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RESUMEN

Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y Centrosema molle cv.
CIAT-184, son leguminosas forrajeras promisorias para el desarrollo de la
ganaderia en Cuba, las cuales han sido utilizadas para la alimentacion animal por
sus propiedades nutritivas. La busqueda y la creacién de variedades y/o genotipos
tolerantes a estrés salino, constituye un tema de actualidad e interés mundial. Sin
embargo, para la seleccion de los mismos se precisa del conocimiento relativo a
los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos antiestrés en las plantas. Esto permite
establecer cuales indicadores pueden ser considerados como eficaces, para la
seleccidon de los genotipos o variedades mas tolerantes a salinidad. El presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar la respuesta morfolégica, fisiologica vy
bioquimica de Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y Centrosema
molle Mart. ex Benth. en condiciones de estrés salino, durante los primeros
estadios de crecimiento y desarrollo vegetativo. Se desarrollaron dos
experimentos, uno en la etapa de germinacion y otro durante la siguiente fase de
elongacion. Las semillas y las plantulas se sometieron a diferentes
concentraciones de cloruro de sodio y se evalud la respuesta mediante
indicadores morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos e histologicos. La germinacion
de las plantulas se logré en los medios suplementados hasta 250 mmol.L* de
NaCl. No obstante, se observé una disminucion del porcentaje de germinacion y
los indices de vigor, con el aumento de la concentracion de la sal en el medio. El
indice estomatico no mostrd variacion entre las plantas control y las sometidas a
200 mmol.L* de NaCl en ambas especies; sin embargo, hubo una disminucién en
la densidad estomatica en condiciones estresantes en las dos leguminosas, por lo
gue se sugirié este indicador como criterio de tolerancia. En ambas especies se
obtuvieron valores elevados de peso seco en 200 mmol.L* de la sal, por lo que se
propuso el uso del peso seco como indicador de tolerancia a salinidad en la fase
vegetativa. De manera similar, Stylo cv. CIAT-184 mostr6 una estabilidad
clorofilica y un aumento en la relacion raiz/brote en condiciones de alta
concentracion de NaCl, lo cual puede indicar la presencia de mecanismos
fisiolégicos y bioquimicos de tolerancia a estrés salino en esta especie. Por ello,
también se sugierié el empleo de ambos indicadores para la seleccién de
genotipos tolerantes, en programas de mejoramiento genético de S. guianensis
(Aubl.) Sw. cv. CIAT-184.



ABSTRACT

Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 and Centrosema molle cv.
CIAT-184, are promissory forage leguminous species for Cuban stockbreeding
development, which have been used for animal feed due to its nutritive properties.
The search and development of varieties and/or genotypes tolerant to salt stress,
IS a current issue of worldwide interest. However, the selection of those tolerant
plants requires the relative knowledge of plant anti-stress physiological and
biochemical parameters. This allow standing which parameters are affective to
select the most salt-tolerant genotypes or varieties. The aim of the present work
was to evaluate the morphological, physiological and biochemical response of
Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 and Centrosema molle Mart. ex
Benth. under salt stress conditions, in the first vegetative growing and development
stages. Two experiments were carried out, on the germination period and the
subsecuent shoot-elongation stage. Seeds and plantlets were allowed to growth
under different concentrations of sodium chloride. The response was evaluated by
using morphological, physiological, biochemical and histological parameters.
Plantlets germination was achieved on media supplemented up to 250 mmol.L* of
NaCl. Nevertheless, the higher de concentration of NaCl in the medium, the lower
the percentage of germination and vigor indexes of the plants. The stomata index
showed no variation between control and stressed plantlets (200 mmol.L? of
NaCl); however, the stomata density decreased in stressed plants, which
suggested the use of this parameter as tolerance selection criterion. Both species
showed higher values of dry weight at 200 mmol.L'! of the salt employed. This
parameter was also considered for the selection of tolerant genotype on the
vegetative stage. Similarly, Stylo cv. CIAT-184 showed a chlorophyll stability and
an increased on the root/shoot ratio under high concentration of sodium chloride,
which may indicate the presence of physiological and biochemical mechanisms of
tolerance to salinity in this specie. This fact also suggest the used of both
parameters for selecting tolerant genotype of S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-
184.



ABREVIATURAS

&: simbologia de enlace entre dos elementos
Mg: microgramo

ML: microlitro

ADN: 4cido desoxirribonucléico

ABA: acido abscisico

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero
MIARNS: acidos ribonucleicos de bajo peso molecular con funcién regulatoria
postranscripcional

°C: grados Celsius

CAT: catalasas

CC: capacidad de campo

EE: error estdndar de la media

EROs: especies reactivas del oxigeno

h: horas

ha: hectareas

L: litros

min.: minutos

mg: miligramos

mL: mililitros

mm: milimetros

mmol: milimole

PAL.: fenilalanina amonio liasa

PER: peroxidasas

Pf: peso fresco

Ps: peso seco

p/v: peso / volumen (concentracion)

RCP: reaccion en cadena de la polimerasa
rpm: revoluciones por minuto

SOD: superoxido dismutasa

Stylo 184: Stylosanthes guianensis (Aublet) Sw. cv. CIAT-184
VS: Versus

v/v: volumen/volumen (concentracion)
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1. INTRODUCCION

La busqueda de variedades vegetales tolerantes a estrés salino constituye
uno de los tépicos importantes del sector agropecuario, para incrementar los
rendimientos de cultivares de interés agricola y agropecuario en areas afectadas
por salinidad; asi como lograr un mayor aprovechamiento de los suelos afectados
por este estrés ambiental. Esta situacion se hace mas agravante por el hecho de
qgue la humanidad se encuentra de una etapa de crisis medio ambiental, donde el
peligro del cambio climatico puede conllevar a largos periodos de hambruna, ya
gue se pueden afectar los ecosistemas agroproductivos donde se concentran las
producciones agricolas y pecuarias en el mundo (Flowers y Muscolo, 2015).

En Cuba, la produccion ganadera se basa en la utilizacion de los pastos y
forrajes como principal fuente de alimentacion (Ruiz et al., 2007). Por lo tanto,
numerosos investigadores se han centrado en estudios de tolerancia a estrés
salino de numerosas especies de uso en la alimentacion animal. Entre estas, las
leguminosas forrajeras poseen un alto valor por el contenido proteico presente en
los tejidos y ademas, por la funcidon nitrofijadora que desempefian en los

agroecosistemas destinados a esta actividad.

Entre los géneros investigados se encuentra Stylosanthes Swartz, el cual
es considerado una de las fuentes mas importante de pastos tropicales naturales.
Su explotacion se debe a numerosas bondades entre las que se destacan su
habilidad para restaurar la fertilidad y mejorar las propiedades fisicas de los
suelos, proveer una vegetacion permanente como cobertura, constituir un forraje
nutritivo para los animales, actuar como control biolégico de la garrapata y su uso
como herbicida natural en plantaciones de arroz (Fernandez et al., 2004; Chandra
et al., 2006).

Otro género que ha recibido una notable atencion es Centrosema Benth,
sobre el cual se han realizado numerosos estudios en diversos paises. Este
género comprende aproximadamente unas 35 especies originarias de diversas
regiones de América (Clements, 1987). Al igual que Stylosanthes posee un alto
valor nutricional y se emplea como cobertura vegetal en los pastizales (Williams et
al., 1984).



Los estudios de identificacion y caracterizacion de variedades tolerantes a
salinidad se han basado en diversos criterios como la productividad, la
supervivencia, el vigor, la altura y las velocidades relativas de crecimiento; ademas
de wuna lista amplia de indicadores fisiolégicos y bioquimicos como la
concentracion de clorofila, el contenido relativo de agua, el contenido de proteina,
el contenido de prolina libre y la actividad de enzimas antioxidantes, entre otros
(Gama et al., 2007; Bojorquez-Quintal et al., 2015; Garcia de la Garma et al.,
2015; Shafi et al., 2015).

El estudio de la respuesta al estrés salino por las plantas constituye uno de
los enfoques de mayor actualidad en el campo de la Fisiologia Vegetal. A pesar de
los avances en areas importantes como la bioquimica y la biologia molecular,
todavia faltan muchos aspectos por interpretar de la relacion que se establece

entre la planta y el medio ambiente.

La salinidad de los suelos representa uno de los problemas fundamentales
que afronta la agricultura actual. A nivel mundial, el 20 % de las tierras irrigadas
destinadas a esta actividad estan afectadas por concentraciones elevadas de
sales, con predominio del cloruro de sodio, cuya amplia distribucion y elevada
solubilidad ocasionan el proceso de la salinizacion (Munns y Tester, 2008). En
Cuba, mas de un millébn de hectareas estan afectadas por esta condicion y se
estima que existe un area similar en peligro de salinizacion, lo que representa en
su conjunto un 15 % del area total que se destina a la actividad agricola (Castafio,
2009). Ademés, aproximadamente el 42 % de los suelos ganaderos, localizados
principalmente en las provincias orientales, estan afectados por las sales (Ramirez
et al. 1999).

El estrés salino constituye uno de los factores abiéticos mas importantes
gue limitan la productividad de los cultivos (Mane et al., 2011). Las altas
concentraciones de sales en el suelo inducen el estrés osmotico en las plantas y la
entrada excesiva de los iones hacia los tejidos vegetales, provoca un desbalance
i6nico que conlleva a la toxicidad y a trastornos en el metabolismo celular (Wen-
Yuan et al., 2012; Mervat y Dawood, 2014).



Los cambios en el potencial osmaético del suelo por la presencia de sales,
provocan el aumento de especies reactivas del oxigeno (EROs) en las plantas.
Estos compuestos ocasionan dafios a macromoléculas importantes como
proteinas, acidos nucleicos y lipidos constituyentes de membranas bioldgicas, que
aumenta la permeabilidad de las mismas y ocasiona trastornos en el
funcionamiento de organulos importantes como los cloroplastos y las mitocondrias
(Heidari y Golpayegani, 2012; Sabra et al., 2012).

Como resultado de estos cambios fisioldgicos y bioquimicos se afectan un
gran numero de procesos biolégicos como la germinacion, el crecimiento
vegetativo, el vigor, la floracion y la fructificacion (Hassen et al., 2014; El Goumi et
al., 2014; Kandil et al., 2016).

Los vegetales presentan numerosos mecanismos que contribuyen a
atenuar las consecuencias del estrés salino. En general, las respuestas estan
enfocadas a contrarrestar el estrés osmoético, la toxicidad debida a la excesiva
absorcién de iones cloruro y sodio, el restablecimiento de la homeostasis idnica y

la reanudacion de la division celular (Tester, 2003).

Estudios realizados por numerosos autores mostraron un aumento en la
expresion de compuestos osméticamente activos como aminoécidos, azucares
polialcoholes, aminas, entre otros (Kumari et al., 2014), que contribuyen a
mantener la estabilidad de las macromoléculas y restituyen el balance osmético
entre el medio intracelular y extracelular (Nazarbeygi et al., 2011). Otros
mecanismos bioquimicos como la exclusion de iones y la acumulacion de éstos en
organulos como la vacuola, contribuyen a mantener un balance iénico adecuado
en los tejidos vegetales y reducen la toxicidad que provocan los mismos en los

organulos y el citoplasma (Sperlinga et al., 2014; Ganehan et al., 2016).

La capacidad que presentan las plantas para eliminar las EROs constituye
un elemento importante para tolerar los estreses ambientales (Hu et al., 2012). El
sistema antioxidante de los vegetales incluye, entre otros compuestos, enzimas
antioxidantes tales como la superdxido dismutasa, la catalasa y las peroxidasas,
asi como sustancias de naturaleza no proteica como carotenoides, flavonoides y

fenoles. La expresion de tales compuestos aumenta, de manera general, en



diferentes condiciones de estrés abidtico (Chookhampaeng, 2011; Haghighi et al.,
2014; Santhanakrishnan et al., 2014; Kumar y Chand, 2015).

El conocimiento sobre los mecanismos de tolerancia a salinidad representa
una base indispensable en los programas de mejora vegetal, para la creacion de
nuevas variedades resistentes a salinidad, asi como para el aprovechamiento
optimo de los recursos agua, suelo y planta (Almodares et al., 2014; Flowers y
Muscolo, 2015). En este sentido, Stylosanthes Sw. y Centrosema Benth.
constituyen un material promisorio para las investigaciones de tolerancia a
salinidad, ya que ambos se destacan por su adaptacion a diferentes tipos de

suelos, clima y su potencial productivo.
De ahi que se propone la hipo6tesis de trabajo siguiente:

“‘Mediante la evaluacién de los procesos de la germinacién y el crecimiento
vegetativo de Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y Centrosema
molle Mart. ex Benth. Cv. CIAT-15160, en diferentes concentraciones de cloruro

de sodio, es posible determinar indicadores de tolerancia a estrés salino”.
Para comprobar esta hipotesis se enunciaron los objetivos siguientes:
Objetivo general

Identificar indicadores morfologicos, fisiolégicos, bioquimicos y anatémicos
de tolerancia a estrés salino en Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184 vy
Centrosema molle cv. CIAT-15160, durante los primeros estadios de desarrollo

vegetativo.
Como objetivos especificos se plantearon los siguientes:

1. Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de NaCl durante el proceso
de germinacion de S. guianensis cv. CIAT-184 y C. molle cv. CIAT-15160

mediante indicadores morfolégicos vy fisioldgicos.

2. Evaluar la respuesta fisioldgica, bioquimica y anatémica de Stylosanthes
guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y Centrosema molle Mart. ex Benth.
Cv. CIAT-15160 en condiciones de estrés salino durante la fase de

elongacién posterior a la germinacion.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Stylosanthes Sw.

El género Stylosanthes (Leguminosae— Papilionoidae - Aeschynomenae,
Polhill y Raven, 1981), es endémico de América Central, América del Sur, Africa,
antiguo Ceilan y Sureste de la India, con un centro de diversificacion biolégica en
Brasil (Consoli et al., 1996). Se han estimado aproximadamente 40 especies
tropicales y subtropicales, las cuales estan ubicadas en dos secciones:
Stylosanthes Sw. y Styposanthes J. Vogel (Kirkbridge y de Kirkbridge, 1985). Las
opiniones sobre la taxonomia del género han sido muy diversas lo cual ha
provocado diferentes criterios de clasificacion; por lo que se informa un nimero
variable de subespecies y variedades, en dependencia de una u otra posicién
taxonomica (Willliam et al., 1984).

2.1.1. Importancia del género Stylosanthes Sw.

Existe un consenso generalizado sobre la necesidad de incluir leguminosas
forrajeras en las explotaciones ganaderas como parte de la dieta de los animales,
por el valor nutricional de las mismas y por la contribucion a la mejora en la calidad
de los suelos. El género Stylosanthes, a pesar de ser pequefio, es considerado
una de las fuentes mas importantes de pastos tropicales naturales, pues en él se
ubican cerca de la tercera parte de todas las variedades comerciales de
leguminosas pastables (Williams et al., 1984). S. humilis Kunth y S. guianensis

fueron las primeras especies reconocidas desde comienzos del siglo XX.

La coleccion y busqueda de especies de Stylosanthes ha permitido
descubrir otras especies que poseen caracteristicas de importancia potencial para
los mejoradores vegetales. Esto incluye a S. scabra J. Vog. un poliploide que es
resistente al fuego y adaptado a suelos acidos (Edye, 1984), S. hamata L. y S.
macrocephala Sw., los cuales son tolerantes a la antracnosis (Sousa Costa y
Ferreira, 1984), la enfermedad que mas afecta al cultivo. Los dafios causados por
ella, han impulsado programas de mejora genética encaminados a lograr una
mayor diversidad de genes de resistencia en cultivares de S. scabra en Australia y

de S. guianensis en América del Sur.



En Cuba se han identificado tres especies: Stylosanthes hamata L.,
Stylosanthes viscosa Sw. y Stylosanthes tuberculata Kunth., las dos primeras muy
extendidas por Jamaica y América del Sur y la dltima crece en Camagtiey y Cayo
Romano (Machado y Chao, 1980).

2.1.2. Descripcion botanica de Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw.

Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. es una planta decumbente con raicillas
en los primeros nodos, tallos esponjosos, pubescente con el envés de color mas
claro, estipulas soldadas formando un tubo con pelos glandulares, flores con 6 mm
en 5 glomérulos apicales, que maduran de una en una. Estandarte amarillo con
rayas rojo pardas en el interior, alas con apéndice de 1 mm, estambres

monadelfos y vainas de una sola semilla incluida en el caliz.

La planta tipica tiene una forma radial de crecimiento con ramas finas,
flexibles y postradas, que parten del eje central profundamente enraizado (Figura
1). De las ramas radiales crecen los brotes que se sostienen erectos hasta una
altura de un metro, cayendo sobre si mismo debido al peso y formandose un

entramado de tallos lignificados de la cual crecen nuevos tallos erectos.

Figura 1. Planta de Stylosanthes guianensis (Aubl.)) Sw. Fuente:
https://www.google.com.cu/imgres?imgurl=http:/Stylosanthesguianensis/.

Las hojas son trifoliadas con foliolos de 15 a 55 mm de longitud y, aunque
la raiz principal alcanza hasta un metro en el suelo, alrededor del 80% de las
raices secundarias se mantienen a 20 cm de profundidad. La forma tipica de
Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. es erecta, aunque existe mucha variacién en
su forma de crecimiento, que abarca desde esta forma hasta postrado y
semitrepador (Machado y Chao, 1980).



Los factores edaficos mas influyentes en el patron de distribucién de S.
guianensis (Aubl.)) Sw. son la profundidad y el pH; suelos poco profundos,
moderadamente arenosos (18-56% de arena) y pH bajos se combinan en las
regiones donde es mas abundante, debido probablemente a su poca capacidad
competitiva en suelos profundamente fértiles, donde otras especies se desarrollan
mas vigorosamente. Stylo se adapta mejor a bajas altitudes y puede tolerar
determinados periodos de inundaciones (Amezquita et al., 1991). El rango de
temperatura que permite alcanzar el mayor crecimiento y rendimiento en materia
seca, se encuentra entre 23-29°C, y la temperatura 6ptima para una nodulacion
eficiente es 27°C (CIAT, 1993).

2.2. Género Centrosema Benth.

Centrosema Benth. incluye leguminosas de méas de 35 especies
ampliamente difundidas en América tropical (Pizarro y Carvalho, 1995). Han sido
reconocidas como nativas del centro de Brasil y América Central (Williams y
Clements, 1990) y se caracteriza por presentar plantas herbaceas, volubles vy

rastreras.

Las hojas son trifolioladas, raramente con 5-7 foliolos, foliolos rombicos,
ovados o lanceolados. Peciolo y raquis acanalado o subacanalado. El género
puede presentar o no bracteas. Posee dos bracteolas que cubren al caliz,
adosadas o no al mismo. Las flores son solitarias o se encuentran formando un
racimo axilar con pocas flores, las cuales pueden tener coloracion blanca, morada,
rosada o amarilla (Ramia, 1974). El céliz es pentalobulado, con I6bulos superiores
muy connados; el Iébulo carinal del caliz (lacinio) puede ser corto o largo,
dependiendo de la especie (Figura 2). Los estambres son diadelfos; nueve de
ellos estan soldados entre si y uno unido en la base a los anteriores (Rodriguez,
1986). Presenta una vaina subsentada, lineal, plana y delgada, con las suturas
engrosadas Yy el apice puntiagudo. Presenta semillas numerosas, elipticas, que no

maduran uniformemente.

2.2.1. Importancia del género Centrosema Benth.
Las especies de Centrosema se destacan por su adaptacion a diferentes

condiciones de clima y suelo, su alta produccion de forraje (Costa y Oliveira,
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1993), valor nutritivo y comportamiento variable bajo pastoreo (Lascano et al.,
1990).

2.2.2. Descripcion botanica de Centrosema molle (Mart.) Benth.

Hierba perenne, trepadora y voluble (Figura 2). Hojas con tres foliolos los
cuales tienen formas que varian de ovado-eliptico, eliptico a eliptico-oblongo, de
3,5a 10 cm de largo por 1,5 a 5,5 cm de ancho. El 4pice es agudo y los méargenes
rectos 0 convexos que terminan en un angulo menor de 45°. La base es
redondeada con presencia de pelos en forma de gancho en el haz, mientras que
en el envés los pelos son delgados de tipo tomentoso-piloso. Se presentan de 5 a
7 pares de nervios primarios. Los peciolulos (soporte de los foliolos) de 2 a 3 mm
de largo, con estipelas (par de hojitas en la base del peciolo) de 2 a 4 mm de
largo. Los peciolos tienen 2,5 a 5 cm de largo y las estipulas de 2 a 3 mm de

largo.

© TopTropicals.com

Figura 2. A la izquierda: planta de Centrosema sp. mostrando las flores y las hojas. A la
derecha se observan los detalles de la flor de tipo papilionada. Fuente:
http://www.TopTropicals.com.

Las inflorescencias son axilares, solitarias, hasta 7 cm de largo y con pocas
flores. Los pedunculos poseen de 1 a 6 cm de largo. Los pedicelos (soporte de
una flor) de 6 a 9 mm de largo, mientras que las bractéolas presentan de 6 a 11

mm de largo.

Las flores de 2 a 3,5 cm de largo; el tubo del céliz de 3 a 5 mm de largo,
con pocos pelos. El estandarte posee pelos largos y sedosos, generalmente
recostados en la superficie, por fuera es de color blanco a lilhceo con nervios
purpureos o amarillento opaco cuando se marchita. Las alas y la quilla presentan
entre 20y 22 mm de largo y el tubo de los estambres de 26 a 29 mm de largo. Los

filamentos son libres de 3 a 5 mm de largo, el estambre vexilar esta fusionado
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basalmente y tiene de 5 a 7 mm de largo. El ovario de 13 a 14 mm de largo y
densamente adpreso-pubescente, mientras que el estilo tiene una longitud entre
11y 14 mm de largo (Fantz, 2001).

El fruto es una legumbre falcada (en forma de hoz) cuando esta inmadura.
Cuando desarrollan adquieren forma linear, de 10,0 a 13,5 cm de largo por 6 a 7
mm de ancho, casi sin pelos, de color café-purpureo con apariencia de bandas
transversales que tienden a borrarse con la edad, margenes de las valvas
engrosadas y rostro de 5 a 12 mm de largo. Las semillas tienen forma de rifidn, de
3,0 a 3,5 mm de largo por 4 mm de ancho, café obscuras con motas negras
irregulares (Fantz, 2001, 2004).

2.3. Efecto de la salinidad en las plantas
2.3.1. Concepto de estrés salino

La salinidad de los suelos se mide generalmente en unidades de
conductividad eléctrica (CEe) de un extracto de suelo saturado (dS.m). Si la CEe
es mayor de 4 dS.m™%, el porcentaje de sodio intercambiable es menor del 15 %y
el pH menor que 8,5, el suelo puede ser considerado como salino (Szabolcs,
1994).

Las areas afectadas por sales se clasifican en dos categorias, las sédicas y
las salinas. La principal diferencia entre estos dos tipos de suelos se basa en la
naturaleza de los aniones y el pH presentes en el suelo. En los sodicos, los iones
carbonatos y bicarbonatos son los mayoritarios, mientras que en los salinos
dominan los sulfatos y cloruros. El pH en las areas de alta sodicidad se encuentra

por encima de 8,5 y en los terrenos salinos es inferior a este valor.

2.3.2. Clasificacion de las especies segun el grado de tolerancia a salinidad

Las plantas pueden clasificarse en haldéfitas y glicéfitas en funcién de la
tolerancia a concentraciones elevadas de sales. Las primeras (tolerantes) son
nativas de suelos salinos y completan su ciclo de vida en esos ambientes,
mientras que las segundas (también no haldéfitas) no resisten la salinidad en el

mismo grado que las primeras. Por lo general existe una concentracion umbral



sobre la cual las glicofitas comienzan a mostrar signos de inhibicion del

crecimiento, clorosis y pérdida del peso seco (Taiz y Zeiger, 2006).

Entre las especies susceptibles se encuentran el maiz (Zea mays L.), la
cebolla (Allium cepa L.), los citricos (Citrus spp.), la lechuga (Lactuca sativa L.) y el
frijol (Phaseolus vulgaris L.), mientras que Suaeda maritima (L.) Dum. y Atriplex
nummularia (L.) son tipicas haldfitas que crecen y se desarrollan en
concentraciones de cloruro de sodio letales para las glicofitas. Entre estos dos
grupos se encuentran las medianamente tolerantes como el algodon (Gossypium

hirsutum L.) y la cebada (Hordeum vulgare L.) (Greenway y Munns, 1980).

2.3.3. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas

La salinidad afecta negativamente el crecimiento y el desarrollo de la
mayoria los cultivos en el mundo, lo cual esta relacionado con los factores
siguientes: el bajo potencial osmético que se genera en la solucién del suelo
(estrés hidrico), el desbalance nutricional, el efecto especifico de los iones (estrés

salino) y la combinacién de estos factores (Wen-Yuan et al., 2012).

El estrés salino afecta de manera negativa practicamente todos los
procesos bioldgicos que tiene lugar en las plantas como el crecimiento en longitud,
el peso fresco y el peso seco del sistema radical y del brote, el area foliar, el
namero de flores, los procesos de elongacion y division celular, asi como la
fertilidad y el desarrollo de las semillas (Heidari et al., 2011; Hassen et al., 2014;
Castroluna et al., 2014). La magnitud de las afectaciones esta en dependencia de

la concentracion de las sales en el medio, el tipo de sal y la especie en cuestion.

2.3.3.1. El estrés osmoébtico

La concentracion elevada de sales en el suelo tiene un efecto osmotico
sobre las plantas (estrés primario). La acumulacion de iones disueltos reducen el
potencial osmaético del medio y en consecuencia el potencial hidrico (Wen-Yuan et
al., 2012). Esto afecta negativamente el contenido de agua en los tejidos de la
planta, ya que se dificulta la extraccion de agua por las raices y la planta
experimenta una sequia fisiolégica (Munns, 2002). El estrés osmdético afecta

fundamentalmente el crecimiento de raices y hojas jovenes, debido a que el agua
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es indispensable para que las células desarrollen una determinada turgencia, que
permita la expansion de la pared celular y el alargamiento de las células (El Goumi
et al., 2014; Jamil et al., 2014).

El efecto del estrés salino en las plantas depende de la concentracién de
las sales presentes en el medio y de la tolerancia intrinseca que presenta la
especie en cuestion. Por ejemplo, Stepien y Klobus (2006) describieron que los
sintomas de deshidratacion fueron superiores en hojas de Cucumis sativus L.
tratadas con 100 mmol.L'* NaCl en comparacion con los valores obtenidos a la
mitad de esta concentracion. De manera similar, varios autores refirieron una
disminucion variable del peso fresco en condiciones de salinidad en especies
como Catharanthus roseus L. (Jaleel et al., 2008), Capsicum annuum L. (Afzal et
al., 2014) y Medicago sativa L. (Castroluna et al., 2014).

Las plantas que son sometidas a estrés salino bajo o moderado pueden
ajustar el desbalance osmotico y absorber cantidades de agua suficientes para
lograr su desarrollo en suelos salinos (Ashraf, 2004).

Un aspecto importante y que todavia se encuentra en discusion es como la
planta percibe el estrés osmoético, ya que no se ha identificado con total claridad

cuales son las moléculas que funcionan como osmosensores en las plantas.

Entre los sensores candidatos para percibir el estrés idnico se incluyen
transportadores, canales i6nicos y proteinas de afinidad por iones sobre la
membrana plasmatica o localizadas en el medio intracelular (Zhu, 2002). Los iones
Na* pueden entrar a las células de la raiz y provocar una despolarizacién de la
membrana citoplasmatica, lo cual se ha propuesto también como una sefal que
desencadena la respuesta antiestrés. Esto permite la activacion de canales de
calcio, que inducen una serie de eventos moleculares relacionados con la

expresion diferencial de genes antiestrés (Munns y Tester, 2008).

La pérdida de turgencia celular en condiciones de estrés salino, también
puede constituir una sefial de estrés. Cuando se produce la plasmdlisis, la
membrana citoplasmatica de repliega de la pared celular; de esta forma, los
receptores de quinasa unidos a membrana, los canales proteicos, los

transportadores ionicos, las proteinas transmembranas que estan en contacto con
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la pared celular y las proteinas semejantes a la integrina, pueden actuar como
sefalizadoras al experimentar cambios conformacionales o un agrupamiento, que
activan cascadas de sefiales bioquimicas a nivel celular (Viswanathan y Zhu,
2003).

2.3.3.2. Desbalance nutricional y toxicidad idnica

Los iones mas comunes que estan presentes en los suelos afectados por
salinidad son: Na*, Ca?*, Mg?*, Cl, SO4 % and HCO? -; sin embargo, los iones
toxicos mas comunes en los suelos salinos son el sodio, el cloro y el sulfato
(Munns y Tester, 2008). Se conoce que el sodio afecta la estructura fisica del
suelo y que tanto este elemento, como el cloro, son toxicos para la planta
(Hasegawa et al., 2000).

En condiciones de salinidad se produce una entrada neta de iones como el
sodio y el cloro hacia el interior de la raiz por diferentes vias. Los iones Na*
pueden entrar de manera pasiva a las raices a través de canales catiénicos no
selectivos y transportadores proteicos de alta afinidad por el K* (Laurie et al.,
2002). No obstante, la mayor cantidad de sodio entra por transporte activo
mediado por cotransportadores (Na*/H*) localizados en la membrana plasmatica

(Tester y Devenport, 2003).

La entrada de sodio provoca una disminucién en la relacion K*:Na* que
afecta de manera negativa a numerosos procesos fisioldgicos de la planta (Munns
y Tester, 2008; Koksal et al., 2016). Esto se debe a las diversas funciones de
desempefia el K* a nivel celular, el cual activa a mas de 50 enzimas diferentes,
participa en la biosintesis de proteina, en el mantenimiento de la turgencia celular
y en el control del cierre estomatico bajo condiciones de estrés (Tester y
Davenport, 2003).

En los estudios realizados por Jamil et al. (2006) se determind que la
acumulacién de Ca?*, K* y N disminuyé con el aumento del estrés salino en
diferentes especies vegetales. De manera similar, las concentraciones elevadas
de Na* en los suelos también provocaron una disminucién de la disponibilidad de

Ca?* en plantas de Zea mays L., mientras que en Atriplex griffithii (Moq.) se
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observd una disminucion del crecimiento debido a una baja disponibilidad de este

ion y del potasio (Khan et al., 2000).

En trabajos similares con variedades de sorgo (Sorghum bicolor L.) se
refirid un aumento en la relaciéon K*/Na* en variedades tolerantes en comparacion
con las susceptibles. A partir de estos resultados, sus autores sugirieron el uso de
esta relacion como un indicador para la selecciébn de cultivares tolerantes a
salinidad (Almodares et al., 2014).

La toxicidad ionica se refiere al efecto negativo que provocan los iones
sobre los procesos metabdlicos celulares. A este nivel, las concentraciones
elevadas de Na* en el citosol, pueden variar el ambiente hidrofilico que rodea a las
proteinas, lo cual provoca cambios conformacionales en las mismas, acompafado
de una pérdida en la actividad biolégica. Esto tiene consecuencias drasticas para
compuestos como las enzimas que controlan el metabolismo celular y que pueden
ser desnaturalizadas, si la planta no es capaz de disminuir la concentracién de

sales a niveles subletales (Xiong y Zhu, 2002).

El estrés i6nico también impacta sobre el crecimiento, aunque mucho
después y en menor magnitud que el estrés osmoético, especialmente a
concentraciones salinas bajas y moderadas (Munns y Tester, 2008). Estos autores
plantean que solamente a magnitudes elevadas de sales o en el caso de las
especies sensibles, que no tienen la capacidad para controlar el transporte de Na*,

el efecto ibnico sobrepasa el efecto osmético.

La acumulacién de Na* dentro de las plantas provoca dafios mas severos
en las hojas que en las raices (Munns, 2002). Estudios realizados por Heidari et al.
(2011) en Helianthus annus L. mostraron que la acumulacién de Na* provocé una
reduccion del area foliar y en consecuencia una disminucion del crecimiento de la
planta. Munns y Tester (2008) refirieron que la primera fase de la respuesta al
estrés por salinidad, esta relacionada con el efecto de la sal fuera de la planta, la
cual provoca una reduccion en el crecimiento de la hoja y en menor extension en

el crecimiento de la raiz.

Numerosos autores han referido el efecto toxico del Na* sobre procesos

vitales como la fotosintesis. Estudios realizados en Zea mays L. evidenciaron una

13



disminucién del contenido de clorofila en condiciones de estrés salino (Jaleel et al.,
2008), lo cual se ha relacionado con el aumento de la actividad degradativa de la
enzima clorofilasa (Nazarbeygi et al., 2011) o la desestabilizacion de los complejos
proteicos asociados a membrana, que participan en el proceso de la fotosintesis
(Jamil et al., 2012).

Entre los sintomas comunes que muestran las plantas sometidas a estrés
salino se encuentran la necrosis en las puntas, los margenes y la lamina de las
hojas en los primeros estadios de desarrollo, asi como la necrosis de estos
organos, cuando la acumulacion de sodio excede el nivel de tolerancia de los
cultivos (Zhu, 2003).

La disminucién en la produccién de biomasa de los brotes en las plantas
puede estar relacionado con la clorosis y la necrosis de las hojas, que provoca una
disminucion del area fotosintéticamente activa; asi como la deshidratacion de los
tejidos fotosintéticos (De Herralde et al., 1998). De manera similar, existen
evidencias del efecto negativo que tiene el cloruro de sodio sobre el peso seco en
brotes de Catharanthus roseus L. (Jaleel et al., 2008) y Jatropha curcas L. (Elhag
y Gafar, 2014).

2.3.3.3. El estrés oxidativo

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) son derivados del oxigeno que
presentan un electron desapareado, el cual origina su naturaleza reactiva. Entre
las principales EROs se encuentran los radicales superéxido (O2) e hidroxilo
(OH). En condiciones normales, estos compuestos reactivos se producen en los
cloroplastos, las mitocondrias y los peroxisomas (Szarka et al., 2012), aunque los
primeros son los sitios de mayor produccion (Figura 3). En condiciones de
hiperosmolaridad se incrementa la produccién de los mismos y cuando alcanzan
concentraciones que superan a los mecanismos de defensa antioxidantes,

sobreviene el estrés oxidativo (Mallik et al., 2011).

El peroxido de hidrégeno y el radical superéxido por si mismos no poseen
una elevada reactividad. Sin embargo, el H202 puede reaccionar con trazas de
metales como el Fe?*, en una reaccion de oxidacién-reduccion, que produce Fe3*y

el potente radical hidroxilo (Haber y Weiss, 1934). Este compuesto provoca la
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oxidacion de sustratos organicos como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, para
formar H20 y el radical organico correspondiente. La reaccion de este ultimo con

el oxigeno, provoca una reaccion en cadena de radicales organicos que es mas

dafina que cualquier otra reaccion catalizada por las EROs (Sabra et al., 2012).

; Q
ESTROMA NADP
€
SQluple

S ol
(‘Iuml‘\ O>- non \’
Y

O2* LUMEN TILACOIDAL

Figura 3. Representacion gréfica de la produccion de los radicales superéxido (O2) y
oxigeno singlete (O2) en los cloroplastos a nivel de los fotosistemas | (FS 1) y Il (FS II).
Fuente: elaboracion propia.

En el caso particular de los lipidos de membrana, esta reaccion en cadena
conduce a la peroxidacion lipidica, una transformacion en la estructura molecular
de los lipidos que aumenta la permeabilidad y la fluidez de las membranas
biolégicas. Estos cambios afectan procesos significativos que ocurren a nivel de
membrana como la fotosintesis y la respiracion celular (Heidari y Golpayegani,
2012). Estudios realizados por Mittal et al. (2012) mostraron que elevadas
concentraciones de iones inorganicos inactivan la cadena de transporte de

electrones y la fotofosforilacibn en membranas tilacoidades aisladas.

Varios autores han referido un aumento de la peroxidacion lipidica cuando
se incrementa la concentracion salina en el medio, en especies como Paulownia
spp. (Ayala-Astorga y Alcaraz-Meléndez, 2010) y Oryza sativa L. (Hazman et al.,
2015).

El término estrés oxidativo ha sido reevaluado recientemente y se propone
en su lugar el de “sefales oxidativas”. Entre las razones se consideré que la

produccion de EROs, ademas de constituir un proceso potencialmente dafiino
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para las macromoléculas, los organulos y estructuras celulares, también
representa un componente en las vias de sefializacion que utilizan las plantas
para su desarrollo y respuesta a los cambios ambientales. Se ha descrito que las
EROs tienen una funcién importante en la regulacibn de numerosos procesos
bioldgicos tales como el alargamiento celular, la sefializacion mediante hormonas,
la respuesta a estreses bioticos y abitticos, asi como en la apoptosis o muerte
celular programada (Del Rio et al., 2015).

2.4. Mecanismos de respuesta a salinidad en las plantas

En condiciones de estrés salino los cultivos pueden responder a nivel
celular con cascadas de interacciones moleculares, para cambiar el perfil de
expresion molecular y efectuar modificaciones postranscripcionales que abarcan
un amplio espectro de procesos bioquimicos, celulares y fisiolégicos. Por lo tanto,
el entendimiento de las bases de la respuesta al estrés salino constituye una
estrategia importante para la mejora de cultivos tolerantes a salinidad (Zhuang et
al., 2014).

La respuesta de las plantas a la salinidad y a otros estreses ambientales ha
sido extensamente estudiada, aunque todavia no se comprende completamente
los mecanismos que confieren tolerancia a algunas especies vegetales y
sensibilidad a otras; entre otras razones, debido a la complejidad de estos
mecanismos (Tujeta, 2007). No obstante, las investigaciones sobre aspectos
fisiol6gicos, bioquimicos y genéticos de la tolerancia a salinidad en plantas
modelos como Arabidopsis thaliana L. (Heynhh.) y otros cultivos como el arroz, el
maiz, el tabaco y la alfalfa, han permitido la identificacion de varios mecanismos
relacionados con la tolerancia; los cuales, de manera general, pueden ser
categorizados en: (1) tolerancia al estrés osmotico, (2) exclusion del Na* y (3)

tolerancia del tejido (Munns y Tester, 2008).

2.4.1. Ajuste osmotico

Una respuesta comun en las plantas sometidas a estrés salino es el
aumento de los niveles de compuestos osmoéticamente activos u osmolitos, los

cuales tienen un papel importante en el balance del potencial osmaético en las
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células (Heidari et al., 2011; Chookhampaeng, 2011; Kumari et al., 2014; Cao et
al., 2015).

Existe una lista larga de estos compuestos, entre los que se encuentran
aminoacidos (prolina y glicina betaina), proteinas, aminas (putrescina y
espermidina), azlcares simples (glucosa y fructosa), azucares alcoholes (manitol y
glicerol), entre otros (Nurul et al., 2014; Kumari et al., 2014; Deepika et al., 2015).
Estos compuestos comparten caracteristicas comunes como su naturaleza polar,
alta solubilidad en agua, la presencia de una amplia concha de hidratacion y la no
interferencia en las funciones de las macromoléculas, incluso a elevadas

concentraciones (Sairam y Tyagi, 2004).

Originalmente se consider6 que estos compuestos tenian la funcién de
participar solamente en el ajuste osmético, mediante la disminucién del potencial
de soluto que facilita la absorcion de agua y el restablecimiento de la
concentracion de sales. Recientemente, varios trabajos han permitido identificar
otras funciones de los osmolitos como la estabilizacién de las macromoléculas y
evitar el proceso de desnaturalizacion (Ruiz-Carrasco et al., 2011). También
constituyen una reserva de nitrégeno y participan en la eliminacion de las especies

reactivas del oxigeno (Chookhampaeng, 2011).

Un grupo interesante de proteinas que ha recibido gran atencion, por su
acumulacion en los tejidos bajo condiciones de estrés osmotico, son las
denominadas proteinas LEA (proteinas abundantes en la embriogénesis tardia,
por sus siglas en Inglés), las cuales son muy hidrofilicas, ricas en glicina y se
mantienen solubles aun cuando son sometidas a temperatura de ebullicion (Duan
y Cai, 2012).

Estos compuestos de naturaleza proteica se han encontrado en todos los
tipos de organismos. La regulacion de los mismos por estrés osmotico y ABA, es
un indicativo de que estas proteinas tienen una funcion directa en los procesos de

adaptacion a salinidad y a sequia (Ma et al., 2015).

2.4.2. Control de la homeostasis i6nica

El mantenimiento de la homeostasis i6nica en los vegetales es esencial

para tolerar un ambiente salino y mantener una relacion elevada K*/Na* en el
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citosol, que permita el crecimiento y desarrollo de las plantas. Para reestablecer el
balance entre estos iones en condiciones de salinidad, las plantas utilizan un
transporte activo primario mediante ATPasas-H* y un transporte secundario
mediado por proteinas que constituyen canales y transportadores de membrana.
Cuando se alcanzan niveles excesivos (toxicos) de Na* en el citosol, éste puede
ser eliminado por mecanismos activos hacia el espacio intercelular (apoplasto), a
través de la membrana citoplasmética, o hacia la vacuola, via tonoplasto. La
expresion de estos transportadores y enzimas tiene una regulacion transcripcional

y a nivel de biosintesis de proteinas (Kundan et al., 2013).

Uno de los mecanismos de control de la homeostasis i6nica que ha sido
extensamente investigado, es el mecanismo SOS (hypersensibilidad a salinidad,
de las siglas en inglés). Estudios realizados con mutantes de Arabidopsis thaliana
L. (Heynhh.), susceptibles a salinidad permitieron el descubrimiento de tres loci
(SOS1, SOS2 y SO0OS3) relacionados con la tolerancia a este estrés. SOS1
(HtNHX1) codifica para un contra-transportador (Na*/H*) localizado en la
membrana plasmética que transporta Na* hacia el apoplasto. Para ello utiliza la
energia que proviene del gradiente de pH generado por ATPasas-H* que
transportan H* hacia el exterior celular. La actividad SOS1 es regulada por la
proteina quinasa SOS2, la cual es regulada a su vez, por la proteina tipo
calmodulina SOS3 (Chinnuswamy y Zhu, 2003).

De manera similar a SOS1, se descubrié otro contra-transportador (Na*/H*)
en el tonoplasto de raices de A. thaliana L. denominado AtNHX7, el cual introduce
Na* hacia el interior de la vacuola. La energia que utiliza para el transporte
proviene del gradiente de pH entre el jugo vacuolar y el citoplasma. La actividad
de estos transportadores sédicos (SOS1 y AtNHX7) permite mantener niveles
adecuados del ion en el citosol, lo que evita la inactivacion de las enzimas en esta
fraccion. Asi mismo, la actividad de los transportadores de sodio en vacuola
permite regular el potencial hidrico de las células en condiciones de estrés salino.
El mecanismo SOS ha representado una via para entender las relaciones que se
establecen entre los sensores de estrés salino y la expresion de una cascada de
genes, los cuales actian para reestablecer la homeostasia idnica y celular
(Hasegawa, 2013).
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Los trabajos de sobreexpresion de contra-transportadores Na*/H* en
plantas transgénicas han evidenciado la funcion que tienen estas proteinas en el
control de la homeostasia ionica y la tolerancia al estrés salino, en especies como
Medicago sativa L. (Li et al., 2011), Nicotiana tabacum L. (Yue et al., 2012),
Arachis hypogeae L. (Banjara et al., 2012) y A. thaliana L. (Feki et al., 2013). De
manera similar, los estudios moleculares del perfil transcripcional en condiciones
de estrés salino en Aeluropus littoralis L. y Aeluropus lagopoides (L.) trin. mediante
la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RT-PCR, de
sus siglas en Inglés), mostraron un aumento en el nivel de transcriptos de SOS1,
NHX1 (contra-transportador Na*/H* en tonoplasto) con el incremento de la

concentracion de cloruro de sodio (Rezaei et al., 2014; Sanadhya et al., 2015).

En trabajos multidisciplinarios recientes mediante el uso de técnicas
protedmicas, transcriptomicas, subcelulares y fisiolégicas, se observé que el
proceso de compartimentalizacion de los iones sodio dentro de las vacuolas,
puede estar mediado también por el transporte a través vesiculas transgénicas de
Nicotiana tabacum L. (Garcia de la Garma et al., 2015).

2.4.3. Eliminacién de las EROs

La capacidad para eliminar las especies reactivas del oxigeno y reducir los
dafios ocasionados a las macromoléculas, como proteinas y ADN, se considera un
caracter importante de tolerancia a estrés salino (Santhanakrishnan et al., 2014).

Existen dos mecanismos fundamentales para la eliminacion de las especies
reactivas del oxigeno, la via no enzimatica y la enziméatica. En la primera
participan un grupo de compuestos como los carotenoides (a-tocoferol, -
caroteno), los flavonoides, el acido ascérbico, el glutation reducido, los fenoles,
etc. (Mervat y Dawood, 2014). En el segundo grupo participan numerosas enzimas
como la superéxido dismutasa (SOD), las catalasas y las peroxidasas, entre otras
(Haghighi et al., 2014; Behrouzi et al., 2015).

La superoxido dismutasa convierte el anién superoxido en peroxido de
hidrogeno y agua, mientras que la catalasa y las peroxidasas transforman el H202
en H20 y Oz (Meloni et al., 2003).

19



Las catalasas se localiza en organulos como el peroxisoma y el glicoxisoma
donde se genera cantidades considerables de H202, mediante la fotorespiracion y
la B-oxidacion de los &cidos grasos, respectivamente (Xiong y Zhu, 2002). Los
genes para las isoformas de catalasa en plantas son inducidas por estreses

abidticos y por el acido abscisico (Guan et al., 2000).

Las enzimas peroxidasas estan distribuidas ampliamente dentro de las
plantas superiores y participan en varios procesos como la lignificacion, el
metabolismo de las auxinas y la tolerancia al estrés salino y a los metales pesados
(Haghighi et al., 2014).

Estudios realizados por Kumar y Chand (2015) y Kala (2015) mostraron
que la salinidad incremento las actividades superéxido dismutasa, peroxidasa y
catalasa en Excoecaria agallocha L. y Plantago ovate Forsk., respectivamente, lo
cual se propuso como uno de los mecanismos relacionados con la tolerancia de

estas especies a salinidad.

Dentro de las enzimas antioxidantes, la catalasa parece tener un
comportamiento mas variable (Veraplakorn et al., 2013). La actividad de esta
enzima varia segun la especie, el desarrollo fisioldgico, el estado metabdlico de la
planta, asi como la duracion y la intensidad del estrés (Chaparzadeh et al., 2004).
Estudios realizados por varios investigadores mostraron que la actividad de esta
enzima tuvo un comportamiento variable en Triticum aestivum L. (Sairam et al.,

2002) y Sesamum indicum L. (Koca et al., 2007) en presencia de estrés salino.

Entre los antioxidantes no enzimaticos, los compuestos fendlicos
constituyen un grupo quimicamente heterogéneo, los cuales han sido estudiados
en experimentos de tolerancia a salinidad. Varios autores han referido un aumento
de estas sustancias en plantas sometidas a estrés salino (Santhanakrishnan et al.,
2014; Kumar y Chand, 2015). Estos compuestos han sido descritos como fuertes
antioxidantes que pueden reducir la mayoria de las moléculas oxidadas entre las
cuales se encuentran el oxigeno singlete, el radical superéxido, el toxico radical
hidroxilo, el perdoxido de hidrégeno, asi como radicales organicos (Jafari y
Bourouni, 2009).
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El aumento de las concentraciones de los polifenoles se ha relacionado con
el incremento en los niveles de la enzima PAL (fenilalanina amonioliasa, de las
siglas en inglés), la cual participa directamente en la sintesis de los mismos y es
reconocida como un marcador de estreses ambientales en los tejidos vegetales
(Safari y Bourouni, 2009). Estudios realizados por Ke y Saltveit (1989) mostraron
una correlacion positiva entre la actividad de la PAL y el contenido total de fenoles

en Lactuca sativa L.

2.4.4. Tolerancia de los tejidos al i6n sodio

A nivel celular, la concentracion elevada de Na* y CI puede ser tolerada
mediante adaptaciones anatémicas y su compartimentalizacion en organulos
celulares (Munns y Tester, 2008; Sperlinga et al., 2014). Las haldfitas
dicotiledoneas muestran dos tipos de adaptaciones anatémicas; la suculencia, por
un aumento del volumen celular o la excrecion de los iones Na* y CI. En este
altimo proceso pueden participar glandulas salinas (tricomas modificados) o
estructuras en forma de “ampollas” que constituyen células epiteliares

transformadas (Flowers et al., 1986).

En las monocotiledoneas es poco frecuente la presencia de suculencia,
mientras que las glandulas salinas aparecen en un 15 % de las que son haldfitas
(Munns y Tester, 2008).

2.5. Regulacién de larespuesta al estrés salino

Las plantas reaccionan a estimulos externos como el estrés salino, a través
de una cascada de sefiales que activan la expresibn de numerosos genes
antiestrés. Se han identificado varios componentes de las vias de transduccion,
aunque aun no se conoce en su totalidad, como interactian las diferentes
moléculas y qué lugar ocupan en la compleja red de sefales bioquimicas (Munns
y Tester, 2008). Estas vias de sefializacion comprenden una red de reacciones
proteina-proteina y moléculas sefializadoras como por ejemplo, el Ca?*, el H202 y

el &cido abscisico.
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2.5.1. Regulacion mediada por el acido abscisico (ABA)

El acido abscisico (ABA) posee una funcion central en la respuesta a
estreses abidticos como el déficit hidrico y la salinidad. Numerosos autores han
referido un aumento en las concentraciones de este compuesto en condiciones de
estrés salino. La accion de esta fitohormona puede contrarrestar la accion
inhibitoria que tienen estos estreses abidticos sobre procesos como la fotosintesis,

el crecimiento y la translocaciéon de asimilados (Kundan et al., 2013).

El efecto que tiene la acumulacion de esta fitohormona en la tolerancia a
estrés salino, ha sido atribuido parcialmente al aumento de las concentraciones de
K*, Ca?* y compuestos osmoéticamente activos en las vacuolas de las raices. Esto
permite atenuar las consecuencias nocivas que tiene la entrada de Na* y Cl- a las
células (Gurmani et al., 2011). Por otra parte, un aumento en la concentracion de
ABA estimula el cierre de los estomas, lo cual evita la pérdida de agua en

condiciones de estrés osmdético (Taiz y Zeiger, 2006).

La funcion regulatoria del acido abscisico en la respuesta a estreses
abidticos se basa en dos vias fundamentales: la dependiente y la independiente
de ABA.

2.5.1.1. Via dependiente de ABA

El estrés osmético inducido por altas concentraciones de sales en el medio
provoca un aumento en la biosintesis del acido abscisico a partir de compuestos
terpenoides (Yue et al., 2012). Esta fitohormona, a su vez, activa otro grupo de

sefales como son:

» Proteinas quinasas dependientes de calcio (CDPK, por sus siglas en inglés).
Estas enzimas estimulan la expresion de un grupo de proteinas como las LEA
(del inglés, Late Embryogenesis Abundant) que participan en la estabilizacion
de las membranas biolégicas y en la proteccion estructural y funcional en
condiciones de estrés osmotico. La expresion de una proteina quinasa
dependiente de calcio (OsCPK21) en plantas transgénicas de arroz (Oryza
sativa L.), mostré una mayor tolerancia a estrés hidrico en comparacion con
plantas normales, asi como un aumento en la expresion de los genes OsNAC6

y Rab21 que codifican para factores de transcripcion (Asano et al., 2011).
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» Factores de transcripcion dependientes de ABA que estimulan genes
antiestrés y microARNSs, estos Ultimos poseen regulacion negativa sobre otros
genes (Kundan et al., 2013).

» La cascada MAP quinasa (familia MAP quinasas, del inglés mitogen-activated
protein) constituye una ruta importante antiestrés dependiente de ABA en
especies como Oryza sativa L. (Kundan et al., 2013; Schmidt et al., 2013;
Wang et al., 2014). Esta familia comprende varias proteinas quinasas, que en
una cadena de reacciones especificas de fosforilacion, activan la expresion de
factores de transcripcion. Estos, a su vez, inducen la expresion de otros genes
de respuesta a estreses abioticos. Entre estos factores se encuentran los que
codifican para enzimas antioxidantes y enzimas que participan en la ruta
biosintética de osmolitos (Kundan et al., 2013). Aunque se han identificado
varias proteinas MAP quinasas en plantas modelo como Oryza sativa L., el
vinculo de las mismas con una cascada de fosforilacion y los genes dianas,

todavia no se ha determinado con claridad (Singh y Jwa, 2013).

En estudios realizados por Hao et al. (2015) con plantas transgénicas de
Nicotiana tabacum L., se evalud la funcion de la proteina TaMPK4, en la tolerancia
a salinidad y al déficit de fésforo inorganico (Pi) y de nitrégeno. Esta investigacion
revel6 la funcion de esta quinasa en la regulacion transcripcional positiva de los
genes NtPIN3 y NtPIN9, asociados al transporte de auxina. Las plantas
transgénicas que tenian el gen TamPK4 silenciado mostraron una reduccion
notable en el desarrollo de las raices, en condiciones de estrés salino. De manera
similar, aquellas que sobreexpresaban la proteina mostraron niveles elevados de
enzimas antioxidantes peroxidasas, superoxido dismutasa y catalasa, en
comparacion con las plantas control (silenciadas); asi como concentraciones
superiores de K* y compuestos osmoticamente activos. Estos resultados
evidencian la funcién reguladora de las proteinas de la familia MAK quinasa, en la
respuesta a estreses abidticos a través de la modificacion de varios procesos

bioldgicos.
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2.5.1.2. Viaindependiente de ABA

La via regulatoria independiente de ABA comprende la induccién de la
expresion de factores de transcripcion como DREB1 y DREB2 (de las siglas en
inglés, Drought Response Element Binding), asi como otros genes relacionados

con la respuesta antiestrés.

Estudios realizados por Gamboa et al. (2013) en plantas de Eucaliptus
globulus (Labill.), mediante el uso de la técnica RCP en tiempo real, confirmaron la
funcién de la pirofosfatasa vacuolar (EVP1) en la respuesta a estrés hidrico y

salino a través de una via independiente de ABA.

2.5.2. Funciones del calcio en laregulacién de la respuesta antiestrés

El Ca?* desempefia una funcién central como mensajero secundario en el
acoplamiento de un rango amplio de estimulos extracelulares con respuestas
intracelulares (Choi et al., 2014). En la actualidad se han identificado y
caracterizado tres clases fundamentales de sensores de Ca?*. Las calmodulinas,
las proteinas quinasas dependientes de calcio y las proteinas semejantes a
calcineurina tipo B (Turan et al., 2012).

Las concentraciones elevadas de sales provocan un aumento rapido y
transiente del calcio citosdlico. Este cation inicia varias vias de sefales de
transduccion, que culminan con la expresién de genes que determinan respuestas
celulares diversas, y que permiten la adaptacion de las plantas al estrés salino.
Entre estas vias de respuesta a estrés salino se encuentra el mecanismo “SOS”
cuya activacion depende de la unién del Ca?* a la proteina tipo calmodulina SOS3
(Zhuang et al., 2014).

Estudios recientes en A. thaliana L. mostraron que las plantas también
poseen un sistema rapido de sefalizacion de estrés, el cual esta basado en “olas”
de Ca?* que son propagadas a través de la planta a velocidades aproximada de
400 micrometros por segundo. Dicha propagacion en las raices ocurre mediante
canales proteicos de membrana en las células de la corteza y de la capa
endodérmica. Este proceso depende de los canales ib6nicos especificos

localizados en vacuola (Choi et al., 2014).
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2.5.3. Regulacion mediante las EROs

El peréxido de hidrégeno ha sido propuesto como una hormona “maestra”,
ya que controla una amplia variedad de respuestas y ajustes fisiologicos. Esta
molécula tiene funciones importantes en los cambios de compactacion de la pared
celular y en la transmision de sefiales entre células, mediante el transporte de
membrana a través de las acuaporinas. En condiciones de estrés salino pueden
incrementarse los niveles de H20:2 por accion de la enzima NADPH oxidasa cuya
actividad puede ser regulada por este estrés abibtico (Jang et al., 2012; Wang et
al., 2013).

El peréxido de hidrogeno puede ser detectado por un receptor especifico a
nivel de membrana, el cual activa cascadas de proteinas quinasas (familia MAP
quinasas) que a su vez, activan factores de trascripcion que inducen la expresion
de enzimas antioxidantes y compuestos osmoticamente activos. La presencia de
H202 puede estimular la apertura de canales de Ca?* a nivel de membrana, lo que
permite incrementar los niveles transientes de calcio citosolico e inducir vias
metabdlicas como el mecanismo SOS o la formacion del complejos
calcio/calmodulina que conducen al cierre estomético (Turan et al., 2012;
Zagorchev et al., 2014).

2.5.4. Regulacion mediante el inositol 1,4,5 trifosfato

El inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) constituye otro compuesto que participa en la
red metabdlica como transductor de las sefiales de estrés salino en las plantas
(Kundan et al., 2013). Estudios realizados por Takahashi et al. (2001) y De Wald et
al. (2001), mostraron que en condiciones de hiperosmoticidad se induce una
elevacion transiente de los niveles de IP3, debido a la activacion de la enzima
fosfolipasa C. El IP3 libera Ca?* de las cisternas intracelulares, el cual inicia una
cascada de eventos relacionados con la fosforilacion de proteinas, proceso que
desempefian una funcion regulatoria en la expresion de genes antiestrés (Mori y
Schroeder, 2004).
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2.5.5. Regulacion mediante acidos ribonucleicos de cadena corta
(microARNs y siARNS)

La expresion diferencial de genes, asi como la regulacion de los procesos
de transcripcion y traduccion, constituyen un area de investigacion esencial para la
compresion de las respuestas a los estreses abidticos (Zhuang et al., 2014).
Recientemente, se ha descubierto en plantas, la presencia de numerosas
moléculas de ARN de bajo peso molecular denominados microARNs y siARNs
(ARN de interferencia, por sus siglas en inglés), que no codifican para polipéptidos
y que son reguladores de la expresion de numerosos genes en los organismos
eucariotas (Jones-Rhoades et al., 2006). Estas moléculas tienen funcién
regulatoria negativa a nivel postrascripcional, ya que inhiben el proceso de
traduccion o provocan la degradacion de ARNm “dianas” mediante el

apareamiento complementario de bases entre ambas moléculas (Voinnet, 2009).

Varios investigadores han indicado que los microARNSs en las plantas estan
relacionados con procesos fisioldgicos importantes, tales como la germinacion vy el
desarrollo de la raiz (Gutierrez et al., 2009). Ademas, se han incrementado las
evidencias de la funcidén que tienen tales moléculas en la respuesta de las plantas
a estreses bioticos como la infeccion por virus (Yang et al., 2013) y abiéticos como
las altas y bajas temperaturas (Tang et al.,, 2012; Yu et al.,, 2012), la sequia
(Barrera-Figueroa et al., 2011), la salinidad (Covarrubias y Reyes, 2010) y los
metales (Chen et al., 2012).

2.6. Caracteres diagnoésticos para la identificacion de tolerancia al estrés

salino

La salinidad afecta el rendimiento de los cultivos tanto cualitativa como
cuantitativamente. De esta manera, los caracteres que indican rendimiento deben
tenerse en consideracion cuando se estudia la tolerancia de las plantas al estrés
salino. Sin embargo, no solo son importantes los componentes del rendimiento;
debido a que la salinidad afecta casi en su totalidad cada aspecto de la fisiologia
de las plantas. Para el estudio de la tolerancia ha dicho estrés se hace necesario

un analisis integral de muchos caracteres fisiologicos y bioquimicos y, no
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simplemente aquellos que influyen directamente en la productividad (Cuartero y
Ferndndez-Mufioz, 1999).

Numerosos investigadores han utilizado diferentes indicadores fisiol6gicos y
bioquimicos para evaluar tolerancia a salinidad en diferentes cultivos (Tabla 1).
Muchos de estos estudios han sido desarrollados a partir de plantas transgénicas

gue sobreexpresan un determinado factor que confiere tolerancia.

Estudios realizados por Koca et al. (2007) con cultivares de Sesamum
indicum L., mostraron correlaciones positivas entre los niveles de prolina libre y la
tolerancia a estrés salino en la variedad tolerante Cumhuriyet. De manera similar,
refiieron una menor concentracion de malonildialdehido (MDA) en el cultivar
tolerante en comparacion con el susceptible (Orhangazi). La presencia de niveles
altos de este compuesto en esta Ultima variedad indicO un mayor dafio a las

membranas biolégicas debido al fendmeno de peroxidacion lipidica.

Las actividades de enzimas antioxidantes como la Superoxido dismutasa, la
catalasa y las peroxidasas también han sido referidas como indicadores de
tolerancia a estrés salino. En trabajos realizados por Suraj (2015) con diferentes
variedades de Plantago ovata Forsk., se observé un aumento en la actividad de
dichas enzimas en variedades tolerantes a dicho estrés, en comparacion con las
susceptibles. EI aumento en la actividad de estas enzimas se relaciond con una

mayor capacidad para eliminar las especies reactivas del oxigeno.

El aumento en la concentracion de clorofilas en condiciones de salinidad,
también se ha propuesto como un indicador bioquimico potencial de tolerancia a
dicho estrés, en cultivos como Pisum sativum L. (Noreen et al., 2010), Heliantus
annuus (Akram y Ashraf, 2011), Medicago sativum L. (Monirifar y Barghi, 2009). A
pesar de estas evidencias, la acumulacién de clorofilas en plantas sometidas a
estrés salino, no siempre ha sido asociada con un caracter de tolerancia. Por
ejemplo, Juan et al. (2005) encontraron una relacion débil entre los niveles de Na*
y los pigmentos fotosintéticos, en las hojas de cultivares de tomate (Solanum

lycopersicon Mill.) con diferente tolerancia a salinidad.
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Tabla 1. Indicadores bioquimicos y fisiologicos de

plantas.

tolerancia a salinidad en

Indicador de tolerancia a
estrés salino

Especie

Autores

Contenido de clorofilas

Catharanthus roseus L.

Jaleel et al. (2008)

Hordeum vulgare L.

Demiral et al. (2005)

Contenido de carbohidratos

Triticum aestivum L.

Kafiet et al. (2008)

Tasa de asimilacion neta de
CO;

Brassica napus L.

Ulfat et al. (2007)

Longitud de radicula y
plumula

Sesamum indicum L.

Bahrami y Razmjoo,
(2012)

Contenido de prolina libre

Sesuvium portulacastrum
L.

Kannan et al. (2013)

Sesamum indicum L.

Koca et al. (2007)

Nicotiana tabacum L.

Garcia de la Garma et
al. (2015)

Capsicum chinense Jacq.

Bojorquez-Quintal et al.
(2015)

Contenido de glicina betaina

Sesuvium portulacastrum

Kannan et al. (2013)

L.
. . . Eleusine coracana L. Krishnamurthy et al.
Contenido de Na* en raiz Gaertn. (2014)
Contenido de K* en raiz Capsmum_chmense Jacq. | Bojorquez-Quintal et al.
variety Rex (2015)

Relaciéon Ca?*/Na* en brote

Triticum aestivum L.

El-Hendawy et al. (2009)

Relacion K*/Na* en brote

Sorghum bicolor L.

Almodares et al. (2013)

Contenido de CI" en brote

Triticum aestivum L.

Salam et al. (1999)

Superoxido dismutasa

Potentilla atrosanguinea L.

Shafi et al. (2015)

Glutation
transferasa/glutation
peroxidasa

Nicotiana tabacum L.

Roxas et al. (2000)

Actividad peroxidasa en hoja

Hordeum vulgare L.

Demiral et al. (2005)

Sesamum indicum L.

Koca et al. (2007)

Aumento de polifenoles,
antocianinas y flavonoides

Origanum majorana L. y
Solanum tuberosum L.

Baatour et al. (2013)
Cheng et al. (2013)
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La influencia de la salinidad sobre el metabolismo de los polifenoles ha sido
poco referenciada. Se ha observado una acumulacién de polifenoles en
condiciones de estrés salino en hojas de Bruguiera parviflora Roxb. (Parida et al.,
2002), Solanum lycopersicon Mill. (Mohamed et al., 2015) y Pistacia vera L. (Lotfi
et al.,, 2015). Estos resultados indican que la induccion del metabolismo
secundario es uno de los mecanismos de defensa para la adaptacion de las

plantas frente al estrés salino (Mane et al., 2010).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd6 en el Centro de Estudios
Biotecnoldgicos, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de
Matanzas.

3.1. Material vegetal

Se utilizaron semillas de Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184
y Centrosema molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160, las cuales fueron suministradas
por el banco de germoplasma de la Estacién Experimental “Indio Hatuey”, ubicada

en el municipio Perico, provincia de Matanzas.

3.2. Desinfeccion y escarificacion de material vegetal

Las semillas de Stylo cv. CIAT-184 y C. molle cv. CIAT-15160 fueron
previamente seleccionadas y lavadas con solucién detergente (1 g.L?),
posteriormente se desinfectaron por inmersion secuencial en etanol al 70%
durante un minuto, hipoclorito de sodio (Kinsol, marca comercial) al 5 y 1%
durante 15 y 20 minutos, respectivamente, seguidos cada uno por enjuagues

sucesivos con agua destilada y estéril.

Para la ruptura de la dormancia de las semillas de S. guianensis (Aubl.) Sw.
cv. CIAT-184, se utilizé como método de escarificacion el descrito por Skerman et
al. (1991), el cual comprendi6 la inmersién de las semillas en agua destilada estéril
a 80°C, durante dos minutos. Este proceso coincidié con el Ultimo paso de la

desinfeccién en los ensayos de germinacion.

3.3. Germinacion de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.)
Benth cv. CIAT-15160 en presencia de NaCl

Las semillas de Stylo cv. CIAT-184 y C. molle cv. CIAT-15160 previamente
desinfectadas, fueron germinadas en placas Petri plasticas de @ 29 cm. Las
mismas contenian papel de filtro estéril humedecido con 7 mL de solucion de
cloruro de sodio (Aldrich) en concentraciones de 0, 20, 100, 150, 200, 250, 300
mmol.L? (Figura 4). Se utilizaron tres placas por cada tratamiento con 10 semillas

cada una. Se efectuaron tres repeticiones del ensayo.
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Figura 4. Semillas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 en camara humeda

con solucién de NacCl.

El ensayo de germinacion se desarrollé6 en un cuarto de crecimiento a una

temperatura de 25 + 2°C, con un fotoperiodo de 16 h (35 pmol m?2 s).

Se evaluaron los indicadores siguientes:

v Porcentaje de germinacién durante ocho dias.

v Velocidad de germinacion (Vso): se determiné segun el método descrito por

Soltani et al. (2001) a partir de la formula:

Vso = 1/Dso, donde Dso representa la estimacion del tiempo necesario para
alcanzar el 50% del maximo de germinacién en los diferentes tratamientos,
el cual se obtuvo por interpolacién de la curva de progresion de la

germinacion contra el tiempo.

indice de vigor | y Il (Vashisth y Nagarajan, 2010). El calculo se determin6
utilizando las férmulas siguientes:
indice de vigor | (IV-1) = (PG x LP)*(LR + LT).

indice de vigor Il (IV-2) = (PG*PS)*(LR + LT), donde:

PG: porcentaje de germinacion.
LP: longitud de la plantula (cm).
LR: longitud de la raiz (cm).

LT: longitud del tallo (cm).
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PS: peso seco de la plantula (g).

v’ Distribucion de biomasa: se determind mediante la representacion del
porcentaje de peso seco promedio de los 6rganos raiz, hipocotilo, epicdétilo,
hojas verdaderas, hojas cotiledonales de las plantulas de cada tratamiento,
en relacion al peso total promedio de las plantulas por tratamiento. El peso
seco de determind mediante la deshidratacion de las muestras en una

estufa a 70°C hasta obtener un peso constante (Veli et al., 1994).

3.4. Crecimiento temprano de S. guianensis cv. CIAT-184 y C. molle cv. CIAT-
15160 en presencia de NacCl

Las semillas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.)
Benth cv. CIAT-15160 fueron desinfectadas como se describié en el acapite 3.2.
Posteriormente se sembraron en vasos plasticos de 400 mL de volumen que
contenian tierra vegetal como sustrato (Figura 5). Previo a la siembra se determiné

la capacidad de campo (CC) por gravimetria.

Las plantas fueron mantenidas en casa de cultivo con un fotoperiodo de 13
horas luz y una temperatura promedio diaria de 24°C * 2, con aplicaciéon de riego
al 90 % de la CC hasta que desarrollaron las primeras hojas trifoliadas.
Posteriormente se mantuvo un riego diario al 70% de la CC con soluciones de
NacCl (0, 50, 100 y 200 mmol.LY) durante 10 dias, fecha en que comenzaron a

aparecer los primero sintomas de marchitez y clorosis en las hojas.

Figura 5. Plantulas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 (izquierda) y C. molle
(Mart.) Benth cv. CIAT-15160 (derecha) germinadas en suelo vegetal.
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Se determinaron los indicadores morfofisioldgicos y bioquimicos siguientes:
v' Contenido de materia fresca y seca.
v Relacién raiz/tallo en base al peso seco.
v" Fenoles solubles, ligados a pared y totales.
v" Contenido de clorofilas a, b y totales.
v Indice de estabilidad clorofilica (IEC).

El estudio se desarrollé siguiendo un disefio completamente aleatorizado

con 10 unidades experimentales para cada tratamiento y tres repeticiones.

3.4.1. Determinacion de indicadores morfofisiol6gicos

Se midieron las longitudes de los hipocdtilos, los epicotilos y las raices de
las plantulas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.) Benth
cv. CIAT-15160 con un papel milimetrado. Las masas frescas de raices, tallos y
hojas se determinaron en una balanza digital Sartorious. Para evaluar el contenido
de materia seca, los 6rganos de las plantulas fueron deshidratados previamente,

en una estufa a 70°C hasta obtener valores constantes de peso seco.

3.4.2. Determinacion de indicadores bioquimicos

3.4.2.1. Determinaciéon del contenido de fenoles

Las muestras de raices y de hojas se maceraron en nitrégeno liquido con el
empleo de un mortero de porcelana. La extraccion de los fenoles solubles se
realiz6 en 10 volimenes de metanol. Las muestras se homogenizaron y
centrifugaron a 27 200 g. Para la extraccion de los fenoles ligados a la pared
celular, el precipitado se resuspendié en NaOH 2 mol.L%, y posteriormente se
neutraliz6 con igual volumen de HCI 2 mol.Lt (Gurr et al., 1992). Para determinar
la concentracion de fenoles se utilizé el acido clorogénico (0,05 mol.LY) como
patrén y los valores de absorbancia fueron determinados a 760 nm. A partir de los
valores obtenidos de concentracion de fenoles solubles y ligados a la pared

celular, se calcularon las concentraciones de fenoles totales.

3.4.2.2. Determinacion del contenido de clorofila
Las hojas se maceraron en un mortero de porcelana, con 5 mL de solucion

acuosa de etanol (Sigma) al 96 %, como solvente para la extraccion de los
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pigmentos. Se midio la absorbancia de los extractos a 665 nm y 644 nm de

longitudes de onda en un espectrofotometro Ultrospect 2000.

Para la determinacion del contenido de las clorofilas a y b se emplearon las
ecuaciones propuestas por Wintermans y de Mots (1965):

Ca (mg L) = 13.95 (Aess) -6.68 (Ass4)

Cb (mg L) =24.96 (Asa4) -7.32 (Ases)

Ca= concentracion de clorofila a

Cb= concentracion de clorofila b

Clorofila total: Ca+b (mg L™1)= (20.2 Asas) +(8.02 Ases).

3.4.2.3. Determinacién del indice de Estabilidad Clorofilica

El indice de Estabilidad Clorofilica (IEC %) fue calculado con los valores del
contenido total de clorofila antes y después de estresadas las plantulas, a partir la

ecuacion propuesta por Kumari et al. (2004).

IEC (%) = [(contenido de clorofilas antes del estrés - contenido de clorofila

después del estrés) / contenido de clorofila después del estrés]*100.

3.5. Estudio de la epidermis en condiciones de salinidad

Para el estudio anatomico de la epidermis se obtuvieron improntas de las
hojas utilizando la técnica descrita por Rodés y Collazo (2006). Se seleccionaron
cinco plantas diferentes de cada tratamiento (0 y 200 mmol.Lt de NaCl) y se
tomaron muestras del foliolo central de cada una de éstas.

El indice estomético (IE) se determiné utilizando la férmula de Salisbury
sugerida por Wilkinson (1979):

NE

IE = x 100

NCE + NE

En la cual, NE es el niumero de estomas por campo de observaciéon y NCE es el

namero de células epidérmicas tipicas en el campo de observacion.
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La densidad estomética se determind segun la formula:
DE (um?) = NE / Area de observacién, donde:
NE = Namero de estomas

(NUmero de divisiones * 1002 * 11

Area de observacion =

3.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

Los ensayos se desarrollaron segun un disefio completamente aleatorizado
con 10 unidades muestrales, para los ensayos de germinacién y de crecimiento
vegetativo en condiciones de salinidad. Para los andlisis histolégicos y
bioguimicos se tomaron cinco muestras por tratamientos, mientras que para la
evaluacion de parametros morfologicos vy fisioldégicos se analizaron 10.

Los datos fueron procesados segun paquete Statgraphic plus 5.1 sobre
WINDOW. Se determiné el ajuste a una Distribucion Normal mediante la prueba
de Bondad de Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de Varianza
mediante las Pruebas de Bartlett (Sigarroa, 1985). En los casos en gue los datos
cumplieron los requisitos exigidos se procesaron mediante ANOVA de clasificacion
simple o multifactorial y la Prueba de Rangos Multiples de Duncan. Los datos que
no cumplieron con estas premisas fueron comparados mediante la Prueba de

Kruskal-Wallis y la Prueba de Rangos Mudltiples de Student-Newman-Kwels (SNK).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Respuesta de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.)
Benth cv. CIAT-15160 durante la germinacion en condiciones salinas

4.1.1. Porcentaje y velocidad de germinacion

Las Figuras 6 y 7 muestran los resultados obtenidos en el proceso de
germinacion de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.) Benth cv.
CIAT-15160 durante ocho dias de ensayo, en diferentes concentraciones de NacCl.
En ambas especies se observé que en los tratamientos con mayores niveles de la
sal, el porcentaje fue menor. En los casos con concentraciones de NaCl igual a 50
mmol.L't no se observaron afectaciones en el proceso de germinacion. En
concentraciones superiores y hasta 200 mmol.L* de la sal se observé un retardo
en el inicio de la germinacién. Los tratamientos con 250 mmol.L? mostraron
emergencias radiculares muy pobres, las cuales fueron inhibidas completamente
en 300 mmol.L* de NaCl.

S. guianensis cv. CIAT-184

00 mmol.L"?
- ; & —— ()
S a| — A ——a— M
— /4’ F U
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Figura 6. Porcentaje de geminacion de semillas frescas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv.
CIAT-184 en diferentes concentraciones de cloruro de sodio. Se expresan las medias *

desviacion estandar (n=9). Leyenda: se indican las concentraciones de NaCl en mmol.L2,
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Figura 7. Porcentaje de germinacion de C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 en
diferentes concentraciones de NaCl. Se expresan las medias * desviacion estandar (n=9).
Leyenda: se indican las concentraciones de NaCl en mmol.L™.

La Tabla 2 muestra el efecto del cloruro de sodio sobre la velocidad de
germinacion (Vso) para ambas especies. Como se puede observar, los valores

obtenidos para este indicador en ambas especies fueron menores en

concentracion superiores de cloruro de sodio.

Tabla 2. Efecto del cloruro de sodio sobre la velocidad de germinacion (Vso) en funcion del
inverso del tiempo que demoraron las semillas en alcanzar el 50% del maximo de
germinacion. Medias con letras distintas muestran diferencias significativas entre los
tratamientos dentro de la especie, segun prueba de Kruskal-Wallis y SNK, *: p<0,05. +: EE
de la media.

NaCl Velocidad de germinacion (Vso)
(mmol.L) S. guianensis cv. CIAT-184 C. molle (Mart.)
0 0,41 + 0,046 (b) 0,34 + 0,025 (a)
50 0,52 + 0,055 (a) 0,33+ 0,021 (a)
100 0,38 £ 0,027 (b) 0,22 £ 0,017 (b)
150 0,31+ 0,031 (c) 0,21 + 0,019 (b)
200 0,22 £ 0,019 (d) 0,15+ 0,013 (¢)
250 0,03 =+ 0,005 (e) 0,05 + 0,007 (d)
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En el caso de Stylo cv. CIAT-184 se observd un mayor valor de la velocidad
de germinaciéon en 50 mmol.L'! de cloruro de sodio. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Panuccio et al., (2014) en Chenopodium quinoa Willd., los
cuales refirieron un incremento en la velocidad de germinaciéon en semillas
expuestas a bajas concentraciones de NaCl, CaClz, KCl y MgClz; aunque no se
afectd el porcentaje de germinacion al final de experimento. De manera similar,
Kumari et al. (2014) observaron un efecto estimulador del porcentaje y la velocidad
de germinacion en Tephrosia purpurea L. a dicha concentracién, en comparacion

con el control.

Resultados similares fueron obtenidos en otras leguminosas como Vicia
faba L. (Abd El-Samad y Shadadd, 2013) y Phaseolus vulgaris L. (Mena et al.,
2015). El efecto negativo del cloruro de sodio sobre el proceso de germinacion
también ha sido observado por numerosos investigadores en especies como
Sesamum indicum L. (Bahrami y Razmjoo, 2012), Carthamus tinctorius L. y
Helianthus annuus L. (Jabeen y Ahmad, 2013), Capsicum annuum L. (Hassen et
al., 2014), Hordeum vulgare L. (El Goumi et al., 2014), Tephrosia purpurea L.
(Kumari et al., 2014) y Vigna unguiculata L. (Abdel-Haleem y EI-Shaieny, 2015).
Las diferencias encontradas entre las especies fue relacionada con las variaciones

genéticas presentes en las mismas (Asmare y Ambo, 2013).

Los resultados obtenidos pudieron estar asociados a una disminucion del
potencial osmaético del medio por la presencia de sales, lo que en consecuencia
provoca una reduccion del potencial hidrico y con ello se afecta el proceso de
imbibicién de la semilla (Taiz y Zeiger, 2006). Por otra parte, el cloruro de sodio
pudo tener un efecto toxico sobre el embrion. Los iones en altas concentraciones
pueden provocar la inhibicibn de enzimas importantes que participan en el
metabolismo celular, la acidificacion del espacio apoplastico necesaria para la
activacion de enzimas que ablandan la pared celular y permite la elongacion

celular por accién de la presion de turgencia (Munns, 2002; Taiz y Zeiger, 2006).
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4.1.2. Efecto del NaCl sobre la longitud de la radicula, el vastago y el vigor de

las plantulas

La longitud de las radiculas y del vastago fueron menores en los tratamientos
con mayores concentraciones de cloruro de sodio en la etapa germinativa de S.
guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160
(Figura 8).

En Stylo cv. CIAT-184 se evidencié un crecimiento normal y homogéneo de la
raiz hasta 50 mmol.L%; mientras que C. molle cv. CIAT-15160 mostré una mayor
sensibilidad al NaCl, con una reduccion significativa en la longitud de este érgano
a la misma concentracion. En C. molle cv. CIAT-15160 se observo el desarrollo de
epicétilo en el control y 50 mmol.L%, mientras que en Stylo cv. CIAT-184 no hubo

un desarrollo de esta estructura.

En concentraciones de 200 mmol.L"! de NaCl tanto la raiz como el vastago
mostraron un crecimiento pobre, mientras que en 300 mmol.L*! de la sal se
observo una inhibicion del crecimiento en ambas estructuras (Figuras 9 y 10).

Figura 8. Plantulas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.)
Benth cv. CIAT-15160 germinadas en diferentes concentraciones de NaCl.
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Figura 9. Crecimiento de raiz y tallo de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 durante el
proceso de germinacion en diferentes condiciones de salinidad. Medias con letras
distintas muestran diferencias significativas entre los tratamientos para un mismo 4rgano,
segun prueba de Kruskal-Wallis y SNK, *: p<0,05.
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Figura 10. Crecimiento de C. molle (Mart.)) Benth cv. CIAT-15160 en diferentes
concentraciones de NaCl. Medias con letras distintas muestran diferencias significativas
entre los tratamientos para un mismo 6rgano, segun prueba de Kruskal-Wallis y SNK, *:
p<0,05.

El crecimiento del vastago en S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 fue
menor en los tratamientos con presencia de cloruro de sodio. A partir de 150
mmol.L* no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. En el

caso de C. molle cv. CIAT-15160, el crecimiento del hipocétilo mostré poco

40



desarrollo a partir de 50 mmol.L, mientras que el epicétiio mostré una
disminucion drastica a partir de esta concentracion, inhibiéndose completamente

el crecimiento.

Numerosos autores han referido el efecto negativo que tiene el cloruro de
sodio en el crecimiento de los 6rganos vegetativos en las plantulas (Bahrami y
Razmjoo, 2012; Mosavian y Eshraghi-Nejad, 2013). Trabajos realizados sobre
germinacion en condiciones salinas evidenciaron un retardo en el crecimiento
radicular en leguminosas como Glycine max L. (Merr.), Phaseolus aureus L.
(Roxb.), Trifoliun resupinatum L. var. Majus Boiss, Phaseolus vulgaris L. (Ates y
Tekeli, 2007), Medicago sativa L. (Younesi et al., 2013) y en otras especies como
Capsicum annuum L. (Hassen et al., 2014) y Shorgum bicolor L. (Bafeel, 2014) en

concentraciones superiores a 100 mmol.L.

Los resultados observados en las plantulas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv.
CIAT-184 y Centrosema molle cv. CIAT-15160 se pudieran asociar a los posibles
cambios hormonales que se desencadenan en los tejidos vegetales sometidos a
estrés salino. En los estudios realizados en otras especies como Pisum sativum L.,
Arabidopsis thaliana L. (Heynh.), Triticum aestivum L., Zea mays L., y Solanum
lycopersicon Mill. se determind la relacidn directa entre la presencia del ibn Na* en
la region adyacente a la raiz y la activacion de la sintesis del acido abscicico
(ABA) (Barcelo et al., 2002).

El ABA puede inhibir la accion de otros reguladores del crecimiento vegetal
como las giberelinas (GA), las citoquininas y las auxinas. Como consecuencia, se
pueden afectar varios procesos metabdlicos como la activacion de las enzimas
hidroliticas a nivel de los cotiledones y el crecimiento de la plantula (Taiz y Zeiger,
2006). En especies como Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) y Oryza sativa L. la
reduccion en el crecimiento de los tallos se puede manifestar en un medio con 40
mmol.L"* (Munns y Tester, 2008).

Las Figuras 11 y 12 muestran el efecto negativo de la altas concentraciones
de cloruro de sodio sobre el vigor de las plantulas en funcién de los porcentajes de
germinacion y las longitudes de los 6rganos vegetativos (indice de Vigor 1), asi
como de estos valores y el peso seco de la plantula (indice de Vigor Il) luego de

ocho dias de germinacion (Figuras 11y 12).
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Figura 11. indice de vigor | en plantulas de C. molle cv. CIAT-15160 y S.
guianensis cv. CIAT-184 sometidas a diferentes concentraciones de NaCl. Medias
con letras distintas muestran diferencias significativas entre los tratamientos dentro de la
especie, segln prueba de Kruskal-Wallis y SNK, *: p<0,05.
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Figura 12. indice de vigor Il en plantulas de C. molle cv. CIAT-15160 y S. guianensis cv.
CIAT-184 sometidas a diferentes concentraciones de NaCl. Medias con letras distintas
muestran diferencias significativas entre los tratamientos dentro de la especie, segun
prueba de Kruskal-Wallis y SNK, *: p<0,05.

Los indices de vigor | y Il en ambas especies fueron menores con el
aumento de la concentracién de cloruro de sodio. En el caso de S. guianensis cv.
CIAT-184 este indicador no se afecté en 50 mmol.Lt de NaCl, mientras que

concentraciones superiores de esta sal manifestaron indices inferiores. Con
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relacion a C. molle cv. CIAT-15160 las plantulas sometidas a 50 mmol.L?

evidenciaron una disminucién en ambos indices con relacién al control.

La reduccion en los indices de vigor observados con el aumento de sal en
el medio, puede estar relacionada con la disminucion del crecimiento de los
organos vegetativos y el peso seco de éstos (indice de vigor II). La reduccion
marcada en el peso seco a concentraciones superiores a 100 mmol.L"? puede
estar asociada con una disminucion en la biosintesis de proteinas (Munns y
Tester, 2008).

La salinidad también pudo provocar otros estreses al 6rgano vegetal como
la toxicidad ionica debido a la entrada excesiva de iones, que unido a la
disminucién de K* con respecto al Na* (desbalance nutricional), constituyen
factores importantes que provocan la detencion del crecimiento de las plantas. La
interferencia en la absorcién de iones K* puede provocaron profundos cambios
metabdlicos en los tejidos, debido a la diversidad de funciones que presenta este
elemento en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Adams y Shin, 2014).

La disminucion en el crecimiento puede estar relacionada también con la
acumulacion de sales en los espacios intercelulares, lo cual provoca un balance
del potencial hidrico entre el medio intra y extracelular y la salida de agua hacia el
apoplasto. La disminucion del potencial hidrico afecta negativamente al potencial
de turgencia de las células que conlleva a una disminucion en los procesos de

elongacién y division celular (Taiz y Zeiger, 2006).

Xiong y Zhu (2002) refirieron que el estrés salino reduce la eficiencia en la
traslocacion y la asimilacion de los materiales almacenados en las semillas, lo que

provoca una disminucion del crecimiento del brote en las plantas estresadas.
4.1.3. Distribucién de la biomasa

El efecto de la salinidad provoco cambios significativos en la distribucion de
la biomasa en los distintos 6rganos de las plantulas tanto en S. guianensis (Aubl.)
Sw. cv. CIAT-184 (Figura 13) como en C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160
(Figura 14).
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Como se observa en el primer caso, las plantulas no mostraron variacién en
los porcentajes de masa fresca de raiz, tallo y hoja hasta 100 mmol.L"* de NacCl.
Los mayores porcentajes se obtuvieron en hojas y tallos con aproximadamente un
55 y un 40 % del total, respectivamente. Sin embargo, a concentraciones
superiores hubo un aumento en las proporciones de las hojas con relacién al total
y una disminucién del porcentaje de raices y tallos. En 200 mmol.L, los
porcentajes fueron reportados solo para hojas y tallos, debido a una inhibicion total

del desarrollo de las raices.

Biomasa (%)

30

0 50 100 150 200 250
NaCl (mmol.L?)

Bl Radicula DOHipocotile BHojas

Figura 13. Distribucion de la biomasa en plantulas de S. guianensis cv. CIAT-184
sometidas a diferentes concentraciones de cloruro de sodio durante ocho dias de
germinacion. Medias con letras distintas muestran diferencias significativas entre los

tratamientos dentro de un mismo 6rgano, segun prueba de Kruskal-Wallis y SNK, *:
p<0,05.

De manera similar, C. molle cv. CIAT-15160 mostré cambios en los porcentajes de
peso fresco con respecto al total (Figura 14). En concentraciones superiores a 50
mmol.L* los mayores valores fueron observados en hojas (cotiledonales),
hipocétilo y epicétilo, en orden decreciente. En 100 mmol.Lt se inhibi¢ el
desarrollo de epicétilos y hojas verdaderas, con un aumento significativo del
porcentaje en las hojas cotiledonales con respecto al control y hubo una
disminucién en la biomasa de los hipocotilos. Por otra parte, no se apreciaron

cambios significativos en la biomasa de las raices entre los distintos tratamientos.
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Figura 14. Distribucion de la biomasa en plantulas de C. molle cv. CIAT- 15160
sometidas a diferentes concentraciones de cloruro de sodio durante ocho dias de
germinacion. Medias con letras distintas muestran diferencias significativas entre los
tratamientos dentro de un mismo 6rgano, segun prueba de Kruskal-Wallis y SNK, *:
p=<0,05.

Estos resultados evidencian el efecto toxico del cloruro de sodio en el
crecimiento y el desarrollo de las plantulas. En el caso de C. molle cv. CIAT-15160
se evidencia una mayor afectacion en comparacion con S. guianensis cv. CIAT-
184, ya que en concentraciones superiores a 150 mmol.L?, los porcentajes de
biomasa estuvieron principalmente en funcion de las hojas cotiledonales con un
pobre o nulo desarrollo de las restantes estructuras. Este resultado sugiere una
interrupcién del metabolismo de los carbohidratos, probablemente por inhibicién

de la a-amilasa que hidroliza las reservas de almidén en los cotiledones.

Los resultados obtenidos coinciden con los referidos por otros autores en
un rango similar de concentraciones de NaCl, en especies como Brassica napus L.
(Jamil et al., 2006), Catharanthus roseus L. (Jaleel et al., 2008), Triticum aestivum
L. (Maghsoudi y Maghsoudi et al., 2008), Sesamum indicum L. (Bahrami y
Razmjoo, 2012) y Hordeum vulgare L. (El Goumi et al., 2014).

Estudios recientes de estrés salino en Tagetes erecta L. mostraron una
disminucién en la biomasa, la altura, la longitud de la raiz, el nUmero de hojas por
plantas y el peso fresco y seco en plantas cuando la concentracion de NaCl fue

superior a 150 mmol.L! (Sayyed et al., 2015).
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4.2. Respuesta a salinidad de S. guianensis cv. CIAT-184 y C. molle cv. CIAT-
15160 durante el crecimiento vegetativo temprano

4.2.1. Caracteres bioquimicos y fisiolégicos

4.2.1.1. Contenido de fenoles

Las Figuras 15 y 16 muestran los niveles de fenoles solubles, ligados a la pared
celular y totales, en raiz y en hoja de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 a
diferentes concentraciones de NaCl, respectivamente. La exposicion de las
plantulas de Stylo. cv. CIAT-184 al NaCl, provoc6 cambios en las concentraciones
de fenoles totales en las raices, con un valor maximo a 100 mmol.L't. Las
concentraciones de los fenoles solubles y los ligados a la pared celular en este
organo fueron mayores con el incremento de la concentracion de NaCl. No
obstante, a 200 mmol.L? se observé una disminucién lo cual puede estar
determinado por una disminucion del metabolismo de los fenoles a elevadas

concentraciones de esta sal.

Fenoles en raiz de Stylosanthes guianensis
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Figura 15. Contenido de fenoles totales en raices de plantas de S. guianensis cv. CIAT-
184 desarrolladas en diferentes concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos de una misma variante
fendlica, p<0,05 segun Test de Duncan.

En las hojas de S. guianensis cv. CIAT-184 (Figura 16) no se observaron
cambios en las concentraciones de los fenoles ligados a la pared celular y de los
totales entre las diferentes concentraciones de NaCl. Por el contrario, las
concentraciones de fenoles solubles fueron superiores a partir de 100 mmol.L?

con respecto al control. Esto pudo estar asociado con una translocacion de los
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compuestos fenodlicos desde la raices hasta las hojas, donde se apreciaron

aumentos significativos en la concentracion de los mismos.

Fenoles en hojas de Stylosanthes guianensis
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Figura 16. Fenoles totales en hojas de plantas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-
184 desarrolladas en diferentes concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos de una misma variante
fendlica, p<0,05 segun Test de Duncan.

Resultados similares fueron referidos en plantulas de Salicornia brachiata
Roxb. (Santhanakrishnan et al., 2014), Aeluropus littoralis Willd. (Haghighi et al.,
2014), Solanum lycopersicon Mill. (Mohamed et al., 2015) y Pistacia vera L. (Lotfi
et al., 2015), las cuales fueron desarrolladas en condiciones estresantes de cloruro
de sodio. Estos autores encontraron incrementos significativos de fenoles en las
raices y las hojas de estas especies con el aumento de la concentracion de esta

sal.

C. molle cv. CIAT-15160 mostrd incrementos significativos de fenoles
totales en las raices con el aumento de la concentracion de NaCl en el medio, lo
cual estuvo relacionado con el aumento de los fenoles solubles (Figura 17). Los

fenoles ligados, por el contrario, no mostraron cambio entre los tratamientos.

En las hojas de C. molle cv. CIAT-15160 (Figura 18), por el contrario, no se
apreciaron diferencias en las concentraciones de fenoles solubles entre los
distintos tratamientos, mientras que las concentraciones de los fenoles ligados a la
pared celular fueron superiores con el incremento de la concentracion de NacCl, lo

que influyd en el incremento de los fenoles totales. El hecho de que no se hayan
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encontrado incrementos en los valores de fenoles solubles, puedo estar asociado
a la capacidad de esta especie para trasladar dichos compuestos a las partes

aéreas de la planta.

Fenoles enraiz de Centrosema molie

Fenoles (mg.g! mf)

Concentracion de NaCl (mmol.L”)

O Fencles scluoles @ Fencles ligacos W Fenoles totales

Figura 17. Contenido de fenoles en raices de plantas de C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-
15160 desarrolladas en diferentes concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos de una misma variante
fendlica, p<0,05 segun Test de Duncan.

Fenoles en hojas de Centrosema molle
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Figura 18. Contenido de fenoles en hojas de plantas de C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-
15160 desarrolladas en diferentes concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos de una misma variante
fendlica, p<0,05 segun Test de Duncan.

El incremento en los niveles de fenoles luego de la aplicacion de sales en el
medio ha sido referido como un mecanismo de defensa antioxidante. Estos
compuestos tiene la capacidad de reducir las concentraciones de las especies

reactivas del oxigeno, que afectan drasticamente el metabolismo celular y

48



protegen las membranas biologicas del dafio oxidativo ocasionado por las EROs
(Chernane et al., 2015).

El aumento en el contenido de fenoles totales puedo estar relacionado con
la sobreexpresion de factores de transcripcion que inducen la sintesis de enzimas
que participan en la produccion de los compuestos fendlicos. Entre estas se
encuentra la Fenilalanina amonio liasa, la cual constituye la principal enzima en la
ruta metabdlica de los compuestos polifendlicos (Baatour, et al., 2013; Cheng et
al., 2013).

4.2.1.2. Contenido de clorofilas

La cuantificacion del contenido de clorofilas (a, b y totales) para S.
guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 se
muestran en las Figuras 19 y 20, respectivamente. En el caso de Stylo cv. CIAT-
184 no se observaron cambios significativos en el contenido de ambos pigmentos
en presencia de cloruro de sodio (Figura 19). Los valores obtenidos en C. molle
cv. CIAT-15160 no mostraron una variacion con el aumento en los niveles de NaCl
para la clorofila b; sin embargo, la concentracion de clorofila a fue
significativamente menor en 200 mmol.L? de esta sal, lo que debié estar
relacionado con valores también inferiores de pigmentos totales observados a

dicha concentracion de cloruro de sodio (Figura 20).
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Figura 19. Concentracion de clorofila a, b y a+b en hojas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv.

CIAT-184. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las medias de los
tratamientos de una misma variante clorofilica, p<0,05 segun Test de Duncan.
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Los resultados obtenidos en C. molle cv. CIAT-184 concuerdan con los
obtenidos por otros autores, los cuales han referido una disminucion en los niveles
de clorofilas en diferentes especies sometidas a estrés salino como Oryza sativa
L. (Jamil et al., 2012), Triticum aestivum L. (Bahrani et al., 2013a; Barakat et al.,
2013), Vicia faba L. (Hassanein et al., 2012), Capsicum annuum L. (Azfal et al.,
2014), Linum usitatissimum L. (Mervat y Dawood, 2014), Tritcum durum L.
(Chernane et al., 2015) y Tagetes erecta L. (Sayyed et al., 2015). Sin embargo,
estudios realizados en Morus alba L. (Vijayan et al., 2008) y Brassica spp.
mostraron un aumento en el contenido de los pigmentos fotosintéticos en
condiciones salinas, lo cual fue relacionado con una tolerancia de estas especies a
la salinidad (Jamil et al., 2014).
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Figura 20. Concentracion de clorofila a, b y a+b en hojas de C. molle (Mart.) Benth cv.
CIAT-15160. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las medias de los
tratamientos de una misma variante clorofilica, p<0,05 segun Test de Duncan.

De manera similar, en estudios realizados por Ganehan et al. (2016) con
lineas de arroz (Oryza sativa L.) tolerantes y susceptibles a NaCl, se observé una
disminucién en los niveles de clorofilas en las lineas susceptibles a

concentraciones elevadas de la sal, en comparacion con las tolerantes.

La reduccién en el contenido de clorofila en condiciones de estrés salino
pudo estar relacionada con la destrucciéon de pigmentos clorofilicos por accién de
las EROs, la enzima clorofilasa que separan el fitol del anillo tetrapirrdlico de la
clorofila (Benedetti y Arruda, 2002), a la inestabilidad de los complejos proteina-
pigmentos (Jamil et al., 2012); asi como a la interferencia de los iones Na* en la

sintesis de novo de proteinas y componentes estructurales de la clorofila (Jaleel et
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al., 2007). Estos aspectos dependen de la concentracion de sales en el medio, del

tiempo de exposicion y la especie en cuestion (Siler et al., 2007).

Estudios realizados con callos y plantas de girasol (Helianthus annuus L.)
en condiciones de estrés salino, demostraron una disminucion en el contenido de
precursores importantes de las clorofilas como el glutamato y el acido 5-
aminolevulinico. Estos resultados indicaron que la disminucion en las
concentraciones de estos pigmentos en condiciones de estrés salino se debe mas
al efecto negativo sobre la biosintesis que a los procesos degradativos (Akram y
Ashraf, 2011; Ashraf y Harris, 2013).

4.2.1.3. Indice de estabilidad clorofilica

La Figura 21 muestra los valores del Indice de Estabilidad Clorofilica para
ambas especies en 100 y 200 mmol.L* de NaCl. Como se puede observar, S.
guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 mostr6 una mayor estabilidad en el contenido
de clorofilas en comparacion con C. molle cv. CIAT-15160, donde se observé una

variacion notable de este indicador en 200 mmol.L1de la sal.
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0200 mmol.L-1 269 1295206 31,37474248

Figura 21. indice de Estabilidad Clorofilica (IEC) en C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160
(1) y S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 (2).

La resistencia del sistema fotosintético a la salinidad ha sido asociada con
la capacidad de las especies vegetales para compartimentalizar efectivamente los
iones en las vacuolas, el citoplasma y los cloroplastos (Mane et al., 2011). Por otra
parte, este resultado pudiera estar asociado al incremento en el contenido de

fenoles que actian a nivel celular, en procesos de detoxificacion de las especies

51



reactivas del oxigeno y por tanto, protegen el aparato fotosintético de la accion

dafiina de estos radicales toxicos (Sabra et al., 2012).

La relacion clorofila a / clorofila b para S. guianensis cv. CIAT-184 y C.
molle cv. CIAT-15160 se observa en la Figura 22. Los valores obtenidos en el
primer caso no mostraron cambios significativos entre el control y las
concentraciones de 100 y 200 mmol.L*? de cloruro de sodio. En el caso de C.
molle cv. CIAT-15160 no se observaron diferencias entre el control y 100 mmol.L™t
de esta sal; sin embargo, a 200 mmol.L™! se evidenciaron valores menores con
relacion a los otros tratamientos. Siler et al. (2007) plantearon que la variaciéon en
el valor clorofila a/b puede estar asociado a cambios entre el contenido de ambos
tipos de clorofilas en los fotosistemas | y Il bajo condiciones de estrés salino.
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Figura 22. Relacién Clorofila a / Clorofila b en plantulas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv.
CIAT-184 y C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 en diferentes concentraciones de
cloruro de sodio. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las medias de
los tratamientos para una misma especie, p<0,05 segun Test de Duncan.

Estos resultados sugieren que Stylo cv. CIAT-184 pudiera presentar
mecanismos bioquimicos que evitan una descompensacion entre los niveles de
clorofila a y b; a diferencia de C. molle cv. CIAT-15160, cuya disminucion en la
relacion clorofila a / b, pudiera inferir una mayor susceptibilidad del sistema

fotosintético al cloruro de sodio.

4.2.2. Peso fresco y peso seco

La adicion de concentraciones elevadas de NaCl al sustrato provoco, de
manera general, valores menores de masa fresca en raiz, tallo y hojas de ambas
especies en comparacion con el control (Figura 23). Sin embargo, hubo
diferencias en la respuesta entre los 6rganos vegetativos y entre las especies. En
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Stylo. cv. CIAT-184 las raices fueron las mas sensibles, con una disminucion
significativa del peso fresco a partir de 50 mmol.L, mientras que en los tallos y las
hojas los cambios fueron observados a partir de 100 mmol.L* y 200 mmol.L?,

respectivamente.

En el caso de C. molle cv. CIAT-15160 los cambios en el peso fresco fueron
significativos en 200 mmol.L* en los diferentes 6rganos. Los valores obtenidos
para la raiz y la hoja fueron inferiores a los obtenidos a dicha concentracion en

iguales organos de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184.
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Figura 23. Peso fresco de la raiz, el tallo y las hojas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv.
CIAT-184 y de C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 sometidas a estrés con diferentes
concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las
medias de los tratamientos para un mismo 6rgano, p<0,05 segun Test de Duncan.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otras especies como
Solanum lycopersicon Mill. (Lolaei, 2012), Capsicum annuum L. (Hassen et al.,
2014), Thymus kotschyanus L. (Mousavi et al., 2014) y Tagetes erecta L. (Koksal
et al., 2016). El peso fresco que puede retener una planta en condiciones de
salinidad esta relacionado con los mecanismos bioquimicos y fisioldgicos que
presenta la misma, para enfrentar el estrés osmaético que impone el medio. Las
plantas bajo estas condiciones pueden contrarrestar la pérdida de agua en los
tejidos, con un aumento de la concentracion de acido abscisico que provoca el
cierre estomatico (Zhu, 2002) y/o con un incremento de los niveles de osmolitos,
los cuales aumentan la presién osmética de las células y evitan la pérdida de agua
(Sairam y Tyagi, 2004).
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Un evento bioquimico que puede estar relacionado con la pérdida de agua
en los tejidos vegetales es la expresidon de acuaporinas en las membranas
citoplasmaticas. Se ha referido en la literatura la expresion de estos genes
inducidos por deshidratacion y estrés salino, que pueden incrementar la
permeabilidad al agua y facilitar su flujo (Sarda et al., 1999). Por el contrario,
también existen ejemplos de una regulacion negativa de las acuaporinas por
salinidad y estrés hidrico, lo que genera una disminucion del flujo de agua a través
de las membranas que permite la conservacion de la misma en los tejidos
(Johansson et al., 1998).

El peso seco determinado para S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 fue
menor a 50 mmol.L* para raiz (Figura 24). En los tallos y en las hojas el cambio se
observé a partir de 100 mmol.L. En el caso de C. molle cv. CIAT-15160, no se
encontraron variaciones en tallo y hoja entre los distintos tratamientos y el control,
mientras que en raiz el peso seco disminuyé en 200 mmol.L! de la sal. En
general, la reduccion en este indicador con relacion al control oscil6 entre un 10 y

un 20 % luego de 10 dias de exposicion al NaCl.
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Figura 24. Peso seco de la raiz, el tallo y las hojas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-
184 y de C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 sometidas a estrés con diferentes
concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las
medias de los tratamientos para un mismo 6rgano, p<0,05 segun Test de Duncan.

Las raices, en ambas especies, mostraron los valores mas bajos de peso
fresco y peso seco, en comparacion con el resto de los érganos vegetativos. Esto

puede estar asociado a que este 6rgano se encuentra expuesto directamente al
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estrés salino, por lo cual, el efecto desestabilizador del cloruro de sodio en el

ambiente intra y extracelular es mayor en la raiz que en los 6rganos aéreos.

Varios autores han referido el efecto negativo del cloruro de sodio en el
contenido de peso seco en especies como Vicia faba L. (Khalafallah et al., 2008),
Zea mays L. (Hatzig et al., 2010), Cucurbita spp., Brassica spp. (Bahrani, 2013b;
Jamil, et al., 2014); Capsicum annuum L. (Afzal et al., 2014) y Jatropha curcas L.
(Elhag y Gafar, 2014).

Las diferencias observadas entre especies pueden estar determinadas por
las caracteristicas genéticas de cada una en particular. La presencia de diversos
mecanismos de respuesta fisiologica frente al estrés salino permite reestablecer la
homeostasis i6nica y osmética, lo cual contribuye a un funcionamiento fisiolégico

adecuado de las células, los tejidos y los 6rganos afectados.

La disminucion del peso seco en el vastago y la raiz, en condiciones de
estrés salino, puede estar asociado a una reduccién de la actividad fotosintética.
La afectacién en este proceso limita no solo la produccion de azlcares necesarios
para la produccion de energia metabdlica durante la respiracién celular, sino
también la fuente primaria de estructuras carbonadas para la sintesis de diferentes
estructuras celulares, que en su conjunto, determinan el peso seco del vegetal
(Mervat y Dawood, 2014). Por otra parte, esto puede estar relacionado con una
afectacién en el metabolismo del nitrégeno en la raiz al disminuir la absorcién de

nitrato, lo cual, en consecuencia, afecta la sintesis proteica.

Estudios realizados por diversos investigadores evidenciaron el efecto
negativo del NaCl sobre el proceso fotosintético (Abbasi-Shahmersi et al., 2012),
donde inciden diversos factores como la destruccién de la clorofila luego de la
separaciéon de las mismas de las membranas tilacoidales; aumento de la
resistencia estomatica mediada por un aumento de la concentracion del ABA, lo
cual limita la entrada de CO:2 a los tejidos fotosintéticos, disminucién de la
eficiencia de la Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa y el proceso de regeneracion de
la ribulosa 1,5-bifosfato que tiene lugar durante el ciclo de Calvin (Jamil et al.,
2012).
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A pesar del efecto negativo del cloruro de sodio sobre la produccion de
masa seca observada en el presente trabajo, los valores obtenidos para ambos
cultivares reflejan las potencialidades genéticas que poseen ambas especies para
tolerar altas concentraciones de esta sal. Segun Munns (2002), las especies
tolerantes a salinidad como Brassica napus L. luego de algun tiempo de
exposicion a 200 mmol.Lt de NaCl, pueden tener una reducciéon de
aproximadamente el 20 % del peso seco, las especies moderadamente tolerantes
como el algodén (Gossypium hirsutum L.) hasta un 60 %, mientras que las
sensibles como la soya (Glycine max L.) pueden morir a causa del estrés osmatico
y la toxicidad i6nica que impone esta concentracion de NaCl. Este resultado
sugiere el uso del peso seco como indicador de tolerancia a salinidad en ambas

especies.

4.2.2.1. Relacion raiz/brote

Los resultados obtenidos en S. guianensis cv. CIAT-184 mostraron que no
hubo variaciones en este indicador para concentraciones de cloruro de sodio entre
0y 100 mmol.Lt. Sin embargo, se observé un aumento en la relacién raiz/brote a
200 mmol.L? de esta sal. En C. molle cv. CIAT-15160 no se observaron
variaciones en este indicador para las diferentes concentraciones evaluadas
(Figura 25).

a0
= 70 4 :
= mmeol.l
= 60 -
E 0 EED
‘E 40 4 .
= @ 00
E 30 1 ® 200
220 -
& 10 4

1]

Stylosanthes guianensis Centrosema molle

Figura 25. Relacion raiz/brote en plantulas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y C.
molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 sometidas a diferentes concentraciones de NaCl. Las
letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos para
una misma especie, p<0,05 segun Test de Duncan.
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Desde el punto de vista fisioldgico, el resultado observado en Stylo cv.
CIAT-184 puede estar asociado con un incremento en el flujo de compuestos
osmoticamente activos como proteinas y aminoacidos hacia las raices. Este
fenbmeno puede constituir un mecanismo antiestrés que permite reducir la
diferencia del potencial de agua que se genera entre el medio hiperosmaético y los
tejidos internos de la raiz. Resultados similares han sido descritos por otros
autores en plantas sometidas a estrés salino como Callistemon citrinus (Curtis)
Skeels (Alvarez y Sanchez-Blanco, 2014) y en Triticum aestivum L. (Byrt et al.,
2014). La relacion raiz/brote ha sido referida como un indicador de tolerancia a

estrés salino en Myrtus communis L. por Acosta-Motos et al. (2015).

Investigaciones recientes sugieren la presencia de mecanismos
moleculares que intervienen en el alargamiento de la raiz como respuesta al
estrés osmoético. Estudios realizados por Zhuang et al. (2014) en Solanum
linnaeanum (Heeper & Jaeger) en condiciones de salinidad detectaron la
expresion de 10 micro-ARNs de bajo peso molecular con funcion reguladora
antiestrés. Estos autores relacionaron el microARN “sli-miR397” con un efecto
regulador sobre el gen de la lacasa (fenol oxidasa), la cual ha sido asociada con
cambios notables en el crecimiento de la raiz en condiciones de deshidratacion
(Cai et al., 2006). Los resultados obtenidos pueden inferir la presencia de
microARNs con funciones reguladoras en el crecimiento de las raices en Stylo cv.

CIAT-184 en condiciones de estrés salino.

En contraste con los resultados obtenidos con Stylo cv. CIAT-184, no se
encontraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos para C. molle
cv. CIAT-15160, lo cual pudiera sugerir la carencia de factores genéticos
intrinsecos en la especie, que propicien la sintesis y redistribucion de compuestos

osmaoticamente activos hacia las zonas mas afectadas por salinidad.

Resultados diferentes fueron obtenidos por Sneha et al. (2013) en
Pennisetum glaucum L., quienes observaron una disminucion en la relacion

raiz/brote con el aumento de la concentracion de cloruro de sodio en el medio.

Rogers et al. (1996) plantearon que la relacion raiz/brote constituye un valor

qgue depende de la distribucion de los compuestos fotosintetizados por la planta, y
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se encuentra bajo la influencia de numerosos factores. La relacion raiz/brote
depende de la capacidad que presente la especie o variedad de modificar la
distribucion de masa seca, en funcion de elevar la tolerancia frente a condiciones

estresantes.

4.3. Estudio de la epidermis en condiciones de salinidad

4.3.1. Caracteres generales de la epidermis

La epidermis de Centrosema molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 y S.
guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184, mostraron aparatos estomaticos en ambas
caras de las hojas, por lo que se pueden clasificar como anfiestomaticas segun la

secuencia de aparicion de los estomas en la ldmina foliar (Figura 26).

Coincidentemente, en todos los casos los estomas son de tipo Paracitico,
donde cada célula estomatica se encuentra acompafiada por una o mas células
subsidiarias, cuyos ejes longitudinales son paralelos a los de las células

estométicas y a la apertura del estoma (Gonzalez, 2008).

Stylosanthes guiznensis ov. CIAT-184

Centrosems malle

Figura 26. Improntas epidérmicas de las caras abaxial (E) y adaxial (H) de hojas
primordiales de S. guianenesis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 (superior) y C. molle (Mart.)
Benth cv. CIAT-15160 (inferior), con estomas de tipo Paracitico. CS: Células subsidiarias,
PG: pelo glandular tector unicelular. Aumento 400X.
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C. molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 posee células epidérmicas con
paredes celulares onduladas tanto por la cara adaxial como abaxial, lo cual
coincide con otros géneros de leguminosas como Phaseolus (Kaymakanova y
Stoeva, 2008). Sin embargo, en S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 las células
epidérmicas tienen paredes celulares casi rectas, que determinan las formas

poliédricas de sus células.

En las improntas epidérmicas de S. guianensis cv. CIAT-184 se pueden
apreciar, muy préximo a los estomas, unas estructuras redondeadas que sugieren
acumulaciones de cristales. Asimismo, se observo en esta especie la presencia de

agrupamientos estomaticos a manera de cluster.

Los pelos o tricomas observados en la epidermis de C. molle (Mart.) Benth
cv. CIAT-15160 son del tipo tector unicelular con mas o menos seis células

poligonales en la base (Figura 27).

Figura 27. Pelos o Tricomas de tipo tector unicelular en impronta epidérmica de cara
abaxial de Centrosema molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160. 400 X. PT: pelo tector
unicelular, ES: estoma, CE: célula epidérmica.

4.3.2. Efecto del NaCl sobre la epidermis

Entre los cambios que pueden detectarse en la morfologia de la planta,
como respuesta a cualquier alteracion ambiental, estan las modificaciones que

ocurren en el tejido epidérmico.

Los principales cambios detectados en la epidermis de C. molle (Mart.)

Benth cv. CIAT-15160 en presencia de altas concentraciones de cloruro de sodio,
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estuvieron relacionados con el incremento del nimero de pelos o tricomas en

ambas caras de las hojas (Tabla 3).

Tabla 3. Improntas epidérmicas de C. molle (Mart.)) Benth cv. CIAT-15160 y S.

guianenesis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184.

NaCl (mmol.LY) Superficie adaxial (envés) Superficie abaxial (Haz)
Centrosema molle cv. CIAT-15160

PT
0 |
v
X
PT t
PT
200 \ v
4
Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184

CE E¢S
0 X
ES CE
CE
CE Y ES
200 /ES
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En el caso de S. guianenesis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 se pudo observar la
presencia de plegamientos en las células subsidiarias, lo cual pudo esta asociado
a la pérdida de turgencia por una disminucién del potencial osmético en el medio.
Con relacion a los conglomerados estomaticos, no se observaron diferencias entre
plantas control y tratadas con 200 mmol.L* de la sal. En plantulas de Vicia faba L.
sometidas a 0,5y 1% (p/v) de NaCl se observaron incrementos en la formacién de
estos conglomerados estométicos y sus autores lo asociaron a las alteraciones
gue pueden tener los meristemoides de los cuales se forman los estomas (Gan et
al., 2010).

Los indices estomaticos determinados en plantas estresadas y controles
(0 mmol.L! de la sal), no mostraron diferencias estadisticas tanto en S. guianensis
cv. CIAT-184 como en C. molle cv. CIAT-15160 (Tabla 4). Sin embargo, la
densidad estomatica disminuy6 significativamente en 200 mmol.L"t de NaCl, en

comparacion con el control en ambas especies.

Tabla 4. indice estomatico y densidad estomatica en plantulas de S. guianensis cv. CIAT-
184 y Centrosema molle cv. CIAT-15160 control y sometidas a 200 mmol.L** de NaCl. IE:
indice estomatico, DE: densidad estomética, EE: error estandar. Letras diferentes indican
diferencias signtificativas entre las medias de los tratamientos para cada indicador en una
misma especie, p<0,05 segun Test de Duncan.

Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184
Tratamientos IE + EE DE (mm?) + EE
Control 89a 0,70 214 a 12,72
200 mmol.L* 9,6 a 0,81 167 b 12,57
Centrosema molle cv. CIAT-15160

IE + EE DE (mm?2) + EE

Control 7,3 a 0,52 186 a 11,24
200 mmol.L™*? 6,9 a 0,74 142 b 10,53

Resultados similares fueron obtenidos por Romero-Aranda et al. (2001) en
cultivares sensibles de tomate (Solanum lycopersicon Mill.), los cuales refirieron
una disminucion significativa de la densidad estomatica en plantas sometidas a 35
mmol.L* de NaCl.
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Los cambios anatomicos observados en las plantulas pueden estar
relacionados con respuestas morfogenéticas, en funcion de contrarrestar los
efectos negativos del cloruro de sodio en altas concentraciones. Estos cambios
pueden ser importantes para incrementar la eficiencia en el uso del agua por la
planta, al disminuir el area de transpiracion, e incrementar la tolerancia al estrés

salino (Paréz et al., 2008).
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5. CONCLUSIONES

>

Las semillas de S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 y Centrosema molle
(Mart.) Benth cv. CIAT-15160 germinaron en camaras humedas en diferentes
concentraciones de NaCl (0-250 mmol.LY). Contenidos superiores a 100
mmol.L"* mostraron valores inferiores en la velocidad de germinacion, el vigor
y cambios en la distribucion de la biomasa entre las diferentes estructuras de

las plantulas.

La evaluacion de indicadores bioquimicos en presencia de NaCl mostré un
aumento del contenido de fenoles en ambas especies tanto en raiz como en
hojas. El contenido de clorofilas totales disminuyé con el aumento de la
concentracion de cloruro de sodio en C. molle cv. CIAT-184, mientras que S.
guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 mostré una mayor estabilidad clorofilica y
una relacion clorofila a/b que pudieran ser utilizados como indicadores de

tolerancia a salinidad en esta ultima especie.

Los valores obtenidos de peso seco en 200 mmol.L* de NaCl indican que
tanto S. guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184 como C. molle cv. CIAT-15160,
son capaces de mantener un nivel de metabolismo en concentraciones que
son muy toxicas para otras especies, por lo que este indicador puede ser
sugerido para estudios de tolerancia en las primeras etapas de crecimiento
vegetativo.

Stylosanthes guianensis (Aubl.)) Sw. cv. CIAT-184 mostré un incremento
significativo en la relacioén raiz/brote en 200 mmol.L* de NaCl, lo que siguiere
un mecanismo para la redistribucion de los fotoasimilados y un indicador
fisiolégico de tolerancia a estrés salino.

Los valores de densidad estomatica observados en 200 mmol.L' de NaCl
fueron inferiores a los respectivos controles, tanto en S. guianensis cv. CIAT-
184 y como en C. molle cv. CIAT-15160, lo cual puede ser considerado como
un indicador anatomico de referencia para la identificacion de genotipos

tolerantes a salinidad en ambas especies.
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6. RECOMENDACIONES

» Evaluar otros procesos fisiologicos y bioquimicos como la expresion de
osmolitos y enzimas antioxidantes, que permitan la identificacion de otros
indicadores de tolerancia a estrés salino en Stylosanthes guianensis (Aubl.)
Sw. cv. CIAT-184 y Centrosema molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160.

» Evaluar la respuesta a salinidad de Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. cv.
CIAT-184 y Centrosema molle (Mart.) Benth cv. CIAT-15160 en la fase

reproductiva.
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