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Resumen

La salinidad del suelo es un problema actual que se caracteriza por repercutir negativamente en la
produccién agricola, y se origina natural o antropogénicamente en distintas regiones del mundo. El
principal compuesto de los sistemas salinos mas estudiados es el Na*, que resulta toxico tanto por
su alta concentracion como por su falta de funcion en el metabolismo vegetal, puesto que la
mayoria de las plantas agricolas exhiben dafios cuando se crecen en medios con alto contenido de
NaCl. Entre las principales afectaciones observadas se encuentra el retraso en el crecimiento,
deficiencias nutrimentales y desbalance energético, que se relacionan con la forma en la que los
iones de Na® impactan en la actividad celular. Sin embargo, dichas afectaciones varian entre las
distintas especies vegetales analizadas, de manera que aldn no se tiene un consenso acerca del

sitio de impacto del Na* en el metabolismo celular.

En el presente trabajo se caracteriz6 el impacto que el NaCl tiene sobre la actividad fotoquimica de
plantas de Vigna radiata. Se germinaron semillas de frijol mungo bajo condiciones controladas de
temperatura y luz; tres dias después los germinados se colocaron en charolas conteniendo
solucion nutritiva Hoagland. Cuando las plantulas cumplieron 10 dias de vida, se sometieron a

concentraciones de 50, 100 y 150 mM de NaCl durante siete dias.

Los parametros medidos indican que el NaCl tiene un impacto negativo sobre el crecimiento de las
plantulas, tanto por la falta de acumulacion de biomasa, como por el retraso en la aparicion de
hojas nuevas trifoliadas. Lo anterior repercutié en su tamafio, pues mostraron longitudes de tallo,
raiz y areas foliares menores con respecto al incremento de NaCl. El estudio de la distribucién
iGnica demostré una modificacién en la presencia de iones con respecto al peso seco. Frente a las
distintas concentraciones de NaCl utilizadas, el Na tuvo un incremento exponencial en la raiz, que
se atenud hacia la parte aérea de la planta. lones como el K*, Ca*, Mg® y P mostraron
modificaciones en concentracién como efecto del tratamiento de NaCl, siendo el Ca* el que
mostré una menor concentracion en las hojas. La presencia de osmolitos, como prolina, en hoja, y
azucares reductores en raiz, presenta una tendencia de incremento con respecto a la

concentracion de NacCl utilizada.

La respiracion de hojas resulté incrementada como efecto del NaCl. Existe una diferencia marcada
cuando la medicion se realiza durante el primer o segundo minuto de obscuridad; se plantea la
posible participacion de procesos fotorrespiratorios durante este fendmeno. Como efecto del NaCl,
se observd un cambio en la relacion estequiométrica de las clorofilas a y b, que tiene que ver con
la estructura funcional de las antenas en los complejos de fotosistemas uno y dos. La salinidad

provocé una menor produccion de oxigeno en hojas, lo que podria estar relacionado con una



menor capacidad de transporte electrénico lineal en membranas tilacoidales aisladas. Analizando
el registro de la emision de fluorescencia de la clorofila a, bajo condiciones de luz actinica, se
observé que la salinidad induce una disminucién en la eficiencia operativa maxima del fotosistema
dos, provocando con ello una disminucion en la tasa de transporte electronico. Bajo una condicion
de aclimatacion a la obscuridad, las plantas con 150 mM de NaCl alcanzan el 84 % de la
capacidad maxima fotoquimica del fotosistema dos. Los cambios significativos en la funcién del

fotosistema dos estan localizados en el lado donador y aceptor de electrones.



Introduccion

La degradacion de los suelos es un proceso estrechamente relacionado con el incremento de las
actividades humanas para la satisfaccion de la demanda de alimentos (Boyko, 1966). Este
fendmeno se define como la reduccién en la capacidad de la tierra para producir beneficios de uso
particular bajo una forma especifica de manejo (FAO, 1999). De acuerdo a la Secretaria del Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2012) este problema se debe a cuatro principales
procesos: la erosion hidrica y edlica y la degradacion fisica y quimica; ésta Ultima se categoriza en
tipos como la disminucién de la fertilidad del suelo, la contaminacion, salinizacion — alcalinizacion,

eutrofizacion, entre otros.

En la Norma Oficial Mexicana (NOM)-021-SEMARNAT-2000, se sefiala que la salinidad hace
alusién a la concentracion de sales en el perfil del suelo que puede afectar el crecimiento y
desarrollo de los cultivos. Es decir, un suelo salino es aquel que contiene suficientes sales solubles
como para reducir el crecimiento de las plantas y presenta una conductividad eléctrica en la pasta
de saturacion igual o mayor a 4 dSm™ (=40 mM NaCl); ademas, un suelo sodico es aquel en el
cual el sodio intercambiable es de 15 % o mas, o aquel que contiene el sodio suficiente como para

afectar adversamente sus propiedades fisicas.

Uno de los factores mas severos de estrés abidtico en las plantas, resulta precisamente del
proceso de salinizacion de los suelos. Se considera como una de las mayores causas de la
degradacion de tierras destinadas a la agricultura y de la pérdida en produccion (Chen y Polle,
2010). Este fen6meno se presenta principalmente en zonas aridas, cuencas cerradas y en las
zonas costeras, donde existen problemas con la calidad y cantidad del agua de riego vy la
capacidad del suelo para drenar liquidos, asi como la constitucién de cada tipo de suelo y las
caracteristicas de evaporacion. La distribucion de estos suelos salinos contempla la llegada y
acumulo de sales donde antes no las habian, debido a ello se pueden encontrar en diversas
regiones climaticas y altitudinales (Carillo et al.,, 2011). Las consecuencias finales son la
acumulacién de sales, principalmente basicas (cloruros, sulfatos y carbonatos de sodio, magnesio
y calcio) con pH altos, que proporcionan al suelo una caracteristica tipicamente toxica y una

disminucion en su potencial hidrico (US Salinity Laboratory, 1969).

Las causas por las cuales un suelo se vuelve salino pueden ser procesos naturales (primarios) o
antropogénicos (secundarios). De acuerdo al Land and Plant Nutrition Management Service de la
FAO, mas del 6 % de la superficie terrestre continental estd afectada por cualquier tipo de
salinidad o sodicidad. De las 1500 millones de hectareas de tierra cultivadas en el mundo,

aproximadamente 32 millones (2 %) son afectadas por algun grado de salinidad secundaria
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(www.plantstress.com/Articles/index.asp). En México, segun datos de la SEMARNAT (INEGI,
2012), en 2008 la fraccién de suelos con algun tipo de degradacion quimica fue de 34 millones de

hectareas, de éstas, el 3.2 % presentd problemas de salinizacién.

Considerando que el estrés es un factor que perturba o puede perturbar el funcionamiento
fisiolégico normal de un organismo y limitar su desarrollo y su reproduccion por debajo del
potencial genético, la salinidad se ha vuelto una amenaza para la agricultura. Se ha predicho que
éste llegard a ser uno de los grandes problemas en las proximas décadas
(http://www.fao.org/docrep/004/y3557s/y3557s11.htm; http://geografia.fcsh.unl.pt/lucinda/), ya que
los efectos suelen intensificarse dependiendo de la concentracién y acumulo de las sales y de la
capacidad y respuesta fisiolégica adaptativa de cada especie (Osmond et al., 1987; Muns y Tester,
2008). Entre los distintos procesos metabdlicos perturbados durante el estrés abiotico, la
fotosintesis y respiracion presentan una importancia vital para el desarrollo y sobrevivencia de
cualquier organismo ya que regulan la energia demandada para cualquier actividad a nivel celular.
Una caracterizacion del efecto de la salinidad sobre la actividad respiratoria y la actividad de la
magquinaria fotosintética permite conocer la condicién del sistema bajo dicho estrés ambiental. Por
lo anterior, el estudio y comprensién de las relaciones energéticas daria pie para el mejoramiento
de cultivos de importancia alimenticia bajo un panorama creciente de suelos en procesos de

deterioro.

Antecedentes

i) Mecanismo de deteccion de iones

Se reconoce que a pesar de que las formas idnicas presentes en los suelos salinos son diversas,
pudiendo ser cationes como sodio, calcio y magnesio, y aniones como cloruro, sulfato y carbonato,
los componentes mayoritarios en los sistemas salinos suelen ser sodio y cloruro (Rengasamy,
2010). Por tanto, debido a que el compuesto salino mas abundante en el suelo es el NaCl, en las
plantas se hallan mecanismos para regular la entrada, acumulacién y/o exclusion de Na®. Su
deteccién extracelular es un proceso clave en el desarrollo de la tolerancia a la salinidad, puesto
que pone en marcha los mecanismos que realizas su compartimentacion, tanto a nivel celular

como de tejidos (Turkan y Demiral, 2009).

Es importante mencionar que cada tipo de i6n, Na* y CI, presenta efectos individuales y
caracteristicos por separado, sin embargo estos efectos pueden ser aditivos cuando estan juntos
(Tavakkoli et al., 2011). Al presentarse este tipo de salinidad, existe una alteracion en el interior
celular pues se crean movimientos idénicos dependientes de concentraciones y de carga para los

iones derivados de la sal, lo que conduce a una alteracion en el potencial de membrana. Los
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consecuentes problemas nutrimentales son debidos principalmente a que la saturacién iénica

favorece la pérdida de iones muy importantes, como el K" o NO5™ (Teakle y Tyerman, 2010).

El Na* es el ién estudiado en mayor medida ya que se relaciona principalmente con la alteracion
en la relacion Na'/K*, importante para el mantenimiento del potencial de membrana. Se postula
que es detectado por un antiportador Na*/H* en la membrana plasmatica y por enzimas sensibles
a Na" en el citoplasma, ademas de diversas proteinas llamadas SOS (Salt-Overly-Sensitive) que
desencadenan sefiales moleculares como sintesis de acido abscisico o regulacién de canales de

K*y Ca®", para después canalizar al Na* hacia la vacuola (Tirkan y Demiral, 2009).

El CI, menos considerado en la mayoria de estudios de distribucion i6nica en plantas bajo
salinidad, tiene una relaciébn de manera inversa con la tasa de crecimiento y con la tolerancia al
estrés (Teakle y Tyerman, 2010). Se sabe que se puede excluir a nivel extracelular, alojandolo en
la epidermis, preferencialmente de raices, o reteniéndolo intracelularmente en la vacuola; aunque
también se han detectado cantidades apreciables en citoplasma. Cuando existe una alta
concentracion de CI” en el ambiente extracelular, el transporte de CI” hacia la planta se realiza de
manera pasiva, pero de manera activa en el interior. Lo anterior implica gasto energético para el

flujo hacia el exterior, no asi para el flujo hacia el interior (Teakle y Tyerman, 2010).

Los iones de Na* y CI" del substrato se distribuyen en las plantas librando diversas barreras fisicas:
la capa epidérmica junto con la corteza y sus vacuolas, las células estelares delimitadas por la
banda de caspari, y el tejido vascular, xilema y floema (Fernandez et al., 2008).

En presencia de concentraciones bajas de CI" en el medio, la adquisicién de este i6n por las
células, es un proceso activo relacionado directamente con la formacion de un gradiente de pH a

través de simportadores H'/CI" o de antiportadores energizados por ATP (Kafkafi et al., 2001).

Por su parte, la entrada de Na* a las células es pasiva y se piensa que se realiza a través de
transportadores tipo uniportador o canales de iones, entre ellos transportadores de alta afinidad
para potasio (High-affinity K transporter, HKT), transportadores de cationes de baja afinidad (Low
Cation Transporter, LCT1) y canales no selectivos a cationes (Nonselective Cation Channels,
NSCC; Apse y Blumwald, 2007; Rus et al.,, 2001). Se ha postulado que HKT es uno de los
transportadores mas importantes para la tolerancia a la salinidad en Arabidopsis thaliana asi como
en monocotiledéneas (Horie et al., 2009), debido a que esta implicado en la seleccion de iones de

K" asi como en la exclusion de iones Na* hacia el tejido vascular.



i) Mecanismos de tolerancia

Dependiendo de su historia evolutiva, en las plantas, por su caracteristica sésil, se han
desarrollado diversos mecanismos para enfrentar la presencia de sales en el suelo. Es importante
considerar que distintos sistemas salinos presentan variables caracteristicas (como la temperatura,
la presion osmdtica, la humedad relativa o la cantidad y calidad de luz) que podrian influir en la
expresion de una determinada caracteristica adaptativa de las plantas (Carillo et al., 2011; Orcutt y
Nilsen, 2000).

Las plantas se suelen dividir en haléfitas, por su habilidad para crecer y completar su ciclo de vida
en un substrato salino (regularmente alrededor de 200 mM de NacCl), o en plantas glicéfitas, que

no toleran altas concentraciones de sal mayores a 50 mM de NaCl (Flowers et al., 1977).

Tipicamente se habla de dos procesos importantes para evitar la presencia de Na® o CI" en el
citoplasma, uno es la compartimentacion y otro la exclusién de estos iones potencialmente téxicos
(Jacoby, 1999). Para llevar a cabo esto se han descrito, en especies de interés agricola,
estrategias como el mejoramiento de la selectividad i6nica o la limitacién en el consumo de iones
téxicos, la acumulacion preferente de iones en vacuolas, compartimentos intersticiales, tallos y
hojas viejas, el ajuste osmdtico, la induccién de solutos organicos y el mejoramiento en la

eficiencia del uso de agua (Shannon, 1997).

A lo largo de la diversidad biol6gica vegetal, sin embargo, se puede encontrar una variedad mas
amplia de mecanismos de adaptacién a la salinidad. Orcutt y Nilsen (2000) sefialan que estos
mecanismos consisten de la exclusién (homeostasis de iones), la reabsorcién y retranslocacion, la
extrusion a través de glandulas y vesiculas, la dilucion por suculencia, compartimentacion, e
induccién del metabolismo acido de las crasulaceas (en haléfitas extremas como

Mesembryanthemum crystallinum).

Se dice que en su mayoria, tanto las plantas glicofitas como halofitas utilizan estrategias similares
para regular la concentracion de Na" intracelular (Rus et al., 2001). Por ello la diferencia principal
entre las plantas tolerantes y sensibles a salinidad, consiste principalmente en su capacidad de
mantener concentraciones bajas de Na* en el citoplasma o evitar su entrada, haciendo uso de

enzimas mas especificas para los nutrimentos.

Las afectaciones observadas en los cultivos vegetales, debidas a la salinidad, no son respuestas
comunes o constantes entre distintos grupos de organismos. Por ello se ha dicho que es dificil
enunciar alguna caracteristica que sea indicadora de la resistencia hacia este factor (Ashraf y

Harris, 2004). Observaciones a partir de plantas tolerantes han permitido afirmar que la tolerancia
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a la salinidad implica conjuntar tres aspectos interconectados: la detoxificacion, la homeostasis
i6nica y la regulacion del crecimiento (Zhu, 2001), lo que se logra a través de cambios en los

patrones de la expresion génica para amortiguar el efecto osmotico y téxico (Parida y Das, 2005).

iii) Efectos generales de la salinidad

Cuando una planta es sometida a un medio salino, se pueden apreciar tipicamente dos fases de
impacto. En la primera, al inicio de la exposicidn, las altas concentraciones de sales en el suelo
dificultan a la raiz la obtencion de nutrimentos y agua (estrés osmatico), retardando el crecimiento
al modificarse la actividad metabdlica de procesos importantes, como la division celular y la
apertura estomatica. En la segunda, las altas concentraciones de sal provocan en la planta un
desbalance de iones (estrés i6nico), generalmente por la acumulacion excesiva en algunos tejidos
debido a una exposicion prolongada a la salinidad, pues se ven afectados procesos osmaticos,
actividades enzimaticas y sintesis de macromoléculas generalmente (Carillo et al., 2011; Muns y
Tester, 2008; Parida y Das, 2005).

Es importante mencionar que la toxicidad que se presenta tras la exposicion de plantas a medios
donde el principal componente salino es el Na*, se debe al hecho de que éste ion no es un
nutrimento para éstas, ya que un elemento es esencial, o considerado como un nutrimento, si: 1)
su deficiencia imposibilita a la planta completar la fase vegetativa o reproductiva de su ciclo de
vida; 2) su deficiencia no puede ser evitada por otro nutrimento mineral; o 3) se ha demostrado una
funcion especifica (Arnon y Stout, 1939). Se ha discutido que el Na*, por su similitud quimica,
suele sustituir cationes monovalentes de importancia como el K* (Wang et al., 2002). Por otra
parte, se ha dicho que las plantas con metabolismo fotosintético C4 si necesitan Na* para crecer
en condiciones éptimas. Aunque el sitio exacto en el cual el Na* participa no se ha dilucidado, se
sabe que esta involucrado en la conversién de piruvato a fosfoenolpiruvato, para el transporte de
carbono intercelular (Lastra, 2010). Sin embargo, la concentracion de sal que requieren estas
plantas es baja, de manera que las altas concentraciones también afectan su productividad,

aungue en menor magnitud que a las plantas C3 (Gramer, 2004).

iv) Efectos de la salinidad sobre la respiracion y fotosintesis

Los procesos de respiracion y fotosintesis son primordiales para la regulacion energética en
organismos fotoautétrofos, y en las plantas se encuentran compartimentalizados en los organelos
celulares mitocondrias y cloroplastos, respectivamente. En los tejidos fotosintéticos, estos
procesos mantienen una estrecha relacién para balancear los equivalentes reductores y la carga

energética de la célula durante la asimilacion de carbono y amonio (Raghavendra y Padmasree,
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2003). Se deduce pues que alteraciones entre las rutas de sefializacion para estos dos procesos

conducen a modificaciones en el balance redox general.

Bajo diversas condiciones de estrés, el transporte electronico mitocondrial puede adoptar
modificaciones metabdlicas (Mgller, 2001), lo que podria llevar a un exceso de electrones dentro
de la cadena transportadora (Maxwell et al., 1999). Dichos electrones pueden pasar
anticipadamente al oxigeno molecular y generar problemas relacionados con el estrés oxidativo
por la produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno, como radicales superoxido, hidroxilo
y peréxido de hidrégeno, que pueden generar dafio en estructuras moleculares (Sweetlove et al.,
2002).

En mitocondrias vegetales y de algunos otros grupos taxondmicos, como hongos, protozoarios y
bacterias, se han descrito rutas no fosforilativas que permiten drenar la carga electrénica dentro de
la cadena (Fernie et al., 2004; Borecky y Vercesi, 2005). La ruta que permite tomar directamente
los electrones del Ubiquinol y reducir una molécula de oxigeno es conocida como ruta alterna
oxidativa, y es llevada a cabo por la proteina Oxidasa Alterna (AOX; EC 1.10.3.11), que brinda
resistencia respiratoria al cianuro (Vanlerberghe y Mclntosh, 1997). Esta ruta es de importancia por
su capacidad de disipacion de energia en forma de calor en algunas zonas de las plantas
(Breidenbach et al., 1997), y con una funcién protectora ante el dafio oxidativo, en la que se
involucra una gama de sistemas enzimaticos y no enzimaticos que permiten controlar dichas
especies reactivas de oxigeno (Abogadallah, 2010). Actualmente se reconoce su funcibn como
protectora del aparato fotosintético, ya que puede actuar como sumidero de electrones generados
por la fotosintesis, especialmente de los equivalentes reductores (NAD(P)H) a través de sistemas
de lanzaderas que comunican ambos organelos, cloroplasto y mitocondria (Yoshida et al., 2006;
Zhang et al., 2012).

El llevar a cabo el secuestro o0 canalizacion de iones tOxicos supone un gasto energético
importante para las plantas. De este modo, el manejo de la energia es sin duda uno de los
problemas a los cuales éstas se enfrentan cuando estan sometidas a este tipo de estrés, puesto
gue abatir o evitar dicho factor supone ponderar dichas actividades a la par de los procesos
basales de mantenimiento. Se sabe que la respiracibn mitocondrial contribuye a la resistencia
frente al estrés salino, ya que para realizar la exclusion y compartimentacion, los transportadores
de iones son dependientes de ATP. En su revision, Jacoby et al. (2011) consideran que para
entender mejor el problema habria de analizarse la relaciéon de carbono fijado y nitr6geno total en
conjunto con la disminucion en la tasa de crecimiento en condiciones de estrés, puesto que del 25
al 60 % de CO; fijado se puede perder a lo largo del dia a través de la respiracion. Estos autores

también consideran importante conocer las tasas respiratorias y el control que éstas pudieran
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presentar sobre el balance energético general, ya que las plantas mas tolerantes a la salinidad

asignan menos carbono fijado a la respiracion, lo que permite su crecimiento.

Como ya se menciond, el comienzo de la salinizaciéon en una planta presenta un efecto osmaético
importante. Se sabe que bajo estas condiciones, igual que en deficiencia de agua, se presenta un
problema de déficit hidrico fisioldégico, que enmarca la afectacion al crecimiento por la disminucién
de la conductancia estomatica (Chaves et al.,, 2009). Flexas et al. (2004) sefialan que esta
disminucion en el crecimiento se debe mas bien a una difusion deficiente de CO, hacia las células

del mesofilo, mas que a la capacidad bioquimica de asimilacion.

v) Efectos de la salinidad sobre los eventos fotoquimicos de la fotosintesis

Durante las Ultimas décadas, la comprensién de la fotosintesis se ha tornado interesante debido al
desarrollo de técnicas para el estudio del transporte electrénico tilacoidal en condiciones in vivo.
Estas se basan en el andlisis del fenémeno de emision de fluorescencia de la clorofila a, que da
cuenta de la forma en como se utiliza la energia que absorben las moléculas de clorofila una vez
que se excitan con luz actinica. Estos avances han permitido conocer las relaciones energéticas a

nivel de membranas fotosintéticas.

Un desbalance entre la fijacion de CO, respecto a la absorcién de luz por los complejos
fotosintéticos conducen a modificaciones subsecuentes en éstos. Se sabe que la salinidad afecta
el contenido de clorofilas y la proporcién de las clorofilas presentes en los complejos fotosintéticos
(clorofila a y b), lo que influye de manera significativa en la eficiencia de conversion de energia
(Dajic, 2006). De tal manera que para mantener un flujo electronico estable a nivel de los sistemas
colectores de luz, la disipacién de una fraccion de esa energia en forma de calor, es un proceso

muy importante para impedir el fotodafio (Perales, 2001).

Segun Murata et al., (2007) la salinidad provoca un efecto fotoinhibitorio debido primordialmente a
la inhibicién en la sintesis de proteinas, mas que al fotodafio en los centros de reaccion de los
complejos fotosintéticos. En otras palabras este fendmeno es atribuible a una afectacion a nivel de
traduccién en el flujo de la informacién genética, en primer lugar, mas que la consecuencia de la
saturacion en la cadena fotosintética de transporte de electrones. EI modelo para explicar este
fendmeno estd dado por dos pasos, la inactivacion del complejo liberador de oxigeno y el

consiguiente acumulo de centros de reaccién dafiados (Takahashi y Murata, 2008).

En un estudio con hojas de trigo (Triticum aestivum) en 2010, Mehta et al. Encontraron que un
incremento en el NaCl provoca una inhibicion del flujo de electrones en el lado donador del

fotosistema dos y un decremento de los intermediarios de la cadena transportadora. EI mismo
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estudio mostr6é una conversion significativa de centros de reaccién activos a (centros de reaccién
reductores de Q. localizados en la zona apilada tilacoidal) a centros inactivos B y y (centros no
reductores de Q, localizados en la zona estromal tilacoidal con una antena mas pequefa que los a

y los B respectivamente).

La respuesta fotosintética puede variar, también, de acuerdo a la concentracion de sal y al tiempo
de exposicion. En el experimento de Zaghdoudi et al. (2011) incrementaron la concentracion de sal
en el tiempo en plantas de Trigonella foenum graecum, hasta 150 mM en cinco dias. Estos autores
consideran que la actividad fotosintética potencial se mantuvo estable hasta 50 mM de NaCl en el
segundo dia y que los eventos mas importantes que contribuyeron a la posterior fotoinhibiciéon
fueron el retraso en la reoxidacién del primer aceptor estable de electrones (Q,) y el dafo al

fotosistema uno.

vi) La fluorescencia de la clorofila a en el estudio de la fotosintesis

La medicion de la emision de fluorescencia de la clorofila a se ha convertido en una herramienta
uatil para analizar pardmetros de eficiencia fotoquimica en membranas tilacoidales de organismos

fotosintéticos oxigénicos (Gonzélez et al., 2008).

La fluorescencia de la clorofila a es un proceso que H. Kautsky y A. Hirsch relacionaron con la
fotosintesis en 1931. Estudios posteriores demostraron que este fendbmeno es capaz de brindar
una gran cantidad de informacién acerca de la estructura y funcion del aparato fotosintético,
especificamente del fotosistema Il (PSIl) y del proceso de transporte de electrones a lo largo de la
cadena embebida en las membranas tilacoidales; ademas, la fluorescencia de la clorofila a es una
prueba no invasiva, rapida y altamente sensible (Govindjee, 1995). El fotosistema | (PSI) tiene una
contribucién minima de emision de fluorescencia frente al total registrado a temperatura ambiente,
por lo que la mayoria de los protocolos utilizados para medir la fluorescencia de la clorofila a lo

consideran despreciable (Pfiindel et al., 2013).

En una muestra de clorofila a disuelta en acetona, el proceso fisico de la fluorescencia es
resultado de la energizacion a partir de la absorcién de la energia luminica. Dicho proceso consiste
en la emision de energia electromagnética (fotones) desde un estado excitado S1 hasta un estado
basal SO de la molécula (Figura 1). Ademas, dicha emision tiene una longitud de onda mayor (685
nm) que aquella que excita a la molécula de clorofila, por lo que puede ser discriminada y medida

con relativa facilidad.

Dentro de los complejos proteicos tilacoidales, las moléculas de clorofila, luego de ser excitadas,

se pueden relajar mediante tres procesos: 1) Liberacion de calor, 2) emision de fluorescencia y 3)
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transferencia de energia por resonancia inductiva (transferencia de excitones) o separacion de
cargas, es decir, la utilizacion fotoquimica de la energia (Figura 1). Estos procesos compiten entre
si a través de sus constantes de velocidad y ambiente redox, lo que significa que se modifican
proporcionalmente de acuerdo a la forma en que es utilizada la energia. Estudios mas finos han
indicado que el porcentaje de energia que se libera como fluorescencia se encuentra entre el 0.5 al
7 % de la energia absorbida, dependiendo si predomina la separacién de cargas o la liberacion
como calor respectivamente. En otras palabras, la utilizacion fotoquimica de la energia resulta

inversamente proporcional a los otros dos procesos.

Absorcién de energia luminica Disipacion de energia
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Figural. Fendémeno de absorcién de energia luminica por parte de la clorofila a y
rutas de disipacidn energética a partir de los estados excitados S1 y S2 de un electrén

posterior a la absorcion de luz por parte de la molécula de clorofila a.

En el ambito metodoldgico se han desarrollado dos técnicas para estudiar la cinética de emisién de
fluorescencia que arroja informacion del fendmeno fotosintético. La primera, conocida como
fluorescencia lenta o modulada, se basa en la aplicaciéon de pulsos de luz en muestras con una
condicién de luz actinica dada y permite el estudio de la utilizacién energética, especialmente para
estudios acerca del decaimiento fotoquimico y no fotoquimico. La segunda, técnica llamada
fluorescencia rapida o polifasica, consiste en la aplicacion de un pulso Unico de luz saturante en
muestras preacondicionadas a la obscuridad, que permite estudiar los flujos energéticos desde el

arranque del transporte electrénico fotosintético y hasta un segundo después.

vi.1) La prueba JIP
Al observar un trazo de fluorescencia es esencial tener presente dos cosas: primero, que la sefial

de fluorescencia proviene Unicamente de la clorofila a, y segundo, que el nivel del registro de la



10

sefial indica el estado en que se encuentran los centros de reaccion. Cuando se habla de un
centro de reaccién abierto, significa que éste es capaz de aceptar energia para realizar la
separacion de cargas, mientras que un centro de reaccion cerrado es aquel que ha absorbido
energia y no puede aceptar mas hasta que recupere su electrén por la oxidacién del agua o
regrese a su estado basal (Figura 2). Con lo anterior se puede afirmar que si a una muestra
fotosintética adaptada a la obscuridad se le aplica un pulso de luz intenso pero breve, se inducira

el cierre momentaneo de los centros de reaccion.

Sistemaantena con un centro de reaccién abierto Sistemaantena con un centro de reaccién cerrado

Fluorescencia (Fo) Fluorescencia (Fm)

Figura 2. Efecto del estado de los centros de reaccion sobre la intensidad de la sefial
de fluorescencia de la clorofila a. Se representa el sistema de antenas del aparato
fotosintético como cilindros color gris que presentan el fendmeno de transferencia por
resonancia inductiva de excitones durante la absorcion de luz. El centro de reaccion se
representa al centro de la imagen como un cilindro obscuro cuando esta abierto, y
como un cilindro gris claro y elevado respecto del plano de las antenas, cuando esta
cerrado y no puede absorber més excitones. Por cuestiones ilustrativas, solo se indica
la fraccién de energia disipada como fluorescencia y no la disipada como calor. Fo:

fluorescencia minima, Fm: fluorescencia méxima (Tomado de Govindjee, 2010).

Cuando una muestra fotosintética acondicionada a la obscuridad se irradia con una luz intensa, se
observa un incremento instantaneo en la emision de fluorescencia de la clorofila a, que comienza a
disminuir luego de algunos segundos (Figura 3A). Con una mayor resolucién de tiempo, durante
dicho incremento se revelan cuatro inflexiones que se presentan en intervalos de tiempo
caracteristicos (Figura 3B): la primera llamada O, es la sefial de fluorescencia minima al inicio del
registro (50 us) e indica que todos los centros de reaccion se encuentran abiertos; la segunda,
llamada J (2 ms), esta relacionada a la reduccion momentanea de la poza de quinonas A (QA); la
tercera, llamada | (20 ms), se relaciona a la reduccion momentanea de la poza de QA y quinonas B
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(QB); y la cuarta, llamada P (aproximadamente a los 300 ms), es el punto maximo de

fluorescencia, cuando todos los componentes de la cadena, y por lo tanto los centros de reaccion,

se encuentran reducidos (Figura 3C).
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Figura 3. Efecto Kautsky de la emisiéon de fluorescencia de la clorofila a. A)
Incremento en la emisién de fluorescencia cuando una muestra acondicionada a la
obscuridad se irradia con luz actinica intensa. B) Ampliacion del incremento
instantaneo de la emision de fluorescencia durante los primeros 0.2 s. C) Registro de
la emision de fluorescencia graficado en tiempo logaritmico. En cada grafica se indica
el nombre de la inflexiébn observada con una mayor resolucion de tiempo durante el

registro. Las unidades de fluorescencia son relativas al valor de Fo.

A partir de relaciones matematicas, se ha desarrollado un modelo de flujos de energia en
biomembranas que relaciona diversos parametros de la cinética polifasica. Este considera que la
energia que llega a las antenas es absorbida (ABS), luego atrapada por los centros de reaccion
(TR) o disipada como calor (D), y luego transportada por los demas componentes de la cadena
(ET; Figura 4) a partir del primer aceptor de electrones estable (Q,). Cuando estos flujos
energéticos son referidos a los centros de reaccion (RC) se conocen como flujos especificos de

energia. Sin embargo, también es posible expresar los flujos energéticos como rendimientos
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cuanticos (¢), considerando que el rendimiento energético se obtiene de la proporcidon de energia

utilizada en algun proceso en relacion a la energia total que ingresé al sistema; es decir, la ABS.
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Figura4. Modelo de flujos energéticos en un sistema fotosintético de organismos

eucariontes. El esquema con figuras geométricas de la izquierda indica la ruta que la
energia de la luz sigue una vez que fue absorbida por el sistema antena (LHCII-PSII).
Una fraccion es disipada como calor, y otra es transferida a los centros de reacciéon
(RC) para la reduccién del primer aceptor de electrones (QA). La energia contenida en
la transferencia electrénica llega a los acarreadores intermedios (QB) y luego de pasar
por el complejo de citocromo b¢f y la plastocianina (ho mostrados), llegan al
fotosistema uno (PSI) que dona los electrones a los aceptores finales ferredoxina y
NADP* (A). Se indica con lineas punteadas los sitios considerados para los flujos
energéticos por centro de reaccion. Las flechas verticales muestran la relacion de los
flujos energéticos con los rendimientos cuanticos y las probabilidades energéticas.
ABS: absorcion de luz, DI: disipacion energética, TR: atrapamiento de excitones, ET:

transporte electronico, RE: reduccion de aceptores finales. El subindice “0” indica que



13

el parAmetro se obtiene a partir del tiempo cero en el paso de la obscuridad a la luz, o

utilizando como base el valor de Fo.

En base a lo anterior, la eficiencia cuantica maxima para la fotoquimica primaria (¢Po) hace
referencia a la energia que fue atrapada en los centros de reaccion del total de energia absorbida
(TR/ABS). El producto cuantico maximo de disipacion energética como calor (¢Do) indica el flujo
de energia disipada respecto a la energia absorbida (DI/ABS); por su parte, la eficiencia con la que
un excitdn mueve un electron mas alla de QA (@Eo) es la fraccion de energia absorbida que se
utiliza en el transporte (ET/ABS). También se puede calcular la probabilidad de que un excitén
mueva un electrén mas alla de QA (Wo), como la fraccién de energia atrapada en los centros de

reaccién y que se utiliza para realizar transporte electrénico (ET/TR; Figura 4).

Para obtener los pardmetros mencionados en el péarrafo anterior a partir de las sefiales de
fluorescencia de la curva polifasica, se puede consultar la Tabla 1, donde se indican las
operaciones algebraicas para obtener cada parametro de la prueba JIP.

vi.2) La prueba de fluorometria modulada

La otra técnica con que se ha estudiado la fluorescencia de la clorofila a, estd basada en la
utilizacion de pulsos de luz modulada para obtener la sefial de fluorescencia, ademas de pulsos de
luz saturante bajo una condicién de irradiacion con luz actinica (Figura 5). En este escenario, la
sefial de fluorescencia en presencia de luz actinica refleja la integracion de la actividad fotoquimica
bajo una condicion de luz actinica definida, y el pulso de luz saturante permite obtener la sefial de
fluorescencia durante el cierre momentaneo de los centros de reaccidn que participan en dicha
actividad. Con estos datos se puede estudiar la fraccibn energética empleada en trabajo
fotoquimico y aquella fracciéon disipada por mecanismos no fotoquimicos. En los primeros se
encuentra la utilizacién eficiente de la energia de excitacién en los fotosistemas dos para realizar la
separacion de carga, mientras que los segundos dependen de la ruta que siga la energia de
excitacion para la relajacion de la clorofila a hacia su estado basal SO (Figura 1), de los cuales la

liberacion en forma de calor es el principal (Pfiindel et al., 2013).
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Figura 5. Protocolo para el andlisis del decaimiento de la fluorescencia de la clorofila
a mediante pulsos de luz modulada. La muestra fotosintética se mantiene en
obscuridad y se comienza el registro al encender la luz modulada (LM) para obtener el
valor de fluorescencia minima (Fo) y enseguida se aplica un pulso de luz saturante
(LS) para obtener la fluorescencia maxima (Fm). Posteriormente se irradia con luz
actinica (LA) hasta obtener un valor estable de fluorescencia (Fs), luego se aplica un
nuevo pulso de luz saturante (LS) para obtener el valor de fluorescencia maxima a la
luz (Fm’), y enseguida se apaga la luz actinica para aplicar un pulso de luz infrarroja
(LI) con el que se obtiene el valor de fluorescencia minima a la luz (Fo’). De acuerdo a
la teoria de los rendimientos energéticos, utilizando un factor de sensibilidad
relacionado a la respuesta del instrumento (S), cada valor de fluorescencia medido
tiene su correspondiente rendimiento energético (¢). Dado que la energia absorbida
por la clorofila puede ser disipado mediante tres rutas (por fluorescencia (f), térmica
(D) y fotoguimica (P)), el resultante rendimiento energético para cada valor de
fluorescencia corresponde a la relacion de la constante de disipacion por fluorescencia
(ks) entre la suma de las constantes de disipacion que participan en cada evento (k¢ p
p). En el caso de los parametros medidos bajo luz actinica, la constante de disipacion
térmica contiene un factor de disipacion (8) asumiendo que solo la disipacion térmica
varia durante el paso de una condicion de obscuridad hacia una de luz actinica.

Ademas, bajo las condiciones de luz actinica el rendimiento de fluorescencia estable
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contiene un parametro que indica la fraccion de moléculas aceptoras primarias que

son oxidables bajo esa condicién luminica (A).

El andlisis de la emision de fluorescencia de la clorofila a consiste de modelos que consideran la
estructura del fotosistema dos, con sus antenas, como unidades individuales o como unidades
interconectadas, conocidos como modelo de “puddle” o “lake”, respectivamente. Ambos modelos
difieren en la forma en cémo las antenas logran transferir la energia obtenida de la luz. Pese a lo
anterior se ha demostrado que parametros como el rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm;
Kitajima y Butler, 1975), o el rendimiento cuantico operacional del PSIl en una condicién luminica
dada (Fgq'/Fm’; Kramer et al., 2004), son concordantes con ambos modelos, tanto en el de las

unidades independientes como en las interconectadas.

vii) Modelo biolégico

Las leguminosas estan consideradas dentro de un amplio intervalo de resistencia a la salinidad. En
el caso del frijol mungo (Vigna radiata), Lauchli (1984) lo cataloga junto con la soya (Glycine max),
el alfalfa (Medicago sativa), el ayocote (Phaseolus coccineus) y el trébol rojo (Trifolium pratenses)

en un grado intermedio de resistencia.

Vigna radiata (L.) R. Wilczek es una planta perteneciente a la familia Fabaceae, del orden Fabales,
que produce una semilla pequefia de color verde conocida como frijol mungo. El producto mas
importante de los cultivos de Vigna radiata es su semilla dado su alto valor nutrimental (Directorate
Plant Production, 2010). En el mundo ésta planta se cultiva en alrededor de seis millones de
hectareas; los principales productores de frijol mungo en el mundo, con una produccion anual

aproximada de tres millones de toneladas, son India, China y Birmania (Nair et al., 2013).

Pese a lo anterior, alin no se han desarrollado cultivares o variedades de Vigna radiata que sean
tolerantes a la salinidad, pues en las regiones aridas y semidridas éste es un problema que

restringe su produccion (Sehrawat et al., 2013).

Experimentos con tallos y raices cortados de frijoles, han demostrado que una fraccién importante
de la tolerancia a la salinidad se debe a que mucho del Na* es retenido en estos 6rganos para
evitar su llegada a los tejidos fotosintéticos (Jacoby, 1964; Jacoby, 1965). Misra et al. (1996),
sefialan que la estrategia que utilizan plantulas de frijol mungo frente a la salinidad desde la
germinacion, consiste de la acumulacion de prolina para permitir el mantenimiento de la elongacion
de raices. En 2007, Manivannan et al. demostraron que la adicién de CaCl, al tratamiento con

NaCl, redujo el impacto de la toxicidad por NaCl en plantas de Vigna radiata, observaron un
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incremento en osmolitos compatibles y enzimas antioxidativas, asi como una menor disminucién

en el crecimiento de tallos y raices.

En un estudio de campo hecho con dos variedades de frijol mungo cultivado en Bangladesh
(Hossain et al., 2008), se observl que el incremento en la salinidad del suelo afecté de manera
distinta el rendimiento de ambos cultivares, relaciondndose una mayor sensibilidad con un

incremento en la concentracion de Na* foliar, con la consecuente disminucion del K*.

La comprension de los eventos fotoquimicos y respiratorios son de interés ya que son reflejo de los
mecanismos de resistencia de las plantas frente a los distintos grados de presencia de un factor de
estrés. El estudio de un modelo de ambiente en proceso de deterioro por causa de salinizacion en
plantas de interés alimentario, requiere evaluar la actividad fotosintética y respiratoria como
eventos primarios en el metabolismo vegetal que dejan entrever su importancia en la salud de la

planta.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de la salinidad por NaCl en el metabolismo energético y distribucién i6nica de
Vigna radiata crecida en condiciones de laboratorio.

Objetivos Particulares

Caracterizar la respuesta de los procesos fotosintético y respiratorio en Vigna radiata ante el estrés

salino.
Evaluar el contenido de osmolitos compatibles en tejidos de hoja, tallo y raiz de Vigna radiata.

Caracterizar el crecimiento de plantulas de Vigna radiata sometidas a un periodo de 7 dias de

salinidad.

Describir el efecto de la salinidad en el contenido de clorofila a y b y carotenoides totales de Vigna

radiata.

Estudiar la distribucion i6nica de Na*, K*, Ca?*, Mg®* y P en Vigna radiata bajo condiciones de

estrés salino.
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Materiales y métodos

Protocolo experimental

Obtencién de material vegetal

Semillas de Vigna radiata se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante 10 minutos,
luego se lavaron varias veces con agua corriente y se dejaron en imbibicién durante 24 horas con
agua destilada. Posteriormente, las semillas se colocaron en cuatro charolas de malla con apertura
de 5 mm (una por cada grupo experimental) en una cadmara de germinacion iluminada con dos
lamparas fluorescentes de luz blanca (30 pmoles de fotones m? s™) e irrigada con goteo de agua
corriente con fotoperiodo de 12 horas de luz. Dos dias después, las charolas se colocaron en cajas
de plastico conteniendo 2 litros de solucién nutritiva Hoagland (la composicién de la solucién se
puede consultar en el Apéndice; Hoagland y Arnon, 1950) con aireacion para evitar el crecimiento
de microorganismos, y se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (25-28°C) y
densidad de flujo fotonico (30 pmoles de fotones m? s™; 12 horas de luz). Dos dias después las
charolas se colocaron bajo una fuente fotonica mayor a las condiciones de germinacion (300
pmoles de fotones m? s?, 12 horas de luz) y se mantuvieron por cinco dias mas en esta condicion.

Cada dia se recuperoé el agua evaporada agregando agua destilada.

Tratamiento con NacCl.

Diez dias posteriores al inicio de la germinacion, los grupos experimentales fueron tratados con
NaCl a concentraciones de 0, 50 100 y 150 mM en solucién Hoagland y recuperando cada dia el
agua evaporada con agua destilada. Tres a cuatro dias después se realiz6 un recambio de la
solucion nutritiva con sus respectivas concentraciones de NaCl. Transcurridos siete dias de

mantener la condicién salina se determinaron los siguientes parametros.

Evaluacioén del crecimiento

Se midi6é la longitud de tallo y de raiz con una regla graduada. El area foliar se midi6 por

gravimetria mediante una copia fotostatica en papel bond.

El peso seco de cada organo vegetal (hoja, tallo y raiz) se obtuvo de un total de diez plantas,

secando las muestras durante al menos 72 horas a 70°C.



18
Medicién de la concentraciéon de clorofilas y carotenoides totales

La cuantificacion de clorofila a, clorofila b y carotenoides totales, se realizé a partir de 5 discos de
hoja de 10 mm de didmetro. Los pigmentos se extrajeron utilizando acetona al 80% (v/v) y se midié
la absorbancia (Abs) del extracto en tres longitudes de onda: 663, 646 y 470 nm. El célculo de la
concentracion de los pigmentos se realizé segun lo establecido por Wellburn en 1994. Las
concentraciones de los pigmentos se obtuvieron como pg*ml™ en la solucién de la celda del

espectrofotdmetro de acuerdo a las siguientes férmulas:
[Clorofila a] = 12.21 Absgsz — 2.86 AbSgse
[Clorofila b] = 20.13 Absgss — 2.86 AbSges

[Carotenoides totales] = (1000 Abs,7o — 3.27 [Clorofila a] — 104 [Clorofila b]) / 198

Ensayo de Fotosintesis

Liberacion de oxigeno

La tasa de liberacion de oxigeno se determiné en un oximetro (Oxygraph Hansatech, England) con
camara de fase gaseosa, midiendo la tasa de liberacion de oxigeno en 5 discos de hoja de 10 mm
de didmetro, expuestos a una densidad de flujo foténico de 400 umoles de fotones m? s™,
proporcionada por una lampara de 36 fotodiodos emitiendo luz roja de 660 nm, en intervalos de
dos minutos. Los registros se efectuaron a temperatura ambiente, después de adaptar los discos
de hoja durante 2 minutos a la obscuridad. En la cdmara de disco de hoja se agregdé 1 ml de

NaHCO3; 1M como fuente de diéxido de carbono.

Medicion del transporte electrénico en membranas tilacoidales aisladas

Se obtuvieron 9.4 g de hojas frescas de plantas sometidas a experimentacion durante siete dias y
se licuaron en licuadora de cocina con 75 ml de medio de homogenizacion (MgCl, 1 mM, Sorbitol
400 mM, NaCl 10 mM, Tricina 50 mM, pH 7.8) durante ocho segundos a maxima velocidad. El
producto se filtr6 a través de ocho capas de gasa de algodén y se centrifugé durante 60 segundos
a 5000 rpm en centrifuga clinica. La pastilla se suspendié en 35 ml de medio de resuspension
(tricina 50 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 5 mM, pH 7.8) y se centrifugé a 10000 rpm durante 10
minutos. Se desechd el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 5 ml de medio de
homogenizacién (Hurry y Huner, 1992). Una fraccién de 50 pl de la muestra se aforé a 10 ml con
acetona (80 %), y su absorbacia a 652 nm se multiplicé por 27.8 (coeficiente de extincion molar)

para conocer la concentracion de clorofila total (ug/ml; Moore y Whitehouse, 1997).
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La medicion de la velocidad de transporte electronico a través del fotosistema dos y uno se realizd
a través de la medicion del consumo de oxigeno (Gonzéalez et al., 2008). En la celda del oximetro
se adicion6 725 ul de medio de reaccion (sorbitol 200 mM, MgCl, 1 mM, Hepes 50 mM, NacCl 5
mM, NaNs; 5 mM (como inhibidor de la respiracién mitocondrial residual); Hurry y Huner, 1992) y
200 pl del extracto de tilacoides. Se utilizaron 20 ul de metilviolégeno (dicloruro de 1,1’-dimetil-4,4’-
bipiridilo; 100 uM) como aceptor artificial de electrones del fotosistema uno. Este compuesto se
reduce entre los acarreadores F, y FaFg del lado aceptor del fotosistema uno, para después

consumir oxigeno.

Para observar la actividad del fotosistema uno se adicioné a la misma preparacion 20 ul de DCMU
(3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea; 1 mM) para inhibir el transporte electrénico entre los
intermediarios QA y QB del lado aceptor del fotosistema dos. Inmediatamente se adicionaron 25 yl
de ascorbato (200 mM) y 10 ul de DCPIP (2,6-diclorofenol indofenol; 10 mM) para la donacion
acoplada de electrones a nivel de plastocianina y la posterior reduccion a través del fotosistema

uno del metilviologeno.

Medicion de la emision de Fluorescencia de la clorofila a

Se utilizé un Analizador de la Eficiencia Fotosintética (Handy PEA Hansatech, England), con el que
se registro la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a de hojas preacondicionadas a la
obscuridad por 15 minutos. Se aplicé un pulso de luz roja (680 nm) con una densidad de flujo

foténico de 3500 upmoles m? s*

mediante una fuente de 6 fotodiodos, y el registro de
fluorescencia fue hecho con un fotodetector (Hansatech Ltd., King’s Lynn, England) desde 10 s

hasta 3s.

Se obtuvieron los datos de la cinética de induccién de fluorescencia de la clorofila a (Strasser et al.
2000) procesados con el programa Handy PEA. Posteriormente los datos se analizaron mediante
la prueba JIP (Strasser y Strasser, 1995) con el programa Biolyzer 2.0, para obtener los
parametros enlistados en la Tabla 1.



Tabla 1.

Definicion de los parametros utilizados en el analisis JIP de la cinética polifasica de la fluorescencia de la clorofila a
(Strasser, 1981; Strasser y Strasser, 1995; Strasser et al., 2004).

Término  Formula Definicion
Fo = F50us Sefial de fluorescencia cuando todos los centros de reaccién se encuentran abiertos
= —Fm Sefial de fluorescencia maxima, se registra cuando todos los componentes del transporte de
p electrones estan reducidos
_ Fluorescencia registrada cuando los electrones fluyen desde el lado donador hacia el centro de
Fk = F300us =
reaccion del PSlI
Ei — Foms Fluorescencia registrada cuando el pool de QA se reduce completa pero momentaneamente a los
] 2 milisegundos
Fv =Fm-Fo Fluorescencia variable
Vj = (Fj-Fo)/(Fm-Fo) Fluorescencia variable relativa a 2 ms
= (TRo/RC) - (ETo/RC)
Mo =Vj (TRo/RC) Velocidad inicial del cierre de los centros de reaccion
= 4(Fk-Fo)/(Fm-Fo)
TRo/RC = MoDCMU = Mo/V] Flujo de energia atrapada por centro de reaccion
u i i
= 4(Fk-Fo) / (Fj-Fo) : g P P
ETo/RC = (TRO/RC )(1-V) Flujo de transporte de energia por centro de reaccion
u i i
= (Mo/Vj)(¥o) ' P giap
= (ETo/RC)/(TRo/RC) . . L B ; .
Weo =1V Eficiencia con la que un exitdén atrapado mueve un electron después de la quinona A
@ po = TRo/ABS = Fv/[Fm Rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria
= (¢ po)(Wo) . - . .
P ko Probabilidad de que un exitén mueva un electrén después de la QA

=(Fv/Fm)(1-Vj)
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Tabla 1 continuacion.

Término  Formula Definicion
ABS/RC = (TRo/RC) / (TRo/ABS) Fluio d 2 absorbid tro d L,
ujo de energia absorbida por centro de reaccion
= (Mo/Vj) / (FvIFm) ] g P
= (ABS/RC) - (TRo/RC . L ., . . .
DIo/RC B ( ) )~ ) Flujo de energia disipada por centro de reaccidn, es decir la energia absorbida que no fue atrapada
= (Mo/V))/(FvIFm))- por los centros de reaccion.
(Mo/Vj)
RC/ABS = 1/(ABS/RC) Numero de centros de reaccion en los que se absorbe el flujo de energia
ABS/CS¢, =ChliCs Cantidad de clorofila por seccién cruzada
RC/CS = (ABS/CScn) / (ABS/RC) Densidad de centros de reaccion por seccion transversal
TRo/CS = (TRo/RC) (RC/CS) Captura de excitones por seccion transversal
ETo/CS = (ETo/RC) (RC/CS) Transporte de electrones por seccion transversal
=(DI0/RC)/(ABS/RC)=1-
(FufFm) Probabilidad de disipacid ot f d I
robabilidad de disipacion energética en forma de calor
Poo = [((Mo/Vj)/(FvIFm))- P g
(Mo/Vj)] / (Mo/Vij)
=(yRC/1- yRC):[@po/(1- - . .
Plags Oro)] [Pol(1-%o)] Indice de funcionamiento
=( YRC/1- yRC)-[@po/(1-
Ppo)] [Wo/(1- i
P Yo)]-[5Ro/(1- dRo)] indice de funcionamiento para el transporte electrénico hacia los aceptores finales del fotosistema
TOTAL  —(RC/ABS) (TRO/ABS- uno
TRo) (ETo/TRo-ETo)
(REO/ETo-REO0)
= |Og (PIABS)
DFngs  — 109 (RC/ABS)+log[@  Fyerza de conduccion de la fotosintesis

pol/(1- @ po)] + log [Wo/(1-
Yo)]

21
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Medicion de fluorescencia modulada

Se utilizé un Sistema de Fluorescencia Modulada (FMS; Hansatech Ltd., King’s Lynn, England) en
muestras preacondicionadas durante 15 minutos a la obscuridad. El registro comenzé con la
induccién de fluorescencia utilizando pulsos de luz modulada (0.1 pmoles de fotones m? s™) para
obtener el valor de fluorescencia minima (Fo); luego se aplicé un pulso de luz saturante (3000
umoles de fotones m? s™) para obtener el valor de fluorescencia méaxima (Fm) y a continuacion se
encendié la luz actinica (260 ymoles de fotones m? s™). Transcurridos 240 segundos se registro el
valor de fluorescencia como Fs, y se aplicd un nuevo pulso de luz saturante para obtener el valor
de fluorescencia maxima a la luz (Fm’), enseguida se apago la luz actinica y se aplicé luz infraroja,

para registrar el valor de fluorescencia minima bajo una condicion luminica (Fo’).

Luego de obtener las mediciones anteriores se calcularon los parametros qP (=Fm’-Fs/Fm’-Fo’,
actividad fotoquimica que se relaciona con la disminucién de la fluorescencia debido a la reduccion
de Qa), NPQ (=Fm-Fm’/Fm’, actividad no fotoquimica que refleja la disminucién de la fluorescencia
por la disipacion de energia en forma térmica), ®PSIl (=Fq’ /Fm’=Fm’-Fs/Fm’, rendimiento cuantico
operacional del PSIl; Genty et al., 1989; Bolhar-Nordenkampf y Oquist, 1993) y rETR
(=PPSII*PAR, tasa de transporte electronico relativo; Baker, 2008).

Ensayo de Respiracion

Medicion de consumo de oxigeno en hojas

Se determind a partir de los periodos de obscuridad de dos minutos durante el experimento de

medicion de liberacion fotosintética de oxigeno en la cAmara de disco de hoja.

Obtencion de mitocondrias de raiz

Se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito en Gonzalez y Pefialosa (2000) utilizando 30 g de peso
fresco de raiz de cada grupo experimental. Las raices se homogenizaron con 75 ml de medio de
homogenizacion (Manitol 0.3 M, EGTA 1 mM, Cisteina 4 mM, PVP insoluble 0.1%, BSA 0.1 %, pH
7.4) a 4 °C en licuadora durante 12 segundos. En seguida se filtré a través de ocho capas de gasa
y se ajusto el pH a 7.6 con trizma base. El extracto se centrifugé a 3500 rpm por 10 minutos a 4 °C
y el sobrenadante se centrifugd de nuevo a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. La pastilla se
resuspendié en 1 ml de medio de lavado (Manitol 0.3 M, EGTA 0.05 mM, BSA 0.1 %, pH 7.4), se
centrifugd a 8000 rpm con 30 ml mas de medio de lavado durante 10 minutos a 4 °C y finalmente

la pastilla se resuspendié de nuevo en un mililitro de medio de lavado.
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La medicion del consumo de oxigeno se realizO en una camara con un electrodo tipo Clark a
temperatura ambiente. El registro comenzé con la adicion de 790 pl de medio de reaccion (Manitol
0.3 M, KCI 10 mM, KH,PO,4 10 mM, MgCl, 2.5 mM, pH 7.2) y 100 pl del extracto de mitocondrias.
Se adicionaron 100 ul de succinato (100 mM) y posteriormente 10 pyl de ADP (20 mM). Se
cuantificé la cantidad de proteinas presentes en el extracto de mitocondrias por el método de

Bradford utilizando albimina de suero bovino como patrén.

Cuantificacion de iones

Se colectaron muestras de raiz, tallo y hoja de plantas salinizadas durante siete dias. Las
muestras se lavaron con agua destilada y se secaron durante 48 horas a 70°C para triturar hasta
polvo fino. Se pesd 0.2 g de material seco y se digirid6 con 4 ml de una mezcla de acidos (acido
nitrico: acido perclérico, 2:1) y 2 ml de H,0O, (30 %), se calentaron las muestras hasta volverse
transparente la mezcla. Las concentraciones de Na* y K* se determinaron con un fotémetro de
flama, CORNING 400, utilizando soluciones de 0 a 1 mM de NaCl y KCI como patrén. Las
determinaciones de Ca®*, Mg®* y P se realizaron mediante un espectrofotémetro de emision

atébmica de plasma por induccion acoplada (ICP—AES Varian).

Cuantificacion de osmolitos compatibles

Se cuantifico la concentracion de Prolina en muestras de raiz, tallo y hoja, de acuerdo al protocolo
desarrollado por Bates et al., en 1973. Se homogeneizaron 0.5 g de tejido fresco de raiz, tallo y
hoja en mortero con 10 ml de solucién de acido sulfosalicilico (3 %) y se centrifugd durante cinco
minutos a 3000 rpm. Se mezclaron 2 ml del sobrenadante con 2 ml de solucién de ninhidrina acida
(1.25 g de ninhidrina, 30 ml de acido acético y 20 ml de acido fosférico 6 M). La mezcla se calentd
a ebullicién durante una hora, y luego de enfriar en bafio de hielos se adicionaron 4 ml de tolueno
para mezclar en vortex. Se separ6 la fase de tolueno y se tomoé su lectura de absorbancia a 520

nm utilizando L-prolina como patrén de 0 a 25 pug/mil.

Se realizo la cuantificacién de azlcares reductores totales utilizando el reactivo de antrona por el
método descrito en Gonzalez et al., 2006. Se maceraron 0.5 g de tejido fresco de raiz y hoja por
separado, con 5 ml de etanol (95 % v/v), y el residuo insoluble se volvi6 a macerar con 5 ml
adicionales de etanol (70 % v/v). La fase etandlica total se centrifugé 10 minutos a 3500 rpm. Una
fraccion de 0.1 ml de éste extracto se mezclé con 3 ml de reactivo de antrona (150 mg antrona,
100 ml H,SO, al 72 %) y se mantuvo en bafio de agua a ebulliciébn por 10 minutos. Enfriadas las

muestras se midié su absorbancia a 625 nm, utilizando glucosa como patrén de 0 a 100 pg.
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Tratamiento estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio de las mediciones llevadas a cabo. Se aplicé un

analisis de varianza de un factor (prueba de ANOVA) asi como una prueba de Tukey.
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Resultados y andlisis

El tratamiento salino comenzé diez dias después del inicio de la germinacion de semillas de Vigna
radiata, momento en el que las plantulas presentaban ya el primer par de hojas cotiledonares.
Transcurridos siete dias, una fraccién importante de las plantas tratadas con 50 mM de NacCl
presentaron un aspecto similar al control, mientras que las tratadas con 100 y 150 mM de NacCl
mostraron un retraso en la aparicién de hojas nuevas trifoliadas y en el tamafo. El efecto visible
del tratamiento durante siete dias con las diferentes concentraciones de NaCl probadas, sobre

plantulas de Vigna radiata, se puede apreciar en la fotografia de la Figura 6.

e i

10 cm

0mM 50 mM 100 mM 150 mM

Figura 6. Efecto del NaCl sobre el tamafio de plantulas de Vigna radiata luego de
siete dias de exposicién. Se muestra una planta tomada al azar de cada tratamiento y
se indica la concentracion de NaCl con que fue tratada durante siete dias. La
fotografia no representa con fidelidad las medidas de las raices debido a que se perdi6
un poco de tejido durante su extraccion, para mayor detalle de este parametro ver la
Tabla 2.



26

Es importante mencionar que la adicion de NaCl en un solo paso ocasioné un shock osmético en
el momento de salinizacion de las plantulas (Shavrukov, 2013), a esto le siguié un cambio de
turgencia y flacidez durante un par de horas. La recuperacion a dicho cambio osmatico no fue
medida, y dado que algunas plantulas murieron en ese lapso, el trabajo se realizé con aquellas

que permanecieron vivas.

Se sabe que el efecto osmético esta asociado al comienzo de la salinidad en el medio, y al mismo
tiempo que se presenta, comienza a desarrollarse el efecto toxico que los iones de Na* y CI
ejercen sobre el metabolismo. De este efecto osmotico, las plantas regularmente se recuperan
algunas horas o hasta un dia después, mientras se encuentren en el umbral de tolerancia, por lo
gque a éste se le considera como el factor principal para la disminucion inicial de la poblaciéon una

vez iniciado el tratamiento (Munns, 2002).

Efecto del NaCl sobre el Crecimiento

Elongacion de érganos vegetales

El crecimiento de una planta se establece por la divisién y la expansion celular, que en conjunto
con la diferenciacibn comprenden el desarrollo vegetal (Segura, 2008). Como resultado de la
exposicion a diferentes concentraciones de NaCl, la elongacién de los érganos vegetales se
modificé a una razén no muy clara, aunque si evidente de forma sistematica para el desarrollo de

las plantas expuestas (Figura 6 y Tabla 2).

La medicion final de la longitud de raices y tallos en las plantas salinizadas se modificé respecto al
control de manera significativa (Tabla 2). Transcurridos siete dias de tratamiento los grupos con
concentraciones de 100 y 150 mM de NaCl resultaron en una longitud menor de raiz que la
desarrollada por el control. En las plantas sin salinizar, la longitud del tallo incrementé de forma
progresiva durante los dias de medicion, mientras en aquellas tratadas con 100 y 150 mM de NaCl
hubo una atenuacién hacia los siete dias de salinizacién. En estos dos érganos el tratamiento con
la menor cantidad de NaCl utilizada no mostré diferencias estadisticas con respecto al control
(Tabla 2).

La concentracion mas baja de NaCl utilizada (50 mM) condujo a una elongacién de tallos y raices
del 85 al 90 % de la longitud obtenida en las plantas control. Mientras que cuando las plantas se
sometieron a un tratamiento de 100 mM de NacCl, la longitud de tallos representé una fraccion del
85 % de lo alcanzado en el control, pero aproximadamente el 70 % en raices. A su vez bajo el
tratamiento de la mayor concentracion de NaCl (150 mM) la longitud de tallos y raices represento

el 70 % de lo obtenido en el control.
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La expansion del area foliar se redujo en mayor medida cuando la concentracion de NaCl en el
medio fue mas elevada, de manera que al final del tratamiento el area foliar medida en las plantas
bajo la concentracién de 150 mM de NaCl, representd apenas el 50 % de lo obtenido en el control
(Tabla 2).

La medicién del area foliar se realizd a partir de las hojas cotiledonares ademas de las nuevas
trifoliadas, pues éstas ya se encontraban presentes en el grupo control y el tratamiento con 50 mM
de NaCl. En los demés tratamientos no se observo la aparicibn de hojas nuevas totalmente
expandidas, asi que los brotes no se consideraron para el estudio. De esta manera se puede decir
que el potencial de expansion de &rea foliar para la utilizacion de la luz se redujo
considerablemente como consecuencia de la presencia de NaCl mayor a 50 mM en el medio

hidropdnico.

Tabla 2.  Efecto del NaCl sobre la longitud de raiz, tallo y hoja de plantulas de Vigna
radiata en diferentes dias de tratamiento. El area foliar representa la suma del area de
las dos hojas cotiledonares de cada planta y de las hojas nuevas trifoliadas
expandidas en caso de estar presente. Los numeros pequefios indican la desviacion
estandar y las letras diferentes las diferencias entre las medias para cada tratamiento

de acuerdo a la prueba de Tukey (n=5, p<0.05), nd: no hay diferencias estadisticas.

0 dias 3 dias 5 dias 7 dias

Raiz |0 mM 19.46 210nd |21.34 253nd | 22.9 505nd | 25.8 1.08a
(cm) [50mM |18.38 1.10nd [21.44 227nd | 22.1 2.85nd |23.36 230a
100 mM [15.98 154nd |17.28 161nd |18.12 155nd | 17.1 2380
150 mM | 15.76 353nd |18.46 2.96nd |17.68 3.08nd |17.86 2.03b
Tallo |0 mM 129 116nd | 16.8 191a |18.64 192a |19.06 232a
(cm) [50mM |11.12 o092nd |12.44 113b |16.22 219ab |16.56 1.19a
100 mM [12.28 o057nd |14.12 102b |15.22 241ab |16.76 0.85ab
150 mM | 12.3 1.15nd |14.24 152ab | 13.6 1520 |13.48 2270
Hoja [0 mM 14.26 153a [19.41 297a |22.36 123a | 23.3 262a
(cm® |50 mM |10.02 220ab |16.34 285ab |16.31 135b [19.57 203a
100 mM | 9.92 161b |14.01 196b |11.68 189c |13.76 2140
150 mM [11.03 2.70b |12.93 249b |12.71 104c |11.05 1570

Es evidente el efecto de la salinidad sobre la elongacion a pesar de las variaciones en las
mediciones obtenidas. A lo largo del tratamiento se puede apreciar que las raices se mantiene
durante la mayor parte del tratamiento (hasta cinco dias) sin diferencias marcadas en el retraso de

la elongacion hasta llegado el séptimo dia. Mientras que en tallos las diferencias se aprecian mas
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tempranamente, es decir, el retraso en su elongacién se observa con mas evidencia al inicio del

tratamiento (Tabla 2).

Los datos obtenidos de la Tabla 2 fueron vertidos en un diagrama de cajas que se muestra en la
Figura 7 con el fin de ilustrar la distribucion de las mediciones de elongacién. Este diagrama esta
compuesto por una caja central que representa el intervalo donde se encuentra el 50 % de la
poblacion de datos medidos, una linea que atraviesa dicha caja, que representa el valor de la
mediana y dos lineas verticales (superior e inferior) que se prolongan para indicar las mediciones

extremas.
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Figura7. Efecto de la salinidad sobre la longitud de raiz (A) y tallo (B) y area foliar

(C). El diagrama de cajas se construy6 con los mismos datos de la Tabla 2. Se indica
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en el eje de las abscisas para cada tratamiento de NaCl (mM) los dias de medicion a

partir del comienzo de la salinizacion (0, 3, 5y 7 dias).

Las plantas que se colectaron para las mediciones de las estructuras vegetales (longitudes y
biomasa), dejaron de participar en el experimento una vez realizada la medicién, ademas que,
como efecto del tratamiento durante dicho tiempo continuaron muriendo algunas plantas de las
gue no se evalu6 su tamafio. Se sabe que el crecimiento se afecta como resultado de la entrada
excesiva de iones de Na' y CI a las células que no controlan su crecimiento (Zhu, 2001).
Probablemente la fraccion de plantas que continuaron su crecimiento en presencia de NaCl (Tabla
2) resultaron en una toxicidad elevada lo que condujo a su muerte, y el resultado final observado
se deba mas bien a una diversidad genética presente en esta variedad de frijol mungo (medicién a
los siete dias, Tabla 2), resultando en la sobrevivencia de plantas que detuvieron su crecimiento

frente al NaCl durante el tratamiento.

Evaluacion del Peso seco

El efecto del NaCl sobre el peso seco en los 6rganos de Vigna radiata se aprecia como columnas
apiladas de la Figura 8. Luego de siete dias de tratamiento con NaCl se observa que el peso seco
por planta disminuy6é de manera significativa en aquellas tratadas con 100 y 150 mM de NacCl.
Mientras la biomasa presente en la parte aérea disminuye de una forma casi constante con el
aumento de la salinidad, la de raiz s6lo se modificé respecto del control en el tratamiento de 150
mM de NaCl. De nuevo, las mediciones de peso seco en hojas consideraron las hojas

cotiledonares y las nuevas trifoliadas en caso de estar presentes.
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Figura 8. Efecto del tratamiento de NaCl sobre la biomasa medida como peso seco
(PS) de los 6rganos vegetales Raiz, Tallo y Hoja de Vigna radiata después de 7 dias
de salinizacion. Las letras diferentes indican diferencias significativas para cada

6rgano (p<0.05), n=3, + desviacién estandar.

La inhibicion en la acumulacién de biomasa no parece estar presente en concentraciones de 50
mM de NaCl, mientras que en concentraciones de 100 mM hubo una inhibicion promedio del 9, 24
y 34 %, para la raiz, tallo y hoja, respectivamente. En presencia de 150 mM de NacCl la inhibicién

alcanzo el 40, 48 y 58 % para las mismas estructuras.

Al obtener la relacion del peso respecto a la longitud del tallo y raiz o del area foliar, el analisis
estadistico no muestra diferencias, aunque se aprecia una tendencia en la disminucion de este
valor (Figura 9). Este resultado probablemente esté relacionado a un cambio de turgencia que
acompana las diferencias en biomasa y no muestra cambios en la densidad de biomasa por
unidad de longitud. A partir de los datos anteriores, la relacion de biomasa vastago/raiz muestra

una tendencia a disminuir (inserto de la Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la salinidad sobre la relacion del peso seco y la longitud de Raiz
y Tallo (mg PS/cm) y el area de Hoja (mg PS/cm?). En el inserto se muestra la relacion
de biomasa vastago/raiz (V/R). Estadisticamente no se observaron diferencias entre

éstos parametros obtenidos, n=3, + desviacion estandar.

Con los datos de la Tabla 2 se obtuvo la proporcion de incremento de elongacion durante siete

dias de salinizacion, expresada como la tasa de crecimiento relativo (TCR):
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TCR=pu= % (Barrera et al., 2010)
T
Donde /n es el logaritmo natural, Ls— longitud final, Z; — longitud inicial, 7r— tiempo final y 7; -

tiempo inicial.

Este pardmetro (Figura 10), permite observar el efecto de la salinidad sobre la ralentizacion en el
crecimiento de raiz y tallo en las plantulas y su relacion con la concentracion de NaCl en el medio
hidropdénico. En hojas, la concentracion de 50 mM de NaCl, ocasiond un incremento en la
expansion del area foliar, pero fue abatido con condiciones de NaCl mas alta, particularmente
después de la concentracion de 100 mM de NacCl.

La Tasa de Asimilacion Neta (TAN; inserto de la Figura 10), obtenida a partir de los datos

anteriores y de la Figura 8, muestra que el incremento en masa de las plantas sometidas a

salinidad mantiene una relacion inversa a la concentracion de sal en el medio, segun la ecuacion:
Pf_Pi

Tf_Ti

TAN = TRAF ~InAF; (Barrera et al., 2010).

AFf—AFi

Donde Pr— peso de la medicion final y P; - peso inicial, 7r— tiempo de medicion final y 7; - tiempo

inicial, /n es el logaritmo natural de AFr— area foliar para la medicién final y AF;— area foliar inicial.
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Figura 10. Efecto de la salinidad sobre la Tasa de Crecimiento Relativo (1) entre el
inicio de la salinidad y transcurridos siete dias. En el inserto se muestra la Tasa de

Asimilacion Neta (TAN; gecm?dia™) obtenida a partir de los promedios de la Tabla 2 y
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Figura 8 en relacién a la concentracién de NaCl de tratamiento. n=3, + desviacién

estandar.

La gréafica anterior muestra una relacién de crecimiento proporcional en los tres 6rganos vegetales.
Para el grupo control y de 50 mM de NaCl, la elongacion de la hoja es mayor que la del tallo y éste
mayor, a su vez, que el de la raiz en las plantas control (Mna>Hwmic>Hraiz). Dicha proporcion de
crecimiento se modifica con concentraciones de NaCl mayores. En las plantas tratadas con 100
mM de NacCl, la tasa de crecimiento de las hojas es menor y mantiene un nivel equivalente al del
tallo, mientras que en aquellas tratadas con 150 mM de NacCl, el crecimiento de hojas y tallo es

abatido en mayor medida y el de la raiz se mantiene equiparable al de los demas tratamientos.

Segun los datos anteriores existe una afectacion en el crecimiento sobre plantas de Vigna radiata
en concentraciones de NaCl de 100 y 150 mM de NaCl probadas en un medio hidropdnico.
Aungue no se evalud a detalle, bajo el presente modelo experimental de salinidad, el desarrollo
vegetal parece modificarse por una ralentizacibn en la division celular, teniendo como
consecuencia el retraso ontogénico. Una evidencia que apoya esta observacion, pero que requiere
un estudio a detalle, es que con el tratamiento salino, la parte aérea de la planta mostré un retraso
en la aparicién de hojas nuevas trifoliadas, mismo que podria relacionarse con una disminucién en

la tasas de asimilacion neta (inserto Figura 10).

Se ha demostrado que plantas de frijol mungo crecidas durante cinco dias en salinidad muestran
una disminucién del 29 y 62 % de crecimiento de tallos, en condiciones de 6 y 12 EC (unidades de
conductividad eléctrica; aproximadamente 60 y 120 mM de NaCl respectivamente); segun los
autores la reduccién en biomasa como peso fresco y seco puede ser debida a la inhibiciéon de

procesos como la division, elongacién y diferenciacién celular (Singh et al., 2003).

Diversos factores ambientales pueden afectar el crecimiento y la productividad de las plantas
(Marshall, 1988). Segun Yeo (1983) las afectaciones al crecimiento y balance general de energia
en situaciones en que no se presenta toxicidad intracelular por la presencia de Na* o CI', son
debidas a factores como 1) el ajuste osmaético mediante solutos compatibles, el cual compite con el
crecimiento por las fuentes de carbono, 2) la fotosintesis disminuida, debido a un incremento en la
resistencia estomatica, 3) los procesos de transporte activo de iones y de mantenimiento (debidos
al dafio) que compiten por carbohidratos, 4) el transporte de iones que puede competir con otros
procesos por energia, especialmente provenientes de la respiracién en la obscuridad, y 5) la

capacidad del transporte de iones que podria ser inadecuada.

Se ha determinado también que la salinidad tiene un efecto significativo en diferentes estados de

crecimiento de las plantas. En Vigna unguiculata el estado de crecimiento vegetativo es mas
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sensible que el estado de floracién y de llenado de vaina (Maas y Poss, 1989). Mientras que en
Vigna radiata la salinidad impacta de igual forma el desarrollo en estado germinativo y de plantula
(Ashraf y Rasul, 1988).

AUn no es claro si en la inhibiciéon temprana del crecimiento la acumulacién excesiva de Na* es el
principal efector para el retraso en el crecimiento. Es decir que la reduccion del crecimiento en
salinidad sea debido a la disminucion de la plasticidad de la pared celular o por el propio efecto
osmdético del ambiente circundante a las células (Neumann, 1997).

En contraparte, plantas de Vicia faba (con un grado moderado de tolerancia a salinidad) sometidas
a concentraciones de cloruro de sodio (100 mM) mostraron un incremento en la altura de las
plantas (Abdul, 2011). Probablemente este efecto sea debido a que la baja cantidad de sal para
esta planta puede ser utilizada como componente osmético para la elongacion celular, aunque
existe una disminucién en el area foliar, el peso seco de la planta tuvo una tendencia a
incrementar; es decir se encontrd un efecto positivo del cloruro de sodio en estos parametros. Sin
embargo, concentraciones mayores de NaCl mostraron efectos negativos. Este planteamiento
puede dar una explicacion acertada acerca de la capacidad de manejo del impacto que se
presenta con niveles de salinidad bajos sobre el crecimiento vegetal. Esto es, concentraciones
minimas de NaCl ejercen un efecto positivo y probablemente sinérgico en el crecimiento, ya que el
Na" podria ser utilizado como componente osmatico vacuolar durante la division celular. Aunque la
localizacién subcelular de los iones no fue evaluada, esto explicaria los resultados observados en
el tratamiento con 50 mM de NaCl (Tabla 2).

Efecto del NaCl sobre el contenido iénico

La distribucién de iones inorganicos (nutrimentos) en una planta puede ser explicada por la ruta de
transporte que toma dicho elemento a través de la planta y mediante las propiedades de
almacenaje de las células que se encuentran en contacto con dicho elemento, durante su

transporte (Conn y Gilliham, 2010).

En situaciones de estrés, el desequilibrio i6nico en el medio y en la planta resultan frecuentemente
en desordenes nutrimentales que pueden ser debidos a la disponibilidad de cada uno de ellos, a la
competencia en el consumo, transporte o distribucion dentro de la planta o a la inactivacion

fisioldgica para la utilizacion de un nutriente dado (Grattan y Grieve, 1999).
Relaciones idnicas en raiz

El contenido total de iones en raices de Vigna radiata se evalu6 al final del tratamiento de siete

dias de salinidad (Tabla 3). La concentracién de Na* presente en este 6rgano incrementd a partir
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del tratamiento con la concentracibn mas baja de NaCl (50 mM), mientras que la concentracion
mas elevada (150 mM) presentd una concentracién de casi dos érdenes de magnitud mayor que el
control. Ademas, el Magnesio (Mg®") y el Fésforo (P) también incrementaron su concentracién en
las muestras digeridas de este mismo 6rgano. El Mg?* increment6 casi en un 20 % en condiciones
de 50 mM de NaCl, 44 % con la concentracion de 100 mM de NaCl y se mantuvo en 48 % en 150
mM de NaCl. Por otra parte, la concentracion de P se elevd en 40 % en el tratamiento con 50 mM

de NaCl, comparada con el control, y llegé a un 70 % en los demas tratamientos.

Por el contrario, los iones de Potasio (K*) tuvieron un decremento de su presencia en la masa seca
de éste érgano como efecto del incremento de NaCl en la solucion Hoagland. En presencia de 50
mM de NaCl, el K* representd el 46 % de la condicién control, mientras que en condiciones de 100
y 150 mM de NaCl sélo se obtuvo el 34 y 30 %, respectivamente. Los iones de Ca?' también
mostraron una tendencia a disminuir en concentracion, aunque no presentaron diferencias

estadisticas significativas.

Tabla 3. Contenido i6nico en raices de Vigna radiata sometidas a diferentes
concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacion estandar,

nd: no hay diferencias estadisticas.

Mg? mmol/g | Ca* mmolig
PS PS

0mM 28.5 + 134c (2114.6 +1423a|0.146 +0.032b |[0.108 +0.001nd [0.422 +0.018b
50mM |[1718.5 #123.1b | 981.9 + 67.9b [0.173 +0.016ab | 0.098 +0.005nd |0.594 +0.064 ab
100 mM |2259.9 + 854a | 736.9 + 91.8b |[0.211 +0014a |0.093 +0.009nd [0.740 10.118a
150 mM |2205.4 +117.2a | 651.8 #181.1b [(0.217 +0.004a |0.089 +0.013nd |0.734 +0.103a

NaCl Na" umol/g PS | K* pmol/g PS P mmol/g PS

I+

Relaciones i6nicas en tallo

El contenido i6nico de las muestras de tallos mostr6 un patrén diferente al de la raiz para los
diferentes iones medidos (Tabla 4). La concentracion alcanzada en los tratamientos supero la del
control mas de 60 veces la concentracion en 50 mM de NaCl, 113 en 100 mM y 138 en 150 mM
respectivamente. El P resultdé en una cantidad incrementada en las muestras que recibieron
tratamiento de NaCl, hasta casi el 20 % por encima del grupo control. De la misma forma que en la
raiz, en tallo los iones de K* disminuyeron su cantidad por biomasa seca en presencia de 50 mM
de NaCl, de manera que en el tratamiento de NaCl mas elevado se alcanzé el 70 % con respecto

al control.
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A diferencia de la raiz, en las muestras de tallo se observé un decremento en la cantidad de iones
de Ca®" en la biomasa; ésta disminucién tuvo una proporcion similar a la acontecida para el K*. Por

otra parte, no se observé alguna modificacion en la cantidad de iones de Mg por peso seco en

las muestras digeridas de éste 6rgano vegetal.

Tabla 4.

Contenido i6nico en tallos de Vigna radiata sometidas a diferentes

concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacion estandar,

nd: no hay diferencias estadisticas.

2+ 2+
NaCl Na" umol/g PS K* umol/g PS Mg I;nsmollg Ca I;nsmollg P mmol/g PS
0 mM 14.43 + 7.16d |2055.10 +168 a |0.170 +0.018nd [0.225 +0.018a |[0.333 +0.015b
50 mM 957.29 + 89.22c¢ (1708.52 £55.36b |0.152 +0.016nd |0.205 +0.011ab [0.394 +0.032a
100 mM |1594.72 + 21.46b |1498.68 +55.22bc | 0.137 +0.025nd |0.171 +0.025bc |0.379 +0.015ab
150 mM |1935.80 #134.95a [1454.59 +57.28¢ | (0.155 +0.029nd |0.159 :0.008c |0.399 :0.024 a

Relaciones id6nicas de hojas

Como parte del andlisis de la distribucion de iones en las plantas, se determind la concentracion de
éstos en el area foliar total presente en el momento de la toma de muestra (siete dias después de

iniciar el tratamiento).

Los iones de Na* en hojas de las plantas sometidas a salinidad, mostraron una relacion diferente a
los demas 6rganos vegetales (Tabla 5). A pesar de que la cantidad de Na* foliar en las plantas sin
NacCl es baja, con relacién a la raiz y el tallo, en los tratamientos experimentales éste se acumulé
conforme se incremento la presencia de NaCl en el medio. La cantidad maxima de Na" encontrada

en hoja fue equiparable a la determinada en tallo, para la misma concentraciéon de NaCl (150 mM).

La cantidad de iones de Ca** encontrada en la biomasa de hojas de plantas salinizadas, disminuy6
y se acumulé por debajo del 75, 65 y 60 % de la condicién control para las plantas de los
tratamientos de 50, 100 y 150 mM, respectivamente. Por su parte, la cantidad de iones de K"
mostraron un ligero incremento en la biomasa seca de hasta el 10 % respecto al control, aunque
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos y el control. De la misma manera, el Mg**' y
el P no mostraron variaciones en concentracion que pudieran ser detectados por la prueba

estadistica empleada (Tabla 5).

Tabla5. Contenido i6nico en hojas de Vigna radiata sometidas a diferentes

concentraciones de NaCl. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
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significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacion estandar,

nd: no hay diferencias estadisticas.

2+ 2+
NaCl Na" umol/g PS K* umol/g PS Mg I;nsmollg Ca I;nsmollg P mmol/g PS
0mMm 4.63 +1.90c 1342.98 +£164.22nd [0.160 +0.002 nd | 0.367 +0.021a|0.555 +0.083 nd
50 mM 174.09 +60.93c |1398.70 +60.47nd |0.134 +0.002nd |[0.276 +0.004b|0.491 +0.005 nd
100 MM | 841.41 +437.41b |1460.07 +5851nd |0.137 +0.004nd |[0.240 +0.036Db | 0.477 +0.038 nd
150 mM | 1913.31 #67.06a |1483.76 £54.97nd [0.139 10.022nd | 0.223 +0.040b | 0.588 +0.008 nd

Es interesante notar que el ion Na*, considerado tipicamente toxico, en este trabajo presentd el

maximo incremento por gramo de peso Seco en raiz una vez que se expuso la planta a 50 mM de

NaCl, mientras que en tallo y raiz el cambio fue paulatino. Cuando la situacion cambia a 100 mM

de NaCl en el medio se alcanza una saturacion en raiz pero sigue incrementando en tallo y hoja, y

cuando hay 150 mM de NaCl como tratamiento, la cantidad de Na* en raiz ya no cambia, en tallo

presenta un ligero incremento, pero en hojas se presenta un incremento severo (Figura 11). Esto

es, se acumula Na* en raiz de manera hiperbolica respecto a los tratamientos, de manera casi

lineal en tallo y de manera exponencial en hoja por gramo de materia seca.
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Figura 11. Efecto de la salinidad sobre el contenido de Na* en muestras de Raiz, Tallo

y Hoja. Los datos numéricos son los mismos de las Tablas 3, 4 y 5. Las letras

diferentes indican diferencias significativas para la concentracion de Na® entre los

diferentes érganos vegetales de cada tratamiento, de acuerdo a la prueba de Tukey,

p<0.05, n=3, £ desviacion estandar.
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La tolerancia hacia el NaCl en distintas variedades de Vigna unguiculata parece estar relacionada
con la distribucion de los iones toxicos en sus Organos. En las tolerantes y moderadamente
tolerantes la mayor parte del Na* se localiza en las raices, mientras que en las moderadamente
sensibles y sensibles éste se encontrd en el tallo (Murillo-Amador et al., 2006). De acuerdo a los
resultados obtenidos en éste estudio (Figura 11), en Vigna radiata la concentracién de iones Na*

es siempre mayor en raiz que en partes aéreas, en los distintos tratamientos.

En la Figura 12 se observa la relaciéon entre el contenido total de los iones medidos por planta, con
las distintas concentraciones de NaCl utilizadas. En ella se aprecia una diferencia marcada en la
cantidad de cada tipo de ion. Esto es que, mientras se observa un incremento en la cantidad de
iones de Na’ en las plantas con salinidad hasta 100 mM de NaCl, la relacion que mantienen los
iones K"y Ca*" es inversamente proporcional con todas las concentraciones de NaCl utilizada. La

presencia de Mg?* y P también se vio reducida aunque a una razén menos acusada.
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Figura 12. Efecto de la salinidad sobre la cantidad de iones presentes en el total de
biomasa por planta. Para realizar los calculos se utilizaron los datos de las Tablas 3, 4,
5y Figura 8. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas de

acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacion estandar.

Por su parte, la proporcion de iones presentes en una fraccion de biomasa, 1 g, arroja resultados
diferentes (Figura 13). Esta indica que la densidad general de iones de Na* en la biomasa de una
planta completa incrementé proporcionalmente con el incremento de la salinidad; una relacion

menos marcada se observo con el P. Por su parte el Ky Ca** mostraron una disminucion en esta
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densidad, aunque la pérdida de éste Ultimo estuvo mas acentuada. No se mostraron diferencias en

la presencia de Mg?* a nivel de planta completa.
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Figura 13. Efecto de la salinidad sobre la cantidad de iones presente en una unidad
de biomasa seca total de plantas de Vigna radiata. Para realizar los calculos se
utilizaron los datos de las Tablas 3, 4, 5 y Figura 8. Las letras diferentes (en caso de
estar presentes) indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la
prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacion estandar.

El desorden nutrimental generado por el efecto de la salinidad con frecuencia resulta en un
incremento del requerimiento interno de la planta para determinados elementos esenciales,
ademas que no sélo existe una modificacion en la forma en como son absorbidos los nutrimentos
disponibles, sino también en la forma en cdmo son distribuidos espacialmente en la planta (Grattan
y Grieve, 1999). Probablemente esto dé cuenta de las diferencias encontradas en las Tablas 3, 4y
5, acerca de la cantidad de iones por unidad de biomasa respecto al total de iones que ingresaron
a la planta (Figura 12 y Figura 13).

Un analisis mas detallado de la presencia de iones en los érganos de las plantas indica que
existen diferencias en su distribucién por efecto de la salinidad (Figura 14). Estas graficas ayudan
a visualizar la modificacion, causada por la salinidad, en la distribucién iénica en los respectivos
6rganos. Mientras que el total de Na* presente en una planta bajo diferentes concentraciones de
tratamiento de NaCl incrementa significativamente (Figura 11), analizando el total de biomasa
presente por individuo de Vigna radiata (Figura 8) y la cantidad de iones que ésta biomasa retiene
(Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5) el porcentaje de iones presentes en cada érgano (Figura 14) no

presentd el mismo patrén. La fraccion de Na' retenida en la raiz disminuye como porcentaje con el
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tratamiento experimental de NaCl en el medio hidropénico empleado, mientras que en tallo no se
modifica, pero en hojas llega a representar una fraccion importante de hasta el 30 % de Na*
presente en la planta. Este efecto podria estar relacionado a la capacidad de retencion para este
ion por parte de la raiz, ya que si bien estadisticamente no hay una disminucién importante entre
los tratamientos de 50 y 100 mM de NaCl con el control, si la hay entre los distintos tratamientos
(Figura 14). En éste mismo 6rgano, raiz, la distribucion del K* (Figura 14) es equiparable a la
disminucién en la concentracion obtenida en base a biomasa (Tabla 3), de la misma forma que
Mg? y P. El Ca? mostré un incremento como porcentaje en raiz del total en la planta, en
contraposicién cuando se mantiene una concentracion constante en biomasa bajo los tratamientos
con NaCl (Tabla 3). Esto indica que si bien disminuy6 la entrada de Ca?* a la planta (Figura 12 y
Figura 13), una fraccion importante se mantuvo en las raices, de manera que no se aprecio algun
cambio en su concentracion por gramo de peso seco (Tabla 3), en consecuencia el aporte de éste
ion a la parte aérea de la planta resulté disminuido (Figura 14, Tabla 4 y Tabla 5). Probablemente
este efecto se deba a una falla en la fuerza impulsora del movimiento de este ion ya que es un

mineral inmovil.

Es importante notar que en tallo el porcentaje de iones, encontrados bajo los tratamientos
utilizados, es similar para Na*, K*, Mg** y P. Esto es, segun la Figura 14, se distribuye la misma
proporcion de éstos iones en los tallos respecto del total ingresado a las plantas
independientemente de la concentracion de NaCl de tratamiento.
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Figura 14. Distribucion porcentual de los iones Na*, K* Ca?*, Mg* y P en los 6rganos
Raiz, Tallo y Hoja de plantas de Vigna radiata salinizadas durante siete dias. Las
letras diferentes (en caso de estar presentes) indican diferencias estadisticamente

significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacion estandar.
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En un estudio en 2012, tres variedades de Pistacia vera de 21 dias fueron salinizadas con 100,

200 y 300 mM de NaCl; la considerada como tolerante a salinidad presenté como caracteristicas

una menor afectacion morfolégica en el area foliar, en la altura de la planta, en el peso seco de

raiz y tallo, y en la cantidad de clorofila total y azlcares solubles, asi como una menor presencia

de Na' y CI'y mayor presencia de K* en tallo, con el incremento de la salinidad (Abbaspour et al.,

2012). Resultados como los anteriores sefialan una relacion de afectaciones segun el grado de

salinidad presente. Se sabe que frente al problema de salinidad el citoplasma de las plantas

muestra una fuerte selectividad para potasio sobre sodio, magnesio sobre calcio, y fosfato sobre

cloruro o nitrato (Gorham et al., 1985); en otras palabras, altas concentraciones de Na* y CI" en el

suelo producen relaciones extremas de Na'/K*, Na*/Ca**, Ca®*/Mg* y CI/NO; (Grattan y Grieve,
1999).
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Al obtener la proporcién de [Na']/[K"] (Figura 15) se observa que en raiz, ésta sobrepasa el valor
de la unidad (equivalencia iénica) con el tratamiento de 50 mM de NaCl, mientras en tallo y hoja
éste lo alcanza con el tratamiento de 100 mM y 150 mM, respectivamente. Con respecto al
tratamiento con NaCl, en las raices se observa un incremento progresivo de mayor magnitud en
dicha relacién con respecto a tallos y hojas. En un estudio experimental con un cultivo mutante de
Vigna radiata, se demostré que una menor relacion Na’/K* esta relacionada con una mayor
tolerancia a salinidad debido a un mayor consumo de K*; asimismo, la distribucién de iones como

CI', ademas de Na’, se restringen a la raiz como mecanismo regulatorio (Nandwal et al., 2000).

Se ha mencionado también que el potasio tiene una gran importancia para el correcto cambio
conformacional de ciertas enzimas, asi como en la sintesis de proteinas y de NADPH (Wakeel et
al., 2011). Existen funciones especificas en las que el Na* no puede reemplazar al K*, aunque
algunas funciones no especificas, como el mantenimiento osmaético entre la vacuola y el
citoplasma, se pueden llevar a cabo indistintamente con K" o Na®, por lo que a éste Ultimo en
ciertas circunstancias se le puede llamar nutrimento funcional; sin embargo, algunas funciones del
K* no pueden ser reemplazadas, como la activacion por union electrostatica de al menos 60

enzimas relacionadas con el crecimiento (Wakeel et al., 2011).

5
45 0.02 | mRaiz
4 OTallo
354 0014 OHoja
T 3
=
“E-2.5 1 0
2 2 0mM
15 4
1 -
05 | b l a|a
c| ¢
0 T T T
0OmM 50 mM 100 mM 150 mM

NaCl

Figura 15. Efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de NaCl sobre la
relacion del contenido total de [Na']/[K*] en érganos de Vigna radiata. En el inserto se
muestra una amplificacion para los valores del control. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05,

n=3, + desviacion estandar.
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Con respecto a la relacién de [Na']/[Ca®'] y [Ca*]/[Mg*] (Figura 16), se puede observar el
desplazamiento de iones conforme se incrementa la concentracion de NaCl. Ademas de la entrada
excesiva de Na* a la biomasa, la relacion de estos iones podria tener un impacto importante como
participantes activos del potencial de membrana y por tanto a la permeabilidad al presentar carga y
entonces maodificar la asimilacion de nutrimentos. Parece existir una relacién entre el calcio y sodio

disponibles para la raiz para que se presente la susceptibilidad al sodio (Lahaye y Epstein, 1971).
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Figura 16. Efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de NaCl sobre la
relacion de [Na']/[Ca®'] y [Ca**]/[Mg*] en raiz (R), tallo (T) y hoja (H) de Vigna radiata.
Las letras diferentes (en caso de estar presentes) indican diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacion estandar.

Considerando que la zona de contacto con el medio hidropénico conteniendo el factor de estrés
(NaCl) fue la raiz, hubo la misma oportunidad de ingreso de Na* a la biomasa a saturaciones
distintas (incluso concentraciones de 150 mM de NaCl, elevadas para Vigna radiata; Sehrawat et
al., 2013). Al final, las raices mostraron un incremento en la concentracion interna de Na* ante la
concentracion de NaCl mas baja (Figura 11), pero con 100 y 150 mM de NaCl (Tabla 3) alcanzaron
la misma concentracion de éste ion entre ellas. La explicacion podria estar condicionada por la
ausencia en la regulacion de entrada de dicho ion a las raices, y por una limitante para su
distribucién entre raiz y tallo, y entre tallo y hojas. Esto indicaria una acumulacion de Na* en la raiz
y un efecto de retencion en tallo, de manera que se evita que éste llegue a las hojas. En ese caso
la participacion de los transportadores i6nicos cobra la mayor relevancia por determinar la
concentracion de Na* existente en los tejidos vasculares de conduccion (probablemente HKT con
afinidad a Na* (HKT2); Horie et al., 2009).
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Los resultados anteriores concuerdan con los de distintas leguminosas, pues recurren a una
estrategia de exclusion propia de plantas sensibles a la sal, restringiendo el transporte de Na* y CI

al tallo para asi evitar niveles altos en tejidos fotosintéticos (Aydi et al., 2008).

Hay que tener en cuenta que la desinfeccion de las semillas se realiz6 con una solucién de
hipoclorito de sodio al 3 %. Durante el tiempo necesario para la germinacién de las semillas se
utilizé agua corriente de la llave que contiene cantidades apreciables de iones. Ademas, los pasos
gue se siguieron antes de comenzar el tratamiento salino contemplan un lapso de tiempo corto de
estrés hidrico durante el trasplante de la cAmara de germinacion hacia los medios hidropénicos. Se
ha reportado que el pretratamiento (aclimatacion) mediante un factor estresante como el NaCl
puede activar la maquinaria de defensa antioxidativa y de esa forma evitar un problema mayor

cuando se presenta dicho factor de estrés nuevamente (Saha et al., 2010).

Efecto del NaCl sobre el contenido de osmolitos compatibles

Se ha observado que la concentracién de Nitrogeno total en diferentes 6rganos de plantas de
Vigna radiata salinizadas incrementa, probablemente como resultado de la sintesis de algunos
amino&cidos en particular, o de la produccién de compuestos de amonio cuaternario (Ashraf y
Rasul, 1988).

Se ha estudiado la funcion de la prolina como un aminoacido con funcién protectora bajo
condiciones de estrés en diversas plantas analizadas (Szabados y Savouré, 2009). Se ha discutido
las distintas funciones que la prolina tiene frente a la tolerancia al estrés, entre ellos participa en el
balance redox, pues su sintesis consume NADPH y su catdlisis lo produce. Su acumulacion
permite un mejor control osmotico (Nandwal et al., 2000) pues tiene funcién de osmoproteccién ya
que puede servir como chaperona molecular capaz de proteger la integridad de las proteinas,
amortiguar el dafio oxidativo al consumir oxigeno singulete o permitir la actividad de enzimas

pertenecientes al metabolismo antioxidativo (Szabados y Savouré, 2009).

En el trabajo desarrollado, el tratamiento con NaCl sobre las plantas de Vigna radiata modifico la
concentracion de prolina en la biomasa fresca de los organos evaluados (Figura 17). El efecto mas
evidente se observé en hojas, donde segun la Figura 8, éstas presentaron una menor cantidad de
biomasa, lo que podria relacionar la afectacion al crecimiento con una mayor sintesis de prolina en
presencia de una concentracién alta de Na* (Tabla 5). El cambio en el contenido de prolina es un
indicador de estrés, pues podria ser consecuencia de la biosintesis estimulada en el cloroplasto o
la inhibicién del catabolismo en la mitocondria teniendo funcion como osmolito (Zsigmond et al.,
2012).
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Figura 17. Efecto de la salinidad sobre el contenido de prolina en los 6rganos
vegetales raiz, tallo y hoja de plantas de Vigna radiata. El andlisis estadistico de
medias permitié identificar al menos dos grupos con diferencias significativas frente al

control que se marcan con un asterisco (*), n=3, £ desviacion estandar.

Por su parte, la cantidad de azlcares reductores totales se midié en hojas y raices de las plantulas
tratadas con NaCl. En la Figura 18 se muestra la cantidad de azlcares reductores totales
presentes como efecto del tratamiento con NaCl. En hojas, el promedio de la cantidad de azlcares
disminuyd en un 25 %, pero en raices mostrd una tendencia a incrementar respecto al tratamiento.
Esta correspondencia de aportacion significativa de azlcares reductores a la raiz podria dar
cuenta de la alta concentracion de Na® presente en este 6rgano, ya que se observé una alta

densidad de sales como efecto de la salinidad (Tabla 3).

Considerando los datos obtenidos de biomasa (Figura 8), podria haber una relacion entre el
incremento de azlcares reductores en raiz con una disminucion de biomasa. Una relacién inversa
se observa en hojas, donde el decremento en azlcares reductores, al menos hasta 100 mM de
NacCl, presenta una disminucion en biomasa. Este fendmeno se vuelve interesante en el sentido de
estudiar la relacion que mantiene la homeostasis energética a nivel sistemético. Donde los
azlucares reductores podrian servir tanto como osmolitos compatibles como aportadores de

energia a la raiz desde las hojas.
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Figura 18. Contenido de azucares reductores presentes en hoja y raiz de plantulas
tratadas con NaCl en medio hidropénico. El andlisis estadistico de medias identificé al
menos un grupo con diferencias significativas frente al control, que se marca con un

asterisco (*). = Desviacion estandar.

Efecto del NaCl sobre el contenido de pigmentos fotosintéticos

La concentracion de los pigmentos fotosintéticos de hojas de Vigna radiata salinizada durante siete
dias se muestra en la Figura 19. La tendencia general de los tres pigmentos fue de aumentar con
la concentracion de 50 mM de NaCl (23, 20 y 34% para clorofila a y b y carotenoides totales,
respectivamente) con respecto al control, disminuir en los tratamientos de 100 mM (16, 14 y 4%,
mismo orden) y 150 mM (38, 25y 27% de los mismos pigmentos). El analisis estadistico determiné
que existen diferencias significativas entre los tratamientos probados, excepto en 100 mM de NacCl,
en el cual la dispersiéon fue mayor; la pérdida de pigmentos por centimetro cuadrado foliar fue

acentuada en la concentracion de 150 mM de NacCl.

En un estudio con Ricinus communis, Li et al. (2010) encontraron que luego del tratamiento de 100
mM de NaCl durante siete dias, hay una concentracion de clorofilas mayor que el control. Estos
autores argumentan que este fendbmeno se debe a una estimulacién por la salinizacion que
promueve el crecimiento, mientras que los tratamientos con salinidad severa disminuyen su
contenido de clorofilas al mismo tiempo que incrementa el de carotenoides totales. Se sabe que en
condiciones no estresantes para un organismo con fotosintesis oxigénica, los carotenoides ayudan

a ampliar el espectro de absorcion de energia electromagnética (Culttris et al., 2007).
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Figura 19. Efecto de la salinidad sobre la concentracién de pigmentos fotosintéticos
extraidos de hojas de Vigna radiata sometida a 0, 50, 100 y 150 mM de NaCl (Ca:
Clorofila a, Cb: Clorofila b, Carot: Carotenoides totales, Ca/b: relacion clorofila a/b).
Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey,

n=3, p<0.05, + desviacion estandar.

La cantidad de clorofila especifica (por unidad de biomasa seca foliar) muestra que no existen
diferencias entre la cantidad de clorofila b y caroteniodes como efecto del tratamiento. La
tendencia de las medias podria indicar que el estrés salino en estas plantas ocasiona cambios
metabdlicos importantes que conducen a una menor cantidad de clorofila total por unidad de
biomasa, al menos para la clorofila a (Figura 20) ya que existen diferencias en su contenido al

menos entre los tratamientos de 100 y 150 mM de NaCl con respecto al control.
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Figura 20. Efecto de la salinidad sobre el contenido de pigmentos fotosintéticos por
unidad de biomasa foliar (CA: Clorofila a, CB: Clorofila b, Carot: Carotenoides totales,
PS: Peso Seco). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas comparado con el
control, n=3, p<0.05, * desviacion estandar.

El efecto de la salinidad sobre la relacién del contenido de clorofila a 'y b (Figura 19D) muestra que
dicho valor no se modifica mas alla del 2% del control durante la presencia de 50 y 100 mM de
NaCl, pero disminuye 17% bajo condiciones de 150 mM de NaCl. Este cambio podria estar
relacionado con maodificaciones en la cantidad de pigmentos estructurales presentes en los
complejos del fotosistema uno y dos.

Se ha discutido que la relacién de la concentracion de pigmentos ([Clorofila a)/[Clorofila b]) refleja
en gran medida la relacion Fotosistema I/Fotosistema Il (Anderson, 1986), por lo que los

resultados pueden indicar una alteracion en la proporcion de los fotosistemas (Figura 19D).

Segun el planteamiento de Anderson (1986), se sabe que el fotosistema dos es el que contiene la
mayor proporcién de clorofila b, de manera que existe una relacion estequiométrica entre la
concentracion molar de clorofila b cuantificada y la concentracion molar de unidades de
fotosistema dos, con sus moléculas de clorofila b asociadas. De la misma forma, el total de
clorofila a medido se encuentra en las inmediaciones proteicas del fotosistema dos y uno. También
se ha determinado de la estructura tridimensional del fotosistema dos, que contiene 162 moléculas
de clorofila a y 54 moléculas de clorofila b por unidad de fotosistema dos (Govindjee et al., 2010),

mientras que el fotosistema uno contiene 161 moléculas de clorofila a (Busch y Hippler, 2011).
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En ese sentido se ha observado que el sistema fotosintético mantiene cierta flexibilidad que le
permite ajustar la relacién estequiométrica de los fotosistemas (Fotosistema Il/Fotosistema I) frente
a calidades de luz distintas, y que esto contribuye a mejorar la eficiencia cuantica de la fotosintesis
(Chow et al.,, 1990). Ademas, estudios con distintos métodos para cuantificar los centros de
reaccién del fotosistema uno y dos, indican que el contenido de fotosistemas dos funcionales es
mayor que el de PSI (PSII/PSI = 1.5 — 2; Fan et al., 2008).

En un estudio con dos variedades de arroz, Falqueto et al. (2010) observaron que dos variedades
de arroz que difieren en alta y baja productividad agronémica, mostraron diferencias en la actividad
fotosintética. Ademas que en distintos estados ontogénicos el fotosistema dos presenta diferencias
en la eficiencia de uso de la energia o movilizacion de los asimilados mas que en su capacidad de
absorcion de la luz. Adicionalmente, el fotosistema dos es mas susceptible a fendbmenos
fotoinhibitorios, debido a un incremento en la presiébn de excitacion, que llevan a cambios
estructurales importantes (Vass, 2012).

En plantas de Vicia faba la proporcién de clorofilas a/b aumenta de 1.8 en plantas sin salinizar
hasta 4.5 en plantas sometidas a 240 mM de NaCl cuando se mide en los primero diez dias, pero
en el tiempo en el que la toxicidad es severa y se observa la muerte del 40 % de las plantas (90
dias de vida), esta relacion se invierte encontrdndose valores de 1.19 en plantas control y 0.07 en
plantas con 240 mM de NaCl (Abdul, 2011).
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Figura 21. Efecto de la salinidad sobre la variacion porcentual de clorofila a (CA) y
clorofila b (CB) respecto de la cantidad total de clorofilas (100%=pgCAcm™?+ pgCB cm’
2). Las letras diferentes indican diferencias significativas, n=3, p<0.05, + desviacion
estandar.
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La relacion clorofila a/b se puede apreciar con un poco mas de detalle en la Figura 21, donde se
verifica que del total de clorofila por tratamiento, la razén de pérdida de clorofila a tiene una
relacién inversa con el tratamiento de NaCl, de la misma manera que la clorofila b (Figura 19 B).
Sin embargo el porcentaje de pérdida del primer pigmento mantiene una magnitud mayor que el de
clorofila b. Por lo anterior, la relacion de estos pigmentos respecto al total de clorofilas, condujo a
gue la clorofila b pasara del 22 al 26 % en las muestras control a las salinizadas (Figura 21). Esto
podria estar relacionado con la dinamica de biosintesis y degradacion de la clorofila a y b, ya que
se sabe que en el ciclo de interconversién en el que participan estas dos moléculas, una mayor
proporcion de clorofila b mantiene una relacién con la conversion aparente de clorofila a a b.
Ademas que la presencia de clorofila b esta relacionada con una mayor presencia de complejos
cosechadores de luz (Tanaka y Tanaka, 2011). Se ha discutido la relacion entre los niveles
presentes de complejos cosechadores de luz del fotosistema dos y el apilamiento de las
membranas tilacoidales (Anderson, 1986), ya que la estructura de los primeros es importante para
gue se lleven a cabo interacciones que llevan al apilamiento de las membranas tilacoidales para la
formacion de los granum (Pribil et al., 2014). En relacién a los resultados de la distribucion idnica,
se ha observado que distintos tipos de deficiencia nutrimental tienen claros efectos sobre la
ultraestructura del cloroplasto (Hall et al., 1972).

La disminucion de clorofila a 'y b, puede deberse tanto a la afectacion de la sintesis como a la tasa
de degradacién, sin embargo Vieira (2004) demostr6 en plantas de Helianthus annuus L.,
sometidas a salinidad gradualmente incrementada, que la pérdida de clorofilas es debida en mayor
parte a su degradacion, destacando que la actividad de sintesis de clorofila es afectada bajo
salinidad severa. Concentraciones bajas de NaCl podrian afectar parcialmente la actividad de la
clorofilasa, la causa del aumento en contenido, sin embargo, a concentraciones mayores de NaCl
se afecta la sintesis de clorofila a en conjunto con la tasa de degradacién alta, probablemente esto

de cuenta de las relaciones observadas en la Figura 21.

La clorofila b se considera importante ademas por determinar la integridad de los complejos
antena, al unir apoproteinas y ser blanco de proteasas para el inicio de su destruccion. El ciclo de
interconversion clorofila a a b direcciona la proporcion de estas dos clorofilas (Tanaka y Tanaka,
2011).

Efecto del NaCl sobre larespiracion

Efecto del NaCl sobre la respiracion en raices

La actividad respiratoria de mitocondrias de raices de Vigna radiata se midi6 s6lo en plantulas

tratadas con 0, 50 y 100 mM de NacCl, debido a que la biomasa obtenida del tratamiento con 150
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mM de NaCl no alcanz6 el minimo para realizar la extraccién de mitocondrias de raices. En este
ensayo no se mostraron diferencias estadisticas significativas, ademas que no se pudo demostrar

la actividad de la enzima Oxidasa alterna.

En la Figura 22 se observan trazos que representan las velocidades de respiracion, los nimeros
indican la cantidad de oxigeno consumido por minuto por miligramo (mg) de proteinas. La relacién
entre los estados respiratorios tres y cuatro de acuerdo a los valores arrojados en la Figura 17, fue
de 4.655 para el control, 5.278 para las raices de plantas en 50 mM y 3.21 para las de 100 mM de
NaCl. De acuerdo con ésta relacion, existiria un mayor grado de acoplamiento en las membranas
mitocondriales de raices con el tratamiento de 50 mM de NaCl comparado con el control, mientras

gue con el tratamiento de 100 mM de NaCl se estaria perdiendo dicho acoplamiento.
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Figura 22. Tasa de liberacion de oxigeno medido en mitocondrias aisladas de raices
de Vigna radiata sometida a salinidad durante siete dias. La concentracion de NaCl de
tratamiento se indica en la parte superior de cada trazo; los numeros en el lado
derecho de las lineas expresan la cantidad de oxigeno liberado por unidad de biomasa

proteica por unidad de tiempo (nmol O, pg prot™ min™), n=3.

Se ha demostrado que en plantulas de arroz sometidas a distintos tipos de estrés, la
disfuncionalidad de la cadena transportadora de electrones mitocondrial esta relacionada a la
acumulacién de prolina. Lo anterior podria ser un mecanismo para evitar un desbalance en el

estado redox relacionado a la proporcion NADH/NAD", ya que la produccién de prolina a partir de
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acidos organicos, como glutamato, podria servir como almacén de energia reductora en una forma
no toxica (Alia y Pardha, 1993).

Efecto del NaCl sobre la respiracion en hojas

Se sabe que el consumo de oxigeno por mitocondrias de células fotosintéticas se modifica bajo
condiciones metabolicas especificas, y que dichas variaciones son reflejo de la provision de
carbono de la fotosintesis, del grado al cual el NADH fotorrespiratorio es consumido en la
mitocondria, y del grado en el que el exceso de equivalentes redox fotosintéticos son exportados
del cloroplasto, lo que revela su importancia durante la fotoinhibicion (Atkin et al., 2000).

Luego de un periodo de iluminacion en discos de hoja, se obtuvo la tasa de consumo de oxigeno
en obscuridad (Figura 23). Los resultados colectados en la Figura 23, muestran que durante el
primer minuto de obscuridad, luego de someter los discos de hoja a una condicién de luz de 400
pumoles de fotones m? s*, la velocidad de consumo de oxigeno (Cons 1) incrementé como
resultado de la exposicion a salinidad. Transcurrido el primer minuto, la tasa de consumo de
oxigeno disminuyé entre 60 y 80 % comparado con la tasa de consumo de oxigeno del primer
minuto. Es interesante ademas que la velocidad de respiracion después de un minuto de
obscuridad en la cAmara del oximetro tiende a disminuir, a diferencia de la respiracion en el primer

minuto.

Durante la transicion de la obscuridad a la luz en células fotosintéticas, se presentan grandes
cambios en las tasas de respiracibn mitocondrial, especialmente debido a procesos
fotorrespiratorios determinados por la condicion fotosintética (Atkin et al., 2000). El incremento en
el consumo de oxigeno durante esta transicion probablemente podria deberse al desacoplamiento
en el transporte electrénico, asi como a la actividad de rutas no fosforilativas como la NAD(P)H
deshidrogenasas alternas (NDH), la oxidasa alterna (AOX) o proteinas desacoplantes (UCP,
Uncoupling Protein). Estos mecanismos provocan un incremento en el transporte de electrones y
en el consumo de oxigeno sin que se modifique la concentraciéon de ATP (Mgller, 2001). Se ha
documentado también que en los cloroplastos existe una proteina con actividad oxidasa
estimulada por luz, conocida como oxidasa terminal del plastoquinol (PTOX, Plastoquinol Terminal
Oxidase, evolutivamente relacionada con la AOX; McDonald y Vanlerberghe, 2006), que puede
tomar electrones a nivel de la poza de quinonas. Sin embargo la actividad y funcion de ésta

enzima aun no son claras ya que los métodos para su estudio aiin no se han establecido.

Nuestros resultados experimentales (Figura 23) muestran que una vez que transcurre el tiempo en

obscuridad, los discos de hoja mantienen una tasa de consumo de oxigeno disminuida, por lo que
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se puede decir que la tasa de consumo de oxigeno inicial una vez que se apaga la luz hasta la

velocidad de consumo residual esta estimulada por la luz.

El porcentaje que representa la respiracion durante el primer minuto de obscuridad (Cons 1; Figura
23) respecto de la produccién de oxigeno neta (Prod tot; Figura 23) se incremento por efecto de la
salinidad, desde un 6 % en el grupo control, hasta un 45 % en el tratamiento con 150 mM de NaCl.
Este consumo de oxigeno probablemente esté relacionado a la liberacién de CO, fotorrespiratoria
durante la obscuridad (proceso Illamado estallido fotorrespiratorio postiluminatorio, PIB:
photorespiratory post-illumination burst), ya que el tiempo necesario para que lleguen los productos
fotorrespiratorios a las mitocondrias para ser oxidados es mayor que el necesario para que se
detenga la carboxilacion u oxigenacién de la ribulosa 1,5-bisfosfato en la obscuridad (Atkin et al.,
2000).

La segunda fase de consumo de oxigeno, durante el segundo minuto de obscuridad (Cons 1+;
Figura 23) no mostr6 cambios evidentes, aunque si refleja la tasa de respiracion una vez que se
detiene la misma en presencia de luz. Por otra parte, la respiracién en una planta podria tener dos
finalidades: una relacionado al crecimiento, propio de la utilizacion de energia y poder reductor en
biosintesis, y otra al mantenimiento, debido mayormente al recambio de enzimas, el

mantenimiento de membranas y/o al transporte de nutrimentos (Ribas-Carboé et al., 2008).
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Figura 23. Efecto del NaCl sobre la velocidad de producciéon y consumo de oxigeno
medido en hojas de Vigna radiata. Prod tot, suma de la velocidad de produccion de
oxigeno a la luz mas la velocidad de consumo de oxigeno durante el primer minuto de

obscuridad. Prod luz, velocidad de produccién de oxigeno a la luz. Cons 1, velocidad



53

de consumo de oxigeno durante el primer minuto de obscuridad. Cons 1+, velocidad
de consumo de oxigeno después del primer minuto de obscuridad. Letras diferentes
(en caso de estar presentes) indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba

de Tukey, n=3, p<0.05, * desviacion estandar.

La salinidad tiene un impacto negativo importante sobre la actividad in vitro de las enzimas del
ciclo de los é&cidos tricarboxilicos de raices de plantas de Vigna radiata salinizadas (Gonzalez-
Moreno et al., 2002; Saha et al., 2012) probablemente como resultado de las interacciones idnicas
al presentarse la entrada excesiva de Na* y la salida de K*. Los resultados obtenidos en la Figura
23 no solo podrian deberse a modificaciones en el transporte electronico en las membranas
mitocondriales, sino también, probablemente, a modificaciones en el transporte de metabolitos

hacia o de la mitocondria en hoja.

Efecto del NaCl sobre la fotosintesis

Efecto del NaCl sobre la tasa de liberacion de oxigeno

Los datos de la velocidad de liberacion de oxigeno obtenidos en este trabajo se muestran en la
Figura 23 como la produccion de oxigeno por unidad de clorofila y de tiempo. Estas velocidades
consideran la velocidad de produccién de oxigeno a la luz (Prod luz) por parte de la hoja, como el
balance entre la produccién neta de oxigeno durante la fotosintesis y la fraccion consumida por
parte de la respiracion durante la iluminacion, ademas de la produccion total (Prod tot),
considerada como la suma de la produccién de oxigeno a la luz mas la tasa respiratoria durante el

primer minuto de obscuridad (Figura 23).

De acuerdo a Maslenkova et al. (1995), tratamientos prolongados de salinidad modifican la
composicion de las membranas tilacoidales como reflejo del aumento en la presencia de centros
de reacciéon B, mismos que podrian presentar un efecto de cooperatividad en la liberacion de
oxigeno, como mecanismo de resistencia hacia la salinidad. Lo anterior podria explicar por qué
luego de la disminucién de la produccion de oxigeno en hojas sometidas a 50 mM de NacCl, los
siguientes tratamientos no mostraron una diferencia significativa respecto a éste ultimo; es decir, a
pesar de incrementarse la tasa respiratoria, posterior a la iluminacion, la velocidad de produccion

de oxigeno en hojas no se modifico entre los tratamientos (Prod tot, Figura 23).

La relacion que guarda la respiracién y la salinidad enmarca grandes diferencias frente a la
resistencia al estrés salino (Jacoby et al.,, 2011), aunque una limitante técnica importante del

presente estudio fue el no poder discernir entre la respiracion mitocondrial y los mecanismos
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liberadores de energia en cloroplasto (Wilhelm y Selmar, 2011), ademas de otros procesos
consumidores o productores de oxigeno.

Efecto del NaCl sobre el transporte de electrones en tilacoides aislados

La tasa de transporte de electrones entre el fotosistema Il (PSIl) y el fotosistema | (PSI), mostré
una disminucion en su actividad, mientras que la actividad de transporte electrénico a nivel de PSI

se mantuvo sin cambios significativos (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la salinizacion sobre el transporte electrénico entre las unidades
de fotosistema dos y uno (PSII+PSI) y sobre el fotosistema uno (PSI) de membranas
tilacoidales aisladas de plantas de Vigna radiata. El analisis estadistico de medias
permitio identificar al menos un grupo con diferencias significativas frente al control

gue se marca con un asterisco (*), p<0.05, n=3, + desviacion estandar.

De la Figura 24 se puede observar que la relacién entre el transporte medido para el flujo entre la
cadena completa (PSII+PSI) y el flujo a través del fotosistema (PSI) se vuelve mas baja hacia el
tratamiento de 150 mM de NaCl. Esta medicién indica la capacidad del sistema para transportar
electrones a lo largo de toda la cadena o Unicamente a través del fotosistema uno, utilizando
aceptores o donadores artificiales de electrones; es decir, la medicion indica el potencial para
realizar transporte electrénico lineal o ciclico. A partir de estos resultados se puede deducir que la

funcionalidad del sistema completo podria modificarse in vivo.
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Efecto del NaCl sobre la utilizacion energética en muestras acondicionadas a la luz

De acuerdo al protocolo descrito en el apartado de Métodos, la sefial de fluorescencia registrada
bajo condiciones de adaptacion a la obscuridad y a la luz, mostré comportamientos distintos (Tabla
6). Es interesante observar que el promedio de la sefial de fluorescencia en adaptacion a la luz
(Fs) increment6 con el tratamiento de NaCl, mientras que la sefial de fluorescencia maxima a la luz
(Fm’) permanecio invariable con el tratamiento salino (Tabla 6). Esto indica que otros mecanismos
de disipacion energética, ademas de los detectados por fluorescencia, modifican la utilizacion de la
energia mediante disipacion; probablemente estos mecanismos mantengan una eficiencia mayor

para la disipacion energética.

Tabla 6. Pardmetros de fluorescencia modulada (unidades relativas). Letras
diferentes indican diferencias significativas, p<0.5, n=10, + desviacién estandar. En Fo
y Fs el asterisco (*) indica diferencias significativas respecto al control. No se
encontraron diferencias significativas entre los valores de fluorescencia maxima a la

obscuridad (Fm) y fluorescencia maxima a la luz (Fm’).

Fo Fm Fs Fm' Fo'

0 mM 131 +11]680 #143|255 +47|385 +54|124 +*15a
50mM |[137 =+12|735 120|290 =+46|414 +51|136 +10ab
100 mM |153 422|683 +136|310 #55|404 +61|154 +20b
150 mM | 256 +48*|580 214|344 +72*|383 +75|231 z+48c

Cualquier proceso que afecta la eficiencia de captura de energia de excitacion por los centros de
reaccién, como la fotoinhibicién y procesos de disipacion energética no fotoquimica, modifica la
velocidad de transporte electronico a través de los centros del fotosistema dos; esto se observa
como cambios en parametros de fluorescencia, como Fv/Fm y Fq’/Fm’ (ver Materiales y métodos;
Genty et al., 1989).

Las células pueden acumular pigmentos no fotosintéticos o modificar la relacion entre los
fotosistemas dos y los fotosistemas uno, y esto a su vez modificar la absorcion de luz necesaria
para el transporte electrénico. La relacion de la produccion de ATP y electrones para fijar CO,
esta, entonces, condicionado por el transporte lineal de electrones bajo situaciones Optimas
(Baker, 2008). Para poder calcular el valor de la tasa de transporte electrénico (ETR) es necesario
obtener los valores de absorbancia de la hoja, ademas de la proporcion que representa el
fotosistema dos del total de unidades fotosintéticas. Debido a lo anterior se ha optado por utilizar el
valor de ETR relativo (rETR), que es un buen indicador de cambios relativos en las tasas

fotosintéticas, si las muestras tienen una absorcion similar (Enriquez y Borowitzka, 2011).
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Bajo las condiciones anteriores se calcularon distintos pardmetros relacionados a la utilizacién
energética en el fotosistema dos. El parametro ®PSII (=Fq’/Fm’) representa la eficiencia cuantica
con que operan las unidades del fotosistema dos bajo una condicion luminica dada, por lo que al
multiplicarlo por la densidad fotdnica incidente se obtiene la tasa de transporte electronico relativa
(rETR= ®PSII*PAR). La relacion FV'/Fm’ representa la capacidad maxima (o potencial) del sistema
para utilizar energia bajo una condicion de aclimatacion a una densidad de flujo foténico dada; las
modificaciones estructurales que este parametro puede indicar probablemente estdn dados por un
cambio en la conformacién del fotosistema dos, debido a que los valores de Fo y Fo’ estan

relacionados a cambios de estado de transicion entre | y Il (Ruban y Johnson, 2009).

La medicién de fluorescencia en presencia de luz actinica (Tabla 7) mostr6 que el rendimiento
cuantico maximo para el fotosistema dos (®PSII), asi como la tasa de transporte de electrones
relativa (rETR) y la disipacion fotoquimica de la energia a través de la fraccién de centros de
reaccioén abiertos para esa condicion luminica (gP), disminuyeron con la presencia de NaCl en el
medio hidropénico. A pesar de ello, la disipacién energética no fotoquimica (NPQ) aument6 con
respecto al control en el tratamiento de 50 mM, pero disminuyd en 100 y 150 mM de NaCl. Dado
que NPQ indica la disipacién de energia en forma de calor, su disminuciéon con la presencia de

NaCl podria indicar la utilizacion de mecanismos de relajacion no térmicos.

Tabla 7.

la emision de fluorescencia de la clorofila a (Rohagek, 2002). Las letras diferentes, si

Parametros energéticos obtenidos a partir del analisis del decaimiento de

se encuentran, indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la

prueba de Tukey, p<0.05, n=3, + desviacién estandar.

NacCl

Fv'/Fm'

®PSII

qP

gNP

NPQ

rETR

0 mM

0.675 #0.030a

0.338 +#0.069a

0.499 +0.092a

0.520 +0.073

0.757 £0.193

37.33 %7.58a

50 mM

0.667 +0.032a

0.302 +0.036a

0.454 +0.063ab

0.532 0.032

0.767 +0.104

33.36 *391a

100 mM | 0.609 +0.084a|0.229 +0.081b|0.374 =+0.115bc|0.522 +0.040|0.678 =+0.166 |25.33 +8.98b

150 mM | 0.391 +0.080b|0.103 #0.027c |0.273 #0.079c |0.516 =#0.176|0.558 +0.452|11.39 +*2.94c

Se conoce que los cambios fisiolégicos conocidos como decaimiento no fotoquimico (non-
photochemical quenching, NPQ) no estan relacionados linealmente al aumento en valores de
FV/Fm'’, ya que éstos procesos fisiologicos no permiten una evaluacion directa de cambios en la
eficiencia operativa del PSII, que podrian ser atribuibles a cambios en el parametro medido como

NPQ (Baker et al., 2007). En otras palabras, existe una relacion entre el parametro Fq/Fm’ y
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FV/Fm’' (Figura 25), mientras que NPQ es explicado en términos diferentes a la eficiencia

fotosintética.

La Figura 25 muestra la relacion que mantienen diferentes pardmetros de eficiencia cuantica del
fotosistema dos. Se observa una relacion directa entre los parametros obtenidos del potencial
fotoquimico (Figura 25 A), probablemente debido a que luego de una condicién luminica (Fv/Fm’),
el fotosistema dos mantiene sus caracteristicas estructurales en condiciones de obscuridad
(Fv/Fm), bajo los tratamientos de salinidad. Mientras que la relacion de funcionalidad (Figura 25 B),
bajo la misma luz actinica (PPSIl), no presenta el mismo comportamiento que su potencial
(Fv/Fm’); esto podria estar relacionado a una modificacion en la transferencia energética en las
antenas en condiciones luminicas, para rendir una funcionalidad mas baja con el tratamiento de
NaCl. Lo que se observa en las gréficas mencionadas es que aparentemente la salinidad no
modifica de manera importante los parametros estructurales, sino hasta el tratamiento con 150 mM
de NaCl (Figura 25 A), pero si hay una modificacién en la eficiencia operativa, donde se observa
una caida del parametro Fg'/Fm' en los tratamientos de salinidad. Es decir, la salinidad no provoca
una modificacién estructural importante (hasta 100 mM del tratamiento) en presencia de luz, pero
si una modificacion en la utilizacion energética, una vez que la luz enciende mecanismos

regulatorios (Figura 25 B).
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Figura 25. Efecto de la salinidad sobre la relacion entre el potencial fotoquimico del

fotosistema dos bajo condiciones luminicas (Fv'/Fm’) y el rendimiento cuantico maximo

para la fotoquimica primaria (Fv/Fm) (A) y la eficiencia cuantica operativa medida

(PPSII=Fq’/Fm’) (B) de plantas de Vigna radiata. Cada simbolo representa un dato

medido de una planta.
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Otros estudios realizados con diferentes grados de radiacion luminica y disponibilidad de nitrégeno
indican que la fotoinactivacién del PSII esta correlacionada linealmente con la magnitud de exceso
de energia (aquella que no es utilizada en trabajo fotoquimico ni liberado como calor), y que esta
correlacion no es afectada por la capacidad de transporte electronico fotosintético ni por la

disipacion de calor de la hoja (Kato et al., 2003).

Efecto del NaCl sobre la estructura del fotosistema dos

El estudio del efecto de la salinidad sobre la estructura fotosintética, consideré analizar el registro
del incremento polifasico de la emision de fluorescencia de la clorofila a, luego de obscurecer la
muestra, durante al menos 15 minutos, para observar el arranque del transporte electronico en el
fotosistema dos. En la Figura 26 se muestra el promedio de las curvas polifasicas de fluorescencia
de la clorofila a del fotosistema dos, obtenidas de la medicion de las hojas cotiledonares intactas
de plantulas de Vigna radiata sometidas a salinidad durante siete dias.

El incremento en emisién de fluorescencia de la clorofila a es reflejo del cierre transitorio de los
centros de reaccion en el tiempo, por efecto de un pulso de luz saturante aplicado a muestras
preacondicionadas a la obscuridad. De manera que en la obscuridad, una vez que la cadena
transportadora de electrones esta vacia, el pulso de luz saturante (3000 umol de fotones m?s™)
provoca que los componentes de la cadena pasen a un estado reducido debido al transporte
electrénico impulsado por la luz. A su vez, dado que existe una diferencia entre los tiempos de
transporte entre cada componente de la cadena (Toth, 2006), las gréaficas tienen un
comportamiento polifasico caracteristico, que consiste de dos fases intermedias entre el valor
minimo (O=Fo=F50 pus) y el maximo (P=Fm=F300 ms), las fases J (J=Fj=F2 ms) e | (I=Fi=F30 ms),

respectivamente (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del tratamiento de NaCl sobre el incremento transitorio de la
fluorescencia de la clorofila a. Notese que el tiempo se encuentra graficado en tiempo
logaritmico. Se indica con letras el nombre de cada fase de acuerdo al modelo
desarrollado por Strasser y Strasser (1995). Las curvas representan el promedio de

siete mediciones para cada tratamiento.

El nivel de fluorescencia inicial (Fo) esta relacionado con la fraccién energética disipada por parte
de la antena, de manera basal, mientras que el nivel de fluorescencia maxima (Fm) se alcanza
cuando el total de centros de reaccién se cierran como efecto de la cantidad excesiva de energia
que entra al sistema. En plantas, bajo las mejores condiciones encontradas, el nivel de Fm suele
ser 5.95 veces mayor que el de Fo; es decir, la eficiencia cuantica maxima para el fotosistema dos

(1-Fo/Fm) encontrada para hojas es de 0.832 +0.004 (Bjorkman y Demmig, 1987).

Como efecto del tratamiento con concentraciones de NaCl de 100 y 150 mM, el nivel de la
fluorescencia minima o inicial (Fo) resulté incrementado, mientras que se redujo la fluorescencia
maxima (Fm; Tabla 6). En la Figura 26 se muestran los promedios de los trazos en escala de
tiempo logaritmico frente a las unidades relativas de fluorescencia registradas. De estas dos fases,
la Fo esta relacionada con el estado del complejo antena, ya que ésta se produce cuando los
centros de reaccidn se encuentran abiertos en un momento tan breve que aceptan excitones sin
gue haya una limitante en esta direccion, por lo que el incremento numérico implica que existe una
transferencia energética deficiente entre los complejos antena y los centros de reaccion. Mientras
gue la Fm representa la capacidad de los fotosistemas para el manejo de la energia, su
disminucion podria implicar la utilizacion de mecanismos de relajacion energética a nivel del

fotosistema dos, o bien la disminucién en la frecuencia de unidades del fotosistemas dos (Tabla 8).
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Din¢ et al. (2012) demostraron que no existe una relacion directa entre la variacion en la cantidad
de clorofila y los niveles de fluorescencia en hoja, sino que mas bien la relacion se da entre la
relacién de clorofilas a respecto a b y el tamafio de la antena del fotosistema dos, que a su vez

determina la intensidad de la sefial de fluorescencia.

Los resultados de Li et al. (2010) indican que en presencia de salinidad un incremento en Fo y
aumento en Fm est4 relacionado a un dafio en el complejo cosechador de luz, mientras que un
incremento en Fv/Fm en baja salinidad implica un incremento en la eficiencia de conversion
energética del fotosistema dos. El decremento en los niveles de Fm vy la fluorescenciaen J, | y P
puede estar relacionado a una inhibicidn en el transporte electronico en el lado donador del PSII,
gue podria llevar a una acumulacion de P680" o a un decremento del tamafio del pool de QA™
(Mehta et al., 2010).

Mehta et al. (2010) estudiaron la recuperacion de plantas de trigo sometidas a salinidad, y
concluyeron que los centros de reaccion reductores y no reductores de QA son interconvertibles,
ya que el cambio en el tamafio de la heterogeneidad de la antena es temporal e irreversible,

aungue ambos procesos no se acomparian siempre.

Una de las bases principales de la prueba JIP es que la fluorescencia variable (el incremento
observado entre la fluorescencia inicial y la maxima) es equivalente a la reduccién de QA en el
tiempo, esto es Vi=[QA/[QAww] (Schansker et al., 2014). Por lo anterior, los valores intermedios
para las fases J e | suelen evaluarse realizando normalizaciones entre los extremos (Fo y Fm)
donde se indica que la fluorescencia variable en J (Vj) evidencia la proporcion de QA que acepta
electrones a los dos milisegundos, respecto del total de QA que puede ser reducida en el punto
maximo por el sistema (Tabla 8). Sin embargo se debe tener cuidado ya que ademas de la
dependencia de la fluorescencia por el estado de reduccion de QA, también existe una
dependencia relacionada con el estado de oxidacion del donador de electrones del PSII (estados S

del complejo liberador de oxigeno; Delosme y Joliot, 2002).

Tabla 8. Efecto de la salinidad sobre los niveles de fluorescencia instantanea. Las

letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.05, n=7, + desviacién estandar.

NacCl Fo VK Vj Vi Fm
0mM 345 +13b [0.110 +0.014c¢ 0.408 +0.028¢ 0.774 +0.028b |1770 +60a
50mM |370 +20b |0.124 +0.014 bc 0.429 +0.022 cb 0.817 +0.011a |1780 =+156a
100 MM 399 +47b |0.172 +0.047b 0.467 +0.038b 0.825 +0.022a |1562 +163b
150 mM 486 60a |0.241 +0.053a 0.526 +0.044 a 0.836 +0.011a |1555 +199ab
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En la Figura 27 se observa, respecto al incremento total, una modificacién importante a nivel de
llenado de QA. Esta parte de la curva de induccién de la fluorescencia es conocida como la fase
luminosa del incremento polifasico, pues depende cinéticamente de la intensidad luminica con que
se hace trabajar el sistema (el paso de la fase O a la fase J). También se aprecia una modificacion
posterior a la fase J, es decir el paso de Ja |, y de | a P, a ésta parte de la curva se le conoce
como fase térmica, pues depende mas bien del transporte electrénico entre los intermediarios de la

cadenay los aceptores finales.
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Figura 27. Efecto de la salinizacion sobre la dindmica de emision de fluorescencia
normalizada entre los puntos O y P, de acuerdo a la prueba JIP, en plantas de Vigha

radiata.

Por otra parte, en el modelo estd establecido que la pendiente inicial del incremento de la
fluorescencia (Mo, Tabla 9 y Figura 28), esta relacionada con la velocidad de cierre de los centros
de reaccion mediante la energia proveniente de las antenas. Este fendmeno esta condicionado por
diversos factores, como la cantidad de luz incidente sobre la muestra, el estado redox de los
aceptores del fotosistema dos, el nimero de centros de reaccion activos y la actividad del complejo
liberador de oxigeno. En términos metodoldgicos, la cantidad de luz que llega al area iluminada por
el fluorometro es la misma en los protocolos utilizados en este experimento para todas las plantas,
suficiente para saturar al sistema. El estado redox de las quinonas, que se deduce a partir del valor
de Vj (Tabla 9), es determinante para el transporte electronico; esto es, un valor mayor de Vj indica
gue el transporte a través de las quinonas condiciona transitoriamente el transporte electrénico a lo
largo de la cadena, por lo que la capacidad para realizar el transporte disminuye. La actividad del

complejo liberador de oxigeno se ha relacionado con la sefial de fluorescencia en la fase K
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(Strasser 1997), que cuando se normaliza con Fv (Vk, Tabla 9) muestra que hay un retraso en la

aportacién de electrones hacia QA, desde el lado donador del fotosistema dos (CLO; Tabla 9).

Tabla9. Efecto del tratamiento con NaCl sobre pardmetros estructurales obtenidos
a partir de la emision de fluorescencia de la clorofila a. CLO=[1-(VK/V])]experimenta/[1-
(VK/V))]eesigo  (Fraccion de complejos liberadores de oxigeno activos), Mo=4(Fk-
Fo)/(Fm-Fo) (Pendiente inicial del incremento polifasico de la fluorescencia de la
clorofila a) y P2G (probabilidad de agrupamiento total, Strasser, 2004). Letras

diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05,

n=7, £ desviacion estandar.

NacCl Mo CLO RC/CSo P2G

0mM 0.442 +0.056 ¢ 1 +0.027a |[258 +19a [0.159 +0.021 nd
50 mM |0.500 +0.059¢cb |0.971 +0.038ab |252 +18ab |0.159 +0.029 nd
100 mM | 0.689 +0.190b |0.871 +0.102b |208 +40bc |0.178 +0.053 nd
150 mM | 0.967 +0.215a |0.746 +0.094c 185 +40c¢ |0.177 +0.016 nd

De acuerdo al modelo, el incremento de la fluorescencia inicial durante los primeros 300 us esta

relacionado a la velocidad de cierre de los centros de reaccion, dado que en el inicio de la

pendiente los sistemas se encuentran con la capacidad maxima para aceptar energia excitonica

hacia los centros de reaccion y el pool de QA se encuentra en su forma oxidada y con la capacidad

maxima para aceptar electrones (Strasser, 2004). En la Figura 28 se observa una curva de

fluorescencia de la clorofila a normalizada entre los 50 yus y 2 ms, para observar el incremento en

la pendiente inicial de las plantas de Vigna radiata control y las tratadas con NaCl durante siete

dias.
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Figura 28. Efecto de la salinidad sobre el incremento inicial de la curva polifasica de la
clorofila a, los datos se normalizaron entre O y J. Se indica el tiempo en escala lineal,

ademas de una linea punteada vertical para el tiempo de 300 ps.

Como resumen de las observaciones anteriores, la Figura 29 muestra la diferencia entre la
fluorescencia variable (Figura 27) de las plantas tratadas con NaCl respecto a las del control. En
esta figura se observa claramente el incremento de la banda K y del paso de J a |, lo que indica un
retraso importante en la aportacién de electrones al fotosistema dos y en la salida de éste,

proporcional al incremento de NaCl en los tratamientos.
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Figura 29. Diferencias en fluorescencia variable mostrando las bandas afectadas
durante los tratamientos con NaCl (O, K, J, | y P de acuerdo al modelo desarrollado
por Strasser, 2000).

Al normalizar los valores de fluorescencia entre las fases O y K (aproximadamente a los 150 ps;
Figura 30) es posible obtener una banda llamada L, que es indicadora de la conectividad
energética o agrupamiento (Chen et al., 2011). Siendo la conectividad menor cuando la banda L
tiene una magnitud mayor (valores positivos de AV, Figura 30; P2G, Tabla 9) y como
consecuencia una utilizacibn menos eficiente de la energia de excitacion y menor estabilidad del
sistema (Yusuf et al., 2010).
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Figura 30. Efecto de la salinidad sobre la Banda L (50 a 300 ps) del incremento
polifasico de la fluorescencia de la clorofila a. Se observa en el eje de ordenadas de la
izquierda el incremento desde 0 a 1. El eje vertical secundario muestra la diferencia

entre las sefales de fluorescencia variable y el control.

En ciertas ocasiones, debido a la interconectividad, se modifica la relaciéon entre la eficiencia
operativa del fotosistema dos medida (qP) y el estado redox de QA, por lo que cambios en el

primero s6lo se pueden usar para relacionar cambios cualitativos en el estado redox de QA (Baker
et al., 2007).

Una medida de la conectividad entre las unidades del fotosistema dos se realiza a través del
parametro p (en ocasiones llamado P2G, Tabla 9) que esta relacionado con el grado de
agrupamiento o la probabilidad de transferencia de energia entre las unidades del PSII. Para ello

se obtiene la constante de curvatura del incremento de fluorescencia C, y, luego con éste, el
parametro p:

_ Wgw
Viw@a-wg)'

FoC
Fm—-Fo

p= (Strasser y Stirbet, 2001)
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Segun Strasser y Stirbet (2001), que tienen como referencia para su modelo experimentos con
DCMU, C es la constante de curvatura para el comportamiento hiperbdlico de la relacién
mencionada en el parrafo anterior (en esta situacion se considera que el incremento de to a tj bajo
una normalizacion por Vj tiene un comportamiento similar entre muestras con y sin inhibicién con
DCMU). La relacion cuantitativa entre la fluorescencia variable relativa (V(t)) y la fraccién de PSII
con QA reducida (B(t)) tiene una forma hiperbdlica, la constante para la hipérbola es C, que esta

determinada por la probabilidad de agrupamiento p.

B(t)

O =1 - B0

Frecuentemente se asume que la fluorescencia variable relativa V(t) es igual a la fraccion de
centros de reaccion cerrados B(t) (Figura 27). Una gréfica de V(t) se puede transformar en B(t)
s6lo si se conoce C, es decir, considerando que existe cooperatividad energética (Strasser y
Stirbet, 2001). Si no existe conectividad energética entonces dicha relacién se mantiene lineal. En
la Figura 27 se aprecia el efecto de la salinidad sobre la conectividad para cada tratamiento, es

decir sobre la fraccion reducida de QA en el tiempo.
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Figura 31. Efecto de la salinidad sobre la relacion entre la fluorescencia variable

relativa (V(t)) y la fraccién de centros de reaccién con QA reducida (B(t)).
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El cambio en la curvatura de la Figura 31 indica una pérdida en la relacion entre la distribuciéon
energética, de manera que se llega a explicar la dinAmica de reduccion de QA sin la conectividad,
puesto que para unidades no conectadas V(t)=B(t)=QA (t)/QA+QA" (Force et al., 2003).

La conectividad se incorpora a los pardmetros de RC de la prueba JIP (flujos especificos de
energia: ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC y DIo/RC) multiplicAndolos por el término (1+C), aunque los
datos obtenidos en el presente trabajo no presentan modificaciones en dicho flujos energéticos
una vez que se realiza dicha transformacién. Dado que la conectividad no modifica los parametros
de flujo fenomenoldgico, se puede utilizar una comparaciéon del cambio ocurrido en la disipacion
energética a nivel de centro de reaccién (DIo/RC) sobre aquel que ocurre a nivel de seccion
cruzada del PSIlI (DI/CS) para monitorear cambios en la pérdida de conectividad (Force et al.,
2003).

De acuerdo con Schansker et al. (2005), la ultima fase del incremento transitorio de la emisiéon de
fluorescencia de la clorofila a (I-P), esta relacionada con la contribucién del transporte electronico
de los ultimos aceptores del fotosistema uno. La explicacion es que en condiciones de obscuridad
prolongada la enzima que acepta los electrones del fotosistema uno y reduce al NADP*
(Ferredoxina-NADP* reductasa) se encuentra inactiva, de manera que existe un blogueo transitorio
en esta Ultima fase del transporte electrénico, hasta que la exposicion a la luz se estimula actividad

de la enzima y restituye el transporte (Schansker et al., 2006).

De acuerdo con el planteamiento anterior, en la Figura 32 se muestra la fase de I-P de las curvas
normalizadas entre el cero y la unidad. En ésta grafica muestra una comparaciéon de las tasas de
reduccién del pool de aceptores finales de electrones y se indica el tiempo medio para que se lleve
a cabo este evento con una linea que atraviesa las curvas. El inverso del tiempo medio representa,
ademas, la constante de velocidad total que conduce a la reduccion de los Ultimos aceptores de
electrones (Yusuf et al., 2010). Los resultados obtenidos indican que el tratamiento de salinidad

retrasa el transporte electrénico hacia el lado aceptor del fotosistema uno (Figura 27).

La dltima fase de la curva polifasica (inserto de la Figura 32), normalizada entre O e |, refleja el
tamafio del pool de aceptores finales de electrones finales en el lado aceptor del fotosistema uno
(Yusuf et al., 2010).
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Figura 32. Banda IP normalizada entre las fases IP. En el inserto se muestra la banda

I-P normalizada entre las fases Ol.

El analisis de los flujos energéticos consistié en determinar el destino de la energia exciténica
absorbida o aquella que pasé a través de los centros de reaccion del fotosistema dos. En la Tabla
10 se observa que el nimero de centros de reaccion activos (RC/ABS=(ABS/RC)™) result6 menor
con el tratamiento de NaCl. El incremento en TRo/RC indica que todas las QA que han sido

reducidas no son capaces de reoxidarse de nuevo debido al estrés (Mehta et al., 2010).

Tabla 10. Flujos energéticos especificos calculados de acuerdo al modelo de
biomembranas de Strasser y Strasser (1995). Letras diferentes indican diferencias

significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=7, + desviacion estandar.

NacCl ABS/RC TRo/RC ETo/RC Dlo/RC

0mM 1.342 +0.105¢ 1.079 +0.080c 0.637 +0.038¢ 0.262 +0.028b
50 mM 1.474 +0.152cb 1.163 +0.113 hbc 0.663 +0.065 bc 0.31 +0.055b
100 mM 2.007 +0567b 1.456 +0.298b 0.766 +0.112 ab 0.551 +0.284b
150 mM 2.69 +0515a 1.822 +0.275a 0.854 +0.076a 0.867 +0.291a

Las relaciones de los datos anteriores permitieron obtener la eficiencia cuéntica para la

fotoquimica primaria (pPo) (Tabla 11), que disminuy6é debido a que la absorcion de fotones
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aument6 en proporcidon respecto al atrapamiento por centro de reaccion con los tratamientos de
NaCl (Tabla 11). La eficiencia de transporte de electrones después de QA (Wo), asi como la
probabilidad de movimiento de electrones después de QA (@Eo) disminuyo con el tratamiento de
NaCl. Esto confirma la afeccion a nivel de centros de reaccion del fotosistema dos. Por otra parte
el producto cuantico para la disipacion energética por parte del sistema de antenas (Do)
incrementd, indicando que existe una liberacion de energia en una condiciéon de obscuridad; es
decir la salinidad lleva a una ineficiencia de caracter estructural. Esta fraccion energética disipada
es importante porque contribuye a evitar un fotodafio mayor al aparato fotosintético debido a un
exceso de energia luminica o al impedimento en su manejo (Kato et al., 2003). Se obtuvo ademas
la probabilidad con que un electrén de los acarreadores intermedios podria ser transferido para
reducir a los aceptores finales del lado aceptor del fotosistema uno (8Ro=(1-Vi)/(1-Vj); Chen et al.,
2011), no encontrando diferencias importantes con el tratamiento (Tabla 11), pero si en los
resultados obtenidos en la figura 32.

Tabla 11. Rendimientos energéticos calculados de acuerdo al modelo de
biomembranas de Strasser y Strasser (1995). Letras diferentes indican diferencias

significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=7, + desviacion estandar.

NacCl ®PO Yo (0] o] eDo ORo

OmM |0.804 +0009a |0.591 =+0.028a |0.476 =+0.027a |0.195 +0.009b |0.382 +0.047a
50mM |0.790 +0.023a |0.570 =+0.022ab |0.451 +0.030ab [0.209 +0.023b |0.321 +0.027b
100 mM | 0.739 +0.060ab |0.532 +0.038b |0.394 +0.055b |0.260 +0.060ab |0.326 +0.027b
150 mM | 0.683 +0.056b |0.473 +0.044c |0.324 +0.052c¢ |0.316 +0.056a |0.345 +0.016 ab

Zaghdoudi et al. (2011) afirman que igual que el fotosistema dos, el fotosistema uno podria
presentar fotoinhibicion en el lado aceptor, ademas de que el recambio de péptidos del fotosistema
uno es mas lento que en el fotosistema dos; sin embargo, estos autores no discuten acerca de si
este fendbmeno podria contribuir a la sefial de fluorescencia del fotosistema dos, finalmente el

fendmeno de fotoinhibicion se encuentra adosado a la disminucion del valor Fv/Fm.

El indice de rendimiento potencial para la conservacion de la energia absorbida (Plabs) y las
fuerzas de manejo (DF) (Tabla 12) disminuyeron a causa de la inactivacion de los centros de
reaccion y de la disminucion de la eficiencia cuantica maxima para la fotoquimica primaria (Fv/Fm),
con los tratamientos de NaCl. El retraso en el transporte electronico desde el lado donador del
fotosistema Il pudo determinar la aportacion de electrones a la cadena, y de esta manera ser

causante del bloqueo aparente del transporte de electrones (Figura 27 y Figura 28).
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Tabla 12. Efecto de la salinidad sobre los componentes del indice de rendimiento (IP)
en base a la absorcion por centro de reaccion. Letras diferentes indican diferencias

significativas de acuerdo a la prueba de Tukey, p<0.05, n=7, + desviacion estandar.

NaCl yRC/1- yRC @Po/(1-¢Po) Wo/(1-wo) Plabs DF

0 mM 749 +0591a |4.127 +0.250a |1.459 +0.180a |45.674 +10.805a |3.798 +0.226a
50mM |6.845 +0.693ab | 3.82 +0543ab |1.334 +0.121ab |35.555 +10.147 ab|3.535 +0.288 ab
100 MM | 5.339 +1.505hbc [2.992 +0.809bc | 1.15 +0.178bc |20.563 +12522bc | 2.83 +0.705 bc
150 mM | 3.822 +0.738c |2.228 +0530c |0.908 =+0.171c 8.321 +4526¢ 1.996 +0.582c

Ademas cuando se considera la capacidad de reducir a los ultimos aceptores de electrones de la
cadena, el lado aceptor del fotosistema uno, se puede obtener el indice de rendimiento total. La
contribuciéon de los componentes del indice de rendimiento potencial para la conservacion de la
energia absorbida a través de la reduccién de los aceptores finales de la cadena de transporte
(Pliotar; Figura 29) se calcula desde la relacion de las formas reducidas de los componentes de éste
parametro (YRC, ¢Po, Yo y 8Ro) respecto a las formas oxidadas (1-yRC, 1-¢Po, 1-Wo y 1-6Ro). Un
descenso dramatico del pardmetro Ply, resulta no sélo de la pérdida de la actividad del

fotosistema dos, sino ademas de la estructura y funcién del fotosistema uno (Li et al., 2010).
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Figura 33. Efecto de la salinidad sobre el indice de rendimiento total (Pli,). Las letras

diferentes indican diferencias significativas, p<0.05, n=7, + desviacion estandar.

La salinidad tiene efectos diferentes sobre los flujos energéticos y los rendimientos energéticos
(Tabla 10 y Tabla 11), observandose que el atrapamiento (TR) respecto a la absorcion (ABS) o por
centro de reaccion (RC) se comporta de manera distinta. Es decir, probablemente los flujos

energéticos hayan incrementado en respuesta a una menor frecuencia de centros de reaccion
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funcionales, por lo que la energia proveniente de las antenas para el atrapamiento y transporte

disminuy6 debido a una disipacion energética mayor presente en ésta estructura.

La fluorescencia de la clorofila a, que permite observar cambios en el transporte electronico
(Gonzélez et al., 2008), prueba que la principal afeccién, en esta planta sometida a salinidad, se
presenta en el lado donador del PSII. La afeccion pudo deberse al incremento del complejo
antena, simultdneo a una inactivacion de los centros de reaccién; es decir, en la fase fotoquimica
del modelo de fluorescencia. Los resultados obtenidos por Kalaji et al., (2011), después de aplicar
120 mM de NaCl durante 7 dias sobre dos variedades de Hordeum vulgare (considerado tolerante
a la sal), muestran un dafio a los centros de reaccion y por ello al transporte electrénico. En el
trabajo de Mehta et al. (2010b), hojas de trigo sumergidas por una hora en NaCl (0.1 a 0.5 M NacCl)
mostraron un decremento del complejo antena e inactivacién de los centros de reaccién, ademas
de que el indice de rendimiento (PI) disminuyd. Estos hechos apuntan al papel del NaCl como un
componente idnico que afecta en mayor medida la estructura del PSIl. Mehta (2010a) afirma que la
salinidad afecta la heterogeneidad de los centros reductores del PSIl, es decir la interconversion
de los centros de reaccién activos a inactivos; sin embargo, esto es valido para el trigo que se

considera una especie tolerante a la salinidad, no asi el frijol mungo.
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Conclusiones

Se observé una afectacion en el crecimiento de plantas de Vigna radiata tratada con NaCl, en
relaciébn a una menor acumulacién de biomasa y tasa de elongacion. Este fenémeno afecta de
manera diferente la velocidad de elongacién de los 6rganos raiz, tallo y hoja, resultando el primero

afectado en menor medida que el dltimo.

El metabolismo y distribucién i6nica de plantulas de Vigna radiata mostré diferencias cuando se
sometié a un tratamiento con NaCl bajo tres concentraciones distintas durante siete dias en un
medio hidropdnico. En estas condiciones, Vigna radiata utilizé la biomasa de la raiz como sistema
de retencion de la entrada de Na* a la planta. Aln se desconoce a detalle como ocurre esto, pero
lo mas probable es que esté relacionado con la afectacibn a la elongacion de la raiz y al
incremento en la presencia de osmolitos compatibles como prolina a concentraciones de NacCl

mayores a 100 mM.

El tratamiento con NaCl provocé el ingreso de Na* a la biomasa de la planta, a pesar de no haber
modificaciones en el ingreso de K* entre los tratamientos utilizados. La aportacién de Ca?*, Mg®* y
P a la parte aérea de las plantas disminuyd como efecto del tratamiento, ademas que existe una
ralentizacion en el crecimiento de las mismas probablemente por un retraso en el aporte de
nutrimentos. En hojas, ademas de la cantidad de Na® incorporada, la disminucién de la

concentracién de Ca?* pudo haber repercutido en la actividad metabdlica.

Bajo las condiciones experimentales utilizadas, la relacion de pigmentos fotosintéticos en hojas se
modificé al presentar un decremento en la proporcién de clorofilas a respecto de b. Esta relacion
tuvo su mayor impacto en el tratamiento con 150 mM de NaCl, concentraciones menores no
presentaron diferencias con el control. En contraste con la actividad fotosintética de liberacion de
oxigeno a la luz, que resulté afectada en presencia de concentraciones de 50 mM de NacCl, el
consumo de oxigeno durante el periodo de obscuridad mostré una estimulacion luego del
tratamiento de 100 mM de NacCl, de manera que la relacion entre la tasa respiratoria y fotosintética

se modifica como efecto de la salinidad.

La actividad del transporte electronico tilacoidal tuvo su principal afectacion en el fotosistema dos.
Medido en condiciones in vivo, la actividad fotoquimica mostré6 un efecto fotoinhibitorio en el
fotosistema dos, y como causa mas probable de éste fenomeno se encontré una afectacion en el
complejo liberador de oxigeno y una alta energizacion desde el sistema de antenas hasta el pool
de quinonas. Estas afectaciones estructurales repercutieron en la funcionalidad del sistema
provocando una ineficiencia fotoquimica. Una fraccion energética de disipacion en las antenas se

podria relacionar con la inactivacién de los centros de reaccion.
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Apéndice

Solucion nutritiva Hoagland

La preparacion de 20 litros de solucion nutritiva Hoagland consiste en pesar las cantidades

indicadas en la siguiente lista y aforar con agua destilada.

Solucién Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950)

Compuesto Cantidad
KH,PO, 2.72 g
KNO; 10.1g
Ca(NO3), 16.4 ¢
MgSO, 4.8¢9
EDTA-Fe (5 g/l) 20 ml
Micronutrientes* 20 ml

*Para preparar la solucién de Micronutrientes se pesan las cantidades indicadas y se afora a un

litro de agua destilada:

Micronutrientes Cantidad
H3BO; 2.86¢9
MnCl, 4H,0 1.81¢g
ZnS0O, 7H,0 0.22¢g
CuSO, 5H,0 0.08¢

H.MoO, H,0O 0.02¢
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