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RESUMEN:

La salinidad es uno de los problemas edificos que mas afecta la
produdmdad agricola del mundo. La actividad fotosintética depende de una
coordinada regulaaonenheIOSprowsosdeabsoruondeenecg:adeexalaaon la
tansfomacaon de ésta en energia quimica, la fijacidén de bidxido de carbono y la
sintesis y uso de los fotosintetatos: Es ampliamente reconocido que la salinidad
afecta el proceso fotosintético. El objetivo de este frabajo fue describir los
mecanismos de regulacién de la energia de excitacién cuando la planta se
encuentra en estrés salino. Semillas de Triicum aestivum L fueron sembradas en
agrolita, - agregando solucion nutrifiva Hoagland (control) y 75 y 150 mM
(expenmentales) A los 28 dias de fratamiento se cuantificd el crecmiento de la
planta, ia acumulacién de iones en cada tejido y la concentracion de dorofilas en las
hojas. Por emision de fiuorescendia a temperatura ambiente se midio la eficiencia
fotoquimica de PSII, la liberacién de energia por procesos fotoquimicos y no
fotoquimicos, el acameo electrénico y el tamarnio relativo del pool de quinonas A y
plastoquinonas. Polarogréﬁ@amrte se midid el fransporte elecironico en tilacoide
aislado y la lberacién de oxigeno en hoja intacta. Los resultados indican que el
crecimiento se reduce en un 43 % en la salinidad més elevada, el calcio y el
magnesmsepuerdendetodoslostepdosal aumentar el cloruro de sodio en el
medio. DemaneramversaelpotasuoaumntaenMoslosEydos La
oonoentac:on de dordfila aumenta con la salinidad, parculammente la dordfila a,
aumentando de éste modo la relacaon dlorofia ab. La eficiencia fotoquimica de PSII
y la ||berac|on de energia por procescs fotoquimicos no se afectan. El acaneo
elecironico in vivo e in vitro disminuye, asi como la liberacién de oxigeno en la hoja
intacta. E! pool de quinonas A y plastoguinona aumenta con el estrés. La salinidad
induce un aumento de la liberacion de energia por procesos no fotoquimicos. La
tolerancia al estrés salino depende de una eficiente selectividad de la raiz entre el
sodio y potasio, asi como una distribucion de los iones absorbidos en la raiz, tallo y
hojas adultas, a fin mantener el crecimiento en las zonas meristeméticas. En
oonclusuon la regulacion de la energla de excitacién se da a tavés de una
dlsmunucton de la absorbancia del cloroplasto, un incremento de la liberacion de
energ:al por calor 0 cambio de estado ylo ftransferencia a pigmentos no
ﬂuor&soentes (spill over) y por un incremento de la poza de plastoquinona, todo con
elﬁndedtsmmwrlapreslondereduoaonenOAyeIoerrhodereaouondePSllal
enoontarse reducido el acameo elecirénico y la liberacién de electrones en el
oomplejo liberador de oxigeno por ia salinidad.

1
|
t

| | 5
|
i



)

i

|
INTRODUCCION :
i : :
El é:recimiento desmesurado de la poblacion humana a nivel
mundia;l demanda una mayor prod'uccic')n de alimentos. Se estima que
la pote{ncia‘lidad de abrir nuevas areas para el cuitivo esta llegando a
su limi;te, la consecuencia de ésto es que cada vez mas se estan

haciendo uso de zonas edaficamente fragiles, como es el caso de
bosqués templados y lluviosos, ios cuales en corto tiempo de uso
intensi\lro pueden perder su rentabilidad. Una posible solucion a este
problema radica en la utilizacién de tierras que hasta la fecha no han
sido cdltivadas debido a las condiciones adversas que poseen.

Se ha estimado que de las 14,500 millones de hectareas de tierra
cultivatj:!e en el mundo, solo 1,400 (10% del total cultivable), estan

|

clasificadas como tierras con condiciones favorables para el cultivo
(Christiansen y Lewis, 1987). El resto de ellas tienen una productividad
Iimitadé ya que presenta problemas de sequia o inundacion, la capa
arable ?es muy pequeia, presenta congelamiento permanente y/o falta
o) exceéo de minerales.

Deqtro de los suelos con exceso de minerales destacan los salinos, -
|

' - 0 I - . -
cuya plrmCIpaI caracteristica es la presencia de altas concentraciones

i .

|

|

i
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de sales solubles, como el sulfatd magnesico, sulfato sédico, cloruro

sodico, carbonato sédico y cloruro magnésico (Long y Baker, 1986).
El pfoblema de la salinidad existe en todo el mundo, incluyzndo las

regiones subhimedas, pero es mucho méas comun en las zonas aridas

y las semiaridas de la tierra. Se estima que de los 14,500 millones de

kilbmetros cuadrados de tierra cultivada en el mundo, dos millones

|

present:an problemas de salinidad y de éstos entre 30 y el 50% son

tierras de riego. Esto hace de la salinidad el mayor problema a nivel
C

mundial para la produccién de alimentos (Epstein et al, 1980 ; Yeo y

Flowers, 1889).

!

Refiriéndose especificamente a la Republica Mexicana, ésta poseé

una exfensién territorial de 200 millones de hectareas, de las cuales 3D

millones (15%) estan dedicadas al cultivo. Se ha calculado que

alrededor del 10%, (3 millones de hectareas) de esta area cuitivada
£ |

presenta problemas de salinidad (Cortes, 1985), la mayoria
|

localizadas en las zonas secas del norte del pais (Cajuste, 1987).

|
La salinizacion de un suelo se puede originar por procesos

1

naturales, como es el caso de las zonas costeras, las cuales

I
‘anualmente son- inundadas por agua salada del mar. Los suelos

conocidos como halomérficos, se desarrollan por las altas
]

|
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evapotrianspiraciones, lo que provoca lixiviacién de las sales hacia las
capas c!e:uperiores del suelo. Sin embargo, la salinizacién también se
produce;z por ia actividad del hombre. La mayoria se originan por la
irrigacion con aguas con altos contenidos de estos minerales o por el
uso det suelos con boca drenacion, lo que provoca que las sales, al
evaporése el agua, se acumulen progresivamente en la capa superior

del sueio arable (Long y Baker, 1986).

Se han propuesto las siguientes alternativas para el uso de ios
suelos con problemas de salinidad :

1. Cambio de! medio ambiente : Esto significa eliminar las sales en el
suelb por métodos quimicos o por manejo. Lo primero solo aminora
el efecto causado por |a sal, sin embargo no la elimina, ademas de

l
que el insumo de estos métodos es muy elevado, haciendo la
cosécha incosteable. El segundo implica métodos de manejo
dive;sos como son : germinacién controlada en surco, transplante
en etapa menos sensible. Algunas plantas crecen bien en sueios
modleradamente salinos, como es el caso de la remolacha, sin
emﬂargo son incapaces de germinar en ellos, caso cohtrario es el

del frijol y el maiz (Pasternak, et al, 1979).

|

b



2. Incremento de la resistencia de los cultivos : Se realiza a través de

cruz?s naturales entre especies tolerantes y sensibles del mismo
généro, S por cruzas controladas entre especies de géneros
difer'entes o con ayuda de la ingenieria molecular, todo esto dirigido
a ex'ténder la tolerancia de las plantas de interés econdmico mas

alla ge lo natural.

I, . . . . .
3. Cambios de cuitivo: Esto implica cuitivar especies con mayor

ol

tolerancia o introducir otras nuevas en aquellas zonas con

probilemas (Yeo y Flowers, 1989). _
| .
Sin |importar gue camino se tome en el uso de estas alternativas, se

requiere del conocimiento sobre los efectos fisioldgicos y bioquimicos
|

de la s?linidad en las plantas, asi como los mecanismos que permiten

la tolergncia de las mismas al estrés por sal.

I. Efeétos Fisiolégicos:
|

Pasiternak, en 1987, resume el efecto fisiolégico de la salinidad en

| )
las plantas en tres vias:

|
A. Estrés hidrico.
|

' : '
El primer problema con que se encuentra una planta al crecer en

| : : .
un medio salino es la deshidratacion, producto del bajo potencial

hidrico|del suelo por la concentracién de sales que rodean la zona

|
|
|
|
1
I
|
|
I
[
|
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radical, (Long y Baker, 1986). E! efecto nocivo en el crecimiento de la

I
planta como resultado de la disminucion de la turgencia celular esta

|

dado $obre los procesos de divisidn celular y apertura estomatica
(Pastelfnak1 op. cit.). La divisién celular esta directamente relacionada
con Ia;elongacién de la célula, la cual es a su vez producida por. la
turgencéia éelular. La falta de division celular tiene como resultado una
disminucién del area foliar y por lo tanto una menor area
fotosin:téticamente activa, originando una disminucion en la talla de la
planta.i La apertura del poro estomatico depende de la turgencia de las
dos células guarda que rodeén el poro. Una disminucién en la
turgencia tiene como resultado el cierre del poro, lo que produce una
dismin'ucién del intercambio de CO,, teniendo como producto una
reducc:ién del crecimiento de la planta (Pasternak, op. cit.).
B. Des!balance Nutricional : Toxicidad ionica y desbalance idnico.
La ioxicidad iéniéa esta da.da por la acumuiacion excesiva de los
iones én los tejidos. El cloro y el sodio son elementos esenciales en la
planta,E pero en la mayoria de los casos su concentracion en el tejido
no exc:ede de 500 yM. Se ha reportado que la acumulacion excesiva

I .
de sodio y cloro en la célula, tiene efecto sobre la estabilidad de las

membranaé, afectando su permeabilidad y transporte (Long y Baker,
|
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1986). li-ieal y Mengel, en 1981, reportan cambios en la qomposicién

lipidica Ede cloroplastos aislados de plantas sometidas a estrés salino.

De igua:I Inanera, se ha reportado que la actividad de muchas enzimas

se ve iafs_-ctada por las altas concentraciones de sodio y cloro
|

(GreenWay y Munns, 1980).

El d{esbalance ionico en plantas bajo estrés salino se produce por
un ladd, cuando las altas concentracidnes de las sales en el suelo
influyen‘ en la to_ma de otros elementos nutricionales necesarios para la
planta 'y por otro lado, por el efecto que tienen las aitas
concen’;traciones de sales en la region apoplastica y/o citoplasmatica,
las cuales pueden provocar. la pérdida de ionés de la pared, de la
membréna o del espacio éitoplasmético y estructuras ahi contenidas.

C. Desbalance energético.

El cfecimiento y el balance energético general de la planta puede
ser aféctado por un numero de factores los cuales no estan
relacionados con la toxicidad ionica :

1. El aj'uste osmotico con solutos organicos (alcoholes, aminoacidos y
alguhos azucares), compite con los procesos de crecimiento al

desviar los recursos para la sintesis de estos solutos. Esto ultimo es

un factor importante en aquellas plantas que compartamelizan el

b ' Il
[
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|
|
| excieso de iones en la vacuola y se ajustan osmoéticamente con el
mecéio externo a través de la sintesis de osmolitos organicos
corr%p‘atibtes con la actividad celular citoplasmatica.

. La idisminucic’)n del potencial hidrico celular, en respuesta a la
salihizacién del suelo produce un cierre de los estomas regulado
por; la disminucién de la turgencia celular y el disparo en la
procéiuccic')n de acido abscisico, hormona vegetal que induce ei
cierre estomatico. Esie cierre del poro estomatico tiene como
resultado una disminucion en la tasa de fijacién de CO,, lo que
proci:luce una reducciéon en el crecimiento de la planta. La reduccion
en la fijacion de CO, incrementa los niveles de fotorespiracion. La
Ribfulosa 1,5 bifosfato carboxilasa (RuBisCO), al ser incapaz de fijar
bié;(ido de carbono fija una molécula de oxigeno, generandose una
moiécula de glicerato 3-fosfato (de tres carbonos ) y una de
fosfoglicolato (de dos carbonos), entrando esta Ultima al ciclo del
inQinato, donde se pierde una molécula de CO, y hay un gasto
maS/or de energia para regenerar la molécula de RuBisCO. Aun
cua;ndo la planta no tiene una ganancia positiva en incremento de
peszo seco cuando realiza fotorespiracion, tampoco se detiene el

1

proi:eso fotosintético por ausencia del aceptor final de los

i
:
|
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!
elecirones provenientes de la fase luminosa, el CO, (Krause y
Weié, 1985).

3. Los 5procesos celulares guz se ven incrementados por el estrés
saliﬁo, como el caso dél transporte activo de iones a nivel de la raiz,
la membrana plasmatica y vacuola, el manténimiento de gradientes
ionicbs a nivel del plasmalerﬁa y tonoplasto, compiten por el
abastecimiento de energia (ATP) con los procesos celulares

involucrados en el crecimiento celular (Yeo, 1993).

Il. Mecanismos de Tolerancia.

La tolerancia a las sales varia ampliamente en los vegetales.
Existen plantas que pueden completar su ciclo de vida en sustratos
altamente salinos ( 500 mM ), mientras que otras soélo pueden
desarrollarse de manera normal a concentraciones menores a 50 mM
(Banul y Primo-Millo, 1992).

| Al]ni cuando existen categorias intermedias, las plantas pueden
clasiﬂcérse de manera general como “haléfitas” y “glicofitas”, para
indicar:su tolerancia o sensibilidad a la salinidad. |
| .

Los mecanismos de tolerancia a la salinidad se pueden agrupar en-

dos grandes estrategias :
|

13
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1. Plantas que pueden seleccionar el tipo y cantidad de iones que
incdrporan.

2. Plantas q’ue. incorporan los iones sin una szlectividad especifica,
pero' que son capaces de compartamelizar en vacuola aquelios que
son‘téxicos para el metabolismo celular.

En ambos casos, el potencial osmético del citoplasma contra el del
exterio}, es equilibrado a través de la sintesis de compuestos
organicos, los cuales en altas concentraciones no afectan el
metabolismo celular. Ejemplo de estos son: betaina, proling,
glicinbetaina, algunos azucares y proteinas, como la osmotina (Grieve
y Mass, 1984 ; Hurkman y Tanaka, 1987).

Pori otro lado, ademas de los mecanismos de tolerancia a la
toxicidad ionica, Pasternak (1987) menciona que las plantas presentan

estrategias para evitar la deshidratacion de los tejidos como

consecuencia del estrés salino.

l1l. Productividad en relacion a la Salinidad :

Es comunmente aceptado que altas concentraciones de sal
causan una reduccion en el crecimiento de la mayoria de los vegetales

(Greeneway y Munns, 1980). Esto sucede en algunas plantas a

14
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conceﬁtraciones por debajo de los 50 mM de NaCl ( Banul y Primo-

|
Millo, :1992). La mayoria de los estudios han demostrado que la
salir:idiad inhibe el crecimfento afectando la expansiéh foliar y la tésa
de asimilacion neta por unidad de area (Longstreth y Nobel 1979
Long y Baker, 1986). La reduccion del area foliar se origina por la
reduccién en la expansion celular, lo que da como resultado la
disminrucién de la division celular. |

La}disminucién' de la tasa de asimilacidn neta se correlaciona
positivémente con la reduccién del area foliar fotosintéticamente
activa, sin embargo, también se relaciona con la disminucién_ de la
fijacién de CO; y al actividad fotorespiratoria (Long y Baker, 1986).

A. Reduccic’m en la Fotosintesis.

A n’jivel de toda la planta, la reduccion del area foliar y los cambios
en la éstructura de la planta pueden disminuir la fotosintesis, debido a
la reduccion de ia intercepcion de la energia luminica. Sin embargo, a
rnivel de la hoja individual, }otros factbres pueden modificar la
iﬁtercepcién de la luz, tales como la reflectividad de la hoja, por
acumﬁlacién de ceras, la concentracié‘n de pigmentos por unidad de
area y el estado fisiolégico de la hoja y de las células (Long y Baker,
1986ﬂ

I
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La ﬁroductividad de un cultivo, esté determinada, por un lado, por la
eﬂcien@ia con la querse captura la energia electromagnética del sol y
se trad'uce en energia quimica en forma de NADPH y ATP. Por otro
lado, estd determinada por la eficiencia con la que esta energia
quimica en forma de NAbPH+ H* y ATP es utilizada para la fijacion de
biéxido de carbono y su posterior acumulacion en forma de biomasa.
Como se ha mencionado brevemente, las plantas sometidas a estrés
salino -disminuyen su capacidad fotosintética por la disminucion del
area foliar, sin embargo, de manera general la asimilacion de CO-
tambiéh se afecta por la baja conductancia estomatica, asi como por
la disminucién en el transporte electronico, la fijacidn de CO2 y el uso
de fotdsintetatos;. Bajo estas condiciones de inhibicidn del uso de los
fotosin'tetatos y de la energia quimica almacenada, la correcta
regulaéién de la energia de excitacién es de vital importancia para la
vida de la planta, ya que el exceso de excitacién en los fotosistemas
puedefser potencialmente dafino a todo el sistema transductor de
energi? fotosintética. Un exceso de energia puede producir una
desactivacion total o parcial de los centros de reaccion fotdsintéticos y
por eﬁde una disminuciéh de la capacidad transductora ‘de energia

b

Iumini¢a en NADPH y ATP por parte del cloroplasto, disminuyendo a

1
t
|

|
b
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su vez la fijacion de CO, y por lo tanto la productividad de la planta
(Baker J{ Ort,1892).
Por :lo anterior, el objeiivo del presente trabajo es el evaluar el
efecto :del\ estrés con Cloruro de Sodio sobre el crecimiento, las

{

relaciones ionicas y la fotosintesis de Triticum aestivum L. cv. Pavon.

ANTECEDENTES: .

L. Efet%tos de la Salinidad en la fotosintesis.
A. Expansion foliar y estructura foliar:

El éfecto del cloruro de sodio en la expansion foliar depende de la
especié; sin embargo, se ha encontrado que concentraciones de 50
mM de;NaCI reducen el area foliar en glicofitas (Long y Baker, 1986).
La inhibicién de la expansion foliar, apuntan estos mismos autores,
pudierejz ser producto de dbs procesos:

1. Reduccién del numero de células por inhibicion de la division
celglar.

2. Reéiuccién del alargamiento celular.
La iraz()n de esta reduccion, mencionan los autores, pudiera ser

resultado de un efecto de la toxicidad idnica o por el estrés hidrico
b

I
I
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impuesfo en el suelo o celularmente por la acumurlacién en el

apoplaéto y/0 en la pared celular.

La disminucién del area fotosintéticamente activa, en plantai‘, bajo
condicibnes de estrés salino, produce finalmente Una disminucién en
el crecimiento de la planta y por ende una disminuciéon en la
producCién, si hablamos de un cultivo agricola. En trigo, se ha
reportaﬂo que la salinidad producé una caida en la produccion de
grano fotal por espiga, asi como en el peso del grano (Bechett y Van
Standen, 1992; Botélla', et al, 1993; Francois, et al, 1994).

Anderson, en 1988, apunta que las plantas pueden regular la
cantidéd de energia llegando a la hoja por mecanismos instantaneos o
a trévniés de procesos de tiempos largos. Estos ultimos involucran
procesfos como la sintesis de complejos macromoleculares
(acarreadores y transductores de energia fotosihtética), sintesis de
ceras en la epidermis de la hoja, aumento en el nimero de capas de
célula§ clorenquimatosas, etc. Por otro lado, otro mecanismo
observfado es él denominédo “paraheliotropismo”, que no es otra cosa
que el} evitar o provocar la exposicién directa de la hoja a los rayos
solare§. Nadie ha discutido en un sentide adaptativo el hecho de la

reducq:ién del area foliar en las plantas sometidas a estrés salino, pero
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i
una manera de reducir ia pérdida de agua por transpiracion y la
i
canttdad de energia absorbida por la planta en’ unidad de area foliar,
podria §ef a través de la reduccion del area foliar total. Se ha
reportadlo que la salinidad, ademas de disminuir el area foliar, produce
un incrémento en el grosor del mesofilo, esto debido a un aumento en
el nimero de capas de células, asi como en el largo y diametro de las
mismas (Longstreth y Nobel, 1979). Estas modificacionés han sido
vistas cbmo un mecanismo adaptativo a la condicion estresante, cuyo

propdsito de incrementar la eficiencia del uso del agua (Dowton, et al.,

1985). !

B. Cambios estructurales : Pigmentos y Complejos Proteicos.

El estrés ambiental en la plantas puede provocar modificaciones en
el desarroilo del aparato fotosintético, asi como en su funcionamiento
(Long y Baker, 1986). Los cambios estructurales reportados para las
plantas bajo condiciones de salinidad, difieren dependiendo de su’
toleranpia a la misma y/o del tipo de sal estresante. En general, para la
salinizécién con cloruro de sodio, el estrés provoca una réduccién en
la cantidad de clorofila por unidad de area foliar (Robison, et al., 1983 ;

Dowton, et al., 1985 ; Seeman y Critchley, 1985). Esta reduccion en la
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cantida{j de clorofila ‘por unidad de area, podria relacionarse con la
disminu‘cién de la tasa d.e asimilacion de CO,, ya que, como apunta
Baker (1991), la actividad fotoquimica depende de la habilidad de la
hoja para capturar la energia luminica y de la eficien;:ia por la cual la
energia de excitacion sera utilizada para el trabajo fotoquimif:o; por
consecuencia, cambios en el tamafo de los complejos antena, en la
conceniracién de pigmentos y en la eficiencia cuantica tienen
implica:ciones ‘directas sobre la tasa de asimilacidon de bidxido de
carbonb. Sin embargo, ésto también depende de la especie y su
tolerancia al estrés salino. Seeman y Critchley, en 1985, encontraron
que la salinizacion a 100 mM en el frijol comun (Phaseolus vuigaris L.),
provocaba una disminucion drastica en la concentracion de clorofila, al
mismo tiempo que disminuia la asimilacién de CO,. Un reporte
posterior demostré que esta reduc_cién era independiente del cierre
estomatico o del contenido de complejos fotosintéticos en la hoja, y
mas bien era producto de una disminucion de la eficiencia de la
Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (Rubisco). Ghenter y Melis (1984),
estudiando el efecto de la salinidad sobre la fotosintesis eh espinaca,
enconiraron que la salinizacién con NaCl 100 mM durante cinco

seman'as disminuia Ia tasa de asimilacién de CO,, pero no causaba
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ningun fcambio en el contenido de clorofilas, en la cantidad de PSll y
PSI o en los componentes de la cadena transportadora de electrones
por unidad de area foliar. Por otro lado Ashor y Thalooth, e 1989,
reportan que bajo estrés salino (6000 ppm de NaCl), la concentracion
de clorofila en las plantas de Befa vulgaris se reduce al igual que el.
area foliar. Estos mismos autores reportan que la actividad de
Cloroﬂlésa aumenta, aun cuando la estabilidad de los complejos
proteina-clorofila aumenta significativamente. Ashor y Thalooth (op.
cit.), cbncluyen que esta estabilidad de los complejos podria ser
importante en la actividad del aparato fotosintético bajo condiciones de
estrés ' salino. Narendra, et al, en 1989, reportan que células
fotoautotréficas de tabaco (Nicotiana tabacum), adaptadas a 425 mM
de NaCl, muestran comparativamente con las controles, un incremento
en los niveles de los polipéptidos D1, D2, 43Kd, 51Kd y 17Kd del
fotosistema {l, no encontrando cambios en los polipéptidos de PSI,
ATPasa (CF-1) y plastocianina (PC). Mechthild y Santarius, en 1978,
enconfraron una disminuciéon en la cantidad de galactolipidos de la
membrana del cloroplastd, producto de la salinizacién a 400 mM en
cebada (Hordeum vulgare ). Por lo anterior, podemos pensar que la

membrana fotosintética sometida a estrés salino sufre cambios
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estructurales posibleménte como resultado del mismo estrés o como
parte de un proceso de adaptacién a la condicion estresante llevando,
en cua|quiera de los casos a un incremento en la eficiencia del usc de
la energia de excitacién. Anderson, en 1986, apunta que las plantas
se adaptan a su particular medio ambiente luminico (cantidad, calidad
y duracién) a través de modificaciones de las membranas tilacoidales
en forma coordinada e integrada, de tal manera que se haga el mejor
uso del flujo energético disponibie. Modulaciones en las proporciones

relativas de los complejos antenas, en centros de reaccion PSI/PSI,

en los acarreadores electronicos y en la ATPasa, tienen como

resultadd una influencia en la funcién y en la estructura de los
tilacoides. Este razonamiento ha sido ampliamente investigado y se ha
comprobado que las plantas se adaptan a la condicion ambiental
imperante modificando la estequiometria de los componentes
estructurales de la membrana fotosintética, de modo que se utiliza la
energia luminica de la manera mas eficientemente posible (Chow, et
al., 1990; Mckiernan y Baker, 1991).

Para el caso de estrés por salinidad, solo hay un reporfe donde se
relacionan los cambios en la cantidad de clorcfila, en la relacion entre

la cloréfila a/b y el grado de apilamiento de los tilacoides de lechuga
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(Lactica sati\/a), con los mecanismos de control de la energia de
excitacion fotosintética (Carter y Cheesman, 1993). Estos autores,
apuntan que dichos cambios no son producto de un dano provocado
por el estrés salino, ya que son reversibles; sino, mas bien, estas |
diferencias se dan como resultado de un mecanismo adaptativo de
ajuste fotosintético.

En‘ trigo, los efectos de la salinidad sobre la estructura del aparato
fotoéintético, varian de acuerdo a la tolerancia presentada por el
cultivar ufilizado, asi como a la manera en que se aplica la salinizacion

(KrishnaRaj, et a/, 1992).

C. Conductancia estomatica y la fijacidon de biéxido de. carbono.

A intensidades saturantes de luz, la fotosintesis esta limitada por la
velocidad de difusion del bidxido de carbono al interior de la hoja, lo
que a su vez esta controlado por la resistencia estomatica y la
resistencia del mesofilo (Longstreth y Nobel, 1979). La limitacion en la
fotosintesis por el estrés salino puede ser atribuida a dos causas: (1)
Limitacidén debida a la reduccidén de la conductancia estorhética, y (2)
Reduécic’:n en la velocidad de los procesos bioquimicos (Plaut, et al.,

1990; Seeman y Critchley, 1985). Plaut, et al, 1990, trabajando con
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una variedad de frijol (Vignia unguiculata L.), encontraron que a bajas
concentraciones de NaCl, la asimilacion de CQO, estaba controlada
bésic.ar:nenie por la reduccién de la conductancia estomatica. Sin
embaréo, Seeman y Cristchely, en 198’5, y Seeman y Sharkey, en
1986, demostraron que' en frijol comun (Phaseolus vulgaris L. )
salinizado a 100 mM de NaCl, la conductancia estomética se reducia
en 70%, comparado con el control, pero cuando se incrementaba de
manera artiﬁcial los valores de biéxido de carbono interno (Ci), la
asimilacion de CO; no se restituia, por lo cual concluyen que la
disminucion de la tasa de asimilacion de CO, (A), es independiente del
cierre estoméﬁco y se debe mas bien a una disminucién en la
actividad de la RuBPCase. Plaut, ef af,, en 1990,‘encontraron que la
disminucién de (A), eétaba relacionada linealmente con la acumulacion
de-sodio en la hoja; Seemann y Critchley (1985), encontraron que la.
disminucién de (A) en frijol comun, se relaciona con {a acumulacion de
cloro en el citoplasma, vacuola y cloroplasto.

En trigo, la reduccién en la tasa de asimilacion de CO, (A),
depende de la ’sensibilidad del cultivar. Jensen, en 1975‘(citado por
Long y Baker, 1986), reportdé una disminucion del 21% en (A), bajo

condiciones de luminosidad saturante (600 pmol/m?. seg), cuando el
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cu.!tiva'rit “Diamante” era .crecido a 210 mM de NaCl y solo una
reduccién de 2% en (A} cdando era crecido a 105 mM. Kingsbury, et
al, en 1884, encontraron que el cultivar tolerante Pl 78704 disminuia
la tasa de gsimilacién de CO, en un 51% cuando era crecido en agua
de maf al 40% (200 mM de NaCI, aproximadamente), a diferencia del
cultivar sensible Pl 94353, el cual a la misma concentracion disminuia‘
en un 69%. Kingsbury y Epstein, en 1986, en un estudio posterior con
estas misma variedades, demostraron que el efecto de la salinizacién

se relacionaba con el ion sodio y no con &l cloro.

‘D. Transporte electrénico:

La acumuiacién de iones sodio y cloro en el cloroplasto de plantas
glicdfitas - y haldfitas, afecta primordialmente el transporte de
electrénico desacoplado entre PSIl y PSI (Wignarajah y Baker, 1981).
Esta disminucion en el transporte, reportan los autores, no sé debe a
una disminucion en la eficiencia del los complejos antena, ni a la
transferencia de energia al centro de reaccion. Por otro lado, Saradhi y
Moharity, en 1992, trabajando con tilacoides aislados ‘de plantas
salinizédas a 200 mM de NaCl de Brassica juncea, encontraron una

estimulacion del transporte electrénico desacoplado desde el agua



hasta varios aceptores de electrones después ‘de PSI
(Dicloroindofenol (DCPIP), ferricianuro, fenildi'amina,
diclorobenzoquino); ademas de gue se generaba un flijo de protones
mayor en las salinizadas, pero con una menor permeabilidad de la
membrana a los protones, comparada con la de los controles. '

En cuanto al transporte acoplado desde PSIl hasta PSI no se ha
encont}ado ningun éfecto por la salinizacion (Long y Baker, 1986).
Bakery Dominy, en 1984, reportan que la salinizaciéon hasta 100 mM
de NaCl! en espinaca, no afecta el transporte electrénico in vivo de
PSIl a PSI (autores citados por Long y Baker, 1986),.

En el caso de salinizaciones in vitro, se ha reportado que la
salinizacion de plantas haléfitas como la Avicenia marina, con 250 mM
de NaCl, estimula el transporte de electrones en tilacoides a nivel del
PSII (Critchley et al, 1982). Gonzalez, et al., en 1993, reportan un
patron similar en tilacoides de Avicenia germinans salinizados in vitro,
encontrando estimulacién para el transporte desde el agua (PSll)
hasta el Metil viologeno (PSI); sin embargo no encontraron inhibicidn
del transporte desde DCMU-Ascorbico-DCPIP hasta metil Viologeno
(PSI), fcuando se salinizaba in vitro hasta 1M con NaCl. Existen, por

otro Iapo, resultados contrarios a los antes citados, Satoh et al., en
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1983, réportan que salinizaciones altas, 169% de NaCl, en el alga
marina‘Porphyra perforata, produce una disminucion de la cantidad de
energié llegando a los cenfros de reaccion, posiblemente por un efecto
sobre Ios_ complejos antena, ademas de afectar el transporte
electronico a nivel del sitio oxidante de PSIl (en el lado del complejo
liberador de oxigeno) y en el lado reductor de PSli (a nivel de Qa).
Como se puede observar, los reportes son contradictorios y se ven
influenciados segln el tipo de organismo usado y la metodologia
utilizada para la medicién. Sin embargo, existe un cohsenso en cuanto
a los éfectos en el fotositema Il (Long y Baker, 1986). La salinizacién
afecta tanto el lado oxidante de PSII, pdsiblemente a nivel de complejo
~ liberador de oxigeno, y a nivel del lado reductor de PSII, entre los
sitios en donde aceptan veiectrones el DAD (fenitamida) y el DCPIP.
Este efecto es ion especifico; es decir, no es reproducible utilizando un

estrés osmdtico (Long y Baker, 1986).

E. Fijacion de CO2 : Actividad enzimatica y regeneracion de
precursores .
Como se ha mencionado, la salinidad inhibe la expansion foliar, lo

que se refleja en una disminucion del area foliar. Al reducirse el area
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disponible para la intercepcion de la luz, la productividad disminuye
tanto en las plantas individua!es_, como en cultivos. Los parametros de
crecimiento afectados dependen de la planta y su toleiancia. Por un
~lado se afecta la tasa de incremento de area foliar (LAR) y en otros
caso se afecta la velocidad de asimilacion neta (NAR). Se podria
pensar que si disminuye la asimilacion neta (NAR), entonces diminuiria
la tasa de incremento foliar (LAR). Sin embargo, paré girasol sometido
a estrés salino moderado, el area foliar disminuye, pero por otro iado,
los njveles de almacenamientc de productos asimilados se
incrementan, lo que sugiere que el efecto de la salinidad esta dado en
la utilizacién de los fotosintetatos, mas que en la fotosintesis misma
(Rawson y Munns, 1984, citados por Long y Baker, 1986). En arroz,
cuando se analiza la tasa de crecimiento relativo (RGR) , el cual es la
funcion del producto de (LAR)X(NAR), se encuentra que a
concentraciones bajas de NaCl (50 mM), LAR, es el primordial
causante de rla disminucién de RGR, pero cuando la salinidad es
aumentada a 80 mM, entonces NAR es el principal factor de
disminucién de ia tasa de crecimiento relativo (RGR). El mismo patron
se reiporta para plantas halofitas como Aster tripolium, Atriplex

californica y Ambronia maritima (Long y Baker, 1986).
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En éstudios hechos en frijol coman (Phaseolus vuligaris), Seeman.y
Critchley, en 1985, encontraron que la salinizacion afectaba la
actividad de RuBPCase, disminuyendo hasta er un 40% la actividad in
vivo, ademés de afectar‘ el rendimiento cuantico para la fijaciéon de
CO2, saturandose las plantas salinizadas a intensidades luminicas
mas bajas que las plantas control. Por otro lado, no encontraron
cambios en e;l contenido de nitrégeno total, ni tampoco en la cantidad
de RuBPCase por unidad de area foliar. Sin embargo, en un estudio
posterior, Seeman y Sharkey (1986), reportan que parte de esta
reduccion vy saturacidn esta dada por una deficiencia en la
regeneracion del sustrato inicial de la carboxilacion, la ribulosa 1,5
bifosfato.

F. Niveles ionicos intracloroplasticos.

Estudios in vitro han demostrado que la actividad de las enzimas
citoplasmaticas aisladas de plantas glicofitas como de haldfitas es
iguaimente susceptible al estrés salino, lo que indica que en aquellas
plantas que presentan tolerancia a la salinidad, sean haldfitas o
glicéfitas. Por otro lado, el metabolismo celular nd se ve séveramente
afectaao por razones de que existen moléculas constitutivas o

sintetizadas de novo, las cuales “protegen” la maquinaria enzimatica
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0 bien {Ios iones se. acun'iulan en la vacuola u otro organelo. Se ha
observado que entre estos organelos, el cloroplasto juega también un
- papel importante en la compartamelizacién de iones, tanto en piantas
haldfitas como en glicofitas tolerantes a la salinidad (Wignarahah y
Baker, 1981). Robison, et al., en 1983, encontraron que la salinizacion
hasta 200 mM de NaCl, provocaba cambios en los niveles ionicos
internos de cloroplastos aislados de espinaca. El potasio disminuia de
210 mM a 121 mM, el sodio aﬁmentaba de 96 mM a 165 mM, el cloro
de 100 mM a 117 mM y el fosfato inorganico (Pi) de 24.2 mM a 11.9
mM. Seeman y Critchley, en 1985, encontraron que én frijol comun
salinizado hasta 150 mM las relaciones ionicas intracloropléstiéas solo
se modifican significativamente para el cloro, el cual aumenta hasta 5
veces el valor encontrado para el control.

En trigo, aun cuando no se han hecho estudios sobre el contenido
ionico r‘intracloropléstico de plantas salinizadas, se ha encontrado que
el catién gque mas se incrémenta en las hojas es el sodio, sin embargo
ésto depende de la tolerancia del cultivar -con que se trabaje
(Schédhtman y Munns, 1992). |

Mill:y Baker, en 1978 (autor citado por Wingnarajah y Baker, 1981),

han demostrado que los cambios en las concentraciones de cationes
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en el ‘medio del tilacoide pueden inducir cambios en el poltencial
superﬁlcial y la diferencia de potencial a través de ia membrana, lo cual
pudiera provocar aiteraciones en la inicroconformacion de la
membrana, afectando a su vez las actividades de la misma. Cambios
en {a concentracion ionica intracloroplastica pueden también alterar la
actividad de la mepwbrana, afectando las interacciones entre los
componentes protéfcos y lipidicos del tilacoide. Se ha sugerido que los
cationes especificamente incrementan las interacciones hidrofébicas
entre los componentes de la membrana al generar cambios en las

interfases Iipidicas-protéicas (Wignarajah y Baker, 1981).

Il. Regulacién de la absorcion luminica y la energia de
excitacion.

La eficiente regulacidn de la energia de excitacidon para la
asimilécic’m de bidxido de carbono fotosintético, puede ser un factor
determinante en la produpcién de fotosintetatos de una planta (Baker,
1992; Baker y Ort, 1992). Bajo condiciones de estres, como en el caso
de la salinidad, donde la capacidad de asimilacion de CO, se reduce
significativamente, la energia lumiinica captﬁrada por las hojas pudiera

ser potencialmente dafina al aparato fotosintético. Aun cuando existen
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muchos estudios sobre los efectos de la salinidad sobre la fotosintesis,
pocb se ha estudiado sobre los mecanismos que le permiten a la
planta 'regular la energia de excitacién bajo condiciones de estrés.
Durante el estrés por sal, como ya se ha mencionado, la fijacién de
CO. disminuye por cierre estomatico o por efectos del' mismo estrés
sobre la carboxilacion del biéxido de carbono, por lo cual se esperaria
gue la velocidad de flujo electronico se modificara o disminuyera
debido' a que existe una reduccidén en los requerimientos de energia
metabdlica o al menos una disminucién en la velocidad de recambio
de mo'IécuIas de alta energia como ATP y NADPH, las cuales son
productos del acarrec electrénico dependiente de la liberacidén de
oxigeno (Pammenter, et al., 1993). Esta disminucidén podria estar dada
por un control de la excitacion a nivel de los fotosistemas mas que por
un efecto directo del estrés sobre los acarreadores electrénicos (Carter
y Cheeseman, 1993; Pammenter et al, 1993; Chow et al, 1990;
Johnson,1993)

La importancia de la regulacién de la energia de excitacion, radica
en el hecho de que la sobre excitacién de los fotosisterﬁas por alta
luminosidad en condiciones de bajo requerimiento metabdlico, provoca

una sobrereduccidon de los fotosistemas, lo cual si no es controlado,
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inducel una fotodestruccion de los mismos (Baker y Horton, 1987,
Krausé, 1988; Horton y Ruban, 1993). Aun cuando no se han realizado
estudios sobre este aspecto, procesos de fbtoinhibicién pudieran
sumarse a la reduccion en el crecimiento bajo el estrés salino (Krause,
1991; Ogren y Rosenqvist, 1992).

La fotoinhibicién es producida por la generacién de radicales
altamente reactivos a nivel de los centros de reaccién (Asada y
Takahashi, 1987). Se ha encontrado que el fotosistema Il es mucho
mas suceptible a esto fenomeno (Krause, 1998, Ho_n‘on y Ruban,
1992). La fotoinhibicion en el fotosistema || provoca la destruccion de
un proteina estructural de 43 kd en el centro de reaccidén, conocida
como D1 o sitio de unidn de Qb. La sintesis de novo de esta proteina
restablece la actividad de los fotosistemas Il (Virgin, ef al., 1992). Se
desconoce cual es el mecanismo degradativo, pero se cree que estan
involucradas especies altamente reactivas como oxigenos en singlete
y clorofilas en tripiete. Pér otro lado la sobreexcitacidon de la clorofila,
eleva.a un estado de excitacion de triplete, lo cual permite que
reaccione directamente con el oxigeno, oxidandola y degradéndola,
produciendo clorosis de la ldmina foliar. (Sadmann, et al., 1993). Este

ultimo hecho, la clorosis en hojas, se ha reportado en plantas bajo

33



estrés salino y ha sido atribuido por muchos autores a una deficiencia
de magnesio o nitrégenoc (Greenway y Munns, 1980); sin embargo no
se han hecho estudios sobre la fotuoxidacion de la clorofila bajo

condicione~s de salinidad.

lll. Mecanismos de regulacién de la energia de excitacion

fotosintética.
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Figura 1

Esquema Z o reaccion de Hill Cadena transportadora de electrone
fotosintética.

El desarrollo del ezquema “Z” o la reaccion de Hill (Figura 1), por
Robin Hill y sus colaboradores, establecié que ia excitacion entre los

fotosistemas deberia estar balanceada de tal forma que se pudiera
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obtener el maximo de rendimiento por cuanto absorbido. Por otro lado,
dejo entrever que deberia existir un mecanismo flexible que permitiera

regular este balanca de excitacién {Herton y Ruban, 1892).

|
|
|
|
|

AP =90 jO0 Y

Figura 2 :
Cadena transportadora de electrones, membrana del tilacoide en el cloroplasto.
fotosistema II {P680), fosistema 1 (P700)

i

Es ahora reconocido que las ‘imembranas tilacoidales no son

estaticas en composicion (Figura 2), n| en organizacién, sino mas bien

son altamente eficientes en la regulacién del rendimiento cuantico para
!

una situacién dada (Melis, 1991; APderson, 1986). Esta respuesta

molecular de organizacion y eficienciia fotosintética, permite que los

tilacoides lleven a cabo sus funciones de reduccion del NADP+ y

sintesis de ATP, sintonizadas a la demanda metabdlica imperante, sea



de luz, CO,, temperatura, etc. (Anderson, 1986; Melis, 1991; Heber, et
al, 1990).

Basicamente, cuando un impulso luniinoso llega a ios complejos
antena, se canaliza la ehergia de excitacién al nucleo del centro de
reaccion, don'de se inicia la separacion de cargas, excitandose los
fotosistemas Il y | e inciandose el acarreo electronico. La molecula de
clorofila “a” del nucleo del centro de reaccidn absorbe un fotdén de
energia y es excitada a un nivel énergético mayor. Los niveles de
energia que él electron puede alcanzar depende de la energia
contenida eh el fotdn absorbido por la clorofila. La energia contenida
en él electron excitado puede ser canalizada para realizar trabajo; de
no ser asi, la molécula de clorofila regresa a su estado basal liberando
la energia absorbida en forma de calor o luz. La luz emitida por los
electr_énes descendiendo del estado de excitacidon de primer singlete
se conoce como “fluorescencia”; estos fotdnes son emitidos en una
longitud de onda mayor a la de excitacidén (685 nm para la cloroﬁ_la del
centro de reaccidn del fotosistema Il en cloroplastos intactos).

La energia canalizada para realizar trabajo es la funcién esencial
del la- fase luminosa de la fotosintesis. La energia de excitacién es

convertida en energia quimica en la formacién de ATP y NADPH. La
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energié conservada en estés moléculas (ATP y NADPH), puede a su
vez ser liberada en la fijacidon de CO,, la fijacidn de oxigeno y la
reduccion de nitrégeno, azufre y dobles enlaces de fosfolipidos. De
esta. manera, parte de la energia de excitacion que llegd a los
fotosistemas puede ser-canalizada al trabajo fotoquimico (qP)' (Horton
y Bowyer, 1990; Horton, et al., 1992; Krau_se y Weis, 1991; Krall y
Edwards, 1992; Hebery Walker, 1992). |

A intensidades mas altas, el requerimiento energético para la
fijacion de CO; y los demas' trabajos fotoquimicos, no alcanzan a
drenar toda la energia de excitacion a‘rribando a los fotosisterﬁas y los
complejos antena, por lo que se activan procesos de disipacion o
decaimiento de la energia de excitacidén que esta de mas y la cual es
potencialmente dafina para los fotosistemas (Heber, et al, 1990).
éstos procesos de disipacion son llamados No-fotoguimicos (qQNP), por
no estar conectados a la generaciéon de ningun producto, sino mas
bien a la liberacion de la energia de excitacidon por calor. De esta
manera, la regulacion luminica en el abarato fotosintético estd dada
por disipacién fotoquimica (gqP) y no-fotoguimica (qNP);' la primera
dominé a intensidades bajas y la segunda a intensidades alrtas de

energia de excitacion (Horton, et al., 1990).
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Los procesos relacionados con la disipacién 0 decaimiento No-
fotoguimico pueden ser razonados de la ecuacidon propuesta por Butler
et al., en 1977 (citado por Krause y Weis, 1991), donde &l producto de

la fluorescencia (F) esta dado por :

F= Kf

(kf+kd+ KT +kp)

donde kf, es la constante de la fluorescencia; kd, es la disipacion de
energia por procesos térmicos; kT, es la disipacion de energia por
transferencia a pigmentos no fluorescentes; kp, es la disipacién'
energética por trabajo fotoquimico (Horton y Boyer, 1990).

Los procesos de decaimiento térmico (kd), estan relacionados con
la energizacién del cloroplasto, producto del establecimiento de un
gradiente protonico. Este proceso conocido como gE, es el que mas
contribuye con la disipacion de energia de excitacidon en condiciones
de alta luminosidad (Krause, 1988). Horton, et al, en 1990, mencionan
que la energizacion de la membrana del tilacoide via uh gradiente
electroquimico establecido por el acarreo electronico, pudiera ser la

sefial- de control entre el acarreo electrénico y la fijacion de CO,.
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Recientemente se ha encontrado la relacion entre ia disipacion de la
~energia excitacion y el gradiente proténico. Los carotenoides
asociacos al complejo antena de PSIl, especificamente las
vioxalantin_as sufren una de-epoxidacion para convertirse en
Zzeaxantinas. Se ha comprobado que la zeaxantina en los complejos
antena es capaz de aceptar la energia de excitaci_én de la clorofila en
singlete, disipandola en forma de calor. Cuando disminuye la presion
de excitacion sobre el fotosistema [l la zeaxantina es nuevamente
convertida en vioxalantina. Este ciclo conocido como de las
vioxalantinas se ha encontrado en todas las plantas superiores y algas
verdes y se reconoce participa con el gradiente protonico en la
regulacién de la energia de excitacién en PSIl (Demmig-Adams y
Adams, 1996).

La disipacion de energia por transferencia a pigmentos no
fluorescentes (kT), se conoce como cambios de estadp o qT. La
cantidad de energia que qT puede disipar no es mucha si se compara
con gE, sin embargo es un proceso muy importante en el balance de
excitacion entre los dos fotosistemas. El mecanismo molebular de qT
es materia de investigacién, pero se sabe que cuando el fotosistema Il

es sobre excitado a comparacién del fotosistema |, el complejo
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macromolecular de la antena periférica. del fotosistema Il puede ser
liberada por un mecanismo de fosforilacion. La fosforilacion de este
complejo, al parecer marca una igualdad de cargas, repeliendose del
centro de reaccion'y migrando hacia la zona no apilada del tilacoide.
Se cree que este complejo se une al fotosistema | y libera su energia
en éste, balanceando de esta manera la excitacién entre ambos
sistemas. No se tienen resultados convincentes de este ultimo
acontecim_iento, sin embargo, se ha comprobado la liberacién del
complejo antena, lo cual de entrada disminuye |la cantidad de energia
llegando al fotosistema Il (Baker, 1991). La emisidn de fluorescencia
(kf), es el proceso que menos contribuye con la disipacién de energia
de excitacién, si acaso el 3%; sin embargo, ha sido de gran utilidad en
el estudio de los mecanismos de regulacién de la excitacion, ya que
bajo condiciones normales es constanie y como se puede observar en
la ecuacidon de Butler, etAaI, (1997), compite con los demas procesos
fotoquimicos y no-fotoquimicos por la energia de excitacién (Horton,
Bowyer, 1990; Horton y Ruban, 1992; Krause y Weis, 1991; Baker,
1991). De esta manera, los cambios en la intensidad de _Ia
fluorescencia han sido usados, desde 1930, para reconocer la

contribucién de cada proceso de disipacion, asi como la relacion de la
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emision de la fluorescencia con la eficiencia de absorcion lfoténica, el
transporte electronico, la liberacion de. oxigeno y la fijacion de CO,.

El estudio de la fluoizscencia es un método no intrusivo de
amplia aplicacién en la medicién de los procesos primarios de. la
fotosintesis {Gorkow, 1986, Renger y Schreiber, 1986).
| Basicamente, toda la fluorescencia emitida a temperatura ambiehte
se origina en el fotosistema Il. La emision esta dada en una banda con
un pico maximo de 685nm. Cuando una suspension de cloroplastos o
una hoja se preacondiciona a la oscuridad, permitiendo que todo el
complejo acarreador esté oxidado, al ser iluminado, ia emision de
flourescencia se incrementa hasta un primer estado conocido como
Fo, o fluorescencia minima, esta fluorescencia es emitida en la
transferencia de energia del complejo antena al centro de reaccién y
se obtiene cuando aun no se lleva a cabo la separacién de cargas y
todos los primeros acarreadores estan oxidados © abiertos. La
fluorescencia se incrementa de Fo a Fm, el estado maximo de la
fluorescencia, el cual se alcanza la excitacidén es saturante. Fm se
a[canzé cuando todo Qa y Qb estan reducidos o cuandb todos los
centros de reaccién estan reducidos o cerrados. La fluorescencia

variable (Fv), es la fluorescencia entre Fo y Fm (Fv= Fm-Fo). El valor
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de Fv/Fm, se ha encontrado ser extraordinariamente constante en
plantas provenientes de ecosistémas muy cont_fastantes, FviFm =
0.833 + 0.001. Este valor es indicativo de la eficiencia fotoquimica del
fotosistema Il o la probabilidad de absorcion fotonica del fotosistema I,
cuando todos los centros de reaccidén se encuentran cerrados. Se ha
encontrado una relacion lineal entre Fv/Fm y el rendimiento cuantico
para fijacion de CO; y la Iiberaéién de oxigeno dependiente de la
filacion de CO, bajo condiciones de ausencia de fotorespiracion. La
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il, se ha visto que se reduce por
el aumento de los procesos de disipacion no—fotoduimica (GNP) y por
procesos de fotoinhibicion en condiciones de estrés por altas y bajas
temperaturas (Krause y Weis , 1991; Horton y Bowyer, 1990; Baker y
Horion, 1987). Segun el modelo de Genty, et al., (1989), el valor de la
disipacion fotoquimica (qf’) multiplicado por Fv/Fm, da como resuitado
la eficiencia del transporte electrénico no-ciclico (@), medido bajo
condiciones de ausencia de fotorespiracion. Este parametro es de
gran utilidad, pués se ha observado guarda una relacion lineal con la
tasa de asimilacién de CO; (Genty, et al., 1989; Baker, 1992).

La emision de fluorescencia in vivo o in vitro se ha usado como un

parametro de deteccion inmediata del estado fisiologico del aparato
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fotosintético y ha sido una herramienta de mucho valor para detectar
Io.s cambios producidos por estrés abidtico (Renger, y Shreiber, 1986).

ara el caso del estrés producido por salinidad, los parametros de la
ﬂuorescenpia, sobre todo, los de la cinética de Kautsky, han sido
utilizados como una pruéba para seleccionar cultivares con tolerancia
a la salinidad (Belkhodja et al, 1994; KrishnaRaj, et al, 1992; Smillie y

Nott, 1982).

IV. Tolerancia a la salinidad en la tribu Triticeae.

Segun Jeschke (19845, la tolerancia a la salinidad, es ia habildad
de una planta para crecer y cumplir su ciclo de vida en sustratos qué
contienen altas concentraciones de sales, particularmente NaCl.

Las investigaciones en la tribu Triticeae han descubierto una alta
tolerancia a la salinidad, sieﬁdo estas plantés, junto con la cebada y el
algoddn, de las glicofitas que mas toleran la salinidad (Yeo y Flower,
1889). Las especies de trigos modernos hexaploides, presentan
elevada tolerancia a la salinidad, pudiendo completér todo su ciclo de
vida hasta en 250 mM de NaCl (Kingsbury, et al, 1984)'. Los trigos
modérnos utilizados para harina dg pan, .son hexaploides (Triticum

aestivum L. ); esto es, son alopoliploides, conteniendo 3 gendémas
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designados como : A, B y D. El genéma D, se cree se origindé de su
- ancestro Aegilops squarrosa. La importancia de este genéma, cuando
se compara con las espzcies amfiploides AAB3, AA y SS, es que se
ha confirm_ado confiere una caracteristica de tolerancia a la salinidad
por selectividad ionica, esto es, las especies con el gendma DD tienen
la capacidad de controiar'[a‘proporci()n de sodio y potasio que entra en
la planta, manteniendo la relacidén Na/K menor a 1 (Gorham, et al,
1987). Ofra caracteristica importante que se han observado en las
espécies que contienen este genéma, es’la capacidad de mantener
niveles bajos de sodio y cloro en las partes jovenes de las planta, asi
como del tejido meristematico (Yeo y Flowers, 1989; Gorham, 1994).
Por otro lado, se ha visto que este gendma, confiere caracteristicas de
mayor productividad cuaﬁdo se compara con las especies amﬁp\oides
que no lo poseen.

La tolerancia a la salinidad para los trigos modernos depende en
gran parte del estado fenologico en el que se aplica el estrés salino.
Botella, et al.,, en 1993, reportan que los trigos son muy tolerantes a la
salinidad durante las étapas de germinacién y de llenado dé la espiga,
y por otro lado muy sensibles durante la etapa vegetativa. y al inicio del

desarrollo de la espiga. En la mayoria de los trabajos, la salinizacion
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se aplica a las plantulas con ciertos dias de emergencia y pocos son
los estudios reportados aplicando del estrés desde la germinacion.
Por o anterior, el presente trabajo tuvo por objetivo:

1. Describir los efectos de-la salinidad sobre el crecimiento de Triticum
aestivum cv. Pavon.

2. Estudiar la distribucién catiénica (Na*, K*, Mg™™ y Ca"™) en Triticum
aestivum cv. Pavon bajo condiciones de estrés salino.

3. Caracterizar los mecanismos de regulacion de la energia.
fotosintética en Triticdm aestivum cv. Pavon bajo condiciones de

estrés salino.



METODOLOGIA :

.- Material Vegetal

Se utilizé un cultivar de trigo hexaploide Triticum aestivum L. cv.
Pavon, el cual es un trigo enano de invierno liberado en 1976, por el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y el Trigo (C..M.M.y T.)
el cual estd recomendado por el Programa Nacional de Semilla

(PRONASE) para la regiéon de la mesa central de nuestro pais.

Il. Condiciones de Crecimiento

Las plantas se obtuvieron desde semilla segun las siguientes
condiciones :
A. Crecimiento
Las plantas fueron saliniiadas desde semilla, en contenedores
de plastico de 6 litros de capacidad, 20 plantas por contenedor: “cuitivo
de ba;ja densidad”, o 50 plantas por contenedor “cultivo de alta
densidad‘. Se utilizé como sustrato agrolita. EI sustrato fue
inicialr:nente saturado con solucién nutritiva Hoagland (Gonzalez y
Penalosa, 1981} e inm.ediatamente se obtuvo el pesor de cada
conteﬁedor, ésfo con la finalidad de recuperar el peso cada segundo

dia con agua destilada.
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Las plantas se cultivaron en un invernadero externo bajo
condiciones naturales de fotoperiodo, temperatura y humedad
relativa. La temperatura fluctud entre los & a 35°C, la humedad relativa
entre 20 y 80 % y la densidad de flujo fotonico (DDF) maxima fue de
1600 pmol/m2.seg (400-700 nm).

B. Tratamientos

. Los tratamientos de salinidad fueron: O mM (control), 75 mM y
150 mM de cloruro de-Sodio; éstos iniciaron desde la germinaciéon
adicionando el NaCl a la solucién nutritiva Hoagland (Beckett y Van

Staden, 1992).

lll. Tamaiio de la muestra y disefio experimental

Las mediciones se realizaron entre los 21 y 28 dias despues de
la siembra, momento - en el cual la planta se encontraba
fenoloégicamente en la mitad de su etapa vegetativa, con cinco hojas
emergidas para todos los tratamientos. Para las mediciones in vivo, se
utilizarén la segunda y tercera hoja de cada plantula, ésto debido a
que se presentan diferencias en cuanto al contenido de sodio,

magnesio, calcio y potasio, segun el grado de salinizacion y la edad de
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la hoja'. Para el caso del aislamiento de tilacoides y los ensayos in vitro
se utilizo el tejido foliar de tqda la planta.

EI experimento consistio en un dizafio en bloques de dqnde se
hicieron dge 3 a 15 repéticionés por bloque. Cada experiménto se
repitié un minimo de dos veces. Los datos fueron analizados utilizando

un programa computacional de analisis de varianza.

IV. Analisis del Crecimiento

A. Germinacion
El efecto del NaCl sobre la germinacién se cuantificé segun el
siguiente método:

1. Lotes de 20 semillas _(n=5) se dispusieron sobre una capa de
gasa en cajas Jpetri negras y se incubaron en una camara
humeda oscura a 30°C.

2. A cada caja se le agregd 8 ml de una solucion salina de acuerdo
a los siguientes tratamientos : 50, 100, 150, 200 y 250 mM de
NaCl. Al lote control se le adicionaron 8 mi de agua destilada.

Las soluciones fueron cambiadas cada segundo dia y la

" germinacion se registrd a las 144 horas, considerando como
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germinacion cuando se observaba claramente la radicula y el
hipoCotiio.
'B. Analisis del desarrollo:

1. Crecimiento: Los muestreos se realizaron en plantas de 28 dias
(n=10), a las cuales se les midio su Iongitud de vastago y raiz, asi
COMO SU peso en frespo. Cada planta por separado fue secada en
una estufa a 70°C durante 72 hrs. para después regisfrarse su
peso séco.

2. Area foliar: El registrd del area foliar por planta se llevé-a cabo
utiiizando. material de 28 dias de crecimiento (n=5). Solo se
considérc’) el area foliar de las hojas completamente abiertas y no
senescentes, siendo para todos los tratamientos las hojas 2,3,4 de
cada planta. El area foliar se cuantificé utilizando un método
gravimetrico.

C. Analisis i6nico

La cuantificacion de los iones se realizdé en raiz y vastago,
considerando este Ultimo como las hojas 1,2,3 y 4 de cada planta. La
cuantificacion se hizo a los 28 dias de crecimiento, paré lo cual se
muestrearon 15 plantas de 3 unidades experimentales y se

depositaron por separado la raiz, tallo y el vastago (hojas 1,2,3y 4) en
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sobres de papel, para después secarse en {a estufa a 70°C por 72 hrs.
Las muestras secas se pulverizaron y de cada una se tom6 30 mg, a
las cuales s& les agregd 4 ml de acido nitrico concentrado y se )
permitid su digeéfién durante 72 hrs., acelerando la digestidon con
calor. Las muestras digeridas se aforaron a 100 ml con agua
bidestilada y se les midio la concentracidon de calcio y magnesio por
Absorciéon atdmica (Pye-Unicam). Los ionés potasio y sodio se
cuantificaron por Flamometria (Corning), utilizando una curva patrén

de cada ion para realizar los célculos (Velasco, 1994).

V. Analisis de la Fluorescencia in vivo

A. Eficiencia Fotoquimica de PSIl (Fv/IFm)

1. Eficiencia fotoquimica para PSII: La eficiencia de absorcion foténica
de PSII, cuando los centros de reaccién esta abiertos, fue medida
usando un fluorémetro portatil (MFSM Hansatech). Las plantas de 28
dias fueron transportadaé al laboratorio a las 9:00 hrs y aclimatadas 2
hrs a una DFF de 3 pmol/m®seg. y a una temperatura de 28°C.
Transcurrido el tiempo de preacondicionamiento, se cortd la segunda
hoja de la planta (n=4) y se incubd a la oscuridad durante 15 minutos a

25°C, en una atmodsfera normal de CO; (330ppm aproximadamente).
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La induccién de la fluorescencia se llevdé a cabo utilizando una Iu_z
modulada amarilla (850 Hz) de baja intensidad (3 umol/m?.seg), con la
cual se obtuvo el valor de fluorescancia minima (Fo) después de un
minuto de estabilizacion de la sefial. El valor de fluorescencia maxima
se registré sobreponiendo un pulso de 0.8 segundos de luz blanca
saturante (8000 pmol/m?.seg) emitida por una fuente de iluminacion
alterna (PLS1-Hansatech). El protocolo de induccién esta resumido en'
la figura 3 (Krause y Somersalo, 1989; Van Kooten y Sneal, 1990). La

eficiencia fotoquimica se obtuvo directamente de estos valores segun

la siguiente formula :

EFICIENCIA FOTOQUIMICA (Fo-Fm)
DE PSII = -
: Fm
F
L
U E% Fm
0 > A
R Y
N ".
C P
I : F
Al e i P= ' Fo
T TL minutos
LUZ LUZ
MODULADA SATURANTE
ON ON/OFF
Figura 3

Protocolo de induccion de la fluorescencia para la obtencion de los valores de
Fo, Fmy Fv. 51



B. Tamaiio relativo de Qa y PQ

El tamafio relativo de la poza de Quinbnas ‘a” y la poza de
Platoquinonas en estado reducido se estimé de la cingtica de la
fluorescenr.;ia (Gorkom, 1986; Horton y Boyer, 1990), segun las
siguientes condiciones:
1. Tilacoide aislado: Se aislaron tilacoides de plantas Qe 30 dias segun
el método de Percival y Baker, 1985 y Habash y Baker, 1990, el cual
se describird mas adelante. Los tilacoides fueron ajustados a 10 pg de
clorofila/ml, en un medio conteniendo 100 mM de Sorbitol, 5 mM
MgCl;, 10mM de NaCl , 15 mM de Tricina, ajustado a un pH de 7.8
para después ser incubados a la oscuridad a 4°C, por Ib menos 1
hora. La induccion de la fluorescencia se realizd en una cubeta de 1 ml
con agitacién continua y temperatura controlada a 30°C (Hansatech).
La suspension de tilacoides fue iluminada con una luz actinica roja
(660 nm ) con una intensidad de 900 pmol/m2.seg (LC1-Hansatech). y
la fluorescencia fue registrada en tiempo real de 0.6 segundos por un
fluorbmetro de grabacion transitofia (TRS1-Hanstech), equipado con
un detector con filtro de corte de 685 nm. Inmediatamente después de
registrada la cinética “sin inhibidor”, se agregd a la muestra DCMU (3-

(3-4-diclorofenil)-1,1 dimetilurea) ajustando la concentracion a 20 uyM y
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se incubd a la oscuridad por 30 minutos a 30°C. Transcurrido el tiempo

se obtuvo la cinética “con inhibidor’ utilizando el mismo protocolo de

induccion de fluorescencia.

La poza de Quinona A se obtuvo del area sobre la curva de las
cinéticas “con inhibidor’ y las pozas de platoquinonas se obtuvieron

del area sobre la curva de las cinéticas “sin inhibidor”.

L (A)
U
(R) Il.." SESRFSESENNy, l Fm
E ;." DCMU + (B)
S
C s = < Fm
E O
N 1
C _.
t f <« Fo DCMU -
: - Fo
Minutos

Figura 4
Induccion de fluorescenciaen tilacoide aisiado. (A) En

presencia de DCMU para la obtencidn del numero de centros
de reaccion o pool de QA. (B) Sin DCMU para la obtencion

" del pool de Plastoquinona



C. Analisis del decaimiento de la fluorescencia in vivo :

El decaimiento de la fluorescencia in vivo se midid en hojas de
plantas de 28 dias de crecimicito. Las plantas fueror: transportadas al
Iaboratorio_ a las 9: 00 hrs. y preacondicionadas durante 1 'a 3 hrs a
una densidad de flujo foténico de 3 umol/m’seg a 28°C. La
fluorescencia fue registrada en un fluorometro modulado (MFMS-
Hansatech). Se utilizd para todos los tratamientos la segunda hoja de
cada planta (n=3). La induccion se llevo a éabo utilizando una luz
modulada (8'70hz) de baja intensidad (3 pmol/mz.seg), con la cual se
obtuvo la fluorescencia minima (Fo) después de 1 minuto de
estabilizacion, inmediatamente a esta sefal se sobrepuso un pulso de
0.8 seg de luz blénca saturante 8000 ymol/m2.seg., con la cual se
obtuvo el valor de Fm. El estado estacionario de la fluorescencia se
registré utilizando una fuente de luz blanca a 1000 pumol/m2.seq. (LS2-
Hansatech), modificando |a intensidéd de flujo con filtros neutros
(Hansatech). Para cada intenéidad se utilizd una planta diferente
(n=3). Una vez obtenido el estado estacionario (10 minutos de
induccion), se dié un pulso de 0.8 seg de luz blanca satﬁranté 8000
umol/m2.seg., para obtener e! valor de Fm*. La fluorescencia en'

esfado estacionario (Fs) fué registrada 1 minuto después del pulso
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saturante, cuando Ia_ sefal era estable. El valor de la fluorescencia
minima en estado estacibhario, Fo*, fue registrada como el valor mas
bajo Ae la ﬂuorescenci'a obtenido ihmédiatamen'te daspues de apagar
la luz acf__:’nica (Hortdn y Boyer, 1990). EIl valor ‘del decamiento
fotoquimico (gP) y ‘No-f_otoquimico (gNP), se obtuvieron segun las

siguientes formulas:

( Fm* - Fs*) ~ (Fm* - Fo*)
qP o QNP=
(Fm* - Fo*) (Fm - Fo )
F * 4_
L 3, Fm
U L ] 1 3
o Pl
R '
E : 5
S H
C s
E T
N I Fo
C : -o‘
f\ E “ .‘<_ Fm* i FS
§ Py FO*
T T : Ti minutos
LUz LUZ ACTINICA PuLSO '
MODULADA SATURANTE LUZ ACTINICA
ON ON ON/OFF OFF
Figura 5

Protocolo de induccion de la fluorescencia para la obtencion de los valores de
Fo, Fm, Fo* Fm* y Fs
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Vl. Transporte de electrones en hoja intacta y tilacoide
aislado (Hipkings y Baker, 1986).
A. Velocidad de separacion de cargas en PSII (Strasser et al, 1995)

La velocidad de separacion de cargas en el centro de reaccion
de PSII se midi6 indirectamente por los cambios en la velocidad de la
cinética de la fluorescén_cia de plantas preacondicionadas a la
oscuridad utilizando un medidor de fluorescencia portatil (PEA-
Hansatech).

La velocidad de reduccion de la Quinona “a” (Qa) se obtuvo de la
pendiente entre el valor de la fluorescencia minima Fo (Fluorescencia
emitida por transferencia de energia en los Complejos Antena de PSII
“LHCII” antes del disparo de los electrones por los centros de reaccion
de P680) hasta el valor alcanzado en la primera inflexion denominda
“J". La velocidad de reduccion de QB se obtuvo de la pendiente entre
“J” y la segunda inflexion denominada “I". La reduccion completa de
las Plastoquinonas se obtuvo de la 'pendiente entre ‘I y el valor
maximo de la fluorescencia, denominado “P”, que en realidad es el
valor de Fm. La metodologia fue la siguiente:

Las plantas fueron trasladadas al laboratorio a las 9:00 hrs y

fueron preacondicionadas durante 1 hr. a una DFF de 3 umol/m®.seg a
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28°C. Al termino del tiempo de preacondicionamiento, la segunda hoja
fue oscurecida por 1 hr. con las pinzas especiales del equipo. La
cinética de la fluorescencia se midié dando un pulso de 1 segundo de
luz roja (660nm) a 3000 umol/m?.seg. (Smille y Nott, 1982; Gorkom,.

1986; Horton y Boyer, 1990).

A
P
< Fm
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E
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C
E
N
C J
|
A
<« F°
i
0.01 1 10 100 milisegundos

LHCII* > P680* > QA >>>>>>>>>>>> QB >>>>>>>>>>PQH2

Figura 6
Cinética de fluorescencia. Velocidad de separacion de cargas en PSlI
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B. Transporte electrénico en tilacoide aislado

1. Aislamiento de Tilacoides: Los tilacoides fueron aislados seguﬁ el
método de Percival 'y Baker, 1985; Hasbash y Baker, 1990). La
metodologia fue la siguiente:

a. Las plantas fueron transportadas a las 9:00 hrs al laboratorio e
inmediatamente se obtuvo por cada tratamiento 20 gramos de
tejido foliar fresco tomando de 3 unidades experim'entales
crecidas en alta densidad.

b. Las muestras fueron cortadas en pedazos pequefios y
mezcladas en una proporcién 1:5 con un medio de
homogenizacion a punto de nieve el cual contenia 330 mM de
Sorbitol, 10mM de MgCl,, 5mM de Hepes ( acido N-(2-
hidroxieti!)piperazina-N'-(2-etanosulfénico} ), 0.1 % de BSA
(albumina de suero de bovino) ajustado a un pH de 7.6 con
KOH. La mezcla fue inmediatamente homogenizada en una
licuadora comun (Moulinex) dando pulsos de 5 segundos , con 5
segundos de reposo hasta completar 4 ciclos, siendo el tiempo
total de homogenizacidén de 20 segundos. |

c. El homogenizado fue filtrado en frio utilizando 8 capas de gasa y

una intermedia de algodén.
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d. El filtrado se centrifugd a 6,000 rpm. durante 9 segundos a 2°C.
La pastilla se resuspendio en frio con un pin.cel utilizando 2 ml de
un medio de resuspension conteriendo 100mM de Sorbitol,
10mM de NaCl, 5mM de MgCl,y 5 mM de Hepes, ajustado a pH
7.6 con KOH.

e. La pastilla resuspendida se aford a 40 ml con el medio de
resuspensic’)n_. y se centrifugd a 6,000 rpm. duranté 5 minutos a
2°C. La pastilla de ‘Ia segunda centrifugacion se resuspendié en
2 mi. del medio de reéuspensién utilizando un pincel. La muestra

- de tilacoides sé éj'ustc’) a 1 mg de clorofila/ml con el mismo medio
y se mantuvo en la oscuridad en una cama de hielo hasta su
posterior uso.

2. Medicién del acarreo. electrdnico en tilacoide aislado (Allen vy
Holmes, 1986): El acarreo electréniéo desacoplado en los tilacoides
aislados fue medido en un oxigrafo (Gilson), a una temperatura dé.
30°C y una DFF de 800 pmol/mz.éeg._ El transporte de electrones
en la cadena completa desde el agua hasta el fotosistema | (Flujo
aciclico), se midio ‘utilizando como aceptor final de. electrones Metil
Viologeno (100 pM concentracién final). El transporte a nivel del

fotosistema | desde el complejo citocromo b/f hasta el metil
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viologeno se midi¢ inhibiendo el fotosistema I'I con DCMU (10 uM
concentracion final) y reétituyendo el flujo de electrones a nivel del
complejo Citocromo b/f con acido ascorvico (1mM cohcentracién_
final) y DCPIP (2,6 D'iclorofenoi-indofenoi) (100 uM concentracién
final). El transporte de electrones se midi6é utilizando un medio de
reaccién que _contem’a 100mM de Sorbitol, 5mM de NaCl, 5mM de
MgCl,, 5mM de Azida de Sodio y 50mM de Hepes aj‘ustado a pH

7.6 con KOH.

VIl. Liberacion de oxigeno dependiente de la fijacion de
bioxido de carbono (Walker, 1987).

La liberacion de oxigeno in vivo se midié en una camara (DW2-
Hansatéch), la cual incorpora un electrodo de oxigeno para fase
gaseosa. La temperatura de los ensayos se mantuvo constante a 30°C
a través de un bafo de agua circulante. Las muestras fueron
iluminadas con una fuente de luz actinica (LS2-Hansatech), a 100, 200
y 500 pmol/m2.seg. utilizando filtros neutros de corte (Hansatech). La .
fuente de CO, se incorppré a través de una mezcla de carbonato y

bicarbonato de sodio 1 M.
Las plantas fueron transportadas al laboratorio a las 9: 00 hrs. y

preacondicionadas durante 1 hr. a una densidad de flujo fotdnico de 3
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umol/m®.seg. Para cada tratamiento se utilizd la segunda y tercera_
hoja de cada 'planta segun el tratamiento (n=¥3), con las cuales se
formé un tapete foliar de 10 cm® uniendo 5 hojas con una cinta
adhesiva porosa (Walker,1987). La velocida? (pendiente) de liberacidn
. de oxigeno para cada DFF se midié durante 2 minutos, para después

incrementar ia intensidad luminica en 1a misma muestra.

VIIl. Cuantificacion de Clorofila (Hipkings y Baker,1986).

A. Cuantificacién en tilacoide aislado:

1. Los tilacoides se aislaron segun el método antes descrito y de estos
se tomd una muestra de 100 pi por tratamiento (n=3), la cual se
mezclo vigorosamente con 10 m! de acetona al 80% enll un tubo de
ensayo cubierto. La mezcla se centrifugd a 3500 rpm. durante 5
minutos en una centrifuga clinica. El sobrenadante se aforé a 10 mi
con acetona al 80%.

2. Las muestras aforadas se leyeron en un espectrofotdmetro de
UVivisible (Shimadzu) a 663 nm vy 645 nm de longitud de onda,
utilizando acetona al 80% como blanco.

3. La concentracidn de clorofila por ml se cuantificO segun las

siguientes formulas:
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Clorofila “a” = (12.7) (ABS 663) - (2.69) (ABS 645)
Clorofila “b” = (22.9) (ABS 645) - (4.68) (ABS 663)

Clorofial total = (20.2) (ABS 645) + (8.02) (ABS €63)

. Cuantificacién de clorofila por unidad de peso fresco o unidad
de area foliar.

..Se utilizaron plantas de 28 dias a las cuales se les cortd la parte
media de la segunda hoja por tratamiento (n=5) y se pesd en
fresco, calculandose el area foliar por un método gavimétrico.

. Las muestras por separado se depositaron en frascos de centelleo
cubiertos y se les agregd acetona al 80%, un mililitro por cada mg
de peso fresco, para después almacenarse durante 12 hrs a 4°C
para permitir que la acetona penetrara los tejidos.

. Transcurrido el tiempo los tejidos se maceraron bajo luz tenue en
morteros de porcelana utilizando la misma acetona donde se
habian almacenado.

. EI macerado se centrifugé a 4,000 -rpm. durante 5 minutos en una
centrifuga clinica. El sobrenadante se aforé con acetoné al 80% a |

un volumen equivalente a 1 ml por cada mg de tejido fresco.
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5. Se leyo la absorbancia a 663 y 645 nm de longitud de onda de cada
una de las muestras aforadas en un espectro de U.V./Visible
(Shimadzu), usando acetona al 80% como blanco.

6. La concentracion de ciorofila “a”, *b” y total se cuantifico de acuerdo
a las  férmulas antes descritas, ajustando los valores de

concentracion de clorofila en unidades de peso fresco y area foliar.
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RESULTADOS Y DISCUSION :

. Efectos en el Crecimiento
A. Germinacion.

LLas altas concentraciones de sales inorganicas en el suelo o en
el medio de cultivo reducen el crecimiento de la mayoria de los cultivos
de importancia agronémica dependiendo de: (1) El estado fenologico
cuando fue impuesto el estrés; (2) Los mecanismos de tolerancia o
evasion que presente ia especie; (3) El tipo de sal o sales presentes
en el medio (Mozafar y Goodin, 1986).

La mayoria de los autores concuerdan en que son tres los
factores adversos asociados con los medios salinos: a) Estrés
osmético, producto de un potencial hidrico mas negativo del medio
circundante a la raiz; b) toxicidad idénica especifica, usualmente
asociada con la excesiva toma de algun ion; ¢) imbalance nutritivo ésto
es, cuando el exceso de'un ion provdca la reduccion de {a absorcion
interna de uno u otro ion (Gorham, et al., 1985).

La inhibicion de la germinacion por la salinidad de los suelos es
el factor que mas impide la introduccidon de los cultivos de interés
agroné'mico en zonas salinizadas (Begun, et al.,, 1992). Debido a ésto,

algunos investigadores han clasificado la tolerancia a la salinidad en
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las especies de acuerdo a su capacidad de germinacion en los suelos
salinos; sin embargo el efecto de la salinidad en la germinacion es un
buen parameiro cuando se comgaran cultivares de una misma especie
(Tal, 1985), ya que la tolerancia a un tipo de sal y/o concentracion
dada durante la germinacion no es siempre acompafiada de una
tolerancia en las demas etapas fenolégicas de la planta (Zsoldos, et
al., 1990 ; Mozafar y Goodin, 1986). Por otro lado, Ungor,.en 1996
- menciona que para el caso de plantas haldfitas, la tolerancia en la
germinacion es de 10 a 100 veces mas sensible que durante etapas
posteriores de crecimiento.

Como ha sido reportado para otros cultivares de Triticum
aestivum (Mozafer y Goodin, 1986; Begun, et a/, 1992), los resultados
encontrados en esta investigacion muestran que el porcentaje de
germinaciéon en el cultivar “Pavon” disminuye conforme aumenta la
concentracion de NaCI en el medio (Figura 7). Concentraciones
menores a 50 mM de NaCl en el medio no tienen efecto inhibitorio en
la germinacidn de cultivar “Pavén’, este dato corrobora lo encontrado
por Begun, et al, en 1992, para el cultivar tolerante “Ak‘bar”_ De la
misma manera, Ié longitud del hipocotilo y la raiz disminuyen conforme

aumenta la concentracion de NaCl en el medio (Figura 8) .
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FIGURA 7

Efecto del cloruro de sodio en la germinacion de Triticum aestivum cv. Pavon.
Germinacion a la oscuridad en camara humeda (80% H.R.) a 30°C durante 144
hrs. n=5.

Mozafar y Goodin, en 1986, trabajando con un cultivar tolerante
a estrés hidrico “Sturdy”, reportan que la reduccién de la germinacion
por la salinidad se debe tanto al estrés osmético del medio, asi como a
la toxicidad ionica, sin embargo estos autores mencionan que la

disminucién del crecimiento de la raiz e hipocotilo esta mas
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correlacionada con la presion osmética del medio. Begun, et al, en
1992, reportan que la inhibicion de la germinacion en trigo es producto
dé una acumulacion excesiva de sodio y cloro en la radicula y p.lumula,
siendo el ploro el mas téxico. Weimberg, en 1987, menciona que el
trigo es mas tolerante durante la germinabién y mas sensible durante

el periodo de plantula (Figura 8).

15 f . . . . |
-y
S
« Hipocotilo
9 .
~ %
- J
S 5| v
~ Raiz
=
ol . . .
0 -390 100 150 200 250 300
NaCl [mM] en el medio
FIGURA 8

Efecto de la salindidad sobre el crecimiento de la raize ---@ e hipocotilow --¥
de plantulas de Triticum aestivum c.v Pavon, creciendo a la oscuridad durante 7
dias en una camara humeda. n=5
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Los resultados de esta investigacion demuestran que el cultivar
“Pavén” disminuye su germinacion en un 50% cuando es expuesto a
200 mM de NaCl, sin eribargo, a diferencia de ofras especies
tolerantes en la germinacion y sensibles en la etapa vegetativa y
reproductiva, el cuitivar “Pavon” es capaz de completar su fase
vegetativa y reproductiva con llenado de grano a esta misma
concentracion de cloruro de sodio en el medio de cultivo (datos no
reportados). Si se comparan estos resultados con los datos
encontrados en el cultivar “Akbar”, reportado como “tolerante” y en el
cual se ha encontrado que su germinaciéon disminuye en un 50% a 325
mM de NaCl (Begun, et al, 1992), podemos clasificar al cultivar
“Pavon” como un trigo hexaploide “medianamente tolerante” al estrés

salino con NaCl durante la etapa de germinacion.

B. Desarrollo Vegetativo
1. Crecimiento del Vastago

Se ha reportado que las plantas de Triticum aestivum son mas
sensibles en |la etapa vegetativa que en la reproductiva (Bdtella, et al,
1993). En esta investigacion, realizada durante la etapa vegetativa, se

encontrd que para la variedad “Pavén” el incremento de peso seco y
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fresco del vastago dismiriye significativamente conforme se aumenta
la concentracion de NaCl en el medio de cultivo (Tabla 1).

A los 28 dias después de ia siembra, las plartas crecidas en 150
mM de NgCI alcanzan solo el 43% del crecimiento de las plantas
control (medido en peso seco), sin embargo, aun cuando se da esta
reduccién tan drastica del crecimiento, las plantas crecidas en 75 mM
de NaCl no presentan diferencias significativas con las plantas control.

En un estudio hecho con la variedad tolerante de 7. aestivum
“Kharchia”, Munns, et al., en 1995, reportan un crecimiento del 40%

con respecto al control después de 30 dias de estar expuestas a

150mM de NaCl .

CRECIMIENTO DEL VASTAGO
NaCl mM Peso Fresco Peso Seco
(g/planta) (g/planta)
0 1.396 £ 0.205 0.2364 +0.034
75 1.303 £+ 0.233 0.2135 £ 0.046
150 0.664 £ 0.073 0.1013 £0.012
Tabla 1

Efecto del Cloruro de Sodio en la ganancia de peso fresco y peso seco por el
vastago de Triticum aestivum cv. Pavon 28 dias después de la siembra en los
diferentés tratamientos.
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Por otro lado, Duran y Lacan (1994), apuntan que los trigos
' 'hexaploides son capaces de controlar la entrada de sodio, cuando son
expuestos a concentraciones bajas de NaCl (10-50 imM), pero cuarido
se rebasan estas concentraciones la planta empieza a acumular sodio
y cloro intracelularmente, hasta alcanzar concentraciones que resultan
toxicas para su crecimiento. Kingsbury y Epstein en 1986, trabajando
con una linea sensible y otra tolerante de Trticum aestivuné
encontraron que es el sodio y no el cloro los que al acumularse tiene
efectos negativos sobre el crecimiento de las plantas salinizadas.

Es importante notar que la relacién de peso fresco/peso seco se
mantiene en todos los tratamientos y adn en la concentracién mas alta
de NaCl (150 mM), es ﬁn 12% mas elevada, lo que indica que la
salinidad induce una cierta suculencia, algo similar fue reportado para
otras glicofitas tolerantes (Longstreth y Nobel, 1979). Matoh, et a/, en
1988, en sus investigaciones con Phragmites communis, una planta
halofita, reportan que el mecanismo de tolerancia de esta planta
incluye tres factores. (1) excluir eficientemente el sodio,\ (2) mantener
altos los niveles del potasio celular y (3) tolerar el deshidratamiento

celular.
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Los resultados de esta investigacion indican que T. aestivum cv.
Pavon, es capaz de mantener bajos los niveles de sodio en el vastago,
incrementar los nivéles de potasio al encontrarse bajo _é‘strés salino y.
en estas qondiciones mantener una buena turgencia celular. Es pues
factible que estas caracteristicas sean parte del mecanismo de esta
planta para tolerar la salinidad.

2. Crecimiento Radicular
El crecimiento radicular de Triticum aestivum 6\/. “Pavén” a 75 y

150 mM de NaCl durante 28 dias (Tabla 2) provoca una disminucién

CRECIMIENTO DE RAIZ
NaCl mi Peso Fresco Peso Seco
(g/planta) (g/planta)
0 0.745 + 0.11 0.0849 + 0.011
75 0.445 + 0.06 0.0488 + 0.005
150 0.432 + 0.07 0.0443 £ 0.004
Tabla 1

Efecto del Cloruro de Sodio en la ganancia de peso fresco y peso seco por la raiz
de Triticum aestivum cv. Pavdn 28 dias después de la siembra en los diferentes
tratamientos.

en la ganancia de peso seco radicular hasta del 47% en el tratamiento
a 150 mM. Kafkafiy Bernstein, 1996, mencionan que la salinidad en el

medio de crecimiento causa una disminucién del potencial hidrico
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provocando una caida de la turgencia de las células radiculares. EI
reinicio del crecimiento se da cuando las células se_ ajustan
osméticamente. En el presente estudio la sainizacion se inicié desﬂe
la germina_cién, por o qUe la planta debié ajustarse osmoticamente
desde el inicio para poder crecer. Por otro lado, Cheesman, en 1988,
menciona que en algunas plantas donde la lsalinidad inhibe el
crecimiento del véastago no o habe en ia raiz por lo que
frecuentemente se observa una dishinucién de la relacién
vastago/raiz. En esta investigacién el crecimiento radicular en ambos
tratamientos es inhibido, sin embargo el crecimiento del vastago solo
se inhibe a la concentracién de 160 mM de NaCl, por lo que la relacién
disminuye ligeramente a 150 mM de NaCl (15%) y a 75 mM de NaCl
aumenta en un 57%.

Las diferencias encontradas en el crecimiento, al parecer estan
dadas por una.diferencia en la acumulacién de iones sodio en los
diferentes érganos. Como se puede observar en los datos el
crecimiento radicular y foliar existe una inhibicion del crecimiento
cuando las concentraciones de sodio rebasan un rango dé 400 a 500
umoles/ g PS. de Na" (Tabla 4 y Figura 9); siendo el caso para la raiz

en el tratamiento de 75 mM y 150 mM y para el vastago en el

72



tratamiento de 150-mM. Sin embargo esta relacién no es lineal, ya que
mayor acumuiacion de sodio no causa una reduccién mayor de |a raiz,
para el caso del tratamiento de 150 mM.

La inhibicion del crecimiento de la raiz por la salinidad, apunta
Kafkafi y Bernstein en 1996, reduce el volimen de suelo explorado por
la misma y por tanto también reduce la capacidad de toma de agua y
nutrientes. Esta n;isminucién de aportacién de elementos nutricionales
al vastago pudiera reducir su crecimiento. Es evidente que en estudios
controlados, como el presente, la exploracidon del suelo no es un
problema, pero lo que se quiere apuntar es que la disminucion del
crecimiento del vdstago no estd asociada a una pérdida de la
funcionalidad o |a capacidad de la raiz, sino a una toxicidad idnica.

Mozafar y Goodin, en 1996, trabajando con el cultivar TAM-W-
101, reportado como tolerante al estrés hidrico, encontraron que el
crecimiento de la raiz es mas sensible a la salinidad que el crecimiento
del hipocotilo. De manera similar, en este trabajo se encontré que el
crecimiento de la raiz es mas sensible.

3. Crecimiento Foliar

El crecimiento foliar de muchas especies es severamente

inhibido por altas concentraciones de NaCl en el medio de crecimiento
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radicular. El mecanismo fisiolégico que causa la inhibicion del
crecimiento no esta completamente entendido. Cambios en el
potencial hidrico de la hoja, la disponibiiidad energética o la cantidad
especifica de ciertos nutrientes posiblemente sean algunas de las
causas que tomen parte en el proceso de inhibicic').n del crecimiento.
(Bernstein, et al., 1995).

La reduccion del area foliar tiene efectos directos en el potencial
fotosintético de la planta, y por ende, en la produccién final del cultivo
(Neuman, et al, 1988). El cultivar “Pavén” crecido desde semiila a 150
mM de NaCl disminuye significativamente el area foliar hasta en un
28% comparado con el control (Tabla 3), sin embargo, las plantas
crecidas bajo las mismas condiciones pero a 75 mM de NaCl, no
presentan diferencias significativas comparadas con el control.

Si examinamos la ganancia final de peso seco de la planta y lo
dividimos por el area foliar final en nuestro experimento, se encontrara
que la ganancia de peso seco por unidad de area foliar disminuye
conforme aumenta la salinidad, lo que nos indica que la disminucion
en la acumulacidn de materia seca no éété dada por uh efecto de

disminucién de talla y area foliar de manera proporcional, sino que
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existe una disminucién en la ganancia de peso.seco por unidad de

area foliar producto del estrés salino.

AREA FOLIAR

NaCl mM cm®/planta
0 56.120 + 9,329
75 55.495 + 3.851
150 - 39.538+6.610

Tabla 3
Efecto de la salinidad sobre el crecimiento foliar de Triticum aestivum cv.
Pavdn, 28 dias después de la siembra en cada uno de los tratamientos.

Gale y Zeroni, 1988, mencionan que los mecanismos de
adaptacién al estreés éalino requieren gastos de fotosintetatos
asimilados, de esta manera, la cantidad disponible para el crecimiento
normal (expresado en incremento de peso seco) se ve reducido. Yeo,
en 1983, apunta que estos gastos de adaptacion son, de manera
general: el mantenimiento de gradientes i6nicos y el ajuste. osmoético
celular a traves de la produccion de osmolitos organicos cito-
compatibles; el desvio de energia o materia prima para mantener
estos mecanismos a costo del crecimiento normal, lo cual desde el
punto de vista agronémico, tiene efectos adversos en la produccion

final del cultivo.
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Por otro lado, el hecho de una disminucion del peso seco por
unidad de area foliar presente, indica que la salinidad también pudo
afectar la asimilacion de biéxido de carbono para su posterior

conversion en materia seca.

il. Efectos en el Contenido I6nico

A. Distribucion Catidnica

El crecimiento de un cultivo, generalmente expresado en el
rendimiento o en la biomasa, puede ser adversamente afectado por
desordenes que resultan de imbalances o deﬁciéncias nutricionales.

La salinidad interrumpe la adquisicién de nutrientes minerales en
las glicéfitas de dos maneras: (1) la fuerza idnica del sustrato puede
tener efectos directos en la toma y translocacién de los nutrienfes; (2)
la concentracion elevada de las sales en el sustrato puede provocar
una competencia en la absorcion de otros nutrimentos necesarios para
la planta (Grattan y Grieve, 1994).

En diversos estudios realizados con plantas haléfitas y no

haléfitas, se han encontrado los siguientes comportamientos (Porjaff-
Mayer y Lenner, 1994).
(1) Habilidad para acumular o excluir selectivamente los iones del

medio.
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(2) Control en la captacidn idnica por la raiz y control del transporte
ionico hacia el vastago. |

(3) Selectividad en el transporte xilemiatico.

(4) Participacion osmoreguladora de los iones acumulados.

(5) Compartamelizacion de los iones a nivel celular y de toda la planta.

(6) Acumulacion de los llamados compuestos compatibles y su papel

en funciones omoreguladoras y osmoprotectoras

Resumiendo lo anterior, pareciera ser que en la naturaleza se
fijaron dos mecanismos diferentes para la tolerancia a la salinidad : (1)
plantas capaces de usar el Na"y CI" como solutos de ajuste osmético,
aun cuando pudieran ser potencialmente téxicos. (2) piéntas gque
excluyen los iones, pero sintetizan productos organicos como
respuesta de ajuste osmético celular.

La evidencia indica que las plantas combinan ambos
mecanismos, ya que se ha comprobado que la actividad de la mayoria
de las enzimas de plantas haléfitas que acumulan sal son tan
sensibles a altas concentraciones de sales como las enzimas de las
plantas glicofitas sensibles a la salinidad, por lo cual se piensa que las
plantas que acumUIan sales como mecanismo de ajuste osmaotico las

compartamentalizan y sintetizan compuestos organicos compatibles
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con la actividad celular ,citoprlasmética, los cuales permiten el ajuste
osmético interno (vacuola-citoplama) y externo (citoplasma-apoplasto).
( Magdy, et al., 1993, Weimberg, 16G7).

La acumulacion selectiva de potasio como respuesta a la
salinidad, también se le ha relacionado como un mecanismo de ajuste
osmético (Kramer, 1984). Por otro lado, las sales acumuladas pueden
ser translocadas y acumuladas selectivamente en las partes mas
‘adultas de las plantas o las hojas senescentes, de tal manera que las
partes mas jovenes que estan en crecimiento no se ven afectadas por
las altas concentraciones de iones {(Bernstein, ef al., 1995).

Las plantas que excluyen la entrada de los iones, poseen
mecanismos que les aseguran baja acumulacion de estos en el
vastago. Esto al parecer esta relacionado con una eficiente
selectividad hacia el potasio. Otra posibilidad es que el sodio sea
absorbido en cantidades significativas por la raiz, pero reabsorbido en
las partes proximales de la raiz o del tallo y retraslocado al suelo o
acumulado en la raiz ( Davenport, Reid y Smith, 1997).

La distribucién de cationes en el cultivar “Pavon” a Ioé 30 dias de

salinizacion después de la siembra, muestra de manera general, para
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todos los 6rganos un aumento de la concentracion de sodio, potasio y
una disminucion de calcio y magnesio por gramo de tejido seco.

Para dar fluidez a la discusién de los resultades, se analizara la
distribucién catiénica a nivel de cada 6rgano:
1. Contenido catiénico en raiz.

En términos generales, el crecimiento de la planta en un medio
salino provbca la acumulacion de sodio y potasio y la pérdida d‘e calcio

y magnesio en la raiz (Tabla 4).

DISTRIBUCION CATIONICA EN RAIZ
(mmoles/g peso seco)

NaCl mM Sodio Potasio Calcio Magnesio

0 0.399 £ .065 0.118 + .007 |0.086 =.014 |]0.035 ¢ .002.

75 0.714 £ .034 0.144 + .009 |0.056 + .004 ]0.038 + .001
160 1.045 + .023 0.233 +.034 ]0.056 + .002 }0.024 + .002

Tabla 4
Efecto del Cloruro de Sodio en la acumulacion de cationes a nivel radicular en

Triticum aestivum cv Pavon a los 30 dias después de la siembra en cada uno de
los tratamientos.

En los tratamientos de 75 y 150 mM de NaCl a los 30 dias de
crecimiento el sodio se acumula con respecto al control en un 27 y
160% respectivamente, siendo evidente que la acumulacion de sodio
no es lineal con la concentracion de Na” en el medio . Es interesante

observar que el aumento de sodio en la raiz en el tratamiento a 75
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mM, es proporcional al aumento de potasio, siendo este 27 % y 21 %
con respecto al control (Tabla 4). Sin embargo, esta proporcionalidad.
es ampliainente superada al exponer las plantas a 150 mM da NaCl en
el medio de cultivo en donde se acumula un 160% de sodio y 95% de
potasio con respecto al éontrol. Lo anterior reafirma el comentario de
que los trigos modernos hexaploides que contienen el genoma “D’,
tienen una alta selectividad por el potasio a .nivel radicular, no siendo
el caso para los trigos amfiploides con genomas A y B (Shah, et a./,
1987; Gorhma, J, 1994). Sin embargo, como también ya se describid,
la selectividad esta dada en un cierto rango de salinidad, el cual ai ser
rebasado la planta pierde esta capacidad (Gorham, et a/, 1990). Este
rango ha sido reportado para las especies de trigo moderno
hexaploide Triticum aestivum entre 0 y 50 mM, lo cual se comprueba
en los resultados obtenidos con el cuitivar “Pavén” (Begun, et al,
1992).

La superior acumulacién de sodio en el tratamiento de 150 mM
no es debido a la pérdida de integridad de la membrana radicular sino
a la pérdida de selectividad entre K'/Na’ que al parecér no estan
asociadas. La pérdida de integridad de la membrana radicular esta

asociada a una pérdida citosélica de potasio (Kafkafi y Berstein, 1996).
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Los resultados de esta in.vestigécién indican una ganancia de 95% de
potasic con respecto al control en el tratamiento a 150mM NaCl,
siendo ésto evidencia de la integridad de la membrana. Datos
similares fueron encontrados por Salama, ef al., en 1994. Estos
investigadores reportan un incremento similar de sodio y potasio en la
raiz, hasta que la concentracién de sodio en el medio de crecimiento
rebasa los 100 mM. En este momento el transporte de potasio no
aumenta pero sigue siendo superior al control.

Por otro lado, la perdida de selectividad ha sido relacionada a la
pérdida de calcio de la membrana (Gorham y Bridges, 1995). Kinraide,
en 1999, encontrd.que en plantulas de trigo estresadas a 130 mM de
NaCl, el sodio desplaza al calcio de la superficie de la membrana
celular. Esta pérdida tiene efectos en la  correcta
compartamentalizacion del sodio, el cual alcanza concentraciones
toxicas en el citoplasma de las células radiculares. Davenport, et al.,
en 1997, reporta que el calcio puede aminorar el efecto de la toxicidad
idbnica. El calcio disminuye la toma pasiva de sodio a través del
plasmaiema, lo cual, al parecer, sucede a través de uh canél de

potasio no especifico.
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Es importante hacer notar que el medio de cultivo utilizado en
esta investigacion, solucién Hoagland, contiene una concentracion de
3.5 mM de Calicio, concentracidéin maxima usada en los experimentos
hechos por Davenport, et a/, en 1997,

En esta investigacién el contenido de calcio radicular disminuye
len ambos tratamientos en un 34.4% con respecto ai control. Cramer,
et al , 1985, encontraron en sus estudios con plantas de ailgoddn, qué
la salinidad provoca un desplazamiento de calcio asociado a la
membrana de las células radiculares, o que daba como resultado un
incremento de la permeabilidad de la membrana y la pérdida de la
selectividad entre la absorcidn de sodio y potasio. Estos mismos
autores éncuentran que la adicibn de 10 mM de calcio al -medio
restablece la impermeabilidad de la membrana e impide la pérdida de
potasio. Suhayda, et al., en 1992, trabajando con cultivares de cebada
sensibles y tolerantes a la salinidad, encontraron que los tolerantes
mantenian una mayof concentracidon de calcio en el tejido, dando
como resultado un mayor control de la toma de sddio, comparado con
los sensibles, lo cual demuestra la participacion del célcio en el

mantenimiento de la selectividad en la toma de potasio sobre sodio.
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Lo anterior demuestra que ni la pérdida de integridad, medida
por la salida masiva de potasio, ni la pérdida de calcio por parte de la
pléifita, medida en peso seco de raiz, son responsables directas de la
pérdida de selectividad entre los tratamientos de 75 a 150 mM, ya que
en ambos el potasio se acumula y el sodio aumenta, pero el calcio se
pierde en la misma magnitud.

Por otro lado, es ampliamente reconocido que el calcio se
distribuye mayormente en la pared y en mucho menor cantidad en la
membrana celular y el citosol (Davehpoﬂ, et al., 1997). El calcio en
pared celuiar tiene ia funcién de mantener la integridad de la pared al
formar puentes con los materiales cementantes de la misma y a través
de ésto confiere estabilidad a las fibras de celulosa y pectina. Se
reconoce también que el calcio establece interacciones idnicas con los
fosfolipidos y proteinas de la membrana celular, lo cual da como
resultade una estabilidad estructural y funcional del plasmalema
(Marschner, 1986).

Lo anterior es importante puntualizario, debido a que el
transporte de solutos desde el suelo hasta el vastago por uh lado esta
mediado por el plasmalema de las células epidérmicas de la raiz y, en

cierto grado, por las células corticales del mismo 6rgano. Las células
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epidérmicas estan comunicadas unas con otrés a través de los
plasmodesmos, formando la via del simpfasto, la cual provee de una
ruta allamente selectiva' cn el transporte de la raiz. La entrada al
simplasto, y en cierto grado la liberacion en el xilema, es controlada
por el transporte a nivel de la membrana celular. El simplasto es
también parte de la via de flujo de agua a travég de la raiz. Por otro
lado, las paredes celulares forman otra via por medio de la cual el
agua puede fluir llevando consigo solutos de la solucién externa. Esta
via no selectiva es denominada apopléstica. Existen barreras a la
difusion en la via del apoplasto, las cuales se localizan en la
endodermis de las células radiculares; una son las bandas de Caspari
y otra son las suberizaciones de las paredes de la misma endodermis,
lo cual restringe el flujo no selectivo de solutos. Una vez cruiando
estas barreras, los solutos en el estele pueden ser liberados al
simplasto y de ahi al xilema o directamente via las células de
transferencia (Marschner, 1985).

Por o anterior, entendemos que para mantener la selectividad de
transporte idnico a nivel de la raiz, se requiere de la estabilidad tanto
del plasmalema como de la pared celuilar (Kafkafi y Bernstein, 1996),

por lo cual, es posible, como ya se ha mencionado, que este
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incremento de sodio sobre potasio a niveles altos de salinizacion (150
mM NacCl), se deba a una pérdida en la selectividad en la toma del Na*
y el K", y en este evento pudieran estar involucrados tanto las paredes
y {a membrana como rutas de transporte de solutos.

La tolerancia a la salinidad en trigo esta correlacionada con la
concentracién de sodio acumulada en el vastago (Davenport, Reid,
Smith, 1997; Garcia, et al.‘, 1997), por lo tanto las especies que
excluyen al sodio con mayor -efectividad son mas tolerantes
(Schatman, et al., 1991; Gorham, J. 1994). En los resultados de este
experimento, gran parte del total de sodio acumulado (casi el 50%) se
acumula en la raiz sin ascender al vastago. Davenport, et al., en 1997,
y Tyerman, et al., en 1987, mencionan que la plantas pueden excluir el
sodio del vastago impidiendo su translocacidon por la acumulacion del
ion sodio en las vacuolas de las células radiculares, en vez de permitir
su transferencia a las células del xilema. Ptiman, et al, en 1981,
encontraron una relacion mayor de potasio/sodio en la vacuola que en
citoplasma.

En las condiciones de esta investigacion, de la totalidéd del sodio

acumulado en la planta, gran parte permanece en la raiz,
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posiblemente acumulandose en la vacuola para asegurar las funciones
celulares de las células radiculares.

La cantidad de inagnesio por gramo de tejido seco disminuye eﬁ
un 30 % solo en el tratamiento de mayor concentracion de NaCl (150
mM). Bernstein, ef al, en 1995, reportan que en sorgo la salinidad
provoca una reduccion de magnesio, sin embargo, Kingstry, et al,
en 1984, encuentran due la -salinidad en las lineas de Triticum
aestivum Pl 178704 (tolerante) y Pl 94353 (sensible) provoca un
incremento de magnesio en un factor de 23 en ambas lineas. En un
estudio posterior, Kinsbury y Epstein, en 1986, utilizando la misma
linea tolerante y Pl 94341 com'o sensible encontraron que al ser
salinizadas a 125 mM de NaCl la linea tolerante incrementa la
conéentracién de magnesio en la raiz 'y la sensible lo pierde
ligeramente.

Los resultados de esta investigacién indican [o contrario a lo
encontrado por Kinsbury, et al., en 1984 y 1986. La posible diferencia
de resultados pudiera estar en la forma en que fueron salinizados los
trigos en 'estos experimentos. Las semiilas fueron gerrhinadas en

Hoagland diluido 1/10 y paulatinamente se adiciond solucion Hoagland
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hasta alcanzar la concentracion maxima. Una vez alcanzada ésta, se
hizo lo mismo para el caso del sodio, segun el disefio experimental.

En esta investigacion, el trigo fue expuesto a la concéntraciones
de NaCl desde su germinacion. Por tanto, los resultados pudieran
estar dados por un intercambio del magnesio a nivel de la pared o de
la membrana por soqio durante el crecimiento y los dias que durd el
tratamiento. Marschener, en 1985, menciona que el sodio puede
competir con el magnesio en su absorcion a nivel de la raiz. Romero,
et al, en 1994, encontraron que en plantas de Melilotus segetalis
salinizadas el transporte de magnesio disminuye, comparado con el de
potasio y calcio; sin embargo reportan que no observan clordsis en las
hojas lo cual es signo de deficiencia de magnesio. Estos mismos
autores reportan que la deficiencia de magnesio pudiera contribuir en
la disminucidn del crecimiento de la planta cuando es sometida a
esfrés salino. Donavan, et al, en 1997, mencionan que el
mantenimiento de una concentracién adecuada de magnesio en los
tejidos es importante debido a que el magnesio es cofactor en la
actividad de l|la ATPasa del tonoplasto, organelo crﬁcial en la

compartamelizacion de los iones; ademas que el magnesio es
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necesario para la transduccion de las proteinas en presencia de éltas
concentraciones de Na“. |

La aparente pérdida de selectividad dz! cultivar “Pavon” crecido a
150 mM kde sodio pudiera estar relacionada con una pérdida de
magnesio, afectando funciones celulares, sobre todo las de
compartamentalizacion, lo que provocaria un aumento de la
concentracién de sodio a niveles toxicos en el citosol.

Jescke y Nassery, en 1981, trabajando con trigo, girasol y
cebolla, encontraron a traves del meétodo de analisis de
compartimentos, que en las células radiculares de las tres especies, el
trigo tiene mayor flujo de sodio cuando el potasio estd ausente. Al
agregarse el potasio al medio, el trigo tiene el menor flujo de sodio y la
menor concentracidon de sodio en el citoplasma y vacuola. Ademas de
ésto, el potasio induce la expulsidon del sodio soélo en-las células
radiculares de trigo, indicando que el mécanismo de recambio Na™-K",
a través del plasmalema, es altamente eficiente en esta especie. Estos
autores concluyen que de la misma manera que lo encontrado en
cebada, la selectividad del trigo al potasio por el sodio a niQeI radicular
esta dada por: (1) una eficiente competencia entre el sodio y el potasio

(2) por bombas de captacion de potasio y de expulsion de sodio en la
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membrana plasmatica y (3) por un sistema que incorpora sodio del
citoplasma a la vacuola, intercambiandolo por potasio.
2. Caﬁtenido cationico en vastago

De manera general la distribucion cationica en el vastago sigue
el mismo patron que el de la raiz. El sodio y el potasio se acumulan
masivamente en el tallo y las hojas y de manera especifica el calcio y
el magnesio disminuyen en ambos érganos, siguiendo también un
patron 'que mas adelante discutiremos.

El efecto de la salinidad en muchas plantas esta determinado por
la cantidad de ion que es incorporado por la planta, por la subsecuente
distribucion de este ion en la planta y por la interaccion con otras
caracteristicas, como vigor o la eficiencia del uso del agua. De esta
manera, aun cuando la cantidad del ion transportado revela las
caracteristicas del sistema radicular, es la concentracion final del
mismo en la hoja el responsable del dano. La pérdida de la
productividad de la hojé da como resultado la disminucion de Ié
productividad de la planta ( Yadav, et al., 1996).

En trigo, la sensibilidad a la salinidad ha sido relacionada con la
concentracion de sodio en el vastago y la tolerancia se considera

dependiente de la habilidad de la planta para excluir sodio del mismo
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(Davenport, 1997). Se reconoce también que al crecer en altas
concentraciones de.NaCI, tanto el sodio y como cloro son acumulados,
pero solo el sodio produce toxicidad en la planta cuando se acumula
en altas concentraciones (Kingsbury y Epstein, 1986).-

Los resultados de esta investigacién muestran no sélo una
selectividad entre el sodio y el potasio por parte de la raiz, como ya se
ha indicado y se ha reportado para los trigos hexaploides (Gorhman,
1994), sino también una compartamelizacion del sodio a nivel
radicular.

Como yé se menciond, las vias de acceso de los idnes a la
planta son a través de las rutas simpldstica y apoplastica. Por esta
razén, la raiz juega un pépel importante en la entrada y acumulacion
de iones en la planta (Jeschke y Nassery, 1998; Davenport, Reid y
Smith 1997).

Los resultados indican que de la cantidad total de sodio
acumulado en la planta, en los tratamientos a 75 y a 150 mM de NaC|,
el 50% de este ion se acumula en la raiz y el resto (50%) entre el tallo
y la hojas. Datos similares son encontrados por Kingsbury y Esptein,
en 1986. Del total acumulado de sodio, 41% se encontlrc') en el vastago

y 59% en la raiz, para el caso de un cultivar sensible y el tolerante
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acumuld 29% en vastago y 71% en la raiz. Salma, ef al., en 1994,
trabajando con trigo, encontraron que tanto en la variedad tolerante
“Kharchia” v en la sensible “T-79", el sodio se distiibuye en un 50% en
ef vastago y un 50% en la raiz.

Por lo anterior, la raiz juega un papel importante en la cantidad
de sodio acumulado en las hojas, el cual finaimente tendra el efecto
negativo en e‘I crecimiento de la planta (Davenport, 1997).

3. Contenido cationico ern tallo

A nivel del vastago, el tallo juega un papel importante en la
acumulacion de sodio en las hojas. En ambos tratamientos, 75 y 150
mM de NaCl, del total de sodio acumuiado en la planta, solo el 50% se
encuentra en el vastago y de esta cantidad poco menos de la mitad se
acumula en el tallo, de tal forma que de la acumulacién fotal de sodio,
solo 30% se acumula en las hojas (Tabla 5).

Wolf, et al, en 1991, reportan en sus experimentos con cebada,
que el tallo tiene un papel importante en la distribuc'ic’)n del sodio
absorbido y translocado hacia el tejido foliar. El tallo distribuye mayor
cantidad de sodio hacia los tejidos viejos y menor hacia Ios; jovenes de

la planta.
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DISTRIBUCION CATIONICA EN TALLO

{mmoles/g peso seco)

NaCl mM Sodio Potasio Calcio Magnesio

0 0.050 + .007 0.681 + .071 |0.115 £ .004 {0.021 + .001

75 0.325 + .031 0.857 + .071 ]0.061 + .004 |0.017 = .001

150  10.467 + .024 0.964 + .034 ]0.053 + .004 {0.013 + .001

Tabla b

Efecto del Cloruro de Sodio en la acumulacion de cationes a nivel del Tallo a los
28 dias después de la siembra en cada uno de los tratamientos.

Es importante analizar que del total de potasio acumulado, el
52% en ambos tratamientos esta acumulado en el tallo, lugar donde
podria jugar un papel importante en la osmoregulacién y reabsorcion
del sodio.

El calcio y el magnesio siguen el mismo patrdn que la raiz,
conforme aumenta la concentracion de sodio en el tejido, estos
cationes se pierden, sin embargo el comportamiento no es lineal con €l
estrés.

4. Contenido catidnico en hoja

Siguiendo la metodologia de esta investigacion, a los 30 dias
después de la siembra las plantas de Triticum aestivum cv. Pavon, sin
importar el tratamiento, tenian cuatro hojas completamente

desarrolladas. La numeracion utilizada fue #4 para la hoja mas joven
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pero completamente abierta y' #1

senescente.
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Figura 9

Efecto de [a salinidad en el contenido de Na* en las hojas de Trificum
aestivum cv. Pavén. Los numeros dentro de la grafica (#) indican la edad
de la hoja, siendo el valor mas alto pra la hoja mas joven.
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La distribucion de los cationes en las hojas de las plantas de

trigo en el tratamiento control fue variable. El sodio y el magnesio se

encuentran en concentraciones similares en todas las hojas, sin

importar la edad. El potasio es ligeramente mayor en las hojas mas

jovenes y el calcio sigue un patron marcadec de concentracion,
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aumentando significativamente conforme envejece la hoja (Figuras 9-
12). Weimberg, en 1987, encontré un patréon similar de distribucion
para el caso del potasio en plantas de trigo nc salinizadas.

Para el caso de las plantas experimentales, el sodio aumento en
todas las hojas conforme aumentd el sodio en las solucién nutritiva
(Figura 9). El patron de distribucion del sodio fue similar en ambos
tratamientos (75 y 150 mM de NaCl), aumenta significativamente en
todos los casos conforme aumenta la edad de la hoja. Bernstein, en
1995, trabajando con sorgo salinizado a 100 mM, encontrd que el
sodio aumentaba en 40 a 60% con respecto al control, siendo mayor la
concentraciéon en las hojas mas adultas.

Colmer, et al, en 1995, trabajando con la variedad tolerante
“Spring”, encontraron una distribucién similar de sodio a los 18 dias de
crecimiento a 200 mM de NaCl. Estos autores encontraron que la
concentracion de sodio en la hoja No. 1, .Ia mas vieja fue de 3,300
uM/g PS y en la hoja No. 4, la mas joven fue de 266 uM/g PS. Por otro
lado, Munns, et al, en 1995, reportan, para la variedad tolerante
“kKharchia” creciendc; por 21 dias a 150 mM de 'NaCI, una

concentracion de sodio en la tercera hoja de 270 uM/g PS. En nuestra
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investigacidn encontramos 460 uM/g PS en la misma hoja, a los 30
dias de crecimiento en 150 mM de NaCl, desde la germinacion.

Este resulfado es importante éi consideramos lo reportadc por
Yeo, et .a_l., en 1985. Estos investigadores encontraron en arroz
salinizado un patrén de distribubién del sodio en las hojas similar al de
esta investigacion. El dato interesante es que la tasa de asimilacion
neta para el CO, (umoies)mz.seg) disminuye de la misma forma, entre
mas sodio en la hoja, mayor es al disminucién de la fijacion de COa..
Yeo, et al, en 1985, concluyen que la disminucion de la .ﬁjaci()n de CO;
en las plantas salinizadas se da primeramente en las hojas mas
adultas donde se acumula el sodio en mayor cantidad.

La concentracion de potasio en hojas de las plantas
experimentales a 75 y 150 mM NaC! (Figura 10), aumenta conforme
aumenta I-a concentraciéon de sodio en la hoj_a; sin embargo cuando
este ion rebasa la concentracién de 500 umoles/g P.S., el potasio se
empieza a perder del tejido foliar (Figuras 9 y 10). Salama, et al., en
1994, encuentra un patrén similar, el sodio aumenta en’el vastago
hasta que la concentracién de sodic en el medio de crecimiento
alcanza 100 mM, momento en el cual el potasio se empieza a perder

del vastago. Gorham, en 1994, reporta para los trigos hexaploides,
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que en salinidades externas menores a 100 mM de NaCl, la
discriminacion entre el K y Na” resultan en concentraciones bajas de
sodio en la hoja -y un mantenimiento siinilar de potasio que el de las

- plantas control.
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Figura 12

Efecto de la salinidad en el contendido Mg™* en las hojas de Triticum
aestivum cv. Pavon. Los numeros dentro de la grafica (#) indican la edad
de la hoja, siendo el valor mas alto para la hoja mas joven.
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Se ha_reportado para Triticum aestivum, que el grado de
tolerancia correlaciona inversamente con la concentracion de sodio
acumulada en las hojas (Schatamnan, et al,1991). Por olro lado,
Colmer, et al, en 1995, comentan que la tolerancia en cereales esta
asociada a la acumulacion de sodio en las hojas viejas y a un continuo
transporte de potasio. Kent y Lauchli, en 1985, mencionan que la
selectividad de las blantas entre potasio y sodio es un factor
importante en la tolerancia a la salinidad.

El potasio en ‘cereales juega un papel importante en el ajuste
osmoético, juntamente con los solutos organicos de bajo peso
molecular (Colmer, et al, 1995). Estos autores reportan que en la
variedad .“chinese spring” al ser salinizada durante 18 dias, solutos
como asparagina y glicinbetaina aumentan considerablemente y la
prolina y la glucosa libre se mantienen estables. Interesante es notar
que el patron de acumulaciéon de estos solutos es similar al patrén de
acumulaciéon del sodio, mayor en la hojas viejas y menor en las
jovenes.

El mantenimiento adecuado de potasio es necésario para
continuar con el crecimiento, ya que participa en el mantenimiento de

la turgencia celular y es clave en el funcionamiento de algunas
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enzimas (Greenway y Munns, 1980; Leigh y Wyn Jones, 1984). Una
concentraciéon de potasio entre 100 a 150 mM es requerida en el
citoplasma para la sintesis de proteinas. Ademas, el sodio no puede
ocupar Ia_ funcion celular del potasio, independientemente de la
resistencia del cultivar (Zsoldos, et al., 1990). Por otro lado, Brugnoli y
Bjorkman, en 1992, encuentran que el algodén salinizado acumula una
gran cantidad de sodio en las hojas, pero al mismo tiempo mantiene
una gran cantidad de potasio en las mismas. Estos autores concluyen
que esta caracteristica es crucial para mantener la integridad de los
sistemas fotosintéticos bajo un estrés salino y por lo tanto un
importante prerequisito para la tolerancia salina.

En resumen, los resultados en la relacién sodio/potasio de las
hojas de Triticum aestivum cv. Pavon salinizado a 75 mM y 150mM
fueron los siguientes:

1. La concentracién de sodio disminuye de la hoja mas vieja a la

mas joven en ambos tratamientos.

2. La concentracidon de potasio aumenta de la hoja mas vieja a la

mas jovén en ambos tratamientos.

3. El potasio en una misma hoja disminuye solo si la

concentracion de sodio rebasa los 500 pmoles/g Peso Seco
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4. La relacion K'/Na" aumenta de la hoja mas vieja a la hoja mas
joven, siendo los resultados para el tratamiento a 75 mM de

0.871.a 5.50 y del tratamierito a 150 mM de 0.275 a 3.727
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Figura 11 ‘ .

Efecto de la salinidad en el contenido de Ca’” en las hojas de
Triticum aestivum cv. Pavon. Los numeros dentro de la grafica
(#) indican la edad de la hoja, siendo el vaior mas alto para la

hoja mas jéven.
El mismo patron de distribuciéon fue encontrado por Wolf, et al.,
en 1991, trabajando con sorgo salinizado a 100 mM. Estos autores en
unas de sus conclusiones afirman que el talio es de vital importancia

en la acumulacion de sodio en el tejido foliar.
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El calcio, como lo hemos meﬁcionado, es de vital importancia en
la funcionamiento de la membrana plasmatica (Gorhjam y Bridges,
1995) y el correcto ensamble de la gared (Kafkafi y Bernstein, 1996).

Por otro lado, uno de los sintomas de toxicidad%sédica es la
disminucién de calcio en- el vastago (Davenport et al, 11997). En esta
investigacion se encontré que el balcio disminuye @conforme la
concentraciéon de sodioc aumenta en las hojas. Segun ITOS resultados
(Figura 9 y 11) la acumulacién de 100 pmoles de N:a*'/g P.S. es
suficiente como para desplazar la mitad del calcio en |a ht;Jja mas joven
de la planta. Sin embargo, a excepcion de los cas:os donde la
concentracién de sodio alcanza 500 ymoles de Na'/g P.;S., el potasio
siempre se acumula en. las hojas, indicando la integi‘ridad y buen
funcionamiento de la membrana (Velasco, 1994).

Por lo anterior, creemos que a excepcion de los ca:sos donde la
concentracién de sodio provoca perdida de potasio, la membrana se
encuentra integra y funcional, y por lo tanto el calcio que se pierde del
tejido foliar (Figura 11) proviene de la pared celular en Qin proceso de
intercambio i6nico. Esto mismo se puede notar en la figLira 9y 11, en

donde es evidente en una misma hoja la acumulacién de Na" y la

perdida de Ca'". Como se puede observar, no hay una perdida mayor
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de calcio (por ejemplo en la hoja 1), ain cuando aumente la cantidad
de sodio en la hoja o en la solucién nutritiva, 1o cual cqrrobora el hecho
de que se trata de un intercambio idnico a nivel de |a pared celular en
donde el calcio se encuentra mayoritariamente asociado a pectinas
acidas (Marschner, 1986).

Por otro lado, Dayenport et al., en 1997, mencirona_n que es dificil
distinguir si el proceso que lleva a la pérdida de calcio medido en peso
seco es producto de una pérdida apoplastica de calcio en pared o una
disminucion de la toma de calcio, producto de la salinizacion. Sin
embargo, apuntan que debido a que el caicio es requerido en la pared
celular, asi como en funciones citoplasmaticas, el mantenimiento de
un adecuado nivel de calcio es necesario para el crecimiento de la
planta.

Como ya se menciond, el magnesio no sigue un patron muy
defin-ido en las plantas control. La tendencia no significativa es que
exista mas en las zonas mas adultas. Sin embargo, cuando la plantas
son sometidas a estrés, se pierde hasta el 70 % de magnesio con
respecto al control (Figura 12). La pérdida de magnesio né tiene una
relacion directa con la acumulacion de Na* en la hoja, aparentemente

son independientes.
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El magnesic se distribuye tanto en pared, asociado a pectinas,

como en citoplasma, pero principalmente se encuentra asociado a la
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Figura 11

Efecto de la salinidad en el contenido de Ca”™ en las hojas de
Triticum aestivum cv. Pavon. Los nimeros dentro de la grafica
(#) indican la edad de la hoja, siendo el valor mas alto para la
hoja mas joven.
molécula de clorofila en los cioroplastos. Por lo anierior, al no

encontrarse pérdida de clorofila, sino por lo contrario, las plantas

salinizadas presentan una mayor concentracion de clorofila por unidad
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de area (Figura 13), creemos que la mayor parte del magnesio perdido
proviene de la pared, donde es intercambiado por el sodio

Ber.nstein, et al en 1995, trabajando con sorgc encontraron que
la salinizacién provoca un pérdida de magnesio en las hojas,
disminuyendo de la base a la punta de la planta; esto es, de las hojas
mas adultas a las mas jovenes. En esta investigacion, el magnesio se
pierde por la salinizacién, sin importar la edad de -Ia hoja o la posicion
en la planta, solo al aumentar la cantidad de NaCl en el medio

nutrit_ivo.
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lIl. Efectos en los procesos primarios de la Fotosintesis

El crecimiento de las plantas esta directamente influenciado por
la cantidad y calidad de luz que éstas reciben duraﬁte su desarrollo. La
luz es necesaria no solo como la fuente energética de la fotosintesis,
sino también como activador y modulador de las respuestas
morfogénicas (Anderson, 1986).

El proceso fotosintético en las plantas permite capturar la
energia solar incidente en energia quimica en forma de ATP y NADPH
y utilizar éstas para la transformacién del CO, en carbohidratos y
biomasa. Sin energia electromagnética no hay fotosintesis. De esta
manera, no es de sorprenderse que las plantas han desarrollado una
serie de respuestas hacia los cambios en la luz, el factor
medioambiental mas importante en este proceso ( Baker y Ort, 1991).

El crecimiento de un planta y la produccién final de un cultivo
dependen primeramente de dos factores (Gieger, 1991):

1. Qué tan eficientemente la luz incidente es usada para la

asimilacion de bidxido de carbono.

2. Qué tan eficientemente este carbono asimilado es distribuido |

entre todas las partes de la planta
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Estos procesos no requeririan ningﬁna regulacion si las
condiciones ambientales fuéran ideales; es decir, donde todos los
' parémetros medioambientales estuvieran estables. Sin embargo, en el
medio que rodea a la planta, las condiciones son modificadas
constantemente a lo largo del dia y durante las estaciones del afo. Por
ejemplo, una planta podria estar bajo la sombra de una nube y
repentinamente ser iluminada por un claro de sol con intensidades
luminicas saturantes, ;coémo controla Ia planta estas variaciones, de
tal manera que se mantenga un eficiente uso de la energia luminica
para la asimilacién de bioxido de carbono? Tal vez, el factor mas
importante que le permite a un planta .mantener el uso eficiente de la
energia luminica en un medio ambiente contrastante es la habilidad de_
preservar un balance entre los distintos procesos que convierten la
energia luminica en biomasa, siendo estos:

a. Absorcion de 1a energia vs. Generacion de NADPH y ATP

b. Generacion de NADPH y ATP vs. Asimilacién de CO2

c. Asimilacion de CO, vs. Sintesis de Sacarosa y almidon

d. Sintesis de Sacarosa y almidon vs. Uso de los fotoéintetatos

Cuando estos procesos entran en un desbalance,

automaticamente se encienden mecanismos de control interno. Este
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control puede darse a nivel enzimatico, por regulacién de las vias
metabdlicas involucradas o por regulacion de los mecanismos de
absorcién de energia, tariio a nivel de pigmentos como‘ a nivel de
centros de reaccion y acarreadores electronicos (Gieger, 1991; Horton
y Ruban, 1992). |

En condiciones de estrés abidtico, estos desbalances se
acentuan. La cantidad de energia luminica que llega a los fotosistemas
pudiera no ser saturanie, pero debido a que el uso de esta energia se
encuentré disminuida, los procesos de absorcién de luz son los
primeramente afectados (Bjorkman, 1987, Falk, et al., 1994). Por tanto,
mecanismos de control de la excitacién y la absorcion de luz son
encendidos para liberar el exceso de energia, manteniendo el balance
entre la captura de la energia fotonica y la conversion de ésta en
energia quimica, reduccion del CO, en azucares y el uso de éstos en
el crecimiento (Horton y Ruban, 1992). Cuando la luz absorbida
sobrepasa los requerimientos de la fotosintesis, la energia capturada
es disipada predominantemente como calor y fluorescencia de Ia |
clorofila «, evadiendo de esta manera un proceso de fdtoinhibicién_

(Sharman y Hall, 1991; Falk, et al., 1994).
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Como ya se ha mencionado, la salinidad en los suelos es uno de
los principales problemas abi()ticos que afectan el crecimiento de las
plantas. El crecimiento de las plantas depende del procesc
fotosintético, el cual se vé af'ectado en proporcion a la concentracion y
tipo de sal que se encuentre én el suelo ( Singh y Dubey, 1995).

La salinidad afecta la|fotosintesis de manera distinta en cada

planta. Por ejemplo: la apertura estomatica, la presion intracelular de
CO,, la concentracic’)n de pi}lgmentos, la estructura del cloroplasto, el
acarreo electrénico y la fijaéién .de CO; (Wingnarajah y Baker, 1981;
Seemann y Critchley, 1985, Seemann y Sharkey, 1986; Carter y

Cheesman, 1993 ).

En estas condiciones! la energia absorbida por los plantas
|

. . |
salinizadas pudiera estar en exceso para su uso en el proceso

fotosintético. En 1989, Neally Melis, trabajando .con Chlamydomonas

“reinhardtii, reportaron que lasalinidad promueve la fotoinhibicion de la

|
fotosintesis. "

Los resultados encon’érados en esta investigacion fueron ios

siguientes: ‘
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A. Efectos en la concentracién de Clorofila

En la figura 13 se puede observar que la concentracion de clorofila
total por .unidad de peso seco aumenta significativamente conforme se
incrementa la concentracién de NaCl en el medio de cultivo. Brugnoli'y
Bjorkman, en 1992, trabajando con algodén encuentran un incremento

de hasta el 40% de la clorofila total.

mg Chl/g.PF
vl

-50 0 50 100 150 200

NaCl mM en el medio

Figura 13

Efecto de la salinidad en el contenido de clorofila total de Triticum
aestivum cv. Pavén a los 28 dias después de la siembra segun el
tratamiento . n=5
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Figura 14

Efecto de la salinidad en el contenido de clorofila “a”, “b”" y la relacion clorofila
a/b en Triticum aestivum cv. Pavon a los 28 dias después de la siembra en
cada uno de los tratamientos. n=5

El incremento de clorofila total encontrado en esta investigacion
con trigo esta dado por un aumento en la concentracién de Clorofila “a”
con respecto a la Clorofila “p" (Figura 14). Esta diferencia también se

observa en un cambio de la relacién Clorofila a/, habiendo un

aumento hasta de un 38% en el tratamiento a 150 mM de NaCl con .

respecto al control.
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Li y Ong, en 1998, trabajando con Acrbstichum aureum
encontraron un incremento de la relacién de clorofila a/b de un 23%
cuando las plantas eran expuestas a 170 mi 1 de NaCl; la clorofila total
también aumenta en un 27%. Krishnaraj, et al, en 1892 trabajando
con dos variedades de trigo con diferente sensibilidad al Na',
encontraron en ambas un aumento del 40% en la clorofila total, siendo
la concentracion de clorofila “a” la que se modifica primordialmente. La
relacién de Clorofila a/ aumenta significativamente en un 10%.
Sultana, et al, en 1899, trabajando con arroz encontraron gue aun
cuando la concentracion total de clorofila por gramo de tejido fresco
disminuye significativamente conforme aumenta la cantidad de sal en
el medio, la relacion de clorofila a/b aumenta significativamente, sin
embargo no discuten lo encontrado en su investigaciones. Un daté
interesante es lo encontrado por Panneerselvam, et al., en 1997, en
rabano; cuando las plantas son salinizadas hasta 80 mM por sesenta
dias la concentracion de clorofila disminuye casi en un 50% y la
capacidad fotosintética neta (umoles COx/m?seg) en un 39%. Sin
embargo cuando a estas plantas se les aplica uﬁ fungicida
(Triadimefén), el cual tiene efectos de regulador del crecimiento, la

clorofila, en presencia del estrés salino aumenta en un 90% vy la
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capacidad fotosintética en 64%, siendo evidente la participacion del
pigmento en la recuperacion de la eficiencia de fijacién de CO; y por
ende en el crecimiento de la planta bajo estrés salino.

Anderson, en 1986, reporta que los cambios en la relacion entre la
clorofila a/b, estan relacionados a un cambio en la relacion de
membranas tilacoidales apiladas vy las no apiladas dentro del
cloroplasto, todo esto bajo condicionés contrastantes de intensidad
luminica (sombra vy sbl). Los cambios de apilamiento estan
directamente ligados a un cambio en la cantidad de cada fotosistema.
Se reconoce que el fotosistema Il {PSil) se encuentra distribuido en las
zonas apiladas y el fotosistema | (PSI), el citocromo b/f y la ATPasa se
encuentran distribuidos en la zona no apilada (Anderson,1986).

Chow, et al, en 1990, sugieren que esto cambios estequiométricos
entre los fotosistemas se relacionan con ajustes adaptativos para
incrementar la eficiencia cuantica fotosintética. Es bien conocido que
las plantas creciendo en sombra y las plantas creciendo en luz directa
del sol tienen velocidades distintas de acarreo electronico y fijacion de
CO,, sin embargo la eficiencia cuantica en ambos casos és la misma
(Anderson, 1986). Carter y Cheesman, en 1993, encontraron en

plantas de lechuga salinizada un incremento en la relacion clorofila
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a/b, asi como una disminucion en el grado de apilamiento de los
cloroplastos obtenidos de plantas salinizadas. Los autores relacionan
este cambio a uii proceso de regulacién de la energia de excitacién y
no a un efecto de la salinizacién, ya que estos cambios son reversibles
cuando la salinidad es eliminada. Hibino, et al., en 1996, trabajando
con  cianobacteria halotolerante  (Aphanothece  halophytica)
encontraron que la hipersalinidad aumenta la concentracion de
clorofila “a “ y PSI, mientras que la concentracion de PSIl y citocromo
b/f permanecen constantes. Keiper, et al, en 19898, trabajando con
Eucalyptus encdntraron que en plantas provenientes de cultivos
celulares adaptadas a la salinidad, la estructura del cloroplasto se
pierde, disminuyendo el grado de apilamiento, aumentando el espacio
del lumen e incrementandose los granulos de almidon; sin embargo, la
eficiencia fotoquimica para PSIl no se modifica, aun cuando la
liberacién de oxigeno disminuye al aumentar la salinidad en el medio
de ensayo. Por otro lado, en esta misma investigacion se encuentra
también que el nimero de cloroplastos por células aumenta en un
100%, sin embargo la cantidad de clorofila por unidéd de area
disminuye. Estos autores concluy./en que los cambios en la estructura y

la cantidad de pigmentos de! cloroplasto pudiera ser una respuesta
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adapiativa para prevenir un dafo de la fotosintesis al reducir la
posibilidad de fotoinhibicion del fotosistema Il. Datos similares fueron
encontrados por Hernandez, et al., en 1995, quienes trabajando con
chicharos _‘salinizados, encontraron que la clorofila disminuye y la
eficiencia de PSIl no se modifica, pero la estructura del cloroplasto se
modifica existiendo menor grado de apilamiento y acumulacion de
granos de almidon. Salma, et al, en 1994, trabajando con las
variedades “Kharchia” (lolerante) y “T-79” (sensible) de Triticum
aestivum encontraron' que la salinidad disminuye la concentracion de
clorofila; sin embargo provoca un aumento de la relacién clorofila a/b y
modifica la estructura del cloroplasto encontrdndose menos
apilamiento de los tilacoides, granulos de almidén y mayor espacio del
lumen en los cloroplastos de las plantas salinizadas. En este
experimento el aumento de la relacidn de clorofila a/h se da con mayor
magnitud en las plantas sensibles. Estos autores relacionan este dato
con un disminucion de los complejos antena dé PSII, debido que la
mayor parte de la clorofila » se encuentra en estos complejos, o cual
es similar a los cambios dados en las plantas creciendo a ihtensidades

de luz variables.
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Anderson, en 1986, henciona .en sus estudios con plantas
sometidas a sol o sombra, que el incremento de la relacion clorofila a/b
es inversamente proporcional al grado de apilamiento dal cloroplasto, |
y este grado de apilamiento es a su vez inversamente proporcional a
la relacién fotosistema /1l (PSI/PSI). Los datos indican que plantas
creciendo a la luz directa del sol tienen una relacién de clorofila a/b de
3, un bajo grado de apilamiento de las membranas tilacoidales y una
relacién mayor entre PSI/PSII, con respectora las plantas de sombra.
Por lo tanto, las hojas de las plantas de sombra absorben mas luz que
las de sol. Baker y Ort, en 1991, mencionan que el fotosistema |
funciona como un drenador de energia del fotosistema Il. Esto significa
que entre mas PSI con respecto a PSIl, mucho mas eficientemente se
drena la energia que se acumula en PSII, ya que ésto, mencionan los
autores, no depende del flujo ciclico o aciclico, los cuales se ha
comprobado que in vivo funcionan a la misma velocidad bajo cualquier
condicion luminica (Melis , 1991).

Por otro lado, se han descubierto también diferencias en el tamafio
de antena de PSIl en las plantas creciendo en sombra y en sol directo,

siendo mayores las de sombra y menores las de sol. En las primeras
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con el propdsito de captar la mayor cantidad de fotones y en las
segundas la menor cantidad de ellos (Anderson ,1986).

En condiciones de estrés, la energia que llega a los centros de
reaccioén no puede ser utilizada tan eﬁcienterﬁente debido a que los
procesos de conversion- de ésta en energia quimica y el uso de
NADPH y ATP se encuentran restringidos, por lo cual dicha energia de
excitacion debe ser liberada por algin mecanismo no fotoquimico.
Como se menciond, los cambios de concentracion de clorofila estan
relacionados con cambios en el tamafio de los compliejos antena. Ei
cambio de proporciones de clorofila-a y b en las plantas salinizadas
pudiera también estar asociado (no se tienen datos) con un cambio del
tamafo del complejo antena. Una antena menor en las plantas bajo
estrés ayudaria a disminuir la absorbancia del cloroplasto y asi
disminuir la cantidad de energia llegando a los centros de reaccion de
PSIl. Seeman y Critchley, en 1985, trabajando con frijol comun,
encontraron que la salinidad disminuye la absorbancia de los
cloroplastos en un 7 %, comparado con el control.

En conclusidon, creemos que los cambios estrucfurales del
cloroplasto en las plantas salinizadas, les permiten controlar el flujo de

excitacion, llegando especificamente a PSIl, ya que al haber una
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disminucidon del grado de apilamiento en las membranas del
cloroplasto, asi como del tamafio del compleja antena, ﬁene como
resultado una reduccion de la absorbancia del mismo y un aumento
de la transmitancia. En relacion directa con el aumento de la relacion
de clorofila a/b esta el.hecho de un aumento de PSI en las plantas
salinizadas. Esta condiciéon también tiene un efecto directo en la
reguladién del fiujo electrénico y la presién de excitacion en PSI|, ya

que al haber mas PSI la oxidacion de PSll es mas rapida.

B. Efectos sobre la eficiencia Fotoquimica de PSIl (Fv/Fm)

La eficiencia de captura de fotones por los fotosistemas puede ser
caiculado a través del producto de la eficiencia fotoquimica. Como ya
lo hemos mencionado, el producto de la eficiencia fotoquimica (Fv/Fm)
es la probabilidad de captura fotdnica por el centro de PSII, cuando
éste se encuentra abierto (oxidado). La eficiencia fotoquimica (Fv/Fm)
es la relacidén que existe entre la fluorescencia variable (Fv = Fm-Fo) y
la fluorescencia maxima (Fm) de PSIl que se emite cuando la
plastoquinona estd compietamente reducida y no se puede flevar a

cabo otra separacién de carga, y la fluorescencia minima (Fo), es la
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emision de fluorescencia por los complejos antena y el centro de

reaccion de PSll antes que se libere el electron.
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Figura 15

Efecto de la salinidad sobre el rendimiento fotoquimico para PSII en Triticum
aestivum cv. Pavon 28 después de las siembra en cada uno de los tratamientos.
n=14.

Las modificaciones en el producto de la eficiencia fotdquimica de
PSH! son indicio de cambios en el estado de los centros de reaccion de
PSIl, por efectos en: l.(1) La estructura del fotosistema (2) El
acoplamiento de sus partes (3) La constante de decaimiento no
fotoquimico y/o (4) La velocidad de acarrec electronico (Shabala, et

al., 1998).
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La Figura 15 muestra que el producto de la eficiencia fotoquimica
para PSII no se modiﬁca sustancialmente, de hecho se incrementa
significativamente con el aumento de NaCl en el medio de cultivo, de
0.727 en las plantas control, 0.782 y 0.793 en las plantas creciendo a
75y 150 mM de NaCl, respectivamente.:

Li y Ong, en 1998, trabajando con Acrostichum aureum reportan un
incremento en los valores de Fv/Fm, el cual es lineal al incremento de
la liberacion de oxigeno y el incremento de la relacion clorofila a/b. En
base a estos resultados Lin y Ong (1998) concluyen que el incrementd
de la relacién clorofila a/b es indicativo de una disminucion de tamario
de la antena de PSII, lo cual corresponde con la disminucion del valor
de la fluorescencia minima (Fo). De esta manera, la respuesta de
estas plantas es similar a lo encontrado en plantas expuestas a un
estrés luminico elevado, sugiriendo due el incremento del estado de
reduccion de Qa pudiera actuar como sefal para la aclimatacion del
aparato fotosintético.

Por- otro lado, los resultados en frijol (planta sensible) y algodoén
(planta tolerante); sugieren que la eficiencia fotoquimica péra PSIi no
se modifica, pero si disminuye la velocidad de liberacién de oxigeno

(Brugnoli y Lauteri, 1991), como lo encontrado en esta investigacion.
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Brugnoli y Bjorkman, en 1992, trabajando con algoddn, demuestran
que auln cuando hay una disminucién en la capacidad fotosintética,
medida como fijacion de CO0,, no hay cambios en la capacidad de la
absorcion de |luz como tampoco las hay en la eficiencia de conversion
de energia luminosa en energia quimica.

La Figura 16 rhhuestra que las fluorescencias maxima, minima y
variable también disminuyen proporcionalmente conforme aumenta la
salinidad en el medio de cuitivo. Sanjay, et al, en 1991, trabajando con
la variedad HD-2329 de Triticum aestivum salinizado a 100, 300 y 600
mM de NaCl durante siete dias, reportan resultados similares a los
encontrados en esta investigacién. Estos autores concluyen que la
salinidad no afecta la eficiencia fotoquimica de PSII, sin embargo se
debe hacer notar que el estrés se aplicd en un momento especifico del
crecimiento de la planta y por un periodo de siete dias.

Horton y Boyer, en 1991, mencionan que un patron de
fluorescencia como el encontrado en esta investigacién es indicio de
un aumento en la constante de decaimiento térmico a nivel de
complejo antena pero sin efectos en la eficiencia fotoquimica para
PSIl. Dicho de otra manera, el valor de Fo se sabé es producto de la

i

transferencia de excitones en el complejo antena hacia el centro de
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reaccion de PSII. Este valor es independiente del estado redox de Qa,

pero varia con la densidad de excitones llegando al compiejo antena.

700 -
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Figura 16

Efecto de la salinidad en los parametros de fluorescencia Fm, Fv, Foen
Triticum aestivurm cv. Pavén a los 28 dias de la siembra segun el
tratamiento. n=14

Como se observa en la Figura 16, Fo disminuye, ésto podria estar
dado por un aumento en la eficiencia de absorcién del centro de
reaccion de PSIl; sin embargo, Fm también disminuye en la misma

proporcion, por lo que la disminucién de la fluorescencia variable se
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explica por un decaimiento térmico de la excitacion a nivel del
complejo antena, lo cual mantiene o incrementa la eficiencia de
fotoquimica de PSIl.

Por otro lado, la disminucién proporcional de Fm y Fo esta
relacionado con cambios de estado. Al existir una sobrereduccion de
QA, la antena periférica del PSll es fosforilada y sale de la zona de
apilamiento y migra hacia la zona no apilada del tilacoide, liberando su
energia sobre el PSI (Anderson, 1986). 'Preston,_ et al, en 1987
menciona que entre mayor apilamiento exista en un cloroplasto, menor
sera la perdida de energia por el proceso de “spill over” ya que las
distancias entre los fotosistemas son mayores. Sin embargo, en
cloroplastos que presentan poco apilamiento de sus tilacoides, gran
parte de la energia de excitacién es disipada por procesos de cambios
de estado y “spill over” Estos mismo autores encontraron que los
cationes son necesarios para el proceso de apilamiento, siendo los

cationes divalentes mas efectivos.
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C. Efecto sobre las variables de Trabajo‘ fotoquimico (gP) y

Trabajo no Fotoquimico (qNP)

Como ya lo hemos mencionado, segun el planteamierito G2 Butler,
et al, en 1977, la energia de excitacion que llega a los centros de
reaccion a través de los complejos antena es usada en parte para
realizar trabajo fotoquimico (Kp), parte se pierde como calor (Kd) y
parte puede ser transferida a otros sistemas por cambios de estado
(Kt) ylo por eventos de “spill over’ o transferencia de energia a
pigmentos no flucrescentes a temperatura ambiente (Kf).

La Figura 17 muestra la liberacién de energia producto del trabajo
fotoquimico (qP). Se puéde observar que conforme aumenta el flujo
fotonico, aumenta la energia de excitacién y la presién de reduccion
sobre QA (1-qP), dando como resultade una disminucién en el uso de
la energia de excitacion para trabajo fotoquimico en PSII .

De manera inversa, la figura 18 muestra la Iiberaﬁién de energia a
través de trabajo no fotoquimico (qNP). Al aumentar el flujo foténico y
la presion de reduccion de QA, la energia liberada a través de eventos
térmicos aumenta. Es interesahte notar que en los tratamieﬁto a 75mM
y 150mM liberacién térmica aumenta mas rapidamente que el control,

indicando que la presidén de reduccion sobre QA aumenta con mayor
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velocidad conforme aumenta la densidad de flujo foténico. Salma, et
al., en 1é94, tlrabajando con un cultivar tolerante ¢a trigo, Kharchia,
encontraron qua la salinidad incrementa los valores de qNP de 0.65
(control) a 0.775 (100mM de NaCl) utilizando una sola intensidad de
luz, 1100 pmoles/m® seg. Esto demuestra que la salinidad provoca ia
liberacion de._‘w!a energia de excitacibn por mecanismos no-

fotoquimicos.
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Figura 17

Efecto de la salinidad en el producto fotoquimico (gP) de
Trticum aestivum cv. Pavén a los 28 dias después de la
siermbra en cada un de los tratamientos. n=3
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velocidad conforme aumenta la densidad de flujo fotonico. Salma, et
al., en 1994, trabajando con un cultivar tolerante de trigo, Kharchia,
encontraron que la salinidad incremanta los valores de giNP de 0.65
(control) a _0.775 (100mM de NaCl) utilizandc una sola intensidad de
luz, 1100 pmoles/m®.seg. Esto demuestra que la salinidad provoca !a
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Efecto de ia salinidad en el producto fotoquimico (qP) de
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Triticum aestivum cv. Pavon a los 28 dias después de la
siembra en cada un de los tratamientos. n=3




D.Efecto sobre el acarreo de electrones en PSIi

El acarreo de electrohes en PSIl fue medido in vivo e in situ.
Basicamente los acarreadores electrénicos de PSIi son el centro de
reaccion de PSIlI (RCll), el primer aceptor, una feofitina; (Pheo), el
segundo aceptor, quinona “a” (QA) y el tercer aceptor, la quinona b’
(QB). Esta dltima al estar doblemente reducida se hidrata y saleldel
complejo, convertida en plastoquinona (PQ) (Figura 1y 2).

Las mediciones in vivo se realizaron siguiendo la cinética de
fluorescencia de PSIlI durante un segundo a temperatura ambiente, lo
cual es conocido como cinética de Kautsky. Cada inflexion de la curva
nos permite determinar el movimiento de los electrones a traves de los
acarreadores, hasta que PQ ésta completamente reducido (Strasser,
et al, 1995; Bolhar-Nordenkampf y Oquist, 1998).

Corﬁo se puede observar en la Figura 19, existe una diferencia en
las cinéticas de las plantas control y las que estan bajo un estres a
150 mM de NaCl. la cinética de las plantas a 75 mM tiene valores
intermedios entre ambos extremos, control y 150 mM. La primera
inflexiéon de la curva, en los primeros 100 useg es eIr valor de la

fluorescencia minima (Fo) y la salida inmediata de los electrones de

los centros de reaccidén. La segunda inflexion a los 1000 pseg es [a
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reduccion de QA ; mientras que la tercera inflexion, a los 100

milisegundos es la reduccion completa de Plastoquinona, tiempo en el
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Figura 19

Efecto de la salinidad en el transporte electronico de PSII in vivo medido por la
cinética de fluorescencia de Kautsky en Triticum aestivum cv. Pavon a los 28
dias de siembra en cada uno de los tratamientos. n=15
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cual se alcanza la fluorescencia maxima (Fm), cuando el pulso es
saturante. Se puede notar que en las plantas bajo estrés salino a
150mM presentan no sélo diferencias en los valores de Fo, Fm y Fv,
comparados con los del control (Figura 16), sino también hay
diferencias entre las pendientes de Fo a J (reduccion de QA) yde J a
P (oxidacion de QA a reduccidén de QB y PQH,); lo cual, en unidades
relativas indica una diferencia en las velocidades de transporte entre
cada uno de estos acarreadores. Por lo tanto, medido in vivo, la
salinidad afecta la velocidad de transporte electrénico, sin embargo no
disminuye la eficiencia con la que los fotones son capturados por los
complejos antena y canalizados a los centros de reaccion de PSII.

Es probable que la disminucién en el acarreo electronico en PSIi
se deba a una disminucidon del aporte de electrones en el lado
donador, por inhibicién del complejo liberador de oxigeno en PSIl 0 a
una reduccién de la salida de electrones en el lado aceptor, en la
plastoquinona. Bongi y Loreto, en 1989, trabajando con plantas de
olivo salinizado encontraron datos similares. Los datos presentados en
este articulo muestran la cinética de fluorescencia durante Ibs primeros
60 segundos. Si se analiza la Figura 16, se puede notar una

disminucion en los valores de Fo, Fm y Fv, sin embargo no hay
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diferenci_a en los valores de la eficiencia fotoquimica (Fv/Fm) para
PSIl. De la misma manera que eh esta investigacion, Bongi y Loreto,
en 4989, encuentran en las plantas de olivo salinizadas una
disminucion tanto en la reduccion de QA como de QB, sin modificar los
valores de la eficiencia fotoquimica de PSIl. Krishnaraj, et al., en 1992,
trabajando con dos variedades de trigo con diferencias en su

tolerancia al Na,SQ,4, encuentran valores similares en las pendientes

deFoalJydeJaP.
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Figura 20

Efecto de la salinidad en el tranporte electronico desde el agua. en PSII hasta el
Metil Viologeno. en PSI, en tilacoides aislados de Triticum aestivuni cv. Pavon, a
los 28 dias después de la siembra en cada uno de los tratamientos. n=>5
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La figura 20 muestra el transporte electrénico in situ, medido en
tilacoide aislado. Los electrones fluyen desde el agua, en PSII, hasta
un aceptor. artificial (Metil Viologeno) que los recibe en el lado aceptor
de PSI, a nivel de la Ferrédoxina oxido/reductasa. Se puede observar
una disminucion en el transporte electronico conforme aumenta la
salinidad en el medio de cultivo. Las plantas expuestas a 75 mM se
mantienen sin diferencias con respecto a las plantas control y las
crecidas en 150 mM de NaCl. Estos datos corroboran lo encontrado in
vivo.

Por otro lado, la Figura 21 muestra el acarreo entre citocromo b/f y
PSI, medido en tilacoides aislados, 'usando donadores (DCPIP y acido
ascorbico) y aceptores (metil viologeno) artificiales. Como se puede

!
observar, para ambos tratamientos con estrés salino, la velocidad de
acarreo electronico disminuye significativamente con respecto al
control, indicando una afectacion directa sobre los acarreadores
electrénicos entre el citocromo b/f y la ferredoxina oxido/reductasa en
PSI. Esta disminucion de :Ia velocidad de acarreo electrénico en PSI
provocaria in vivo, una atriaso en [a oxidacion de PSIl, y por lo tanto

una aumento en la presién de reduccion de QA, lo cual encenderia

mecanismos para liberar el exceso de energia en los centros de
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reaccion. Esto concuerda con el aumento de liberacion de energia via

una ruta no-fotoquimica o térmica (Figura 18).
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Figura 21
Efecto de la salinidad en el tranporte electronico desde el agua, en PSlI, hasta
el Metil Viologeno, en PSI, en tilacoides aislados de Triticum aestivum cv.

Pavon, a los 28 dias después de la siembra en cada uno de los tratamientos.
n=5

Sanjay, et al, en 1991, trabajando con la variedad HD-2329 de
Triticum aestivum, salinizado a 100, 300 y 600mM de NaCl durante
siete dias, no encuentran diferencias en el acarreo electronico medido
en tilacoides aislados, concluyendo que la salinidad no tiene ‘efectos
directos en el transporte electrénico fotosintético. Guenter y Melis, en
1987, y Shabala et al,, en 1998, trabajando con espinaca'y maiz,

respectivamente encontraron datos similares.
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Es importante notar que en los trabajos antes mencibnados las
plantas no fueron crecidas en NacCl, sino que el estrés fue impuesto en
un momento éspeciﬁco del crecimiento de la planta y por periodos de
teirhpo cortos, a diferencia de esta investigacion, en donde las plantas
germinan y crecen hasta la mitad de su efapa vegetativa en presencia
de NaCl. Lo reportado en esta investigacion es resultado de una
adaptacion de las plantaé al estrés y no producto de un shock idnico u
osmotico. Maslenkova, et al, en 1993, realizan un trabajo similar a
éste, con cebada, y concluyen que %‘Ia exposicion prolongada a la sal
conlleva a una adaptacion al estrés. La adaptacion en esta planta
sometida al estrés salino involucra ;un incremento significativo de la
sintesis de acido abscisico (ABA) ien l[as hojas y alguna clase de
reorganizacion de la membrana tilacioidal que permite la estabilizacion
de la funcidn fotoquimica.

Critchely, en 1983, encontré en t'illacoides aislados de haldfitas, una
estimulacién in vitro del acarreo electronico, al incrementar las

concentraciones de NaCl en la celdé de ensayo. Wignarajah y Baker,
: .

en 1981, encuentran algo similar en tilacoides aislados de glicofitas

salinizadas. En esta investigacion también se encontraron datos

similares, sin embargo, cuando no se afade sal al medio de reaccion,
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el acarreo electronico es menor en los tilacoides provenientes de

plantas salinizadas.

E. Tamaro relativo de Qa y Plastoquinona

El tamafio relativo de la poza de Qa, o el nimero de centros de
reaccion conectados a Qa se pueden calcular del area que se forma
sobre la curva de induccion de fluorescenc;ia en muestras inhibidas
con DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) (Figura 4). El tamaiio
de la poza de plastoquinona se obtiene del area sobre la curva de
fluorescencias de Fo a Fm en muestras no inhibidas pero totalmente
reducidas en sus acarreadores por incubacion a la oscuridad, menos
el area obtenida de las muestras inhibidas con DCMU ( Mohanty ,et
al., 1991; Horton y Bowyer, 1990; Kurreck, et a./, 2000) (Figura 4).

La Figura 2é muestra el tamanio relativo de la poza de quinona A
en el PSIl. Esto mismo nos indica el nimero de centros de reaccidn
por mg de clorofila. Como se puede observar, el tamafio de QA o de
centros de reaccion aumenta con la salinidad. La Figura 23 muestra el
tamafio relativo de Ia poza de plastoguinona por mg de c;,lorofila. Se

observa también el mismo patrén encontrado para la poza de. QA, ia
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salinidad provoca un aumento de ambos acarreadores en las plantas
estresadas.

Hibino, et al, ein 1996, trabgjandc con una cianobacteria
halotolerante (Aphanothece halophytica), reportan un aumento en la
clorofla a y del nimero de PSI; sin embargo, no encuentran

diferencias entre el nimero de fotosistema Il y citocromo b/f.

Fluorescencia Relativa
[&]

0 : . :
0 75 , 150
NaCl {Mm) en el medio

Figura 22

Efecto de la salinidad sobre el tamafio relativo de la poza
de Quinona A en Triticum aestivum cv. Pavdn. a los 28

dias después de la siembra en cada uno de los tratamientos
n=14
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Figura 23 .
Efecto de la salinidad sobre el tamario relativo de la poza
de Plastoquinena en Triticum aestivum cv. Pavon a los 28
dias después de la siembra segun el tratamiento. n=14

Guenther y Melis, en 1987, trabajando con espinaca salinizada, no
encuentran cambios en PSII, PSI y Cyt b/f, con respecto a las plantas
control. No encontramos bibliograficamente una investigacion que
relacione el tamafo de QA o PQ con la salinidad. Los datos de las
graéficas presentadas en el articulo de Satoh, et al.,, 1983 son similares
a los de esta investigacion, sin embargo ellos no hacen referencia é la

poza de alguno de estos acarreadores.
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Relacion entre el aumento de Clorofila a y la poza relativa

de Plastoquinona en plantas salinizadas de Triticum aestivum
cv. Pavon. n=5

Por otro lado, en la Figura 14 podemos observar qué el
incremento de la relacidén de la clorofila a/b esta dado por un aumento
de la clorofila @ . Como se discutid, este aumento esta relacionado con
un cambio de estequiometria entre PSI/PSIl y con el grado de
apilamiento del PSIi. El aumento de plastoquinona encontrado en esta |

investigacion esta directamente relacionado con el aumento de
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clorofila a; no se tiene ninguna referencia bibliografica sobre este
hallazgo (Figura 24).

Los cambios encontrados en esw investigacidon apareritemente
son una ajuste fisiolégico a las condiciones imperantes de estrés
salino que permiten a ‘Ia planté mantener en funcionamiento la
maquinaria fotosintética.

En un escenario donde la fijacién de CO. estuviera disminuida
por camibos estomaticos o el funcionamiento de la via reductiva de las
pentosas, se provocaria una disminucidén en el uso de los productos de
la fase luminosa, a saber ATP y NADPH. El atraso en el .reciclado de
ADP y NADP_+ podria provocar un estancamiento de Ids electrones en
la cadena transportadora de electrones. Vias como la fotorespiracién,
la reaccion de Meheler y la reduccién de otras moléculas podria
permitir a la cadena transportadora seguir funcionando, aunque con
cierta dificuitad. La sobrereduccion de los transportadores de
electrones provocaria una duracion mayor del estado excitado de Iés
clorofilas, pudiendo formarse especies reactivas en los centros de
reaccion, 1o que a su vez provocaria una fotodestruccién, por lo que la
liberacién de la energia de excitacién por mecanismos no fotoquimicos

o por el ciclo de la vioxalantina tendrian al sistema funcionando.
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En este escenario, un aumento de la poza de plastoquinona
aumentaria la probabilidad de encontrar un acarreador oxidado en el
fotosistema li y de esta manera se libeiaria la presiéon de reduccion

sobre QA. ﬁ

F. Efecto sobre la liberacion de oxigeno

Los electrones que son liberados del centro de reaccién del
fotosistema Il son recuperados por los electrones provenientes de la
fotblisis del agua en el complejd liberador de oxigeno. Este sitio, el
lado aceptor del PSIl, también se ha reportado ser afectado por la
salinidad (Satoh, et a/, 1983).

La Figura 25 muestra el efecto de |a salinidad sobre la liberacion de
oxigeno. Como se puede observar, el tratamiento a 76mM de NaCl es
intermedio y no existen diferencia significativas con el control o con el
tratamiento a 1560 mM. Sin embargo, es menor la liberacion de olxigeno
en el tratamiento a 150 mM con respecto al control. Esto nos habla de
una afectacién sobre el lado aceptor de PSIl y por lo tanto en la
velocidad de reduccién de centro de reaccion una vez gue perdié su

electron.
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Figura 25
Efecto de ia salinidad en la liberacién de oxigeno en disco
de hoja de Trificum aestivum cv. Pavon a los 28 dias de

" la siembra en los diferentes tratamientos. n=3

Maslenkova, et al., en 1993, trabajando con cebada, reportan que la
salinizacion (100 mM) afecta en mayor magnitud al compilejo liberador
de oxigeno que al centro de reaccién.de PSIl. Keiper, et al, en 1998,

trabajando con eucaliptos salinizados, concluye que el lado oxidante
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(aceptor) del fotosistema I, donde el oxigeno es liberado, es
particularmente sensible a un gran numero de estreses, incluyendo la
salinidad. Singh y Dubey, en 1995, mencionan que el principal sitio
afectado por la salinidad es el fotosistema II. |

Por otro lado, se puede observar en la Figura 25 que las plantas
que crecieron a 150 mM, comparadas con las plantas control, se
saturan a. la mitad de la intensidad luminica. Este hecho corrobora lo
encontrado en el ihcreménto de la liberacidn de energia por procesos
no fotoquimicos en las plantas salinizadas a 150 mM de NaCl (ver -
Figura 19). Everad, et al, en 1994, trabajando con un cereal con
ascendencia haldfita, Apium graveolens, encontraron que el punto de
saturacion luminica para la fijacidon de C0, disminuye, mientras que
punto de compensacion luminica aumentaba.

Downtow, et al, en 1985, en sus investigaciones con espinaca
salinizada a 250 mM de NaCl, encontraron un patrén muy similar, tanto
para la liberacion de oxigeno como para la fijacion de CO0,.
Rajasekaran, ef al., en 1997, trabajando con la variedad Sun-9-E de
Triticum aestivum, encontraron que la salinidad a 150 mM disminuye la

tasa neta de fijaciéon de CO, (umoles/m?.seg) en un 35%. El andlisis de

las pendientes de la tasa neta de fijacion de CO, (umoles/m? seg)
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contra diferentes concentraciones CO, interno (Ci) indican que la
disminucion de la fijacion no estd dado unicamente por la reduccion de
la conductancia estomatica, sino por una disminucion de !a actividad o
la regeneracion de la enzima carboxilante, la RubisCO. Es importante
mencionar que para esta-i'nvestigacic_’)n con la variedad Pavén, durante
las mediciones de liberacién de oxigeno se utilizé una atmosfera
saturante de CO, (2%), por lo que las diferencias que se pudieran
presentar en la conductancia estomatica, producto del éstrés salino,
no resultan en un factor limitante para la liberacién de oxigeno
dependiente de la fijacién de CO0,. Seeman y Critchlgy, en 1985,
trabajando con frijol comun en un ambiénte saturante de CO,, en
“donde no habria limitaciones estomaticas, encontraron que l]a salinidad
reduce en un 25% el rendimiento cuantico para la fijaciéh de COz.' La
estequiometria bioquimica del proceso indica que por c;ada oxigeno
Iiberado, se sintetizan 3 ATP y 2 NADPH, los cuales son usados para
la fijacion de una molécula de CO0,. Seeman vy Critclh!ey (1985),
concluyen que la disminuciéon del rendimiento cuénticc;\.' para CO02,
pudiera estar asociada a procesos gque involucran la cosecﬁa de luz, el
transporte electrénico y/o la fotofosforilacién oxidativa. Miteva, et al, en

1992, trabajando con una glictfita tolerante, la cebada, encuentran
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que la salinidad disminuye la tasa de fijacién de CO,, asi como la
sintesis de proteinas, particularmente la sintesis de la Ribulosa 1,5
bifosfats carboxilasa oxigc?nasa, cuya actividad se abate en un 80%.
Por otro lado, es importante reconocer que el ambiente i6nico en el
cloroplasto es crucial para el funcionamiento normal de las reacciones
luminosas primarias (Wignarajah y Baker, 1981). Se reconoce que
gran parte de las sales acumuladas en el citoplasma de las plantas
salinizadas se distribuye en cloroplasto y vacuola. Robinson, et al, en
1983 trabajando con espinaca salinizada a 200mM de NaCl
encontraron que el sodio se acumula en los cloroplastos en 1.7 veces.
En las muestras salinizadas se pierde el 42% del potasio, comparado
con el control. Demming y Winter,‘ en 1986 encontraron datos similares
en la ha[éﬁta. Mesembryanthenum crystallium. Esta plaﬁta, al ser
crecida en NaCl (400 mM), acumula hasta 234 mM de Na*, 117 veces °
més que lo encontrado en el control. En cuanto al potasio, el
cloroplasto pierde el 70%, comparado con las muestras control. |
Brugnoli y Bjorkman, en 1992, en sus trabajos con algoddén sugieren
que una caracteristica de tolerancia es el mantenimiénto de un

adecuado nivel de potasio en el tejido foliar, ya que esto es crucial
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para mantener la integridad de los sistemas fotosintéticos bajo un
estrés salino.

Por lo anterior, es impcitante reconocer que aun cuando la
salinidad o la acumulacién de iones téxicos en la planta pudiera tener
efectos directos en procesos no estomaticos, esto es, sobre el
complejo antena, el complejo liberado de oxfgeno, el centro de
reaccion de PSIl, los acarreadores de PSII, el pool de quinonas, el
citocromo b/f o el fotosistema | y cada uno de sus compoenentes,
también los efectos pudieran presentarse al mismo tiempo en las
enzimas y en las reacciones del cicio reductivo de las pentosas o
sobre procesos estomaticos. Es Un hecho entonces que sin importar
en donde se de la modificacion, la energia que llega a los sistemas se
encuentrara en exceso, porque los sistemas que funcionan después
de la captura de los fotones (acarreo electrénico, sintesis de NADPH,
ATP vy fijacion de CO2) se encuentran afectadds o disminuidos en su
eficiencia. De este modo, el proceso de adaptacion tendera a regular
el exceso de energia que llega a los sistemas cosechadores de luz, la
primera linea del proceso fotosintético, evitando de esta rhanera que

se danen irreversiblemente.
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Por lo anterior, de los resultados obtenidos en ésta investigacic’)ri
podemos resumir lo siguiente:

1. La germinacidén se reduce en un 50% en preseiicia de 200mM de
NaCl en el medio. Por esta caracteristica, el cultivar “Pavén” puede
ser considerado como medianamente tolerante a la salinidad

2. En la raiz de las plantas estresadas se encuentra hasta el 50% del
sodio total acumulado en la planta. El calcio y magnesio se pierden
de ia raiz, pero el potasio nunca deja de acumularse, siendo ésto
prueba de la integridad de la membrana. La pérdida de calcio y
magnesio en la raiz al parecer es producto de un intercambio idnico
en la paréd celular. La acumulacién de éodio es producto de la
pérdida de selectividad de la membrana entre Na" y K" y no de la
integridad de la misma.

3. En el tallo se encuentra hasta el 25% del sodio acumulado en las
plantas estresadas, impidiendo de esta manera su paso al tejido
foliar. El potasio se acumula en altas concentraciones en el tallo,
posiblemente participando en la osmoregulacion.

4. En las plantas estresadas el sodio se -acumula en las hojas mas |
adultas y el potasio nunca deja de acumularse, a menos que el

sodio alcance niveles por encima de los 0.5mmoles/g Pesc Seco.
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La perdida de calcio y magnesio en la hoja al parecer es producto
de un intercambio iénico en Ia pared celular. La baja acumulacién
de sodio en las hojas mas joévenes permite que .el procesc
fotosintético no se vea afectado y la tasa de crecimiento no
disminuya.

. La salinidad provoca un aumento de clorofila “a”. SegL’m la literatura,
ésto induciria una disminucic’m del grado de apilamiento de los
cloroplastos y una reduccion del tamafio de los complejos antena,
reduciendose de esta manera la absorbancia del organelo.

. La salinidad induce un incremento en el tamafio relativo de la poza
de plastoquinona y en menor grado de la poza de QA.

. La salinidad provoca una reduccién en la fluorescencia maxima y
minima en la misma proporcién, lo cual esta asociado a una
liberacion de energia, a través de un cambio de estado o un evento
de “spill over” , todo esto con el proposito de disminuir la presion de
reduccién sobre QA (1-gP), sin disminuir la eficiencia fotoquimica
de PSII (Fv/Fm)

. El producto del trabajo fotoquimico (qP) no se modifica por el estrés
salino, siendo esto evidencia de un control sobre la presion de

reduccion de QA (1-gP); esto estd asociado al hecho de que la
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liberacion de energia de excitacidn por pfocesos no fotoquimicos
(gNP) se incrementa a flujos fotonicos mas bajos que el control.

9. En tilacoide aislado ia salinidad afecta el transporte electrénico
desde el agua hasta PSI y desde el citocromo b/f hasta PSI. In vivo
la salinidad afecta la velocidad de flujo electronico entre el gentro de
reaccion y la quinona A , asi mismo entre la quinona A y la quinona B.

10. La salinidad afecta la liberacion liberacidén de oxigeno in vivo.
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Conclusion:

En resumen, |a tolerancia a la salinidad presentada por Triticum
aestivum variedad Pavon depende de una eficiente selectividad en la
toma de sodio y el potasio, una distribucién de los iones en la raiz,
tallo y hojas aduitas a fin de no afectar las zonas de crecimiento y una
continua acumulacién de potasio como una factor importante en la
tolerancia de este cultivar.

La regulacibn de la energia fotosintética de excitacién bajo
condiciones de estrés se da a través de una disminucién de- la
absorbancia del cloroplasto, un incremento de la liberacién de energia
por procesos no fotoquimicos, procesos de cambio de estado o “spill
over’y por un increrhento de la poza de plastoquinona, todo con el fin
de disminuir la presién de reduccién en QA y el centro de reaccion de
PSII al encontrarse reducido el acarreo electrénico y la liberacion de

electrones en el complejo liberador de oxigeno por la salinidad.
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