Capitulo 7

Fisiologia de especies forestales bajo
estrés salino: conocimientos y desafios

Meloni, D. A.}; D. Moura Silva’ y G. I. Bolzé6n de Muiiz’

Salinizacion de los suelos: causas y magnitud del fenémeno

El estrés es definido como un factor externo abidtico (salinidad, temperaturas
extremas, déficit hidrico, etc.) o bidtico (insectos, patdgenos, etc.) que reduce la
capacidad de la planta para convertir energfa en biomasa (Grime, 1977).

La agricultura mundial se enfrenta a grandes desafios, entre ellos incrementar en
70% la produccion de alimentos, para una poblacién mundial que crece a una tasa
superior a la productividad de los cultivos (Shanker y Venkateswarlu, 2011). La
baja productividad se atribuye en la mayoria de los casos a factores abibticos, entre
ellos estrés salino.

Un suelo es considerado salino cuando posee una conductividad eléctrica superior
a4 dS. m! en el extracto de saturacion, lo que equivale a aproximadamente 36
mmol I de NaCl (Bui, 2013). Si ademds posee altas concentraciones de sodio, se
lo considera salino sédico.

Los suelos salinos pueden tener dos origenes:

- Salinidad primaria o natural.

Es el resultado de la acumulacién de sales durante periodos de tiempo extensos,
a través de procesos naturales que tienen lugar en el suelo, o en las napas freaticas.
Puede ser generada por el desgaste de la roca madre, y la liberacién de sales
solubles de varios tipos, principalmente cloruros de sodio, calcio, magnesio, asi
como también sulfatos y carbonatos (por lo tanto depende de la composicién
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quimica de la roca madre). En zonas costeras, la salinizacion primaria es el
resultado de la deposicion de sales llevadas por el viento y la lluvia.

- Salinidad secundaria o de origen antrépico.

Es el resultado de actividades humanas que cambian el balance hidrico del suelo,
o sea la diferencia entre el agua que ingresa (riego o precipitaciones), y la que es
utilizada por las plantas (Garg y Manchanda, 2008).

Actualmente, aproximadamente la quinta parte de las 2.800 millones de hectareas
cultivables del planeta, estan afectadas por la salinidad, situaciéon que tiende a
agravarse (Ben Dkhil y Denden, 2010). Anualmente, 1,5 millones de hectareas se
tornan improductivas como resultado de los altos niveles de salinidad en los
suelos (Munns y Tester, 2008). En la Tabla 1 se detallan las superficies de suelos
irrigados que presentan procesos de salinizacion en diferentes paises.

Tabla 1. Estimacion de salinizacién secundaria a nivel global
en suelos irrigados (Segun Parihar ez 4/, 2015).

Areas irrigadas afectadas
por salinizacion
Millones de ha Yo Millones de ha )

Pais Areas irrigadas

China 45 46 6,7 15
India 42 25 7,0 17
Rusia 21 9 3,7 18
USA 18 10 4.2 23
Pakistin 16 78 42 26
Irdn 6 39 1,7 30
Tailandia 4 20 0,4 10
Egipto 3 100 0,9 33
Australia 2 4 0,2 9
Argentina 2 5 0,5 30
Sudafrica 1 9 0,1 9

El riego adiciona a los suelos cantidades apreciables de sales, incluso cuando se
utiliza agua de buena calidad (200 a 500 mg de sales soluble/kg de agua). De este
modo el agua de riego que contiene 500 mg/kg, posee 0,5 toneladas de sales por
1.000 m3. Si se considera que la mayoria de las plantas requieren entre 6.000 y
10.000 m?3 por hectarea y afio, se concluye que una hectarea de suelo recibe entre
3 y 5 toneladas de sales. Debido a que la cantidad de sales absorbidas por las
plantas es minima, éstas se acumularan en la superficie del suelo, y deberan ser
lixiviadas mediante el aporte de un volumen de agua superior al requerido por los
cultivos. Si el drenaje no es adecuado, se produce el ascenso del agua por
capilaridad, desde las napas freaticas hasta la supetficie del suelo. Este proceso ha
sido el principal responsable de la salinizacién de los suelos de la zona de riego
del rio Dulce, en Santiago del Estero.
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Respuestas de las plantas a la salinidad

Las sales presentes en la solucién del suelo pueden inhibir el crecimiento vegetal
mediante dos efectos. En primer lugar, la presencia de las sales disminuye el
potencial hidrico del suelo, lo que dificulta la absorcién de agua, y por ende la tasa
de crecimiento (efecto osmotico). En segundo lugar, si un exceso de sales ingresa
a la corriente transpiratoria, éstas pueden llegar a las hojas y producir alteraciones
en el metabolismo. En este caso se hace referencia a un efecto de toxicidad,
especifico de los iones (Greenway y Munns, 1980).

Como consecuencia del estrés salino, se manifiestan alteraciones en los principales
procesos metabdlicos: germinacién, crecimiento, nutricién mineral, relaciones
hidricas, fotosintesis; produciéndose indirectamente estrés oxidativo. Algunos de
estos aspectos seran abordados en los siguientes items.

Germinacion

La germinacién es un proceso clave dentro del ciclo ontogénico de la planta, y
suele limitar la capacidad de una especie para colonizar los ambientes salinos. Su
respuesta a la salinidad depende de la especie en cuestion, y una alta tolerancia al
estrés salino durante esta etapa, no garantiza el mismo comportamiento en una
planta adulta.

La salinidad afecta la germinacién a través de varios mecanismos. La primera
etapa de la germinacién es la imbibicion de la semilla, y esta disminuye debido al
bajo potencial hidrico del medio (Khan y Weber, 2008). En algunas especies
puede alterar la actividad de enzimas que intervienen en el metabolismo de acidos
nucleicos (Gomes-Filho e# al, 2008), el metabolismo de las proteinas (Dantas ez
al., 2007), el balance hormonal (Khan y Rizvi, 1994), e inhibir la utilizacién de
reservas de la semilla (Othman ez a/., 2006).

Tanto el porcentaje de germinacioén, como la velocidad del proceso, varian entre
especies y procedencias.

Schinopsis lorentzii es una especie nativa del Chaco Occidental sensible al estrés
salino, posee umbral para la germinacién de 200 mmol I (Figura 1A). En esta
especie la velocidad del proceso es mas sensible a la salinidad que el porcentaje de
germinacién, ya que el tiempo medio de germinacién se incrementa a partir de
100 mmo I'! de NaCl (Figura 1B).

Pagina | 87



Meloni et al.: Fisiologia de especies forestales bajo estrés salino: conocimientos y desafios.

100

A

;\? 75
5
5 S0
©
£
€ 25
£
&

0

0 100
NacCl (mmol I'})

16 B
w 12
8
=
o 8
g

4

0

0 100 200
NaCl (mmol I'})

Figura 1. Porcentaje de germinacién (A) y tiempo medio de
germinacién, TMG (B) en semillas de Schingpsis lorentzii
incubadas en soluciones de NaCl. Letras distintas indican
diferencias significativas segiin el test de Kruskal- Wallis.

En contraste con Schinopsis lorentzit, las especies del género Prosopis poseen alta
tolerancia a la salinidad. En P. a/ba el umbral para la germinacion es de 600 mmol
I't de NaCl (Figura 2A), y proceso comienza a ser inhibido a partir de 500 mmol
It de NaCl (equivalente a la concentracién de sales presente en el agua de mar).
Sin embargo los bajos potenciales hidricos de las soluciones salinas hacen que la
imbibicion sea mas lenta a medida que se incrementa la concentracion de NaCl.
Por lo tanto la velocidad de la germinacion es menor que el porcentaje de semillas

germinadas, y el tiempo medio de germinacion se incrementa a partir de 400 mmol
I'' de NaCl (Figura 2B).

En ensayos realizados en cultivos hidropénicos de P. alba, con semillas
procedentes de las inmediaciones de la localidad de Maco (Santiago del Estero),
el umbral para el crecimiento de plantulas fue de 500 mmol I de NaCl (Meloni ez
al., 2013a).

Velarde et al. (2003) compararon el crecimiento y la supervivencia de familias
(semillas de un tnico arbol madre) de especies del Género Prosopis, en funcién de
la salinidad. Realizaron ensayos en inverniculo, con cultivos hidropénicos y
concentraciones salinas de 10 a 45 dS m! de NaCl (aproximadamente 100 y 500
mmol I'). En dichos ensayos emplearon 9 familias de P. a/ba de la Provincia de
Santiago del Estero, y 14 de P. pallida, de 6 provincias del Pert. Las familias de P.
pallida tuvieron menor supervivencia media que P. a/ba (6,1 vs 41,7) en el mayor
nivel de salinidad. Por otra parte en P. a/ba observaron una menor correlacién
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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.
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Figura 2. Porcentaje de germinacién (A) y tiempo medio de germinacion,
TMG (B) en semillas de Prosopis alba incubadas en soluciones de NaCl. Letras
distintas indican diferencias significativas segin el test de Kruskal- Wallis.

Estos niveles de tolerancia a la salinidad, tanto en la germinacién como en el
crecimiento de especies forestales, contrastan con los reportados en especies de
interés agronémico. Por ejemplo la soja es una especie muy sensible a la salinidad,
y su crecimiento es inhibido por soluciones salinas de 20 mmol I'! de NaCl. La
alfalfa, considerada tolerante a la salinidad, disminuye su rendimiento en 50%

cuando se la cultiva en suelos con conductividad eléctrica de 9,6 dS m! (Ayers y
Westcott, 1985).
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Ajuste osmaético

Como se mencioné anteriormente, una de las causas de la inhibicién del
crecimiento generada por el estrés salino, es la componente osmotica. En efecto,
el bajo potencial hidrico de las soluciones salinas, dificulta la absorcién de agua.
Esto se debe a que el agua se mueve en el sistema suelo-planta-atmésfera a favor
de un gradiente de potenciales hidricos.

Algunas especies han desarrollado un mecanismo para compensar este efecto,
denominado ajuste osmético. El ajuste osmotico consiste en la acumulacién de
solutos organicos, llamados solutos osmocompatibles, que permiten disminuir el
potencial hidrico de los tejidos, restableciendo de esta manera el gradiente entre
el suelo y las células. Se denominan osmocompatibles, ya que disminuyen el
potencial osmoético (una de las componentes del potencial hidrico), y son
compatibles con el metabolismo celular (Meloni e al, 2013b). Las especies
tolerantes al estrés salino suelen almacenar en vacuolas iones téxicos como sodio
y cloruro; estos iones también contribuyen al ajuste osmético. Entre los solutos
osmocompatibles reportados en especies leflosas se destacan: prolina,
glicinabetaina, glicerol, manitol, sorbitol, trehalosa, y azucares solubles. En la
Tabla 2, se detallan las especies leflosas en las que se detectaron solutos
osmocompatibles, luego de ser sometidas a estrés salino.

Tabla 2. Solutos osmocompatibles detectados en algunas especies lefiosas
bajo condiciones de estrés salino.

Especie Soluto Referencia

Prosopis strombulifera Prolina Llanes e al., 2010

Prosopis strombulifera Manitol, sorbitol Reginato et al., 2012

Prosopis alba Betaina, azicares solubles Meloni e# al., 2004

Prosopis ruscifolia Prolina Meloni, 2012
Fotosintesis

La fotosintesis es un proceso metabdlico clave, que determina la produccién de
biomasa en las plantas. Consta de dos etapas: fotoquimica y bioquimica. La
primera tiene lugar en los discos tilacoides de los cloroplastos, y consiste en la
transformacién de la energfa luminosa en energfa quimica, bajo la forma de ATP
y NADPH. La segunda etapa se produce en el estroma de los cloroplastos, y
utiliza los productos de la etapa fotoquimica para fijar CO;, produciendo como
primer producto estable el acido 3- fosfoglicérico, precursor de los hidratos de
carbono (Figura 3A).
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El estrés salino puede inhibir ambas etapas del proceso fotosintético, generando
una disminucién en la produccién de biomasa (Carillo 7 al., 2011).

En las ultimas décadas se han desarrollado instrumentos que permiten estudiar el
impacto de distintos factores ambientales sobre la fotosintesis. De este modo los
fluorimetros  portatiles  suministran algunas variables que indican el
funcionamiento de los diferentes pasos que tienen lugar durante la etapa
fotoquimica (Figura 3B). Por otra parte los analizadores de gases infrarrojo
(IRGA), miden variables ecofisiolégicas asociadas a la etapa bioquimica, tales
como conductancia estomatica, transpiracion, concentracion intercelular de COg,
eficiencia en el uso del agua, eficiencia de la carboxilacion, etc. (Figura 3C).

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 ez al., 2011; Gama ef al., 2013; Duarte ez al., 2013).
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Figura 3. Etapas fotoquimica y bioquimica de la fotosintesis. Los pasos resaltados con cruces rojas
pueden ser alterados pot el estrés salino (A). La etapa fotoquimica puede estudiarse mediante el uso
de fluorimetros portatiles (B), y algunas variables asociadas a la etapa bioquimica pueden medirse a
través del uso de analizadores de gases en infrarrojo (C). La Figura 3A fue modificada de Curtis e
al. (2008).
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Meloni ez al. (2014) estudiaron la respuesta de la fotosintesis al estrés salino en
Prosopis alba. Observaron que estrés salino disminuyd la fotosintesis neta, luego de
7 dias de tratamiento, y pese a la conductancia estomatica siguié una tendencia
similar, la concentracién intercelular de CO, se mantuvo constante. Esta
observacion demuestra que el CO: no fue un factor limitante para la fotosintesis
en plantulas estresadas. Una respuesta interesante fue la reduccion en la eficiencia
de la carboxilacion, que sigui6 la misma tendencia que la fotosintesis neta; lo que
sugiere que ésta fue el factor que determiné la inhibicién del proceso
fotosintético. En concordancia con esos resultados reportaron una inhibiciéon en
la etapa fotoquimica de la fotosintesis, reflejada en una disminucién en el indice
de desempefio total, calculado mediante variables de fluorescencia (dicho indice
refleja el potencial para la conservacion de la energia desde el exciton, hasta los
aceptores de electrones del fotosistema I). Estos autores sugieren que la
disminucion en la eficiencia de la carboxilacién puede deberse al dafio producido
por el estrés sobre la maquinaria fotosintética de la planta, y como consecuencia
de ello una menor produccién de NADPH. De este modo la tasa fotosintética
estuvo limitada por la baja concentracién de los productos obtenidos en la etapa
fotoquimica.

Estrés oxidativo y ruta resistente al cianuro

La salinidad puede producir una rapida acumulacién de especies reactivas de

oxigeno (EROs), tales como los radicales superéxido (O°-), hidroxilo (OH®) y
oxigeno singlete (102), en cloroplastos y mitocondrias (Meloni ez a/., 2003). Estrés
oxidativo, es un término comunmente utilizado para describir los efectos adversos
de las EROs sobre las plantas. Estos pueden consistir en la degradacién de
pigmentos fotosintéticos, peroxidaciéon 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 EROs, algunos vegetales 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
superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y la peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7)
[Gossett ¢z al., 1994].La SOD participa en la detoxificacion del radical superdxido,
y su accion produce H2Oz y Oz. La POD, por su parte, descompone el H2Oz, por
la oxidacién de cosustratos, como fenoles y antioxidantes (Mittler, 2002).

En  Prosopis ruscifolia el estrés salino no modificé las concentraciones de
malondialdehido en las hojas, lo que demuestra que la especie posee un eficiente
sistema de detoxificacion de EROs (Meloni ¢ a/., 2008 b). Coincidiendo con este
resultado, el estrés salino increment6 la actividad de la enzima SOD, a partir de
concentraciones de 200 mmol 11 de NaCl. Esta tendencia se mantuvo con el
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incremento de la concentracién salina en la solucién nutritiva. De este modo, 1a
actividad de la SOD en plantas crecidas en soluciones conteniendo 400 mmol I'!
de NaCl fue 147 % superior que en el testigo. El aumento en la actividad de esta
enzima permite detoxificar el radical superéxido, 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 200 mmol I'. En las plantas que
crecieron en soluciones suplementadas con 400 mmol I de NaCl, la actividad
POD se duplicé con respecto al testigo. La POD descompone al HOz mediante
la oxidacién de diversos sustratos, por lo que su actividad se complementa con la
de la SOD, eliminando el producto toxico producido por ésta (Meloni ez al., 2008).

Meloni y Martinez (2009), investigaron en laboratorio el efecto de la adicion de 8
mmol I'1 de glicinabetaina (GB) sobre la tolerancia de plantulas vinal al estrés
salino, inducido por el NaCl. La adicién de GB a las plantas tratadas con NaCl
produjo una disminucién de 40 % en la concentracion foliar de Nat, y
concentraciones de K* similares a las del testigo. Las plantas sometidas a estrés
salino mostraron un incremento del 95 % en la concentraciéon foliar de
malondialdehido, el producto de la peroxidacion de lipidos, generado por las
EROs. 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 relacién K*/Na*), y proteccién de las
membranas celulares contra el ataque de radicales libre, aumentando la actividad
SOD.

La respiracion celular produce grandes cantidades de energfa bajo la forma de
ATP. El ATP es utilizado en diversos procesos metabdlicos y en el transporte
activo de iones. Consta de varias etapas, una de ellas es la cadena transportadora
de electrones, que tiene lugar en la membrana interna mitocondrial, donde se
ubican distintos complejos proteicos. La citocromo ¢ oxidasa (Complejo IV) es la
ultima enzima de dicha cadena, y transfiere los electrones hacia la molécula de
oxigeno, reduciéndola a dos moléculas de agua.

Ademas de la citocromo c oxidasa, las mitocondrias vegetales poseen una oxidasa
alternativa (AOX), que acepta electrones directamente del ubiquinol, disipando el
potencial redox como calor (es la llamada ruta resistente al cianuro). La actividad
AOX puede ser inducida por diversos estreses (Umbach ez af., 2005).

El incremento de la actividad AOX en plantas sometidas a estrés, puede ser
considerada una respuesta adaptativa a dichas condiciones, ya que permite
obtener energfa adicional sin utilizacion de los citocromos, o sea sin intervencién
del oxigeno. De este modo disminuye la produccién de EROs. Esta respuesta ha
sido reportada en algunas especies herbaceas, tales como trigo (Jacoby e al., 2010).

En plantulas de Prosopis alba crecidas hidroponicamente en presencia de 400
mmol I'! de NaCl se detectdé un aumento significativo en la concentracion de la
AOX, tal como puede observarse en la Figura 4. En dicha figura se aprecian las
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bandas correspondientes a las AOXs de mitocondrias aisladas de hojas de
plantulas crecidas en ausencia o presencia de 400 mmol I! de NaCl. Se distingue
una banda con mayor intensidad en el tratamiento salino, con respecto al testigo.

Figura 4. Inmunoblot de oxidasa alternativa (AOX) en
mitocondrias aisladas de hojas de plantulas de P. a/ba
crecidas en solucién nutritiva de Hoagland al 25%, sin
NaCl (Testigo), y con la adicién de 400 mmol I'! de NaCl
- (NaCl). La AOX fue detectada usando un anticuerpo

monoclonal, combinado con un sistema de quimio-

luminescencia.

Testigo Macl

Se ha propuesto el uso de la AOX como marcador de una eficiente
reprogramacion celular en plantas sometidas a estrés (Arnholdt- Schmitt e af,
20006; Clifton et al. 2006). Por lo tanto esta variable podria ser utilizada en
programas de mejoramiento genético de P. alba.

Futuros desafios

La productividad vegetal es significativamente reducida por el estrés salino. Esto
se debe al impacto directo sobre la germinacidn, fotosintesis, respiracion,
asimilacién de nutrientes, desbalance hormonal, etc. Ademas el estrés salino
incrementa la produccién de EROs, que a su vez produce dafios sobre
macromoléculas, tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

En especies de importancia agrondmica, los mecanismos de tolerancia a la
salinidad han sido estudiados en profundidad, y las bases fisiolégicas se emplearon
como marcadores en programas de mejoramiento genético.

El gran desafio en el sector forestal, es dilucidar los mecanismos de tolerancia en
especies lefiosas. En este sentido especies nativas de regiones aridas y semiaridas,
como aquellas pertenecientes al género Prosopis pueden ser utilizadas como
modelos.

Recientemente en especies herbaceas se han realizado estudios de genémica,
transcriptémica, proteémica y metabolémica, que han aportado informacién
basica para el mejoramiento genético tradicional, y la obtencién de cultivos
transgénicos. En especies lefiosas se han reportado resultados sobre aspectos
ecofisiolégicos y bioquimicos, faltando un enfoque molecular.

Sobre la base de las investigaciones realizadas dos variables son promisorias para
tales fines: el indice de desempefio de la etapa fotoquimica de la fotosintesis e
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inmunoblots de oxidasa alternativa. De ambos, el primero es el mas interesante,
ya que se determina mediante un método simple y no destructivo.
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