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Respuestas fisioldgicas de romerito (Suaeda mexicana) y verdolaga (Portulaca
oleracea) a diferentes niveles de salinidad en la solucién de riego

Brenda Karina Guevara Olivar, D. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Romerito (Suaeda mexicana) y verdolaga (Portulaca oleracea), son especies vegetales
cosmopolitas que, aunque se les cultiva en el centro del pais, suelen encontrarse de
manera ruderal en ambientes salinos. Ambas, tienen la capacidad de tolerar altas
concentraciones salinas, de tal manera que aprovechan los periodos de lluvia cuando la
concentracion salina disminuye para germinar y posteriormente al aumentar, tienden a
desarrollar respuestas especificas al estrés como aumento de osmoprotectantes y
hormonas, biomineralizacion de compuestos ionicos entre otras, lo que les permite
establecerse y desarrollarse, ello las hace idéneas para colonizar sitios con alta salinidad.
Ante los retos del cambio climatico, S. mexicana y P. oleracea representan una buena
opcion productiva como alternativa de reconversion para facilitar la reactivacion de tierras
ociosas y como estrategia para la recuperacion de suelos salinos. De esta manera, se
tomaron semillas de romerito y verdolaga las cuales fueron incubadas durante 3 h en 15
soluciones salinas, resultado de la combinacion de tres fuentes (NaCl, Na2SO4 y CaClz)
y cinco concentraciones (0, 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 M) de salinidad. Cada solucion tuvo
tres repeticiones (caja Petri con 20 y 50 semillas respectivamente). Después de 6 dias
de incubacion, se determind la masa ganada por la imbibicion, porcentaje de germinacion
y longitud radicular y de vastago de las plantulas. Con los resultados obtenidos se
realizaron analisis de varianzas y pruebas de comparacién de medias (Duncan, P < 0.05).
El tipo de fuente salina no influye de manera significativa la cantidad de agua absorbida
por la semilla. La concentracion salina es un factor que si modifica la absorcion de agua,
en este caso la baja concentracion evaluada (0.25 M) favorece la penetracion de agua
en la testa de las semillas de verdolaga. Con respecto a la germinacion, ésta resulto mas
sensible a los tratamientos con CaClz y NaCl, y la respuesta germinativa es inversamente
proporcional al aumento de la concentracion, lo mismo ocurrié en longitud radical y de

vastago. Posteriormente se analiz la respuesta de P. oleracea a la salinidad a partir de



la evaluacién del efecto, al estrés salino inducido por NaCl (0.00, 0.25, 0.50, 0.75y 1.00
M de NaCl) en plantas maduras de 40 dias posterior a la germinacion. Los resultados
mostraron que el aumento de la concentracion estimula el aumento significativo de prolina
en las hojas de la planta para contrarrestar la salinidad, por su parte variables
morfolégicas como cobertura, area foliar y biomasa seca disminuyeron en sus valores
con respecto al testigo al evaluarse cada concentracion salina. De manera nutrimental se
observé que concentraciones de 0.50 My superiores de NaCl disminuyd la concentracion
de N y K en hojas hasta en un 51%, la menor concentracion de P se observo en
concentraciones de 0. 75y 1.00 de NaCl; concentraciones de NaCl de 0.75 M, disminuyen
la concentracion de Ca en todos los tejidos al igual que Mg el cual mostré una reduccion
en tejido de hasta el 51%. En cuanto a las variables fisioldgicas, aunque los valores
mostraron una reduccién de la transpiracion y de la conductancia estomatica, esta no fue
significativa en ninguno de los tratamientos, aun cuando los valores de radiacion
fotosintéticamente activa se elevaron. Los datos anteriores hacen inferir que la planta
puede compensar la respuesta negativa de algunas variables con la modificacion positiva

de otras, a fin de equilibrarlas y lograr la adecuacién en el ambiente.

Palabras clave: Salinidad, estrés, respuesta, haldfita, tolerancia.



Physiological responses of romerito (Suaeda mexicana) and purslane (Portulaca
oleracea) at different levels of salinity in the irrigation solution.

Brenda Karina Guevara Olivar, Ph. D.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Romerito (Suaeda mexicana) and purslane (Portulaca oleracea), are cosmopolitan plant
species that, although they are cultivated in the center of the country, tend to be ruderal
in saline environments. Both have the capacity to tolerate high salt concentrations, so that
they take advantage of rainy periods when the salt concentration decreases to germinate
and later on to increase, tend to develop specific responses to stress such as increased
osmoprotectants and hormones, biomineralization of ionic compounds among others,
which allows them to establish and develop, this makes them ideal for colonizing sites
with high salinity. Faced with the challenges of climate change, S. mexicana and P.
oleracea represent a good productive option as an alternative to reconversion to facilitate
the reactivation of idle lands and as a strategy for the recovery of saline soils. In this way,
romerite and purslane seeds were taken, which were incubated for 3 h in 15 saline
solutions, resulting from the combination of three sources (NaCl, Na2SO4 and CacClz) and
five concentrations (0., 0.25, 0.50, 0.75 and 1.00 M) of salinity. Each solution had three
repetitions (Petri dish with 20 and 50 seeds respectively). After 6 days of incubation, the
mass gained by imbibition, germination percentage and root and shoot length of the
seedlings was determined. With the results obtained, variances analysis and means
comparison tests were performed (Duncan, P < 0.05). The type of saline source does not
significantly influence the amount of water absorbed by the seed. The salt concentration
is a factor that does modify the absorption of water, in this case the low concentration
evaluated (0.25 M) favors the penetration of water in the seed coat of the purslane seeds.
With regard to germination, this was more sensitive to treatments with CaClz and NacCl,
and the germination response is inversely proportional to the increase in concentration,
the same happened in stem and root length. Subsequently, the response of P. oleracea
to salinity was analyzed from the evaluation of the effect, to the saline stress induced by
NacCl (0.00, 0.25, 0.50, 0.75 and 1.00 M NaCl) in mature plants 40 days after germination.
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The results showed that the increase of the concentration stimulates the significant
increase of proline in the leaves of the plant to counteract the salinity, on the other hand
morphological variables like coverage, leaf area and dry biomass decreased in their
values with respect to the control when evaluating each saline concentration.
Nutrimentally, it was observed that concentrations of 0.50 M and higher of NaCl decreased
the concentration of N and K in leaves by up to 51%, the lowest concentration of P was
observed in concentrations of 0.75 and 1.00 of NaCl; NaCl concentrations of 0.75 M,
decrease the concentration of Ca in all tissues as well as Mg which showed a tissue
reduction of up to 51%. Regarding the physiological variables, although the values
showed a reduction in transpiration and stomatal conductance, this was not significant in
any of the treatments, even when the photosynthetically active radiation values were
elevated. The previous data make infer that the plant can compensate the negative
response of some variables with the positive modification of others, in order to balance
them and achieve the adaptation in the environment.

Keywords: Salinity, stress, response, halophyte, tolerance.
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INTRODUCCION

El cambio climético est4 acelerando el proceso de aridificacion en grandes extensiones
de México especificamente en las regiones Noreste, Centro-Norte, Sureste, Lerma-
Balsas y el Noroeste; ésta Ultima alcanza un area de afectacion cercana a las 200,000
ha las cuales estan deterioradas por altercacion sédica y salina-sédica, pero en particular
alteracién salina. La salinidad es un fendmeno quimico que altera las propiedades
quimicas y fisicas del suelo y aumenta la concentracién de iones Na*, K*, Ca?* y Mg?*
(bases intercambiables). Un suelo salino es aquel que contiene sales solubles en
concentracion tal que alteran desfavorablemente su productividad, el pH es menor de 8.5,
la conductividad eléctrica (CE) es mayor de 4 y el porcentaje de sodio intercambiable
(PSI) es menor del 15%. Estas caracteristicas generan a la mayoria de los cultivos serios
problemas de estrés hidrico y nutrimental lo que repercute en la disminucion de su calidad
y en bajos rendimientos agricolas. Cabe destacar que existen algunas plantas las cuales
son capaces de tolerar las propiedades de los suelos salinos y salino-sodicos,
permitiéndoles establecerse, desarrollarse y reproducirse; a este grupo de plantas se les
ha denominado halofitas ya que durante cualquier fase de su ciclo de vida puede
someterse a una concentracién salina por encima de la que toleraria una planta glicéfita,
por lo que tienen la capacidad de establecerse en sitios con alta concentracién idnica ya
sea sobdica o sulfética e incluso en suelos cuya composicion salina es mixta. En este
sentido las plantas haléfitas tienen la capacidad de fluctuar su metabolismo fotosintético
a fin de hacer eficiente la fijacion de biéxido de carbono (CO2) lo cual va a acompafado
de mudltiples mecanismos adaptativos de tipo anatémico, bioquimico, fisiolégico y
morfolégico que le ayudan a contrarrestar los efectos iniciales y secundarios del

desbalance nutrimental, sequia y quimiotoxicidad.

Entre las especies vegetales adaptadas a ambientes salinos se encuentra el romerito
(Suaeda mexicana), la cual es una especie polimoérfica cuya variacion es debido los
factores ambientales, pero también a su genética (Ferren y Schenk, 2004). Se distribuye
en suelos salinos inundados y humedos del centro de México, asociado generalmente

con Distichlis spicata y se desarrolla como cultivo. (Noguez, Carballo y Flores, 2013).



Asimismo, entre estas especies haldfitas se encuentra también la verdolaga (Portulaca
oleracea), la cual ha sido utilizada como modelo biolégico a fin de estudiar las fluctuacion
fotosintética de un modelo C4 a uno CAM o viceversa cuando la planta esta expuesta a
condiciones de estrés hidrico y salino, de esta manera P. oleracea es una planta C4 que
hasta cierto punto utiliza al sodio como parte de su metabolismo bioquimico, pudiendo
variar su metabolismo al tipo CAM, también tiene una alta capacidad de sintetizar
sustancias antioxidantes lo cual le permite disminuir la concentracidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS) lo cual de otro modo aceleraria la senescencia de las hojas
perdiendo asi la capacidad fotosintética.

Por lo anterior, P oleracea, representa una opcion adecuada de cultivo bajo condiciones
ambientales de alta concentracion salina y baja precipitacion, adicionalmente presenta
propiedades nutracéuticas, al ser fuente de acidos grasos del tipo omega-3 y propiedades
antioxidantes. Sin embargo, poco se conoce sobre la interrelaciébn entre variables
anatomicas, morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas que utiliza para resistir al exceso de

sales y falta de agua.

En el contexto anterior, esta tesis investigd en un primer ensayo los efectos de la
imbibiciébn de semillas de romerito y verdolaga en parametros de germinacion y
crecimiento inicial. Posteriormente se evaluo la interrelacion de la respuesta anatomica,
bioquimica y fisiolégica de verdolaga, expuesta a diferentes concentraciones de NacCl
durante las fases fenoldgicas de plantula, planta madura y floracion, a partir del andlisis

de variables anatémicas, bioquimicas, fisiol6gicas y de crecimiento.

CARACTERISTICAS FiSICAS Y QUIMICAS DEL SODIO

El sodio (Na) es un elemento metélico que se encuentra ubicado dentro de la familia 1A
de la tabla periddica dado que su niumero de oxidacion es 1*. Su valor de densidad es de
0.97 g mL™1, por lo que clasifica como un metal ligero. Su estructura cristalina es cubica
con centro en el interior y es de tipo basico fuerte, su punto de fusion es de 180.5 °C y de
ebulliciobn de 892 °C. Se encuentra en la naturaleza combinado en forma de cloruro de
sodio, bicarbonato sédico, carbonato de sodio, hidroxido de sodio y como sulfato de sodio
(Hoffman y Shannon, 2007).



El Na pertenece al grupo de los metales alcalinos. Este grupo de elementos se
caracterizan por tener un solo electrén en su nivel energético mas externo y tienen
tendencia a perderlo formando asi un ion monopositivo. Esta tendencia de los metales
alcalinos es debida a su baja energia de ionizacion y a su poca afinidad electronica. El
estado del Na en la naturaleza es solido (no magnético).

Las propiedades fisicas y quimicas de este elemento son presentadas en el Cuadro 1,
donde destaca su punto de fusion de 370.87 °K o de 98.72 °C, el punto de ebullicién de
1156 °K o de 883.85 °C (Hay, 1981).

Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas del sodio.

Simbolo quimico
Numero atémico

Grupo

Periodo

Aspecto

Bloque

Densidad

Masa atomica

Radio medio

Radio atémico

Radio covalente

Radio de van der Waals
Configuracién electrénica
Electrones por capa
Estados de oxidacion
Estructura cristalina
Estado

Punto de fusién

Punto de ebullicién
Calor de fusion

Presion de vapor
Electronegatividad
Calor especifico
Conductividad eléctrica
Conductividad térmica

Na

11

1

3

blanco plateado

s

968 kg m3
22.98976928(2) u u
180 pm

190 pm

154 pm

227 pm

[Ne]3sl

2,8,1

1 (base fuerte)
cubica centrada en el cuerpo
sélido

370.87 °K

1156 °K

2.598 kJ mol*

1,43 x 10° Pa a 1234 °K
0.93

1230 J/(kg-K)

21 x105S m?

141 W/(K-m)

Fuente: Tomado http://elementos.org.es/sodio


http://elementos.org.es/alcalinos
http://elementos.org.es/periodo-3
http://elementos.org.es/bloque-s
http://elementos.org.es/elementos-solidos

ORIGEN DEL SODIO EN EL SUELO

El sodio tiende a acumularse en la corteza terrestre gracias a la intervencion de factores
litologicos, geomorfolégicos, climaticos, hidrolégicos y antropicos (Porta, 2003). De esta
manera, el movimiento, redistribucion y acumulacién de tales componentes en una
cuenca de drenaje permiten explicar la formacién de suelos salinos (Kovda et al., 1967).
Como parte de los ciclos litoldgicos y geomorfolégicos la actividad volcanica es un

elemento determinante en la pedogénesis alcalina y sddica (Szabolcs, 1989).

Las lavas volcanicas, los basaltos, y cenizas volcéanicas con accién de las aguas naturales
y del acido carbdnico se transforman produciendo grandes cantidades de 6xido de silicio
y aluminatos, bicarbonatos y carbonatos libres. Asi mismo, la presencia de minerales
feldespaticos conduce a la formacion de soluciones de silicatos, bicarbonatos, carbonatos
de los metales alcalinos, y alcalino-térreos) (Minashina y Gavrilova, 2006).

Ciclos continentales

Otra fuente salina continental esta dado por los depdésitos de rocas sedimentarias de
origen marino asociadas a procesos evaporiticos salobres.

Las rocas resultantes pueden contener cierta cantidad de sales solubles precipitadas las
cuales al aflorar cerca de la superficie actian como centros de redistribucion de la

salinidad al experimentar procesos de erosion (Porta et al., 2003).

Ciclos antropogénicos

Entre las acciones que favorecen la sodificacion del suelo estén las actividades agricolas
mal realizadas las que incluyen uso de fertilizantes inadecuados, riego con aguas
residuales o de mala calidad, regar con aguas de elevado contenido salino, elevar el nivel

de la capa freatica y regar con aguas de baja concentracion de calcio.



CICLO BIOGEOQUIMICO DEL SODIO

Las emisiones volcanicas son las fuentes originarias de minerales primarios alcalinos
como feldespatos y anfiboles; estos minerales al intemperizarse, dan origen a minerales
secundarios como halloisita, hornablenda feldespatica y plagioclasa, los cuales son
susceptibles a procesos de intemperismo fisico, quimico y biolégico. Tanto los suelos
volcanicos como los suelos originados de sedimentos marinos, estan sujetos a un
gradiente hidrico de intemperizacion regulado por la precipitacién que es responsable de
las reacciones de hidrolisis de las particulas del suelo, ademas de la actividad biolégica
caracterizada por los estratos basicos de los ecosistemas como el fitoplancton, musgos
y liquenes; estos ultimos, producen fuertes concentraciones de acidos organicos los
cuales son capaces de intemperizar quimicamente el material parental primigenio, dando
lugar a la formacion de compuestos secundarios como resultado de la lixiviacion selectiva
de ciertos iones (Zambell et al., 2012), de esta forma son quelatados elementos como el

calcio y el magnesio y son lixiviados elementos como el sodio, el potasio y el cloruro.

CONCENTRACIONES ESTANDARES DE SODIO EN EL SUELO Y EL AGUA

La concentracién media de Na en el agua potable es de 50 mg L, mientras que en el
agua dulce es del orden de 9 mg L y en el agua de mar de 11 mg L. Debido a su
heterogeneidad, el suelo pude contener concentraciones variables de Na sin que se
afecte su productividad. En el Cuadro 2 se presentan las concentraciones de sodio
basadas en conductividad eléctrica medidas en dS m%, de acuerdo con el Laboratorio de
Salinidad y Sodicidad de la Universidad de California en Riverside USA (Richards, 1973).



Cuadro 2. Concentraciones de sodio basadas en conductividad eléctrica medidas en dS
m- (Richards, 1973).

CE(dSmt)a25°C Efectos

<1.0 Efectos despreciables de la salinidad
1.1-20 Muy ligeramente salino

21-4.0 Moderadamente salino

41-8.0 Suelo salino

8.1-16.0 Fuertemente salino

>16.0 Muy fuertemente salino

Respecto a la concentracion de sodio en la solucion del suelo, el incremento de ésta asi
como de la concentracion de K*, lleva a un aumento de la disolucion del &cido silicico y
promueve la formacién de silicatos de sodio. Cuando existe la mezcla de iones con
valencias distintas, existe un intercambio asimétrico entre el desplazamiento del i6bn con
menor valencia y retencién de aquel con valencia mayor. Como ocurre con el Na* su
concentracion disminuye rapidamente cuando inicia la dilucion de compuestos de calcio
ya gque son divalentes, por lo que la actividad del coeficiente de disociacién esta
influenciada por las valencias involucradas, el tamafio y la concentracion del i6n
(Szabolcs, 1989).

SALINIDAD

Definicién, problemética mundial y nacional

La salinidad es un fendmeno quimico que altera las propiedades quimicas vy fisicas del
suelo tornandolo salino. Un suelo salino es aquel que contiene sales solubles en
concentracion tal que alteran desfavorablemente su productividad (Richards, 1973). A
nivel mundial se ha referenciado ampliamente que sobre todo las zonas aridas y
semiaridas son las mas susceptibles a experimentar problemas de salinidad cuando
existen bajos indices de precipitacion (Li et al., 2015; Wichelns y Qadir, 2014; Singh et
al., 2013).



Los suelos salinos, salino-sédicos y sodicos se encuentran en las zonas aridas y
semiéaridas de todo el planeta, su génesis es geoldgica y se debe a ciclos de acumulacion:
a) continentales, b) limitrofes, c) deltaicos y d) artesianos, y en segunda instancia de tipo
antropogénico (Ortega, 1987). La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) (Cuadro 3), estima que la superficie total de los
suelos salinos es de 397 millones de hectareas y la de suelos sédicos 434 millones de
hectareas. De las 230 millones de hectareas de tierras de regadio, 45 millones de
hectareas (19.5%) estan afectadas por sal; y de las casi 1,500 millones de hectareas de

agricultura de temporal, 32 millones (2.1%) son suelos afectados por sales.

Cuadro 3. Distribucion de suelos salinos y suelos sédicos por continente de acuerdo con
superficie afectada (FAO, 2016).

Regiones Superficie arable  Suelos salinos % Suelos sbdicos %
total (ha) (ha) (ha)

Africa 1899.1 38.7 2.0 335 1.8
Asia y Australia y 3107.2 195.1 6.3 248.6 8.0
el Pacifico
Europa 2010.8 6.7 0.3 72.7 3.6
Latinoamérica 2038.6 60.5 3.0 50.9 25
América del Este 1801.9 915 51 141 0.8
Norteamérica 1923.7 4.6 0.2 145 0.8
Total 12781.3 397.1 3.1 434.5 34

En México se ha estimado que 372, 675 ha, 13% de la superficie regada en los distritos
de riego, siendo la méas afectada la regién noroeste con 218,091 ha (7.6% de la superficie
total del territorio) como se observa en las Figuras 1y 2 (SEMARNAT-SAGARPA, 2010).
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Figura 1. Superficie con problemas de salinidad y sodicidad en el suelo los distritos de
riego de México (SEMARNAT-SAGARPA, 2010).
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Figura 2. Superficie alterada quimicamente por region productiva en México
(SEMARNAT-SAGARPA, 2010).



SODIO EN PLANTAS SUPERIORES

Efectos benéficos del sodio en plantas superiores

El agua juega un papel crucial en la maquinaria celular, tanto por los procesos de
transporte en los que intervine como en las rutas que sigue dentro de la célula: el
apoplasto, el simplasto y la ruta transcelular; es por ello que las plantas para sobrevivir y
completar su ciclo de vida, realizan un ajuste osmético constante de sus células, a fin de
compensar el potencial hidrico interno con respecto al agua disponible en el suelo y la
evapotranspiracion a fin evitar la deshidratacién; para ello, existe un conjunto de procesos
metabdlicos, metabolitos e iones como el potasio y el sodio encargados de estas tareas
los cuales intervienen activamente.

Cuando se habla del papel que desempeiia el sodio dentro del metabolismo celular en
lugar de considerarlo toxico de facto, deberia referirse a su uso por las plantas de acuerdo
con un gradiente de concentracion y hacer referencia a los mecanismos que lo regulan
dentro de las células. Numerosos estudios lo reportan como un i6n benéfico en bajas
concentraciones sobre todo en la calidad de hojas, raices y frutos, ademas se le atribuyen
efectos benéficos como preventivo en la manifestacion de clorosis y necrosis y su
mantenimiento en etapas de crecimiento subsecuentes, otorga mayor brillo a las hojas,
por lo que se le considera un promotor de la produccion de cera cuticular (Brownell y
Crossland, 1972) y mejora el sabor y la textura de los cultivos plantados en suelos con
bajas concentraciones de sodio (Zhang y Blumwald, 2001).

Aungue el sodio es un elemento no esencial para la mayoria de las plantas puede
estimular el crecimiento y reemplazar al K* en algunas de sus funciones como el ajuste
osmaético de las vacuolas, regulacion del turgor celular y el transporte de aniones

actuando como catiébn acompafiante (Gattward et al., 2012).

A nivel molecular se infiere que el sodio juega un papel importante en la ruta C4 facilitando
la conversion de piruvato en fosfoenolpiruvato (PEP) que se produce en las células del

mesofilo, asi mismo, se encontré que en especies del género Atriplex y Kochia hay una



relacion directa entre la deficiencia de sodio y la alteracion del fotosistema Il en las células
del mesoéfilo (Johnston et al., 1989; Grof et al., 1989); también funciona como fijador de
CO:z2 en plantas con ruta fotosintética C4 y CAM, aunque hay plantas Cs “intolerantes” al
sodio que se desarrollan de manera eficiente en presencia de este ion. Brownell y
Crossland (1972) encontraron que diversas especies pertenecientes a las familias
Poaceae, Cyperaceae, Amaranthaceae, Portulacaceae y sobretodo Chenopodiace del
género Atriplex, mostraron deficiencias nutrimentales como clorosis, necrosis y ausencia
de floracion cuando la nutricion controlada inhibia la adicion de sodio, en cambio cuando
la formula incluia sodio, las plantas mostraron un desarrollo normal, por lo que la adicién
de NaCl y Na2SO4 ayuda a plantas del tipo C4 a desarrollarse eficientemente.

Se ha observado que en betabel la compensacion de la concentracion de Na* y K* para
complementar solo K* en la solucién nutritiva, aumenta el peso seco y la concentracion

de azlcares en la raiz (Wakeel et al., 2010).

Efectos del sodio sobre la germinacion y desarrollo de los cultivos

Muchos estudios con cultivos y plantas ornamentales C3 como el carrizo Arundo donax
el efecto del sodio, disminuye la eficiencia fotosintética (Sanchez et al., 2016), en el
pimiento dulce Capsicum annuum, reduce la disponibilidad de CO2 atmosférico y reduce
el peso fresco asi como el tiempo de vida medio en anaquel (Rubio et al., 2009) (Pinero
et al., 2016), en plantas de arroz una concentracion de hasta 100 mM de NaCl ocasiona
disminucién de la elongacion radical, tamafio del vastago y por ende, disminucion de la
materia fresca y seca, ademas de ocasionar bajas concentraciones de potasio en hojas
(Garcia et al., 2012); en ciertas plantas ornamentales ligeramente tolerantes como Aloe
vera, Kalanchoe blossfeldiana y Gazania splendens, el efecto del sodio ocasion6
disminucién de la biomasa, disminucion de la suculencia foliar y el aumento de la

concentracion de Prolina en raices y hojas (Garcia et al., 2016).
El tema de la germinacion bajo condiciones de salinidad, es un punto muy abordado en

numerosas publicaciones; cuando se hizo la clasificacion de las plantas por sus habitos

de desarrollo como glicofitas y halofitas, se inferia que plantas haldfitas toleraban mejor
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el efecto salino durante la fase de germinacion en comparacion con su contraparte
glicofita, hoy se sabe que la salinidad es un factor estresante que afecta a tanto glicéfitas
como haldfitas durante la fase de germinacioén (Song et al., 2005), por lo que aquellas
plantas tolerantes o facultativas deben desarrollar estrategias fisiologicas habiles para

sobrevivir y desarrollarse en ambientes salinos ya sea permanente o estacional.

Un ejemplo de esto lo estudiaron Sanchez y Ruiz (2012) en donde probaron diferentes
concentraciones de NaCl y termo periodos en la germinacion de romerito (Suaeda
mexicana), observando que altas concentraciones salinas inhiben por completo su
germinacion, cabe destacar que el romerito produce dos tipos de semillas, de color negro
y cafés, éstas Ultimas son mas exitosas para germinar en contraste con las negras las
cuales presentan mayor sensibilidad. Si bien la inhibicién germinativa de la mayoria de
las plantas es ocasionada por un efecto osmotico, el efecto sobre las deméas especies
puede ser muy variado, puede prolongar la dormancia de la semilla, debilitar la

permanencia de la plantula o finalmente inhibir por completo la germinacion.

Absorcion y transporte de Na* en plantas superiores

Tanto plantas como animales deben mantener un equilibrio dinamico a fin de alcanzar la
homedéstasis de sus propiedades y medio celular. En las plantas dicho equilibrio se logra
gracias a la capacidad osmoreguladora que desempefian las células, sin embargo, la
respuesta adaptativa a los efectos del ambiente nunca es la misma. Todo inicia cuando
los iones son transportados en fase acuosa desde la rizosfera hasta la raiz de la planta,
de esta manera los iones pueden acceder al interior de la misma mediante intercepcion
radical, difusion o flujo de masas, y posteriormente son transportados hacia el interior de

las células, translocados y compartimentalizados.
Normalmente en especies que se distribuyen en suelos cuya concentracion sddica es =

100 mM, la concentracién salina les resulta sensible, éstas pueden ser menos eficientes

para translocar Na* y por tanto tienden a desarrollar un mayor nimero de receptores para
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facilitar la absorcion de K* y no de Na* este tipo de plantas consideradas glicéfitas han
sido también denominadas natrofobas; por el contrario, aquellas capaces de absorber
una alta concentracién de Na* se han denominado natrofilas (Smith et al., 1980).

Se ha estudiado que dichas especies tienen una mayor capacidad para translocar altas
concentraciones de Na* desde la raiz hasta el vastago y compartimentalizarlo en las
vacuolas de sus células, tal habilidad de almacenaje les confiere suculencia. La
suculencia es una caracteristica morfolégica en la que las hojas son gruesas o carnosas
debido a que contienen tejidos de almacenaje de agua (Grigore, 2014), esto se debe en
parte a la abundancia de células de savia pobres en clorofila y a la reduccién de tamafio
del espacio intercelular. Como a las plantas les resulta mas toxico mantener los iones en
solucion dispersos por el citoplasma de sus células, mantienen un flujo constante de estos
iones entre las hojas donde pueden almacenarlo o excluirlo de éstas para mandarlo al

xilema en donde es enviado a la raiz para ser excluido (Munns y Tester, 2008).

Cuando la planta absorbe Na* y K* desde la solucion del suelo, lo hace de manera
selectiva a través de la membrana plasmatica y éstos transportados por un sistema de
células periféricas de la raiz (epidermis, corteza, y endodermis) para entrar en el
simplasto de la raiz, entonces la difusion dentro del simplasto permite que los iones
traspasen la endodermis y lleguen a la estela de la raiz y a la vasculatura del xilema
localizada en el centro de la raiz, donde el flujo de la savia bruta transporta los iones

hacia los brotes (Figura 3).
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Figura 3. Descripcion de la absorcién y transporte de Na* y K* a larga distancia entre
raices y brotes (Nieves-Cordones et al., 2016).

Como la region de la raiz en crecimiento no posee una endodermis que funja como
barrera, en estas zonas los iones pueden difundir libremente dentro del apoplasto y llegar
directamente a la estela de la raiz y a los vasos del xilema sin ninguna dificultad por los
sistemas de transporte de membrana. Una vez en el xilema, los iones son transportados
(mediante flujo masivo) hacia y a través de los brotes por el flujo de la savia del xilema.
Llegando a las hojas y descargando de los tejidos vasculares de la hoja, K* y Na*
alcanzan el apoplasto de la hoja donde son recogidos por células mesofilas, epidérmicas
y de guarda. Los iones Na* son preferentemente acumulados en vacuolas de las células
foliares y selectivamente compartimentalizados en células epidérmicas. El transporte
rapido de K* dentro y fuera de las células guarda controla la turgencia de estas células y
por tanto el didmetro del poro estomatico y las tasas de intercambio de gases entre los
tejidos foliares internos y la atmésfera. En las hojas maduras que realizan fotosintesis

(fuente), los iones K* y Na* también se pueden cargar en la savia del floema para ser
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transportada hacia los 6rganos demanda (raices, hojas jovenes, frutas, etc.) (Nieves-
Cordones et al., 2016). De esta manera, las condiciones detoxificantes de la planta entre
las células corticales y las células de la estela, estan asociadas a mecanismos de control
y flujo de cargas de acuerdo con la concentracion y tipo de iones migrantes; en este
sentido, a nivel de membrana se dan diferentes mecanismos de transporte, tanto activos
como pasivos denominados uniporte que es un tipo de transporte en el que un i6n se
mueve a favor de un gradiente a través de una proteina vehiculo al interior de la célula.
Simporte se refiere al movimiento de dos iones de carga distinta que se complementan a
favor de un gradiente hacia el interior de una célula y un antiporte que es el movimiento
contrario que tiene un ion desde el interior de una célula y otro desde el exterior al mismo
tiempo, esto genera en la membrana un diferencial de potencial (Tester y Davenport,
2003).

Existen tres tipos de transportadores celulares que merecen atencion especial, los NHX,
SOS1 y HKT; éstos son importantes porque son encargados del flujo y transporte del Na*
en las células. Algunos estudios han demostrado que poseen una alta capacidad para
retener Na* en las vacuolas, extruir Na* fuera de las membranas de células (Figura 4) y
circulacion de éste para mitigar el dafio ocasionado por el estrés salino (Yamaguchi et
al., 2013), Algunos de estos transportadores muestran la capacidad de mejorar la
tolerancia a la salinidad al estar codificados a ciertos genes cuando estan sobre

expresados (Agarwal et al., 2013).
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Figura 4. Representacion esquemética de funciones, localizaciones subcelulares y
reguladores de NHX, SOS1 y HKT1 tipo de Na* en transportadores de Arabidopsis
(Yamaguchi et al., 2013).

Transportadores NHX

Los transportadores NHX representan una estrategia que emplean las plantas para
compartimentalizar el Na* libre en las vacuolas mediante el intercambio Na*/H*
intracelular (Yamaguchi et al., 2013); éstos utilizan un sistema de transporte antiporte ya
sea Na*/H* o K*/H* a través de la membrana y un gradiente de protones como fuerza
impulsora, y es considerado como el responsable del secuestro de Na* de forma
intracelular cuando hay estrés salino. Muchas plantas contienen multiples isoformas de
transportadores intracelulares que se clasifican dentro de la familia IC-NHE/NHX las
cuales pueden ser vacuolares (Clase 1) o endosomales (Clase 2), las cuales varian de

una planta a otra en su secuencia o localizacion (Bassil et al., 2012).

Cabe sefalar que la sobre expresion de genes que codifican para los transportadores
NHXs puede conferir en las plantas una mayor tolerancia a Na* (Agarwal et al., 2013).
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Sin embargo, en casos como el de Arabidopsis donde de sobre expresé el gen ATNHX1
(Leidi et al., 2010) y en tomate donde se sobre expresoé el gen LeNHX2, la planta realizo
una mayor acumulacion de K* pero no de Na*. Por otro lado, Shi et al. (2008) observaron
que la inclusién del gen AtNHX5 en Torenia fournieri, favorece la acumulacién de Na* en
la planta.

Transportadores SOS1

Lo transportadores SOS1 (salt overly sensitive) son de los mejor caracterizados. Los
genes SOS1 se han caracterizados en muchas plantas (Yamaguchi et al., 2013). En
Arabidopsis, estos transportadores se han caracterizado como AtSOSL1. La activacion de
los AtSOS1, ocurre durante la fosforilacion directa del autodominio inhibitorio por la
serina/treonina quinasa AtSOSZ2, la cual necesita de una proteina dependiente de calcio
para activarse, ya sea AtSOS3 o SCaPB8/CNL10 (Quintero et al., 2011). Al parecer el
papel que desempefian los genes SOS1 en plantas silvestres es fundamental ya que
tiende a acumularse altas concentraciones de Na* en sus tejidos; sin embargo, existe
también un mecanismo muy eficiente de eflujo a través de la membrana plasmética en
las raices (Olias et al., 2009). Cabe destacar que la extrusion de Na* no es el tnico papel
que desempeiian los SOS1, al parecer, juegan un papel importante en la homeostasis
del pH vacuolar y del citosol y en la alteracién del flujo de H* en la membrana (Shabala
et al., 2005; Oh et al., 2010).

Transportadores HKT

Estos genes de alta afinidad a potasio estan relacionados con la asimilacion de Na* en la
interfase suelo-planta. El primer miembro aislado de los TaHKT2;1 tiene una funcion
como simporte Na*/K* de alta afinidad, pero se comporta como un uniporte de Na* bajo
condiciones de estrés salino (Hauser y Horie, 2010). En arroz, dos de los nueve miembros
de los HKT, OsHKT2;1 y OsHKT2;2, funcionan como mediadores en la absorcion de Na*
del suelo por lo que presenta una alta afinidad a Na* pero baja afinidad hacia K* (Yao et
al., 2010). Otro grupo de transportadores aislados del trigo son los LCT1 que aunque no
son especificos, tienen la capacidad de conducir a varios cationes incluidos Na*, Rb*,
Ca?*, Li*y Cs* (Uraguchi et al., 2011).
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Efectos de la absorcién de Na* en plantas superiores

Existen dos iones alcalinos cuya abundancia en la naturaleza es similar, el Na* y el K¥;
sin embargo, la concentracion de este ultimo en el citoplasma celular (0.1 M) lo constituye
como uno de los iones principales en todos los organismos vivos (Nieves-Cordones et
al., 2016). Una de las razones por la que el K* es un ion de mayor importancia fisiologica
en comparacion con el Na*, se debe posiblemente a que los seres vivos se originaron en
el océano, las funciones metabdlicas y fisioldgicas evolucionaron en torno a la capacidad
de hidratacién de la superficie de cada ion, donde la energia de hidratacion del K* es
mayor, por lo que las interacciones con el agua son mas fuertes en comparacion con el
Na* (Carrillo-Trip et al., 2003; Mancinelli et al., 2007), de esta forma, el K* es el encargado
de llevar a cabo diversas funciones dentro de la célula y de alguna manera el Na* puede

en algunos casos sustituirlo o reemplazarlo provisionalmente.

Sustitucion de K* por Na* como regulador de la 6smosis vacuolar

Normalmente el K* desempefia funciones en la célula en la cual es irremplazable, sin
embargo, al tratarse de la osmoregulacion vacuolar el K* si puede ser sustituido por el
Na* (Marschner, 2012). Se ha observado que bajo condiciones de carencia de K* en el
suelo, el Na* puede sustituirlo como regulador osmético. Aunque la sustitucion iénica de
K* por Na* como regulador osmoético en vacuola es clara en algunos estudios, se ha
observado que la eficiencia en el secuestro del Na* en el tonoplasto esta regulada por los
intercambiadores Na*/H* de la familia NHX (Apse et al., 2003) y canales e
intercambiadores de la familia CAX encargados del transporte de Na* (Zhao et al., 2011).
Sin embargo bajo condiciones de salinidad la mayoria de las plantas pueden expresar
hiperosmolaridad como consecuencia del déficit de agua y del desequilibrio i6nico que
afecta las funciones metabdlicas y fisiologicas. El déficit hidrico es rapidamente
transmitido por las raices a otras partes de la planta causando reduccién de la turgencia
intracelular y disminucion de la expansion celular (Hasegawa, 2013).

Ademas, la presencia de sodio puede afectar la eficiencia de los transportadores de las
células ocasionando despolarizacion de la membrana plasmatica alterando la

homeostasis y afectando la proteccion estomatica (Kronzucker et al., 2013).
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Transferencia de Na* de raiz a vastago y homedstasis en hojas

El movimiento de Na* de la raiz hacia el vastago ocurre por una tension en los vasos del
xilema mediante un flujo de carga a causa de un gradiente ocasionado por la presion de
vapor. El flujo transpiracional es determinado por la conductancia estomatica y la
concentracion de Na* que en la planta es mitigada gracias a la autoregulacién del cierre
y apertura estomatica, lo que limita el transporte de Na* de las raices al resto de la planta
(Weng et al., 2012). En la mayoria de las haléfitas al reducir la transpiracién, se reduce
la acumulacion de Na* en hojas, aunque la reduccion de la transpiracion, puede traer
consecuencias adversas para la planta ya que se reduce la captura y fijacion de COz,
disminuye la asimilacion nutrimental y aumenta el enfriamiento evaporativo de la hoja
(Kim et al., 2010). Sin embargo, pequefias reducciones en la conductancia estomética en
plantas Cs no disminuye la asimilacion de COz, bajo estas circunstancias la conductancia
estomatica que se da a través de las acuaporinas puede reducir la tasa de transferencia
de Na* (Aroca, 2012).

Arquitectura radical

En estudios realizados en Arabidopis se ha determinado que SOS, fosfolipidos, radicales
libres de oxigeno (ROS), &cido abscisico (ABA), citocininas, Ca?* hiperosmolaridad y
cinasas/fosfatasas, estan involucrados en numerosos procesos que tienen que ver con
aclimatacién/adaptacion a la salinidad (Pardo y Rubio, 2011; Qin et al., 2011; Reddy et
al., 2011; Suzuki et al., 2012). Se conoce que la activacion de los genes SOS regula la
homeostasis de Na*, exportando los iones fuera de las células, activan la cinaza de los
antiportadores SOS1 y SOS2 lo que incrementa el eflujo de Na* del citoplasma al
apoplasto (Quintero et al., 2011; Pardo y Rubio, 2011).

Evidencia sefialan que la proteina SOS3 controla la emergencia de raices laterales
mediante el incremento en la producciéon de auxinas y el transporte de auxinas en

respuesta a estrés salino (Galvan-Ampudia y Testerink, 2011).
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CAPITULO I. IMBIBICION DE SEMILLAS DE Suaeda mexicana Y Portulaca oleracea
EN SOLUCIONES SALINAS Y SU EFECTO EN LA GERMINACION

RESUMEN

El cambio climatico es un fenbmeno que amenaza con disminuir el abasto de alimentos
a nivel mundial. Cada afio se pierde suelo fértil y aumenta la superficie de las zonas
semiaridas y aridas. En lo que respecta a México a partir de la ultima glaciacion en el
periodo cuaternario, ha experimentado procesos edafogénicos radicales e irreversibles
qgue han aridificado y salinizado su superficie, por lo que la flora del sitio ha desarrollado
estrategias de supervivencia y permanencia permitiéndole tolerar el estrés ambiental; en
este sentido las haléfitas son el grupo mas exitoso en cuanto al estrés, hidrico, salino y
nutrimental; de esta manera se ha contemplado el estudio de las especies Suaeda
mexicana (romerito) y Portulaca oleracea (verdolaga) usandolas como modelos
biolégicos para entender los procesos de resistencia al estrés abidtico y proponer
estrategias de manejo en zonas amenazadas por el cambio climético. en virtud de lo
anterior, en el presente estudio se compararon las respuestas germinativas de romerito
y verdolaga en diferentes soluciones salinas y concentraciones. Semillas de romerito y
verdolaga fueron incubadas durante 3 h en 15 soluciones salinas, resultado de la
combinacion de tres fuentes (NaCl, Na2SO4 y CaCl2) y cinco concentraciones (0, 0.25,
0.50, 0.75y 1.00 M) de salinidad. Cada solucion tuvo tres repeticiones (caja Petri con 20
y 50 semillas respectivamente). Después del periodo de imbibicién, se retir6 el exceso de
soluciones salinas, las cajas Petri se incubaron a 28 °C y se mantuvo la humedad en
éstas adicionando 10 mL de agua destilada. Después de 6 dias de incubacion, se
determind la masa ganada por la imbibicion, porcentaje de germinacién y longitud
radicular y de vastago de las plantulas. Con los resultados obtenidos se realizaron analisis
de varianzas y pruebas de comparacion de medias (Duncan, P < 0.05). El tipo de fuente
salina no influye de manera significativa la cantidad de agua absorbida por la semilla. La
concentracion salina es un factor que si modifica la absorcién de agua, en este caso la
baja concentracion evaluada (0.25 M) favorece la penetracion de agua en la testa de las

semillas de verdolaga. Con respecto a la germinacion, ésta resultd mas sensible a los
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tratamientos con CaClz y NaCl, y la respuesta germinativa es inversamente proporcional

al aumento de la concentracion, lo mismo ocurrié en longitud radical y de vastago.

Palabras clave: Salinidad, NaCl, Na2SO4, CaClz, hald6fitas, crecimiento
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1.1. INTRODUCCION

Las glicéfitas y halodfitas responden de manera similar a la salinidad durante la
germinacion (Song et al., 2005). En algunas especies el estrés salino constituye un efecto
inhibitorio de la germinacion en comparacion con otras etapas fenolégicas, por lo que el
desarrollo de estrategias que permitan tolerar la salinidad durante la germinacion y en las
etapas tempranas de crecimiento, es indispensable para la sobrevivencia de la planta
(Rogers et al., 1995). La planta al enfrentarse a fluctuaciones del potencial osmoético,
concentracion salina y tipos de iones, tiene un alto costo energético, lo que se traduce en
la disminucion de la germinacion de sus semillas, prolongacién de la dormancia y en la

disminucién del tamafio de las plantulas (Volkmar, Hu y Steppuhn, 1998).

Se han documentado ampliamente los efectos de la salinidad en algunos cultivos y
plantas silvestres, concluyendo que el grado de afectacién puede variar de una especie
a otra, de acuerdo con el tipo de salinidad y de sus concentraciones. En cacahuate, por
ejemplo, Mensah et al. (2006) observaron que el aumento de la concentracién salina
provoco la disminucion de la emergencia de plantulas ademas de la elongacién radical y
la longitud de la planta, también disminuy6 el peso seco. Efectos similares reportan
Waheed et al. (2006) en la germinacién de semillas de chicharo gandul (Cajanus cajan
L.); asimismo en col, betabel, amaranto y pak-choi se observé reduccién de la
germinacion, longitud radicular y del vastago (Jamil et al., 2006). En plantas haldfitas
como Crithmum maritimum, altos contenidos de sales retardan la germinacién de sus
semillas; asimismo, la imbibicidn previa de éstas en acido ascorbico mejora su capacidad
germinativa durante la exposicion salina (Meot y Magné, 2008). En un estudio realizado
en poblaciones de Suaeda salsa L. se identificd que las semillas pertenecientes a un
banco de germoplasma de una zona intermareal con concentraciones de 0.6 hasta 35.1
ppt de NaCl favorecio la germinacion de las semillas, en cambio cuando las semillas
fueron trasladadas a un ambiente salino constante como el de una caja Petri, las semillas
colectadas de la misma zona fueron afectadas por todas las concentraciones salinas

ocasionando disminucion del porcentaje de germinacion; lo anterior hace suponer que
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aun las especies haldfitas facultativas como S. salsa son afectadas por la salinidad

cuando ésta es constante (Song et al., 2008).

En su ambiente natural, algunas semillas aprovechan los periodos de baja salinidad y
alta disponibilidad de agua baja en sales para embeberse y resistir los efectos de la
salinidad, como es el caso de un estudio del efecto de la salinidad en la germinacion de
semillas de fenogreco (Trigonella foenum-graecum L.), donde Maher et al. (2013)
observaron que las semillas que fueron embebidas en agua destilada previo a los
tratamientos salinos y después de ser colocadas en éstos, tienden a aumentar su
porcentaje de germinacion final, velocidad de germinacion y longitud radical, en
comparacion con aquellas semillas que no fueron embebidas. En cuanto a fuentes
salinas, Kaymakanova (2009) observé que en tres variedades de frijol expuestas a NaCl
y NazS0s, esta Ultima provocdé la disminucion del porcentaje de germinaciéon e inhibio
fuertemente la emergencia de plantulas, en comparacion con el NaCl. Los carbonatos
son sales que también afectan la germinacion de las semillas, en Portulaca oleracea,
Patil y Karadge (2014), evaluaron el efecto del KHCOs, NaHCO3 y (NH4)2COs en la
germinacion y longitud radical y de tallo, concluyendo que las concentraciones 50,100 y
200 mM de las tres sales provoca la disminucion del porcentaje de germinacién asi como
de la longitud de la raiz y el peso seco; mientras que, dosis bajas (25 mM) aumentan

ligeramente la longitud del tallo y el peso fresco.

Aungue existe un gradiente de resistencia y adaptacion a la salinidad (Grigore et al.,
2014), algunas plantas adoptan formas de semillas diferentes, reaccionan de forma
distinta a la dormancia o pueden contener concentraciones diferentes de acido abscisico
(ABA); esta combinacion de factores las hace mejor adaptadas a los cambios
ambientales y potencializa su establecimiento (Wang et al., 2012). Al respecto, en un
estudio sobre estrategias adaptativas en Suaeda physophora, Haloxylon ammodendron
y H. persicum en fase de germinacion, Song et al. (2005), encontraron que las tres
especies producen semillas sin endospermo con un embrién muy desarrollado y cubierto
de una testa suave que facilita su germinacion y rapido establecimiento en ambientes

salinos.
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En México el romerito (Suaeda mexicana) es una planta que se encuentra distribuida
generalmente en ambientes salinos, aunque también puede colonizar sitios no salinos
(Lauchliy Epstein, 1990), tiene valor econdmico y nutraceutico ya que figura dentro de la

dieta de los mexicanos (Noguez et al., 2013).

Por otro lado, la verdolaga (Portulaca oleracea) es una planta halofita con metabolismo
del tipo C4 NAD-ME (enzima méalica NAD dependiente) con potencial econémico y de
amplio consumo a nivel mundial (Teixeira y Carvalho, 2008; Erkan, 2012; Murly et al,,
2015); sin embargo, en estudios realizados sobre el efecto del NaCl en su germinacién y
desarrollo temprano se ha observado que la germinacién de sus semillas no se ve
alterada a bajas concentraciones (< 150 mM de NacCl), pero en concentraciones mayores
se manifiesta un cambio en la concentraciébn de varios compuestos organicos como
clorofila y proteinas (Rahdari et al., 2012), flavonoides (Alam et al., 2015), urea y pinitol
(D’ Andrea et al., 2014), los cuales le otorgan a la planta una mayor capacidad de

respuesta frente al estrés.
En el contexto anterior, el objetivo de esta investigacién fue comparar la respuesta

germinativa de semillas y el crecimiento inicial de dos plantas haléfitas de importancia en

México, romerito y verdolaga, a diferentes sales y concentraciones.
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1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Semillas

Se utilizaron semillas de romerito (Suaeda mexicana) y verdolaga (Portulaca oleracea)
de colectas provenientes de la zona agricola de Tldhuac, Ciudad de México. Esta zona
es semidrida con suelos de tipo Antrosol Salico Terrico (WRB, 2008). El analisis de pH
del extracto de saturacion del suelo (valores entre 7.69 y 8.44) denota su caracter alcalino
debido a la presencia de iones CO3z?> ademas del valor de la conductividad eléctrica de
34.19 dS m? (Guevara et al., 2015). El clima es templado himedo C(w2)(w)b(y’),
considerado como el mas seco de los templados subhimedos con lluvias en verano.
Las heladas comienzan normalmente en octubre y terminan en marzo. Las lluvias tienen
lugar principalmente durante el verano y otofio; sin embargo, debido al relieve de la zona,
se encuentran también dos subtipos de clima Cwb (de llanura y region baja de los
declives), y Cwc (templado con invierno frio) que corresponde a las zonas mas altas de

los declives situados al Sur de la Delegacion (INEGI, 2006).

1.2.2 Disefio experimental

Se realizaron dos experimentos independientes para las especies en estudio: romerito
(S. mexicana) y verdolaga (P. oleracea). En cada ensayo se evaluaron los efectos
principales de dos factores de estudio: fuente de salinidad (NaCl, Na:SO4 y CaClz) y
concentracion salina (0, 0.25, 0.50, 0.75y 1.0 M), asi como la interaccion de éstos, en un
experimento factorial 3 x 5 con una distribuciéon completamente al azar. Lo anterior dio
como resultado 15 tratamientos en cada experimento. La unidad experimental para el
experimento con romerito fue una caja Petri con 20 semillas; mientras que, para
verdolaga fue una caja Petri con 50 semillas. Cada tratamiento tuvo tres réplicas.

Las fuentes de salinidad empleadas fueron de la marca Meyer® y las soluciones fueron

preparadas usando agua destilada.
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1.2.3 Aplicacién de tratamientos

Previo a la aplicacion de tratamientos se pesaron grupos de 20 semillas de ambas
especies para obtener el peso individual de éstas. Posteriormente las semillas de cada
unidad experimental se incubaron durante 3 h en 3 mL de la solucion correspondiente
segun el tratamiento, agitando durante 1 min cada hora.

Transcurrido el tiempo de incubacion, las semillas fueron extraidas de los frascos, se
secaron y se pesaron nuevamente para después transferirse a cajas Petri con papel filtro
de poro medio donde se colocaron y se adicionaron 10 mL de agua destilada. Las cajas
Petri se colocaron dentro de una estufa de incubacion (Thermo Scientific, PR205075G,
Estados Unidos de América), a 28 °C.

1.2.4 Variables evaluadas

Absorcion de agua. Se determindé con el peso de las semillas de cada unidad
experimental antes y después de la imbibicion de acuerdo con Kaymakanova (2009),
usando la formula:

% = [(W2-W1)/W1] x100
Donde, W1 es el peso de las semillas de cada unidad experimental antes de la imbibicién
y W2 el peso de las semillas después de la imbibicion.
Porcentaje de germinacion. El periodo de germinacion fue de 144 h (6 dias) tiempo
durante el cual se mantuvieron las semillas a temperatura e hidratacién constante, y se
consideraron semillas germinadas cuando la radicula alcanz6 una longitud de 2 mm
(Jamil et al., 2006). La evaluacion se realizé cada 24 h.
Longitud de radicula y de vastago. En S. mexicana las mediciones de longitud se
hicieron diez dias después del inicio de la germinacién y en P. oleracea después de ocho
dias del inicio de la germinacion. La diferencia de dias se debi6 a que las semillas de S.

mexicana tardaron mas en germinar.
1.2.5 Anélisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizd andlisis de varianza y prueba de comparacion de
medias (Duncan, ¢=0.05), usando el software SAS® (SAS, 2002).
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Absorciéon de agua

En el Cuadro 1.1 se presentan los resultados de significancia de los factores de estudio
y su interaccidon en la absorcion de agua de las semillas de S. mexicana y P. oleracea

después de un periodo de imbibicién de 3 h.

Cuadro 1.1. Efectos principales de la fuente y concentracion salina y de su interaccion
en absorcidén de agua en semillas de S. mexicana y P. oleracea, después de un periodo
de 3 h de imbibicion.

Especie Fuente Concentracion FS x CS Coeficiente
salina (FS) salina (CS) de variacion
S. mexicana  0.1463 ns 0.3749 ns 0.7710 ns 77.60
P. oleracea 0.2828 ns <0.0001 * 0.7583 ns 43.02

*Significativo (Duncan, P < 0.05); ns: no significativo.

Solo la concentracién salina influencié de manera significativa la absorcion de agua
durante la imbibicién en semillas de verdolaga (Cuadro 1.1); observandose reduccion
significativa en ésta en todas las concentraciones salinas evaluadas respecto al testigo.
Destaca que con la concentraciéon 1 M la absorcion porcentual de agua fue de poco

menos del 5% (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Absorcién de agua en semillas de verdolaga (S. mexicana) después de 3 h
de periodo de imbibicién en diferentes concentraciones salinas. Medias + DE con letra

distinta indican diferencias estadisticas significativas (Duncan, P < 0.05).

En verdolaga, las fuentes salinas no ocasionaron efecto en el agua absorbido por las
semillas durante la imbibicion, registrando valores de 8.2, 7.7 y 6.4% para Na2SO4, NaCl

y CaClz, respectivamente.

En el caso de la absorcion de agua en semillas de romerito, los resultados obtenidos
presentan un alto coeficiente de variacion (77.6%), lo cual explica qué a pesar de las
diferencias existentes entre fuentes y concentraciones evaluadas no exista diferencia
estadistica. El porcentaje de absorcion de agua en estas semillas fue de 26.5 con NaCl,
de 18.5 con Na2S0O4 y de 15.3 con CaClz. Asimismo, los porcentajes de absorcion de
agua registrados con las concentraciones de 0, 0.25, 0.50, 0.75 y 1 M fueron de 10.9,
22.7,20.8, 25.4 y 20.7, respectivamente; estos datos evidencian la relacion positiva entre

la concentracion salina y la absorcion de agua en romerito.

1.3.2 Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacion fue evaluado durante 144 h en intervalos de 24 h. En

romerito no se observaron efectos significativos de la interaccion de los factores de
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estudio en las dos primeras evaluaciones donde, solo los efectos principales fueron
significativos. A partir del muestreo realizado 72 h después del inicio de la fase de
germinacion, tanto las interacciones como los efectos principales son significativos. Por
el contrario, en verdolaga en todos los muestreos, tanto los efectos principales como de

interaccion fueron significativos en el porcentaje de germinacion (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Efectos principales de la fuente y concentracion salina y de su interaccion

en el porcentaje de germinacion de semillas de S. mexicana y P. oleracea.

Especie Tie-mp(? de F.uente Conc.entracién ES x CS
germinacioén (h) salina (FS) salina (CS)
S. mexicana
24 0.0195 * <0.0001 * 0.4144 ns
48 <0.0001 * <0.0001 * 0.0649 ns
72 <0.0001 * <0.0001 * 0.0134 *
96 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
120 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
144 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
P. oleracea
24 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
48 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
72 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
96 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
120 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
144 <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *

*Significativo (Duncan, P < 0.05); ns: no significativo.

Los efectos principales fueron significativos que fueron significativos en romerito (24 y 48
h) son mostrados en la Figura 1.2. La fuente salina NaCl ocasion0 significativamente
mayor germinacion que el resto de las fuentes empleada (Figura 1.2a); mientras que,
dosis salinas crecientes reducen significativamente la germinacion, respecto al testigo
(Figura 1.2b).
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Figura 1.2. Porcentaje de germinacion de semillas de romerito incubadas por 3 h con
diferentes fuentes salinas (a) y distintas concentraciones salinas (b). Medias + DE con
letra distinta en cada figura y muestreo, indican diferencias estadisticas significativas

(Duncan, P < 0.05).

Las interacciones de los factores de estudio en la mayoria de los muestreos en romerito
y en todos los realizados en verdolaga son significativas a pesar de tratarse de especies
hald6fitas; sin embargo, se registraron tendencias distintas entre las especies (Figuras 1.3
y 1.4).

Un mayor numero de los tratamientos evaluados afectd negativamente a romerito en
comparaciéon a verdolaga (Figuras 1.3 y 1.4). En romerito, las tres fuentes salinas
redujeron significativamente la germinacién a partir de dosis de 0.25 M, siendo las fuentes
CaClz y NazSO4 las de mayor impacto negativo (Figura 1.3).

En verdolaga, de manera general, dosis 0.25 M CaClz reducen significativamente la
germinacién; mientras que, en las fuentes Na2SO4 y NaCl esto se observa con dosis a
partir de 0.5 M (Figura 1.4).
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1.3.3 Longitud de vastago y de radicula

En el Cuadro 1.3 se presentan los valores de significancia de los factores de estudio y
su interaccion las longitudes de vastago y radicula en plantulas de romerito y verdolaga.
Destaca que, en ambas especies, la concentracion salina tuvo efectos significativos;
mientras que los efectos simples de la fuente salina solo fueron significativos en
verdolaga. Asimismo, el efecto de interaccion de factores de estudio es significativa en

ambas especies.

Cuadro 1.3. Efectos principales de la fuente y concentracién salina y de su interaccién
en las longitudes de vastago y radiculas en plantulas de S. mexicana y P. oleracea,

provenientes de semillas incubadas en diferentes fuentes y concentraciones salinas.

Fuente salina Concentracion

Especie (FS) salina (CS) FS*CS
S. mexicana
Longitud de vastago 0.0728 ns <0.0001 * 0.0037 *
Longitud de radicula 0.0770 ns <0.0001 * 0.0010 *
P. oleracea
Longitud de vastago <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
Longitud de radicula <0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *

*Significativo (Duncan, P < 0.05); ns: no significativo.

La longitud de vastago fue afectada en diferente magnitud entre especies por los
tratamientos evaluados; siendo la verdolaga la mas sensible como se observa en la

Figura 1.5.

En romerito, el crecimiento del vastago fue estadisticamente menor al testigo, con las
fuentes salinas CaClz2 y Na2SOa a partir de una concentracion 0.25 M; mientras que en la
fuente NaCl esto ocurre a partir de la concentracion 0.5 M (Figura 1.5a). En verdolaga,

se registro la misma tendencia que en romerito en la longitud de vastago (Figura 1.5b).
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Figura 1.5. Longitud de vastago de plantas de romerito (a) y verdolaga (b) provenientes
de semillas incubadas por 3 h con diferentes fuentes y concentraciones salinas. Medias
+ DE con letra distinta en cada figura, indican diferencias estadisticas significativas
(Duncan, P < 0.05).

En la Figura 1.6 se presentan los resultados obtenidos en la longitud de radicula en

funcién de la interaccion de los factores de estudio en ambas especies.
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Figura 1.6. Longitud de radicula de plantas de romerito (a) y verdolaga (b) provenientes
de semillas incubadas por 3 h con diferentes fuentes y concentraciones salinas. Medias
+ DE con letra distinta en cada figura, indican diferencias estadisticas significativas
(Duncan, P < 0.05).

Se observo de manera general que el NaCl causa menor inhibicion del crecimiento de
radicula; en particular, en verdolaga se observa que el tratamiento 0.25 M NacCl lo
estimula; en comparacion con el resto de los tratamientos (Figura 1.6b). De la misma
manera, el CaClz reduce en mayor magnitud el crecimiento de la radicula a partir de 0.25

M, en comparacion con el testigo, lo anterior en ambas especies (Figuras 1.6ay 1.6b).
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1.4 DISCUSION

Especies haldfitas poseen diferentes estrategias de adaptacion a la salinidad. La
respuesta germinativa puede ser tan diversa como los micro habitats en que se
desarrollan, en este sentido, el aumento de la concentracion ionica en el suelo esta
estrechamente ligada con el incremento de la temperatura y la disminucion del porcentaje
de humedad (Gul et al., 2013), por lo que la mayoria de las especies germinan cuando
se da el abatimiento de tales concentraciones, ya sea por descenso de la temperatura o

por la llegada de las lluvias diluyendo de la concentracion salina.

Se ha observado que el tipo de sal influye en el volumen de agua permeada a través de
la testa causando un efecto osmatico negativo (Cuadro 1.1). En romerito (S. mexicana)
el orden de afectacion osmoético de acuerdo con el tipo de fuente estuvo dado de la
siguiente forma: CaCl>>Na2S04>NaCl y en verdolaga (P. oleracea) el efecto de la sal en
la imbibicién fue del orden CaCl>>NaCI>Na2SOa. Efectos similares han sido reportados
por Kaymakanova (2009) en plantas de frijol. Asi mismo, en el presente estudio, se
observd que bajas concentraciones puede favorecer un efecto osmaético adverso. El
tiempo de exposicion también altera el porcentaje de agua absorbida, (Yousolf, 2013)
encontré que en semillas de arroz el porcentaje de agua absorbida en soluciones de
CacClz disminuye con el aumento de la concentracion y del tiempo de imbibicion.

Tanto S. mexicana como P. oleracea son especies que crecen en condiciones
ambientales con alto estrés abiético (Noguez et al., 2013; D"Andrea et al., 2014), al estar
expuestas a condiciones de salinidad y estrés hidrico, posiblemente una de sus
estrategias adaptativas sea la produccion de semillas dotadas de testas permeables lo
cual le facilite la imbibicion en condiciones de lluvia lo que se conjuga con la disminucion
de la concentracién salina en el suelo. Song et al. (2005) y Song et al. (2008) encontraron
gue la morfologia de las semillas de Suaeda salsa y S. mexicana es similar por lo que es

posible que ambas especies desarrollen las mismas estrategias adaptativas a la salinidad
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como respuesta a periodos breves de lluvia. Por su parte P. oleracea, al ser una especie
Ca que puede fluctuar su metabolismo al tipo CAM NAD —ME (Lara et al., 2004), tiene la
capacidad de tolerar mejor el estrés hidrico y la salinidad, por lo que la permeabilidad de
su testa en condiciones de salinidad constituye estadisticamente un factor representativo

de su adaptacién al ambiente.

Las especies estudiadas respondieron de manera diferencial a las fuentes salinas
evaluadas. S. mexicana mostré ser menos sensible a NaCl pero muy sensible a Na2SOa4
y CaClz (Figura 1.2); por el contrario P. oleracea presentd mayor sensibilidad a las sales
sddicas (NaCl y Na2S0a4) y poca sensibilidad a CaClz (Figura 1.4), aunque la interaccion
de la concentracion y fuente (Figura 1.3) puede derivar en comportamientos germinativos
diferentes (Naik y Karadge, 2017), lo cual concuerda con observaciones descritas por
Sanchez y Ruiz (2012). Del mismo modo el porcentaje de germinacion en semillas de P.
oleracea presentd una relacién inversamente proporcional al aumento de la
concentracion, como lo muestran los trabajos realizados por Chahuan y Johnson (2009)
donde solo el 50% de las semillas de P. oleracea germind a una concentracion de 106
mM de NacCl; tuvo una reduccion significativa de la germinacién a una concentracién de
200 mM (Rahdari et al., 2012) y se dié una reduccion significativa del porcentaje de
germinacion de hasta del 60% a una concentracion de 0.25 dS m-tde NaCl (Amini y Abdi,
2014).

La fuente salina CaClz produjo una respuesta nociva en la germinacion de las semillas
en concentraciones mayores de 0.50 M; efectos similares fueron observados por Tobe et
al. (2004) en la germinacion de Haloxylon ammodendron donde tanto el CaCl. como el
MgClz causan efectos equivalentes, mismos que son atribuidos a la disminucion de la
permeabilidad de los canales de varios iones lo que mantiene un bajo potencial hidrico
en el interior de la semilla.

Uno de los efectos del estrés salino en plantulas, es la reduccion de la longitud del
vastago (Figura 1.5) la longitud radical (Figura 1.6). En este experimento se observo que
S. mexicana es mas sensible a las fuentes y concentraciones salinas evaluadas dada la

inhibicion del crecimiento de la radicula y del vastago, misma que es de mayor magnitud
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a aguella registrada en P. oleracea (Cuadro 1.3). Dado que la salinidad afecta el
crecimiento de las plantulas y retarda la movilizacion de sustancias de reserva, tiende a
suspenderse la division celular dafiando a los hipocotilos (Kaymakanova, 2009). Estudios
realizados por Qu et al. (2014) sobre el efecto de diferentes concentraciones de NaCl en
la elongacion radicular en plantulas de Halocnemum strobilaceum mostraron que, altas
concentraciones provocan el acortamiento de la radicula en las plantulas lo cual ocurrié

de manera analoga S. mexicana y P. oleracea.
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1.5 CONCLUSIONES

La tasa porcentual de imbibicion, el porcentaje de germinacién y la longitud radical y de
vastago, son variables germinativas que responden al tipo de sal, concentracion y a la
interaccion del tipo y concentracion salina. Tanto S. mexicana como P. oleracea, tienen
respuestas diferenciales al tipo y gradiente de salinidad. S. mexicana es tolerante a las
sales sddicas (NaCl y Na2S0Oa) pero es sensible al CaClz; esto se observa también en P.
oleracea, aunque los rangos de tolerancia varian de una concentracion a otra y del tipo
de sal con la cual interactle. Si bien, ambas son especies que evolutivamente se han
desarrollado en ambientes semiaridos, sus caracteristicas anatémicas y morfologicas les
han permitido desarrollar mecanismos de adaptacion muy eficientes.

El presente estudio aporta informacion importante que puede ser considerada en la toma
de decisiones como alternativa al manejo de areas agricolas afectadas por el cambio

climético.
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CAPITULO Il. VARIACIONES MORFOLOGICAS, FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS EN
Portulaca olaracea EN ETAPA VEGETATIVA EN RESPUESTA AL ESTRES por NaCl

RESUMEN

Actualmente, la salinidad representa uno de los mayores retos ambientales a la cual se
enfrentan las plantas en su establecimiento y productividad. La respuesta de éstas al
estrés salino es de gran interés cientifico, tanto para dilucidar los mecanismos que
respuesta que las hacen tolerantes como para mejorar las técnicas productivas para los
cultivos. En este estudio se analizé la respuesta de P. oleracea a la salinidad a partir de
la evaluacion del efecto al estrés salino inducido por las concentracione 0.00, 0.25, 0.50,
0.75y 1.00 M de NaCl. Los resultados mostraron que el aumento de la concentracion
estimula el aumento significativo de prolina en las hojas de la planta para contrarrestar la
salinidad, por su parte variables morfolégicas como cobertura, area foliar y biomasa seca
disminuyeron en sus valores con respecto al testigo al evaluarse cada concentraciéon
salina. De manera nutrimental se observo que concentraciones de 0.50 M y superiores
de NaCl disminuy6 la concentracion de N y K en hojas hasta en un 51%, la menor
concentracion de P se observO en concentraciones de 0. 75 y 1.00 de NaCl,
concentraciones de NaCl de 0.75 M, disminuyen la concentracion de Ca en todos los
tejidos al igual que Mg el cual mostr6 una reduccion en tejido de hasta el 51%. En cuanto
a las variables fisiologicas, aunque los valores mostraron una reduccién de la
transpiracion y de la conductancia estoméatica, esta no fue significativa en ninguno de los
tratamientos, aun cuando los valores de radiacion fotosintéticamente activa se elevaron.
Los datos anteriores hacen inferir que la planta puede compensar la respuesta negativa
de algunas variables con la modificacion positiva de otras, a fin de equilibrarlas y lograr

la adecuaciéon en el ambiente.

Palabras clave: Salinidad, tolerancia, estrés, respuesta, efecto.
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2.1. INTRODUCCION

La salinidad es uno de los principales factores de estrés abidtico que afecta a la mayoria
de las plantas ya que altera su crecimiento y desarrollo (Liang et al., 2018). Bajo
condiciones experimentales la salinidad reduce de manera significativa la germinacion,
fructificacion, floracion, elongacion radical y crecimiento de vastago (Liang et al., 2014).
El primer efecto de estrés que experimenta una planta expuesta a salinidad es el
desajuste osmoético (Horie et al., 2011); el exceso de sodio en las células provoca
toxicidad i6nica desequilibrando la concentracién de osmolitos, lo que ocasiona estrés
oxidativo y una serie de alteraciones secundarias que afectan la eficiencia fisiolégica, los
procesos fotosintéticos y la reduccion del crecimiento (Munns et al., 2006).

En respuesta al estimulo salino, muchas plantas tienen la habilidad de revertir sus efectos
nocivos a fin de garantizar su supervivencia, aun cuando limiten su crecimiento y
desarrollo. Esta capacidad de revertir tales efectos negativos puede tener su origen en
cambios en la organizacién genética y molecular en el interior de una poblacion, lo que
lleva a una adaptacion local (Brady et al., 2005; Busoms et al., 2015). Adicionalmente, la
respuesta adaptativa puede reforzarse de acuerdo con las condiciones ambientales y
transferirse de manera generacional como un efecto ambiental parental o de plasticidad
fenotipica (Germain y Gilbert, 2014). La plasticidad fenotipica es un mecanismo que es
expresado de manera individual-modular a nivel morfol6gico, y que responde a los

cambios y diferencias en las condiciones ambientales (De Kroon et al., 2005).

El cambio climatico ha provocado el incremento de la temperatura, escases de recursos
hidricos para la agricultura y la salinizacién de las areas de cultivo que se producen bajo
riego, con ello el aumento de factores de estrés abiotico los cuales limitan el rendimiento
de la mayoria de los cultivos. En la busqueda de genotipos vegetales que resistan los
embates del cambio climatico, varios cientificos han orientado sus investigaciones hacia
el género Portulaca dada su habilidad para tolerar condiciones de estrés por calor,
deshidratacion y salinidad (Jin et al., 2016). Por lo anterior, el género Portulaca puede

considerarse como un buen modelo biolégico para realizar estudios comparativos que
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lleven a analizar los efectos del estrés abidtico y las respuestas a éste (Borsai et al.,
2018).

Cerca de 100 especies constituyen el género Portulaca, éstas se encuentran distribuidas
predominantemente en regiones tropicales y subtropicales y sus diferentes accesiones
presentan alta variabilidad morfolégica (Ocampo y Columbus, 2016). En México se le
considera comestible y medicinal dado que contiene un alto contenido de acidos grasos
y antioxidantes (Vibrans, 2009). Sus origenes y usos en el centro de México datan del
periodo preclasico (Mclung de Tapia et al., 2014) y en el Valle de México en las zonas de
Teotihuacan, Iztapalapa y Xaltocan del periodo postclasico temprano (Brumfiel, 2009;
McClung de Tapia et al., 2014; Vazquez-Alonso et al., 2014).

En especifico, se han desarrollado numerosos trabajos con P. oleracea que van desde el
analisis de compuestos con propiedades antioxidantes (Lim y Quah, 2007; Yang et al.,
2009), compartimentacion de acidos grasos del tipo omega-3 por 6rgano como fuente
nutrimental (Zaman et al., 2019), a estudios mas especializados sobre el efecto del estrés
abidtico en sus diferentes caracteristicas y propiedades. Ejemplo de esto ultimo son los
hallazgos reportados en fase de plantula donde esta especie contrarresta los efectos del
estrés salino incrementando la actividad de enzimas antioxidantes como ascorbato
peroxidasa, catalasa y glutatiébn reductasa en las hojas y elevando de los niveles de
prolina (Yazici et al., 2007); del mismo modo, se incrementa la produccion de compuestos
bioactivos como compuestos fendlicos, flavonoides y carotenoides (Alam et al., 2015);
también se reduce significativamente su composicion mineral, ademas de presentarse
antagonismo iénico entre Ca?* y K* a la vez que aumentan los niveles de Na* y Mg?*
(Teixeiray Carvalho, 2009; Alam et al., 2016). Con respecto a la morfologia, la elongacién
radical y la longitud del vastago, se reduce significativamente cuando la conductividad
eléctrica de una solucién nutritiva aumenta de 2.5 a 12.5 dS m (Franco et al., 2011).

Rahdari et al. (2012) expusieron plantulas de verdolaga a concentraciones de 50, 100,
150 y 200 mM NaCl, encontrando que el aumento en el gradiente salino ocasiona el
incremento significativo de clorofilas ay b en 150 y 200 mM NaCl, ademas de un efecto

marcado en el aumento de prolina y azlcares, asi como un efecto inversamente
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proporcional de lipidos y proteinas. También en plantulas de verdolaga, altos niveles de
estrés hidrico inducido por PEG y de salinidad provocan el abatimiento de las
concentraciones de Mn?*, Mg?*, Ca?*, K* y Fe?*, dado que la escaza disponibilidad de

agua en el medio disminuye la movilidad de los cationes (Rahdari y Hosseini, 2012).

Asimismo, Amini y Abdi (2014) encontraron que un aumento de -1.5 MPa en el potencial
osmotico de la solucion de crecimiento, provoca la reduccion de la tasa de germinacion,
ademas de la longitud de las plantulas y el peso seco.Dado que P. oleracea presenta alta
variabilidad genética, las respuestas al estrés también varian de un cultivar a otro. En un
estudio sobre el efecto del NaCl y la deficiencia de Ca?*, Kong et al. (2014) probaron dos
cultivares y observaron que uno de ellos fue mas susceptible al dafio, en comparacion
con el otro que exhibi6 sintomas de deficiencia mas atenuados. Esto indica que el
genoma de P. oleracea le permite adaptarse a gran cantidad de variables ambientales
(Sdouga et al., 2019), y es por lo que, actualmente se estan realizando estudios
multivariados que nos permitan dilucidar mecanismos de accion en la interaccion de
variables a nivel fisiol6gico y metabolémico. En este sentido son reportados los resultados
de Jin et al. (2016) sobre cambios fisiolégicos y metabdlicos combinando factor por calor
y salinidad, donde la respuesta de la planta estd orientada al aumento de

osmoprotectantes, antioxidantes y metabolitos secundarios.
Con base en lo anterior este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta de desarrollo

de Portulaca oleracea durante la fase vegetativa expuesta a diferentes concentraciones

de NaCl, mediante el analisis de variables bioquimicas, morfolégicas y fisioldgicas.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material vegetal

Se obtuvo semilla de verdolaga (Portulaca oleracea) en un mercado local de la region
productiva de la zona chinampera de Xochimilco, Ciudad de México.

En invernadero con temperaturas medias de 28 °C y un fotoperiodo de 12 h, se coloco
una semilla por celda en charolas de germinacion teniendo como sustrato una mezcla de
turba (Premier®) y perlita (Agrolita®) en proporcién 1:1 (v:v) y se regaron con solucién de
Hogland al 50% [Ca(NO3)2 4H20 2.0 mM, KNO32.0 mM, NH4NO3 0.5 mM, MgSOa4 7 H20
0.5 mM, KH2PO4 0.25 mM, Fe-EDTA 40 uM, H3sBOs3 25 uM, MnCl2 4H20 2.0 uM, ZnSO4
7H20 2.0 pM, CuSO4 5H20 0.5 uM, KCI 50 puM, (NH4)sMo07024 4H20 0.075 pM y CoCl2
6H20 0.15 pM].

Cuarenta y dos dias después de la germinacion, las plantas maduras fueron
trasplantadas a macetas de 1 kg de capacidad conteniendo perlita como sustrato y se
separaron en lotes para el inicio de la aplicacion de tratamientos. El pH de las soluciones
de Hoagland al 50% fue ajustado a 6.

2.2.2 Disefio de tratamientos y disefio experimental
Los tratamientos evaluados fueron dosis las siguientes dosis de NaCl: 0, 0.25, 0.50, 0.75
y 1.00 M. Dichas concentraciones de NaCl fueron adicionadas a la solucion nutritiva de

Hoagland al 50 %.

Las soluciones nutritivas con NaCl fueron utilizadas para el riego de las macetas, mismas

gue se mantuvieron a capacidad de campo durante 14 dias.
Se establecié un experimento completamente al azar con ocho repeticiones por

tratamiento. La unidad experimental fue una maceta con 1 kg de perlita conteniendo una

planta madura de verdolaga.
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2.2.3 Variables evaluadas
2.2.3.1 Parametros morfologicos

En este estudio se evaluaron las trece variables de crecimiento que a continuacion se
describen, de acuerdo con lo realizado con Rahdari et al. (2012) y Alam et al. (2016).
Cobertura (CO): Proporcion del terreno ocupado por la proyeccion perpendicular de las
partes aéreas del individuo de la especie considerada. Se midié6 mediante estimacion
visual.

Diametro de tallo principal (DTP): Se determiné a partir de su base utilizando un
vernier digital.

Longitud total de la planta (DTP): Altura de planta a partir de su base cerca del sustrato
hasta la base de la ultima hoja emergida, ésta se midio utilizando una regla graduada.
Tallos secundarios (TS): Son aquellas que se originan a partir del subnudo o primeros
nudos aéreos. De éstas se contaron el total presente.

Area foliar (AF): es la capacidad de la cubierta vegetal para interceptar la radiacion
fotosintéticamente activa. Esta se estimoé con un medidor de area portatil (Licor, LI-3100C,
USA).

Biomasa fresca de raiz (BFR), tallo (BFT) y hoja (BFH): Esta se midi6 utilizando una
balanza analitica (CyrLab, VE-204B, México).

Biomasa seca de raiz (BSR), tallo (BST) y raiz (BSR): Se determiné después de
someter las muestras a un proceso de secado a 70°C durante 76 h; para lo anterior, las
muestras se metieron las plantas en bolsas de papel en una estufa de secado de
conveccién natural con capacidad de 32 L (Bunsen, USA).

Longitud radical (LR): Se midié desde el entrenudo a nivel del sustrato hasta la parte
distal de la raiz mas alejada, utilizando una regla graduada.

Diametro radical (DR): Fue medido en el entrenudo a nivel del sustrato con un vernier

digital.
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2.2.3.2 Variables bioquimicas y nutrimentales

Concentracion de prolina. La concentracion de prolina se determin6 en hojas y tallos
usando el método descrito por Bates et al. (1973) mediante principio colorimétrico basado
en el complejo prolina-ninidrina. Las muestras se leyeron en un espectrofotometro
(Jenway, UV/Vis 6850, Reino Unido) a una longitud de onda de 520 nm. Los valores de
absorbancia obtenidos se compararon contra una curva de prolina estandar expresada

en umol de prolina por gramo de peso fresco.

Concentracion de azucares totales. El andlisis de monosacaridos (glucosa, fructosa y
sacarosa) se realiz6 en hojas y tallos a partir de la maceracion de tejido fresco y
extraccion con base en el método modificado por Sidari et al. (2008). Se incub6 1 g de
materia fresca con 5 mL de etanol al 80% por 24 h. El extracto obtenido se diluy6 diez
veces en una solucion de etanol al 80%, &cido sulfarico y antrona y puesta en
calentamiento a 92 °C por 8 min. Los valores de absorbancia se leyeron a una longitud
de onda de 530 nm. El contenido de azlicares totales se determin6 como mg g* de

materia fresca.

Concentracion foliar de clorofilas a, b y total. La determinacion de clorofilas en hojas
se hizo mediante una triple extraccion etandlica de acuerdo con lo descrito por Geiger et
al. (1998). Se pesaron 20 mg de material vegetal, se colocaron 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 500 uL de etanol 80 %, 300
ML de etanol al 80 % y 500 pL de etanol al 50%, respectivamente. La separacion de fases
se realizd por centrifugacion (14,000 rpm, 5 min, 4°C). De los tres sobrenadantes
(resultados de la triple extraccién etandlica) se tomaronn 325 mL y se colocaron en
nuevos tubos Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente se adicionaron 850 mL de etanol al
98%. Las muestras se leyeron a 645 y 665 nm. Los célculos se realizaron utilizando las
férmulas siguientes:

Clorofila a (ug/mg peso fresco)=(5.46 X Absees)-(2.16 X AbSeas)

Clorofila b (ug/mg peso fresco)=(9.67 X Abseas)-(3.04 X Absees)
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Concentracion de nutrimentos y Na. Se digestaron 0.5 g de material vegetal seco y
molido con una mezcla de H2SO4:HCIO4 (2:1, viv) a 350 °C. Del extracto resultante se
tomé una alicuota de 10 mL para la determinacion de N con el método Semimicro-Kjeldahl
descrito por Bremner (1965). Las concentraciones de P, K, Ca, Mg, y Na se determinaron
mediante lectura directa de los digestados en un equipo de espectrometria de emision e
induccién por plasma (ICP-VARIAN 725-ES).

2.2.3.3 Variables fisioldgicas

Después de 14 dias del inicio de tratamientos con estrés salino se evalu6 en la segunda
hoja del tallo principal, contada en sentido apical hacia basal, la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA), transpiracion (E) y conductancia estomética (Gs). Las
lecturas se tomaron de una hoja en tres plantas elegidas aleatoriamente y por tratamiento
con un porometro de difusién de estado estable (LI-COR, LI-1600, Lincoln, Nebraska,
USA).

2.2.4. Analisis estadistico
Con los resultados obtenidos se realiz6 analisis de varianza y prueba de comparacion de

medias de Tukey (a=0.05), usando el software SAS (SAS, 2011), y andlisis de correlacion

de Pearson de dos colas.
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2.3. RESULTADOS
2.3.1. Salinidad en parametros morfologicos de P. oleracea

En la Figura 2.1 se presentan los resultados obtenidos en las variables cobertura y area
foliar, mismas que muestran una relacion inversa con la concentracion de NacCl en la
solucion nutritiva. En particular las dosis 0.5, 0.75 y 1 M NacCl redujeron la cobertura en
35.4, 41.8 y 33.3% respecto al testigo. En lo que respecta al area foliar, todas las dosis
evaluadas de NaCl ocasionaron su reduccion significativa de 28.2% en promedio, en

comparacion con el testigo.
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Figura 2.1. Cobertura (a) y area foliar (b) de plantas de verdolaga en etapa vegetativa
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva. Medias = DE en
cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey,
P <0.05).

Los resultados obtenidos en el resto de los pardmetros morfoldégicos evaluados se
presentan en el Cuadro 2.1. La longitud total de la planta y el diametro de raiz no fueron
afectados por los tratamientos. Por otra parte, dosis de 0.50, 0.75 y 1.00 M NaCl,
redujeron el didmetro del tallo principal en 21, 21.3 y 14.73%, respecto al testigo.
Contrario a la respuesta observada en el diametro del tallo principal, en las variables
namero de tallos secundarios y longitud radical, muestran una relacion inversa con la
concentracion de NaCl adicionada en la soluciébn nutritiva (Figura 2.3). Las

concentraciones 0.75y 1 M NaCl incrementan el nimero de tallos secundarios en 23.1y
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35.4%, respectivamente, en comparacion con el testigo; mientras que los incrementos en

la longitud de radical en dichos tratamientos respecto al testigo son de 15.9 y 29%.

Cuadro 2.1. Parametros morfologicos de plantas de verdolaga en etapa vegetativa

tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.

Diametro del Longitud Numero ) »
NacCl o Longitud Diametro de
tallo principal total de la de tallos ) ]
(M) ) radical (cm) raiz (mm)
(mm) planta (cm) secundarios
0.00 478+0.61a 1845+1.33a 10.83+1.32¢ 4.21+055b 274+0.38a
0.25 416+051lab 18.71+1.60a 13.16+1.47ab 453+0.4lab 2.83+0.37a
0.50 3.77+0.18b 17.06 £0.98a 12.33+1.36bc 450+0.45ab 256+0.41a
0.75 3.76+£0.14b 17.75+0.73a 13.33+1.33ab 488+0.84ab 243+044a
1.00 3.82+0.19b 1880+0.55a 14.66+0.816a 543+059a 221+0.23a

Medias + DE en cada columna con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P
<0.05).

En lo que respecta a los pesos de biomasa fresca (Figura 2.2a), se observa que la raiz
fue el Unico 6rgano que no fue afectado por el gradiente salino; mientras que, el tallo fue
el mas afectado dado que todas las concentraciones de NaCl evaluadas redujeron el
peso de la biomasa fresca de éste. Por otra parte, los pesos de biomasa seca (Figura
2.2b) indicaron que tallo y hojas fueron los érganos con mayor afectacién por NaCl, dado

las reducciones significativas en éstos a partir de la dosis 0.5 M NaCl.
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Figura 2.2. Biomasa fresca (a) y seca (b) por 6rganos de plantas de verdolaga en etapa
vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la soluciéon nutritiva.

Medias + DE en cada subfigura y 6rgano con letras distintas indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

Figura 2.3. Aspecto de plantas de verdolaga tratadas durante 14 dias con diferentes

concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.

2.3.2. Salinidad en parametros bioquimicos
Los resultados mostraron que el aumento en la concentracion de NaCl incrementa la

concentracion de prolina tanto en hojas como en tallos (Figura 2.4). En tallos, el
tratamiento con 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 M NacCl, incrementa la concentracion de prolina
en 94.8, 98.3, 133.4 y 138.1%, respecto al testigo; asimismo los incrementos en hoja
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fueron del orden de 100.2, 122.7, 176.3 y 223.9% en estos tratamientos, también en

comparacién con el testigo.
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Figura 2.4. Concentracion de prolina en tallos y hojas de plantas de verdolaga en etapa
vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.
Medias + DE en cada oOrgano con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05).

La concentracion de azlucares determinada en hoja y tallo no fue afectada por las

concentraciones de NaCl adicionadas en la solucidon nutritiva como se observa en la

Figura 2.5.

60



0.045 mHoja OTallo

- 0.035 T a
o T a
-
(@) <« e
T S mm ot BB
. <« <]« < «
E B PE w1l ey
~ ERES - a L L
[e) i i i B
wn E3ES - E3ES E3ES
(&) . L) L) L) a |l
[ E3ES - B E3ES = E3ES
0 44 44 4 a L) ENEE]
) E3ES - LSS E3ES E3ES
© L) L) L) L) B I PR
— I ol a I 7 10BN o
Y— . LI LI 44 L) ENEE]
o et r LT LI LI Rt
+ E e E E E
L) L) L) L) ENEE]
%) E3ES - E3ES E3ES E3ES
. L) L) L) L) ENEE]
()] o CIEIEY o o o
o L) L) L) L) ENEE]
E3ES - E3ES E3ES E3ES
[ L3 L3 L3 L3 CHEE
E3ES - E3ES E3ES E3ES
(&) . LI L) L) i I
E3ES - E3ES E3ES E3ES
S i i i e O
E3ES - E3ES E3ES E3ES
N 44 44 44 L) ENEE]
E3ES - E3ES E3ES E3ES
< . i i i e BN
E3ES - E3ES E3ES E3ES
L) L) L) L) ENEE]
E3ES - E3ES E3ES E3ES
L) L) L) L) ENEE]
OOOO o S o o o

Figura 2.5. Concentracion de azUcares solubles totales en tallos y hojas de plantas de
verdolaga en etapa vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la
solucién nutritiva. Medias + DE en cada subfigura y 6rgano con letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

Las concentraciones de clorofilas a, b y total, no fueron afectadas por el gradiente salino

evaluado como se observa en el Cuadro 2.2.

Cuadro 2.2. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de verdolaga en etapa

vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.

Clorofila a Clorofilab Clorofila total
NaCl (M)
mg g de peso fresco
0.00 0.92+0.07a 0.63+0.76a 1.58+0.77a
0.25 0.94+0.17a 0.19+0.004a 1.13+0.17a
0.50 0.94+0.16a 0.20+0.02a 1.15+0.11a
0.75 0.84+0.22a 0.18+0.002a 1.03+0.22a
1.00 0.98+0.16a 0.31+0.011a 1.29+0.15a

Medias + DE en cada columna con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P
<0.05).
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2.3.3. Salinidad en pardmetros nutrimentales

El gradiente salino evaluado no afecto las concentraciones de N en tallo y raiz como se

observa en la Figura 2.6. Por el contrario, dosis de 0.75 y 1 M redujeron la concentracion

foliar de N en 47 y 28.8%, respectivamente, en comparacion con el testigo.
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vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.

Medias + DE en cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05).

De la misma manera que en N, la concentracién de P en raices no fue afectada por los

tratamientos evaluados. Por otra parte, se observd en hojas la concentracion de este

elemento fue estadisticamente entre los tratamientos 0.5 y 1 M, respecto al tratamiento

0.75 M. En tallo, la concentracién de P registrada en el tratamiento 0.75 M fue superior al

resto (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Concentracion de fosforo en tejidos vegetales de verdolaga en etapa
vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucion nutritiva.
Medias = DE en cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05).

El 6rgano en el cual se vio mas afectada la concentracion de K fueron las raices, dado
que los tratamientos 0.50, 0.75 y 1.00 M NaCl redujeron la concentracion de este
elemento en 44, 55.2 y 70.4%, respectivamente, en comparacion con el testigo. Por otra
parte, en hojas solo existio reduccién en la concentracion de K en el tratamiento 0.25 M,
respecto al testigo. Asimismo, en tallo, solo el tratamiento 0.75 M Nacl superé en la

concentracion de K al tratamiento 0.25 M NaCl (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Concentracion de potasio en tejidos vegetales de verdolaga en etapa
vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.
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significativas (Tukey, P < 0.05).
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En la Figura 2.9 se presentan los resultados obtenidos de concentracion de Ca en los
distintos o6rganos de verdolaga. Se observa que los tratamientos evaluados no
influenciaron las concentraciones de Ca en hojay en raiz; por el contrario, se observa un
decremento en ésta, respecto al testigo solo con el tratamiento consistente en 0.25 M
NacCl.
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Figura 2.9. Concentracion de calcio en tejidos vegetales de verdolaga en etapa
vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucion nutritiva.
Medias + DE en cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05).
En lo que respuesta a la concentracion de Mg, se observan solo diferencias en hoja y
tallo; En hoja, el tratamiento 0.75 M NaCl reduce la concentracion de Mg en 51%;
mientras que, en tallo, este mismo tratamiento la incrementa en 22.3%; en ambos casos

respecto al testigo (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Concentracién de magnesio en tejidos vegetales de verdolaga en etapa
vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucion nutritiva.
Medias + DE en cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05).
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La concentracion de sodio en hoja fue estadisticamente superior al testigo, en los
tratamientos 0.50 y 0.75 M NaCl, con incrementos del orden de 67.5 y 73.1%,
respectivamente. En tallo, la concentraciéon de Na registrada en el tratamiento 0.75 M
NaCl, fue estadisticamente superior a la del resto de los tratamientos. En raices, se
observo de manera general, una relacién directa entre la concentracion de Na en tejido y

en la solucién nutritiva (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Concentracién de sodio en tejidos vegetales de verdolaga en etapa
vegetativa tratadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.
Medias + DE en cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05).

2.3.4. Salinidad en parametros fisiolégicos

Los datos mostraron que el aumento de los tratamientos salinos, no alteran
significativamente los valores de la transpiracién de la planta durante la fase fenoldgica
madura, del mismo modo, la radiacion fotosintéticamente activa tampoco se vio
significativamente alterada por el aumento en el gradiente salino. Por otra parte, la
conductancia estomatica, mostro diferencias significas entre el tratamiento de 0.25y 1.0
M de NaCl con respecto al testigo (Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.3. Parametros fisiol6gicos en plantas de verdolaga en fase vegetativa tratadas

con NacCl en la solucién nutritiva.

L Conductancia Radiacion
NaCl Transpiracion . . ]
estomatica fotosintéticamente activa

(M) (mmol m2s?)

(mmol m2s71) (umol CO2m2s?)
0.00 1.86+£0.97 a 40.1 +20.90 a 177.66 + 28.36 a
0.25 2.05+3.18 a 45.03+251b 204.33+46.31a
0.50 2.33+0.57 a 45.10 + 10.69 a 184.66 + 21.38 a
0.75 220+0.11a 5456 +1.25a 217.66 £ 30.66 a
1.00 1.60+£0.70a 36.13+16.4 ab 233.66 £92.3 a

Medias = DE en cada columna con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P
<0.05).

De las variables medidas durante el experimento, se analizaron los datos recolectados
realizando un andlisis de correlacién con relacién a variables morfolégicas como fueron,
biomasa foliar, longitud de planta y diametro de tallo principal (Cuadro 2.4). El analisis
de correlacion de Pearson mostr6 una significancia nula entre las variables analizadas,
dado que sus valores (r) fueron superiores a 0.05 y 0.001, por lo cual, biomasa foliar,
longitud de la planta y didmetro del tallo principal son estan condicionados por los

procesos fisioldgicos de conductancia estomatica y transpiracion.

Cuadro 2.4. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre pardmetros fisiolégicos y

morfologicos.

Parametro Biomasa Longitud de Didametro de
foliar planta tallo principal

Radiacién 0.0613 0.1127 -0.0964

fotosintéticamente activa

Conductancia estomatica  -0.3699 -0.1249 -0.3842

Transpiracion -0.0112 -0.0112 0.1539

r se calculdo a partir de la ecuacion lineal. Significancia *P<0.05, **P<0.01

respectivamente.
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2.4. DISCUSION

El aumento de la concentracion salina (0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 M de NacCl, provoco la
reduccion de la cobertura y area foliar de verdolaga de manera significativa sobre todo a
partir de 0.50 M (Figuras 2.1.ay 2.b). resultados similares fueron reportados por Alam et
al. (2014; 2016), quienes encontraron que diferentes concentraciones de NacCl, indujeron
efectos diferentes sobre el nUmero de hojas en 44 accesiones de P. oleracea; en algunas
el nimero de hojas aumentd con respecto al testigo, en otras accesiones el numero de
hojas disminuyd respecto al testigo y en otras, el nUmero de hojas fue estadisticamente
similar al testigo. En el presente estudio no se analizé el efecto de la concentracion salina
en el nimero de hojas, pero si sobre el area foliar y en la cobertura de la planta, lo que
dej6é ver que una concentracion de 0.25 M de NaCl, representa un estrés significativo
para la reduccion de ambas variables; particularmente en el area foliar, se observé un
ligero aumento significativo de su superficie en la concentracién de 1.00 M con respecto

al testigo.

Resultados mostrados por Franco et al. (2011) para el crecimiento de esta especie en
condiciones salinas a las concentraciones de 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 y 15 dS m%, mostraron
que los valores de longitud total, biomasa fresca y biomasa seca, disminuyeron cuando
las concentraciones salinas aumentaron, en el caso de area foliar ésta aument6 con la
concentracion maxima (15 dS m) lo cual también se observé en el presente estudio, ello
hace inferir que en respuesta al efecto estresor, la planta podria compensar los efectos

dafiinos, generando mayor superficie foliar.

Con respecto a las variables morfoldgicas se observo que los valores del diametro del
tallo principal y numero de tallos secundarios disminuyeron significativamente conforme
aumento la concentracion a partir de 0.25 M y hasta 0.75 M de NaCl y aumentaron de
manera significativa cuando la concentracion se elevdo a 1.0 M de NacCl, el mismo
fendmeno se observo en la longitud total de la planta, aunque no de manera significativa.

En cuanto a la longitud radical, ésta aumento linealmente y de manera significativa con
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el gradiente salino, mientras que didmetro de la raiz disminuyo, aunque su reduccion no
fue estadisticamente significativa (Cuadro 2.1) contrario a lo sefialado por Pessoa de la
Cerda et al. (2015) quienes reportaron una reduccion significativa de la longitud radical
en plantas de verdolaga expuestas a una concentracion salina de 0.76, 1.27 y 2.54 mg
L-1. Asimismo, también resulté afectada por la salinidad la biomasa seca, en particular la
de tallo y hojas (Figura 2.2b), resultados similares fueron mostrados por Alam et al (2014)
quienes analizaron el efecto de la salinidad en P. oleracea en diferentes accesiones
expuestas a tratamientos de 0.00, 10.0, 20.0, 30.0 y 40 dS m™ de NacCl.

Diferentes estudios han mostrado que diversas especies incrementan la sintesis de
prolina cuando son sometidas a estrés osmotico, ya sea causado por sequia como por
salinidad; por ejemplo, esto fue observado en un estudio realizado en cuatro especies de
Passiflora (Hurtado et al., 2017), en la haléfita Salvadora persica (Parida et al., 2016), y
en P. oleracea (Yazici et al., 2007; Kafi y Rahimi, 2011; Rahadari et al., 2012). Esta
respuesta también se observoé en este estudio, donde la salinidad increment6 de manera
significativa la concentracion foliar de prolina (Figura 2.4a). Aunque normalmente el
incremento del nivel de prolina esté asociado a la estabilidad bioquimica celular como un
efector del estrés salino al funcionar como un metabolito osmoprotectante (Hasewaga y
Bressan, 2000), algunos autores que consideran que altos niveles de prolina mas que
servir como un osmolito regulador, podrian desempefiar un papel como indicador de
estrés hidrico y salino por lo que sus altos niveles en la planta podrian incluso llegar a
causar fitotoxicidad (Mansur y Ali, 2017). Por otro lado, bajos niveles de prolina podrian
ayudar a la estabilizacion de proteinas de membrana, recolectando ROS y asi

disminuyendo el dafio celular (Gill y Tuteja, 2010; Slama et al., 2015).

En este estudio no existieron diferencias entre tratamientos en las concentraciones de
azucares en tallos y hojas (Figura 2.5b). Estos resultados son contrarios a lo reportado
por Rahadari et al. (2012) quienes encontraron que el aumento en la concentracion de
sodio en P. oleracea expuesta 50, 100, 150 y 200 Mmol de NaCl, favorece el aumento

significativo de azucares totales en hojas.
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En cuanto al contenido de clorofila (Cuadro 2.3), Kafi y Rahimi (2011) y Rahadari et al.
(2012) reportaron un incremento proporcional con la dosis salina en P. oleracea. Por el
contrario, en este estudio dicho incremento no fue significativo (Cuadro 2.3), lo que
podria ser similar a los resultados obtenidos por Jin et al. (2016) en P. oleracea, donde
registraron que la salinidad ocasion6 una disminucion ligera y no significativa de los
niveles de clorofila, mientras que en la misma especie, pero sometida a estrés por
deshidratacion y rehidratacion combinado con salinidad, Jin et al. (2015), reportaron que

el dano salino inhibe la sintesis de clorofila.

En este estudio se pudo observar que las concentraciones de N en hoja disminuyeron
con el aumento de la concentracion salina (Figura 2.6), datos similares reportan Parida
et al. (2016) en Salvadora persica cuando fue tratada con las concentraciones de 0. 250,
500 y 750 mM NacCl. Uddin et al. (2012) indican que el N es un elemento que se ve
reducido con el aumento de la concentracion salina; por otro lado, Hu y Schmidhalter
(2005) han encontrado que la salinidad reduce la concentracion de NOz™ en las hojas por

su antagonismo con el ClI-, pero que el contenido de N total no es afectado

En cuanto a la concentracion de P en hoja, se observa tendencia a aumentar con el
incremento en la dosis de NaCl; sin embargo, no existié significancia estadistica (Figura
2.7). Se ha observado que la salinidad ocasiona que la asimilacion de P disminuya en el
tejido de la planta como parte de la toxicidad i6nica (Munns, 2002; Parihar, 2014).

El NaCl provoc6 una disminucién no significativa de la concentracion de Ca?* y Mg?* en
todos los tratamientos con respecto al testigo tanto en raiz, como en tallo (Figuras 2.9y
2.10). La absorcion i6nica puede ocasionar deficiencia o toxicidad afectando el
crecimiento y desarrollo de la planta; de tal forma que, cuando la asimilacion ionica es
afectada por el estrés salino, el primer érgano en ser afectado por los mecanismos

sinérgicos o antagonicos es la raiz (Grattan y Grieve, 1999; Uddin et al., 2012).

69



En el presente estudio se observo una relacion directa entre la concentracion de NaCl en
la solucidn nutritiva y la de Na en tejidos vegetales (Figura 2.11). Por el contrario, en este
estudio se observé que la concentracion de K se redujo significativamente en todos los
tratamientos respecto al testigo en todos los érganos (Figura 2.8). Resultados similares
reportaron Sdouga et al. (2019) quienes deducen que existe un efecto competitivo entre
Na* y K* por los transportadores de K* en las raices de verdolaga cuando se exponen a
concentraciones maximas de 150 mM. Dadas las concentraciones de Na* encontradas
en la planta apunta a que el ion Na* representa un elemento indispensable para el
crecimiento y mantenimiento de la planta por lo que su acumulacién se observa en hojas
y tallo y no en la raiz para evitar su efecto téxico. Al parecer esta dependencia al Na* es
aplicable a algunas plantas C4 donde su presencia sirve de estimulador de crecimiento,
ello no significa que sea antagonico de K* sino que, en ausencia de este elemento, el
sodio puede suplir las mismas funciones, aunque también se ha reportado que en
presencia de Na*, los niveles de K* se reducen significativamente (Subbarao et al., 2003),

como se observo en esta investigacion.

En cuanto a las variables fisioldgicas, los valores de transpiracion (Cuadro 2.3),
aumentaron con la concentracion salina salvo con el tratamiento de 1.00 M aun cuando
dicho incremento significativo; esta misma tendencia se observd en los valores de
conductancia estomatica (Cuadro 2.3). Datos similares encontraron Méndez et al. (2016)
al evaluar el efecto de la suspension de riego en dos variedades de cafia de azucar
(especie con metabolismo C4), en una de las cuales, la transpiracion y la conductancia
estomatica disminuyeron dado que fue mas sensible a la suspension del riego; en otra
variedad aumentaron dado que su tiempo de maduracién fue mas largo. Bajo este
contexto se puede inferir que concentraciones menores de 1.00 M no afectan
significativamente el crecimiento y desarrollo de verdolaga, de hecho, podria tratarse de
un efecto asociado al metabolismo del Na en la planta, dado que P. oleracea posee un
metabolismo C4 que puede ser cambiado al tipo CAM (Lara et al., 2004), con lo que se
da la disminucién del metabolismo fotosintético, esta fluctuacion entre metabolismo C4-
CAM, es posible que dote a P. oleracea de una mayor capacidad adaptativa (Holtum et
al., 2017).
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Aungue no hubo diferencias significativas en la produccion de clorofila (Cuadro 2.2) los
valores de RFA aumentaron de manera lineal con el aumento en los tratamientos con
respecto al testigo (Cuadro 2.3). De esta manera las correlaciones entre variables
fisiolégicas y morfoldgicas (Cuadro 2.4), mostraron que la conductividad estomatica no
se encuentra relacionada con la cobertura y diametro de tallo principal por lo que la planta
requiere de mayor superficie de transporte y almacenamiento de agua para recuperarse
del estrés hidrico (Karkanis y Petropoulos, 2017), ademas de controlar la transpiracion y
la asimilacion de COz2, regulando la productividad de la planta (Esperon y Barradas,
2016).
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2.5. CONCLUSIONES

El presente trabajo busca apoyar la expectativa de que P. oleracea puede desarrollar
respuestas evolutivas a escenarios productivos indeterminados, sabemos que la
plasticidad fenotipica que posee, ademas de un metabolismo fotosintético que puede
fluctuar de C4 a CAM, le permite tolerar condiciones de dafio salino y deshidratacion
extrema. A pesar de los extensos trabajos que se han realizado en este género, aun hay
incégnitas que valdria la pena conocer; al respecto, este estudio mostro que la respuesta
fisiologica de P. oleracea al ser expuesta a estrés salino, no fue significativa, en contraste
con las alteraciones metabdlicas y nutrimentales observadas, lo que repercute

directamente en la variabilidad de las variables morfologicas.
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CAPITULO Ill. EFECTO DEL ESTRES SALINO EN LAS CARACTERISTICAS
ANATOMICAS DE Portulaca oleracea

RESUMEN

La verdolaga (Portulca oleracea) es una planta que ha demostrado ser tolerante al estrés
salino. Su metabolismo fotosintético C4 NAD-ME le permite aprovechar parte del sodio
en la solucion del suelo como un recurso nutrimental. En este contexto, se investigaron
los mecanismos de tolerancia de esta planta y los efectos de diferentes concentraciones
de NaCl en el desarrollo, acumulacion y distribucion en tejidos y formas de
biomineralizacion. Se encontr6 que una concentracion de 1.0 M NacCl, provoco la
disminucién del area de parénquima lagunar en hojas, y presenté la formaciéon de
concreciones, drusas y cristales pseudo-prismaticos ubicados en regiones del
parénquima lagunar, haces vasculares y regiones cercanas a las células guarda de los
estomas. El analisis por microscopia electronica de barrido (SEM) y microanalisis por
rayos — X mediante espectroscopia por energia dispersiva (EDS), mostré que la
composicién quimica de los cristales formados incluye organizacion cristalina de Ca, Na,
SiO4, AlOs y FeO2. De esta manera se puede inferir que P. oleracea es una especie que
posee una diversificada gama de recursos para tolerar el ambiente estresante de acuerdo

con la fluctuaciéon de las concentraciones salinas.

Palabras clave: biomineralizacion, drusas, NaCl, tejidos
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3.1. INTRODUCCION

En estadios iniciales, el estrés osmotico como efecto de la salinidad, causa interrupcion
membranal, desequilibrio nutrimental, perjudica la capacidad de desintoxicar las especies
reactivas de oxigeno, altera la produccién enzimética y disminuye la apertura estomética
y fotosintesis (Gupta y Huang, 2014). Para las plantas que persisten en suelos salinos es
importante mantener un equilibrio osmoético constante para lo cual, mantienen una
concentracion de Na*y Cl- en hojas y raiz, similar a la concentracién idnica en la solucién
del suelo, lo que lleva a la planta a desarrollar tolerancia tisular la cual se caracteriza por
secuestrar Na* y CI" en las vacuolas y mantener las concentraciones bajas en el
citoplasma (Munns et al., 2016). Para proteger el crecimiento activo y el metabolismo de
las células, las plantas regulan el movimiento de iones en los tejidos controlando el flujo
de sal durante la entrada de iones en la corriente del xilema. Aunque el trasporte de iones
a través de las células epidérmicas y corticales contribuye a una reduccién de NaCl que
entra al xilema en la endodermis, el movimiento radial de los solutos debe ser a traves
de un camino simplastico, de esta forma la banda de Caspary constituye una barrera

fisica para el transporte apoplastico (Hasegawa et al., 2000).

Estudios recientes sugieren que la recirculacion de Na* de los brotes a la raiz resulta una
via eficiente para proteger las células de las hojas de su toxicidad, porque el secuestro
vacuolar de Na* en hojas es pobre, de tal manera que la recirculacion de Na* del vastago
a raiz en la savia del floema es el principal mecanismo involucrado en la prevencion de
llegada de Na* a las células corticales (Wu, 2018). El secuestro vacuolar es un
mecanismo de tolerancia de la planta a la sal, el cual esta mediado por los antiportadores
Na*/H* (Mansour, Salama y Al- Mutawa, 2003). Tiene como funcién prevenir el aumento
de las concentracione de Na* citosolico manteniendo la relacion K*/Na* y controlando el
potencial osmotico vacuolar (Wu, 2018).
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Dado que la mayor parte del volumen celular est4 ocupado por la vacuola y la mayoria
del metabolismo se desarrolla en el citoplasma, una forma en que la planta mitiga la
toxicidad del Na* en el citosol es almacenandolo en la vacuola mediante los

antiportadores Na*/H* (Rahnama et al., 2011).

Se ha encontrado que dentro de los efectos que tiene el estrés salino en las
caracteristicas anatomicas de las plantas se encuentra el adelgazamiento de las paredes
celulares del metaxilema radical (Bijanzadeh y Emam, 2015), el adelgazamiento de la
epidermis en hoja, la reduccién del tamafio y el nUmero de estomas en plantas de cebada
(Cavusoglu y Gunes, 2015); asimismo, se ha reportado que ocasiona el endurecimiento
de la cuticula radical, el adelgazamiento del cortex en raiz, y el alargamiento del
parénquima de empalizada en foliolos de Leucaena leucocephala y Prosopis chilensis
(El- Lamey, 2015). En algunas accesiones de Portulaca oleracea, el estrés salino produce
agrandamiento ligero de las células corticales (Alam et al., 2015); en calabaza, el estrés
salino reduce el ancho, longitud, nimero y diametro de los haces vasculares (Mageed et
al., 2016); en soya la salinidad causa la reduccién del tamafio de estomas y el
adelgazamiento de la epidermis en hojas de plantas (Juwarno, 2017). Por el contrario, el
aumento de la concentracion salina en el cultivo de calabacita causa el engrosamiento
del parénquima laminar, de empalizada y esponjoso e incrementa el espesor y porcentaje
de espacios intercelulares (Rouphael et al., 2017); asimismo en Diplachne fusca, el estrés
salino aumenta el grosor de tejidos epidérmicos y endodérmicos, ademas de engrosar el

cortex radical e incrementar el tamafio de las células corticales (Rahat et al., 2019).

En este contexto, y dado que los efectos de la salinidad en las caracteristicas anatémicas
de verdolaga (Portulaca oleracea) no han sido claramente evidenciados, el objetivo de
este estudio fue evaluar la respuesta anatdmica de esta especie al exponerse un

gradiente de estrés salino inducido por NaCl.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal

Se obtuvo semilla de verdolaga (Portulaca oleracea) en un mercado local de la region
productiva de la zona chinampera de Xochimilco, Ciudad de México.

En invernadero con temperaturas medias de 28 °C y un fotoperiodo de 12 h, se
germinaron las semillas en charolas de germinacion teniendo como sustrato una mezcla
de turba (Premier®) y perlita (Agrolita®) en proporcion 1:1 (v:v) y se regaron con solucién
de Hogland al 50% [Ca(NO3s)2 4H20 2.0 mM, KNOs3 2.0 mM, NH4NOs 0.5 mM, MgSOa
7H20 0.5 mM, KH2PO4 0.25 mM, Fe-EDTA 40 uM, H3BO3 25 uM, MnCl2 4H20 2.0 pM,
ZnSO4 7H20 2.0 pM, CuSO4 5H20 0.5 pM, KCI 50 pM, (NH4)sM07024 4H20 0.075 pM y
CoCl2 6H20 0.15 pM].

Cuarenta y dos dias después de la germinacion, las plantas maduras fueron
trasplantadas a macetas de 1 kg de capacidad conteniendo perlita como sustrato y se
separaron en lotes para el inicio de la aplicacion de tratamientos. El pH de las soluciones
de Hoagland fue ajustado a 6.

3.2.2. Disefio de tratamientos y disefio experimental

Los tratamientos evaluados fueron las siguientes dosis de NaCl: 0, 0.25, 0.50, 0.75y 1.00
M, mismas que fueron adicionadas a la solucion nutritiva de Hoagland al 50 %. Las
soluciones nutritivas con NaCl fueron utilizadas para el riego de las macetas, mismas que
se mantuvieron a capacidad de campo durante 14 dias.

Se establecid un experimento completamente al azar con ocho repeticiones por
tratamiento. La unidad experimental fue una maceta de 1 kg, conteniendo una planta

madura de verdolaga y como sustrato perlita.

82



3.2.3. Anatomia foliar

Se cosecharon cuatro plantas por tratamiento de manera aleatoria. Se tomaron hojas
bien desarrolladas, la tercera después de la parte apical de la rama y se colocaron en
Formaldehido-acético-alcohol (FAA), posteriormente se obtuvieron preparaciones fijadas
en secciones de la parte media de la hoja, raiz y cortes paradermales usando un
micrétomo manual y fijado en portaobjetos con tincidon de safranina. La observacion de
los cortes se realizd en un microscopio (Carl Zeiss lll RS Binocular de fluorescencia con
contraste de fase, Alemania); mientras que, la toma de imagenes se hizo con una camara
para microscopio (Paxcam, PX-CM, USA). Las imagenes obtenidas se analizaron
utilizando el programa de manipulacion de imagenes de GNU, GIMP 2.8.18 (1995-2016).
Las variables medidas fueron porcentaje de area ocupada por el parénquima lagunar
(capa de células subdérmicas pobres en clorofila, caracterizada por amplios espacios
intercelulares que se ubica por debajo del parénquima en empalizada) y la densidad de
drusas (arreglos cristalinos de oxalato de calcio, el oxalato de calcio se forma en el interior

de las vacuolas conformando un solo cristal) por mm3.

3.2.4. Microscopia electronica de barrido y microanalisis elemental de Rayos- X

Con la finalidad de tener muestras contrastantes, se tomaron cuatro plantas tratadas con
1.00 M NaCl y cuatro del tratamiento testigo (sin salinidad). Se cortaron secciones de 1
mm? y se fijaron en glutaraldehido, posteriormente las muestras se deshidrataron
mediante un tren de etOH y a su término se sometieron a deshidratacién a punto critico
para después metalizarce con recubrimiento de oro dentro de una ionizadora (Jeol, LTD
JFC-1100b Fine Coat lon Sputter, Francia). EI microandlisis elemental se realizé con un
microscopio electrénico de barrido marca Jeol JSM-8390, USA. Mediante espectroscopia
de rayos X de energia dispersiva, que se realizo mediante microanalisis de elementos de
namero atémico (Z) mayor a 11 (Na), con una estacién de andlisis de rayos X de energia
dispersiva (INCA Energy 250 Dispersive x-ray remium) con detector por deriva de silicio
(SDD) libre de nitrégeno (Zouhaier et al., 2015).
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3.2.5. Andlisis estadistico
Con los resultados obtenidos en las variables area ocupada por parénquima lagunar y

densidad de drusas se realizo andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias
(Tukey, P < 0.05), usando el software SAS (SAS, 2011).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1 Analisis anatomico de raiz y hoja de P. oleracea

El aumento en la concentracion salina no afectd de manera significativa el volumen
radical (datos no mostrados) con respecto al testigo; sin embargo, se observé un cambio
significativo en su anatomia foliar (Figura 3.1a) donde el &rea de parénquima lagunar se
redujo conforme al aumento de la concentracion salina (Figuras 3.1b y 3.2). La reduccion
del area del parénquima lagunar se redujo en 18.9, 18.1, 11.7 y 20.5%, en los
tratamientos 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 M NaCl, respectivamente en comparacion con el

testigo.

Figura 3.1. Corte transversal de hoja de P. oleracea sin tratamiento con NacCl (a) y con
tratamiento con 1.00 M NaCl (b). Parénquima lagunar (PI); haces vasculares (hv); drusas
(d). (Barra de escala: 200 um, 40X).
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Figura 3.2. Area ocupada por parénquima lagunar en tejido foliar de verdolaga (P.
oleracea) tratada con un gradiente salino. Medias + DE con letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

Por otra parte, la densidad de drusas se relaciona de manera positiva con la
concentracion de NaCl en la solucion nutritiva. El tratamiento con 0.25, 0.50, 0.75y 1.00
M NaCl incrementé en 17, 37, 55 y 68% el nimero de drusas con respecto al testigo
(Figura 3.3).
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Figura 3.3. Densidad de drusas en tejido foliar de verdolaga (P. oleracea) tratada con un
gradiente salino. Medias + DE con letras distintas indican diferencias estadisticas

significativas (Tukey, P < 0.05).
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3.3.2 Microscopia electronica de barrido y microanalisis elemental de Rayos-X

El andlisis de las secciones transversales de hoja de P. oleracea mediante
espectroscopia electronica de barrido (SEM), mostro la presencia de cristales de oxalato
de calcio (drusas) y otros cristales con composicion variada distribuidos en secciones

cercanas a los haces vasculares y parénquima lagunar (Figuras 3.4y 3.5).
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Figura 3.4. Micrografias de microscopia electronica de barrido (SEM) de cortes
transversales de plantas de verdolaga (P. oleracea) tratadas con 1 M NacCl. (a) Porciones
del haz vascular con presencia de drusas (200X). (b) Haz vascular y drusa (600X). (c y
d) Magnificacién de drusa (5000X). (e) Microanalisis de rayos-X de la drusa.
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Figura 3.5. Imagenes de SEM de varios cristales en hojas de P. oleracea asociados a
parénquima lagunar. (a, b y c) Drusas. (d y €) Concreciones. (f, g y h) Bloques seudo-

prismaticos.
3.3.3 Composicion elemental de cristales
Los resultados del microanalisis por rayos-X realizados en zonas del parénquima lagunar

y estructura vascular de las hojas de P. oleracea mostraron que, la composicién quimica

de dichos cristales es variable (Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1. Composicion elemental de estructuras cristalinas localizadas en parénquima

lagunar de hojas de P. oleracea mediante microanalisis por rayos X.

Elemento (peso %)

Muestra
C @) Na Mg Ca Al Si Cl K
Espectrum 2 5757 29.30 2.99 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.16
Espectrum 3 52.72 30.99 3.28 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 3.46
Espectrum 8 51.58 37.46 1.39 0.00 1.23 2.84 4.46 0.65 0.39
Espectrum 9 0.00 4522 3.82 0.00 6.07 13.88 0.00 0.00 0.00

Espectrum 10 24.12  50.48 0.85 0.00 24.14 0.40 0.00 0.00 0.00
Espectrum 11 16.77 5841 0.54 0.00 2429 0.00 0.00 0.00 0.00
Espectrum 12 11.26 5185 0.68 0.00 36.22 0.00 0.00 0.00 0.00

Espectrum 13 26.52 50.47 0.96 0.00 22.05 0.00 0.00 0.00 0.00

Asimismo, las drusas analizadas mostraron una composicion variable de oxalato de

calcio (Figura 3.6) y sodio (Figura 3.7).
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Figura 3.6. Composicion elemental de drusas de oxalato de calcio localizada en
parénquima lagunar de hoja de P. oleracea. Imagen de SEM y analisis elemental

mediante microanalisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos- X (EDS).
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Figura 3.7. Composicién elemental de drusa de oxalato de calcio (a) y sodio (b) localizada
en parénquima lagunar de hoja de P. oleracea. Imagen de SEM y analisis elemental

mediante microanalisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos- X (EDS).

Los andlisis realizados mediante EDS de rayos-X en paredes tejidos de hoja, mostraron
que la mayor concentracién de Na y Cl se encuentra en el parénquima lagunar y los haces
vasculares, ademas de acumularse en pequefios cristales adsorbidos en la superficie de

las membranas (Figura 3.8).

90



(a) 500 Spectrum 13 (b) Spectrum &
E00
(2] 0
o ]
T 400 T
L] ]
= =
Q Q
200
oLk T T T T T T T 7 T T T Y y
o 1 2 3 4 5 G 7 =) B =1 7 g 9
Full Scale 813 cts Cursor: 0,000 keV Full Scale 9539 cts Cursor: 0.000 keV |
(c) Ca Spectrum 7 (d) U Spectrum 1
=1ulu] 200
@ 800 a8 1s0]
] -
[ c
o 4
5 400 3 1004
() Q
200d||o ™M@ 50
] K
Ca
o T T T T T T T r y 0L T T T T T S SR REEE
u] 1 2 3 4 3 [ 7 g = 1] 1 2 3 4 5 [ 7 g =
Full Scale 974 cts Cursor: 0000 keV Full Scale 254 cts Cursor: 8887 (3 cts) keV i
Spectrum 12 (f) i Spectrum 9
30004
L]
2 2000
S 3
[7] O
3
Q
1000
f T s 0 . : T —— f S
[ g 10 u) 2 4 6 g 10]
Full Scale 2873 cts Cursor: 0.000 keV keFull Scale 3890 cts Cursor: 0.000 keV
(g) Spectrum 3 Spectrum 11
1500,
@ 1000
-
c
@«
a o
500
rla K
0 : . . : : : - . e i 5
o 2 4 [ g 10 4 6 g 10]
Full Scale 1666 cts Cursor: 0.000 keV keWFull Scale 3854 cts Cursor. 0.000 keV

Figura 3.8. Espectros de EDS de cristales y diferentes areas del parénquima lagunar en
secciones transversales de hoja de P. oleracea. En a, b y c, los picos méas altos
corresponden a C, O y Ca como parte de la composicién de oxalatos (correspondientes
con los cristales de las Figuras 3.5a, 3.5b y 3.5¢). En d y e los picos mas altos
corresponden a Na y Cl, los cuales forman cristales adheridos a algunas membranas
(correspondientes con las Figuras 3.5d y 3.5e). En f, g y h se observan composiciones
morfocristalinas mas heterogéneas mostrando altos niveles de Siy K (correspondientes

con los cristales de las Figuras 3.5f, 3.5g y 3.5h).
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El analisis cristalografico realizado sobre tejidos mediante EDS de rayos-X en cortes
transversales de la hoja, mostré un mayor porcentaje en la proporcion de Na y Cl ademés
de Siy K en regiones del mesofilo (Figuras 3.9a y 3.9b), cercano a haces vasculares y
membranas internas del parénquima lagunar (Figuras 3.10a y 3.10b) y sobre la cara
adaxial cercana a los estomas (Figuras 3.11a y 3.11b), ademas de una composicion

elemental en la que el Ca se encuentra disminuido en su porcentaje (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2. Composicion elemental tisular en hoja de P. oleracea mediante microanalisis por rayos X.

Muestra

Elemento (peso %)

Localizaciéon

C o) Na Mg Ca Al K Cl
Espectrum 2 13.27 55.18 0.00 0.00 31.56 0.00 0.00 6.97 Parénquima lagunar
Espectrum 3 73.73 24.93 1.34 0.00 0.00 0.00 0.00 9.05 Haz vascular
Espectrum 12 42.27 19.76 10.56 0.00 0.00 0.00 3.29 24.11 Mesdfilo
Espectrum 14 43.24 30.76 7.76 0.00 0.00 0.00 4.86 13.39 Parénquima lagunar
Espectrum 15 42.13 27.09 2.20 0.00 0.00 0.00 13.38 15.20 Membrana interna
Espectrum 17 43.44 38.20 3.48 0.00 0.00 0.00 5.57 9.04 Cara adaxial
Espectrum 18 44.62 36.07 4.36 0.00 0.00 0.00 6.15 8.80 Cara adaxial
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Figura 3.9. Composicién elemental de cristales de NaCl y micrografia por SEM,
localizados en parénquima lagunar (a) y en la region del mesofilo (b) en cortes
transversales de hoja de P. oleracea. Imagen de SEM y analisis elemental mediante

microandlisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos- X (EDS).
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Figura 3.10. Composicion elemental de cristales de NaCl y micrografia por SEM,
localizados en haces vasculares (a) y en membrana interna del parénquima lagunar (b)
en cortes transversales de hoja de P. oleracea. Imagen de SEM y analisis elemental

mediante microanalisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos- X (EDS).
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Figura 3.11. Composicién elemental de cristales de NaCl y micrografia por SEM,

localizados en cara adaxial de la hoja (a) y area aledafia al estoma (b) en cortes

transversales de hoja de P. oleracea. Imagen de SEM y analisis elemental mediante

microanalisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos- X.

97



3.4. DISCUSION

3.4.1. Cambios en la anatomia foliar

Uno de los efectos del estrés salino en la anatomia de las plantas, es la reduccién de la
divisién celular tanto en raiz como del vastago, lo que afecta también la expansién celular
(Prado et al., 2017). En este estudio se observo que el aumento de la dosis de NaCl en
la solucion nutritiva tiene un efecto lineal significativo en la reduccion del area que ocupa
el parénquima lagunar con respecto al testigo (Figura 3.2a), resultados similares han sido
observados en los trabajos de Bijanzadeh y Emam (2015), quienes analizaron el
adelgazamiento de las paredes del metaxilema y (Cavusoglu y Gunes, 2015) en la
epidermis en hojas de cebada. Ademas de la reduccion del area del parénquima lagunar,
altas concentraciones salinas, alteraron la arquitectura tisular del parénquima lagunar,
comprimiendo sus paredes (Figuras 3.2 y 3.3), de manera coincidente Reginato et al.
(2016) mencionan que la alta concentracion salina, ocasiona la compresion del laminado
celular del mesdfilo, acortamiento de las células del clorénquima y reduccion del diametro
del xilema. Asi mismo se puede observar que en ambas micrografias (Figura 3.7a y
3.7b), hay presencia de cristales como parte de la estrategia que emplea la planta para

biomineralizar compuestos e inmovilizarlos.

Un aspecto importante de la tolerancia al ambiente salino que desarrollan las plantas
frente al estrés es la tolerancia tisular, de esta forma, aquellas plantas denominadas
haléfitas pueden mantenerse persistentes y completar su ciclo de vida en ambientes
altamente estresantes, para lo cual hacen que sus 6rganos desarrollen la capacidad de
mantener su metabolismo eficientemente mientras sus células y tejidos mantienen altas
concentraciones de Na y Cl (Munns et al., 2016). Sin embargo, la tolerancia tisular esta
acompafnada de un mecanismo de segregacion ionica en el cual altas concentraciones
de iones que pueden resultar dafiinos para el aparato metabdlico son translocados a
regiones de la raiz, tallo, hojas o frutos en donde se compartimentalizan (Polle y Chen,
2015). De esta manera la compartimentacion de iones depende directamente del tipo de

biomeralizacion (proceso de formacion de cristales) que la planta desarrolle.
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La formacion de estos biominerales, puede ser bioldgicamente inducida o controlada (De
la Fuente et al., 2018). En la mineralizacion biolégicamente inducida, el organismo
modifica su ambiente proximal y crea condiciones fisicoquimicas que favorecen la
precipitacion del mineral, sin embargo, el organismo tiene poco o nulo control sobre sobre
la localizacién, orientacion, morfologia y composicion de los cristales. Por otro lado,
cuando se refiere a mineralizacion biolégicamente controlado, el organismo puede
controlar la localizacion, nucleacion, crecimiento, forma y tamafio de los cristales los

cuales se regulan mediante proteolipidos y proteoglicanos (He et al., 2014).

3.4.2. Cuantificacion de Na* en secciones transversales de hoja de P. oleracea

mediante microanalisis elemental por Rayos- X (EDS)

Los andlisis realizados en las muestras mediante SEM, revelaron que la mayor
concentracion de Na* y CI-, se ubica en los tejidos del parénquima lagunar en forma de
concreciones (Figura 3.5d y 3.5e), asi como en secciones cercanas a los haces
vasculares (Figura 3.10a) y membranas internas del parénquima (Figura 3.10b), sobre
la cara adaxial de la hoja (Figura 3.11a) y area de los estomas (Figura 3.11b). Esto hace
suponer que una de las estrategias que emplea la planta para tolerar el estrés salino,
involucra la absorcion de iones mediante la raiz a través de canales idnicos no selectivos
(NSCC) mediante la via simplastica, parte del Na* intruido traspasa las células de la
epidermis radical hacia el cortex a través de antiportadores SOS1 y queda alojado en el
citoplasma a través de intercambiadores de la familia NHX ubicados en el tonoplasto,
cuando se quiere disminuir el exceso de Na* bombas de protones H*-ATPasa y H*-
APPasa generan el gradiente electroquimico potencial necesario para extruir el Na*
excesivo y mediante antiportadores SOS1 es conducido al xilema, en el xilema el
aumento de la transpiracion conducen el exceso de Na* a las hojas o puede transferirlo
al floema a través de canales HKT1 para conectarlo con el floema radical para su
extrusion. Ya en hoja el Na* penetra el citoplasma de la célula con auxilio de los SOS1y
de ahi se va a la vacuola a través de los intercambiadores NHXs (Almeida, Oliveira y
Saibo, 2017).
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De esta manera, las concentraciones de Na* fluctlan y se regulan gracias a la
intervencién de antiportadores, intercambiadores y canales para llevar el Na* a xilema y
de ahi traslocarlo y compartimentalizarlo en el parénquima lagunar donde no afecte la
fotosintesis como lo sefiala Hasegawa et al. (2000). Resultados similares has sido
reportados por Quintero et al. (2008) donde bajo condiciones de sodio acumulado en
Girasol, altas concentraciones de este elemento fueron translocadas al tejido aéreo;
también se dio la acumulacion de Na* en apoplasto de la raiz en la misma especie
(Ebrahimi y Bhatla, 2012). En Nitraria tangutorum se ha observado acumulaciéon de Na*
y CI- en el espacio intercelular, pared celular y células corticales de la raiz (Liu et al.,
2014); en hojas de Tamarix ramosissima se observo la compartimentalizacion de Na* y
sus efectos en el tonoplasto y membrana plasmatica ademas de biomineralizacion en
tejidos foliares (Shuyskaya et al., 2017); y en calabaza que la retencion de Na* y K* se

di6 tejido del mesofilo como un mecanismo de tolerancia tisular (Niu et al., 2018).

Estudios descritos por Lv et al. (2012) en Salicornia europea, sefialan que el 6rgano de
mayor compartimentacion fueron las hojas y la concentracién de Na* incrementé con la
concentracion del tratamiento, lo cual se observo de la misma manera en el presente
experimento. En ambos casos se observo que la raiz no present6 ninguna estrategia de
exclusion idnica, lo que podria suponer que la suculencia de las hojas es el principal
recurso con el cual cuenta la planta para tolerar las condiciones de estrés. Ogburn vy
Edwards (2010) sugieren que en plantas hal6fitas a diferencia de otras angiospermas
donde la suculencia tiene una funcién almacenadora en haldéfilas la suculencia tiene una
propiedad diluyente por el agrandamiento vacuolar que se ha desarrollado como
respuesta al estrés salino (Males, 2017). Dado que la suculencia se desarrolla en
respuesta a la concentracion salina del medio, se esperaria que, en el estudio de Guevara
et al. (2019) hubiera una respuesta lineal positiva entre el incremento de la concentracion
salina y la biomasa fresca, lo cual no ocurre, sino de manera inversamente proporcional,
lo que hace inferir que en el caso de P. oleracea, la suculencia mas que tener un efecto
diluyente de la concentracion idnica, su principal funcién es de almacenamiento, asi como
estar asociada a mecanismos de tolerancia tisular como ocurre con las raices en plantas
de trigo (Wu et al., 2015).

100



3.4.3. Composicion elemental de cristales compartimentalizados en tejidos
foliares analizados mediante microanélisis por rayos-X EDS

Aunque parte de los iones absorbidos durante el experimento se acumularon mediante
biomineralizacion y formaron diversas estructuras cristalinas en regiones celulares del
parénquima lagunar, haces vasculares y superficie de la hoja, se infiere que uno de los
mecanismos por los cuales P. oleracea inmoviliza los iones dafinos es mediante
mineralizacion biolégicamente inducida (Figuras 3.5a-h), de manera similar a los

resultados obtenidos en el trabajo de He et al. (2012a).

El analisis de EDS, revel6 que el elemento mas abundante en forma precipitada fue el
Ca lo cual podria limitar su asimilacion por parte de la planta (Prasad y Shivay, 2017), por
tanto, las drusas estan formadas exclusivamente de oxalato de calcio (CaOX), lo que
hace pensar que la planta sélo requiere de bajas cantidades de este ion para mantener
su metabolismo (He et al., 2012b) incluso la regulacion homeostética de Ca en la planta
esta ligada con la intervencion de la Ca?*-ATPasa que desempefia un rol importante en

la homeostasis activa de Ca?* en citoplasma (Bonza y De Michelis, 2011).

Bajo condiciones normales el Ca?* se encuentra distribuido en el citoplasma, sin
embargo, en condiciones de estrés salino el Ca?* libre podria ser translocado a vacuolas
y membranas intercelulares como estrategia de reserva, dado que el exceso de Na* altera
la funcién de la Ca?*-ATPasa iniciando el proceso oxidativo (Yuan, et al., 2015). Dado
gue otros elementos que se encontraron como constituyentes de drusas fueron Si
(posiblemente en forma de SiOa4), Al (como AlOs) y K* (formando sulfato de potasio)
(Cuadro 3.1), tienden a formar compuestos de reserva dado que su concentracion solo

depende de las dosis liberadas por la solucién nutritiva.

Aquellas estructuras cristalinas amorfas denominadas como concreciones y bloques
pseudo-prismaticos podrian incluir cristales de NaCl, Na2SOasy oxalatos de sodio (NaOX);
como lo reportan De la Fuente et al. (2018) al observar biomineralizacion de Ca en

parénquima, NaCl en células de epidermis y cristales de Na, Cly K en células colapsadas
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de xilema en hojas de Sarcocornia pruinosa. Ademas, en este estudio se registraron altos
porcentajes CI- en comparacién con el Na* (Cuadro 3.2), lo que puede indicar que la
toxicidad del NaCl podria ser atribuible al efecto del CI- y no al Na* que funge
principalmente como elemento esencial dentro del metabolismo Csde la planta (Maathuis,
2014; Lv et al., 2011; Wang et al., 2012). P. oleracea es una planta de metabolismo Ca-
CAM la cual es ventajosa en climas donde el CO: tiende a ser limitante, lo que puede
ocurrir en niveles altos de temperatura y en habitats con déficits hidricos (Voznesenskaya
et al., 2010), cuando se expone a periodos largos de deshidratacion, ocurre la
disminucion del metabolismo fotosintético como consecuencia de la disminucion de la
fijacion neta de CO: y de la actividad de la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/ oxigenasa,
fosfoenolpiruvato carboxilasa, ortofosfato de piruvato dicinasa y fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (Lara et al., 2004). Dado que los escases de COz2 es latente en ambientes
con estrés salino, la presencia de drusas y cristales con composicion de oxalato sugiere
que podrian servir de reservorio bioquimico asi la planta puede formar cristales durante
la noche y solubilizarlos durante el dia, de esta manera la descomposicion de estos
cristales mediante la actividad del oxalato oxidasa en CO: libre lo hace un recurso
indispensable para la fotosintesis (Tooulakou et al., 2016).

La suma de los resultados obtenidos en esta investigacion apunta a que el éxito evolutivo
que presenta P. oleracea, estd modulado por una combinacién de efectos parentales y
fenotipicos dentro de la generacion como se han observado en estudios realizados por
Moriuchi et al. (2016). Modificaciones postraduccionales de histonas y metilacién del ADN
estan sujetas a cambios dindmicos en respuesta a estimulos endégenos y/o externos y
pueden tener un impacto en la plasticidad fenotipica (Fortes y Gallusci, 2017). La
plasticidad fenotipica es frecuente como parte de la adaptacién a la heterogeneidad
ambiental, aunque las respuestas puedes ser pasivas en lugar de adaptativas lo que
sugiere que la evolucién de la plasticidad adaptativa no se cumple o que tal evoluciéon

esta impedida por las restricciones ambientales (van Kleunen y Fischer, 2004).
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3.5. CONCLUSIONES

El conjunto de resultados que se observaron en este estudio hace inferir que P. oleracea
es una planta con gran capacidad adaptativa tanto a ambientes con déficit hidrico, salino
0 ambos. La estrategia metabdlica de la cual hace uso para eficientizar la fotosintesis,
asi como la biomineralizacién y compartimentacion de compuestos en vacuolas, haces
vasculares y espacios intercelulares del parénquima lagunar, favorecen la utilizacion de
osmoprotectantes para formar oxalatos los cuales sirven de reservorios de COz2. Si bien,
altas concentraciones de NaCl afectan el area del parénquima lagunar compactando el
espacio intercelular y disminuyendo el tamafio de las células, la planta tiende a
compensar dicha afectacion con un conjunto de estrategias metabdlicas, bioquimicas y

fisioldgicas.
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CONCLUSIONES GENERALES

Suaeda mexicanay Portulaca oleracea son plantas que mostraron ser tolerantes al estrés
salino en muchos aspectos. Aungue la primera tiene un metabolismo C3 y la segunda
C4, ambas, poseen cierta ventaja para adaptarse al estrés ionico e hidrico. Los
experimentos en los que se empled cloruro de calcio, sulfato de sodio y dloruro de sodio
para evaluar la germinacion de sus semillas y efecto en sus plantulas, mostraron que las
sales de calcio y los sulfatos, afectan en mayor medida la germinacion y el desarrollo de
estas especies, atribuido posiblemente a que en suelos agricolas es poco habitual
encontrar altas concentraciones de estos iones y en su defecfo, estas plantas podrian
haber coevolucionado adaptandose a suelos sodicos. Las respuestas morfolégicas y
bioquimicas de verdolaga son contundentes al evidenciar que su exposicion a
concentraciones superiores a 0.50 M de NaCl altera de manera significativa su desarrollo
y metabolismo. Si bien el estrés salino condiciona la adquision de los elementos
esenciales como ocurre en la mayoria de las plantas, P. oleracea experimenta el mismo
déficit en concentraciones superiores a 0.50 M, por lo que concentraciones salinas
inferiores no alteran signicativamente su homeostasis nutrimental. Las observaciones
realizadas en las variables de conductancia estomatica, transpiracion y radiacion
fotosintéticamente activa, demostraron que la planta cuenta con numerosos recursos
para manatener el equilibrio dindmico en su desempefio metabdlico, por ello, no existio
correlacion entre las varibles fisiologicas y morfologicas, esto presupone una gran
eficiecia fotosintética en condiciones de aparente estrés salino e hidrico. Finalmente, se
pudo observar que, aunado a los mecanismos de tolerancia bioquimica, fisiolégica y
morfoldgica, a nivel anatomico P. oleracea, emplea mecanismos de toleracia tisular y
biomineralizacion para inmovilizar el sodio potencialmente dafiino al incluirlo en drusas y
otras estrcturas cristalinas para translocarlo a regiones alejadas de tejidos
fotosintéticamente activos. Elementos como los mostrados en esta investigacion
confirman que tanto verdolaga como romerito, son buenas opciones de cultivo para ser
producidas en regiones con caracteristicas ambientales adversas y como cultivos con
potencial alimenticio bajo condiciones de estrés ambiental inminente.
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