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RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE PLANTULAS DE PIMIENTO
MORRON (Capsicum annuum L.) A FACTORES DE ESTRES ABIOTICO
Leonel Hernandez Bautista, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2013
En la presente investigacion se realizaron dos experimentos con el objetivo de evaluar
el efecto de cloruro de sodio (NaCl) y cadmio (Cd) en variables de crecimiento,
fisiologicas y bioquimicas de plantulas de pimiento morron variedad Yolo Wonder.
Ambos experimentos fueron conducidos bajo condiciones de invernadero, en cultivo
hidroponico en placas flotantes en contenedores de 3 L de capacidad, utilizando la

solucion nutritiva Steiner al 50%.

En el primer experimento se trataron las plantulas de pimiento durante 30 dias con
diferentes concentraciones de NaCl (0, 25 y 50 mM), posteriormente se evaluaron
pardmetros de crecimiento, variables fisiolégicas y acumulacion de macro y
micronutrimentos. La adicién de 25 y 50 mM de NaCl disminuyen significativamente la
produccién de biomasa seca en hojas, tallos, raices y total, la concentracién de
proteinas y de clorofilas, y asi como la acumulacién de macro y micronutrimentos en
hojas, tallos y raices. Asimismo, las tasas netas de asimilacion neta de CO: y la
conductancia estomética se redujeron en forma significativa en presencia de NaCl. Por
el contrario, las concentraciones de aminoacidos totales, prolina y azlcares totales
fueron mayores con el bajo nivel de NaCl evaluado (25 mM) NacCl.

En el segundo experimento se evaluaron plantulas de pimiento morrén expuestas por
15 dias a diferentes niveles de cadmio (0, 15y 30 uM) en la solucién nutritiva. Con la
adicibn de Cd en ambas concentraciones, el crecimiento de las plantas se redujo
significativamente, asi como las concentraciones de clorofilas, aminoacidos y proteinas,
y la acumulacién de macro y micronutrimentos en hojas, tallos y raices. De la misma
manera, la produccion de biomasa seca de hojas, tallos, raices y total disminuyen
significativamente cuando son tratadas con Cd, en tanto que la concentracién de
prolina no presento diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. Se registro
una relacion positiva entre la concentracion de Cd adicionada en la solucion nutritiva y
la concentracion de azucares totales en hoja.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que el pimiento variedad Yolo Wonder es
altamente sensible a los factores de estrés abiotico evaluados.

Palabras clave: Yolo Wonder, cloruro de sodio, cadmio, crecimiento, biomasa,
variables fisiologicas.



PHYSIOLOGICAL AND BICHEMICAL RESPONSES OF BELL PEPPER SEEDLINGS
(Capsicum annuum L.) TO ABIOTIC STRESS FACTORS

Leonel Hernandez Bautista, M. Sc.

Colegio de Postgraduados, 2013.

In this study, two experiments were conducted to evaluate the effect of sodium chloride
(NaCl) and cadmium (Cd) on physiological and biochemical variables in seedlings of the
Yolo Wonder bell pepper variety. Both experiments were conducted under greenhouse
conditions in hydroponics floating plates, using 3 L container and the Steiner nutrient
solution at 50%.

In the first experiment pepper seedlings were treated for 30 days with different
concentrations of NaCl (0, 25 and 50 mM), then growth parameters, physiological
variables and accumulation of macro and micronutrients were evaluated. The addition
of 25 and 50 mM NacCl significantly decrease the production of dry biomass in leaves,
stems, roots and total protein concentration and chlorophyll. Similarly, accumulation of
macro and micronutrients in leaves, stems and roots decreased, as well as net rates of
net CO2z assimilation and stomatal conductance, although treatments with 25 mM NacCl
increased the content of total amino acids, proline and total sugars.

In the second experiment bell pepper seedlings were exposed to different levels of
cadmium (0, 15 and 30 mM) in the nutrient solution for 15 days. When adding both Cd
concentrations significant reductions were observed in plant growth, concentrations of
chlorophyll, amino acids and proteins, as well as macronutrients and micronutrients
accumulation in leaves, stems and roots, and biomass production dried leaves, stems,
roots, while the concentration of proline showed no significant differences between
treatments. There was a positive relationship between the concentration of added Cd in
the nutrient solution and the concentration of total sugars in leaf.

Therefore, experimental data demonstrates that the Yolo Wonder pepper variety is higly
sensitive to abiotic stress factors under our experimental conditions.
Key words: Yolo Wonder, sodium chloride, cadmium, growth, biomass, physiological

variables.
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CAPITULO LLINTRODUCCION GENERAL

1.1Concepto de estrés en plantas

El estrés es toda condicion que ocasiona un desequilibrio en la homeostasis de la
planta debido a factores adversos, los cuales pueden ser de naturaleza biética (plagas,
herbivoros, microrganismos infecciosos, entre otros) como abiotica (altas temperaturas,
deficiencia de agua, heladas, salinidad, deficiencia o toxicidad de elementos minerales

en el suelo, etc.) (Lemoine et al., 2013).

El estrés ambiental representa una fuerte restriccion para la productividad de los
cultivos y el aprovechamiento de los recursos naturales. Se estima que Unicamente un
10% de la superficie de la tierra arable se encuentra libre de algun tipo de estrés
(Basurto-Sotelo et al., 2008). Ademas, los desafios del cambio ambiental global (el
calentamiento climatico, la pérdida de los ecosistemas naturales, la diversidad biol6gica
gue contienen y los servicios ambientales que nos brindan), exacerban los problemas
nacionales como la pobreza y la desigualdad econdmica y social, esto nos lleva a
afrontar los desafios de la conservacion y el manejo sustentable del capital natural
exige tener conocimiento cientifico confiable y de calidad acerca del mismo (Sarukhan
et al., 2012; Benitez-Cevallos, 2012).

Para sobrevivir e incluso producir en condiciones de estrés, las plantas han
desarrollado mecanismos anatémicos, fisiol6gicos, bioquimicos y moleculares que les
confieren capacidad para resistir, evitar y escapar a los estimulos ambientales
negativos o poder permanecer bajo un estado particular de estrés sin que su
metabolismo se vea afectado drasticamente. Estos mecanismos varian de acuerdo al
genotipo y se han encontrado respuestas diferenciales no solo entre géneros vy
especies, sino también entre ecotipos y variedades, por lo que es necesario conocer

las respuestas de un cultivo en particular (Duque et al., 2013).



1.2Factores que causan estrés en plantas superiores

En la agricultura, los factores abiéticos que mas afectan la productividad de los cultivos
tienen que ver con la salinidad, contaminantes en suelos y aguas, sequia y

temperaturas extremas (Martinez-Ballesta et al., 2009).

Los factores ambientales han mostrado un grado de transformacion tal, que ponen en
peligro la capacidad de equilibrio que permita el sostenimiento de la propia vida en el
planeta y se estima que cerca del 20% de la tierra presenta algun tipo de deficiencia o
toxicidad mineral, un 26% es afectada por estrés de sequia, alrededor de un 15% por
temperatura extremas y hasta un 50% de las superficies bajo riego pueden estar
afectadas por problemas de salinidad, entre otros factores adversos (Basurto-Sotelo et
al., 2008; FAO, 2002).

La sequia, salinidad, temperaturas extremas y otros factores abidticos reducen el
crecimiento de la planta, por lo cual estas para adaptarse a condiciones adversas
provocan respuestas de defensa que son los mecanismos fisiolégicos y bioquimicos,
El estrés abidtico representa limitaciones de productividad alrededor de 50% de
pérdidas en rendimiento en el mundo.

La salinidad afecta alrededor del 6% de la superficie terrestre, una gran parte de estos
con importancia agricola. Mas de 800 millones de hectareas de tierra en todo el mundo
es salada afectados ya sea por la salinidad o asociado en condiciones de sodicidad, la
mayor parte de estas es natural, sin embargo una proporcién de tierra agricola se ha
convertido en solucion salina debido a la tala de arboles o por riegos. Del total de 230
millones de hectareas de tierras de riego, 45 millones de hectareas estan afectadas por
sal. Del total de la superficie cultivada so6lo el 15% es de riego, de este al menos se
tiene el doble de la productividad que las tierras sin riego, bajo esta condicion se

produce un tercio de alimentos en el mundo (Sunkar, 2010).



1.2.1 Mecanismos de respuesta de las plantas a la salinidad

La presencia de sales en el medio produce un desequilibrio en la planta, que afecta la
absorcion de agua. La planta, en condiciones de salinidad, disminuye su potencial
hidrico haciendo mas negativo su potencial osmético para poder mantener el turgor.
Ademas para prevenir la deshidratacién de la planta a causa del estrés salino, la planta

cierra los estomas para evitar la pérdida de agua por transpiracion (Zhu, 2001).
1.2.2 El cadmio en el desarrollo de las plantas

Por otro lado, la contaminacién de suelos y aguas para uso agricola puede ocasionar
no solo afectaciones negativas en las plantas, sino que los contaminantes pueden ser
incorporados a las cadenas tréficas y causar severos problemas de salud publica. En el
caso especifico del cadmio, México produce unas 1600 toneladas anuales de este
metal pesado y no existe un plan estructurado para su manejo (Lango-Reynoso et al.,
2010), por lo que la agricultura, a través del uso de fertilizantes que contienen este
metal, es severamente afectada, por o que existe la imperiosa necesidad de llevar a
cabo investigaciones profundas sobre los efectos de este factor contaminante en
diversos aspectos de la produccion agricola, desde la germinacion de semillas hasta la

cosecha.
1.3. Respuestas adaptativas de las plantas a la salinidad y al cadmio

La tolerancia de las plantas a la salinidad se puede definir como la capacidad de éstas
para crecer y completar su ciclo de vida en un sustrato que contiene altas

concentraciones de sal soluble (Parida y Das, 2005).

Lee y van lersel (2008) reportaron que plantas de crisantemo tratadas con 9 g L de
NaCl, presentaron una reduccion del 76% en peso seco de los brotes, una reduccion
del 90% en la conductancia estomatica, y un retraso de cuatro dias en la floracion, en
comparacion con el testigo, en tanto que plantas que recibieron 1 g L't de NaCl, tenian
una reduccion de 4 cm de altura, con sélo una pequefa reduccion en el peso seco de

los brotes, concluyendo que esta especie puede tolerar bajos niveles de NaCl en el



agua de riego (1 g L), sin mostrar impactos negativos en la calidad de la planta. En
pepino, Garcia-Morales et al. (2012) mostraron que los cultivares AF-1661 y Slice Max)
responden diferencialmente a NaCl en la solucién nutritiva, siendo el cultivar AF-1661
el mas sensible a 150 y 200 mM NacCl, aunque en ambos cultivares hubo reduccién

significativa de P, K, Ca, Mg y N tanto en hojas como en tallos.

Los mecanismos fisiolégicos y moleculares de tolerancia a los componentes osmotico e
ionico del estrés por salinidad se dan a nivel de célula, érgano e individuo en dos fases:
primero, una fase osmotica rapida que inhibe el crecimiento de hojas jévenes, y luego,
una fase iénica lenta que acelera la senescencia de hojas maduras. Las respuestas
adaptativas de las plantas al estrés salino son de tres tipos: tolerancia al estrés
ormotico, exclusion de Na* y CI, y adaptacion de los tejidos a la acumulacion de Na*y
ClI (Munns y Tester, 2008).

Entre los metales pesados, el Cd resulta tdxico para las plantas, y es absorbido
rapidamente por las raices y acumulado en varios tejidos, lo que perjudica el
crecimiento y la productividad de los cultivos. Las plantas han desarrollado varias
estrategias para contrarrestar los efectos inhibitorios del Cd, entre los cuales el manejo
de los nutrientes resulta una de las mas promisorias, principalmente relacionados con

el metabolismo del azufre (Gill y Tuteja, 2011).
1.4. Justificacion de la investigacién

En México, los problemas de salinidad en suelos y aguas se han incrementado en los
ultimos afios (CONAGUA, 2011), lo que hace necesario estudiar las respuestas de las
plantas a este factor de estrés con la finalidad de disefiar mejores estrategias de
manejo que permitan lograr crecimiento y produccion. Asi también, la contaminacion de
suelos y aguas por metales pesados es un problema que rebasa incluso el dmbito
agronomico, y en el caso del cadmio se ha convertido en un problema de salud publica
(Godoy, 2011), por lo que conocer los mecanismos que las plantas utilizan para
sobrevivir a este factor de estrés resulta también prioritario. En la presente

investigacion se busca identificar las respuestas adaptativas de plantulas de pimiento



morron (Capsicum annuum L.) como modelo que permita explicar los diferentes
mecanismos fisiolégicos y bioquimicos que son afectados por cloruro de sodio y

cadmio en esta especie.

La tesis se divide en tres capitulos. En el primero, intitulado “Introduccion General” se
abordan aspectos generales sobre la importancia del estudio de la salinidad y el
cadmio en plantas, asi como las respuestas adaptativas de las plantas para crecer y
completar su ciclo de vida a este tipo de factores de estrés ambiental. En el segundo
capitulo se aborda el efecto del cloruro de sodio en diferentes variables fisiolégicas y
bioquimicas de plantulas de pimiento morron. Por dltimo, en el tercer capitulo se
reportan los resultados relacionados con los efectos fisioldégicos y bioquimicos en
plantulas de pimiento morron expuestas a diferentes niveles de cadmio en la solucion

nutritiva. En cada capitulo se presenta la literatura consultada correspondiente.
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CAPITULO IIl. TOLERANCIA A ESTRES SALINO EN PLANTULAS DE PIMIENTO
MORRON (Capsicum annuum L.)

2.1 INTRODUCCION

A nivel mundial la salinidad del suelo es uno de los principales factores de estrés
abidtico en la agricultura y se calcula que afecta mas de 800 millones de hectareas, lo
que representa mas del 6% de la tierra arable en todo el mundo (Munns y Tester,
2008), en tanto que la FAO estima que hasta un 50% de los terrenos bajo riego son
afectados por este factor (FAO, 2002). En México, el 7.3% de los acuiferos presentan
problemas de salinidad y se estima que el problema tiende a incrementarse
(CONAGUA, 2011).

La salinidad afecta los procesos biolégicos de la plantas de dos maneras. Por un lado,
altas concentraciones de sal endurecen el suelo y dificultan la extraccion de agua por
las raices (debido a que la estructura del suelo se degrada, lo que reduce la porosidad
y la permeabilidad al agua), mientras que en la planta las sales ocasionan efectos
toxicos a diferentes niveles. En el exterior de la raiz, la salinidad afecta de manera
inmediata el crecimiento y el metabolismo asociado, en tanto que la acumulacion de sal
en el interior de la célula es un proceso que toma mas tiempo antes de afectar
funciones biolégicas (Munns y Tester, 2008), incluyendo un efecto negativo de los

iones Na* y CI en los cloroplastos, lo que inhibe la fotosintesis (Taiz y Zeiger, 2010).

En los hibridos Sonar y Lamuyo de pimiento, Chartzoulakis y Klapaki (2000) reportaron
gue la adicion de 50 mM NaCl en la solucién nutritiva de Hoagland retard6 la
germinacion, pero el porcentaje de semillas germinadas fue aceptable siendo un 98.2%
y 100% respectivamente, mientras que al aumentar la concentracion de sal a 100 y 150
mM, se presentd una reduccion de germinacion en ambos hibridos. A concentraciones
superiores a 25 mM NacCl en solucion, se observaron efectos negativos en la altura,
area foliar y peso seco en ambos hibridos. En raiz se observaron mayores
concentraciones de Na* y Cl- en comparacion con hojas y el rendimiento fue afectado a
partir de 10 mM NacCl en solucion, llegando a un 95% de reduccion en rendimiento con
150 mM NacCl.



En pimiento cv. Cho Jinda, Chookhampaeng (2011) reporté que la exposicion a 50 mM
NaCl no afectd el crecimiento del cultivar, pero las concentraciones de 100 y 200 mM
afectaron significativamente crecimiento, contenido de clorofila, acumulacion de prolina

y la actividad de la enzima catalasa en brotes y raices.

Lopez et al. (2012), adicionaron diferentes concentraciones de NaCl (0, 50, 100, 200 y
300 mM) a la solucion nutritiva de Hoagland en chiltepin (Capsicum annuum var.
glabriusculum) y chile poblano (Capsicum annuum var. annuum), y reportaron que las
concentraciones de Na* y ClI- aumentan en tallos y raices, mientras que las de K*
disminuyen en tallos en ambas especies, y se concluyd que el chiltepin fue mas

tolerante a la salinidad que el chile poblano.

Huez-Lopez et al. (2011a) observaron que la salinidad (6.5 dS m™) redujo la biomasa
seca, area foliar, tasa de crecimiento relativo y tasa de asimilacion neta en pimiento cv.
Sandia. Ademas, la fertilizaciéon organica con 200 kg N ha! aument6 el rendimiento de

frutos aun en condiciones de alta salinidad.

Por otra parte, el uso de fuentes de N organico incrementé el contenido de cationes
(Ca?*, Mg?*, Na* y K*) en hojas y vastagos y aument6 la tasa de absorcion y
translocacion de cationes al vastago en comparacion con la fertilizacion inorganica en
plantas de pimiento morrén crecidas en suelos irrigados con soluciones salinas (1.5,
4.5y 6.5 dS m?) por 72 dias. Ademas, la concentracion de ClI- en raices y vastagos,
tasas de absorciébn y transporte de este elemento de raices a vastagos se
incrementaron al aumentar el nivel de salinidad, y de forma paralela disminuyeron los

niveles de N tanto en raices como en vastagos (Huez-Lopez et al., 2011hb).

México es el principal productor de chiles a nivel mundial con poco més de 2 millones
de toneladas cosechadas en 146 mil ha; de esta produccién, el pimiento morrén ocupa
el 8%, con mas de 162 mil toneladas producidas anualmente, principalmente en los

estados de Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas y San Luis Potosi (InfoRural, 2010).

Debido a que en México se han acrecentado los problemas de salinidad en suelos y

aguas en los ultimos afios, y los principales estados productores de pimiento morrén



conjuntan 21 de los 32 acuiferos bajo fenbmenos de salinizacion (CONAGUA, 2011), el
objetivo de este trabajo fue investigar las respuestas fisioldgicas y bioquimicas de
plantulas de pimiento morron var. Yolo Wonder crecidas a concentraciones de 0, 25y
50 mM de NaCl en la solucion nutritiva de riego.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Ubicacion del experimento

El experimento se llevdé a cabo en un invernadero tipo cenital cubierto con plastico
blanco lechoso en Montecillo, Texcoco, Estado de México, a una altitud de 2250 m, 19°
29' LN y 98° 54’ LW.

2.2.2 Material vegetal

Se utilizaron plantulas de pimiento morrén (Capsicum annuum L.) Yolo Wonder (fruto
color verde oscuro), la altura y numero de hojas promedio de plantulas al momento de
trasplante fue de 6.5 cm y 6 respectivamente.

2.2.3 Produccion de plantula

La germinacion de semillas se efectud en charolas de unicel de 200 cavidades y como
sustrato se utilizé turba canadiense (peat moss sunshise®). Una vez que emergieron
las plantulas se aplicé fungicida preventivo Previcur® N (i. a. Propamocarb clorhidrato)
a una dosis 0.7 mL L. Los riegos se aplicaron en funcién a la demanda. Una vez
emergido el primer par de hojas verdaderas se inicio la aplicacion de la solucién Steiner
al 15%, y a los 15 dias posteriores se aplico al 25% hasta al momento del trasplante.

2.2.4 Contenedores

El experimento fue establecido en placas flotantes, para lo cual se utilizaron cubetas de
plastico con una capacidad de 3 L, provistas con tapas, las cuales fueron desinfectadas
con hipoclorito de sodio (1 mL L) y enjuagadas tres veces con agua potable para
eliminar residuos de sodio y cloro. Posteriormente se realizo el llenado de las cubetas

con la solucién nutritiva de Steiner al 25%.



2.2.5 Tratamientos probados
Las plantulas de pimiento morron de 15 dias de edad fueron expuestas a tres dosis de
cloruro de sodio (NaCl) en la solucién nutritiva: 0, 25 y 50 mM. Para esta fase la

solucion nutritiva tuvo una concentracion de 50%, y se mantuvo a un pH de 5.3

2.2.6 Manejo del experimento
2.2.6.1 Nutricién
Durante la fase experimental, las plantulas fueron nutridas con la solucién nutritiva de

Steiner al 50%, la cual tiene la composicion descrita en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Fuentes de macronutrimentos para la solucién nutritiva de Steiner (Steiner,
1984).

NOs H2PO4 S04 K* Ca? Mg?*

molc m3 1.2 0.1 0.7 0.7 0.9 0.5

La solucién nutritiva fue elaborada a partir de Ca(NO3)2 4H20, K2SO4, KH2PO4, MgSOa4
7H20 y KNOs, sales grado reactivo de la marca J. T. Baker. La formulacién presentada
en el Cuadro 1 fue complementada con 0.067 g de micronutrimentos (Tradecorp®AZ)

por cada litro de solucion nutritiva.

La aplicacion de tratamientos se inici6 8 dias después de transferir las plantas a la
solucion nutritiva, donde se agregd 25 y 50 mM de NacCl, esto se mantuvo 30 dias
hasta el momento de la cosecha de plantas, asi también la solucién se manej6 al 50%
de la solucion nutritiva Steiner. Las plantulas del tratamiento testigo (OMm de NaCl)

fueron crecidas al mismo tiempo.

La solucion nutritiva fue renovada cada 8 dias, por la traspiracién de las plantulas se

reponia el agua perdida cada 3 dias y se ajustaba el pH a 5.3

10



2.2.7 Disefio experimental
El estudio tuvo un disefio experimental en bloques al azar, con 24 repeticiones. La
unidad experimental estuvo constituida por tres plantulas de pimiento morrén

contenidas en cubetas con capacidad de 3 L, como se describio previamente.
2.2.8 Variables evaluadas
En este estudio se evaluaron las siguientes variables:

2.2.8.1 Crecimiento
Al momento de la cosecha del experimento se registraron altura de planta, diAmetro de

tallo, nimero de hojas, area foliar, longitud y volumen de raiz.

2.2.8.2 Materia seca

Las plantas fueron separadas en hojas, tallos y raices, las muestras fueron secadas a
70 °C en una estufa de conveccion forzada (marca Riossa modelo HCF-125D;
Monterrey, N. L., México) durante 72 h. Una vez que el material estuvo seco, se peso

cada 6rgano de la planta de manera individual.

2.2.8.3 Acumulacién nutrimental

Las concentraciones de nutrimentos y de Na fueron determinadas en hojas, tallos y
raices.

La concentracion de nitrogeno total se determind con el método Semimicro-Kjeldhal
(Bremner, 1965) utilizando una mezcla catalizadora, adicionando acido sulfarico-
salicilico para su digestion. La determinacion de concentraciones de P, K, Ca, Mg, Fe,
Zn, Mn, B y Na, se realizé mediante el método de digestion humeda del material seco
adicionando acido percldrico y nitrico (Alcantar y Sandoval, 1999). Las lecturas fueron
hechas en un equipo de espectroscopia de emision atomica de induccion por plasma

acoplado (ICP-VARIAN 725-ES).
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Con los valores de concentracion de cada elemento y los pesos de materia seca en

cada organo, se estimo la acumulacion nutrimental.

2.2.8.4 Clorofila a, b y total

Se determind en hojas frescas por el método de Harborne (1973). Se trituré 1 g de
tejido foliar y se adicionaron 10 mL de acetona al 80% y se dej6 reposar 24 en
refrigeraciéon y oscuridad, al dia siguiente se maceré y se filtrg, finalmente las lecturas
de las muestras se realizaron en un espectrofotometro (Spectronic, Genesis™ serie 10.
EU) a 663 y 645 nm de longitud de onda. La concentracion de clorofila se estimé
mediante las siguientes ecuaciones:

(12.7 (Agez) — 2.59(Ag)) =V
1000=P

Clorofila a=

(22.9 (Apsc) — 4.70(A )= V
1000 = P

Clorofila b=

(8.20(A.;) +202(A )=V
1000 = P

Clorofila total =

Donde:

A = Absorbancia, los subindices indican la longitud de onda (645 y 663 nm).
C = Concentracion (mg g PF)

V = Volumen aforado (mL)

P = peso de muestra (g)

1000 = Factor de conversion

2.2.8.5 Azlcares totales

Se determiné en hojas frescas por el método de antrona descrito por Southgate (1976):
para la solucion madre se tritur6 1 g de material vegetal, se le agregé 50 mL de etanol
(80%), y se coloco en ebulliciéon (15-20 min). Se tom6 1 mL de esta solucién para ser
evaporada en bafio maria, posteriormente se diluyé en agua destilada (20mL). En
tubos de ensayo se colocé 1 mL de esta dilucion se adicioné 2 mL de agua destilada y

6 mL de la solucién de antrona. Posteriormente los tubos se colocaron en bafio maria
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en ebullicion por 3 minutos, se colocaron en agua fria y se leyd a 600 nm en
espectrofotometro (Spectronic, Genesis™ serie 10. EU), usando una curva estandar de

glucosa como referencia

2.2.8.6 Aminoécidos libres totales

La determinaciéon de aminoacidos libres fue en hojas frescas mediante una triple
extraccion etandlica descrita por Geiger et al. (1998). Se trituraron 20 mg de material
vegetal en mortero previamente enfriado, el material macerado se colocé en tubos de
reaccion para las extracciones etandlicas. Las extracciones etanodlicas se realizaron
incubando las muestras en bafio maria durante 20 min a 80 °C; agregando 500uL de
etanol 80%, 300 pL de etanol al 80% y 500 uL de etanol al 50%, respectivamente. La
separacion de fases se realizd por centrifugacion (14,000 rpm, 5min, 4 °C), y los
sobrenadantes o0 extractos obtenidos se juntaron para los analisis. Posteriormente los
extractos fueron leidos en espectrofotometro (Spectronic, Genesis™ serie 10. EU) a
una longitud de onda de 570 nm empleando el método de la ninhidrina (Moore y Stein,
1954). Se utilizé leucina para la elaboracién de la curva patrén.

2.2.8.7 Prolina

Se determind en hojas de acuerdo a lo descrito por Bates et al. (1973). Se macerd 0.01
g de material vegetal liofilizado y homogenizado con &cido sulfusalicilico al 3%,
posteriormente se filtré para eliminar los residuos, y una alicuota de 2 mL del filtrado se
le adicionaron con 2 mL de acido acético glacial y 2 mL de ninhidrina &cida
incubandose 100 °C en bafio maria por una hora. La reaccion fue detenida en bafio con
hielo. Se adicionaron 4 mL de tolueno, se homogeniz6 y se extrajo la fase organica
para la cuantificacion a 520 nm en un espectrofotometro, usando L-prolina para la

curva de calibracion.

2.2.8.8 Proteina
La extraccion de proteinas fue en hojas de acuerdo a lo descrito por Hofner et al.
(1989). La cuantificacion se hizo en 0.5 g de material foliar con solucién de amino, la

lectura de las muestras re realizé en un espectrofotdmetro con una absorbancia de 640
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nm (Spectronic, Genesis™ serie 10. EU). Se utilizé albdmina de suero de bovino para

la elaboracion de la curva estandar.
2.2.8.9 Tasa de asimilacion de CO2 y conductancia estomatica

Treinta dias después de la aplicacion de los tratamientos, entre las 9 y 12 de la
mafiana, se determinaron la tasa de asimilacion de CO: (umoles m? st) y la
conductancia estomatica (mmoles m?* s?1). Para ello, se usé un sistema abierto y
portatil de analisis de gases en el espectro infrarrojo (marca Li-Cor, modelo LI-6400XT
Portable Photosynthesis System; Lincoln, NE, Estados Unidos). Para estas mediciones
se seleccionaron dos hojas completamente maduras expuestas a la radiacion solar de
8 repeticiones por tratamiento y se tomaron las lecturas con las hojas orientadas en

forma perpendicular a los rayos solares.

2.2.9 Analisis estadistico
Se realiz6 un analisis de varianza y comparacion de medias Tukey (P < 0.05),
utilizando el procedimiento PROC ANOVA para un experimento completamente al azar,

empleando el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2011) version 9.3.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Crecimiento

La tolerancia a la salinidad es considerada como la capacidad de algunas plantas para
crecer y completar su ciclo de vida en un sustrato conteniendo altas concentraciones
de sales solubles (Parida y Das, 2005). En esta investigacién es evidente el efecto
detrimental de la adicion de NaCl a la solucién nutritiva en los pardmetros del
crecimiento (Figuras 1, 2y 3).

La altura de planta se redujo en 32.84 y 28.68% con la adicion de 25 y 50 mM de NaCl
a la solucion nutritiva en comparacion con el testigo (Figura 1A). Resultados similares
sobre la alta sensibilidad del pimiento a la salinidad, son reportados por Chartzoulakis y
Klapaki (2000), donde la adicién de 50 mmol L de NaCl inhibi6 el crecimiento del
vastago, donde la altura de planta tuvo una reduccion del 49% comparado con el

tratamiento testigo. Asimismo, el NaCl redujo significativamente el diametro de tallo
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(Figura 1B). Si bien, la mayoria de reportes indican reduccion de parametros de
crecimiento bajo condiciones de salinidad, Uras y Sonmez (2011), por el contrario, en
pimiento morrén reportan incrementos en el diametro de tallo a medida que la
conductividad eléctrica del agua usada para el riego incrementa, esto indica que

algunos cultivares son tolerantes a la salinidad.
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Figura 1. Altura de planta(A) y didmetro de tallo (B) de plantulas de pimiento morrén
(Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de NaCl en la solucion
nutritiva Steiner por 30 dias. Medias + DE con letras distintas indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey; P <0.05; n = 12).

De la misma manera que en altura y diametro de tallo, el nimero de hojas (Figura 2A)
y el area foliar (Figura 2B) fueron significativamente reducidos por la presencia de
NaCl en el medio de crecimiento; asimismo tuvieron una tendencia similar estas
variables. De Pascale et al. (2003) reportan en plantas de pimiento morrén sometidas
durante tres meses a dos concentraciones de sales con conductividad eléctrica de 4.4y
8.5 dS m, en comparacién con el testigo control (0.5 dS m), observaron que la
reduccion en el area foliar es debida principalmente al menor nimero de éstas y no en

la disminucién de su tamario.
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Figura 2. Nomero de hojas (A) y area foliar (B) de plantulas de pimiento morron
(Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de NaCl en la solucion
nutritiva Steiner por 30 dias. Medias + DE, con letras distintas indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey; P <0.05; n = 12).

El crecimiento y morfologia de la raiz son parametros influenciados por la condicién de
salinidad, aun en plantas haldfitas, por ejemplo en Plantago maritima L., la exposicién a
200 mM de NacCl redujo el crecimiento de raices en 25%; asimismo esta concentracion
redujo severamente el patron de ramificaciébn de raices, reduciendo el numero de
raices laterales de primer, segundo y tercer orden (Rubinigg et al., 2004). Los
resultados aqui obtenidos muestran que la adicibn de 25 mM de NaCl redujo
significativamente la longitud de raiz principal en comparacion con el testigo (Figura
3A); mientras que, ambas concentraciones de NaCl redujeron significativamente el

volumen radical, respecto al testigo (Figura 3B).
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Figura 3. Longitud de raiz principal (A) y volumen radical (B) de plantulas de pimiento
morrén (Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de NaCl en la
solucion nutritiva Steiner por 30 dias. Medias + DE con letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 12).

Munns (2002) explica las alteraciones en el crecimiento de plantas sometidas a
salinidad a través del tiempo; de manera inicial, las células se deshidratan y contraen,
pero horas mas tarde recuperan sus volumenes originales. No obstante, a esta
recuperacion en volumen, en menor medida se reduce la elongacién y division celular
dando lugar a menores tasas de crecimiento de raices y hojas. Durante los dias
siguientes, la reduccién en elongaciéon y division celular se traducen en una lenta
aparicion de hojas y en la disminucién del tamafio de éstas. Asi, plantas sometidas a
estrés salino severo, desarrollan sintomatologia visual de toxicidad. Después de varias
semanas, el desarrollo de brotes laterales se ve también afectado y después de meses,

se observan claras diferencias en el crecimiento (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la adicion de NaCl a la solucién nutritiva durante 30 dias, en el

crecimiento de pimiento morrén.

2.3.2 Materia seca

La adicién de NaCl a la solucién nutritiva de Steiner redujo significativamente (P < 0.05)
el peso de la materia seca, incluso a partir de 25 mM (Figura 5). De manera similar,
Huez-Lopez et al. (2011a) observaron efectos detrimentales en plantas chile verde
tratadas con 6.5 dS mt. De hecho, el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA, 1990) clasifica a la especie Capsicum annuum como moderadamente
sensible a la salinidad, y establece el umbral de tolerancia a partir de 1.5 dS m,
aunque De Pascale et al. (2003) estiman que es posible observar respuestas
diferenciales por efecto de las condiciones imperantes de clima y tiempo, tipo de suelo
0 sustrato, especie o cultivar, etapa fenoldgica, sistema de riego, intervalo entre riegos,
cantidad de agua suministrada y tiempo de exposicion al agua salina de riego, lo que
sugiere que tanto el genotipo como el ambiente determinan las respuestas de un

determinado cultivo al estrés salino.

Por su parte, Siddikee et al. (2011) demostraron que las especies Brevibacterium
iodinum, Bacillus licheniformis y Zhihengliuela alba, bacterias tolerantes a sales

capaces de producir acido l-aminoaciclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminasas,
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mitigan los efectos del estrés salino al reducir la sintesis de etileno y promover el

crecimiento en pimiento rojo, lo que representa una alternativa de manejo para lidiar
con este factor de estrés.
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Figura 5. Materia seca total (A), de hojas (B), de tallos (C) y de raices (D) de plantulas
de pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas con diferentes concentraciones de
NaCl en la solucion nutritiva Steiner por 30 dias. Medias + DE con letras distintas
indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 12).

2.3.3 Concentracién de clorofilas

Las clorofilas son pigmentos que tienden a degradarse como efecto del estrés por
salinidad, de ahi que sean indicadores de la tolerancia de las plantas a este tipo de
factores. En esta investigacion, se observo un decremento cercano al 54% en plantas
tratadas con 25 mM NaCl en comparacion con plantas testigo, efectivamente es curioso
gue este efecto se presente en casi todas las variedades que hasta este momento se

han presentado (Figura 6), lo que puede ser indicativo de la activacion de algun
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mecanismo bioquimico de tolerancia en este cultivar. En el cultivar Solan Bharpur’ de
esta misma especie, Sikha et al. (2013) reportaron una mayor degradacion de clorofilas
por efecto del estrés osmotico ocasionado por polietilenglicol (PEG) en comparacion
con NaCl, en tanto que la peroxidacion lipidica medida a través de la acumulacion de
malondialdehido (MDA) aumentd significativamente en hojas en ambos tratamientos
(PEG y NaCl). El incremento en el contenido de MDA puede ser debido a un aumento
en la actividad de la enzima monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), Unica enzima
que utiliza un radical organico (MDA) como sustrato, con capacidad de reducir radicales
fenoxilos y se encuentra ampliamente distribuida en el reino vegetal, principalmente en

cloroplastos, citosol y peroxisomas (Sharma et al., 2012).
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Figura 6. Concentracion de clorofila a (A), b (B) y total (C) en hojas de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de NacCl
en la solucion nutritiva Steiner por 30 dias. Medias = DE con letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 12). PF= peso fresco.
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El dafio ocasionado por la salinidad en el aparato fotosintético es de naturaleza i6nica y
esta relacionado con la acumulacion de sales en hojas maduras en concentraciones
toxicas que les ocasiona la muerte (que ya no se expanden y por lo tanto no diluyen la
concentracion de sal que llega a ellas, como en el caso de las hojas jovenes). Si la tasa
a la que las hojas maduras mueren es mayor a la que se generan hojas jovenes, el
aparato fotosintético de la planta no estara en capacidad de abastecer carbohidratos y
por lo tanto, dara lugar a un desequilibrio en el intercambio de gases y la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) (Sharma et
al.,, 2012), lo que ocasiona cambios en la composicion bioquimica de la planta,
incluyendo degradacion de clorofilas, como los que se observan en la presente

investigacion.

2.3.4 Concentraciones de aminoéacidos y proteinas

A diferencia de las variables mostradas con anterioridad, la concentracion de
aminoacidos se vio afectada de manera significativa solamente con la concentracion de
50 mM de NaCl en la solucién nutritiva (Figura 7A), mostrando una reduccién superior
al 43% en comparacion con plantas testigo. Sin embargo, el contenido de proteinas
totales se vio afectado negativamente en plantas tratadas desde los 25 mM de NacCl
(Figura 7B), lo que significa una posible degradacion de las mismas por efecto de la

salinidad.
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Figura 7. Concentracién de aminoéacidos (A) y proteinas (B) en hojas de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de NaCl
en la solucion nutritiva Steiner por 30 dias. Medias = DE con letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 12). PF=peso fresco.

Cuando el estrés salino irrumpe los mecanismos homeostéticos de la célula, las sales
se pueden acumular en el apoplasto y deshidratar la célula; también pueden
concentrarse en el citoplasma e inhibir la enzimas involucradas en el metabolismo de
los carbohidratos; o en los cloroplastos y afectar negativamente el proceso fotosintético
(Munns y Tester, 2008). La reduccion de la tasa fotosintética incrementa la produccién
de ROS y activa enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) o ascorbato peroxidasa (APX), entre otras. En caso de que el sistema
antioxidante funcione debidamente, la planta podré superar la situacion de estrés, pero
en caso contrario, se desencadenaran procesos que tienden a degradar componentes
estructurales y funcionales de la célula, y en caso extremo, activar senescencia y
muerte celular programada (Gill y Tuteja, 2010). En el caso de la presente
investigacion, es evidente que el nivel mas alto de sal inhibio la biosintesis de proteinas
0 activé procesos degradativos de estas moléculas y de aminoacidos.

Recientemente, Ratnakar y Ral (2013) mostraron que algunos reguladores del
crecimiento vegetal como acido giberélico (GA3), 6-furfuriladenina (Kinetin) vy
benziladenina (BA) estimulan la sintesis de proteinas en plantas de Spinacia oleracea

L. var. All Green cultivadas bajo estrés salino (60 mM de NaCl), lo cual resulta de sumo
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interés para futuras investigaciones tendientes a la busqueda de mecanismos de
tolerancia a este factor de estrés en diferentes genotipos de plantas cultivadas como el

pimiento morron.

2.3.5 Prolina y azlcares totales

La concentracion de prolina aumenté en plantas expuestas a 25 mM NaCl, pero
disminuy6 cuando el nivel de NaCl se incrementé a 50 mM NacCl en la solucién nutritiva
(Figura 8A). Por su parte, los azucares totales se mantuvieron relativamente sin
cambio a 25 mM, pero disminuyeron significativamente en plantas tratadas con 50 mM
de NaCl (Figura 8B).

035 1o a
a A & i ab B
03 ? I I
1 95
L 0.25 £ [
7 b ~
2 02 T 0 ? b
S g I
@ 0.15 T 085 1
£ + "
2 01 o
a 98
0.05 3
<
0 w : 75 w ‘
0 25 50 0 25 50
NaCl (mM) NaCl (mM)

Figura 8. Concentracién de prolina (A) y azucares totales (B) en hojas de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de NaCl
en la solucion nutritiva Steiner por 30 dias. Medias + DE con letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 12). PF=peso fresco.

Tanto prolina como azucares pueden actuar como osmoprotectantes. De manera
similar a lo encontrado en la presente investigacion, Ratnakar y Rai (2013) observaron
un incremento en el contenido de prolina en plantas de espinaca tratadas con 60 mM
de NaCl, contenido que disminuyé en plantas tratadas con GA3, kinetina y BA. La

acumulacion de osmolitos como prolina son benéficos para plantas en condiciones de
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estrés dado que reducen el potencial hidrico dentro de la célula y previenen la pérdida
de agua (Mahajan yTuteja, 2005).

En cuanto a azucares el tratamiento con 25 mM de NaCl no muestra diferencias
estadisticas con el testigo ni con el tratamiento de 50 mM de NaCl, mientras tanto que
el testigo fue estadisticamente superior al tratamiento con 50 mM de NaCl con. En
plantas de espinaca tratadas con 60 mM NaCl, Ratnakar y Rai (2013) reportaron que el
contenido de azucares tanto reductores como no reductores se incrementd con la
salinidad. Es comun que plantas expuestas a estrés salino acumulen azlcares y
polisacaridos de reserva (Siringam et al., 2011), y dicha acumulacién esta relacionada
con una mayor concentracion de sodio. En este caso, los azlcares pueden funcionar
como osmoprotectantes y ayudan a mantener un uso eficiente del agua, lo cual es
mejorado con la aplicacion de algunos reguladores de crecimiento en semillas (Jat y
Sharma, 2006; Niazi et al., 2005; Ratnakar y Rai (2013).

2.3.6 Tasa de asimilacion de CO2z y conductancia estomatica

La concentracion de NaCl en la solucion nutritiva, se relaciona de manera negativa con
la tasa de asimilacion neta de CO:2 (Figura 9A) y con la conductancia estomatica
(Figura 9B). Asi, la adicion de NaCl en ambas concentraciones evaluadas, redujeron
las tasas netas de asimilacion neta de CO:2 y los valores de conductancia estomatica en

forma significativa en comparacién con el tratamiento testigo, y entre si.
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Figura 9. Tasa de asimilacion de CO2 (A) y conductancia estomatica (B) en hojas de
plantulas de pimiento morron (Capsicum annuum L.) tratadas con distintas
concentraciones de NaCl en la solucion nutritiva Steiner por 30 dias. Medias + DE con
letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 85).

Bayuelo-Jiménez et al. (2012) al evaluar concentraciones de 0, 60 y 90 mM de NaCl en
especies de frijol sensibles, medianamente tolerantes y tolerantes a salinidad, reportan
gue solo en las especies sensibles a la salinidad, concentraciones crecientes de NaCl
causaron una disminucién gradual en la tasa fotosintética y en la conductancia

estomatica.

Jamil et al. (2007) reportaron reduccion en la capacidad fotosintética en plantas de
rabano sometidas a estrés salino; concluyendo que dicha reduccién es causada por la
disminucién en el contenido de clorofila. De manera coincidente, en esta investigacion
se observa reduccion en el contenido de clorofilas a, b y totales a medida que
incrementa la concentracién de NaCl en la solucion nutritiva (Figura 6); asimismo, las
concentraciones de cloforilas se relacionan de manera positiva con la tasa de

asimilacion de CO:a.

Por otra parte, una ligera disminucién en la conductancia estomatica bajo situaciones
leves de estrés osmotico, tiene efectos protectores al permitir el ahorro de agua de la
planta y al mejorar la eficiencia en el uso del agua (Chaves et al., 2009). En esta
investigacion, la reduccion de la conductancia estomatal por efecto de la adicion de
NaCl, fue significativa; lo cual, se traduce en reduccion en el CO2 disponible para

carboxilacion.
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2.3.7 Acumulacion de macronutrimentos
En el Cuadro 2 se muestran los niveles de acumulacion de los macronutrimentos N, P,
K, Cay Mg en hojas, tallos y raices de plantulas de pimiento morrén tratadas con 0, 25

y 50 Mm de NacCl en la solucién nutritiva.

Cuadro 2. Acumulacion de macronutrimentos en hojas, tallos y raices de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) sometidas a distintas concentraciones de NacCl

en la solucién nutritiva Steiner por 30 dias.

Acumulacién (mg tejido™?)

Tejido NaCl (mM) N P K Ca Mg
Hojas 0 159.6+27.9a 12.6+1.4a 96.3+19.9a 52.7+3.8a 22.5+2.6a
25 52.7+9.9b 3.7£0.5¢ 17.1+2.9b 10.6+1.3c 4.61£0.8b
50 62.2411.5b 6.1+0.3b 20.6+2.8b 14.3+£0.4b 6.3+0.3b
Tallos 0 101.8+24.8a 16.9+3.3a  115.1+25.1a 39.2+6.9a 20.3+4.3a
25 26.416.2b 4.7+1.0b 19.3+£3.1b 13.8+2.8b 6.4+1.4b
50 36.4+8.9b 6.6+1.7b 22.1+3.3b 16.3+3.7b 7.9+2.1b
Raices 0 109.1+34.8a 21.5+5.9a 76.6+28.0a 12.3+2.1a 10.4+2.6a
25 35.0+6.1b 7.4+1.6b 20.6+7.5b 3.7£0.8b 5.1+1.2b
50 49.9+18.0b 10.9+2,3b 22.442.3b 4.9+1.0b 7.3+1.5b

Medias * DE con letras distintas en cada columna por drgano, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey;
P <0.05; n=4).

Es evidente que en todos los casos, el estrés osmotico e idnico causado por NaCl en la
solucion nutritiva causé menor acumulacion de macronutrimentos en hojas de pimiento
morron. De manera semejante, Huez-Lopez et al. (2011c) reportaron que en plantas de
chile verde regadas con agua salina, el uso eficiente del N se redujo significativamente,
en 97.7 (32%) y 61.8 kg kg (57%) con moderada (4.5 dS m) y alta salinidad (6.5 dS
m-1), respectivamente.

Cabanero et al. (2004) observaron que en raices de plantas de pimiento tratadas con
NaCl (50 mM) + CaClz (10 mM) la concentracion de Ca disminuy0 significativamente.
Los altos niveles de Na en el suelo o el agua de riego pueden tener efectos adversos
en la absorciébn de Ca, por lo que al incrementarse la salinidad se disminuye la

absorcion de este elemento por las raices, y su transporte al vastago como
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consecuencia de una relacion Na/Ca alta en la solucion del suelo o el medio de cultivo.
Otra consecuencia de esta alta relacion Na/Ca es la reduccién del contenido de K en
plantas expuestas a altos niveles de salinidad (Huez-Lopez et al., 2011c). En esta
investigacion, tanto Ca como K decrecieron en hojas de pimiento expuestas a niveles

crecientes de sal en la solucion nutritiva.

Ca y K compiten fuertemente con Mg por sitios de unidén en la membrana plasmatica.
Sin embargo, Flores et al. (2001) encontraron que la concentracién de Mg en plantas
de tomate expuestas a estrés salino no fueron afectadas al incrementar los niveles de
sal en solucion, lo cual coincide con los reportes de Fernandez-Garcia et al. (2004) al
incrementar los niveles de sal en la solucién nutritiva a 5.3 dS m%, pero los niveles de
este elemento (Mg) disminuyeron significativamente al aumentar la salinidad a 8.3 dS
m-L.

Gomez et al. (1996) reportaron que plantas de chile expuestas a estrés salino y
fertilizadas con 2 meq L* N disminuyeron el contenido de K. Asi también, Giines et al.
(1996) encontraron que el contenido de K en tallos de pimiento morron se redujo
significativamente al aumentar el nivel de salinidad de 2.1 a 9.5 dS m't. En ambientes
salinos, las plantas tienden a absorber cantidades excesivas de Na en lugar de K, lo
gue inhibe el crecimiento vegetal al disminuir la capacidad de ajuste osmético y de
mantenimiento de la turgencia en hojas (Rengel, 1992; Tester y Davenport, 2003).

Al igual que en el caso de los macronutrimentos en hojas, la concentracion de
macronutrimentos tallos disminuyé significativamente tanto con 25 como con 50 mM
NacCl en la solucién nutritiva (Cuadro 2).

Las acumulaciones de los macronutrimentos en raices también disminuyeron en
plantas tratadas tanto con 25 como con 50 mM NacCl en la solucién nutritiva (Cuadro
2).
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2.3.8 Acumulacion de micronutrimentos y sodio

En el Cuadro 3 se muestran los niveles de acumulacién de los micronutrimentos Fe,
Cu, Zn, Mn y B, asi como Na en hojas de plantulas de pimiento morrén tratadas con 0,

25 y 50 mM NacCl en la solucién nutritiva.

Al igual que en el caso de los macronutrimentos, la concentracion de micronutrimentos
en hojas disminuyd significativamente tanto con 25 como con 50 mM NaCl en la
solucion nutritiva. Por el contrario, los niveles de sodio en hoja aumentaron de manera

significativa al incrementarse el nivel de salinidad en la solucién nutritiva (Cuadro 3).

Cuadro 3. Acumulacion de micronutrimentos y sodio en hojas, tallos y raices de
plantulas de pimiento morron (Capsicum annuum L.) sometidas a distintas

concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva Steiner por 30 dias.

Tejido NaCl Acumulacién (ug tejido™)
(mM) Fe Cu Zn Mn B Na

Hojas 0 488.0+£16.7a 30.6+6.1a 396.8+27.9a 1555.6+94.1a  414.7+45.2a 1106.3+97.8c
25 164.9+19.5¢ 11.5+2.2¢ 142.6+15.9c 393.1+47.1c 119.1+21.1c  19143.0+4244.9b
50 293.6+15.6b 20.5+3.2b 249.948.6b 524.7422.1b 192.7+10.9b  42564.3+7207.8a

Tallos 0 248.1+44.0a 33.4+6.4a 141.9+16.3a 927.6+105.7a  432.2+89.2a 3373.8+£772.4c
25 107.6+25.1b 12.2+1.9b 64.1+14.2c 423.1+88.0c 129.6+31.2b  22765.3+4823.9b
50 148.2+31,1b 13.9+3.0b 90.4+19.9b 625.7+143.3b 170.8+41.1b  35711.1+6508.4a

Raices 0 2940.1+559.4a 177.3+39.4a 613.7+104.1a  2110.5+397.3a 256.4%67.0a 1554.1+500.4c
25 1142.5+231.9b 103.2+27.1b 227.3+47.7c 447.61+91.4b 83.5+18.7b 20639.1+6153.1b
50 1368.3+357.1b  145.8+28.1ab 376.2482.3b 751.8+157.0b 125.3+25.9b  36398.6+5902.9a

Medias + DE con letras distintas en cada columna por drgano, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey;
P <0.05;n=4).

De la misma manera que en el caso de los micronutrimentos en hojas, la concentraciéon
de micronutrimentos tallos disminuy6 significativamente tanto con 25 como con 50 mM
NacCl en la solucién nutritiva (Cuadro 3), en tanto que el sodio se incremento a medida
gue se incremento el nivel de NaCl en la soluciéon nutritiva.

Al igual que en los tejidos foliares y en vastagos, en raices se observo un efecto similar
del NaCl sobre la acumulacion de micronutrimentos y sodio, con la excepcion del

cobre, el cual mostré diferencia significativa con el testigo solamente en plantas
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tratadas con 25 mM NaCl y aument6 al incrementar la concentracion de sal a 50 mM.
A este respecto, Tunctiurk et al. (2011) encontraron que las concentraciones de Fe, Mn,
Cu and Zn fueron mayores en raices de plantas de diferentes variedades de canola
tratadas con 150 mM NaCl en comparacién con las observadas en hojas y tallos, y que
los contenidos de micronutrimentos variaron de acuerdo a los genotipos, aunque en
general, los de Fe, Mn y Cu se incrementaron en plantas expuestas a estrés salino,
mientras el de Zn no fue afectado significativamente. Turhana y Erisb (2005) reportaron
gue los contenidos de Fe y Mn se incrementaron en plantas expuestas a estrés salino,
en tanto que el de Cu no cambi6 en la parte aérea de plantas de fresa. En raices de
plantas tratadas con sal, los contenidos de Fe, Zn, Mn no cambiaron significativamente,
aungue el de Cu se incrementd en presencia de NaCl a 2000 mg L. Respuestas
similares relacionadas con los contenidos de Cu, también han sido reportadas en arroz,
trigo y tomate (Alpaslan et al., 1998; Martinez et al., 1987), lo cual también coincide con

lo encontrado en la presente investigacion.

2.4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con este estudio se pudo comprobar que el pimiento morron es un cultivo
moderadamente susceptible a la salinidad ya que la adicién de 25 y 50 mM de NaCl en
la solucién nutritiva, disminuyen significativamente la produccion de biomasa seca en
hojas, tallos, raices y total, asi como el contenido de proteinas, las concentraciones de
clorofilas y acumulacion de macro y micronutrimentos en hojas, tallos y raices. Por el
contrario, con 25 mM NaCl en la solucion nutritiva generan incrementos en los
contenidos de aminoacidos totales, prolina y azlcares totales, en tanto que la
acumulacién de Cu incrementa con 50 mM NacCl en el medio de cultivo, lo cual puede
indicar el tipo de mecanismos fisiolégicos y bioquimicos de esta especie para tolerar
niveles crecientes de sal en el medio de crecimiento. En futuras investigaciones sera
necesario comparar el comportamiento de diferentes genotipos a diferentes fuentes y
niveles de sal tanto en la solucién nutritiva como en el agua de riego en plantas

establecidas en suelo.
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CAPITULO Ill. TOLERANCIA A CADMIO EN PLANTULAS DE PIMIENTO MORRON

(Capsicum annuum L.)

3.1 INTRODUCCION

El cadmio (Cd) es un metal toxico para los seres vivos cuando se rebasan ciertos
limites en células y tejidos. Una vez que este metal se acumula en tejidos vegetales a
niveles toxicos, puede inducir desdrdenes de indole molecular, bioquimico y fisioldgico,
incluyendo desequilibrios en la absorcion y transporte de nutrimentos, los cuales
finalmente ocasionan inhibicion del crecimiento y reduccién del rendimiento. Dado que
muestra una alta movilidad y baja afinidad por los coloides del suelo (Akoumianakis et
al., 2008; Erdem et al., 2012), este metal entra con facilidad en las cadenas tréficas y
se le ha implicado en serios problemas de salud humana incluyendo anemia, edema
pulmonar, dafios en higado, nervios y cerebro, cancer e incluso causar la muerte
(ATSDR, 2012). De hecho, el Cd representa el metal de mayor peligro dado que es el
Unico elemento que puede dafar células animales y humanas a concentraciones que
en plantas no son identificadas como fitotoxicas (Peijnenburg et al., 2000; Peralta-Videa
et al., 2009).

A pesar del peligro que el cadmio representa para la salud humana, en México no se
cuenta con un plan o estrategia para su manejo ni para reducir el uso de este metal en
la manufactura de juguetes y productos industriales como baterias y fertilizantes
(Godoy, 2011). Ademas, el pais produce mas de 1,600 toneladas anuales de cadmio y
exporta fertilizantes, productos quimicos, plasticos y anticorrosivos que contienen este
metal. México también importa cantidades considerables de acumuladores que usan
cadmio y niquel en su funcionamiento y que son desechados una vez que no se usan,
lo que agrava la contaminacion ambiental. De ahi que en estudios recientes se haya
encontrado presencia de este metal en algunos alimentos, en concentraciones que por
mucho exceden los niveles permitidos para el consumo humano por estandares
internacionales, lo cual representa un enorme riesgo de salud publica (Gama-Flores et
al., 2007; Godoy, 2011; Lango-Reynoso et al., 2010; Peralta-Videa et al., 2009) y en
consecuencia, algunos grupos de investigacion en el pais han enfocado su atencién en

su estudio a mayor detalle.

35



En plantas, el cadmio interacciona con elementos esenciales, y su toxicidad puede
ocasionar desequilibrios en el metabolismo celular como consecuencia del desorden en
la absorcion y el transporte de algunos nutrimentos. Puede competir por los mismos
transportadores con otros nutrimentos, y por lo tanto el Cd presente en el suelo puede
ocasionar deficiencias nutrimentales. En soya por ejemplo, la exposicion a 1 mM Cd
redujo la concentracién de todos los nutrimentos esenciales medidos (Nazar et al.,
2012). En tabaco, Erdem et al. (2012) reportaron que la acumulacion de Cd
posiblemente se asocie con un decremento en material seca inducido por deficiencia
en la absorcion de nutrimentos. En plantas de Capsicum annuum (L.) var. Vellayani
Athulya, Ramachandran y Vincent (2013) reportaron incrementos significativos en la
actividad de las enzimas SOD y POX, y decrementos en la actividad enzimatica de
CAT y GSH con 30 mM Cd en la solucion aplicada, aunque al incrementarse a 40 mM
Cd se observo inactividad del sistema antioxidante. La sintesis de malondialdehido, un
indicador de peroxidacion lipidica, mostré el mismo patrén de comportamiento que el
sistema antioxidante en tanto que el dafio al DNA aumenté al incrementarse los niveles
de Cd en el medio de crecimiento de las plantas.

La habilidad para absorber metales difiere entre especies e incluso entre cultivares (Liu
et al.,, 2010; Reza et al., 2013; Wang et al., 2012), razén por la que dentro del género
Capsicum, el cual presenta una enorme variacion de especies y variedades, se
esperarian también respuestas diferenciales respecto a otros cultivares o variedades
evaluados.

Las plantas han desarrollado distintas estrategias para evitar la toxicidad de metales
pesados, entre estos se encuentra la raiz que constituye una de las principales
barreras de defensa mediante la inmovilizacién del cadmio por pectinas de la pared
celular, los carbohidratos extracelulares (mucilago y calosa) de la raiz también
intervienen en la inmovilizacion del cadmio, asi como la acumulacion del metal en los
tricomas de la superficie foliar también es un mecanismo de inmovilizacion y defensa
celular, otro mecanismo es en la reduccion del trasporte o aumento de la extrusion del
metal por transportadores de cationes de la membrana plasmatica (Benavides et al.,
2005; Salt et al., 1995; Thomine et al., 2000).
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Por su parte Benavides et al. (2005) sefiala que las plantas poseen mecanismos
homeostaticos celulares para regular la concentracién de iones metéalicos dentro de la
célula para reducir al minimo el dafio potencial que podria resultar de la exposicién a
iones de metales no esenciales. El conocimiento sobre la toxicidad de metales,
incluidos los mecanismos de homeostasis de cadmio, absorcion, transporte y
acumulacion son evaluados. El papel de la pared celular, la membrana plasmaética y las
micorrizas, son las principales barreras en la entrada de cadmio a la célula.

Nazar et al. (2012), mencionan que el Cd es un metal toxico que entra al medio
ambiente a través de fuentes antropogénicas, inhibe el desarrollo y crecimiento vegetal.
La toxicidad de este metal puede derivarse de perturbaciones en el metabolismo de la
planta, como consecuencia se presenta disminucion en la absorcion y translocacion de
nutrientes, esto implica una deficiencia nutrimental en plantas.

Hasan et al. (2009) menciona que de todos los metales pesados no esenciales, Cd es
el metal que ha llamado la atencion en la ciencia del suelo y nutricion de las plantas,
debido a su potencial toxicidad a seres humanos por la ingesta de plantas
contaminadas por este metal, asi como su movilidad relativa en el sistema suelo-planta.
Los sintomas toxicos de cadmio en plantas son: retraso del crecimiento, alteraciones
de la fotosintesis, actividades enzimaticas, apertura de estomas, transpiracion, la
interferencia con la absorcion de minerales, metabolismo de las proteinas, alteraciones
en el funcionamiento de las membrana plasmatica, etc.

El cadmio es uno de los metales pesados altamente toxicos en los suelos agricolas.
Los efectos de este metal sobre el crecimiento de plantas han sido reportados por
varios autores, Gozubenli (2010) realiz6 un estudio para evaluar el efecto en diferentes
concentraciones de cadmio (0, 10, 20, 40 y 60 mg kg?) en respuesta al vigor de las
semillas de maiz, la germinacion y la vigorosidad de plantulas disminuyeron con el
aumento de concentraciones de cadmio, la alta germinacion y mayor vigorosidad de
plantulas fueron en suelos no contaminados.

Chen et al. (2010) investigaron el efecto del Zn?* en concentraciones de (0, 100, 200,
400 y 600 uM L1) sobre el crecimiento de plantas de chile (Capsicum annuum L.), asi
como la actividad de enzimas antioxidantes, contenidos en clorofila a y b, la

acumulaciéon y forma quimica del Cd?*. En presencia de Zn?* en concentraciones de
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100 a 400 uM L1, se incrementaron los pesos secos de hojas, tallos, frutos y raiz, asi
como los contenidos de clorofila a y b, a concentraciones superiores de Zn (> 400 uM
L'1) se incrementd la actividad de las enzimas superéxido dismutasa y catalasa. Las
concentraciones de cadmio disminuyen en tallo, fruto y raiz en presencia de Zn?*. Por
su parte, Jidesh y Kurumthottical (2000) reportan la acumulacion de cadmio en partes
aéreas de plantas de chile, seguido de raices y la menor acumulacién en frutos. Se
reporta que la aplicaciéon de materia organica en combinacion con una dosis alta de
este metal en el suelo resulta en el incremento de la absorcion de cadmio en toda la

planta.

3.1.1 El pimiento

El pimiento es una planta originaria de América que fue posiblemente domesticada
antes del 8,000 A.C. En la actualidad este cultivo esta presente practicamente en la
totalidad de las zonas templadas y célidas del mundo, lo que les ha permitido
trascender para formar parte del grupo de los principales productos horticolas
exportados (Nuez et al., 1998). El pimiento (Capsicum annuum L.) es una dicotiledénea
pertenece a la familia Solanaceae y al género Capsicum (Antonio, 2000)

La temperaura adecuada para la produccion va de 21 a 30°C, a pesar de 18°C o
menos la planta detiene su crecimiento, pero en climas muy frios debajo de 8°C estas
no vegetan, lo cual conllevan un exceso de frutos pequefios y de mala calidad.
También las altas temperaturas provocan abortos de flores disminuyen la calidad del
fruto, pierden tamafio y color (SIAP-SAGARPA, 2010).

Segun los datos estadisticos de la FAOSTAT (2009) los principales paises productores
de pimiento morron en el mundo son: China en primer lugar con 14, 520, 301
toneladas, seguido de México con 1, 941, 560 toneladas y Turquia con 1, 837, 000
toneladas. En el afio 2004 en México se sembraron alrededor de 1, 630 hectareas con
una produccion de 64, 872.73 toneladas, la principal zona productora tanto a campo
abierto como en invernadero en el noroeste del pais siendo los estados productores
mas importantes de esta hortaliza Baja California, Baja California Sur y Sinaloa (SIAP-
SAGARPA, 2005).
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El objetivo de esta investigacion fue analizar las respuestas fisioldgicas y bioquimicas
de plantulas de pimiento morrén (Capsicum annuum L.) a diferentes concentraciones

de Cd en la solucion nutritiva y valorar su impacto en la nutricion de las plantulas.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Ubicacion del experimento

El experimento se realizé en un invernadero tipo cenital cubierto con plastico blanco
lechoso en Montecillo, Estado de México, a una altitud de 2250 m, 19° 29’ LN y 98° 54’
LW.

3.2.2 Material vegetal
Se utilizaron plantulas de pimiento morron (Capsicum annuum L.) de la variedad Yolo
Wonder (fruto color verde a la madurez), mismas que al momento del trasplante una

altura y numero de hojas promedios de 7 cm y 10 respectivamente.

3.2.3 Produccion de plantula

La germinacion de semillas se hizo en charolas de unicel de 200 cavidades y como
sustrato se utilizé turba canadiense (peat moss Sunshise®). Una vez emergidas las
plantulas, se aplicé fungicida preventivo Previcur® N (i. a. Propamocarb clorhidrato) a
una dosis 0.7 mL L. Los riegos se aplicaron en funcién a la demanda. Una vez
emergido el primer par de hojas verdaderas se inici6 la aplicacion de la solucion Steiner
al 15%, y a los 15 dias posteriores se aplicé al 25% hasta al momento del trasplante.

3.2.4 Contenedores

Las plantulas fueron establecidas en placas flotantes, para lo cual se utilizaron cubetas
de plastico con una capacidad de 3 L, provistas con tapas, las cuales fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio (1 mL L) y enjuagadas tres veces con agua
potable para eliminar residuos de Na y Cl. Posteriormente se realiz6 el llenado de las

cubetas con la solucién nutritiva de Steiner al 25%.
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3.2.5 Tratamientos evaluados

Las plantulas de pimiento morron de 20 dias de edad fueron expuestas a dos dosis de
Cd en la solucién nutritiva: 15 y 30 uM, empleando como fuente de este elemento 3Cd
(S0,) 8H,0. Como tratamiento testigo, se utilizé la solucion nutritiva sin Cd. En esta
fase, la solucion nutritiva tuvo una concentracion de 50% (la cual se describe en el

apartado siguiente), y se mantuvo a un pH de 5.3
3.2.6 Nutricion
Durante la fase experimental, las plantulas fueron nutridas con la solucion nutritiva de

Steiner al 50%, la cual tiene la composicion descrita en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Concentracién de la solucion nutritiva de Steiner al 50% (Steiner, 1984).

NO3s H2PO4 S04* K* Ca? Mg?*

molc m=3 6.0 0.5 3.5 3.5 4.5 2.0

La solucioén nutritiva fue elaborada a partir de Ca(NO3s)2 4H20, K2SO4, KH2PO4, MgSOa4
7H20 y KNOs, sales grado reactivo de la marca J. T. Baker. La formulacién presentada
en el Cuadro 1 fue complementada con 0.067 g de micronutrimentos (Tradecorp®AZ)

por cada litro de solucion nutritiva.

3.2.7 Manejo del experimento

La aplicacion de tratamientos se inicié 8 dias después de transferir las plantas a la
solucion nutritiva, donde se adicionaron las concentraciones de Cd antes referidas (15
y 30 uM) y 0 mM como testigo.

El tratamiento con Cd se realizo por 15 dias, realizandose cambios de solucion nutritiva
cada 7 dias, asimismo cada 48 h se reponia el agua evapotranspirada y se ajustaba el
valor del pH a 5.3.

La solucién nutritiva fue oxigenada usando bombas de pecera y temporizadores
programados para activarse cada 3 h y proporcionar aireacion durante 15 min.

Asimismo, se colocé una malla que proporcionaba un sombreado de 35%.
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3.2.8 Variables evaluadas
En este estudio se evaluaron las siguientes variables:
3.2.8.1 Tasa de asimilacion de CO2y conductancia estomatica

Quince dias después de la aplicacién de los tratamientos, entre las 9 y 12 de la
mafiana, se determinaron la tasa de asimilacion de CO:2 (umoles m? st) y la
conductancia estomatica (mmoles mt s?1). Para ello, se usdé un sistema abierto y
portatil de analisis de gases en el espectro infrarrojo (marca Li-Cor, modelo LI-6400XT
Portable Photosynthesis System; Lincoln, NE, Estados Unidos). Para estas mediciones
se seleccionaron dos hojas completamente maduras expuestas a la radiacion solar de
8 repeticiones por tratamiento y se tomaron las lecturas con las hojas orientadas en

forma perpendicular a los rayos solares.
3.2.8.2 Lecturas SPAD

Para estas lecturas se utilizé el medidor portatil Minolta SPAD®-510, fue a los quince
después de la aplicaciéon de tratamientos, se seleccionaron dos hojas recientemente
maduras de cada planta, evitando la interferencia con las nervaduras, de cada hoja se

tomaron tres lecturas para considerar el promedio.

3.2.8.3 Crecimiento
Al momento de la cosecha del experimento (15 dias de tratamiento) se registraron
altura de planta, didmetro de tallo, nimero de hojas, area foliar, longitud y volumen de

raiz.

3.2.8.4 Materia seca

Las plantas fueron separadas en hojas, tallos y raices, las muestras fueron secadas a
70 °C en una estufa de conveccion forzada (marca Riossa modelo HCF-125D;
Monterrey, N. L., México) durante 72 h. Una vez que el material estuvo seco, se peso

cada 6rgano de la planta de manera individual.
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3.2.8.5 Acumulacion nutrimental

Las concentraciones de nutrimentos y de Cd fueron determinadas en hojas, tallos y
raices.

La concentracion de nitrogeno total se determind con el método Semimicro-Kjeldhal
(Bremner, 1965) utilizando una mezcla catalizadora, adicionando &acido sulfarico-
salicilico para su digestion. La determinacion de concentraciones de P, K, Ca, Mg, Fe,
Zn, Mn, B, Na y Cd, se realiz6 mediante el método de digestion hiumeda del material
seco adicionando &cido perclorico y nitrico (Alcantar y Sandoval, 1999). Las lecturas
fueron hechas en un equipo de espectroscopia de emision atdbmica de induccién por
plasma acoplado (marca Varian modelo Liberty Il; Mulgrave, Australia).

Con los valores de concentracion de cada elemento y los pesos de materia seca en

cada 6rgano, se estimo la acumulacion nutrimental.

3.2.8.6 Aminoacidos libres totales, Clorofila a, b y total

La determinacién de aminoacidos libres fue en hojas mediante una triple extraccion
etandlica descrita por Geiger et al. (1998). Se trituraron 40 mg de material vegetal en
mortero previamente enfriado, el material macerado se coloco en tubos de reaccion
para las extracciones etandlicas. Las extracciones etandlicas se realizaron incubando
las muestras en bafio maria durante 20 min a 80°C; agregando 1mL de etanol 80%,
600 pL de etanol al 80% y 1mL de etanol al 50%, respectivamente. La separacion de
fases se realiz6 por centrifugacion (14,000 rpm, 5 min, 4 °C), y los sobrenadantes o
extractos obtenidos se juntaron para los analisis posteriores.

La concentracion de aminoacidos libres se determiné empleando el método de la
ninhidrina (Moore y Stein, 1954), las muestras fueron leidas en espectrofotbmetro
(Spectronic, Genesis™ serie 10. EU) a una longitud de onda de 570 nm. Se utiliz6
leucina para la elaboracion de la curva patrén.

La determinacién de clorofilas se realizé por el método de Quick et al. (1991) utilizando
etanol 80%, las lecturas de las muestras se realizaron en un espectrofotometro
(Spectronic, Genesis™ serie 10. EU) a longitudes de onda de 665 y 645 nm. La

concentracion de clorofila se estimé mediante las siguientes ecuaciones:
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Clorofila a = ((5.48(A ..z ) — (2.16(A..:))
Clorofila b = ((9.67(A..:) — (3.04(4.:))

Clorofila total = Clorofila a + clorefila b

3.2.8.7 Azlcares totales

Se determiné en hojas por el método de antrona descrito por Southgate (1976): para la
solucion madre se trituré 1 g de material vegetal, se le agregd 50 mL de etanol (80%), y
se colocé en ebullicién (15-20 min). Se tom6 1 mL de esta solucidn para ser evaporada
en bafio maria, posteriormente se diluyé en agua destilada (20 mL). En tubos de
ensayo se colocaron 1 mL de esta dilucién se adicioné 2 mL de agua destilada 'y 6 mL
de la solucién de antrona, posteriormente los tubos se colocaron en bafio maria en
ebullicion por 3 min, se colocaron en agua fria y se leyé a 600 nm en espectrofotdmetro
(Spectronic, Genesis™ serie 10. EU), usando una curva estandar de glucosa como

referencia.

3.2.8.8 Prolina

Se determind en hojas de acuerdo a lo descrito por Bates et al. (1973). Se macerd 0.01
g de material vegetal liofilizado y homogenizado con &cido sulfusalicilico al 3%,
posteriormente se filtré para eliminar los residuos, y una alicuota de 2 mL del filtrado se
le adicionaron con 2 mL de acido acético glacial y 2 mL de ninhidrina &cida
incubandose 100 °C en bafio maria por una hora. La reaccion fue detenida en bafio con
hielo. Se adicionaron 4 mL de tolueno, se homogeniz6 y se extrajo la fase organica
para la cuantificacion a 520 nm en un espectrofotometro, usando L-prolina para la

curva de calibracion.

3.2.8.9 Proteina

La extraccion de proteinas fue en hojas de acuerdo a lo descrito por Hofner et al.
(1989). La cuantificacion se hizo en 0.5 g de material foliar con solucion de negro
amino, la lectura de las muestras re realizd en un espectrofotbmetro con una
absorbancia de 640 nm (Spectronic, Genesis™ serie 10. EU). Se utilizé albumina de

suero de bovino para la elaboracién de la curva estandar.
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3.2.9 Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias Tukey (P < 0.005),
utilizando el procedimiento PROC ANOVA para un experimento completamente al azar,
empleando el programa estadistico SAS version 9.3 (SAS Institute, 2011).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Tasa de asimilacion de CO2 y conductancia estomatica

La adicion de Cd a la solucion nutritiva (15 y 30 pM) se relacionaron de manera
negativa con la conductancia estomatica (Figura 1A). Por su parte, la tasa de
asimilacion neta de COz (Figura 1B), no muestra una tendencia en funcion de la
concentracion de Cd, observandose que no existen diferencias estadisticas
significativas entre el tratamiento testigo y el consistente en la adicién de 30 [1M de Cd.
Bajo estrés por Cd, las plantas tienen como principal factor que limita su crecimiento, la
deficiencia en la tasa fotosintética; en alamo, por ejemplo, este decremento en la tasa
fotosintética es atribuido a la disminucién en el contenido de clorofila (Nikoli¢ et al.,
2008); asimismo en fresa, se reporta decrementos en la tasa fotosintética y en la
conductancia estomatal como resultado de incrementos ligeros en la concentracion de
Cd (Zhang y Huang, 2007).

La transpiracion fue mayor a medida que se incrementa la concentracién de Cd en la
solucién nutritiva (Figura 1C). Contrario a los resultados aqui obtenidos, Zhang y
Huang (2007) reportan decrementos en la tasa transpiratoria con el incremento ligero
en la concentracion de Cd suministrada; no obstante, la disminucién en la

concentracion intercelular de CO: fue relativamente menor.
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Figura 1. Conductancia estoméatica (A), tasa de asimilacién de CO2 (B) y transpiracién
(C) en hojas de plantulas de pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas durante
15 dias con distintas concentraciones de cadmio en la solucion nutritiva. Medias + DE
con letras distintas en cada subfigura indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey; P =0.05; n = 36).

3.3.2 Lecturas SPAD

Ling et al. (2011), indican que el SPAD-502 es un dispositivo de mano que se utiliza
ampliamente para la medicion rapida, precisa y no destructiva de las concentraciones
de clorofila en hojas de plantas. La presencia de clorofila en las hojas esta relacionada
con las condiciones nutricionales de la planta, ésta se incrementa proporcionalmente a
la cantidad de nitrégeno presente en la hoja y viceversa. Asi, en esta investigacion, la
concentracion de Cd en la solucion nutritiva, se relaciona de manera negativa con las
lecturas SPAD (Figura 2); por tanto, el Cd reduce significativamente las cantidades de

clorofila en hoja.
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Figura 2. Lecturas SPAD en hojas de plantulas de pimiento morrén (Capsicum annuum
L.) tratadas con diferentes concentraciones de cadmio por 15 dias en la solucion
nutritiva. Medias + DE con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey; P < 0.05; n = 48).

3.3.3 Parametros de crecimiento

Las plantas superiores son muy sensibles a los metales téxicos en el crecimiento y
desarrollo. EI Cd es un metal no esencial para las plantas, ya que a altas
concentraciones inhibe el crecimiento de las plantas e incluso a concentraciones
relativamente bajas altera el metabolismo de éstas (Benavides et al., 2005; Latif y Jung,
2013). En este trabajo se observé que a medida que la concentracion de Cd en la
solucion nutritiva se incrementd, se redujo de manera gradual el crecimiento y el
diametro de tallo (Figura 3).

La altura de la planta se redujo en 22.43 y 36.24% con la aplicacion de 15y 30 uM de
3Cd (S0,).8H,0 a la solucién nutritiva, respectivamente (Figura 3A). Chen et al.
(2011), mencionan reducciones graduales en el crecimiento y desarrollo en mostaza
(Sinapis alba) y col china (Brassica rapa L. var. rosularis) tratadas con adicién de Cd al
suelo en concentraciones de 0 a 24 mg kg, conforme la concentraciéon de Cd aumenté

las plantas redujeron su tamano.
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Figura 3. Altura (A) y didmetro de tallo (B) de plantulas de pimiento morron (Capsicum
annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de cadmio en la solucién nutritiva
por 15 dias. Medias + DE con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey; P < 0.05; n = 48).

Figura 4. Efecto de la adicién de Cd a la solucién nutritiva durante 15 dias, en el

crecimiento de pimiento morrén.

En la Figura 5A se observa que las plantas crecidas en solucion nutritiva conteniendo

Cd tuvieron menor numero de hojas, y el tamafio de éstas fue menor (Figura 4), lo que
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se reflejo en la disminucion del area foliar (Figura 5B). Por su parte Blum (1997),
menciona que la reduccion de la superficie foliar es considerada como un mecanismo
de evasion que permite minimizar la pérdida de agua bajo condiciones de estrés por

metales toxicos.
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Figura 5. Namero de hojas (A) y area foliar (B) de plantulas de pimiento morrén
(Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de cadmio en la solucién
nutritiva, durante 15 dias. Medias + DE con letras distintas indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 48).

La aplicacion de Cd en las dos concentraciones evaluadas (15 y 30 uM) redujo de
manera significativa la longitud de la raiz (Figura 6A), y el volumen radical (Figura 6B).
En sorgo, Liu et al. (2011) observaron disminucion en la actividad de la raiz cuando se
adicion6 al suelo Cd en concentraciones de 50 y 100 mg kg, concluyendo que el Cd
disminuye la elongacién de la raiz principal y el crecimiento de raices laterales. Por su
parte en dos cultivares de tomate Dong et al. (2005) mencionan que el tratamiento con
dos niveles de cadmio en solucién nutritiva (1 y 10 mmol L), disminuyeron la altura de
planta en 18.9 y 46.4%, respectivamente; asimismo redujeron la longitud de raiz en
25.8 y 41.1 %, respectivamente; y el volumen radical en 452 y 63.7%,

respectivamente.
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Figura 6. Longitud de raiz principal (A) y volumen radical (B) de plantulas de pimiento
morrén (Capsicum annuum L.) tratadas por 15 dias con distintas concentraciones de
cadmio en la solucion nutritiva. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura

indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 48).

3.3.4 Materia seca

La adicion de Cd a la solucion nutritiva de Steiner provoc6 una reduccion significativa
en el peso de la materia seca total y de cada uno de los 6rganos analizados (P < 0.05);
incluso a partir del nivel mas bajo suministrado (15 uM) (Figura 7). Erdem et al. (2012)
reportaron que la acumulacién de Cd se asocia con un decremento en material seca,
probablemente inducido por la deficiente absorcién de nutrimentos.

Thiebeauld et al. (2005) evaluaron el efecto de Cd en parametros de crecimiento en
plantulas de uchuva, pepino, pimiento y tomate; en uchuva evaluaron concentraciones
de Cd de 0 a 500 mg L* de solucién nutritiva; mientras que, en el resto de las especies
referidas evaluaron concentraciones de Cd de 0 a 200 mg L. En todos los cultivos, se
observaron reducciones graduales en el crecimiento de raices, tallos y hojas, asi como
en el peso de materia seca y la concentracion de clorofila, a medida que la dosis de Cd

se incremento6 en el medio.
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Figura 7. Biomasa seca total (A), de hojas (B), tallos (C) y raices (D) de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas por 15 dias con distintas
concentraciones de cadmio en la solucion nutritiva. Medias + DE con letras distintas en

cada subfigura, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 12).

3.3.5 Variables fisiolégicas

3.3.5.1 Concentracion de clorofila

La adicion de Cd a la solucién nutritiva en las dos concentraciones evaluadas, redujo
significativamente las concentraciones foliares de clorofilas a, b y total; lo anterior,
respecto al tratamiento testigo (Figura 8). Chen et al. (2011) reportan en hortalizas
consideradas como tolerantes a metales toxicos como mostaza (Sinapis alba) y col
(Brassica rapa L. var. rosularis), que a concentraciones de Cd en el suelo de 24 mg kg
redujeron en forma significativa los contenidos de clorofila a y de clorofila b en

comparacion con el control (0 mg kg™); la clorofila a disminuyé en 32.29 y 20.56% en
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col y mostaza, respectivamente; mientras que las reducciones en la clorofila b fueron

de 21.54 y 21.55%, respectivamente.

Astolfi et al. (2005) mencionan que el tratamiento con Cd, produce en plantas una
inhibicién en la actividad de la ATPasa de la membrana plasmatica; por su parte, Ali et
al. (2000) y Maksymiec et al. (2007), sefialan que como consecuencia de la presencia
de Cd en la planta, se observan desequilibrios en el metabolismo de los cloroplastos,
inhibiéndose con ello la sintesis de clorofila y reduciéndose la actividad de enzimas

implicadas en la fijacion de COx.
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Figura 8. Concentracion de clorofila a (A), b (B) y total (C) en hojas de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas con distintas concentraciones de
cadmio en la solucion nutritiva, por 15 dias. Medias + DE con letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).
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3.3.5.2 Concentracion de aminoacidos y proteinas

Los amino&cidos libres totales presentaron diferencias significativas entre tratamientos,
tales diferencias se observaron en los dos grupos derivados de la prueba de
comparacion de medias; el primero constituido por el testigo, el segundo por los dos
tratamientos de Cd (Figura 9); siendo el testigo, el de mayor concentracion foliar de
aminoacidos. Los resultados obtenidos en la concentracion foliar de proteinas totales
solubles, muestran también efectos negativos con la aplicacion de Cd; aunque no
existio una relacion positiva entre la concentracion de Cd adicionada a la solucion
nutritiva y la concentracion de proteinas, dado que la menor media fue registrada con la
concentracion 15 pM de Cd. El estrés oxidativo producido por Cd se manifiesta por
dafos oxidativos a membranas como la peroxidacion lipidica (Balestrasse et al. 2004).
Romeo-Puertas et al. (2002), mencionan dafos oxidativos a proteinas por formacién de
grupos carbonilo. Por otra parte Hasan et al. (2009) mencionan las plantas crecidas
bajo estrés de Cd tienen menor contenido de proteinas, esto da como resultado una

reduccion en el crecimiento debido a la inhibicion de la sintesis de proteinas.
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Figura 9. Concentracién de aminoéacidos (A) y proteinas (B) en hojas de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) tratadas por 15 dias con distintas
concentraciones de cadmio en la solucion nutritiva. Medias + DE con letras distintas en

cada subfigura indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).
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3.3.5.3 Prolina y azlucares totales

La concentracion de prolina presentes en hojas no presentd diferencias significativas
entre tratamientos (Figura 10A). Por su parte, las concentraciones de azucares en hoja
fueron estadisticamente superiores al testigo, en los tratamientos con Cd (Figura 10B).
Verma y Dubey (2001) reportaron que el tratamiento con concentraciones entre 100 y
500 uM de Cd(NOs) entre 5 y 10 dias, produjeron un incremento significativo en el
contenido de azuUcares solubles totales y reductores. En el caso de azucares no
reductores, el Cd tuvo un efecto negativo, disminuyendo su contenido; lo anterior indica
gue la presencia de este metal aumenta las actividades de las enzimas degradadoras
de sacarosa, invertasa acida y la sacarosa sintasa; mientras que, contrariamente

disminuye la actividad de la sacarosa fosfato sintasa.
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Figura 10.Concentracion de prolina (A) y azucares totales (B) en hojas de plantulas de
pimiento morron (Capsicum annuum L.) tratadas por 15 dias con distintas
concentraciones de cadmio en la solucién nutritiva. Medias + DE con letras distintas en

cada subfigura indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).
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3.3.6 Andlisis quimico de hojas, tallos y raices
En esta investigacion se realizaron los andlisis de concentracion nutrimental para
estimar la acumulacion nutrimental en hojas, tallos y raices, después de 15 dias de

tratamiento con Cd. A continuacion se presentan los resultados obtenidos.

3.3.6.1 Acumulacién de macronutrimentos en hojas

En la Figura 11 se presentan los resultados de acumulacion de los macronutrimentos
N, P, K, Cay Mg. En todos los casos se observan diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos conteniendo Cd y el tratamiento testigo. En los macronutrimentos
P, K'y Mg, no existieron diferencias estadisticas entre los dos niveles de Cd evaluados.
Por el contrario, en la acumulacion foliar de N se registraron diferencias estadisticas
entre los dos niveles de Cd adicionados a la solucion nutritiva. En la acumulacion de Ca
en hojas, no se observan diferencias estadisticas entre el nivel de Cd mas bajo
adicionado (15 uM) y el tratamiento testigo. Nazar et al. (2012) mencionan que los
niveles altos de Cd en el suelo alteran la absorcién y translocacioén de nutrimentos, lo
que trae consigo deficiencias nutrimentales, estrés oxidativo, disminucion en el

crecimiento y en el desarrollo de las plantas.
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Figura 11. Acumulacion de macronutrimentos en hojas de plantulas de pimiento
morrén (Capsicum annuum L.) tratadas por 15 dias con distintas concentraciones de
cadmio en la solucién nutritiva. Medias = DE con letras distintas en cada subfigura,
indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).
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3.3.6.2 Acumulacién de micronutrimentos y Cd en hojas

Las tendencias mostradas en la acumulacién de micronutrimentos en hojas son muy
similares a las observadas para macronutrimentos. Las acumulaciones de Fe, Cu, Zny
Mn fueron significativamente menores en los tratamientos con Cd, respecto al testigo.
En el caso de la acumulaciéon de B, el tratamiento con 15 uM de Cd no muestra
diferencias estadisticas con el testigo ni con el tratamiento mas alto de Cd; mientras
que el tratamiento con mayor suministro de Cd (30 mM) fue estadisticamente superior
al tratamiento testigo (Figura 12).

Por otra parte, la acumulacion de Cd en hojas se relaciond de manera positiva con la
concentracion de éste en la soluciéon nutritiva; en frutos de pimiento picante se ha
reportado que las concentraciones de Cd en fruto son positiva y significativamente
relacionadas con la translocacion de Cd desde las raices hacia la parte aérea, asi
como con las concentraciones de Cd en hojas y tallos (Xin et al., 2013). En los
tratamientos consistentes en el suministro de Cd a concentraciones de 15y 30 mM se
registraron contenidos de este elemento en hojas de 91.46 y 64.69 ng, respectivamente
(Figura 12).
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Figura 12. Acumulacion de micronutrimentos y Cd en hojas de plantulas de pimiento
morrén (Capsicum annuum L.) sometidas a distintas concentraciones de cadmio por 15
dias, en la solucion nutritiva. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura,

indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).

3.3.6.3 Acumulacién de macronutrimentos en tallos
En la Figura 13 se muestran los niveles de acumulacion de los macronutrimentos N, P,

K, Cay Mg en tallos de plantulas de pimiento morrén tratadas con 0, 15y 30 uM de Cd
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en la solucién nutritiva. Se observa que las acumulaciones de los macronutrimentos en
tallos, al igual que lo observado en hojas, también disminuyeron significativamente en

presencia de Cd en la solucién nutritiva.
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Figura 13. Acumulacién de macronutrimentos en tallos de plantulas de pimiento morrén
(Capsicum annuum L.) sometidas a distintas concentraciones de cadmio por 15 dias en
la solucion nutritiva. Medias £ DE con letras distintas en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).
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3.3.6.4 Acumulacién de micronutrimentos y Cd en tallos

En la Figura 14 se muestran los niveles de acumulacion de los micronutrimentos Fe,
Cu, Zn, Mn, B, asi como del Cd, en tallos de plantulas de pimiento morron tratadas con
0, 15 y 30 uM cadmio en la solucion nutritiva. Al igual que en los tejidos foliares, en
tallos se observo el efecto negativo de la adicibn de Cd sobre la acumulacion de
micronutrimentos, siendo el Mn el méas afectado por el incremento de la concentracion
de Cd en la solucion nutritiva. Las cantidades de Cd en tallos fueron ligeramente
menores a las registradas en hojas, con medias de 77.15 y 46.44 ug de Cd en los

tratamientos con 30 y 15 uM de Cd en la solucién nutritiva, respectivamente.
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Figura 14. Acumulacion de micronutrimentos y Cadmio en tallos de plantulas de
pimiento morron (Capsicum annuum L.) tratadas por 15 dias, con distintas
concentraciones de cadmio en la solucién nutritiva. Medias + DE con letras distintas en
cada subfigura, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).

60



3.3.6.5 Acumulacion de macronutrimentos en raices

En la Figura 15 se muestran los valores de acumulacion de los macronutrimentos N, P,
K, Ca y Mg en raices de plantulas de pimiento morrén tratadas con 0, 15y 30 uM
cadmio en la solucién nutritiva. Se observa que las acumulaciones de los
macronutrimentos en raices también disminuyeron en plantas tratadas tanto con 15y
30 uM cadmio en la solucién nutritiva; siendo el N en el que se observa mayor variacion

en funcién de la concentracidon de Cd en la solucién nutritiva.
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Figura 15. Acumulacién de macronutrimentos en raices de plantulas de pimiento
morron (Capsicum annuum L.) sometidas a distintas concentraciones de cadmio en la
solucién nutritiva por 15 dias. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura,
indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n =5).
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3.3.6.6 Acumulacién de micronutrimentos y Cd en raices

En la Figura 16 se muestran los niveles de acumulacion de los micronutrimentos Fe,
Cu, Zn, Mn, By Cd, en raices de plantulas de pimiento morrén tratadas con 0, 15y 30

uM cadmio en la solucién nutritiva.

Al igual que en tejido foliar y en tallos, en raices se observé un efecto similar del Cd
sobre la acumulacién de micronutrimentos y Cd, con excepcion del B. La acumulacion
de B no muestra una tendencia que se relacione de manera directa con la
concentracion de Cd adicionada a la solucién nutritiva, dado que mostr6é diferencia

estadistica significativa con el testigo solamente en plantas tratadas con 15 uM cadmio.

El Cd se acumula preferentemente en la raiz secuestrado en la vacuola de las células,
y sélo una pequefia parte es transportada a la parte aérea de la planta concentrandose
en orden decreciente en tallos, hojas frutos y semillas (Chan y Hale, 2004). Por su
parte, Jidesh y Kurumthottical (2000) trabajaron con chile (C. annuum) aplicando Cd y
Pb, mencionan que la acumulacion mas alta de estos metales fue en raices en

comparacién con otros érganos de la planta.
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Figura 16. Acumulacion de micronutrimentos y cadmio en raices de plantulas de
pimiento morrén (Capsicum annuum L.) sometidas a distintas concentraciones de
cadmio en la solucién nutritiva por 15 dias. Medias + DE con letras distintas en cada
subfigura, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; P < 0.05; n = 5).
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Las cantidades de Cd después de 15 dias de tratamiento, varié en funcién de los
tratamientos y el 6rgano especifico, con las mayores acumulaciones en raices,
intermedias en tallos y menores en hojas, con respecto a este resultado podria deberse
a que laraiz es el 6rgano principal de absorcion y acumulacion de metales, y por ende,

el que mas esté expuesto a los efectos toxicos.

En presencia de cadmio, el crecimiento de las plantulas de pimiento se ve reducido y
se observa un oscurecimiento en la raiz. Las hojas tienen sintomas de clorosis y zonas
necroticas en las nervaduras de las hojas en concentraciones de 15 y 30 uM cadmio.
Benavides et al. (2005), mencionan uno de los sintomas mas extendidos de la toxicidad

por cadmio es la clorosis producida por una deficiencia de hierro.

3.4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos en este experimento se concluye que a medida
gue se incrementa la concentracién de Cd el crecimiento de las plantas se reduce, la
producciébn de biomasa seca de hojas, tallos, raices y total disminuyen
significativamente, asi como la concentraciones de clorofilas, aminoacidos, proteinas
acumulacion de macro y micronutrimentos en hojas, tallos y raices, en tanto que la
concentracion de prolina no se presentd diferencias significativos entre tratamientos, al
aumentar la concentracion de Cd los azucares totales aumentan.

Este estudio podria ser de utilidad en especies de interés agricola en suelos
contaminados de metales toxicos. Es necesario mejorar nuestros conocimientos en
comparar a diferentes genotipos, diferentes fuentes y niveles de cadmio tanto en la

solucion nutritiva como en el agua de riego en plantas establecidas en suelo.
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