducidos por un aumento en la
salinidad, se puede evidenciar una reduccién de la tasa de crecimiento a nivel generalizado,
obteniendo hojas mas pequefias, menor estatura, y a veces menor nimero de hojas (Munns y
Termaat, 1986; Jacoby, 1994). Adicionalmente, aumentos en la salinidad se pueden evidenciar a
través de una disminucién en las tasas de germinacion y del desarrollo radicular (Ruiz-Carrasco et al.,
2011).

El efecto inicial y primario de la salinidad, especialmente de bajas a moderadas concentraciones,
se debe a sus efectos osmoéticos (Munns y Termaat, 1986; Jacoby, 1994), mientras que los efectos a
altas concentraciones se asocian principalmente a efectos idnicos (Munss, 2002). Otra respuesta
fisioldgica de las plantas a la salinidad se evidencia en la disminucién de la conductancia estomatica;
de esta forma se reduce la transpiracion evitando la sequia fisiolégica para mantener la turgencia de
las células (Bernstein, 1961; Porta et al. 1994; Salisbury y Ross, 2000).



El cierre de estomas reduce el ingreso de CO:2 inhibiendo la fotosintesis, dando como resultado la
reduccién en la sintesis de fotosintatos. En general, la consecuencia es la disminucién en la
produccion de biomasa, puede evidenciarse en estructuras como raices, hojas, tallos y semillas, asi
como en atributos relacionados con el area foliar y la altura de las plantas (Bernstein, 1961; Porta et
al., 1994; Salisbury y Ross, 2000).

2.3.5 Mecanismos de tolerancia a salinidad

A lo largo de la evolucién, diferentes especies con valor comercial, han desarrollado mecanismos
de tolerancia a diferentes estreses presentes en el medio, siendo los mecanismos de tolerancia a

estrés salino algunos de ellos. Estos mecanismos se encuentran detallados a continuacion:

a) Ajuste Osmdtico:

La osmorregulacion o ajuste osmético, que llevan a cabo las plantas al crecer, en condiciones de
salinidad, confiere a estas la capacidad de tolerar condiciones de escasez de agua y salinidad
elevada, con la expresiébn de mecanismos adaptativos, que consisten en disminuir su potencial
osmético interno para compensar el potencial osmético externo y, de esta manera, mantienen la
actividad enzimatica, evitan la disminucién de la fotosintesis, las alteraciones en la traslocacion, la

distribucion de los fotoasimilados y las consecuentes pérdidas de rendimiento (Szabolcs, 1994).

Las plantas han desarrollado este mecanismo de ajuste osmotico que les permite mantener la
absorcién de agua y la presién de turgencia bajo condiciones de estrés. El ajuste osmaético esta
basado en la acumulacién activa de solutos, utilizando tanto iones tales como Na* y K* y sintetizando
solutos organicos compatibles, como por ejemplo prolina, colina, glicina-betaina, betaina, polioles y
azucares solubles (Zhu, 2002). Sin embargo, la acumulacién de iones no reviste gran importancia en
la tolerancia por ajuste osmotico en algunos cultivos como es el caso del arroz, debido a que la
tolerancia se asocia con la exclusiéon de Na* y a una mayor capacidad de absorcién de K+ (Kumar et
al., 2009).

El estudio de los niveles de prolina en arroz durante la respuesta a estrés salino, ha sido uno de los
mecanismos de osmorregulacion mas estudiados (Su y Wu, 2004). Existen suficientes referencias
como para asegurar que la prolina libre se acumula en un rango bastante amplio de plantas expuestas
a situaciones de estrés, tanto bidtico como abidtico (Karimi et al., 2005) atribuyéndole determinado

grado de tolerancia a las plantas que tienen mayor capacidad de sintesis de prolina al estar sometidas
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a estrés salino (Chaman, 2007). En cuanto al papel que juega la prolina frente al estrés salino, se

sugieren funciones que pueden estar mejorando el estado de la planta ante situaciones de esta indole.

Este aminoacido parece estar vinculado a diversos procesos, como, por ejemplo:

1) Es fuente de energia en la regulacion de los potenciales redox.

2) Es protector de las funciones celulares mediante la captura de especies reactivas de oxigeno.

3) Es estabilizador de proteinas, membranas y estructuras subcelulares.

4) Actia como compuesto de reserva y fuente de nitrdgeno, importante para el crecimiento
inmediato luego de un estrés.

5) Se observo que, bajo un sistema libre in vitro, cumple la funcién de aliviar los efectos del NaCl
sobre la actividad enzimatica de la RubisCO (Munns y Tester, 2008). Aun cuando el ajuste osmético
por la adopcion de cualquiera de los mecanismos facilita a las plantas la toma de agua en condiciones
de estrés salino, la magnitud de las pérdidas de rendimiento inducida por la sal no puede atribuirse a
un solo factor. Diferentes factores fisioldgicos, bioquimicos en diferentes etapas de las plantas pueden

estar involucrados (Munns, 2002)

b) Homeostasis i6nica

En un ambiente salino, siempre que el ingreso pasivo de Na+ aumente su concentracion en el
citoplasma por encima de un valor critico, se inicia el proceso homeostatico de exclusiéon de Na+ del
citoplasma (Szabolcs, 1994). La homeostasis de las concentraciones ionicas intracelulares es
fundamental para el normal desarrollo de las células. Se requiere una correcta regulacion del flujo
iGnico para mantener una baja concentracién de iones toxicos y una éptima concentracion de aquellos
que son esenciales. Ante una situacién de estrés salino, la regulacién de la absorcion de K* y la
prevencion de entrada de Na*, el flujo de Na* de la célula y la utilizacién de Na* para el ajuste
osmético, son estrategias comunes utilizadas por las plantas, lo cual permite mantener una éptima
relacién K*/Na* en el citosol (Munns y Tester, 2008) Para la homeostasis i6nica se ha planteado la
existencia de antiportadores Na*/H* en el plasmalema (SOS) y en el tonoplasto (“NHX”) que utilizan
gradientes de H* creados por las H*-ATPasas, tanto citoplasméticas como vacuolares, y por la
pirofosfatasa del tonoplasto, los cuales permiten intercambiar H* por Na*. En estudios realizados en
plantas de arroz sometidas a condiciones de salinidad, se ha planteado que el gen “NHX1” del
antiportador Na*/H* de tonoplasto, es inducido por salinidad y por incremento de ABA lo que relaciona
a este transportador con la tolerancia al estrés ocasionado (Shi et al., 2002). Entre los mecanismos
descritos que confieren homeostasis i6nica, se destaca la activacion del antiportador Na*/H* (SOS1),

proteina involucrada en el eflujo de Na* de la membrana plasmatica de células vegetales.
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La presencia del antitransportador Na*/H* (SOS1), puede ser una alternativa que indique respuesta
a salinidad en las plantas, ya que autores como Shi et al. (Shi et al., 2002) y Munns y Tester (Munss y
Tester, 2008) indican que, en la interfase suelo-raiz, SOS1 pudiera actuar extrayendo el exceso de
iones Na* de las células epidérmicas de la raiz. Los analisis de la distribucién de Na* entre la raiz y los
meristemos en mutantes SOS1 de Arabidopsis thaliana en diferentes condiciones salinas, indican que
SOS1 también participa en la redistribucién de sodio entre las raices y los meristemos por una via
compleja (Munns, 2005; Shi et al., 2002). Segun Shi et al. (Shi et al., 2008; Shi et al, 2000) el SOS 1
juega un papel importante en la tolerancia de las células del meristemo, como en el crecimiento de la
punta de las raices y en el apice de los brotes ya que estas células no presentan vacuolas grandes

para la compartimentacién del Na*.

Esta homeostasis intracelular es importante para la actividad de varias enzimas citosélicas, para
mantener la potencial transmembrana y producir un apropiado contenido osmético con el fin de regular
el volumen celular (Munns y Tester, 2008; Parida y Das, 2005).

c) Desintoxicacion de ROS

Las plantas emplean antioxidantes, tales como ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa
(GR), carotenoides y enzimas detoxificantes, como por ejemplo superéxido dismutasa (SOD),
catalasas (CAT) y enzimas del ciclo del glutation-ascorbato, con el fin de combatir el estrés oxidativo
causado en condiciones salinas. Diversas sefales de estrés abi6tico convergen en cascadas de
MAPK (del inglés Mitogen-Activated Protein Kinase) regulando los sistemas de defensa antioxidantes
(Parida y Das, 2005). Numerosos informes han demostrado el aumento de SOD, APX y GR en la
respuesta al estrés salino (Vaidyanathan et al., 2003). Al respecto, algunos resultados han sido
observados en citricos, donde una peroxidasa y sus correspondientes genes son sobre expresados
bajo condiciones de estrés salino (Ben-Hayyim et al., 2001), en el cultivo del arroz, donde se asocia
una mayor expresion del sistema antioxidante en los cultivares tolerantes (Moradi e Ismail, 2007). De
esta manera, estos sistemas antioxidantes confieren tolerancia a aquellos cultivares que en
condiciones salinas tengan altos niveles en sus tejidos, tanto constitutivamente como inducidos por el
estrés. Los resultados que aparecen en la bibliografia indican que el aumento de la resistencia al
estrés salino parece estar asociado, al menos en parte, a la capacidad de las especies mas tolerantes

de supra-regular sistemas antioxidantes y asi aliviar el dafio oxidativo asociado (Mittova et al., 2002).
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2.4 El cultivo de lechuga

La lechuga (Lactuca sativa L.) pertenece a la familia Asteraceae y es probablemente originaria de
Asia Menor. Su uso se remonta, por lo menos, a 500 afios a.C., e incluso se han encontrado indicios
de su uso en antiguos escritos de la cultura egipcia que datan del 4.500 A.C. (ODEPA, 2002)

Es la planta mas importante entre las hortalizas de hojas que se consumen crudas. Desde el punto
de vista alimenticio, posee un escaso valor nutritivo, con un alto porcentaje de agua; solamente
presenta un aporte de fibra y de vitamina E en la dieta humana. Ademas de su utilizacibn como
alimento, es posible reconocer en ella otras propiedades, como por ejemplo antitusigeno,
tranquilizante y somnifero, todas asociadas a los principios activos presentes, lactucina y lactupicrina
(ODEPA, 2002).

Esta especie requiere para su desarrollo climas frescos y himedos. En general es resistente a
bajas temperaturas en sus primeras etapas de desarrollo, aunque cercano a la época de cosecha este
factor puede producir dafios que reducen la calidad del producto. Las altas temperaturas producen
emisiones prematuras del tallo floral, guemaduras en las hojas y mermas en la calidad y presentacion
del producto final (ODEPA, 2002).

Las variedades se agrupan en tres grupos: de hoja o de amarra (variedad crispa); repolladas o de

cabeza (variedad capitata) y romanas o costinas (variedad longifolia) (ODEPA, 2002).

Dentro del grupo de las hortalizas, la lechuga (Lactuca sativa) es una especie sensible a la
salinidad, pero dicha sensibilidad varia dentro de la misma especie segun la variedad que se
considere. Los valores umbral para las especies de lechuga estan en el rango de 1,0 a 1,4 dS m-1
(0,6 a 0,9 g/l), y la pendiente para la disminucién del rendimiento, desde 6,2% hasta 8% por dS m-1
(Maas, 1986).

2.4.1. Situacién nacional del cultivo

En Chile se cultivan aproximadamente 6847 hectareas de lechugas anualmente (promedio afios
2009 a 2014) con una concentracion de la produccion en la regidon metropolitana (2133 has, afio
2016). Durante el afio 2016 la superficie plantada fue de 6139 hectareas y se estima una produccion
anual de 300 millones de unidades, equivalentes a alrededor de 75 mil toneladas, donde toda la

produccion tiene como destino el mercado nacional, (ODEPA, 2016).
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La produccion se concentra en la Region Metropolitana con un 46%, el 21% en la de Coquimbo y
un 18% en la Region de Valparaiso (ODEPA, 2008).

2.4.2 Variedades cultivadas en Chile

Se agrupan en cuatro grupos bastante definidos: a) lechuga de hojas o de amarra (L. sativa L. var.
capitata), b) lechugas repolladas o de cabeza (L. sativa L. var. crispa), ¢) lechugas Cos o romanas (L.
sativa L. var. longifolia), y d) lechugas de cortar (L. sativa L. var. acephala) (GIACONI y ESCAFF,
2001).

Lactuca sativa L. var. crispa: Corresponde a las lechugas que forman cabezas, mal llamadas
escarolas en Chile. Forman numerosas hojas de borde irregularmente recortado (crespo). Las hojas
externas se disponen abiertamente y las més nuevas e internas forman un cogollo o grumo central
compacto, llamado cabeza. Las lechugas de este tipo son de mayor tamafio, y pueden llegar a pesar
mas de 1 kg, presenta un periodo de siembra a cosecha largo (mas de 100 dias). Es la variedad que
mas se utiliza en Estados Unidos y en muchos paises, por esa razon existe una amplia disponibilidad
de cultivares, siendo los mas representativos Climax, Empire, Great Lakes 659, Great Lakes 118,

Merit, Mesa 659, Minetto, Salinas y Vanguard.

Lactuca sativa L. var. capitata: Corresponde a las lechugas conocidas como de amarra, donde se
encuentran las lechugas mantecosas o espafiolas. Se caracterizan por presentar hojas lisas,
orbiculares, anchas, sinuosas y de textura suave 0 mantecosa; ademas las hojas més internas forman
un cogollo amarillento al envolver las més nuevas. Dentro de esta variedad se encuentran cultivares
de menor tamafio de planta y de ciclo vegetativo més corto (55 a 70 dias) que las otras variedades,
por lo que en algunos paises son los mas usados para la producciéon en invernadero. La mayoria de
los cultivares mas tradicionales utilizados en Chile pertenecen a esta variedad botanica, por ejemplo,

Milanesa, francesa, Maravilla de Cuatro Estaciones, Reina de Mayo, Trocadero y White Boston.

Lactuca sativa L. var. longifolia; A este grupo pertenecen las lechugas romanas 0 cos, conocidas
en Chile como costinas. La planta se caracteriza por desarrollar hojas grandes y erguidas, de 20 a 30
cm de largo y 6 a 10 cm de ancho, con nervadura prominente, superficie ligeramente ondulada, y con
borde irregularmente denticulado. Presentan un tallo largo y forman una cabeza cénica o cilindrica,
por su disposicion erecta, pueden alcanzar un peso de hasta 2 kg. Los cultivares méas conocidos son 8
Conconina, Corsica, Costina Abarca, Parris Island, Romabella, Odessa y Oreja de Mulo. Lactuca
sativa L. var. acephala: Corresponde a las lechugas de cortar o de hojas sueltas ("loose leaf"), se

caracteriza por no formar cogollo, sino que sus hojas se presentan sueltas, no envolventes. Se
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encuentran principalmente en huertas caseras, ya que sus hojas se pueden ir cosechando
individualmente, aunque igual se comercializan enteras. Los cultivares més tradicionales son Grand
Rapids, Lollo Rossa, Salad Bowl, Simpson y Red Sails. Su uso no es muy frecuente en Chile, aunque

se produce su semilla para exportacién (Krarup y Moreira, 1998).

2.5. Microorganismos antarticos

El continente antartico presenta condiciones naturales extremas, es aqui donde viven diversos
microorganismos (e.g., hongos y bacterias) que han demostrado proporcionar beneficios a la
vegetacion expuesta bajo condiciones propias del continente como baja disponibilidad de nutrientes,
escasez de agua, bajas temperaturas y salinidad (Upson et al., 2009). Por lo tanto, los
microorganismos antarticos asociados a las raices podrian ser una estrategia muy util para las plantas

frente al estrés salino presente en ambientes aridos o en condiciones sequia (Fardella et al., 2014).

De acuerdo con un estudio realizado por Molina-Montenegro (Molina-Montenegro et al., 2016),
mostraron que las inoculaciones con microorganismos aislados de plantas antarticas mejoraron el
rendimiento ecofisioldgico y el rendimiento de la biomasa vegetal en lechuga (Lactuca sativa), bajo
riego normal y reducido. En adicion, las lechugas sometidas a déficit hidrico disminuyeron su
rendimiento ecofisioldgico, por tanto, la reduccion de su acumulacién de biomasa fresca. Sin embargo,
la presencia de microorganismos en las raices permite mantener una alta capacidad fotosintética y
aumento en biomasa fresca, incluso en condiciones de déficit hidrico, posiblemente debido a la mejora

de la eficiencia del uso del agua y de mecanismos osmoprotectores, presentes en estos individuos.

Resultados similares se han encontrado en otros estudios. Por ejemplo, Basahi et al. (2014)
informaron que la fotosintesis, la tasa de transpiracién y la conductancia estomatica en individuos de
lechuga se redujeron significativamente en respuesta a la reduccion en la disponibilidad de agua.
Ademas, Karam et al. (2002) mostraron que los diferentes cultivares de lechuga presentan un menor

numero de hojas y una caida de 39% en biomasa fresca, provocada por el déficit hidrico.

2.5.1 Uso de microorganismos antarticos como alternativa para enfrentar el estrés salino

Varios son los estudios que sugieren a los microorganismos (e.g., hongos y bacterias) como una
estrategia alternativa para enfrentar los efectos del cambio climatico, principalmente el déficit hidrico y
estrés salino (véase Thom et al. 2012; Coleman-Derr y Tringe 2014), pero esto rara vez se ha probado

experimentalmente (Molina-Montenegro et al., 2016)
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No obstante, los esfuerzos cientificos por encontrar nuevos y mas eficientes microorganismos
han ido méas alla de los suelos cultivables. De esta manera, la busqueda se ha concentrado en
aquellos lugares criticos para el desarrollo de la vida, donde la seleccién natural ha determinado que
diversos microorganismos faciliten la supervivencia de plantas vasculares en ambientes con un alto
grado de estrés abidtico, los microorganismos han demostrado conferir tolerancia a la sequia en
muchos cultivos por mecanismos morfolégicos y bioquimicos, tales como una mayor eficiencia del uso

del agua y una mayor tasa fotosintética (Swarthout et al., 2009).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aislamiento e identificacion de hongos radiculares

Se extrajo una muestra correspondiente a 25 raices frescas de la especie vegetal Deschampsia
antarctica (Poaceae), colectadas desde una porcion de suelo (250g) localizadas en King George

Island, ubicadas en el continente antértico, durante la temporada de crecimiento (verano).

Las raices fueron segmentadas y almacenadas en bolsas plasticas a una temperatura de 10°C.
Posteriormente fueron esterilizadas superficialmente en inmersiones sucesivas de etanol al 70% (1
min) y 2% de hipoclorito de sodio (3 min) seguido de un lavado con agua destilada. Luego de ello, los
fragmentos fueron puestos en placas Petri con agar de dextrosa de papa (PDA) mas cloranfenicol a

una concentracion de 100 g/mL. Posterior a ello, las placas Petri fueron incubadas por 6 dias a 18°C.

Las raices fueron observadas bajo un microscopio de diseccién, y al evidenciarse la emergencia de
los hongos, fueron transferidos sobre PDA. En el momento en que se presenciaron hifas, creciendo
fuera de las raices, se hizo una re-inoculaciéon en nuevas placas con medio fresco. Estos aislados
fueron mantenidos en subcultivos de esporas simples. Finalmente, las colonias individuales formadas

fueron almacenadas a 4°C hasta su utilizacién en los experimentos de campo.

Los aislados correspondieron a las especies Penicillium chrysogenum y Penicillium

brevicompactum (Molina-Montenegro et al., 2016)
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3.2 Aislamiento e identificacion de bacterias radiculares

Se colectd una muestra de suelo (particulas < 2 mm) firmemente adheridas a las raices (suelo
rizosférico) y se separ6 cuidadosamente de las raices para ser usado para el cultivo bacteriano. Se
diluy6 un gramo de suelo rizosférico en 10 ml de solucién fisiolégica estéril. Esta solucién se diluyé en
serie por 10 veces y se sembré por triplicado sobre Luria Bertani (LB) y medio agar (R2A) (Oxoid) y se
incub6é a 4 ° C durante 7 dias. Las colonias presentes en medios sélidos se purificaron mediante
placas repetidas para obtener colonias individuales (@rskov 1922). Posteriormente, las cepas
purificadas se cultivaron a 4 ° C como condicién selectiva para evaluar su tolerancia a la sal. Las

cepas puras se congelaron en un 25% de glicerol a -80 ° C para una posterior identificacion molecular.

Las células de la rizobacteria se resuspendieron en 50 ul de TE estéril (Tris / HCI 10 mM, pH 8,
EDTA 1 mM) en tubos de 1,5 ml y se incubaron a 100 ° C durante 8 min. Después se centrifugaron a
13000 g por 10 min, el sobrenadante que contenia el ADN liberado se almacené a -20 ° C y se usé6
como plantilla para la amplificacion por PCR. El protocolo de PCR comenzd con un paso inicial de
desnaturalizacion de 5 min a 94 ° C seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 ° C durante 30 s,
recocido a 55 ° C durante 1 minuto y extensién a 72 ° C durante 1 min. El protocolo se concluy6 con
una extension final adicional de 5 min a 72 ° C). La identificacién filogenética de los aislados se realiz
por secuenciacion parcial del gen 16S rRNA obtenido usando los cebadores universales 27F y 1492R
(Brosius et al., 1978). El tamafio de los amplicones vari6 de 1.2 a 1.4 Kb. Los productos de PCR se

controlaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se secuenciaron en ambos sentidos.

Las secuencias de cada cepa se analizaron con BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, base
de datos nucleotide collection nr / nt) utilizando Megablast para determinar el porcentaje de identidad
maxima, el vecino mas cercano con las secuencias disponibles en la base de datos global. Las

accesiones de las secuencias se depositaron en la base de datos de GenBank (Fig. 3.2).

16S
Maximum
Strain Genbank Nearest rRNA
NaCl
Code accession Neighbor similarity
tolerance (%)
(%)
Dal KX268492 | Arthrobacter sp. 100 5
Da2 KX268493 | Planococcus sp. 99 5
Da3 KX268494 | Arthrobacter sp. 100 5
Da4 KX268497 | Arthrobacter sp. 100 5
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Fig. 3.2 Clasisficacion de especies bacterianas del ensayo, fuente: genbank.com

3.3 Montaje del experimento

Para este ensayo se sembraron semillas de lechuga (var. Romana) en bandejas de almacigos
(speedlings) durante el mes de abril del afio 2017. Posterior a esto, las bandejas fueron ubicadas en
un invernadero en condiciones de control ambiental (invernaderos de la Universidad de Talca, Talca,
Chile) (Fig.3.3)

Fig.3.3 Ubicacion del invernadero, Universidad de Talca (Fuente: Google Earth)

Luego de dos a tres semanas posteriores a la germinacién y una vez evidenciado el desarrollo de
las plantulas, estas fueron trasplantadas en macetas individuales de 500 cc, usando como sustrato,

tierra de transplante esterilizada (turba y perlita) y arena.

Tras un mes de desarrollo, se escogieron 100 plantas de lechuga, las que fueron divididas en
cuatro tratamientos (25 plantas por cada tratamiento) de la siguiente forma: (i) Control (s6lo agua) (ii)
Agua + inoculacion de microorganismos, (iii) Sal (200 mM) sin inoculaciéon de microorganismos y (iv)
Sal (200 m M + inoculaciéon de microorganismos). La inoculacién con hongos se realiz6 con un
concentrado de esporas (5000 esporas/g) junto con una mezcla bacterial de esporas, aislados en
laboratorios de la Universidad de Talca. La inoculacion fue repetida tres veces para asegurar la

asociacioén fungica y bacterial en los plantines de lechuga (Fig 3.4)
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Fig. 3.4 Inoculacién de microorganismos en lechuga.

Las plantas fueron regadas de forma homogénea a través de un sistema de aspersién manual,
diariamente o bien cuando el cultivo lo requeria. El sustrato utilizado fue una mezcla de arena, perlita 'y
turba en una relacion de 1:1:1, lo que permitié un buen drenaje y buena retencion de humedad. La
fertilizacion fue realizada con aplicaciones foliares del fertilizante “Fostrogen”, ademés de adiciones de
nitrégeno amoniacal (urea) cada 14 dias. El desarrollo del cultivo comprendié un tiempo aproximado

de 3 meses.

3.4 Mediciones

Se midié biomasa fresca, eficiencia fotoquimica, contenido de prolina, peroxidacién lipidica y
expresion del gen NHX1, medidas sobre hojas de L. sativa visualmente sanas en 25 individuos
correspondientes a cada tratamiento. Las mediciones fueron hechas sobre el mismo individuo a los
30, 45 y 60 dias. Al final del periodo experimental, se muestrearon individualmente lechugas, de cada
tratamiento, extrayéndolas de forma completa desde el suelo sin dafiar el sistema de raices.

Después, las raices fueron lavadas sin remover tallos ni hojas y se dejaron secar por 1 hr a la
sombra. La biomasa fresca total de ambos, raices y hojas de cada individuo fueron pesadas en una

balanza digital electronica (Boeco BBL-52; 0,01 gr- precision).
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3.4.1 Eficiencia fotoquimica

Las curvas de respuesta de la tasa de fotosintesis neta a la luz (o curvas de saturacién de luz)
proporcionan mucha informacién sobre el funcionamiento fotosintético de las hojas. En dichas curvas
(se utiliza comunmente, como medida de luz incidente, la densidad de flujo foténico fotosintético
(PPFD), o radiacion fotosintéticamente activa, (PAR), que corresponde al flujo de fotones o cuanta con
longitudes de onda efectivas para la fotosintesis (dentro del intervalo 400-700 nm del espectro de
radiacion solar que incide sobre la hoja. Los valores méaximos de PAR gue se pueden medir en un dia
soleado en latitudes medias oscilan entre 2000 y 2300 x mol de fotones-m-2-s-1 (Azcon-Bieto y

Talon, 2013)

3.4.2 Peroxidacion Lipidica

Todas las células estan rodeadas por una membrana que las separa del medio extracelular. La
membrana celular contiene proteinas que juegan papeles vitales en la interaccién de la célula con
otras células, hormonas y agentes reguladores del liquido extracelular. La estructura basica de todas
las membranas biolégicas es la bicapa lipidica, la que funciona como una barrera de permeabilidad
selectiva (Goodam, 1998). Estas son ricas en &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS) y por lo tanto
vulnerables al ataque de radicales libres que traen como consecuencia la peroxidacion lipidica. Esta
es generalmente inducida por un radical hidroxilo que sustrae un hidrégeno a la cadena lateral de un

acido graso formando un radical carbonado, lo que genera una cadena de reacciones oxidativas.

En las plantas sometidas a estrés salino, se incrementa la produccién de especies quimicas
activas de oxigeno (EAO), debido a la alteracién en la transferencia de electrones durante los
procesos de fotosintesis y respiracién (Silveira et al., 2005; Ab-dul et al., 2009), lo que provoca
procesos degenerativos de biomoléculas, tales como peroxidacién de lipidos (Shalata y Tal, 1998;
Silveira et al., 2005), oxidacién de aminoacidos y fragmentacion de proteinas (Bartels y Sunkar, 2005),
inhibiciébn de actividad enzimatica (Gueta-Dahan et al., 1997), y dafios estructurales en acidos

nucleicos (Sairam y Tyagi, 2004).

Se extrajeron 500 mg de tejido fresco de hojas de lechuga y se homogeneizaron con 2 ml de TCA
(1%) y se centrifugd a 10 000 revoluciones, durante 5 minutos. Se mezclaron 250 ml del sobrenadante

con 1 ml de TBA (0,5%) en TCA (20%). Las mezclas se incubaron en agua hirviendo durante 30 min, y
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luego se enfriaron a temperatura ambiente. La absorbancia se determiné a 532 nm y la absorbancia
no especifica a 600 nm (Hodges et al., 1999). El contenido de MDA (malodialdehido) se determiné por
su coeficiente de extincion molar de 155 mM -1 cm

3.4.3 Prolina

Este aminoacido es uno de los mas estables en condiciones de sequia, el menos inhibitorio del

crecimiento celular y posee una naturaleza altamente higroscopica. Ademas, juega un papel
fundamental en el ajuste osmético (‘Ps), funciona como soluto osmoprotector del citoplasma, provee

estabilidad a los coloides, y es una fuente de nitrégeno en condiciones de sequia (Andrade et al.1995;
Nolte et al.1997).

La concentracion de prolina tisular se determiné en plantas de lechuga en todos los tratamientos
siguiendo el método de Bate con ligeras modificaciones. Aproximadamente 100 mg de hojas
congeladas, en nitrégeno liquido, se trituraron en 1,2 ml de &acido sulfosalicilico al 3% vy el
homogenado se centrifugd a 16,000 revoluciones a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se
afiadié una alicuota del sobrenadante (1 ml) a 2 ml de reactivo de ninhidrina [2,5% de ninhidrina en
acido acético glacial-agua destilada-85% de acido ortofosférico (6: 3: 1)]. Las mezclas de reaccién se
mantuvieron en un bafio de agua a 90 ° C durante 1 h para desarrollar el color. Los tubos de ensayo
se enfriaron luego en un bafio de hielo y se afiadieron 2 ml de tolueno para separar el cromoforo. La
absorbancia de la fase de tolueno se ley6é en un espectrofotdbmetro a 525 nm, y la concentracién de

prolina se calcul6 comparando las absorbencias de muestra con la curva de prolina estandar.

3.4.4 Expresion del gen “NHX1”

El gen “AtNHX1” es responsable de codificar el antiportador vacuolar mas abundante de Na*/ H*y

de regular el transporte de K* y Na* en la vacuola (Apse et al. 1999; Zhan y Blumwald, 2001).

En la sobreexpresion constitutiva de “AtNHX1” y en homélogos de otras plantas se ha demostrado
que confiere tolerancia a la sal en una variedad de especies de plantas como resultado del aumento
de iones de sodio secuestrados en la vacuola (Yamaguchi et al. 2005). La importancia del gen
“AtNHX1” para la tolerancia al estrés salino se demostr6 alin mas cuando el ADN-T de plantas
mutantes insectivas que carecen de un antiportador de nhx1 funcional, mostraron ser mas sensibles a

la sal que Arabidopsis de tipo salvaje (Apse et al. 2003). Ademas, se encontrd que los mutantes
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“NHX1” exhiben un fenotipo alterado bajo condiciones normales de crecimiento, incluidas las células
mas pequefias, hojas mas pequefias y otras irregularidades del desarrollo asociado con la
homeostasis de K * alterada, provocada por la falta de “AtNHX1". Estos resultados sugieren que
“AtNHX1” se asocia con otros procesos celulares que no estan necesariamente relacionados con la

tolerancia a la sal.

Un estudio (Sottosanto et al, 1993) también sugiri6 que “AtNHX1” es importante para la expresion
de varios procesos celulares, incluidos los componentes de la estructura celular, procesamiento y
trafico de proteinas, y balance de energia, aunque “AtNHX1” no aparecié notoriamente, afecta la

expresién de muchos otros transportadores.

3.4.5 Biomasa Fresca

El célculo de la biomasa, definida como la cantidad de materia vegetal presente en una
determinada superficie y en un momento concreto, resulta una buena aproximacion para determinar y
evaluar el nivel de produccion de las plantas. Su determinacién suele realizarse sobre la parte aérea
de la vegetacidn, dada la dificultad de acceder a la materia enterrada y, en el caso de este tipo de
estudios, debido al bajo interés que la fraccidn enterrada supone para la explotacion ganadera

(Goémez, 2008). Para el caso de este experimento se midieron hojas y raices.

3.5 Mecanismos de proteccién

En orden de evaluar si la presencia de microorganismos radiculares antarticos regularon algunos
parametros relacionados con mecanismos potenciales que participan en la tolerancia el estrés salino,
se midio: el dafio celular por degradacion oxidativa de lipidos (peroxidacion lipidica) y niveles de
prolina. La peroxidacion lipidica es considerada como un indicador de dafio celular, y se estima
midiendo la concentracién de malondialdehido (MDA) a través del ensayo de &acido tiobarburitico
(TBA) (Egert and Tevini, 2002), mientras que las concentraciones elevadas de prolina en el tejido

vegetal se relacionan a una respuesta frente al estrés osmoético.

Para cada tratamiento se muestrearon 15 plantas de lechuga (hubo pérdidas en la poblacion inicial,
principalmente por patégenos de caracter fungico) y fueron analizadas en 3 tiempos (T0= 30 dias;
T1= 45 dias y T2= 60 dias). De cada plantula se extrajeron muestras de tejido fresco (0,5 g), las
cuales fueron congeladas y mantenidas en un frezzer a -80°C para su posterior preparacion y envio

para los andlisis en los laboratorios de la Universidad de Concepcion.
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3.6 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar (DCA). El efecto de la inoculacion enddfita
y el estrés salino sobre las caracteristicas de las plantas de lechuga se evalu6 mediante medidas
repetidas (rm) ANOVA en aquellas variables medidas a lo largo del tiempo (acumulacion de prolina,
peroxidacion de lipidos [TBARS], expresion génica “NHX1” y eficiencia fotoquimica [Fv / Fm]). El
ajuste del modelo mixto no paramétrico se realiz6 con la funcién Ime en el paquete R de nime
utilizando el individuo anidado en el tiempo como la estructura de error aleatorio. (Pinheiro et al. 2017).
Las comparaciones a posteriori para los modelos mixtos entre los grupos experimentales se realizaron
mediante la comparaciéon de sus medias marginales estimadas (EMM), segun lo confirmado por la
funcion de pares en el paquete R de emmeans (Lenth 2018). Las diferencias en la biomasa fresca
final se analizaron mediante ANOVA estandar bidireccionales independientes para cada tipo de tejido
(raiz, hoja o el individuo completo). Utilizamos la presencia de microorganismos (con: M+ o sin: M-) y
el estado de estrés (sin estrés: control, estrés salino: estrés) como variables explicativas. Cuando se
obtuvieron resultados significativos, las diferencias a posteriori entre los grupos experimentales se

analizaron mediante la prueba de Tukey Diferencias Significativas Honestas (HSD).

4. RESULTADOS

4.1 Efectos fisioldgicos del estrés salino

La eficiencia fotoquimica, medida como Fv / Fm, mostré la tendencia esperada entre las plantas
bajo estrés salino en individuos M- y M +; esto es, su rendimiento fotosintético a lo largo del tiempo
parecio verse afectado negativamente si se compara con individuos de control sin adicién de sal (Fig.
4.1a). Sin embargo, como se pudo observar entre individuos estresados en los dias 45 y 60, la
presencia de microorganismos mejoré significativamente el impacto negativo del estrés salino,
manteniendo los valores Fv / Fm por encima de 0,7., De hecho, parecié estabilizar su deterioro a lo
largo del tiempo (Fig.4.1a). Por el contrario, entre los individuos no inoculados bajo estrés, los valores
de Fv / Fm continuaron descendiendo en el dia 60 si se comparan con su rendimiento en el dia 45
(Fig. 4.1a). Curiosamente, entre las plantas sin estrés salino, la presencia de microorganismos mejora
significativamente sus valores de Fv / Fm; para el dia 45, los individuos con M+ eran 3.8% mas
eficientes en su desempefio fotoquimico que las plantas M-, y esta diferencia se mantuvo en el tiempo
(Fig.4.1a).
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Figura 4.1a Eficiencia fotoquimica en condiciones de control y estrés salino, con y sin microorganimos.

Por otro lado, como un proxy de la peroxidacién lipidica de la membrana, la cantidad de TBARS
describe el estado de estrés entre las plantas experimentales a nivel celular. En este caso, mostrd un
aumento sustancial para las plantas M+ y M- en condiciones de estrés salino, sin embargo, entre los
individuos M+ este aumento fue menos de la mitad de lo que se observd para sus homdélogos M-
(Fig.4.1b).
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Fig 4.1b Peroxidacion lipidica en condiciones de control y estrés salino, con y sin microorganimos.
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4.2 Mecanismos de tolerancia al estrés salino

Como un regulador osmético, la concentracion de prolina aument6 significativamente después de
45 y 60 dias en individuos estresados por la sal en comparacién con las plantas no estresadas
(Fig.4.2a). Sin embargo, mientras los individuos M- bajo estrés salino mostraron un aumento en la
concentracién de prolina de 32 y 48% a los 45 y 60 dias, respectivamente; para las plantas inoculadas
con microorganismos (M+), este aumento alcanza un 96 y 98% durante el mismo periodo (Fig.4.2a).
Como se esperaba, entre individuos sin adicion de sal se observé que las concentraciones medias de
prolina eran independientes del tiempo o la presencia de microorganismos. Ademas, descrita como
una respuesta genética al estrés salino (Khan et al., 2013), la expresion relativa de “NHX1” mostro
mayores cambios en el tiempo entre individuos estresados por sal, si se compara con plantas M-y M+
no estresadas. Ademas, bajo estrés salino este aumento parecié estar relacionado con la presencia
de las asociaciones de microorganismos ya que en el dia 45 el aumento de expresion relativa de
“NHX1” con respecto al valor inicial (dia 0) fue 32.2% para M- pero 58.6% para plantas M+, tendencia
que se mantuvo el dia 60 (Fig.4.2b). Curiosamente, la presencia de microorganismos también cambia
la expresién relativa de “NHX1” en condiciones no estresadas, a pesar de que se observé un aumento
significativo (8,5%) en el dia 45 entre las plantas M+, contrario a la expresion de “NHX1” de individuos
M-, que no presenta cambios a lo largo del tiempo (Fig.4.2b).
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Fig 4.2a Contenido de prolina en condiciones de control y estrés salino, con y sin microorganimos.
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Fig.4.2b Expresion del gen “NHX1” en condiciones de control y estrés salino, con y sin microorganimos.

4.3 Impacto en la productividad

El ANOVA de dos vias sobre los valores finales de biomasa fresca mostré un impacto negativo
general en las condiciones de crecimiento salino sobre la productividad (factor sal-estrés: df = 1,49; F
= 5,502; p = 0,023); sin embargo, la importancia del término de interaccion ANOVA (es decir,
microorganismos x sal-estrés: df = 1,49; F = 4,981; p = 0,031) sugiere que este efecto negativo
depende del estado de infeccion de los microorganismos. En este sentido, la reduccién de la biomasa
de la raiz s6lo se observd entre los individuos M-, como se pudo observar en los resultados a
posteriori HSD-Tukey. De hecho, para las plantas de lechuga bajo estrés salino, la ausencia de
microorganismos mostré una disminucién del 37.7% en el peso de la biomasa fresca de las raices
respecto a las plantas no estresadas, una tendencia que también se observé en la biomasa aérea con
un 30.7% en plantas bajo estrés salino, y consecuentemente entre el individuo completo (Fig.4.3).
Curiosamente, el ANOVA bidireccional para los tejidos de hojas y para todo el individuo, a pesar de
mostrar valores significativos de p para "Microorganismos" y "Estrés salino" como términos separados,
no presentd un término de interaccion significativo "Microorganismos x Estrés salino" (hojas: df = 1,49;
F=1,777; p = 0,118; planta entera: df = 1,49; F = 3,047; p = 0,0871). Esto sugiere un papel de ambos

factores en los resultados observados, sin embargo, con una aparente independencia entre ellos. A
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pesar de esto, las diferencias significativas a-posteriori en cualquiera de las variables de biomasa s6lo
se pudieron observar entre plantas M- estresadas y no estresadas (Fig.4.3). Por el contrario, entre
plantas de lechugas M+ estresadas por sal y no estresadas, no encontramos ninguna evidencia

estadistica de diferencias entre el peso fresco medio de los tejidos de raiz u hojas, ni para el individuo

completo.
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Fig.5 Plantas de lehuga bajo los distintos tratamientos
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos después de la inoculacion de plantas de lechuga con una mezcla de
microorganismos en nuestros experimentos, muestran una diferencia significativa en el tamafio del
individuo inoculado frente a individuos no inoculados bajo tratamiento con sal (Fig.5).
Complementariamente, la eficiencia fotoquimica fue mayor en los individuos inoculados que en los no
inoculados, incluso en individuos inoculados en condiciones de control (Fig.4.1a). Otros estudios han
informado una reduccion de la fotosintesis y la ganancia de biomasa en plantas de lechuga bajo
estrés hidrico (Bashai et al., 2014; Karam et al., 2002). En este sentido, nuestros resultados muestran
un efecto positivo en la biomasa y la eficiencia fotoquimica, cuando estan presentes las rizobacterias

tolerantes a la salinidad y hongos enddfitos.

Varios estudios han demostrado que las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (su sigla en
inglés PGPR) mejoran efectivamente el crecimiento de varios cultivos agricolas bajo condiciones de
estrés por salinidad (Kim et al., 2014; Kaushal y Wani, 2016; Orhan, 2016; Qin et al., 2016; Singh y
Jha, 2016; Etesami, 2018). Se ha predicho o se ha demostrado que los mecanismos mediante los
cuales mejoran el crecimiento incluyen la acumulacién de osmolitos tales como aminoacidos y sus
derivados (por ejemplo, glutamato, prolina, péptidos y aminoacidos N-acetilados). En nuestro trabajo,
el contenido de prolina aumenta drasticamente en individuos inoculados bajo tratamiento con sal. La
acumulacion de prolina en plantas no inoculadas bajo tratamiento con sal, sin embargo, es menor y
muestra un efecto directo de microorganismos en su produccion. Se proponen varias funciones para la
acumulacion de prolina en tejidos expuestos a condiciones ambientales adversas: estabilizacion de
membranas evitando la filtracién de electrolitos (Shahid et al., 2014), manteniendo la turgencia celular
y el equilibrio osmético (Ben Ahmed et al., 2011) y antioxidantes (Hayat et al., 2012). En nuestro
ensayo, las plantas inoculadas mostraron mayor tamafio que las plantas no inoculadas bajo estrés
salino, tal vez debido a una disminucion en los efectos del estrés oxidativo que impone a los iones
durante el estrés salino, esto es consistente con las medidas de TBARS en las plantas inoculadas. La
peroxidacion lipidica medida como TBARS en plantas bajo tratamiento salino en nuestro trabajo,
mostré un aumento de casi tres veces respecto a individuos inoculados bajo tratamiento salino
apoyando el papel de la prolina en la estabilizacion de membranas bajo estrés salino y disminucion del
efecto de los efectos oxidativos del estrés salino.

Varias funciones se han asociado con antiportadores “NHX1”, que incluyen homeostasis de pH,
Na* y K* (Leidi et al., 2010; Bassil y Blumwald, 2014), expansién celular (Apse y col., 2003), tolerancia
a la sal (Hernandez et al. 2009, Bassil y Blumwald, 2014) y, muy recientemente, la organizacién de
microtubulos y el crecimiento direccional de las raices (McCubbin et al., 2014). Un modo generalmente
aceptado de operacién de “NHX1” da como resultado el transporte de K* o Na* a la vacuola o
endosoma a cambio de eflujo de H* al citosol (Bassil y Blumwald, 2014), que también contribuye a la
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absorcion de K*, capturando K* en vacuolas para almacenamiento celular, generacion de turgencia y
regulacion de pH. K* y, en algunos casos, Na* evitando asi las relaciones téxicas de Na* -K* en el
citosol mientras se acumulan solutos para el equilibrio osmético. Por lo tanto, K* podria tener un
importante papel osmoético en las células vegetales, y la acumulacion vacuolar de este elemento es
una caracteristica especialmente crucial para las plantas bajo estrés osmoético (Jiang et al., 2010). Por
ejemplo, el PGPR B. subtilis también puede disminuir la absorcién de cantidades excesivas de Na* por
las raices de las plantas mediante la regulacion negativa de la expresion del transportador K* de alta
afinidad (HKT1) en las raices de las plantas afectadas por la salinidad (Zhang et al., 2008; Qin et al.,
2016). Ademas, estos PGPR facilitan la recirculacion de Na* de la raiz desencadenando la induccién
de “HKT1” en los brotes (Zhang et al., 2008). El efecto de los enddfitos flngicos se ha demostrado en
otros modelos y con otras especies de hongos enddfitos. Piriformospora indica es un endofito fungico
aislado de suelo desértico de la India, capaz de colonizar raices de cebada, maiz y Arabidopsis con
efectos positivos en aquellas plantas bajo estrés salino. Este endofito aumenta la expresion de “NHX1”
en plantas de Arabidopsis cultivadas en sal respecto a plantas no inoculadas (Abdelaziz et al., 2017).
En nuestro estudio, las plantas de lechuga inoculadas indujeron transcripciones de “NHX1” y aunque
los niveles de contenido celular y vacuolar de Na* no fueron medidos, los efectos de la alta
concentracién de iones no se visualizaron en las plantas inoculadas.

El uso de microorganismos asociados a plantas provenientes de sitios extremos aparece como una
poderosa herramienta para mejorar la tolerancia al estrés salino en cultivos no tolerantes. Sin dudas,
la Antartica podria ser uno de los mejores lugares para encontrar microorganismos con caracteristicas
de PGPR Yy las plantas vasculares antarticas podrian albergar muchos hongos enddfitos con usos

biotecnolégicos insospechados.
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6. CONCLUSIONES

e Las plantas inoculadas con microorganismos antarticos aumentaron en un 14,2% la eficiencia
fotoquimica en condiciones de estrés salino frente a las plantas no inoculadas, para el tiempo final (60

dias).

e Las plantas inoculadas con microorganismos antarticos disminuyeron en un 60% el dafio
celular producto de la peroxidacion lipidica, en condiciones de estrés salino frente a las plantas no

inoculadas, para el tiempo final (60 dias).

e Las plantas inoculadas con microorganismos antarticos mejoraron en un 20% la acumulacion
de prolina en el tejido vegetal, en condiciones de estrés salino frente a las plantas no inoculadas, para

el tiempo final (60 dias).

. En las plantas inoculadas con microorganismos antarticos, la expresién del gen “NHX1”
present6é un alza de un 21% aprox. vs las plantas no inoculadas, en condiciones de salinidad para el

tiempo final (60 dias)

e En las plantas inoculadas con microorganismos antarticos la biomasa fresca aument6 en un

25% aprox. vs las plantas no inoculadas, en condiciones de salinidad para el tiempo final (60 dias).

Por lo anterior, queda demostrado que el uso de microorganismos antarticos en condiciones de
salinidad, en el cultivo de lechuga, tiene un impacto positivo en la productividad, en la fisiologia del
cultivo y en los mecanismos osmoprotectores de las plantas, por lo que en un futuro cercano podria
suponer una alternativa factible para la produccion de cultivos a escala agricola en Chile y el mundo

en escenarios de salinidad promovidos por el cambio climatico.
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