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Respuestas fisioldgicas de plantulas de  Prosopis alba G. sometidas a estrés salino

RESUMEN

El estrés salino constituye una de las principales limitantes en la produccién vegetal, y
las especies del género Prosopis resultan de gran interés para la restauracion de areas
salinizadas, debido a su rusticidad. Prosopis alba, es una especie nativa del Chaco
Occidental, considerada tolerante a la salinidad, y de interés economico, debido a las
propiedades de su madera, y frutos comestibles. Esta tesis tuvo como objetivo evaluar las
respuestas fisiologicas de plantulas de Prosopis alba sometidas a estrés salino. Se
estudio el efecto de la salinidad sobre la germinacién, crecimiento de plantulas,
relaciones hidricas, composicibn mineral, metabolismo del nitrégeno, fluorescencia
transiente de la clorofila a, concentracion de carotenoides e intercambio gaseoso. Se
demostré que los umbrales para la germinacién y crecimiento de plantulas fueron de 600
mM y 500 mM de NacCl, respectivamente. P. alba realizd6 ajuste osmoético, mediante la
acumulacion de Na' y glicinabetaina en hojas. Pese a ello, se comport6 como una
especie exclusora de Na* y CI, ya que sus concentraciones en la parte aérea fueron
considerablemente menor que en las raices. La actividad nitrato reductasa se incremento
durante los primeros dias de estrés, probablemente por desfosforilacion de la proteina, y
luego fue inhibida debido a la disminucion en las concentraciones de nitrato. El estrés
salino inhibi6 la etapa fotoquimica de la fotosintesis, registrandose una importante
disminucion en el indice de desempefio total (Pla), principalmente en el umbral para el
crecimiento. Los andlisis de carotenoides mostraron que la especie posee un mecanismo
de defensa, constituido por zeaxantina, B-caroteno y luteina. De los resultados obtenidos
a partir del andlisis de emisién de fluorescencia de la clorofila a, se concluye que el Pl
constituye una variable interesante para la seleccion de genotipos tolerantes a la sanidad,

debido a su relacién con la asimilacion del CO,, y el metabolismo del nitrégeno.

Palabras clave : salinidad, germinacion, ajuste osmotico, nitrato reductasa, nutricion

mineral, fotosintesis, fluorescencia transiente la clorofila a.
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Physiological responses of Prosopis alba G. seedlings under saline stress

ABSTRACT

Saline stress is one of the main restrictions to plant production and the species of the
genus Prosopis are of high interest for the restoration of salinized areas due to its rusticity.
Prosopis alba is a species native to the Western Chaco Park considered as saline-stress
tolerant and of economic value because of its wood properties and edible fruits. This
thesis aimed to evaluate the physiological responses of Prosopis alba seedlings subjected
to saline stress. The effect of salinity upon germination, seedlings growth, water
relationships, mineral composition, nitrogen metabolism, transient fluorescence of
chlorophyll a, carotenoids concentration and gaseous exchange was studied. It was
proved that the germination and growth threshold of the seedlings was of 600 mM and
500 mM of NaCl respectively. P. alba made osmotic adjustment by accumulating Na* and
glycinbetaine in leaves. Despite this, it acted as a Na" and CI" excluding species since
their concentration in the aerial section was significantly smaller than in the roots. The
nitrate reductase activity increased during the first days of stress by protein
desphosphorilation and was inhibited due to decreased nitrate concentrations afterwards.
The saline stress inhibited the photochemical stage of photosynthesis resulting in an
important diminution of the total performance index (Plia) mainly of the growth threshold.
The analyses of carotenoids show that the species possesses a protecting mechanism
made up of zeaxantine, -carotene and lutein. Out of the results obtained from the
analysis of the fluorescence emission of chlorophyll a is concluded that the Pl becomes
an interesting variable for selecting sanitary-tolerant genotypes owing to its relation to CO,

assimilation and nitrogen metabolism.

Key words: salinity, germination, osmotic adjustment, nitrate reductase, mineral nutrition,

photosynthesis, transient fluorescence of chlorophyll a.
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CAPITULO 1.
INTRODUCCION

Entre los estreses abidticos, la salinidad constituye una de las principales limitantes
en la produccion vegetal, tanto en biomasa como en area foliar (Bybordi y Ebrahinmian,
2011). Aproximadamente la quinta parte de las 2.800 millones de hectareas cultivables
del planeta estan afectadas por la salinidad, situacién que tiende a agravarse (Ben Dkhil y
Denden, 2010).

Las especies del Género Prosopis resultan muy interesantes para la restauracion
de é&reas degradadas afectadas por procesos de salinizacién, ya que son altamente
tolerantes al estrés salino, y presentan maderas con excelentes propiedades fisicas y

mecénicas (Velarde et al., 2003).

El algarrobo blanco (Prosopis alba G.) es una especie arborea de importancia
forestal del Chaco Occidental, empleada en muebleria y carpinteria, que presenta frutos
aptos para el consumo humano y como forraje. Habita las zonas bajas mas humedas en
las sabanas con suelos arenosos, formando cinturones alrededor de las depresiones

salinas (Giménez y Moglia, 2003).

Si bien el algarrobo blanco es considerado tolerante al estrés salino, no se conocen
los umbrales para su germinacion, ni los mecanismos fisiolégicos involucrados en su
adaptacion a dichas condiciones. Tal informacion resulta relevante a la hora de realizar

un programa de mejoramiento genético.
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Seria importante contar con bibliografia referente al impacto del estrés salino sobre
la germinacion, el crecimiento, las relaciones hidricas, el metabolismo del nitr6geno y la
fotosintesis en Prosopis alba. Por tal motivo, esta tesis de organiz6 sobre la base de tres

ejes que abordan esos aspectos en diferentes capitulos:

- Germinacién, crecimiento y ajuste osmético (capitulo 3).
- Composicion mineral y actividad nitrato reductasa (capitulo 4).
- Fluorescencia transiente de la clorofila a, concentracion de carotenoides e

intercambio gaseoso (capitulo 5).

El objetivo general fue evaluar las respuestas fisiolégicas de plantulas de Prosopis
alba sometidas a estrés salino. Los objetivos especificos y las hipoétesis se detallan en los

capitulos correspondientes.

Bibliografia

Ben Dkhil, B. and M. Denden. 2010. “Biochemical and mineral responses of okra seeds
(Abelmoschus esculentus L. variety Marsaouia) to salt and thermal stresses”.
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Bybordi, A. and E. Ebrahimian. 2011. “Effect of salinity stress on activity of enzymes
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Giménez, AM. y J.G. Moglia. 2003. “Arboles del Chaco Argentino. Guia para el
reconocimiento dendroldgico”. Secretaria de ambiente y desarrollo

sustentable — Facultad de Ciencias Forestales UNSE. Argentina. 370 p.

Velarde, M.; P. Felker and C. Degano. 2003. “Evaluation of Argentine and Peruvian
Prosopis germoplasm for growth at seawater salinities”. Journal of Arid
Environments 55:515-531.
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CAPITULO 2.
REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El Género Prosopis: origen, distribucion e importancia

El Género Prosopis (Fabacea, Mimosoideae), incluye 44 especies distribuidas en
regiones aridas y semiaridas de América, sudoeste de Asia, y norte de Africa; de éstas 28

son nativas de Argentina (Villagra et al., 2010).

Un andlisis de la evolucién de la familia Fabaceae, sugiere que las mimosoideas se
originaron durante el Eoceno, hace 54 millones de afios, cuando aun América del Norte y

Europa estaban unidas (Doyle y Luckow, 2003).

La gran diversidad de especies de este género nativas de América del Sur, sugiere
gue el principal centro de irradiacion se encuentra en el Chaco argentino-paraguayo
(Roig, 1993). Esta region ocupa las planicies calidas del norte argentino y Paraguay; con
precipitaciones medias anuales de 550 a 1.300 mm y temperaturas medias anuales de 20
a 23°C (Saravia Toledo, 1993).

Todas las especies del género Prosopis poseen 2n=28, excepto P. juliflora que es
tetraploide (4n=56). Por otra parte el pequefio tamafio de su genoma (292 a 490 Mbp),
constituye una evidencia a favor de la hipédtesis que sugiere que sus especies son muy
primitivas (Harris et al., 2003).
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Debido a la gran importancia econdmica, la mayoria de los estudios fisiologicos y
genéticos se realizaron en la subfamilia Papilionoideae, suponiendo que el
comportamiento de Mimosoideae seria similar. Sin embargo, la evolucion del primer
grupo, tuvo lugar en regiones templadas, con altos niveles de precipitaciones (Lavin et al.,
2005). En contraste, segun Catalano et al. (2008) dentro de la subfamilia Mimosoideae, la
evolucion de Prosopis ocurrié en las regiones mas célidas (como el Valle de la Muerte,

California, USA), y de menores precipitaciones (desierto de Atacama, Chile).

Por lo tanto la evolucion del género Prosopis requirid la adaptacion a estreses
hidrico, salino y térmico. Asi, mientras los géneros Pisum, Phaseolus y Glycine son poco
tolerantes a niveles de salinidad de 2 a 3 dS m™, algunas especies del género Prosopis

pueden desarrollarse en salinidades de 45 dS m™ (Reginato el al., 2012).

Otra diferencia sustancial entre la fisiologia de ambos grupos taxonémicos es la
susceptibilidad del proceso de fijacion simbidtica del nitrdgeno en condiciones de estrés.
En especies de la subfamilia Papilionoideae se observé abscision de nodulos radicales, o
una importante disminucién en la fijacion del N cuando el potencial hidrico alcanzé
valores de -2,8 MPa. En Prosopis este proceso se realiza a tasas elevadas, incluso en

potenciales hidricos de -3,5 MPa, y temperaturas de 45°C (Felker, 2009).

Las especies del género Prosopis se desarrollan en regiones aridas y semiéridas, y
forman parte de ecosistemas muy sensibles a la intervencién antrépica. Por ende
cumplen un rol fundamental en la proteccion del suelo contra la erosion, y mejoran su

calidad al aportar materia organica y nutrientes (Felker, 2009).

Dentro de este género se destaca P. alba, que en nuestro pais crece
espontdneamente en las provincias de Santiago del Estero, Cérdoba, Tucuméan, Chaco y
Santa Fe (Lopez, 2001). Es una de las mimoséceas argentinas de mayor importancia
econdmica, es un arbol medianamente grande y muy coposo, caduco de hasta 18 m de

altura en la madurez (Figura 2.1).
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—lis "% - i

Figura 2.1. Fotografia de un pie de algarrobo blanco (Prosopis alba
G.) en la provincia de Santiago del Estero. (Cortesia de la Ing. Ftal.
Patricia Hernandez, Céatedra de Dasometria, Facultad de Ciencias
Forestales, UNSE)

P. alba posee un fuste que en ejemplares maduros alcanza 25 a 150 cm de
diametro, generalmente torcido produciendo rollizos de escasa longitud, con frecuencia
se ramifica a baja altura formando ramas gruesas. La copa es amplia, redondeada,
globosa de hasta 15 m de diametro, con ramas delgadas largas, péndulas y tortuosas,
con follaje fino y posee espinas pares en las axilas de las hojas. Las inflorescencias se
disponen en racimos cilindricos, amarillo-verdosos, péndulos, con 20 o mas flores
hermafroditas. El fruto es una vaina o legumbre comprimida, recta o curvada, de 12 a 15
cm de longitud, 1 a 2 cm de ancho y 5 mm de espesor, color amarillento, carnosa y dulce.
Florece de septiembre a noviembre y fructifica de diciembre a febrero, se regenera por
via sexual y también rebrota de cepas (Burkart, 1952). Su madera es dura semipesada
(relativamente densa, de 700 a 800 Kg/m°), de buena calidad, con albura blanca-
amarillenta y duramen castafo violaceo, la textura y el grano medio le dan una apariencia

muy decorativa. Tiene un alto poder calorico (5000 kcal/lkg) y produce buena lefa y
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carbon. Es de facil secado, tiene poco movimiento, lo que permite el trabajo en verde. Es
una madera dura para clavar, y permeable a tratamientos de impregnacion, con buena

respuesta al cepillado y con posibilidades de debobinar (Tortorelli, 1956).

Las caracteristicas dendrolégicas de las especies del género Prosopis han sido
descriptas detalladamente. En particular P. alba posee anillos de crecimiento con un
espesor medio de 4,05 mm, con un maximo entre 29 y 32 afios, que disminuye con la
edad y la altura. La corteza es dehiscente, de tipo fibrosa, con fisuras longitudinales
profundas; aumenta con la edad y el didmetro a altura de pecho, y disminuye con la altura
del fuste. El proceso de duraminizacion se inicia entre los 3 y 6 afios (Giménez et al.,
1996).

La madera de P. alba posee caracteristicas fisicas muy interesantes, principalmente
bajos valores de contraccion radial y tangencial, de 1,8 y 2,9 respectivamente (Turk y
Cutter, 1984). Estos son menores a los de especies citadas en el compendio de maderas
tropicales (Chudnoff, 1984), incluyendo a la teca (Tectona grandis), caoba (Swietenia
macrophylla) y palo santo de la india (Dalberghia latifolia). Debido a estas caracteristicas,

y a su color marroén rojizo, su madera es apta para ser utilizada en carpinteria fina.

Los frutos de Prosopis, fueron una importante componente en la dieta de los
pueblos originarios de América del Norte (Felker, 1979), Sudamérica (D’ Antoni y Solbrig,
1977), y los primeros habitantes de India (Mann y Saxena, 1980). Oduol et al. (1986)
compararon el contenido de proteinas y azucares en distintas especies de Prosopis,
encontrando una correlacion negativa entre las concentraciones de proteinas y azlucares
en las vainas (r=0,63; p=0,01). Esto se debe a que los azucares se concentran
principalmente en el mesocarpo, mientras que las proteinas lo hacen en las semillas. De
esta manera, las vainas mas hinchadas, como las de P. nigra, poseen alto contenido de
azUcares, mientras que aquellas que poseen menos mesocarpo, como P. articulata

presentan concentraciones mayores de proteinas.

En Argentina, las harinas elaboradas a partir del mesocarpo de frutos de P. alba
poseen una concentracion de sacarosa que oscila entre 48 y 59% (Felker et al., 2003). Si
bien en el pasado los frutos fueron fundamentales para la alimentacién humana y del
ganado (y continda siéndolo a nivel local), deben estudiarse las posibilidades de

exportacion de sus productos derivados, para incrementar el valor econdémico de estas
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especies. En la economia mundial moderna resultaria dificil competir sobre las bases
proteicas, con suplementos de soja, 0 sobre bases energéticas con melazas de cafia de
azucar (Felker et al., 2003). Este autor propone el uso de las harinas del mesocarpo de
frutos de Prosopis, con su tipico sabor y aroma a especias, para enriquecer otras harinas

y productos alimenticios.

Para la comercializaciébn de productos derivados de frutos de Prosopis, debe
tenerse en cuenta que un alto porcentaje de individuos de P. alba en Argentina (Felker et
al., 2001), y P. pallida en Pera (Alban et al., 2002), presentan sabor amargo, y son poco
palatables. En P. alba, el sabor amargo se debe a las saponinas, lo que indicaria que la
especie evolucion6 desarrollando en sus frutos compuestos que repelen a los insectos,
impidiendo la predacion de 6rganos con alto contenido de azucares (Felker, 2009). Los
programas de mejoramiento de estas especies deberan considerar dicho aspecto, con

miras a un aprovechamiento integral de los productos forestales.

El Género Prosopis podria también tener propiedades terapéuticas, debido a la
presencia de propiedades antimicrobianas. Corzo et al. (2009) demostraron que la
decoccion de las hojas del algarrobo blanco inhibe el crecimiento de las siguientes cepas:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus en la
concentracion 1.087,5 yg de PS/ml. Por otra parte la tintura obtenida a partir de hojas
inhibe el crecimiento de las cepas Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium
tumefasciens y Pseudomonas corrugata en la concentracion del.049 yg de PS/ml y
disminuye apreciablemente el desarrollo de todas las cepas, en general, hasta la

concentracion de 262 ug de PS/ml.

Con el objetivo de suministrar informacion basica para la realizacibn de
repoblaciones forestales con P. alba, Pece et al. (2008) estudiaron la relacion entre la
longitud de la vaina, y el numero de semillas por vaina. Los resultados obtenidos por
estos autores indican que hay una relacion lineal simple entre ambas variables: Ln
(namero de semillas por vaina)= 2,12 + 0,05* longitud de vainas. También demostraron

gque cada vaina posee una media de 23 semillas.

Ledesma et al. (2008) estudiaron la productividad de dos origenes de P. alba
(Santiago del Estero y Chaco) en la zona de riego del Rio Dulce. La plantacion de dos

afos, presentdé un mejor desempefio en el origen Chaco, en relacion a Santiago del
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Estero, con alturas totales de 8 y 6 m, respectivamente, y diametros a 1,3 m, de 16 y 12

cm, respectivamente.

Atanasio (2012) determind la influencia de la intensidad de poda sobre el
crecimiento de Prosopis alba en una forestacién de 3 afios, en la localidad de Presidencia
Roque Séenz Pefa, Chaco. Realizé podas a 0, 30, 50 y 70% de la altura total de los
arboles. La intensidad de poda con respecto al testigo produjo una reduccién de 2,9% del
didmetro y 6% del area basal, en el tratamiento de 30% de intensidad de poda; 16,9% del
didmetro y 30,7% del &rea basal, en el tratamiento de 50% de intensidad de poda; 30,4%

del diametro y 51,7% del area basal, en el tratamiento de 70% de intensidad de poda.

Recientemente Coronel de Renolfi et al. (2012), determinaron variables econdémicas
en aserraderos de la provincia de Santiago del Estero. El rendimiento de madera
aserrada de algarrobo blanco fue del 58,3 %, y por cada m? de rollo que pasa por la sierra
obteniéndose 247,2 pie® de tablas aserradas. Se verificé la existencia de una correlacion
lineal inversa, estadisticamente significativa entre el rendimiento del aserrado y el
espesor de la sierra utilizada. La productividad general del proceso tuvo un valor medio
de 232 pie? por hora de trabajo. El tiempo promedio para aserrar un rollo fue de 15,33
minutos. Del tiempo operativo total del proceso, soélo el 37 % representd tiempo efectivo

de corte.

El cultivo de P. alba en vivero ha sido abordado por Guzman et al. (2011). En el
marco de programas forestales nacionales, se han desarrollado viveros forestales de
especies nativas, en diferentes provincias del pais (Jujuy, Misiones, Santa Fe, Buenos
Aires, Catamarca, Cordoba y Santiago del Estero). En particular, la produccién comercial
de P. alba, ha tenido mayor desarrollo en las provincias de Chaco y Formosa; en
Santiago del Estero se mencionan los viveros General San Martin, ubicado en la
localidad de Santa Maria (Departamento Capital), y ex IFIA (Departamento Copo). Ambos
viveros comercializan plantines de P. alba a precios “de fomento” a productores, para
atender proyectos de forestacion y reforestacion. En dichos viveros reportaron fallas en la
emergencia de plantulas, que se diferenciaron segun el método de siembra. En canteros
tradicionales sin tratamientos pregerminativos de las semillas, las fallas fueron del 55%,
mientras que en canteros realizados con semillas escarificadas con lija, se redujeron al
27%.
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Los estudios de crecimiento son importantes en la planificacion del
aprovechamiento forestal. La modelaciéon del crecimiento del lefio permite la estimacion
de los momentos donde los arboles alcanzan el maximo crecimiento medio, informacién
de utilidad para la planificacion de una apropiada corta y renovacion del bosque (Perpifial
et al., 1993).

Juérez de Galindez et al. (2005) estudiaron el crecimiento de P. alba en funcién de
la edad, en la provincia de Santiago del Estero, demostrando que una funcion lineal
polinémica de segundo grado, ajusta bien la porcidn sistematica de variabilidad debida a
la edad biolégica. Giménez et al. (2000), citan también funciones polinbmicas para la
evaluacién sistematica del modelo de crecimiento de algarrobo negro (P. nigra). Juarez
de Galindez et al. (2005) estimaron la edad de culminacién biolégica en 74 afios, con un
crecimiento anual promedio de 0,39 cm. Estos valores superan a los reportados para P.

nigra en el Chaco Arido, con espesores medios de 0,33 cm (Giménez et al., 2000).

Fiorentino y Diodato (1987) observaron que las poblaciones de P. nigra se
encuentran severamente atacadas por Criodium angustatum Buquet (Coleoptera,
Cerambicidae), ya sea en pies aislados del monte virgen, como los que crecen asociados
en rodales puros. El dafio se localiza en el fuste, desde la base hasta la altura de la
bifurcacion principal del arbol. El insecto ataca ejemplares que superan los 15 cm de
diametro, incrementdndose el grado de ataque a medida que aumenta el didmetro,
observandose varias generaciones del coledptero viviendo en un arbol de las clases

superiores lo que desvaloriza la calidad del producto.

En P. alba no se encontraron signos de ataque del insecto (Fiorentino y Diodato,
1987). Esta observacion permite inferir que en P. alba existen causas diversas que
actuarian como barrera a la llegada y posterior instalacion del cerambicido. Belloumini
(1995) sugiere que la diferente susceptibilidad de ambas especies podria deberse al alto
contenido celular de taninos en P.alba, significativamente superior al de P. nigra. Otro
factor podria ser el espesor de la corteza, que es mayor en P. alba que en P. nigra, ya

gue el insecto ovipone debajo de ella.

Carabajal de Belloumini y Fiorentino (2006) caracterizaron el estado fitosanitario en
viveros de P. alba en la Provincia de Santiago del Estero. La incidencia de dafios

producidos por insectos en los viveros de P. alba estudiados, fueron los ocasionados por
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psilidos, trips, insectos inductores de agallas y un micro lepidéptero barrenador. No se
registraron pérdidas de plantulas por dafios ocasionados por insectos de los 6rdenes
Thysanoptera y Hemiptera, ni plantulas afectadas por agallas. Sin embargo se registraron
pérdidas de plantulas como consecuencia del dafio ocasionado por el micro lepidoptero
barrenador. Los insectos del suborden Homoptera estuvieron presentes en todas las

estaciones del afio en diferentes densidades.

En lo que respecta al mejoramiento genético, Lopez et al. (2001) realizaron un
ensayo de progenies de P. alba en la provincia de Santiago del Estero, con 57 familias de
polinizacion abierta, de 8 diferentes origenes de su area de distribucion natural. Las
estimaciones de parametros genéticos y ganancias esperadas revelaron buenas
perspectivas de mejoramiento por seleccion. ElI INTA implementd un programa de
conservacion y mejoramiento genético de Prosopis con el propésito de conservar e
introducir el algarrobo al cultivo, para la produccion de madera de alto valor comercial
(Verga et al., 2005), donde la propagacion vegetativa es un capitulo importante a

investigar.

En el género Prosopis existen especies que exhiben buena capacidad de
enraizamiento de estacas, como Prosopis juliflora que alcanza tasas entre 80 y 90% y
Prosopis glandulosa con 100%, asi como especies de muy baja capacidad de
enraizamiento como P. cineraria (9%) y P. tamarugo (4%) (De Souza Nascimento, 1993;
Dick et al., 1991; Harris, 1992). Para P. alba los antecedentes indican que posee buena
capacidad rizogénica, con porcentajes de enraizamiento entre 58% y 83% (Klass et al.,
1985,1987; De Souza y Felker, 1986). Oberschelp y Marcé (2010) reportaron
enraizamiento de 30 y 45% en brotes de algarrobo blanco tratadas con 2,5y 5 mg L™ de
acido 3-indolbutirico; tratamientos que no influyeron sobre la altura de las plantas asi

obtenidas.

El potencial de P. alba para la recuperacion de areas degradadas, su importancia
econdmica, y perspectivas para el mejoramiento genético por seleccion, justifica el
estudio de sus respuestas fisiolégicas en condiciones de estrés salino. Los resultados
permitirian conocer variables fisiol6gicas asociadas a dicha tolerancia, constituyendo una

herramienta importante en la seleccién de genotipos tolerantes.
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2.2. Respuestas fisioldgicas de los vegetales frent e al estrés salino

Los efectos adversos de la salinidad sobre el crecimiento vegetal estan asociados a la
disminucion del potencial hidrico del suelo, la toxicidad de los iones, el desbalance
nutricional, o una combinacion de estos factores (Munns y Tester, 2008). Algunas plantas
resistentes a estas condiciones pueden reaccionar produciendo una acumulacion de
solutos osmocompatibles, que contribuyen a disminuir el potencial hidrico celular y
mantener la turgencia. Estos solutos incluyen carbohidratos, &cidos organicos,

aminodcidos, glicinabetaina, etc. (Ashraf y Foolad, 2007).

Las plantas que crecen en suelos salinos absorben grandes cantidades de Na* y CI".
Estos iones tienen efectos negativos sobre el metabolismo vegetal, de modo que en
muchos casos la inhibicién del crecimiento es causada principalmente por su toxicidad
(Marchner, 1995). Estas alteraciones en la homeostasis de iones pueden alterar el
metabolismo del nitrégeno, inhibiendo su absorciéon y su utilizacion, al interferir con la
reduccién del nitrato y la sintesis proteica (Siddiqui et al., 2008). Su interferencia con la
absorcion de nitrégeno puede darse en dos niveles: competencia entre iones ClI'y NO3', y

dafios en la integridad de las membranas celulares (Nedjimi y Daoud, 2009).

La inhibicion que produce el estrés salino sobre la tasa de crecimiento puede estar
asociada a alteraciones en distintas etapas del proceso fotosintético. Entre ellas se
destacan el cierre estomatico, dafios causados por iones toxicos sobre el aparato
fotosintético (una reducida eficiencia en la cadena transportadora de electrones, y dafios
en el complejo colector de luz), u otros procesos metabdlicos (Kao et al. 2003). En la
Figura 2.2, se resumen las principales componentes de la etapa fotoquimica de la
fotosintesis. Se destacan el fotosistema Il (PSll), la feofitina (Phe), que corresponde al
primer aceptor de electrones del PSII, las quinonas Ay B (Qa, Qg), la hidroquinona (QH,),
el complejo citocromo bgf (Cyt bgf), la plastocianina (PC), fotosistema | (PSI), ferredoxina

(Fd), y el complejo ATP sintasa.
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Figura 2.2. Esquema representativo de los principales pasos en la etapa
fotoquimica del la fotosintesis. PSII (Fotosistema 1), Phe (feofitina), Qa (quinona A),
Qe (quinona B), PQH, (plastoquinol, o plastoquinona reducida), cyt bsf (complejo
citocromo bef), PC (plastocianina), PSI (fotosistema 1), Fd (ferredoxina), ATP
synthase (ATP sintasa). Imagen tomada de la URL: http://macromol.sbcs.gmul.ac.uk/
resources/AllComplexes_25Nov2011_1800px.gif. Citada por Govindjee (2013).

El test JIP, realizado a partir de las curvas de emision de fluorescencia de la
clorofila a, permite evaluar el funcionamiento de la etapa fotoquimica de la fotosintesis
(Tsimilli- Michael y Strasser, 2008). Dicho test se basa en la teoria de los flujos de
energia en biomembranas (Strasser, 1981). Las definiciones y ecuaciones del test JIP se
resumen en el esquema de la Figura 2.3 (Adaptado de Yusuf et al., 2010), que consiste
en el esquema z de la fotosintesis, expresado mediante una secuencia de flujos (flechas

anchas).

La cascada de energia comienza con la absorcion de luz (ABS) en los pigmentos
del complejo antena del FSIl, y termina en la reduccion de los aceptores finales de
electrones del FSI (RE). Ademés suministran informacion relevante los flujos intermedios,
como el flujo de captura, “trapping” (TP), que se define como el flujo de energia que
conduce a la reduccion de los aceptores de electrones del FSIlI (feofitina y quinona a), y el
flujo de transporte (ET), que se refiere al transporte de electrones hacia los aceptores que

se encuentran luego de la QA" (0 sea el intersistema).
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La afluencia de energia en cada uno de los pasos, es luego usada para la
transferencia de electrones (flechas negras), y por los tanto conservada en las reacciones
fotoquimicas, o disipada en las reacciones no fotoquimicas en forma de calor (flechas

blancas).

En la Figura 2.3 también se indica la eficiencia en la conservacion de la energia en
cada paso (flechas que se ubican a la derecha de la cascada de energia), donde ¢ se
refiere a los rendimientos cuanticos (eficiencias sobre la base de la absorciéon de luz, por
ejemplo, flujos por ABS); W eficiencia por TP, y 8, eficiencia por ET. Se incluyen las
ecuaciones a través de las cuales se definen los rendimientos cuanticos en el inicio de la

iluminacién, o sea cuando todos los centros de reaccion estan abiertos (t=0).

En algunas especies, los resultados obtenidos con el test JIP pueden tener
aplicaciones practicas en trabajos de seleccion de genotipos tolerantes a la salinidad, ya
que permiten detectar alteraciones antes que se observe el dafio en la planta (Akram et
al., 2006). Si bien la mayoria de los trabajos se realizaron sobre especies de importancia
agronOmica, ya se han efectuado algunos estudios en especies lefiosas del hemisferio
norte. Por ejemplo, Percival et al. (2003) seleccionaron genotipos de Acer tolerantes a
altas concentraciones salinas, basdndose en el grado de disminucién del indice de
desempeiio obtenido a partir de mediciones de fluorescencia. Sixto et al. (2006)
correlacionaron los dafios producidos por el NaCl en hojas de clones de Populus alba,

con la relacion Fy/Fy, obtenidas con fluorimetros portatiles.

De este modo, el estrés salino suele disminuir la capacidad de las plantas para fijar
CO,, quedando expuestas a un exceso de energia, que en caso de no ser disipada
adecuadamente, puede ser perjudicial para el fotosistema Il, debido a la sobrerreduccion
de los centros de reaccién. Por lo tanto, el estrés puede predisponer a las plantas a
fotoinhibicién y fotodafio del fotosistema Il (Lu et al., 2002; Loukehaich et al., 2011).
Algunos vegetales han desarrollado mecanismos fotoprotectivos que permiten disipar el
exceso de energia de excitacion, protegiendo al aparato fotosintético. En ellos suelen
participar carotenoides, como la zeaxantina, la anteraxantina y la luteina que son ademas
componentes esenciales del complejo colector de luz y desactivan el oxigeno singlete,

gque frecuentemente se forma en condiciones de estrés abiotico (Qiu et al., 2003).
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Figura 2.3. Esquema que resume las principales variables del test JIP; con los flujos de
energia (flechas gruesas), y sus bifurcaciones. Las eficiencias o rendimientos (flechas
finas), se definen como relaciones de flujos de energia. ABS: energia absorbida, Feo:
feofitina, Qa: quinona A, Qg: quinona B, cit: complejo citocromo bgf, PC: plastocianina, Fd:
ferredoxina, (Adaptado de Yusuf et al., 2010).

2.3. Fisiologia de especies del Género Prosopis sometidas a estrés salino

Las respuestas fisioldgicas de de algunas especies de Prosopis sometidas al estrés
salino han sido estudiadas con cierto nivel de detalle, destacandose las investigaciones
realizadas en Prosopis strombulifera, Prosopis alpataco, Prosopis argentina y Prosopis

ruscifolia.
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2.3.1. Estudios realizados en Prosopis strombulifera

Cantero et al. (1996) estudiaron los mecanismos de tolerancia en Prosopis
strombulifera, un arbusto haléfito que se distribuye desde el desierto de Arizona, en los
Estados Unidos, hasta la Patagonia argentina. En Argentina se distribuye en las
Provincias fitogeogréficas del Monte y el Espinal, cuyos suelos presentan
concentraciones similares de NaCl y Na,SO,, aunque en algunos casos la concentracion
de Na,SO, es tres veces superior (Sosa et al., 2005). La germinacion de esta especie es
fuertemente influenciada por la naturaleza de los iones en las soluciones salinas, y sus
interacciones. Ensayos comparativos de los efectos del CI' y el SO,? sobre la
germinacién de P. strombulifera han demostrado que el ion SO, es considerablemente

mas inhibitorio que el CI', en concentraciones isosmoticas (Llanes et al., 2005).

Asi, mientras el NaCl estimula el crecimiento radicular de P. strombulifera, que
favorece la absorcién de agua y nutrientes, el SO,? tiene un efecto inhibitorio, que es
parcialmente compensado cuando ambos aniones se suministran conjuntamente
(Reginato, 2009).

P. strombulifera no permite la entrada de grandes concentraciones de Na’, en
comparacion con Cl,que correlaciona con caracteristicas particulares observadas en el
sistema radicular, tales como una lignificacion y suberificacién precoz de la endodermis,
adaptada a la exclusion de sales (Reinoso et al., 2004, 2005). Por el contrario, esta
especie acumula SO, en las hojas y raices, desde el comienzo del tratamiento salino,

causando desordenes metabdlicos y signos de toxicidad (Luna et al., 2008).

Asi también, P. strombulifera puede mantener un elevado contenido relativo de
agua, en las hojas de plantulas crecidas en altas concentraciones de NaCl, lo que podria
atribuirse a su capacidad de realizar ajuste osmotico. Ademas, el elevado contenido de
agua en sus hojas, ayuda a disminuir el impacto del Na* en los tejidos (Reinoso et al.,
2004, Reginato, 2009).

Las plantas de P. strombulifera tratadas con Na,SOy, no realizan un ajuste osmatico
eficiente, alterando las relaciones hidricas, que correlaciona con la marcada disminucion
en el area foliar (Luna et al., 2008). En esta especie ocurre una importante acumulacion

de prolina, a medida que aumenta la salinidad del medio (Llanes, 2010), siendo esta
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acumulacion mayor en hojas que en raices. Sin embargo no acumula glicinabetaina bajo

ningan tratamiento de salinidad (Luna et al., 2008).

La acumulacion de manitol en las plantulas de P. strombulifera s6lo se demostr6 en
hojas de plantulas tratadas con NaCl, mientras que aquellas incubadas con Na,SO,, y
mezclas de ambas sales, el nivel de dicho compuesto fue menor que en el testigo. En
contraste, el sorbitol se acumulé en altas concentraciones en plantas tratadas con S0,7?,
mientras que con NaCl sus concentraciones se mantuvieron constantes (Reginato et al.,
2012). Por lo tanto, estos autores dedujeron que dicha especie usa manitol para el ajuste

osmaético, en presencia de NaCl, mientras que en presencia de SO,? sintetiza sorbitol.

El estrés salino puede incrementar la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que producen la peroxidacién lipidos, con la concomitante pérdida de la
selectividad de las membranas (Meloni et al., 2003). Si bien en P. strombulifera no se
evaluo el impacto del estrés salino sobre la produccion de ROS, se observé un aumento

en la concentracion de fenoles totales en raices y hojas (Reginato et al., 2010).

El Na,SO, indujo un rdpido aumento en la concentracion de polifenoles totales,
principalmente flavonoides (Reginato et al., 2010). El aumento en la concentracion de
estos compuestos podria estar asociado con su participacion en la neutralizacién del

dafio oxidativo, inducido por el estrés severo (Reginato et al., 2010).

Tanto el estrés hidrico como salino, inducen la acumulaciéon de acido abscisico,
(ABA) que controla varias respuestas adaptativas, tales como el cierre estomatico (Sosa,
2005). En P. strombulifera, el crecimiento 6ptimo se logra con concentraciones de 400 a
500 mM de NaCl (Sosa, 2005). Concentraciones salinas mayores o menores, resultan
estresantes para esta halofita, con un concomitante aumento en los niveles de acido
abscisico (Llanes et al., 2010). En plantas tratadas con Na,SO,, la mayor concentracion
de ABA correspondié a la mayor concentracién salina, coincidiendo con la mayor

inhibicién en el crecimiento y sintomas de toxicidad.

Llanes et al. (2010), observaron en P. strombulifera una alta correlacién positiva
entre la sintesis de ABA y poliaminas. Estos resultados coincidieron con los obtenidos por
Liu et al. (2005) que reportaron que el ABA induce la sintesis de poliaminas en plantas de

maiz sometidas a estrés salino. Entre las poliaminas sintetizadas en plantulas de P.
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strombulifera sometidas a estrés salino con Na,SO,, se destacaron la putrescina,
espermidina y espermina en raices, lo que indica que esta sal causa un importante estrés
oxidativo, y como consecuencia de ello un incremento en la concentracion de
malondialdehido. A estas poliaminas se les ha atribuido un rol de proteccion, mediante el
secuestro de radicales libres, mantenimiento del pH celular, regulacién de canales, y

prevencion de la peroxidacion de lipidos (Reginato et al., 2012 b).

Con respecto al metabolismo del ABA, P. strombulifera acumulé ABA-GE
(conjugado de glucosa), en relacién a acido faseico y acido dihidrofaseico, cuyos niveles
fueron muy bajos. Este patrén fue especialmente notable en plantas sometidas a las
mayores concentraciones de Na,SO, (Llanes et al., 2008). La mayor acumulacién de
ABA-GE en raices y hojas a altas concentraciones salinas, se relaciond con el transporte
de ABA hacia las hojas, donde se detectaron los mayores niveles de ABA libre (Llanes et
al., 2008). En presencia de Na,SO,4, tanto hojas como raices mostraron las mayores
concentraciones de ABA-GE y ABA libre, que correlacionaron con las condiciones de

estrés severo impuestas por esta sal (Llanes et al., 2008).

La salinidad afecto la concentracion de pigmentos fotosintéticos en P. strombulifera
(Llanes et al., 2008). Mientras la concentracién de clorofila a permanecié constante, la
concentracion de clorofila b aument6 significativamente en todos los tratamientos salinos,
tanto con NaCl, como con Na,SO,. Estos autores justifican dicho comportamiento como
una adaptacion para satisfacer el incremento de demanda de energia producido por el

estrés salino.

2.3.2. Estudios realizados en Prosopis ruscifolia (vinal)

El vinal (Prosopis ruscifolia Griseb.), es un tipico ejemplo de especie adaptada a
ambientes con condiciones climaticas y edaficas desfavorables. Es un arbol caracteristico
de la Provincia Chaquefa, y ocupa en el norte argentino un area de endemismo y otro de
colonizacién. Estos dos sectores estan ligados a un modelo adaptativo en cuanto a
nichos. En el sector de endemismo ocupa dos nichos: como pionero lefioso en el borde
de ambientes pantanosos, y como principal productor primario de arbustales que rodean
depresiones con suelos Solonchack (salinos). En el sector de colonizacion es pionero en

salitrales (Giménez y Moglia, 2003).
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En ensayos de laboratorio, la adicion 100, 200, 300 y 400 mM de NacCl, increment6
significativamente la biomasa aérea y radicular en plantulas de P. ruscifolia con respecto
al testigo, sin observarse diferencias significativas entre dichos tratamientos salinos.
Concentraciones superiores resultaron letales para las plantulas, que manifestaron
sintomas de toxicidad (necrosis foliar). Este comportamiento es tipico de las plantas
haldfitas. La respuesta fue mas acentuada en las raices, lo que le permitiria a la especie

explorar el perfil del suelo, absorbiendo agua y nutrientes (Meloni et al., 2008).

La salinidad puede producir una rapida acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), tales como los radicales superdxido (O, ), hidroxilo (OH") y oxigeno
singlete (*0,), en cloroplastos y mitocondrias (Meloni et al., 2003). Estrés oxidativo, es un
término comunmente utilizado para describir los efectos adversos de las ROS sobre las
plantas. Estos pueden consistir en la degradacion de pigmentos fotosintéticos,
peroxidacion de lipidos, alteraciones en la permeabilidad selectiva de las membranas
celulares, desnaturalizacion de proteinas, y mutaciones en el ADN (Mittler, 2002). Para
reparar y mitigar el dafio producido por las ROS, ciertas especies han desarrollado
mecanismos de proteccién como la sintesis de dos tipos de antioxidantes: a) sustancias
no enzimaticas de bajo peso molecular, como los fenoles, y b) enzimas como la
superoéxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y la peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7) [Gossett et
al., 1994].La SOD participa en la detoxificacion del radical superoxido, y su accion
produce H,O, y O,. La POD, por su parte, descompone el H,O,, por la oxidacion de

cosustratos, como fenoles y antioxidantes (Mittler, 2002).

El incremento de la salinidad en la solucion nutritiva no modifico los tenores de
malondialdehido en las hojas de vinal, lo que demuestra que la especie posee un
eficiente sistema de detoxificacion de radicales libres (Meloni et al., 2008 b). Coincidiendo
con este resultado, el estrés salino increment6 la actividad de la enzima SOD, a partir de
concentraciones de 0,2 M de NaCl. Esta tendencia se mantuvo con el incremento de la
concentracion salina en la solucion nutritiva. De este modo, la actividad de la SOD en
plantas crecidas en soluciones conteniendo 0,4 M de NaCl fue 147 % superior que en el
testigo. EI aumento en la actividad de esta enzima permite detoxificar el radical
superoéxido, producido por el estrés, y constituye una importante estrategia para disminuir
los efectos nocivos del estrés oxidativo. El estrés también produjo un incremento en la
actividad de la enzima POD, a partir de concentraciones de NaCl de 0,2 mol LY En las

plantas que crecieron en soluciones suplementadas con 0,4 mol L™ de NacCl, la actividad
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POD se duplicé con respecto al testigo. La POD descompone al H,O, mediante la
oxidacion de diversos sustratos, por lo que su actividad se complementa con la de la

SOD, eliminando el producto téxico producido por ésta (Meloni et al., 2008 b).

Meloni y Martinez (2009), investigaron en laboratorio el efecto de la adicién de 8
mM de glicinabetaina (GB) sobre la tolerancia de plantulas vinal al estrés salino, inducido
por el NaCl. La adicion de GB a las plantas tratadas con NaCl produjo una disminucion de
40% en la concentracion foliar de Na*, y concentraciones de K* similares a las del testigo.
Las plantas sometidas a estrés salino mostraron un incremento del 95% en la
concentracion foliar de malondialdehido, el producto de la peroxidacion de lipidos,
generado por las ROS. Dicha respuesta fue mitigada por la adicién de GB, apreciandose
un incremento en la actividad SOD. Los autores concluyeron que la GB incrementa la
tolerancia del vinal al estrés salino, a través de un mecanismo que involucra la
homeostasis de iones (manteniendo la relacion K*/Na®), y proteccion de las membranas

celulares contra el ataque de radicales libre, aumentando la actividad SOD.

Meloni (2012) estudio el rol del calcio en la tolerancia del vinal al estrés salino con
NaCl. Demostro que la adicion de 5y 10 la mM de CaSO, a plantulas sometidas a estrés
salino, disminuy6 la concentracién de Na* en hojas y raices, aunque no se encontraron
diferencias entre ambas dosis de Ca*?. También increment6 las concentraciones de K* en
valores proximos al 25% en hojas y 28% en raices. La adicion de 5y 10 mM de Ca*?,
incrementaron la concentracion de prolina en hoja en 310 y 360% con relacion al testigo,
respectivamente; y en raices 86 y 127%, respectivamente. Una tendencia similar fue
observada en la concentracion de azucares solubles totales, tanto en hojas como en
raices. Este autor concluyd que el Ca* posee un rol protector sobre plantas de vinal
sometidas al estrés salino, aumentando la relacion K'/Na*, manteniendo su estado

hidrico, y estimulando la acumulacién de solutos organicos.

2.3.3. Estudios realizados en Prosopis alpataco vy Prosopis argentina

P. argentina y P. alpataco son especies arbustivas distribuidas en la Region
Fitogeografica del Monte (Villagra y Roig, 2002). Son ejemplos de especies adaptadas a

ambientes altamente estresantes. P. argentina se desarrolla en suelos arenosos de
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dunas, mientras que P. alpataco se encuentra en suelos arcillosos, salinos, con

inundaciones periddicas (Villagra y Roig, 2002).

Villagra y Cavagnaro (2000) analizaron el efecto del tipo de suelo sobre el
crecimiento de estas especies, observando una importante inhibicion del crecimiento en
P. alpataco en suelos arenosos, demostrando ademas que este factor es critico para la
distribucion de dicha especie. En contraste no pudieron explicar la exclusion de P.
argentina de suelos arcillosos, que estaria dado por otro factor, independiente de la
textura del suelo. Uno de estos factores es la salinidad, que inhibe marcadamente el

establecimiento de plantulas de P. argentina (Villagra y Cavagnaro, 2005).

Frecuentemente, la tolerancia al estrés salino es acompafiada por tolerancia al
estrés hidrico. Sin embargo, cuando el dafio es producido por el efecto téxico especifico
de las sales, no necesariamente ocurre dicha asociacién. En el caso de P. argentina, la
inhibicién del crecimiento es producido por la toxicidad de los iones, mas que por el
efecto osmatico. Por lo tanto dicha especie puede tolerar el estrés hidrico en ausencia de
estrés salino. Esta especie presenta adaptaciones que le permiten tolerar los bajos
potenciales hidricos del suelo, entre las que se destacan una escasa area foliar, hojas
con una gruesa cuticula (Burkart, 1976), marcada pubescencia (Vilela, 1996), presencia
de tallos fotosintetizadores, y un lefio con vasos de escaso diametro agrupados (Villagra,
1998; Villagra y Roig Juiient, 1997).

Villagra y Cavagnaro (2005) propusieron que la mayor tolerancia de P. alpataco al
estrés salino puede estar relacionada con su capacidad de neutralizar el efecto toxico de
los iones, pero no la componente osmotica. Esta hipétesis es reforzada por la baja
tolerancia de P. alpataco al estrés hidrico (Villagra y Cavagnaro, 2006), lo que sugiere
que esta especie puede ser mas sensible a la componente osmotica del estrés salino,

que P. argentina.

2.3.4. Estudios realizados en Prosopis alba

Velarde et al. (2003) compararon el crecimiento y la supervivencia de familias
(semillas de un Unico arbol madre) de especies del Género Prosopis, en funcién de la

salinidad. Realizaron ensayos en invernaculo, con cultivos hidropénicos vy
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concentraciones salinas de 10 a 14 dS m™. En dichos ensayos emplearon 9 familias de P.
alba de la Provincia de Santiago del Estero, y 14 de P. pallida, de 6 provincias del Peru.
Las familias de P. pallida tuvieron menor supervivencia media que P. alba (6,1 vs 41,7)
en el mayor nivel de salinidad. Por otra parte en P. alba observaron una menor
correlacion entre el crecimiento medio de las familias, y el crecimiento maximo individual,
lo que hace a esta especie susceptible de mejoramiento genético con la finalidad de

incrementar su tolerancia a la salinidad.

No existen referencias sobre las respuestas fisioldégicas de esta especie frente al

estrés salino producido por el NaCl.
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CAPITULO 3.

GERMINACION, CRECIMIENTO
Y AJUSTE OSMOTICO

3.1 Introduccion

El algarrobo blanco (Prosopis alba G.) es una especie arborea de importancia
forestal en la Region Fitogeografica del Chaco Occidental, empleada en muebleria y
carpinteria, que presenta frutos aptos para el consumo humano y como forraje. Habita las
zonas bajas mas humedas en las sabanas con suelos arenosos, formando cinturones

alrededor de las depresiones salinas (Giménez y Moglia, 2003).

Se ha sugerido que el género Prosopis tiene su centro de radiacion en la Region del
Chaco, y desde alli, por especiacion, se habria difundido hacia territorios aridos del sur y
oeste. Su expansion habria involucrado adaptaciones morfoldgicas vy fisiolégicas, que le
permitieron ocupar diferentes nichos ecoldgicos en zonas aridas y semiaridas (Villagra et
al., 2010). Estas regiones ademas de poseer un importante déficit hidrico suelen

presentar suelos salinos sddicos (Sosa et al., 2005).

Entre los procesos fisiologicos, la germinacién y el establecimiento de las plantulas
constituyen los periodos mas criticos en el ciclo de vida de las plantas que se desarrollan
en regiones aridas; por lo tanto la presencia de adaptaciones en estas etapas de la
ontogenia, puede determinar su distribucién natural (Villagra y Cavagnaro, 2005). La

salinidad puede inhibir la germinacion y el crecimiento de plantulas, al impedir la
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absorcion de agua debido al bajo potencial hidrico de la solucién del suelo, o debido al

efecto toxico de los iones (Guma et al., 2010).

El género Prosopis presenta especies altamente tolerantes a la salinidad,
habiéndose reportado umbrales superiores a 500 mM de NaCl para la germinacion y
crecimiento de plantulas en P. strombulifera (Sosa et al., 2005; Luna et al., 2008), P.
julifiora (El-Keblawy y Al-Rawai, 2005), P. alpataco y P. argentina (Villagra, 1997), P.
ruscifolia (Gonzalez et al., 2006). Aunque no se han encontrado registros del impacto de
la salinidad sobre la germinacion de P. alba, Felker at al. (2008), han reportado la
selecci6n de individuos de esta especie capaces de tolerar 450 dS m™ de NaCl
(aproximadamente 500 mM). Pese a ello, se desconocen los mecanismos fisioldgicos

involucrados en la tolerancia de P. alba a elevadas concentraciones de NaCl en el suelo.

El ajuste osmdtico (AO) ha sido considerado una importante adaptacion fisiologica,
asociada con la tolerancia al estrés salino y ha recibido mucha atencion en los dltimos
afios (Guo et al., 2013). Consiste en la acumulacidon de solutos osméticamente activos,
gue disminuyen el potencial hidrico de los tejidos, manteniendo un gradiente con la
solucion del suelo, permitiendo la absorcion de agua. Esta estrategia posibilita el
mantenimiento de la turgencia celular, y los procesos fisiolégicos que dependen de ella,

como por ejemplo el crecimiento (Gimeno et al., 2012).

Los solutos osmocompatibles, aquellos involucrados en el ajuste osmotico, pueden
dividirse en tres grandes grupos: aminodcidos (principalmente prolina), aminas
cuaternarias (glicinabetaina), y polialcoholes (manitol, pinitol, etc.) (Silva et al., 2010). Los
solutos almacenados, y su contribucion al AO varian ampliamente entre las especies. Asi
por ejemplo, en muchas quenopodiaceas el grado de tolerancia al estrés salino
correlaciona con la concentracion de glicinabetaina en el citoplasma (Bouchenak et al.,
2012), que ademas de contribuir al AO, puede también participar en el mantenimiento de
la integridad de membranas, y la estabilidad de otras estructuras celulares (Silva et al.,
2010).

En Prosopis strombulifera, una haléfita que coloniza una amplia regiébn comprendida
entre Arizona y la Patagonia argentina, la tolerancia al estrés salino ha sido atribuida a la

sintesis de prolina, manitol y pinitol en el citoplasma (Llanes et al., 2013).
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En citrus, la tolerancia al estrés hidrico, correlaciond con los niveles de prolina,
habiéndose demostrado que plantas transgénicas de citrumelo, que acumulan grandes
concentraciones de este aminoacido, son mas tolerantes al estrés hidrico (Freitas de
Campos et al., 2011).

Los iones, principalmente K, Na" y CI' también participan del AO, el primero es
almacenado en el citoplasma, y los otros debido a su toxicidad en elevadas
concentraciones, son compartimentalizados en la vacuola (Carillo et al.,, 2011). Al
respecto, Subbarao et al. (2001) demostraron que el Na*, puede gatillar la sintesis de
glicinabetaina, independientemente del estrés osmotico.

En este capitulo se pusieron a prueba las siguientes hipotesis:

- En P. alba el umbral para la germinacién de semillas es de 600 mM de NaCl, y

para el crecimiento de plantulas 500 mM de NaCl.

- P. alba realiza ajuste osmotico, mediante la sintesis de solutos

osmocompatibles.

Los objetivos fueron:

- Determinar los umbrales de concentracion de NaCl para la germinacién de

semillas y el crecimiento de plantulas de P. alba.

- Evaluar el comportamiento de las relaciones hidricas en plantulas de P. alba

sometidas a estrés salino con NacCl.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Material Vegetal

Los frutos se cosecharon al azar en un individuo dentro de un bosque P. alba

desarrollado al margen de lagunas temporales, en la localidad de Maco (27°51'20” S;



MELONI, D. A.: Respuestas fisioldgicas de plantulas de Prosopis alba G. sometidas a estrés salino 35

64°13'27"W), Provincia de Santiago del Estero, Argentina. Esta metodologia de
recolecciéon de germoplasma permite disminuir el impacto de la gran variabilidad genética
gue caracteriza a las especies del género Prosopis. Las semillas se extrajeron
manualmente de los frutos, y para facilitar su imbibicion durante la germinacion se les

realizé un corte en la testa, en el extremo opuesto del embrion, con ayuda de una pinza.

3.2.2 Germinacion

Se colocaron a germinar cuatro lotes de 25 semillas entre toallas de papel,
humedecidas con 10 ml de soluciones de NaCl en concentraciones de O (testigo), 100,
200, 300, 400, 500, 600 y 700 mM. Las toallas de germinacion se enrollaron, cubrieron
con bolsas de polietileno para minimizar las pérdidas de agua por evaporacion, y se
dispusieron verticalmente en camara de crecimiento, a 25°C, con un fotoperiodo de 12 hs
(Gonzélez et al., 2006). Se consideraron germinadas aquellas semillas en las que
emergieron los cotiledones. Se calcul6 el porcentaje de germinacion y el tiempo medio

de germinacion (TMG) segun la ecuacién propuesta por Nichols y Heidecker (1996):

Donde:
Xi: numero de nuevas semillas germinadas cada 24 horas.

f: nimero de dias desde que las semillas fueron colocadas a germinar.

3.2.3 Crecimiento

Se colocaron a germinar semillas en las condiciones descritas en el item anterior.
Posteriormente, se cultivaron hidropdnicamente plantulas de dos semanas de edad, en
recipientes de 5 litros conteniendo solucion nutritiva de Hoagland al 25% con la adicion
de O (testigo), 100, 200, 300, 400, 500 6 600 mM de NaCl (20 plantulas por recipiente).

El ensayo se realiz6 en camara de crecimiento (25°C, con un fotoperiodo de 12
horas). Las pérdidas por transpiraciéon se compensaron mediante el agregado de agua

destilada, manteniendo constante el nivel de solucion en los recipientes.
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Luego de haber alcanzado la maxima concentracion salina, las plantulas se
mantuvieron en esas condiciones durante 7 dias, y en ese material se determiné la
materia seca, y se realizaron las mediciones las variables asociadas a las relaciones

hidricas y las determinaciones quimicas.

3.2.4 Relaciones hidricas

El potencial hidrico (Ww), se midi6 mediante el uso de una camara de presion
(Schélander et al., 1965). El contenido relativo de agua (CRA) se determind utilizando la

metodologia descripta por Silva et al. (2010), a través de la siguiente ecuacién:

CRA = [(PF — PS) / (Psat — PS)] * 100

Donde:
PF: peso fresco
PS: peso del material secado a estufa a 65°C

Psat: peso del material saturado de agua destilada

Las hojas empleadas para determinar el potencial osmatico (Ws), se congelaron en
nitrégeno liquido, y posteriormente se almacenaron en freezer (-20°C), hasta su
utilizacién. Luego se prensaron, y el liquido obtenido se centrifugé a 10.000 x g durante
10 minutos, a 4°C. En el sobrenadante se midi6 la osmolaridad, con un microosmometro;

y se calcul6 el Ws mediante la ecuacion de Van' t Hoff (Silva et al., 2010):

W= - ¢ (mosmol kg™) * 2,58 x 107

El potencial de presion Wr se calculé mediante la diferencia entre Wy, y Ws.

El ajuste osmatico se determind de acuerdo a Diaz-Lépez et al. (2012), para lo cual

se midi6 el potencial osmético en turgor maximo (Ws'®

100) 'y del testigo (Wsc

) en hojas de los distintos

tratamientos de estrés (Wss 100

). Para ello, las hojas se hidrataron
completamente en cajas de Petri, entre discos de papel de filtro humedecidos con agua
destilada, durante un periodo de 24 horas, a 4°C, en oscuridad. El AO se calcul6 como la

diferencia entre Wsc'® y Wes'®.
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3.2.5 Cuantificacién de solutos inorgdnicos y organicos

Las concentraciones de Na' y K*, se cuantificaron mediante espectrofotometria de
llama (Jameel Al-Kahayri, 2002). La concentracion del ién CI' se determind a traves
titulacion con AgNO; (Malavolta et al., 1989).

La prolina, los azucares solubles y la glicinabetaina se extrajeron y cuantificaron
espectrofotométricamente de acuerdo a las técnicas descriptas por Bates et al. (1973),

Dubois et al. (1956), y Grieve y Grattan (1983), respectivamente.

La concentracion de cada soluto se expresé en mmol de soluto kg™ de agua en el
tejido. La contribucién relativa (CR) de cada soluto al Ws fue estimada como porcentaje
de la osmolaridad, calculada mediante la siguiente relaciébn: CR=concentracion del soluto
(mmol kg™ de agua)/osmolaridad (mmol kg® de solvente), de acuerdo a Silva et al.
(2010).

3.2.6 Diserio experimental vy andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental totalmente aleatorizado con cuatro repeticiones.
En los ensayos de germinacion la unidad experimental consistié en toallas de papel
conteniendo 25 semillas (4 rollos con 25 semillas por tratamiento). En los ensayos de
crecimiento y relaciones hidricas, la unidad experimental consistié en un recipiente de 5
litros de capacidad conteniendo 20 plantulas (4 recipientes por tratamiento). De dichos
recipientes se tomd una muestra para cada medicion o determinacién. Los resultados de
germinacion no cumplieron los supuestos del ANOVA, por lo que se analizaron con el test
no paramétrico de Kuskal-Wallis. Los resultados de los ensayos de crecimiento y

relaciones hidricas se analizaron con ANOVA y test de Tukey.
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3.3 Resultados

P. alba mostré una gran tolerancia a la salinidad durante la etapa de germinacion
(Figura 3.1). El porcentaje de germinacion no fue afectado por concentraciones de 100,
200, 300 y 400 mM de NacCl, con respecto al testigo manteniéndose en el orden del 98%.
En 500 mM de NaCl se produjo una pequefia, aunque significativa disminucién,
alcanzando una media del 86%. Posteriormente en 600 mM, se registr6 una importante
inhibicién de la germinacién con una media del 12%. En mayores concentraciones de
NacCl la germinacién fue inhibida completamente, y aunque emergieron las radiculas, no
ocurrié lo mismo con los cotiledones. Por lo tanto el umbral de la especie, en la etapa de
germinacion fue de 600 mM de NacCl.

El tiempo medio de germinacion (TMG) fue méas sensible al NaCl que el porcentaje
final de germinacion, registrandose un incremento a partir de 400 mM de NaCl,
probablemente debido a una imbibicion mas lenta de las semillas, como consecuencia del

bajo potencial hidrico de la solucion de incubacion.

120 L - 10
=4~= Germinacion f
a a ——TMG -
a 0
- e a @®©
“‘i‘""’{‘“‘--}--- 2 85
90 - “i----~~b =
A hel
g 3
S S
< E
he) 60 A )
& c d d o
[
£ F — *r— \ r4 ©
S \ ie)
[0) \ O
)
O 30 \ £
\ r2 o
c o
K £
% 5
|_
0 T T T T T T 0
0 100 200 300 400 500 600

NaCl (mMm)

Figura 3.1. Porcentaje de germinacion y tiempo medio de germinacion (TMG) en
semillas de Prosopis alba incubadas en soluciones de NaCl. Para cada variable,
letras distintas indican diferencias significativas segun el test de Kruskal- Wallis.

El crecimiento de las plantulas cultivadas hidropdnicamente fue mas sensible al

estrés salino, que el proceso de germinacion (Figura 3.2), y se observdé un
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comportamiento diferente en la parte aérea y raices, respectivamente. En 400 mM de
NaCl la biomasa aérea dismuyo un 34% con respecto al testigo, y en 500 mM un 46%.
Por su parte, en 400 mM de NacCl la biomasa de raices disminuy6 un 30% con respecto al
testigo, y luego se mantuvo constante. Como consecuencia de ello, se apreci6 un

incremento significativo en la relacion raiz/parte aérea a partir de 400 mM de NacCl.

Las plantulas crecidas en presencia de 600 mM de NaCl presentaron clorosis y
necrosis, muriendo antes de concluir el ensayo. Por lo tanto el umbral para el crecimiento

de plantulas algarrobo blanco es de 500 mM de NaCl.
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Figura 3.2. Peso seco de raiz, parte aérea y relacion raiz/parte aérea
en plantulas de Prosopis alba incubadas en soluciones de NaCl. Para
cada variable, letras distintas indican diferencias significativas segun el
test de Tukey.

El potencial hidrico de las plantulas disminuyé gradualmente, a medida que se
incremento la concentracion salina en la solucion nutritiva, alcanzando valores de -0,6
MPa en el testigo y -3 MPa en las plantas crecidas en presencia de 500 mM de NaCl
(Figura 3.3 A). Una tendencia similar se observo en el potencial osmético, con valores
maximos de -1,5 MPa en el testigo, y -3,9 MPa en 500 mM de NaCl (Figura 3.3 A). Como
consecuencia de ello, las plantulas lograron mantener su turgencia celular, con valores de

potencial de presion de 0,9 MPa (Figura 3.3 A).
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Figura 3.3. Potencial hidrico (¥,), potencial osmético (Ws),
potencial de presion (Wp), y contenido relativo de agua (CRA) en
plantulas de Prosopis alba incubadas en soluciones de NaCl. Para
cada variable, letras distintas indican diferencias significativas
segun el test de Tukey.

El mantenimiento de la turgencia celular, y los valores de CRA (Figura 3.3 B),
refuerzan la hipétesis de la presencia de un mecanismo de ajuste osmotico (AO), en

algarrobo blanco, como respuesta al estrés salino.
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Concordando con estos resultados, los valores de AO calculados a partir de la
diferencia entre el potencial osmoético en turgencia maxima en el testigo y en los
tratamientos salinos, se incrementé a medida que aumentd la concentraciéon de NaCl
(Figura 3.4). Se observaron valores elevados de AO, de 1,4 en el maximo nivel de

salinidad.

1,5 1

Ajuste Osmotico

o
[&)]
L

0 100 200 300 400 500 600

NaCl (mM)

Figura 3.4. Ajuste osmdtico en plantulas de Prosopis alba incubadas
en soluciones de NaCl. Para cada variable, letras distintas indican
diferencias significativas segun el test de Tukey

La concentracién de iones, expresada en base al contenido de agua de los tejidos,
fue afectada por el estrés salino. La concentracion de Na® se incremento
significativamente en todos los tratamientos salinos. Su respuesta, al igual que la GB,

siguié una tendencia similar al AO (Figura 3.5 A).

Las hojas de P. alba presentaron elevadas concentraciones de K'; estas no se
modificaron en 100 mM de NacCl, y tuvieron disminuciones significativas en 200 y 300 mM
de NaCl, permaneciendo luego constantes (Figura 3.5 B). Pese a ello, las

concentraciones de este cation se mantuvieron elevadas en todos los tratamientos.

Si bien el estrés salino aumenté las concentraciones de CI° en hojas, este

incremento fue de menor magnitud que el observado en Na* (Figura 3.5 C).
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Figura 3.5. Concentraciones de sodio (A), potasio (B), cloruro (C), prolina (D),
Azlcares solubles (E), Glicinabetaina (F), en plantulas de Prosopis alba incubadas
en soluciones de NaCl. Para cada variable, letras distintas indican diferencias
significativas segun el test de Tukey.
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Las concentraciones foliares de prolina fueron bajas, y se mantuvieron constantes

en todos los tratamientos (Figura 3.5 D), a diferencia de las elevadas concentraciones de

azucares solubles, que se mantuvieron constantes en los diferentes niveles de salinidad
(Figura 3.5 E).
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Las concentraciones de glicinabetaina (GB) se incrementaron como respuesta a la
salinidad, en todos los tratamientos, siguiendo una tendencia similar al AO (Figura 3.5 F).
En 100 mM de NaCl su concentracion se duplico con respecto al testigo, y en 500 mM de

NaCl, alcanzé valores 10 veces superiores al testigo.

La contribucion del K" al AO fue disminuyendo como consecuencia del estrés
salino, pero siempre fue elevada, lo que muestra una importante selectividad de este
catién, en relacion al sodio (Figura 3.6 A). A medida que disminuy? la contribucion del K*,
aumenté la del Na*, y la del CI" pero siempre fue mayor el aporte del cation, en relacion al

anién (Figura 3.6 A).

En lo que respecta a los solutos orgénicos, la contribucién de la prolina a la
osmolaridad fue muy baja, de 1% en el testigo, y 0,3% en el mayor nivel de salinidad
(Figura 3.6 B). Pese a las elevadas concentraciones de azlcares solubles (Figura 3.5 E),
su contribucion a la osmolaridad fue disminuyendo a medida que se incrementd la
concentracion de NaCl en el medio (Figura 3.6 B). En el testigo su contribucién fue del
26%, y en 500 mM de NaCl, menos de la mitad. Lo opuesto se observé con la GB, cuya

contribucién se triplico en 500 mM de NacCl, con respecto al testigo (Figura 3.6 B).
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Figura 3.6 . Contribucién de solutos inorganicos (A) y organicos
(B) a la osmolaridad, en plantulas de Prosopis alba incubadas
en soluciones de NaCl.

3.4 Discusion

P. alba fue mas tolerante a la salinidad en la etapa de germinacion, que en el
crecimiento de plantulas (Figuras 3.1, 3.2). El umbral para la germinacion fue igual al
reportado para Prosopis ruscifolia, una halofita pionera la region fitogeogréfica del Chaco
Occidental (Gonzélez et al., 2006) y superiores a los de Schinopsis lorentzii, una glicofita
que forma parte de la comunidad climacica, junto con P. alba . En S. lorenzii el umbral fue
de 300 mM, con un aumento en el TMG a partir de 100 mM de NaCl (Meloni et al., 2008).
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Concentraciones de 400 y 500 mM de NaCl no sélo inhibieron la produccién de
biomasa (Figura 3.2), sino que también incrementaron la relacion raiz/parte aérea. Esta
respuesta morfolégica es considerada un indicador de tolerancia a los estreses hidrico y
salino, ya que permite aumentar la superficie del suelo explorada por las raices, y asi

incrementar la disponibilidad de agua (Reginato et al., 2012).

En el Chaco Occidental, las condiciones de semiaridez, con una elevada
evapotranspiracion, hacen que las sales se concentren en la superficie del suelo (Meloni
et al., 2008). Por tanto, el desarrollo de un gran sistema radical pivotante, le permite a las

plantulas profundizar en el perfil, donde la concentracién salina es menor.

El estrés salino puede alterar la fisiologia de las plantas mediante un efecto
osmotico, al disminuir el potencial hidrico de la solucion del suelo, limitando asi la
absorcion de agua por parte de las raices, o mediante un efecto téxico especifico de los

iones (Munns y Tester, 2008).

Mecanismos celulares adaptativos, tales como el AO, y la compartimentalizacion
de iones toxicos son vitales para la tolerancia de las plantas a la salinidad (Yue et al.,
2012). Bajo condiciones de estrés salino severo, P. alba fue capaz de disminuir su
potencial osmético, y asi su potencial hidrico, manteniendo constante la turgencia (Figura
3.3). De esta manera el crecimiento no fue afectado como consecuencia de un déficit

hidrico producido por el bajo potencial osmético de la solucién externa.

Los resultados de este trabajo demuestran que P. alba, tiene un eficiente
mecanismo adaptativo, que le permite tolerar elevados niveles de salinidad a través del

mantenimiento de un buen estado hidrico de sus hojas y un efectivo ajuste osmético.

P. alba almacendé Na* y CI" en las hojas, al aumentar la concentracién salina en la
solucion nutritiva, y pese a que ese incremento fue acompafiado por una disminucién en
la concentracion de K, los niveles de este nutriente esencial se mantuvieron elevados
(Figura 3.5 A, B, C). Como se deduce de la Figura 3.6, la participacion del K™ en la
osmolaridad fue disminuyendo con el estrés salino, a medida que se incrementd la

contribucion del Na*, pero fue siempre superior a la del CI".
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En especies que acumulan altas concentraciones de iones en las células, como P.
alba, y las haldfitas en general, las vacuolas desempefian un rol central en el ajuste
osmatico (Wang et al., 2011), ya que permiten compartimentalizar iones toxicos como el
Na'y el CI.

En el citoplasma, la salinidad puede inducir la acumulacion de solutos organicos,
compatibles con el metabolismo celular, que ademas de participar en el AO, actian como
protectores de macromoléculas (Yue, 2012). De este modo, la acumulacion de iones en
vacuola, y de moléculas organicas en el citoplasma permite mantener un equilibrio en el

estado hidrico, dentro de la propia célula.

La concentracion de prolina se mantuvo constante en las hojas, y su participacion
en el AO fue minima (Figuras 3.5, 3.6). En contraste, pese a que la concentracién de
azucares solubles también se mantuvo constante, en todos los tratamientos fue el soluto

que mas contribuy6 a la generacion de osmolaridad (Figuras 3.5, 3.6).

De los solutos organicos estudiados en este trabajo, la GB resultd el Unico que se
incrementé como respuesta a la salinidad, aumentando su contribucién en la osmolaridad
(Figuras 3.5y 3.6). Si se almacen¢ en el citoplasma, que normalmente ocupa el 10% del
volumen celular, su concentracién de 100 mmol kg'l de agua, observada en la maxima

concentracion salina, se incrementaria 10 veces, alcanzando valores de 1000 mM.

En concordancia con estos resultados, Silveira et al. (2009), estudiando las
relaciones hidricas en la hal6fita Atriplex nummularia, demostraron la existencia de ajuste
osmatico que alcanzé valores de 1,5, en concentraciones de 500 mM de NaCl. Ese AO

fue generado principalmente por Na* y GB.

Se ha reportado que ademas de contribuir al AO, la GB puede estabilizar la
estructura de las proteinas que conforman el fotosistema Il, y prevenir dafios en las
membranas de plantas sometidas a estrés salino (Hassine et al., 2008). De este modo, la
GB, no s6lo contribuiria a mantener el estado hidrico de P. alba bajo estrés salino con

NacCl, sino que también protegeria los procesos metabdlicos, entre ellos la fotosintesis.

Estos resultados difieren de los observados en Prosopis strombulifera (Llanes et al.,

2013), que tolera hasta 700 mM de NaCl, y presentd un aumento significativo en las
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concentraciones foliares de prolina y azlcares solubles, mientras que la concentracion de
GB se mantuvo constante. Por otra parte, mientras que P. alba el Na* tuvo un rol
fundamental en el AO, en comparacién con el CI, en P. strombulifera, se observé lo

contrario (Llanes et al., 2013).

Estos resultados sugieren que asi como las especies del género Prosopis
presentan diferentes niveles de tolerancia a la salinidad, también habrian desarrollado

adaptaciones fisiologicas diferenciales durante el proceso de especiacion.

3.5 Conclusiones

P. alba tolera hasta 600 mM de NaCl durante la etapa de germinacién, y 500 mM de
NaCl, para el crecimiento de plantulas. Su elevada tolerancia al estrés salino esta
determinada por su capacidad de ajustarse osmaéticamente, manteniendo la turgencia

celular, mediante el almacenamiento de osmolitos, como Na* y GB.
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CAPITULO 4.

COMPOSICION MINERAL
Y ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA

4.1 Introduccién

La disponibilidad de minerales es alterada en suelos salinos sodicos, ya que el Na*

y el CI' compiten con la absorcion de algunos nutrientes esenciales (Carillo et al., 2011).

En muchas especies, la salinidad causa una disminucién en la absorcién de K,
Ca'™?, NOj, y P, aumentando las relaciones Na‘/Ca*?, Na'/K*, Ca**/Mg*? y CI/NO; (Zang
et al.,, 2011). Las alteraciones en las concentraciones y relaciones de iones, pueden
afectar procesos metabdlicos, como la fotosintesis, la sintesis de &cidos nucleicos, el
balance hormonal, la actividad de enzimas, la respiracion, la absorcion de iones, e incluso

la actividad microbiana en las raices (Siddiqui et al., 2012; Carillo et al., 2011).

Los vegetales han desarrollado complejos mecanismos para mantener la
homeostasis de los iones, entre los que se destacan la disminucién de la traslocacion de
los iones toxicos a la parte aérea, su compartimentalizacion en vacuolas, o la exclusiéon
del Na*, mediante su exportacion a través de la membrana plasmatica (Diaz Lépez et al.,
2012).
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Generalmente el nitrdgeno es el nutriente que mas limita el crecimiento de las
plantas en la mayoria de los suelos, y tanto su absorcion como su metabolismo pueden

ser afectados por el estrés salino (Miura, 2013).

La nitrato reductasa (NR- EC 1.6.6.1.) es la primera enzima en la ruta de reduccion
del nitrato, para su posterior asimilacion. Su actividad catalitica estda sujeta a una
compleja regulacion, en respuesta a diferentes estimulos ambientales. Su modulacién es
muy rapida, e implica modificaciones en la proteina, mediante fosforilacion o
desfosforilacion (Reda y Klobus, 2006). La inactivacion se produce mediante fosforilacion,
catalizada por una quinasa proteica especifica, seguida por la asociacién con una
proteina 14-3-3, en la presencia de Mg*? (Reda et al., 2011). La activacion tiene lugar
luego de la desfosforilacion de la proteina, mediada por fosfatasas, y la disociacion de la
proteina inhibidora (Reda y Klobus, 2008). También esta regulada a nivel de transcripciéon
y traduccion en respuesta a cambios en los niveles de nitrato, azlicares y aminoacidos
(Carillo et al., 2008).

El efecto de la salinidad sobre la actividad nitrato reductasa depende de muchos
factores, tales como la especie, fuente de nitrdgeno, edad de la planta, concentracion
salina, y tiempo de exposicion al estrés. Se ha reportado una disminucion significativa en
la actividad NR en hojas de Brassica juncea (Siddiqui et al., 2012), genotipos sensibles
de trigo (Carilo et al., 2008; Yousfi et al., 2012), tomate (Gong et al., 2013), algodon
(Kawakami et al., 2013), girasol (Ebrahimian y Bybordi, 2011), Vigna unguiculata
(Magaldes de Aragado et al., 2011) y hojas y raices de &lamo (Ehlting et al., 2007)
sometidas a estrés con NaCl. Por el contrario, el estrés salino increment6 la actividad

nitrato reductasa en raices de pepino (Reda et al., 2011) y tomate (Debouba et al., 2007).

La mayoria de los trabajos que abordan el impacto de la salinidad sobre el
metabolismo del nitrdgeno, describen los cambios en la actividad NR luego de someter
las plantas a condiciones de estrés durante periodos superiores a 24 horas. En esos
casos, la inhibicion en la actividad NR ha sido atribuida a una disminucion en la absorcion
de nitrato, la concentracion de nitrato en los tejidos, y la expresion de los genes Nia bajo

estrés salino (Debouba et al., 2007).

Son muy escazas las referencias bibliograficas sobre la dinamica de nutrientes en

leguminosas lefiosas bajo estrés salino, y su impacto sobre el metabolismo del nitrégeno.



MELONI, D. A.: Respuestas fisioldgicas de plantulas de Prosopis alba G. sometidas a estrés salino 54

En este capitulo se puso a prueba la siguiente hipotesis:

- Altas concentraciones salinas (500 mM de NaCl) disminuyen los niveles de
Ca™, K, NOg y la actividad de la enzima nitrato reductasa en plantulas de
Prosopis alba.

Este trabajo se realiz6 con el objetivo de evaluar la respuesta de la composicion

mineral e indicadores del metabolismo del nitrégeno, en plantulas de Prosopis alba

sometidas a estrés salino con NacCl.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Material Vegetal

Los frutos se cosecharon al azar en un individuo dentro de un bosque P. alba
desarrollado al margen de lagunas temporales, en la localidad de Maco (27°51'20” S;
64°13'27"W), Provincia de Santiago del Estero, Argentina. Esta metodologia de
recoleccion de germoplasma permite disminuir el impacto de la gran variabilidad genética
gue caracteriza a las especies del género Prosopis Las semillas se extrajeron
manualmente de los frutos, y se trataron con un corte en la posicion distal respecto al
embrién, para facilitar su imbibicion durante la germinacién. La siembra se realizé
empleando toallas de papel humedecidas con agua destilada, que se incubaron en
cadmara de crecimiento por un lapso de 15 dias a 25° C y bajo un fotoperiodo de 12

horas.

Las plantulas asi obtenidas, se cultivaron hidropénicamente en camara de
crecimiento, en recipientes de 5 litros conteniendo solucién nutritiva de Hoagland al 25%

con o sin la suplementacién de 500 mM de NaCl (20 plantulas por recipiente).

Las pérdidas por transpiracion se compensaron mediante el agregado de agua
destilada, manteniendo constante el nivel de solucién en los recipientes. El pH se ajusto
a 6,5 mediante la adicion de KOH o H,SO, 0,1 N.
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Diariamente se tomaron muestras de raices y hojas, para determinar la actividad

NR in vivo, y su composicion mineral.

Para verificar si la respuesta inicial de la NR al estrés salino se debi6 a un efecto
osmotico o especifico de los iones, se cortaron raices, e incubaron en vasos de
precipitado conteniendo solucion nutritiva de Hoagland al 25%, con o sin la
suplementacion de soluciones isosmdéticas de NaCl 500 mM, o polietilenglicol 6000
(PEG). Mediante mediciones con microosmdémetro se determiné la equivalencia de 500
mM NaCl = 31% p/v PEG, que corresponden a un potencial osmético de -1,9 MPa). Cada
15 minutos, durante un periodo de 1 hora, se tomaron muestras de raices en las que se

determino la actividad NR in vivo.

Para dilucidar el mecanismo de control de la actividad NR, las raices se incubaron
durante 1 hora en vasos de precipitado conteniendo solucién nutritiva de Hoagland al 25
%, con o sin a la adicién de 500 mM de NaCl. Cada tratamiento se dividié en dos grupos,
a uno de ellos se le adicion6 cantaridina 50 uM, y a otro su solvente (dimetilsulféxido,
DMSO), conforme a Reda et al. (2011). Luego de trascurridos 60 minutos se determind la

actividad NR in vivo.

4.2.2 Composicion mineral

Las concentraciones de Na', K se cuantificaron mediante espectrofotometria de
llama (Jameel Al-Kahayri, 2002), Ca** y Mg** se a través de espectrofotometria de
absorcion atémica (Wang et al., 2007). La concentracidn del ion CI' se determiné a través
titulacion con AgNO; (Malavolta et al.,, 1989). La concentracion de NO;s; se cuantificd

mediante el método espectrofotométrico de Cataldo et al. (1975).

4.2.3 Actividad nitrato reductasa (NR) in vivo

La actividad nitrato reductasa se cuantific6 segun el método de Klepper et al.
(1971), con algunas modificaciones. El material vegetal se infiltrar6 con bomba de vacio,

en 2 mL de solucion de incubacién conteniendo: buffer fosfato 0,1 M pH 7,5 KNO; 0,05 M
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y 1% v/v isopropanol. La incubacioén se realizé durante 1 hora, a 30°C en oscuridad. Para
estimar la cantidad de nitrito formado, se adicioné 1 mL de sulfanilamide 1% en HCI 1N, y
dicloruro de N (1-naftil) etilendiamina 0,02%; agitando los tubos de ensayo en vortex
durante 1 minuto. Se ley6 la absorbancia de la solucién resultante, a 540 nm mediante el
uso de un espectrofotbmetro. La concentracién de proteinas se determind mediante el
método de Bradford (1976) utilizando albimina sérica bovina como estandar, y la

actividad NR se expres6 como umol NO,” mg™ proteina h™.

4.2.4 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado, con 5 repeticiones.

En los ensayos en los que se cuantificé diariamente la composicion mineral y la
actividad NR, la unidad experimental estuvo representada por un recipiente de 5 litros de
capacidad, conteniendo 20 plantulas, en solucién nutritiva de Hoagland al 25%, con o sin
la adiciébn de NaCl 500 mM. La concentracion de iones y actividad NR se determind en

muestras tomadas en 5 recipientes de cada tratamiento (un total de 80 recipientes).

En los ensayos en los que se estudié la respuesta de la NR a corto plazo, la unidad
experimental estuvo constituida por un vaso de precipitado conteniendo raices de
algarrobo blanco en solucién nutritiva de Hoagland 25%, con o sin la suplementacién de
NaCl o PEG (5 vasos de precipitado por tratamiento). La actividad NR se determind en
muestras de raices tomadas en cada vaso. El mismo disefio experimental se utilizé para

dilucidar el mecanismo de control de la enzima NR.

En todos los ensayos, los datos se analizaron con ANOVA y Test de Tukey.

4.3 Resultados

En las raices, la concentracion de Na* se increment6 con respecto al control, luego
de 24 hs de incubacion en solucion salina, alcanzando un valor maximo de 3,6 mol Na*
kg' PS, al cabo de 6 dias (Figura 4.1 A). Pese a ello, el marcado incremento en la

concentracion de Na* no inhibi6 la absorcion de K* durante las primeras 72 hs, lo que
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demuestra que la especie posee una gran selectividad del K* en relacion al Na*. A partir
del cuarto dia, la concentracién de K disminuyé lentamente, hasta alcanzar valores

cercanos al 33% del testigo (Figura 4.1 B).
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Figura 4.1 . Concentraciones de Na* (A), K* (B), Ca*® (C), Mg*® (D), CI' (E), y NO5'
(F), en raices de Prosopis alba cultivadas durante 7 dias en solucion nutritiva de
Hoagland al 25%, o solucién nutritiva de Hoagland al 25% suplementada con 500
mM NacCl. Los resultados son medias de 5 repeticiones. Letras diferentes indican
diferencias significativas segun el test de Tukey al 5%.
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Un comportamiento similar se observo con el Ca*? (Figura 4.1 C), mientras que el
Mg*? fue mas sensible, registrandose una disminucion significativa, a partir del tercer dia

de incubacioén (Figura 4.1 D).

La concentracion CI' se incrementd significativamente 24 hs después de haber
iniciado el tratamiento salino, alcanzando valores cercanos 1,2 mol CI kg'1 PS, a partir del
sexto dia (Figura 4.1 E). No obstante, la concentracion de NO3™ en raices no fue afectada
por la salinidad durante los primeros tres dias de tratamiento con NaCl. A partir del cuarto
dia su concentracion disminuydé un 27% con respecto al testigo, y luego permanecio

constante (Figura 4.1 F).

En todos los casos la concentracion de Na* en las hojas fue menor que en las
raices, por lo que se deduce que fue excluido de la parte aérea. Al cabo de 7 dias de
tratamiento salino, su concentracién pasé de 0,03 a 1,7 mol Na* kg™ PS (Figura 4.2 A).
Su acumulacion en las hojas no inhibid la traslocacion de K™ hacia la parte aérea, que se
mantuvo constante, e igual al testigo, hasta el tercer dia de aplicado el estrés salino
(Figura 4.2 B). A partir del cuarto dia, se apreci6 una lenta disminucién en la

concentracion foliar de K*, que al finalizar el ensayo fue 23% menor que el testigo.

P. alba mantuvo una intensa traslocacion de Ca*? desde las raices hacia la parte
aérea, ya que mientras que en 6rganos subterrdneos se aprecié una disminucion en su
concentracion a partir del cuarto dia de tratamiento salino, en las hojas esta disminucion

so6lo se observo a partir del quinto dia (Figura 4.2 C).

El transporte de Mg™ fue méas sensible que el de Ca™, registrandose una
disminucion significativa a partir del tercer dia de tratamiento salino, permaneciendo

posteriormente constante (Figura 4.2 D).

El CI' fue excluido también de las hojas, manteniendo siempre concentraciones
menores que en las raices (Figura 4.2 E). Asi, mientras que las raices acusaron un
aumento importante en la concentracién de este anion luego de 24 horas de incubacion

con NacCl, en la parte aérea su acumulacion se observo recién a partir del tercer dia.

La concentracion foliar de NO3™ disminuy6 al cabo de 4 dias de tratamiento, con una

abrupta disminucion del 50% con respecto al testigo (Figura 4.4 F).
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Figura 4.2 . Concentraciones de Na* (A), K* (B), Ca*® (C), Mg*® (D), CI' (E), y NO5'
(F), en hojas de Prosopis alba cultivadas durante 7 dias en solucion nutritiva de
Hoagland al 25%, o solucién nutritiva de Hoagland al 25% suplementada con 500
mM NacCl. Los resultados son medias de 5 repeticiones. Letras diferentes indican
diferencias significativas segun el test de Tukey al 5%.

La reduccion del NO3 se realizd preferentemente en las hojas (Figura 4.3 A, B),

donde las concentraciones de este idn también fueron superiores.
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Figura 4.3. Actividad nitrato reductasa (NR), en raices
(A), y hojas (B) de plantulas de Prosopis alba cultivadas
durante 7 dias en solucion nutritiva de Hoagland al 25%,
0 solucién nutritiva de Hoagland al 25% suplementada
con 500 mM NaCl. Los resultados son medias de 5
repeticiones. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun el test de Tukey al 5%.

En ambos oOrganos, la actividad NR registr6 un importante incremento como
respuesta al estrés salino, que se mantuvo hasta el tercer y segundo dia de iniciado el
ensayo, en raices y hojas, respectivamente, registrandose luego una brusca disminucion.
Pese a que en las hojas la disminucion se produjo antes que en las raices, su

concentracion fue igual al testigo durante el tercer dia de ensayo.

La disminucion en la actividad NR, coincidié con una reduccion en los niveles de su
sustrato (Figuras 4.1 Fy 4.2 F).



MELONI, D. A.: Respuestas fisioldgicas de plantulas de Prosopis alba G. sometidas a estrés salino 61

Mientras que la actividad NR permanecié constante en raices incubadas en la
solucioén nutritiva de Hoagland al 25%, y en PEG (Figura 4.4), en el tratamiento con NaCl

se incremento significativamente, a partir de los 15 minutos.
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Figura 4.4 . Actividad nitrato reductasa (NR), en raices de Prosopis
alba incubadas durante periodos de hasta 60 minutos en solucién
nutritiva de Hoagland al 25% (Testigo), solucidon nutritiva de
Hoagland al 25% suplementada con 500 mM NaCl (NaCl), o con
polietilenglicol 6000 isosméticas con el tratamiento salino (PEG).
Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de
Tukey al 5%.

Estos resultados demuestran que el incremento en la actividad NR fue producido
especificamente por la componente i6nica del estrés, y no por el bajo potencial osmaético
de la solucion

Ya que la respuesta de la actividad NR frente al estrés salino fue muy rapida (15
minutos), podria ser atribuida a una regulacion postraduccional de la proteina, mediante
desfosforilacion. Para probar esta hipotesis las raices se trataron con cantaridina 50 uM,

un poderoso inhibidor de las fosfatasas proteicas, o su solvente (dimetilsulfoxido, DMSO).

La cantaridina no afectd la actividad NR en el testigo (Figura 4.5), pero evit6 el

incremento observado en las raices bajo estrés salino. Este resultado sugiere que el
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incremento inicial en la actividad NR, en plantulas crecidas en presencia de NaCl fue el

resultado de la activacién de la enzima mediante desfosforilacion.
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Figura 4.5. Actividad nitrato reductasa (NR), en raices de Prosopis alba
incubadas durante 60 minutos en solucién nutritiva de Hoagland al 25% (-NacCl),
0 solucion nutritiva de Hoagland al 25% suplementada con 500 mM NaCl (+
NaCl), con o sin la suplementacion de cantaridina 50 uM. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun el test de Tukey al 5%.

4.4 Discusion

P. alba limité la acumulacion de Na® en la parte aérea, almacenandolo
principalmente en las raices, que a lo largo de los 7 dias de duracion del ensayo

presentaron concentraciones de Na* muy superiores a las hojas (Figuras 4.1 A, 4.2 A).

La exclusion de iones téxicos de la parte aérea ha sido considerada como un
mecanismo de tolerancia al estrés salino (Munns y Tester, 2008), y puede justificar el
desarrollo de esta especie en suelos salinos sédicos. Un comportamiento similar ha sido
reportado en Prosopis ruscifolia; una especie pionera en la sucesion vegetal del Chaco
Occidental, capaz de tolerar concentraciones de NaCl equivalentes al agua de mar
(Meloni y Martinez, 2008).
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Reginato et al. (2012) calificaron a P. strombulifera, como una especie haléfita que
excluye al Na* de la parte aérea, y asociaron ese comportamiento, con una precoz

suberificacion y lignificacion de la endodermis.

La exclusion del Na* de las hojas también puede lograrse mediante su secuestro en
las vacuolas de la raiz, limitando su traslocacion a la parte aérea, o recuperandolo del
xilema de la raiz, antes de alcanzar el tallo, a través de transportadores de alta afinidad
por el K* (HKT) (Munns y Tester, 2008). Recientemente Munns et al. (2012) demostraron
que en trigo, el gen TmHKTL1; 5-A ubicado en el locus Nax2, codifica para un
transportador con alta selectividad para el Na*, localizado en la membrana plasmatica de
las células de la raiz circundantes a los vasos del xilema. Esa ubicacion le permitiria
retirar el Na* de los vasos del xilema y reducir su transporte hacia las hojas. Los ensayos
a campo comprobaron que la presencia de ese gen disminuyé la concentracion de Na* en

las hojas e incrementd en 25% la produccién de granos.

Pese a que el NaCl disminuy6 las concentraciones de K* en raices y hojas a partir
del cuarto dia de tratamiento (Figuras 4.1 B y 4.2 B), éstas se mantuvieron elevadas a
cabo de los 7 dias de ensayo. El K" juega un rol crucial en la activacion de mas de 50
enzimas, en el que no puede ser sustituido por el Na® (Chen et al., 2005). El
mantenimiento de la homeostasis Na‘'/K" es crucial en la tolerancia al estrés salino y ha
sido sugerida como un importante criterio de seleccion para la tolerancia a la salinidad
(Siddiqui y Mohammad, 2012; Siddiqui et al., 2009).

El Na* puede disminuir la absorciéon de K*, e incrementar su salida; Kopittke (2012)
ha sugerido que la salida de K* es causada por el desplazamiento del Ca* de la
membrana plasmatica, y que la suplementacién con Ca*? disminuye la toxicidad de Na’,
reduciendo la salida de K*. Los resultados obtenidos apoyan dicha hipétesis, ya que las
concentraciones de K* y Ca™ han seguido la misma tendencia durante el experimento,

tanto en raices como en hojas (Figuras 4.1 B, C; 4.2 B,C).

El calcio ademas tiene un rol protector sobre las membranas, y un papel
fundamental en la regulacién del metabolismo. Puede activar quinasas proteicas, que
regulan la apertura y cierre de acuoporinas, o directamente mediante la activacién de

quinasas proteicas (Nedjimi y Daoud, 2009).
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Meloni (2012) demostré que la acumulacion de Na* en hojas y raices de plantulas
de Prosopis ruscifolia crecidas en presencia de 400 mM de NaCl puede revertirse
mediante la suplementacion de 5 mmol I* de CaSO,, permitiendo un incremento en las
concentraciones de K" y en la biomasa. De este modo, la manutencion de altas
concentraciones de K* en P. alba también corresponde a un mecanismo de tolerancia a
la salinidad, y est4 asociada a homeostasis del Ca* en sus tejidos. Esta podria ser una
estrategia comun en especies del género Prosopis en la region fitogeografica del Chaco

Occidental.

La exclusién del CI' fue mas notoria en las hojas que en las raices (Figuras 4.2 E,
4.1 E), alcanzando concentraciones menores que las de Na* (Figuras 4.1 A, 4.2 A). Pese
a ello, existen discrepancias sobre la mayor toxicidad del Na* o del CI. Por ejemplo en
trigo la variabilidad genética en la tolerancia a la salinidad correlaciona con la
acumulacion de Na* en las hojas, pero no con la concentracion de CI, mientras que lo

opuesto ocurre en citrus (Munns y Tester, 2008).

Si bien tanto en raices como en hojas la concentracion de NOj; se mantuvo
constante hasta el tercer dia de estrés salino, al cabo de 7 dias de tratamiento su
disminucion fue mucho mas acentuada en la parte aérea (Figuras 4.1 Fy 4.2 F). Carillo et
al. (2005) obtuvieron resultados similares en plantulas de trigo bajo condiciones de estrés
salino, sugiriendo que el CI inhibe el ingreso del NO; al xilema de la raiz.
Alternativamente, el CI"y el NO3™ podrian competir a nivel de plasmalema o tonoplasto en

las células de la hoja.

Una vez que el nitrato es absorbido debe ser reducido, antes de ser asimilado. Este
paso clave en la asimilacion del nitrégeno, es catalizado por la NR, produciendo nitrito,
que posteriormente es reducido a amonio (Yousfi et al., 2012). La respuesta de la
actividad NR en raices y hojas de plantulas crecidas en presencia de NaCl, se caracterizo
por un rapido incremento inicial, seguido por una importante inhibicion a partir del cuarto

dia de tratamiento (Figura 4.3).

El estrés salino puede afectar la actividad NR a nivel transcripcional o
postranscripcional (Plaza et al., 2009). La estimulacion inicial de la actividad NR en raices
de P. alba se debi6 al efecto especifico de la componente idnica del NaCl, y no al efecto

osmatico (Figura 4.4). En concordancia, Flores et al. (2000), estudiando la respuesta de
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la actividad NR in vivo en plantulas de tomate, incubadas en soluciones isosméticas de
PEG vy diferentes sales, concluyeron que la misma no fue afectada por el estrés hidrico
generado por el PEG. Sin embargo estos autores reportaron una inhibicion en la actividad
NR en los tratamientos salinos, que atribuyeron a un efecto especifico de la componente

idnica.

El mecanismo que permiti6 P. alba incrementar la actividad NR al comenzar el
tratamiento salino, seria postraduccional, ya que se inicié tan sélo luego de 15 minutos de
incubacion en NaCl (Figura 4.4), y estaria asociado a la actividad de fosfatasas, ya que la
suplementacion con cantaridina, un poderoso inhibidor de este grupo de enzimas, revirtio
dicha respuesta (Figura 4.5). Resultados similares fueron reportados por Reda et al.
(2011) en raices de pepino, que atribuyeron dicha respuesta a una rapida acidificacion
del citoplasma, luego de iniciado el estrés salino, que inhibié la actividad de quinasas
proteicas en mayor proporcion que a las fosfatasas. La acidificacion del citoplasma puede
justificarse por la actividad de las proteinas transportadoras de Na®, que contribuyen a su
exclusion, mediante un cotrasporte con iones H’, tales como SOS1 en plasmalema, y
NHX1 en tonoplasto (Carillo et al., 2011).

La disminucién en la actividad NR observada a partir de cuarto dia de tratamiento
coincidié con una disminucién en las concentraciones de nitrato (Figuras 1F, 2F). La
actividad NR depende fuertemente de la concentracion de nitrato, ya que el propio
sustrato induce su sintesis de novo (Carillo, et al., 2005). De este modo, las respuestas a
largo plazo estarian mediadas por el suministro de nitrato, que a su vez depende de la
transpiracion y por ende de la apertura estomatica, que puede disminuir como

consecuencia del estrés salino (Gong et al., 2013; Kawakami et al., 2013).

4.5. Conclusiones

Se concluye que P. alba presenta un mecanismo de exclusion de Na" y CI de la
parte aérea, almacenandolos en mayores concentraciones en las raices. La actividad NR
se incrementa durante los primeros dias de estrés, por desfosforilacion de la proteina. En
periodos mayores de exposicidén al estrés la NR es inhibida debido a la disminucién en

las concentraciones de nitrato.
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CAPITULO 5.

FLUORESCENCIA TRANSIENTE DE LA CLOROFILA a,
CONCENTRACION DE CAROTENOIDES E INTERCAMBIO
GASEQOSO

5.1 Introduccién

El cierre estomatico, con la concomitante disminucién en la fijacién de CO,, es una
respuesta caracteristica de las plantas sometidas a estrés salino (Munns y Tester, 2008).
Como consecuencia de ello, estas plantas suelen estar expuestas a un exceso de
energia luminosa, que puede ocasionar dafios en la etapa fotoquimica. De este modo,
bajo condiciones naturales de crecimiento, el estrés salino es frecuentemente

acompafado por estrés luminoso (Zang et al., 2012).

El aparato fotosintético puede dafarse, incluso bajo condiciones moderadas de luz,
si el exceso de energia no se disipa adecuadamente; y como consecuencia de ello puede
producirse un estrés oxidativo, generado por especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Matos et al., 2009).

En los cloroplastos las principales rutas de formacion de ROS son: i) la
transferencia de electrones al oxigeno molecular en el fotositema |, conduciendo a la

formacion de radical superoxido (O5), y en reacciones posteriores peréxido de hidrégeno
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(H20,) o radicales hidroxilos (OH) (Mubarakshina et al., 2010) y ii) la transferencia de
energia desde la clorofila triplete excitada (*Chl*) al oxigeno molecular, conduciendo a la

formacion de oxigeno singlete (*O.) (Triantaphylides y Havaux, 2009).

Las ROS pueden dafiar directamente el fotosistema Il (FSII) o inhibir la sintesis de
D,, una de sus principales proteinas, en la etapa de elongacion de la cadena polipetidica
(Hideg et al., 2007; Pospisil, 2009). De este modo también se impide la reparacién del
FSII (Takahashi y Badger, 2011). Esto puede disminuir la eficiencia fotoquimica, y la
actividad fotosintética, y por ende el crecimiento y la productividad vegetal (Chen et al.,
2011).

Las plantas han desarrollado estrategias para prevenir el fotodafio, y la inhibicién de
la reparacién del FS II. Entre estos mecanismos se destacan aquellos que se conocen
colectivamente con el nombre de “quenching no fotoquimico”, (NPQ), ya que no
conducen al almacenamiento productivo de energia (Zaks et al. 2013). Se han
identificado mecanismos de NPQ en todos los organismos fotosintéticos que liberan
oxigeno, incluyendo a cianobacterias, algas, musgos y plantas superiores (Niyogi y
Troung, 2013).

Los mecanismos de NPQ se dividen en las siguientes componentes: dependientes
de energia (gE), estados de transicion (gT) (Minagawa, 2011), dependiente de zeaxantina
(g2) (Nilkens et al., 2010) y fotoinhibicion (gl) (Mdller et al., 2001). Sin embargo, segun

Nilkens et al. (2010) en vegetales superiores T no contribuye significativamente al NPQ.

La zeaxantina (Zx) cumple un papel fundamental en la desactivacion de la *Chl*, y
por lo tanto en el NPQ. Se sugiere ademas su participacion en gqE, qZ, y gl (Jahns y
Holzwart, 2012). Este pigmento se sintetiza en el ciclo de las xantofilas, en el que
participan dos enzimas: violaxantina de-epoxidasa (VDE: EC1.10.99.3), y zeaxantina
epoxidasa (ZE: EC1.14.13.90). Cuando la luz se encuentra en exceso, VDE cataliza la
conversion de violaxantina en zeaxantina, y cuando esta situacién ambiental desfavorable

es superada, ZE cataliza la reaccion inversa (Demmig-Adams y Adams, 2002).

Otro mecanismo de tolerancia a las ROS, consiste en la sintesis de moléculas
antioxidantes, que secuestran los radicales libres, cuando éstos se producen. La Zx

también esta involucrada en este proceso (LI et al., 2009).
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El andlisis de la fluorescencia de la clorofila a, constituye un método sensible y no
destructivo para la deteccion y cuantificacion de los cambios inducidos en la etapa
fotoquimica de la fotosintesis. Recientemente ha sido utilizado para evaluar el grado de
dafo del aparato fotosintético, bajo diferentes condiciones de estreses ambientales, tales
como temperaturas extremas, sequia, salinidad, etc. (Zushi et al., 2012; Gomes et al.,
2012; Mehta et al., 2010 a,b; Duarte et al., 2013).

La intensidad de la fluorescencia de la clorofila a, en organismos fotosintéticos
adaptados a la oscuridad, se incrementa luego de su iluminacion, fendmeno que ha sido
denominado “efecto Kautsky” (Mehta et al., 2010 a). En la curva de induccién de la
fluorescencia, en la fluorescencia minima (Fg), todos los centros de reaccién estan
abiertos, y en la fluorescencia maxima (Fy), éstos estan cerrados. Todos los organismos
fotosintéticos oxigénicos investigados, muestran una curva de fluorescencia polifasica,
gue consiste en una secuencia de fases denominadas O, J, |, P. Cada letra identifica a
una etapa, definida por el tiempo de induccién: O corresponde a la fluorescencia inicial
(20 ps), J (2 ms), 1 (30 ms), P (300 ms) (Strasser et al., 2005).

Con base en la teoria del flujo de energia en las membranas fotosintéticas, se ha
desarrollado el test JIP, que consiste en el analisis de la emision de fluorescencia en la
curva OJIP (Strasser et al., 2005). Este test asocia las diferentes fases de la
fluorescencia transiente, con los estados redox del fotosistema Il, y por ende con la
eficiencia del transporte de electrones a través del intersistema, hasta los aceptores

finales en el fotosistema | (Tsimilli- Michael y Strasser, 2008).

Numerosos estudios han sugerido que las caracteristicas fotosintéticas son las mas
adecuadas, para ser utilizadas como marcadores indirectos en programas de
mejoramiento genético, ya que responden rapidamente a los estreses ambientales
(Stefanov et al., 2011; Gama et al., 2013; Duarte et al., 2013). Pese a ello, no existen
referencias sobre la respuesta de la fotosintesis al estrés salino, en especies de

importancia forestal nativas de la Regién Fitogeografica del Chaco Occidental.
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En este capitulo se pusieron a prueba las siguientes hipotesis:

- El estrés salino produce alteraciones en la etapa fotoquimica de la fotosintesis,

que pueden detectarse mediante cambios en las variables de fluorescencia

transiente de la clorofila a.

- El estrés salino incrementa la concentracion de carotenoides en hojas.

- ElI NaCl inhibe la asimilacion del CO..

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del estrés salino, sobre las

etapas fotoquimica y bioquimica del proceso fotosintético, en plantulas de P. alba.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Material vegetal

Los frutos se cosecharon al azar en un individuo seleccionado dentro de un bosque
P. alba desarrollado al margen de lagunas temporales, en la localidad de Maco
(27°51'20" 'S; 64°13'27"W), Provincia de Santiago del Estero, Argentina. Esta
metodologia de recoleccion de germoplasma permite disminuir el impacto de la gran
variabilidad genética que caracteriza a las especies del género Prosopis. Las semillas se
extrajeron manualmente de los frutos, seleccionandose aquellas que poseian un tamafio
y color uniforme. A las semillas se les realizé un corte en la posicién distal del embrion
con ayuda de una pinza, para facilitar su imbibicion durante la germinacién. La siembra
se realiz6 empleando toallas de papel humedecidas con agua destilada, que se
incubaron en camara de crecimiento por un lapso de 15 dias a 25° C y bajo un

fotoperiodo de 12 horas.

Las plantulas asi obtenidas colocaron en macetas plasticas de 3 litros de
capacidad, conteniendo una mezcla de arena y vermiculita, en proporciones iguales

(Velarde et al., 2003). La densidad inicial fue de 4 plantulas por maceta; dos semanas
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después de realizado el repique, se efectud un raleo, dejando sélo dos plantulas por

maceta.

Las macetas se regaron 3 veces por semana con solucion nutritiva de Hoagland al
25%, pH 6,5. El ensayo se realiz6 en condiciones de invernaculo; la temperatura minima
fue de 21°C y la méaxima de 27°C. Treinta dias después de haber realizado el repique de
las plantulas a macetas, se inicié la adicion de NaCl, en concentraciones de 0O (testigo),
100 y 500 mM. Las mediciones de fluorescencia, intercambio gaseoso, y recoleccion de
material para cuantificacion de carotenoides se efectuaron 7 dias después de alcanzada

dicha concentracion.

5.2.2 Mediciones de fluorescencia transiente de la clorofila a

La fluorescencia transiente de la clorofila a se midié con un fluorimetro Handy PEA
(Plant Efficiency Analyzer, Hansatech Instruments Ltd, King's Lynn Norfolk, UK). Las
mediciones se realizaron en hojas verdaderas, por la mafana (entre 6:30 y 9:00 hs),
luego de la aclimatacion de las hojas en oscuridad, durante 30 minutos. La emision de
fluorescencia en hojas fue inducida por luz roja (650 nm), con una intensidad de 3.000
umol fotones m? s™* proveniente de una matriz conteniendo 3 diodos enfocados sobre un
punto de 4 mm de diametro, y registrada durante 1 segundo. La toma de datos se realiz
cada 10 ps (de 10 ys a 0,3 ms), cada 0,1 ms (de 0,3 a 3 ms), cada 1 ms (de 3 a 30 ms),
cada 10 ms (de 30 a 300 ms), y cada 100 ms (de 300 ms a 1 s).

A partir de los valores obtenidos en la curva OJIP, se calcularon los valores de

fluorescencia variable relativa (V). Siendo V= (Fi-Fo)/(Fu-Fo).

Para resaltar las diferencias entre cada una de las fases de la curva OJIP, se
calcularon las diferencias cinéticas entre las curvas; AVi= Vi gel testigo- V' del tratamiento salino-
(Chen et al., 2011).

Las variables biofisicas que caracterizan al flujo de energia en la etapa fotoquimica
de la fotosintesis, se analizaron de acuerdo al test JIP propuesto por Strasser et al.
(2005), utilizando el programa Biolyser® 4HP v.3. De esta manera se obtuvieron los

siguientes parametros:
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- RCJ/ABS: flujo de absorcion (ABS) de las moléculas de clorofila del complejo
antena, por centro de reaccion (RC). Esta variable representa una medida del

tamario del complejo antena.

- @Po= TRo/ABS = F,/Fy: relacion del flujo de energia capturada (TRo), que conduce
a la reduccién de la quinona A (Q,), por flujo de absorcion (ABS). También

llamado rendimiento cuantico de la fotoquimica primaria.

- @E,= ETo/ABS: rendimiento cuantico para el transporte de electrones (ET), hacia

el pool de plastoquinona (PQ).

- ORo= RE(/ABS: rendimiento cuantico de la reduccibn (RE) de los ultimos

aceptores de electrones del fotosistema | (ferredoxina, NADP).

- WE = ETo/TRo= eficiencia o probabilidad de que un electron se mueva desde la

quinona A reducida (Qx) hasta el intersistema.

- ORo=RE(/ETy= eficiencia o probabilidad de que un electron se mueva desde el

intersistema, hasta los ultimos aceptores del fotosistema I.

- WR,: eficiencia o probabilidad de que un electrén se mueva desde la quinona A

reducida (Q,") hasta los ultimos aceptores del fotosistema |.

- Plags: indice de desempefio, que indica el potencial para la conservacion de la
energia desde el exciton, hasta la reduccion de los aceptores de electrones del

intersistema.

P _ YRC . (PP() . l'IJEO _
ABST 1.yRC 1-¢P, 1-WE,

RC TRy, ETo
ABS Dlo TRyET,

Plags=

Donde _ Clordfilas del centro de reaccion
Yre Clorofila total
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- Plrora: Indice de desempefio total; refleja el potencial para la conservacion de

la energia desde el excitdn, hasta los aceptores de electrones del fotosistema I.

ORy
Pliota= Plags * 3R,

5.2.3 Intercambio gaseoso v fotosintesis neta

Las mediciones de intercambio gaseoso y asimilacién neta de CO,, se realizaron en
las mismas hojas en las que se midieron las variables de fluorescencia. Para ello se
utilizé una analizador de gases infrarrojo en un sistema abierto (IRGA-LCpro* System
ADC, BioScientific Ltd.), con cAmara para hojas de Arabidopsis, en condiciones de luz
artificial saturante (1000 pmol m? s™) y concentracién de CO, ambiental. Se midieron las
siguientes variables: fotosintesis neta (A), transpiracién (E), conductancia estomética (gs),
y concentracion intercelular de CO, (C)). A partir de estas variables se calculé la eficiencia
de la carboxilacion (A/C) y eficiencia en el uso del agua (A/E). Se realizaron 10
mediciones en cada hoja. Los valores obtenidos se normalizaron, asignandole el valor 1

al testigo.

5.2.4 Extraccion, separacion y cuantificacion de carotenoides

La extraccion de carotenoides se realiz6 de acuerdo al método descripto por
Mercadante y Rodriguez-Amaya (1998). Los principales pasos fueron la extraccion de
pigmentos con acetona, saponificacion con KOH 10% en metanol durante 12 hs a
temperatura ambiente, remocion del élcali, y concentracion en evaporador rotativo
(Fisatom, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil) a 32°C. Posteriormente se resuspendié con
éter etilico, transfirid a frascos color &mbar, se sec6 con nitrégeno, y almacend en freezer

hasta su cuantificacion, mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Se utilizé una columna polimérica de fase reversa Cz y como fase movil
agua/metanol/éter metil- tert-butilico (J. T. Baker—Mallinckrodt), comenzando con las
proporciones 5:90:5 (v/v/v), alcanzando 0:95:5 (v/v/v) a los 12 minutos, 0:89:11(v/v/v) a

los 25 min, 0:75:25 (viv/v) a los 40 min, y finalizando con 0:50:50 (v/v/v) luego de 60
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minutos, con un flujo de 1 mL/min, a 33°C. (Zanatta y Mercadante, 2007). Para su

cuantificacién se emplearon estandares Sigma-Aldrich.

5.2.5 Diserio experimental y andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatorizado con 5 repeticiones.
La unidad experimental estuvo constituida por una maceta conteniendo dos plantulas (15
macetas en total). Las mediciones de fluorescencia e intercambio gaseoso se realizaron
en dos hojas de cada plantula (1 y 10 mediciones por hoja, respectivamente), en cinco
macetas. La cuantificacion de carotenoides se realizd sobre las mismas hojas en las que
se efectuaron mediciones de fluorescencia e intercambio gaseoso. Los datos se

analizaron con ANOVA y Test de Tukey.

5.3 Resultados

Tanto el testigo como los tratamientos salinos, traoen la tipica cinética de
emisién de fluorescencia en escala logaritmicajndisiéndose en todos los casos las
etapas O, J, I, P (Figura 5.1 A). Este resultad@@que todas las muestras estudiadas se
encontraban fotosintéticamente activas.

Para analizar en detalle las curvas OJIP, a metellas se calcularon los valores de
fluorescencia variable relativa, y se graficaradéerencias cinéticas entre las curvas de
cada tratamientoAV; (Figura 5.1 B). La cinética dAVt mostrd que el estrés salino
incrementd la emision de fluorescencia, con respaldiestigo.



MELONI, D. A.: Respuestas fisioldgicas de plantulas de Prosopis alba G. sometidas a estrés salino

78

3000 T
A P
S
3 2500 - @ Testigo
8 A100 mM Nacl
c
[}
o 2000 1 ©500 mM NaCl
o
o
=
2
3 1500 T
e]
5]
i)
(2]
c
o 1000 -
c
s
503 $¢
0,01 0,1 1 10 100 1000
Tiempo (ms)
0,14 1 J
B @ Testigo
0,12 1 o \ 4100 mM NaCl
©500 mM NaCl
o
. \
= |
w
H—f 0,08 1 °
= $
L 0,06 .. L
u, °
N
9 0,04
3 A‘h .
0,02 A

-0,04 -

Tiempo (ms)

Figura 5.1. Fluorescencia transiente de la cloroAldOJIP)

de hojas dé°. alba sometidas a estrés salino, adaptadas a la
oscuridad, y representada en escala logaritmictiedgo

(A). Diferencias de fluorescencia variable relatiBa



MELONI, D. A.: Respuestas fisiologicas de plantulas de Prosopis alba G. sometidas a estrés salino 79

En la Figura 5.2, se representan las variablesnmiate a partir del test JIP,
normalizadas tomando el testigo como referenciquelse le dio el valor de 1.

1,2 1 .
W Testigo 0100 mM NaCl @500 mM NaCl

Variables del test JIP (u.r)

RC/ABS @Po @Eo @®RoO YEo 6Ro YRo

Figura 5.2. Variables de fluorescencia de la clorofladeducidos a partir del test
JIP. Los valores se normalizaron con respectostibte al que se le asigné un valor
de 100 %=1. Para cada variable, letras diferemeisan diferencias significativas
segun el test de Tukey.

En las plantas crecidas en presencia de 100 mMad# $¢ observo una disminucién
en el flujo de absorcién por centro de reaccion/f8S), y en el rendimiento cuantico
para el transporte de electrones hacia el poolla@gtgguinona ¢Eo), mientras que la
fotoquimica primariagPo) no fue afectada. La disminucion @By se debidé a una caida en
los valores deYEy, que representa la eficiencia del transporte detreines desde la
quinona A reducida (Q), hasta el intersistema. También se registré usm@miducion en
rendimiento cuantico de la reduccion de los ultimosptores de electrones del fotosistema
| (ferredoxina, NADP), ¢R. Esta fue consecuencia de la disminuciorpEs ya que la
eficiencia en el transporte de electrones desd®akistama, hasta los ultimos aceptores
del fotosistema 13Ry) no fue afectada por el estrés. Se observd umairdision en la
eficiencia del transporte de electrones desde la Qasta los ultimos aceptores del
fotosistema I'¥Rp). Debido a quedRo) no fue afectada por el estrés, dicha disminusén
debid a los menores valores‘HE,.

La etapa fotoquimica de la fotosintesis fue drastente inhibida en las plantas de
P. alba crecidas en 500 mM de NaCl (Figura 5.2). Se olisena disminucion en los
valores de RC/ABSpPy, ¢Ey, y WE,. Estos resultados muestran una disminucion en la
conservacion de la energia, desde el excitbn haktantersistema ¢Eo), como
consecuencia de una inhibicion en la fotoquimidengmia Py) y en el transporte de
electrones desde la,Q hasta el intersistem&Ep). R, fue la componente de la cascada
de energia que registré mayor diminucion en 500 deMNaCl. Esa respuesta se debi6 a
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los menores valores dgP, ¢Ep, Yy dRp, con respecto al testigo. También se detectdé una
importante disminucion effiRy, como consecuencia de los menores valorésEedey oR,

que demuestra una inhibicibn en el transporte @etrenes desde la AQ hasta el
intersistema, y de desde éste hasta la ferredgxisDP".

En la Figura 5.3 se representa el efecto de laidati sobre los indices de
desempeio Ris y Plotar
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Figura 5.3. indices de desempefio en plantasdalba sometidas
a estrés salino. Los valores se normalizaron cgperto al testigo,
al que se le asigné un valor de 100%=1. Para acatleei letras
diferentes indican diferencias significativas seglitest de Tukey.
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En las plantas crecidas en 100 mM de NaCl, comsemuencia del impacto
negativo del estrés sobre RC/AB¥,, se registré un menor indice de desempe@q Pl
para la conservacion de la energia desde el exditsta la reduccion de aceptores de
electrones del intersistema; o sea un menor irtbcdesempefno del FSIl. Debido a que
dRp no fue afectado por la salinidad, los valoresiddice de desempefiodgl, fueron
similares a los de Rk

En las plantas crecidas en 500 mM de NaCl, la aedatdisminucion eBR, hizo
que el indice de desempei@®idisminuya mucho mas que ehRI

El estrés salino incremento la concentracion de todos los carotenoides estudiados,
en especial luteina y zeaxantina, que experimentaron incrementos cercanos al 250% en
las plantas crecidas en presencia de 500 mM de NacCl, con respecto al testigo (Figura
5.4).

M Testigo
0100 mM NacCl
@ 500 mM NaCl

Carotenoides (u.r.)
N

Luiteina Zeaxantina a-caroteno B- caroteno

Figura 5.4 . Concentracion de carotenoides en plantas de P. alba sometidas a estrés
salino. Los valores se normalizaron con respecto al testigo, al que se le asigné un valor
de 100%=1. Para cada carotenoide, letras diferentes indican diferencias significativas
segun el test de Tukey.

En la Figura 5.5 se representa el efecto del estrés salino sobre las variables de
intercambio gaseoso. La salinidad produjo una disminucion en la fotosintesis neta, la
conductancia estomatica; la transpiracion, la eficiencia en el uso del agua, y la eficiencia
de la carboxilacion. La concentracion interna de CO, fue la Unica variable de intercambio

gaseoso que no resulté afectada por la concentracion de NaCl en el medio.
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1,2 1 M Testigo 0100 mM NacCl @500 mM NaCl

Variables de intercambio gaseso (u.r.)

A gs Ci E AE ACi

Figura 5.5. Fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs), concentracion
interna de CO, (C)), transpiracion (E), eficiencia en el uso del agua (A/E), y
eficiencia en la carboxilacion (A/C), en plantas de P. alba sometidas a estrés salino.
Los valores se normalizaron con respecto al testigo, al que se le asigné un valor de
100 %=1. Para cada variable, letras diferentes indican diferencias significativas
segun el test de Tukey.

5.4. Discusion

La cinética de emision de fluorescencia, graficada en escala logaritmica, present6
perfiles similares en todos los tratamientos, distinguiéndose claramente las etapas O, J, |,
P (Figura 5.1 A).

La curva OJIP representa la sucesiva reduccion de los aceptores de electrones del
FSII (Strasser et al., 2000). La fase J corresponde a la emision de fluorescencia en 2 ms,
y representa la acumulacion de QA Qg, | (30 ms) corresponde a Qa Qg, Y P (300 ms)
indica la formacion de QA Qg* (Lazér et al., 2006). La forma de la curva OJIP ha sido
atribuida a cambios en el transporte de electrones (Mathur et al., 2011).

En las curvas de diferencias de fluorescencia relativa, normalizadas en funcion del
testigo (AV,), valores positivos representan inhibicibn de la etapa fotoquimica de la

fotosintesis, y valores negativos mayor eficiencia (Chen et al., 2011). Por lo tanto, como
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se observa en la Figura 5.1 B, el estrés salino disminuyd la eficiencia en ambos

concentraciones de NacCl.

Gauthier et al. (2010), relacionaron la emision de fluorescencia en la etapa O-J, con
la acumulacién de Q" El estrés salino incremento la emision de fluorescencia en la etapa
0O-J (Figura 5.1 B), y produjo una disminucion en WE,, o sea una inhibicién en el
transporte de electrones desde la Qs hacia el intersistema, y como consecuencia la

acumulacion de Q4™ (Figura 5.2).

Ambas concentraciones salinas disminuyeron el valor de RC/ABS (Figura 5.2). El
impacto del estrés salino fue mas acentuado en 500 mM de NaCl, verificandose ademas

una disminucion del 10% en @P,, en relacion al testigo.

Yusuf et al. (2010) sugirieron que una reduccion en los valores de RC/ABS,
acompafiada por una disminucion en TRo/ABS (®Py), refleja la inactivacion de parte de
los centros de reaccion del FSIl. Este resultado coincide con lo observado por Mehta et
al. (2010 b), que estudiaron el efecto del estrés salino sobre la heterogeneidad del FSII
en hojas de trigo. Estos autores demostraron que el estrés salino aumento la poblacion
de FSII By v, y disminuyé la proporcion de FSIl a. Los FSII B y y poseen una antena de
menor tamafio, y no tienen conectividad (no pueden transferir su energia de excitacion a
centros de reaccion abiertos). También demostraron que el NaCl disminuyé la proporcion
de FSII reductores de Qg (capaces de transportar un electron de Q, a Qg), Yy aumento la
poblacion de FSII no reductores de Qg, con el concomitante incremento en la

concentracion de Qa'.

Los pasos de la cascada de energia limitados por 100 mM de NaCl fueron la
absorcion de luz (RC/ABS), y la transferencia de electrones desde la Qa hacia el
intersistema (WEy). Como consecuencia, se produjo una diminucién en los valores de
Plaps ¥ Plowa (Figura 5.3).

En 500 mM el impacto sobre RC/ABS y WE, fue mas drastico, y ademas se inhibi6
la eficiencia cuantica maxima de la fotoquimica primaria (QP,), y la trasferencia de
electrones desde el intersistema hasta los aceptores finales del FSI (dRy). Como

consecuencia de los bajos valores de 6Ry, Pl fue menor que Ply,s (Figura 5.3)
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Mehta et al. (2010a) en trigo,
quienes observaron que el Plabs fue muy sensible al estrés salino, y su disminucion se
debi6 a una reduccion en RC/ABS y WE,, mientras que el aporte de @P, s6lo fue

relevante en altas concentraciones de NaCl (500 mM).

La variable P, = Fv/Fm= TRy/ABS representa el maximo rendimiento cuantico del
FSIlI en hojas adaptadas a la oscuridad (Perboni et al., 2012). Este parametro no fue
afectado por 100 mM de NacCl, y si bien en plantas crecidas en 500 mM de NacCl
disminuy6 10% con respecto al testigo, esa reduccion fue inferior a la detectada en PR, y
OR,.

Este resultado puede estar asociado al alto contenido de zeaxantina en hojas de
plantas de P. alba crecidas en presencia de NaCl (Figura 5.4). Zhang et al. (2012)
estudiaron el comportamiento de linajes de tomate (Lycopersicon esculentum)
transgénico en las que se suprimid la enzima zeaxantina epoxidasa mediante tecnologia
de RNAm antisentido. Dichas plantas poseian altas concentraciones constitutivas de
zeaxantina, y cuando se sometieron a estrés con NaCl mostraron menores niveles
disminucion en P, (F\/Fy), peroxidacién de lipidos, y acumulacién de H,O,, y mayores

concentraciones de proteina D1 del PSII, en relacién a un linaje silvestre.

El mecanismo a través del cual la zeaxantina (Zx) protege los componentes de la
membrana tilacoidal de la fotoinhibicion y fotodafio, no ha sido completamente dilucidado.
Sin embargo en los Udltimos afios su funcion ha sido muy estudiada, y se produjeron

hallazgos importantes.

La Zx participa directa o indirectamente en todas las componentes del NPQ (Jahns
y Holzwart, 2012).

La componente gE depende del pH del lumen del tilacoide; puede ser activada o
desactivada rapidamente (1-2 minutos), y es modulada por la Zx (Johnson et al., 2008).
El gE requiere de cambios conformacionales en las proteinas del complejo antena del
FSII, o en la interaccion proteina/proteina, que son controlados por PsbS, y modulados
por la Zx (Jahns y Holzwart, 2012). Se han propuesto dos roles para la zeaxantina: i) una
funcién indirecta, como un modulador alostérico de qE, controlando su eficiencia, cinética

y pK (Johnson et al., 2009), y ii) un rol directo mediante la transferencia de energia desde



MELONI, D. A.: Respuestas fisioldgicas de plantulas de Prosopis alba G. sometidas a estrés salino 85

la clorofila a la zeaxantina, o la transferencia de electrones a moléculas de clorofila
vecinas, formando un estado de transferencia de carga Zx'/chl" (Ahn et al., 2008;
Avenson, 2009).

Se ha definido qZ como la componente del NPQ, que se desarrolla y relaja
lentamente (10-30 minutos, y 10-60 minutos, respectivamente) (Nilkens et al., 2010).
Debido a que es dependiente de la Zx también lo es indirectamente del pH del lumen.
Esto se debe a que la formacién de Zx requiere de un bajo pH, y la epoxidacion ocurre
s6lo en ausencia de altos gradientes de pH (ApH). Sin embargo, una vez establecido, qZ
contribuye al NPQ aun en ausencia de ApH. En términos fisiolégicos este mecanismo es
considerado un “estado de memoria” del estrés, que le permite a la planta una respuesta

rapida, si el estimulo que lo ocasioné se repite (Jahns y Holzwart, 2012).

La componente gl, comprende los estados del NPQ que se relajan mas lentamente
que gE y gZ. Tradicionalmente se ha definido como la componente que no se relaja, o lo
hace muy lentamente (Guadagno et al., 2010). Al menos parte de los procesos que
contribuyen a gl estan relacionados con la inactivacion de la proteina D, inducida por la
luz, por lo que requiere la degradacion de dicha proteina, y su sintesis. Si bien el rol de la
Zx en gl no ha sido completamente dilucidado, estaria relacionado con la proteccion de

los centros de reaccion del FSll inactivados (Jahns y Holzwart, 2012).

A la Zx también se le ha atribuido un papel importante como antioxidante, en la fase
lipidica de la membrana tilacoidal. La funciébn de las moléculas de Zx, que no se
encuentran asociadas a proteinas, se relaciona con la remocion del 'O, (Triantaphylides
et al., 2008). Se ha demostrado que presenta un efecto sinérgico con el tocoferol,
previniendo la peroxidacién de lipidos de membrana, y que dicho efecto es independiente
de su unién a las proteinas de la antena (Dall'Osto, et al., 2010). Por otra parte, debido a
sus propiedades fisicoquimicas, la Zx presumiblemente ejerce un rol fotoprotectivo,

relacionado con la estabilizacion de los lipidos de membrana (McNulty et al., 2007)

El estrés salino también incrementd significativamente las concentraciones de
luteina, y en menor grado las de p-caroteno (Figura 5.4).

La luteina es una xantofila que a diferencia de la violaxantina, no se encuentra en
todas las plantas terrestres (Esteban et al., 2009). El rol fotoprotectivo mas importante de

la luteina es la desactivacion de la *Chl*, habiéndose demostrado gue otros carotenoides
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como la violaxantina y neoxantina son mucho menos eficientes en dicho proceso (Mozzo
et al., 2008).

Por su parte, en el centro de reaccién del FSIlI, el B-caroteno es responsable de la

desactivacion del 'O, (Telfer et al., 2002).

Estos resultados demuestran que bajo estrés salino, P. alba posee un importante
mecanismo de proteccion del aparato fotosintético, constituido por la sintesis de Zx,

luteina y B-caroteno.

El estrés salino produjo una disminucién significativa en la fotosintesis neta y la
conductancia estomatica; pese a ello la concentracién interna de CO, se mantuvo
constante. Estos resultados, y la disminucion en la eficiencia de la carboxilacion,
demuestran que en condiciones de estrés salino la fotosintesis no estuvo limitada por la
concentracion interna de CO,. El comportamiento de la etapa fotoquimica sugiere que la

inhibicién de la fotosintesis fue consecuencia de la menor produccién de NADPH y ATP.

Coincidiendo con estos resultados, Baker (2008) y Gama et al. (2013) reportaron
gue a mayor eficiencia en la transferencia de energia desde los pigmentos fotosintéticos
hacia la formacion de NADPH y ATP, corresponde una mayor capacidad de asimilacion
del CO, en la etapa bioquimica de la fotosintesis. En concordancia con estos autores, el
estrés salino produjo una disminucién en los indices de desempefio Plays ¥ Pligta, Y
también una reduccion en la eficiencia de la carboxilacién, y en la fotosintesis neta
(Figuras 5.3, 5.5).

Estos resultados también coinciden con los obtenidos por Duarte et al. (2013), que
estudiando la ecofisiologia de las haléfitas Halimione portulacoides y Sarcocornia
fruticosa, demostraron que bajo condiciones de estrés salino, la fotosintesis neta estuvo

principalmente limitada por dafios en el FSIl, mas que por un cierre estomatico.
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5.5 Conclusiones

El estrés salino inhibe la etapa fotoquimica de la fotosintesis en P. alba, siendo los
indices de desempefio Plys ¥ Pl Muy sensibles a las alteraciones en la cadena
transportadora de electrones. La especie posee un importante mecanismo de defensa,
constituido por carotenoides, especialmente zeaxantina, B-caroteno y luteina. La
inhibicion en la etapa fotoquimica produjo una disminucion en la eficiencia de la

carboxilacion, y por ende en la fotosintesis neta.
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CAPITULO 6.
CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados de esta tesis confirman la elevada tolerancia a la salinidad en P.
alba, demostrando que los umbrales para la germinacién y el crecimiento de plantulas

son de 600 y 500 mM de NacCl, respectivamente.

En las primeras etapas del ciclo ontogénico el algarrobo blanco mostré
adaptaciones que no sélo le permiten tolerar elevadas concentraciones salinas, sino que
también constituyen estrategias para competir con otras especies bajo dichas
condiciones. Entre ellas se destacaron un elevado poder germinativo (que se mantuvo en
torno del 90%, hasta concentraciones de 500 mM de NaCl), una germinacion rapida, y el

incremento de la relacion raiz/parte aérea, en concentraciones extremas de salinidad.

Estas caracteristicas son fundamentales para el desarrollo de una especie bajo las
condiciones ambientales del Chaco Semiarido, que presenta grandes superficies con

suelos salinos sédicos, y posee un clima subtropical con estacion seca.

Los resultados obtenidos en laboratorio sugieren que P. aba puede germinar
rapidamente durante la estacion humeda, cuando la concentracion salina disminuye, y
por ende se incrementa el potencial hidrico del suelo. La traslocacién de reservas y
fotoasimilados hacia las raices, le permite desarrollar un sistema radical profundo que
rapidamente superaria los primeros centimetros del perfil del suelo, donde la
concentracion salina es mayor. Posteriormente cuando se inicia la estacién seca, ya

habria logrado un sistema radical pivotante que alcanza mayor profundidad, donde la
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concentracion salina es menor, y presenta mayor disponibilidad de agua (mayor potencial
hidrico).

Pese a que presenta un mecanismo de exclusién de Na* y CI de la parte aérea,
almacenandolos principalmente en las raices, también llegan a las hojas altas
concentraciones de dichos iones, que contribuyen al ajuste osmético. La ausencia de
sintomas de toxicidad en cotiledones y hojas, sugieren una eficiente
compartimentalizacion de Na® y CI' en vacuolas, que como se ha demostrado, es

acompafado por la sintesis de solutos osmocompatibles en el citoplasma.

El desarrollo de ajuste osmotico, le permitid mantener un elevado contenido relativo
de agua los tejidos, incluso una vez alcanzado el umbral de 500 mM de NaCl. Estos
resultados demuestran que el agua no limitd su crecimiento, y que la componente
osmoética del estrés salino no constituyé un aspecto critico para el desarrollo de la

especie, bajo dichas condiciones.

Del andlisis de la composicion mineral de las plantas crecidas en 500 mM de NacCl,
se deduce que el NOj fue el nutriente mas afectado por el estrés, produciéndose una
importante disminucién de su concentracion, principalmente en hojas. Este resultado
concuerda con lo observado en los estudios de intercambio gaseoso, en los que se
demostré que en esa concentracion salina, se produjo una drastica disminucion en la

conductancia estomatica, y por ende en la transpiracion.

Si bien en las primeras horas de estrés la actividad nitrato reductasa se incremento,
luego se produjo una importante inhibicion, que puede ser atribuida a la baja

concentracion de su sustrato.

Pese a que la fotosintesis neta no fue afectada por el cierre estoméatico, esa
respuesta pudo ser determinante en el metabolismo del nitrégeno, ya que al disminuir la
concentracion de nitrato en hojas, produjo la inhibicion de la enzima clave en su ruta de

reduccion.

Los resultados sugieren que la fotosintesis fue inhibida debido a la baja
disponibilidad de NADPH y ATP, producidos en la etapa fotoquimica, proceso que fue

drasticamente alterado en el umbral de concentracion salina.
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La inhibicion del transporte de electrones en las plantas crecidas en 500 mM de
NaCl no sélo inhibi6é el proceso fotosintético, sino que también pudo tener un impacto
negativo sobre el metabolismo del nitrdgeno. La nitrato reductasa cataliza la reduccion de
NO;s a NO,', un compuesto altamente tdxico, que rapidamente es reducido a NH," por la
nitrito reductasa. Esta U(ltima enzima se encuentra en el cloroplasto, y utiliza la
ferredoxina reducida como fuente de electrones. La inhibiciobn en el transporte de
electrones desde el intersistema, hasta los aceptores finales del fotositema | observada
en dicho nivel de salinidad, demuestra que la concentracion de ferredoxina reducida

también disminuyd, lo que pudo inhibir la actividad de la enzima nitrito reductasa.

El conocimiento de los procesos fisioldgicos, es la base del mejoramiento genético
de una especie. La propuesta de variables sensibles al estrés, que permitan la seleccion
de genotipos tolerantes a estas condiciones, constituye un desafio para la Fisiologia
Vegetal. De las variables estudiadas, el indice de desempefio total (Plowa), Obtenido a
partir del test JIP de la curva de emisién de fluorescencia de la clorofila a, es facil de
determinar con equipos portatiles, que pueden ser llevados al campo. Esta técnica
ademds insume poco tiempo, no es destructiva, y suministra informacién relacionada con
todo el proceso fotosintético (y como se menciond en el parrafo anterior, con el
metabolismo del nitrdgeno). Debido a que estos dos procesos metabdlicos determinaron
el umbral de crecimiento de la especie, resulta de interés profundizar los estudios de
fluorescencia en condiciones de laboratorio y de campo. De esta manera se analizaria la
factibilidad de utilizarlo para la seleccion de individuos tolerantes a la salinidad, en

programas de mejoramiento genético.

Bajo condiciones de estrés salino, la tolerancia en las etapas de germinacion y
crecimiento inicial son fundamentales para el establecimiento de las plantulas. Sin
embargo el comportamiento de una especie sometida a estrés puede variar en las
distintas etapas ontogénicas. Por lo tanto en futuras investigaciones debera evaluarse el

impacto de la salinidad sobre plantas adultas, en condiciones de campo.

En los ensayos de germinacién, crecimiento y fotosintesis se evalud la respuesta de
las plantulas a concentraciones crecientes de NacCl. El estrés salino puede inhibir dichos
procesos fisiolégicos mediante una componente osmatica, o la toxicidad de los iones. La
realizacion de experimentos en los que se separen ambas componentes, no sélo

permitiria conocer en detalle el mecanismo de accion del estrés salino, sino que también
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posibilitaria evaluar la tolerancia de la especie al estrés hidrico. Dicha informacién es

relevante en programas de repoblaciones forestales.

Los suelos de la region Fitogeogréfica del Chaco Occidental presentan importantes
procesos de salinizacién. Si bien el NaCl es la sal mds abundante, también suele estar
presente el Na,SO, en distintas concentraciones. Para una extrapolacion méas precisa de
los resultados obtenidos en laboratorio, a condiciones de campo, deberan realizarse

ensayos en los que se evalle la respuesta fisioldgica de P. alba a ambas sales.

Los mecanismos de tolerancia al estrés salino en P. alba involucran cambios en la
composicién quimica de sus tejidos. Debido a que esta especie no soélo es importante por
el valor de su madera, sino que también es empleada en la alimentacion humana y del
ganado, resulta relevante evaluar el impacto del estrés salino sobre las propiedades
nutricionales de hojas y frutos. Por lo tanto esta tesis puede ser el inicio de un trabajo
interdisciplinario que relacione las areas de Fisiologia Vegetal, Ingenieria de Alimentos,

Sistemas Silvopastoriles, etc.
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