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AZUFRE Y TOLERANCIA A ESTRES SALINO EN COL

Fresia Pacheco Sangerman, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

El estrés salino limita el crecimiento, desarrollo de las plantas y en consecuencia el
rendimiento de las cosechas. En este estudio se evaluaron los efectos de diferentes
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) y sulfato (SO42) en plantas de col cv. Royal,
para determinar si el SO42 contrarresta los efectos negativos de la salinidad. Plantulas
de col fueron trasplantadas en un sistema hidropénico de raiz flotante y después de 15
dias de desarrollo se realizé la aplicacion de dosis de NaCl (0, 75y 150 mM) y de SO42
(3.5, 4.25 y 5 mM). Posteriormente, a los 40 dias de tratamientos, las plantas se retiraron
del medio y se evaluaron las siguientes variables agronémicas: peso fresco y seco de
biomasa en vastago y raiz, contenido y % de agua, area foliar, area foliar especifica, area
foliar media de una hoja, peso medio de una hoja, solidos solubles totales, diametro de
tallo, volumen de raiz y ndmero de hojas. También se determiné la concentracion de
clorofilas (a, b y total), carotenoides, contenido de macro y micronutrientes, relaciones
K*/Na*, Ca?*/Na*y Mg?*/Na*, concentracion de azlcares y nitratos. La concentracion de
150 mM NacCl redujo las variables agronémicas significativamente y no hubo efectos
estadisticos del factor SO42. Los tratamientos con dosis mas alta de salinidad
disminuyeron significativamente las concentraciones de clorofilas y carotenoides, asi
como los contenidos de macro y micronutrientes, las relaciones K*/Na*, Ca?*/Na* y
Mg?*/Na*, la concentracién de azlcares y nitrato. Sin embargo, a concentraciones 75
mM NacCl la dosis 4.25 mM SO42 amortigud los efectos por salinidad en todas las
variables de calidad. Se concluye que las concentraciones de SO42 utilizadas no tuvieron
efecto en las variables agronémicas, aunque en las variables de calidad la dosis 4.25

mM S04 demostrd tener efectos positivos significativos.

Palabras clave: Estrés abidtico, Brassicaceae, sulfato.



SULFUR AND TOLERANCE TO SALT STRESS IN CABBAGE

Fresia Pacheco Sangerman, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

Saline stress limits the growth and development of plants and consequently the yield of
crops. In this study, the effects of different concentrations of sodium chloride (NaCl) and
sulfate (SO4?) on cabbage plants cv. Royal were evaluated, to determine if SO4?
counteracts the negative effects of salinity. Cabbage seedlings were transplanted in a
floating root hydroponic system and after 15 days of development, doses of NaCl (0, 75
and 150 mM) and SO4? (3.5, 4.25 and 5 mM) were applied. Subsequently, 40 days after
the treatments, the plants were removed from the medium and the following agronomic
variables were evaluated: fresh and dry weight of stem and root biomass, water content
and %, leaf area, specific leaf area, leaf area leaf mean, leaf mean weight, total soluble
solids, stem diameter, root volume and number of leaves. The concentration of
chlorophylls (a, b and total), carotenoids, macro and micronutrient content, K*/Na*,
Ca*?/Na* and Mg*?/Na* ratios, sugar and nitrate concentration were also determined. The
concentration of 150 mM NaCl reduced the agronomic variables significantly and there
were no statistical effects of the SO42 factor. The treatments with higher doses of salinity
significantly decreased the concentrations of chlorophylls and carotenoids, as well as the
contents of macro and micronutrients, the K*/Na*, Ca*?/Na* and Mg*?/Na* ratios, the
concentration of sugars and nitrate. However, at 75 mM NaCl concentrations, the 4.25
mM SO4? dose buffered the effects of salinity in all quality variables. It is concluded that
the SO42 concentrations used had no effect on the agronomic variables, although the

4.25 mM S04 dose showed significant positive effects on the quality variables.

Key words: Abiotic stress, Brassicaceae, sulfate.
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INTRODUCCION GENERAL

Los cultivos agricolas durante su crecimiento y desarrollo estan sometidos a factores
como altas o bajas temperaturas, deficiencia o exceso de agua, alta salinidad,
concentraciones elevadas de metales y radiacion ultravioleta que afectan negativamente

el rendimiento, que contribuyen al denominado estrés abidtico (He et al., 2018).

De todos los anteriores factores, el estrés salino es el mas agresivo y extendido de las
tierras cultivables en todo el mundo (Shrivastava et al., 2015) debido al cambio climético
(Hassani et al., 2021) y a las actividades antropogénicas. El aumento de la salinidad ha
causado una degradacién y desertificaciéon de los suelos, y una disminucién de la
productividad agricola, lo que repercute y atenta contra la seguridad alimentaria y
ambiental (Stavi et al., 2021).

El crecimiento y desarrollo de las plantas se ve afectado por el estrés salino ya que altera
la fotosintesis, la sintesis de proteinas y el metabolismo de los lipidos como
consecuencia de la toxicidad i6nica, presion osmotica, estrés oxidativo y deficiencia
nutrimental (Rasool et al., 2013). En respuesta a este estrés las plantas activan genes y
proteinas y acumulan metabolitos que las protegen (Shahid et al., 2020). Estas
respuestas también incluyen modulacién de la homeostasis i6nica, induccion de sistemas
antioxidantes, biosintesis de fitohormonas y osmoprotectantes, a través de estas
estrategias las plantas disminuyen la toxicidad i6nica y eliminan las especies reactivas
de oxigeno (Raza et al., 2022).

El azufre (S) elemento esencial para las plantas, tiene una funcién importante en la
sintesis de moléculas de sefalizacién en el manejo del estrés (Nayaran et al., 2022), ya
gue se utiliza como precursor en la sintesis de metabolitos que realizan funciones

bioldgicas de proteccion (Li et al., 2020).

Por otra parte, la familia Brassicaceae comprende especies econdmicamente
importantes que se cultivan en todo el mundo. La col (Brassica oleraceae) forma parte
de esta familia (Oloyede et al., 2021) y se caracteriza por sus altos contenidos de potasio,

fibra, acido folico, betacaroteno, vitaminas C y K (Robin et al., 2017). Estos vegetales



poseen propiedades benéficas para la salud humana debido a su contenido de

carotenoides, fenoles y glucosinolatos (Linic¢ et al., 2019).

Dentro de los mecanismos de tolerancia de las plantas al estrés bidtico y abidtico se
destaca la sintesis de metabolitos como los glucosinolatos (GSLs), los cuales contienen

azufre y son casi exclusivos de la familia Brassicaceae (Oloyede et al., 2021).

Los GSLs actian como sustancias protectantes en los mecanismos de defensa contra el
estrés abidtico y el ataque de plagas y enfermedades (Bjorkman et al., 2011) y se ha
documentado que sus niveles aumentan cuando la salinidad se incrementa, por lo que
se correlacionan con la tolerancia de estas especies a la salinidad (Lini¢ et al., 2019). En
la alimentacién humana los GSLs son importantes debido a que después de que son
hidrolizados a través de la participacion de la enzima mirosinasa, se producen
compuestos como los isocianatos que ayudan a reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Oloyede et al., 2021) y tienen actividades antiinflamatorias,

antioxidantes, antimutagénicas y anticancerigenas (Linic¢ et al., 2019).

Derivado de lo anterior y conociendo los mecanismos de proteccion, es fundamental
promover la tolerancia de las plantas de importancia agronémica a la salinidad para
reducir o evitar la pérdida en la produccién de los cultivos. De igual forma es importante
comprender las respuestas de las plantas al estrés salino y los mecanismos de tolerancia
para desarrollar estrategias efectivas contra los diversos factores de estrés abiotico que
causan reduccion en los rendimientos. En este sentido el azufre como precursor de los
GSLs puede mejorar la proteccion de los cultivos con lo que se garantice el suministro

de alimentos a nivel mundial.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue determinar si el azufre mitiga los

efectos negativos causados por el estrés salino en col.



OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo general

Evaluar el efecto del azufre en la tolerancia de col (Brassica oleraceae) cv. Royal al estrés

salino midiendo parametros de calidad y rendimiento.
Objetivos particulares

e Analizar los efectos de distintos niveles de S en parametros de calidad de plantas
de col sometidas a estrés salino.
e Definir los efectos de distintos niveles de S en el rendimiento de plantas de col

sometidas a estrés salino.
Hipotesis general

Plantas de col sometidas a estrés salino y con nutricion azufrada alta muestran mayor

tolerancia a la salinidad la cual se refleja en parametros de calidad y en el rendimiento.
Hipdtesis particulares

e Dosis de S en plantas de col incrementan la tolerancia a la salinidad a través y por
tanto se reducen los efectos negativos en parametros de calidad.
e Altas concentraciones de S incrementan la tolerancia a la salinidad en col, lo

cual se refleja en el incremento del rendimiento.



REVISION DE LITERATURA
Caracteristicas de la familia Brassicaceae

Los miembros de la familia Brassicaceae son componentes importantes de la
alimentacion humana (Mondal et al., 2020), dentro de los que se encuentran los géneros,

B. oleracea, B. rapa y B. napus, que se utilizan como vegetales, aceites y condimentos.

El pais con mayor produccion de col a nivel mundial es China. En México, en el afio
2018, las entidades productoras de esta hortaliza fueron Puebla con el 34 % del total
nacional, seguido de Nuevo Ledn con el 9.8 % y Chiapas con el 9.7 % (CEDRESSA,
2020).

La familia Brassicaceae incluye 338 géneros y 3709 especies (Warwick et al., 2006), que
son de gran importancia econdmica y cientifica (Bailey et al., 2006). Entre las que se
encuentran Arabidopsis, Alyssum y Brassica como plantas modelo; Boechera, Brassica
y Cardaminacomo en el desarrollo de sistemas genéricos modelo; y rdbano (Raphanus
sativus), racula o arugula (Erucula vesicaria), berro (Nasturtium officinale), wasabi
(Eutrema japonicum), rdbano picante (Armoracia rusticana), especies de interés como

vegetales y oleaginosas (Anjum et al., 2018).

Las especies del género Brassica poseen un sabor caracteristico que se encuentra
relacionado con su composicion fitoquimica. EI mas comin son los isotiocianatos
considerados como los responsables del sabor picante, ademas de los isotiocianatos
esta familia también es rica en carotenoides, fenoles, minerales y vitaminas (Ramirez et
al., 2020). Entre las especies cultivadas mas importantes del género Brassica se
encuentran: Brassica oleracea (coliflor, brocoli, coles de Bruselas, col rizada, repollo),
Brassica napus (colza) y Brassica rapa (nabo, col china, pak choi) (Poveda et al., 2020).
Otras especies como Brassica juncea tiene capacidad de acumular metales, por lo que

se ha empleado en estrategias de fitorremediacion (Bareen, 2012).

El consumo de estos vegetales ha aumento debido a que resultan benéficos para la salud

humana, uno de ellos son los efectos derivados de los glucosinolatos en enfermedades



degenerativas como el cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas
(Bjorkman et al., 2011).

Generalmente las especies de la familia Brassicaceae se cultivan en climas frescos con
un optimo de temperatura que varia entre 14y 21 °C, y temperaturas minimas y maximas
de 4y 30 °C dependiendo de la variedad (Bjorkman et al., 2011).

La salinidad

La salinizacion es un proceso de degradacion de los suelos que resulta en una
acumulacion excesiva de sales solubles y se ha convertido en un problema ambiental y
socioeconémico a nivel mundial (Hassani et al., 2021), ademas se prevé que el estrés
por salinidad aumente en muchas regiones debido al cambio climatico global (Etesami
et al., 2018). La salinidad se presenta bajo todas las condiciones climaticas y se produce
por acciones naturales e inducidas por el hombre (Shahid et al., 2018). Aproximadamente
1125 millones de hectareas se encuentran afectadas por salinidad, de las cuales 76
millones de hectareas estan afectadas por la salinidad y sodicidad inducidas por el
hombre (Hossain, 2019). También se ha informado que el 10% de la tierra cultivable total
es afectada por la salinidad y la sodicidad (Shahid et al., 2018).

De todas las sales que se pueden encontrar en un suelo el NaCl es la mas frecuente
(Evelin et al., 2019). Se considera como suelo salino a aquel con una conductividad
eléctrica (CE) superior o igual a 2 dS m (a 25° C). Sin embargo, segun el cultivo, las
condiciones climéticas y las propiedades del equilibrio suelo-agua, la tolerancia de las
plantas a la sal puede ser diferente (Hassani et al., 2021). Las haldfitas, plantas tolerantes
a la salinidad, contintian creciendo a salinidades superiores a 250 mM NaCl. No obstante,
dentro de las plantas cultivadas, el arroz puede disminuir su rendimiento cuando la CE
es superior a 3 dS m* (30 mM NacCl) en comparaciéon con 6 a 8 dS m™* para el trigo (60
a 80 mM NaCl) (Munns et al., 2006).

Tolerancia a la salinidad en la familia Brassicaceae

Debido a la diversidad genética en esta familia la tolerancia a la salinidad varia desde

hal6fitas como Thellungiella salsuginea hasta glicofiticas (Mondal et al., 2020), en estas



tltimas el crecimiento y desarrollo se ven comprometidos a concentraciones superiores
de 25 mM NaCl (Munns et al., 2019). La mayoria de las especies de Brassica se clasifican
como moderadamente tolerantes a la sal, de las cuales las especies anfidiploides B.
juncea, B. napus y B. carinata tienen una tolerancia a la salinidad mas alta que las

diploides B. oleracea, B. nigra y B. rapa (Pavlovic et al., 2019).
La salinidad en las relacione hidricas, balance de energia y nutricion de las plantas

La salinidad causa diversos efectos en los cultivos, pero principalmente ocasiona
inhibicién y deterioro del crecimiento y desarrollo (Isayenkov et al., 2019). Cuando una
planta se encuentra bajo estrés salino el primer estrés que experimenta es el osmdbtico,
el cual provoca una reduccion en la absorcién de agua. La toxicidad iénica, causada por
altas concentraciones de iones, principalmente el NaCl, se produce mas tarde cuando
los valores de sal alcanzan niveles que la planta no puede controlar para mantener la

homeostasis ionica y el crecimiento (Liang et al., 2018).

La productividad de las plantas depende de la eficiencia fotosintética y este proceso es
afectado por la salinidad. Los efectos son complejos dependiendo de la especie, la
duracion del estrés, la concentracién y tipo de sal. Las bajas concentraciones de sal
pueden inducir adaptaciones de la actividad fotosintética o incluso aumentar la eficiencia
fotosintética; sin embargo, una alta concentracion de sales provoca la fotoinhibicion de
los fotosistemas (PSII y PSI), disminuye la actividad general de la cadena de transporte

de electrones y aumenta la extincion no fotoquimica (Pavlovic et al., 2019).
Respuesta de las plantas a la salinidad

El Na* puede ingresar a la raiz a través de canales de cationes no selectivos (NSCC)
(van Zelm et al., 2020). Las primeras sefiales que desencadenan una respuesta al estrés
salino incluyen el exceso de Na*, la alteracién de los niveles de Ca?* intracelular y la
acumulacion de ROS, como se presenta en la Figura 1. El estrés salino induce estrés
idnico y osmético, lo que conduce a la elevacién de Ca?* en el citosol; por lo que el estrés
salino y los cambios en la presion osmatica siempre estan asociados con la activacion
de las canales de Ca?* (Zhao et al., 2021).



En plantas bajo estrés salino se reduce el contenido de agua, pigmentos fotosintéticos,
peso fresco y peso seco, mientras que aumenta la sintesis de osmolitos como prolina,
glicina betaina y compuestos de azucar como trehalosa para mantener la homeostasis
celular (Mondal et al., 2020).

Debido al estrés osmoético que provoca la salinidad las plantas cierran los estomas para
evitar la pérdida de agua, por lo que la concentracion de COzdisminuye, lo que afecta la
fotosintesis y se estimula la produccion de ROS por arriba de las concentraciones

normales (Mondal et al., 2020).

La salinidad altera los procesos de respiracion y fotosintesis, como consecuencia las
plantas generan ROS, H20: (perdxido de hidrogeno), Oz (oxigeno singlete), OH (radical
hidroxilo) y Oz (radical superéxido), provocando dafio oxidativo en las células (Mondal et
al., 2020).

EL H202 oxida los residuos de cisteina y metionina e inactiva las enzimas del ciclo de
Calvin, Cu/Zn SOD y Fe-SOD al oxidar sus grupos tiol, por su parte el Oz dafia a los
fotosistemas PSI y PSIl, y moléculas como proteinas, pigmentos, acidos nucleicos y
lipidos. EI OH causa peroxidacion de lipidos, dafio de proteinas y destruccion de
membranas (Das et al., 2014). Las ROS se forman en cloroplastos, mitocondrias,
membranas plasmaticas, peroxisomas, apoplastos, reticulo endoplasmico y paredes

celulares (Mansoor et al., 2022).

Para hacer frente a la sobreproduccion de ROS, causado por condiciones de estrés, las
plantas sintetizan antioxidantes que se dividen en componentes enzimaticos como
superéxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, guaiacol peroxidasa, glutation
reductasa, monodehidroascorbato reductasa y dehidroascorbato reductasa, vy
antioxidantes no enzimaticos como acido ascoérbico, glutation reducido, a-tocoferol,

carotenoides, flavonoides y prolina (Das et al., 2014).
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Figura 1. Respuesta de las plantas al estrés provocado por alta concentracion salina.

Cambios hormonales por efecto de la salinidad

Las fitohormonas son compuestos organicos enddégenos de bajo peso molecular que
regulan procesos fisiolégicos y de desarrollo (Ting et al., 2020) y son las principales
moléculas de sefializacién de las plantas. El acido abscisico, acido salicilico, jasmonatos,
brasinoesteroides, citoquininas, etileno, auxinas y giberelinas tienen un papel importante
en las respuestas fisioldgicas de las plantas y su adaptacion al estrés por salinidad. El
acido abscisico regula las tasas de transpiracion y mantiene la turgencia celular al
controlar la apertura y el cierre de las estomas, induce la acumulacién de
osmoprotectantes, activa mecanismos de desintoxicacion de ROS y modifica el

transporte de iones (Pavlovic et al., 2019).



El azufre en las plantas

El azufre pertenece a los calcogenos (Francioso et al., 2020) o anfingenos o también
llamada familia del oxigeno. El nombre anfigeno se deriva de la propiedad de algunos de

sus elementos para formar compuestos con caracter acido o basico (Delgado, 2018).

La familia del oxigeno se caracteriza por tener una variedad de estados redox y
potenciales redox lo que les permite formar enlaces entre calcégenos y reacciones de
intercambio de atomos. Con esto se produce una gran cantidad de especies de azufre

gue intervienen en los procesos biologicos (Francioso et al., 2020).

El azufre es un elemento esencial para las plantas y ocupa el cuarto lugar en contenido
después del N, P, Ky Ca. La concentracion de S en el tejido vegetal va de 0.3 a 7.6%
(Zenda et al., 2021).

El S se encuentra en los aminoacidos cisteina y metionina, responsables de la estructura
y actividad biologica de las proteinas, y en coenzimas y grupos prostéticos, como los
centros Fe-S, &cido lipoico, vitaminas (biotina y tiamina) y coenzima A (Davidian vy
Kopriva, 2010), participa en la formacién de enlaces disulfuro los cuales son esenciales
para el plegamiento de muchas proteinas, ofrece proteccion frente al dafio oxidativo a
través del tripéptido glutation, se encuentra en las fitoquelatinas, la clorofila y S-adenosil-
metionina (Nayaran et al., 2022), también es componente de metabolitos secundarios
como los glucosinolatos en la familia Brassicaceae y las alinas en las especies del género
Allium, que son compuestos de defensa para las plantas (Kopriva et al., 2015). Por lo
tanto, el S desempefia una funcion importante en la fotosintesis, la respiracion y la
formacion de estructuras de membrana celular en las plantas (Li et al., 2020).

En los alimentos los compuestos de S que se encuentran son: amino&cidos o vitaminas,
como la metionina, la cisteina, la homocisteina, asi como los glucosinolatos y
compuestos alilicos de S que se encuentran la familia de las cruciferas (Francioso et al.,
2020).



Asimilacion del azufre

Las plantas absorben el S en forma de SO42 para posteriormente reducirlo y asimilarlo
en compuestos bioorganicos (Davidian and Kopriva, 2010). La sintesis de L-cisteina a
partir de azufre inorganico es el mecanismo predominante por el cual el azufre reducido
se incorpora a los compuestos organicos (Kredich, 2008). La principal reserva de S, que

no se almacena en las proteinas es el tripéptido glutation.

La fuente de S mas importante son los aniones SO42 del suelo, aunque el SO2 también

puede ser absorbido por las partes aéreas de las plantas (Zenda et al., 2021).

El proceso de asimilacién del azufre es esencial para la sintesis de grupos de cisteina,
metionina y Fe-S asi como para la sintesis de cofactores y metabolitos secundarios que
tienen una funcién importante en las respuestas al estrés y la homeostasis redox
(Feldman-Salit et al., 2019).

Los transportadores de sulfato lo absorben y distribuyen por toda la planta. Dentro de la
célula, el SO42 puede almacenarse en la vacuola o entrar a la ruta de asimilacion, la cual
se divide en dos: asimilacion primaria y asimilacion secundaria o de sulfatacion (Kopriva
et al., 2015). El SO42 es muy estable por lo que antes de asimilarse debe ser activado
(Kopriva et al., 2012), por la ATP sulfurilasa (ATPS) que cataliza el primer paso en la ruta
de asimilacion del sulfato (Prioretti et al., 2014) en esta reaccion el sulfato reemplaza al
pirofosfato en la molécula de ATP. La 5 -fosfosulfato de adenosina resultante (APS) es
un punto de bifurcacién en la asimilacion de sulfato primaria y secundaria (Kopriva et al.,
2012). La APS es reducida a sulfito por la enzima APS reductasa, después la enzima
sulfito reductasa reduce el sulfito a sulfuro el cual se incorpora al esqueleto de
aminoacidos de la O-acetilserina para formar cisteina, el primer producto de la
asimilacion primaria del sulfato. de manera alterna, APS puede ser fosforilada por APS
guinasa a 3-fosfoadenosina 5°-fosfosulfato, que es el donante de sulfato para las
reacciones de sulfatacion en la biosintesis de metabolitos, como las hormonas peptidicas
fitosulfokinas, brasinoesteroides, sulfojasmonato, sulfoflavonoides y los glucosinolatos
(Kopriva et al., 2015).
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CAPITULO I. EFECTO DEL SULFATO EN VARIABLES AGRONOMICAS Y
BIOQUIMICAS EN PLANTAS DE COL CULTIVADAS BAJO ESTRES SALINO

1.1 INTRODUCCION

La salinidad es uno de los principales factores de estrés abiotico que limitan la produccion
agricola (Guo et al., 2022). Aproximadamente el 20% de los suelos irrigados se
encuentran afectados por la salinizacion (Zhao et al., 2021). Este porcentaje se
encuentra en aumento debido al cambio climatico y a las practicas agricolas inapropiadas
(Kumar et al., 2021), lo que se traduce en un problema debido a que las &reas irrigadas
son responsables de un tercio de la produccion de alimentos. Ademas, se espera que
para 2050 la poblacion mundial alcance los 9 mil millones de personas, y como
consecuencia, la produccion mundial de alimentos debera incrementarse en un 50 %

aproximadamente para igualar el crecimiento poblacional (Thu et al., 2017).

Las concentraciones altas de sales en suelos y soluciones de riego producen
desequilibrios i6nicos y estrés osmotico en las plantas (Kumar et al., 2021), lo que
ocasiona cambios fisioldgicos y metabdlicos, como desequilibrio nutricional, inhibicién de
la absorcion de agua, reduccién de la capacidad de germinacién de semillas, disminucion
de la actividad fotosintética, induccion de estrés oxidativo, reduccion de la produccién de

biomasa y del rendimiento y calidad de alimentos (Ondrasek et al., 2022).

El S es un nutriente esencial para las plantas que desempefia diversas funciones en la
defensa de los cultivos contra factores de estrés bidtico y abibtico. Especificamente en
la familia Brassicaceae es precursor de los GSLs, metabolitos secundarios que ayudan

a tolerar los diversos tipos de estrés.

El género Brassica incluye especies de importancia econémica en todo el mundo, que
en su mayoria se consumen como vegetales frescos. El rendimiento de estas especies
es afectado por el estrés salino ya que este factor reduce su crecimiento y desarrollo al
disminuir la fotosintesis y el intercambio de gases de las hojas, y aumenta la acumulacion
de iones como Na* y Cl- hasta niveles toxicos, y la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Para mitigar los efectos del estrés salino, es posible usar iones de sulfato

en solucion (Banerjee, 2021). Por otro lado, estas especies tienen cierta capacidad para
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tolerar el estrés salino mediante acumulaciéon de osmolitos organicos e inorganicos,
exclusion eficiente de Na* y una mejor capacidad de retencién de K* (Shahzad et al.,
2022). El objetivo de este trabajo fue evaluar a través de la mediciébn de variables
agronomicas y bioquimicas la tolerancia a la salinidad en plantas de col suministradas

con azufre en la solucién nutritiva (Brassica oleracea) cv. Royal.
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1.2MATERIALES Y METODOS
1.2.1 Localizacién

Durante los meses de noviembre de 2022 a enero de 2023 se realizé un experimento en
las instalaciones del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, en un invernadero
tipo tunel con ventana cenital, estructura de malla antiafidos en laterales y cubierta
plastica; cuyas coordenadas geograficas son 19° 27' 42.98" N, 98° 54' 31.95" O y 2245

m de altitud.
1.2.2 Material vegetal

Se adquirieron plantulas de col cv. Royal, de 30 dias de edad, del vivero Agro Servicios
El Sembrador ubicado en el municipio de Calpulalpan, Estado de México. Las plantulas
se desarrollaron bajo condiciones de invernadero y el sustrato utilizado fue una mezcla

de perlita y turba en una proporcién 1:1 (v:v).
1.2.3 Tratamientos y disefio experimental

Se condujo un experimento bifactorial (3 x 3), compuesto por tres niveles de SO4?2 (3.5,
4.25y5 mM) y tres niveles de NaCl (0, 75 y 150 mM). Los tratamientos resultantes fueron
los siguientes: T1: (3.5 mM SO42?-0 mM NacCl); T2: (3.5 mM SO42-75 mM NacCl); T3: (3.5
mM S042-150 mM NacCl); T4: (4.25 mM SO4?-0 mM NaCl); T5: (4.25 mM SO42-75 mM
NaCl); T6: (4.25 mM S042-150 mM NaCl); T7: (5 mM SO4+?-0 mM NaCl); T8: (5 mM
S042-75 mM NacCl); y, T9: (5 mM S04+2-150 mM NaCl). Los tratamientos fueron
suministrados en la solucion universal de Steiner, misma que se modifico para establecer
las tres concentraciones de SO42 sin alterar el potencial osmético de la solucién (Cuadro
1.1). Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones y se dispusieron en un disefio
experimental completamente al azar. Las unidades experimentales estuvieron

compuestas por macetas de 12 L acondicionadas para sostener tres plantas cada una.
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Cuadro 1.1. Solucién nutritiva de Steiner modificada con distintas concentraciones de SO4>.

SO NO3° H2PO4 S04 K* Ca*? Mg*? Potencial
4 L.
3 osmoético
(mM) (molc m=) (MPa)
3.50 12.667 1.056 7.389 7.389 9.500 4.2220 —0.076
4.25 11.964 0.997 8.474 7.502 9.646 4.2876 —-0.076
5.00 11.688 0.974 9.740 7.329 9.423 4.1880 —0.076

1.2.4 Condiciones del experimento

Las plantas se desarrollaron en un sistema de raiz flotante en el cual es necesario

oxigenar la solucion para esto se colocaron mangueras dentro de las macetas

conectadas a bombas de oxigenacion y adaptadas a un temporizador de ocho tiempos

programado cada 2 h con tiempos de oxigenacién de 15 min.

1.2.5 Trasplante

Se preparé una solucion nutritiva Steiner al 50% a pH 5, posteriormente se agregaron 10

L de solucién por maceta. A las plantulas se les retir6 el sustrato evitando dafiar las raices

y se colocaron en las macetas utilizando polifén para sujetarlas como se muestra en la

Figura 1.1. El pH de la solucion de las macetas se monitoreo todos los dias y se ajusto

a 5 usando H2SOa. Las plantas permanecieron bajo estas condiciones durante 14 d,

periodo de adaptacion.
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Figura 1.1. Trasplante de plantulas de col cv. Royal en un sistema de raiz flotante.



1.2.6 Aplicacion de tratamientos

Transcurrido el periodo de adaptacion se aplicaron los diferentes tratamientos (Figura
1.2), para esto se prepararon tres tipos de soluciones nutritivas a pH 5 utilizando como
base la Solucién Universal de Steiner: 1) 3.5 mM SO42, 2) 4.25 mM SO42y 3) 5 mM SO«
2. A las macetas previamente etiquetadas se les agregaron 10 L de la solucién nutritiva

correspondiente; posteriormente y de acuerdo con el disefio experimental se realiz6 la

incorporacion del NaCl directamente en los contenedores.

»_V

Figura 1.2. Aplicacion de tratamientos: a) Etiguetado de macetas, b) pesaje de reactivos, c)
aplicacion de NacCl.

1.2.7 Variables evaluadas

Después de 40 d de tratamiento las plantas se retiraron de la solucion nutritiva y se
procedid a separar el vastago de la raiz. Las variables evaluadas se describen a

continuacion:
Variables agronémicas

Peso de biomasa fresca. Parte aérea y raiz por separado se pesaron en una balanza
analitica (Adventurer Ohaus Pro AV213C; Parsippany, NJ, EE. UU.).
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Peso de biomasa seca. Las muestras de vastago y raiz se colocaron en una estufa de
aire forzado (Riossa HCF-125) a 70 °C hasta peso constante, posteriormente se pesaron

en una balanza analitica (Adventurer Ohaus Pro AV213C; Parsippany, NJ, EE. UU.).

Contenido de agua en vastago. Con los datos de peso fresco y seco de vastago se

procedio a realizar una sustraccion.

Contenido de agua en raiz. Con los datos de peso fresco y seco de raiz se procedi6 a

realizar una sustraccion.

Porcentaje de agua en vastago. Se calcul6 realizando una regla de tres entre el peso

fresco y seco de vastago.

Porcentaje de agua en raiz. Se calculé realizando una regla de tres entre el peso fresco

y seco de raiz.

Area foliar. Se determin6 con un integrador de area foliar (LI-COR-3000A; Lincoln, NE,
EE. UU.).

Area foliar especifica. Los datos de area foliar se dividieron entre el peso seco de

vastago.

Area foliar media de una hoja. Se obtuvo con el cociente de area foliar y nimero de
hojas.

Peso medio de una hoja. Es el cociente del peso fresco de vastago y el nUmero de
hojas.

Variables de calidad

Después de la cosecha, las plantas destinadas a la determinacion de variables
bioquimicas fueron colocadas en un ultracongelador a -60 °C y posteriormente se
molieron con nitrégeno liquido con ayuda de un mortero. A continuacion, se detallan las

determinaciones realizadas.
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Solidos solubles totales (°Brix)

Esta variable se midié al momento de la cosecha. Se tomé una hoja de col y se macero
en un mortero hasta obtener una consistencia liquida la cual se colocé en un
refractometro digital (HANNA, 96801. EE. UU) para su cuantificacion.

Concentracion de clorofilas, a, b y carotenoides

La extraccion se realiz6 con acetona al 80% descrita por Sumanta et al. (2014). Se
pesaron 0.5 g de muestra de hoja previamente molida con nitrdgeno liquido, se
adicionaron 10 mL de acetona al 80 % y se maceraron con ayuda de un mortero. Las
muestras homogeneizadas se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min. EL
sobrenadante fue separado en un tubo limpio y de ahi se tomaron 100 uL y se mezclaron
con 900 pL del disolvente. Finalmente, las muestras se leyeron en las siguientes
longitudes de onda: 470, 646.8 y 663.2 nm en un espectrofotdmetro (JENWAY, 6715
UV/Vis. Spectrophotometer, Multi-cell changer. UK). El blanco utilizado fue acetona al
80%. Para la determinacién de clorofila a, b y carotenoides se usaron las siguientes

ecuaciones:
ClTOflla b = 21'54A646.8 - 5'1A663.2

10004,,, — 1.82C, — 85.02C,
198

Carotenoides =

Dénde: A es, absorbancia.
Concentracion de nutrimentos

Para la determinaciéon de N se pesaron 0.250 g de material seco y molido de cada
muestra vegetal (hoja y raiz), se transfirieron a tubos y se adicionaron 4 mL de una
mezcla biacida (H2SO4 + HCIO4 en proporcion 4:1, viv) y 2 mL de H202, y se colocaron
en una plancha de digestion a 300 °C. Después las muestras se retiraron y dejaron
enfriar. Cada muestra se afor6é a 25 mL y se filtré en un recipiente de plastico previamente

etiquetado.
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El N se determiné mediante el método micro-Kjeldahl. Se tomaron 10 mL de la muestra
digestada y se transfirieron a tubos de ensayo, posteriormente en el equipo de destilacion
se colocaron 10 mL de NaOH al 50% y los 10 mL de la muestra. El nitrégeno se recolecto
al final del tubo del refrigerante en matraces Erlenmeyer que contenian 20 mL de una
solucion de H3BOs al 4% con una mezcla de indicadores (verde de bromocresol y rojo de

metilo), finalmente se realizé la titulacion con H2SO4 0.05 N.

Para la determinacion de S se pesaron 0.5 g de cada muestra vegetal (hoja y raiz) en
tubos y se adicion6 una mezcla biacida de HNOs con HCIO4 (2:1, v:v). Posteriormente
se colocaron en una plancha de digestion a 300 °C. Después las muestras se retiraron y
se dejaron enfriar. Las concentraciones de S, P, K, Ca, Mg, Fe, B, Na, Mn, Zn se leyeron
en el equipo de espectroscopia de emision atémica de induccion por plasma acoplado
(Agilent, ICP-Optical Emission Spectrometer, 725-ES, EEUU).

AzUcares totales solubles

Para su determinacion se utilizé la metodologia descrita por Bailey (1958). Se pes6 1 g
de tejido fresco de hoja previamente macerado con nitrdgeno liquido y se adicionaron 50
mL de etanol al 80%. Posteriormente, se colocé el matraz en una plancha en ebullicion
hasta obtener una cantidad inferior a 20 mL que se dejo enfriar para después filtrar,
posteriormente aforar a 20 mL con etanol al 80% y dejarlo en refrigeracion a -20 °C
durante 24 h. Al siguiente dia, se tom6 1 mL de la muestra y se coloc6 en un matraz que
se puso en bafio Maria hasta evaporar la muestra. Al matraz con la solucién evaporada
se agregaron 20 mL de agua destilada y se agit6é perfectamente. Se preparé una solucién
de antrona con acido sulfarico, mientras que para la curva de calibracion se usaron 5 mg
de sacarosa en 50 mL de agua destilada. Se tom6 1 mL de la solucién deshidratada y se
agregaron 2 mL de agua destilada mas 6 mL de la solucion de antrona, posteriormente
se colocaron en bafio Maria durante 3 min. Finalmente, las muestras se leyeron a una
longitud de onda de 620 nm en un espectrofotometro (JENWAY, 6715 UV/Vis.
Spectrophotometer, Multi-cell Changer. UK).
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Concentracion de nitrato

La determinacion de la concentracion de nitrato se realizO mediante el método de
Cataldo. Se tamizaron las muestras secas y molidas a través de una malla de 50 mm
para posteriormente secarlas nuevamente en un horno a 70 °C. Se pesaron 100 mg del
material y se les agregd 10 mL de agua desionizada. Estas suspensiones se incubaron
a 45 °C durante 1 h. Las muestras se homogeneizaron con ayuda de un vortex y después

se centrifugaron a 5000 rpm por 15 min para posteriormente filtrarlas.

Para realizar la curva de calibracion se usaron matraces aforados de 100 mL y se
tomaron alicuotas de una solucion de KNOs a 500 ppm, se aforaron con agua destilada
y se agitaron.

Del extracto obtenido se tomaron 200 pL y se les adicion6 800 yL de &cido salicilico-
acido sulfarico, transcurridos 2 min se adicionaron 19 mL de NaOH 2 N. Finalmente las
muestras se leyeron a una longitud de onda de 410 nm en un espectrofotometro (JENWAY,
6715 UV/Vis. Spectrophotometer, Multi-cell changer. UK).

1.2.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron estadisticamente utilizando el programa SAS 9.0. Se
efectlio un andlisis de varianza para todas las variables medidas. Asi mismo, se realizé
una comparacion multiple de media, utilizando la prueba de Tukey (a =0.05). Los
resultados obtenidos se presentan en figuras y cuadros para su mejor comprension y

discusion.
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION
1.3.1 Variables agrondmicas

De manera general, las plantas que se desarrollan en condiciones salinas se caracterizan
por un crecimiento lento, crecimiento reducido de nuevos brotes y una disminucion de su
altura (Hao et al., 2021). Los resultados de este estudio permiten observar que las
variables de crecimiento fueron influenciadas por el estrés salino (Cuadro 1.2). El PFV,
PFR, PSV, PSR, PFT y PST disminuyeron significativamente a medida que se
incrementaron las concentraciones de NaCl. En todos los casos la concentracién 150
mM NacCl fue la que mas redujo las variables agronémicas evaluadas. El estrés salino
reduce el crecimiento de las plantas al disminuir el contenido de agua en los tejidos o al
causar la acumulacion de iones Na* o CI- a niveles toxicos (Shahzad et al., 2022). Una
alta concentracion de sal reduce la capacidad de las plantas para adquirir agua, lo que
se conoce como estrés osmotico (Machado et al., 2017). EI CAV se relacion6é de manera
inversa con la concentracion de NaCl en la solucién nutritiva de forma significativa. En
caso del CAR no existio diferencia significativa a concentraciones de 0 y 75 mM NacCl,
aunque si hubo una disminucién del contenido de agua de 13.5 %, pero cuando la
concentracion fue de 150 mM NaCl esta variable disminuyd significativamente. EI PAV
no tuvo diferencias estadisticas. Por otra parte, PAR uUnicamente mostré diferencias
significativas a 150 mM NaCl (Cuadro 1.3).

La hoja es un érgano importante de la planta ya que desempana funciones vitales del
metabolismo primario como la fotosintesis. El area foliar se ha utilizado como indice para
evaluar el efecto de la salinidad. Cuando las plantas son expuestas a concentraciones
elevadas de sales por tiempos prolongados el consumo de energia puede ser mayor que
su produccion por lo que se reduce el suministro de energia y el area foliar (Yu et al.,
2019). Los resultados de estos estudio mostraron que el AF y AFMUH tuvieron la misma
tendencia, y no se observaron diferencias significativas a concentraciones de 0 y 75 mM
NaCl, aunque si hubo una reduccién de 17.9 % del AF y 11.5 % del AFMUH, mientras
que a dosis de 150 mM NaCl existieron diferencias estadisticas significativas. El AFE no
presenté efecto significativo de ningun factor de estudio ni de las interacciones, pero se
observé un aumento gradual de acuerdo con las concentraciones de NaClen 3.6 % y 6.1
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%, respectivamente. En caso de PMUH el efecto por NaCl fue significativo siendo la
concentracion de 150 mM la que causo la diminucidon mas alta de esta variable después
de 75 mM NaCl (Cuadro 1.4).
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Cuadro 1.2. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO42 en el peso fresco de vastago (PFV), peso fresco de raiz (PFR),
peso fresco total (PFT), peso seco de vastago (PSV), peso seco de raiz (PSR), y peso seco total (PST) en plantas de col cv. Royal.

NaCl PFV PFR PFT PSV

PSR PST

(mM) (9)

0 208.55 + 29.71a 1750 + 1.86a  226.05+30.51a 20.37 +3.25a
7S 161.16 + 23.25b 14.83 + 1.60b 176.00 + 24.40b  15.89 + 2.07b
150 87.66 + 11.37¢ 11.55 + 1.15¢ 99.22 + 12.36¢ 8.28 + 1.16¢

1.53 +£0.19a 21.91 + 3.28a
1.03 £ 0.09b 16.92 + 2.04b
0.72+0.07c 9.00+1.13c

Medias * ES con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Cuadro 1.3. Efecto de diferentes concentraciones de NaCly SOs2en el contenido de agua en vastago (CAV), contenido de agua
en raiz (CAR), porcentaje de agua en vastago (PAV) y porcentaje de agua en raiz (PAR) en plantas de col cv. Royal.

NaCl CAV CAR PAV PAR
(mM) %
0 188.18 + 29.862 15.96 + 1.83a 10.55 + 2.29a 9.04 + 1.32a
75 145.26 + 22.87b 13.80 + 1.64a 10.74 £ 2.13a 7.45 = 1.45ab
150 79.37 £ 12.09c 10.83 £1.13b 10.48 + 2.65a 6.37 £ 0.74b

Medias + ES con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Cuadro 1.4. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO4-2 en el area foliar (AF), area
foliar especifica (AFE), area foliar media de una hoja (AFMUH) y peso medio de una hoja (PMUH)
en plantas de col cv. Royal.

NaCl AF AFE AFMUH PMUH
(mM) (cm? (cm2g) (cm?) (9)
0 2325.76 + 428.492 12551 +30.76a 137.22 +21.03a 12.33 + 1.38a

75 1907.58 + 319.38%  130.15 + 35.95a 121.32 + 20.03a 10.17 + 1.18b
150 094.22 + 113.81b  133.22+29.34a 7336+ 7.23b  6.46 + 0.74cC

Medias + ES con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

En esta investigacion también se observé una disminucion de las variables agrondmicas
a medida que aumento la concentracion de NaCl, debido a que en estas condiciones el
estrés osmotico limita la absorcion de agua por las plantas y el estrés i6nico aumenta el
contenido de Na* y CI- en las células. Es decir que, la diminucion del contenido de agua
y el aumento de concentraciones toxicas de iones afecta el proceso fotosintético lo que
impacta en la produccion de energia. En respuesta, las plantas para adaptarse reducen
el area foliar y con ello disminuyen la transpiracion y la demanda de nutrimentos.
Finalmente, todos estos procesos provocan una reduccion del crecimiento y desarrollo
de las plantas. De manera similar el resultado obtenido se correlacion6 de manera directa
con una disminucién del PF, PS, DT, VR y NH.

Los SST aumentaron cuando las dosis de NaCl fueron mas elevadas (Cuadro 1.5).
Concentraciones de 0 y 75 mM NaCl no mostraron diferencias estadisticas entre ellas,
pero a concentraciones de 150 mM los valores fueron estadisticamente diferentes. Para
el DT todas las dosis de NaCl presentaron diferencias significativas, de manera que a
mayor salinidad menor volumen de raiz. El NH de plantas de col disminuy6 de forma

significativa a concentraciones de 150 mM NacCl.

Los efectos de cada factor de estrés abiético difieren entre si, aunque sus efectos finales
son la reduccion del crecimiento debido a una disminucion de la tasa de fotosintesis, la
alteracion de los fitoquimicos y la produccién de biomasa en general (Shin et al., 2021).
Farooq ef al. (2022) en un estudio realizado con Oryza sativa observaron que todas las

caracteristicas agronodmicas disminuyeron cuando se sometieron a estrés salino.
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Cuadro 1.5. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO4-2 en los s6lidos solubles
totales (SST), didmetro total (DT), y ndmero de hojas (NH) en plantas de col cv. Royal.

NaCl SST DT VR NH
(mM) °Brix (cm) (mL)
0 8.51 + 0.40° 10.70 £ 0.502 150.38 + 96.70¢ 16.72 + 0.702

75 8.91 + 0.502b 9.15+0.44> 41350+ 1.692 15.61 + 0.922
150 9.51 + 0.322 8.10 + 0.50°¢ 41050 + 1.56P° 13.50 + 0.52P

Medias + ES con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

1.3.2 Concentracion de clorofila a, b, total y carotenoides

Los pigmentos fotosintéticos desempefian funciones importantes entre las que se
encuentran la captacion de radiacion y proteccion de los fotosistemas. El contenido de
clorofila es un indicar de la capacidad fotosintética, mientras que los carotenoides estan
involucrados en la captacion de luz y la fotoproteccién (Shah et al., 2017). Con relaciéon
a los pigmentos analizados en este estudio los resultados mostraron que las plantas de
col que se desarrollaron con el tratamiento 3.5 mM SO4+? — 0 mM NaCl presentaron
concentraciones mas altas de clorofila a, b, total y carotenoides respecto a los
tratamientos que se les aplicd6 NaCl, resultando con diferencias estadisticas
significativas. El tratamiento 4.25 mM SO4?— 75 mM NacCl siguié en concentracion de
clorofila a, b y total al tratamiento anterior con diferencia significativa (Figuras 1.3A, 1.3B
y 1.3C); mientras que, el tratamiento con 5 mM SO4? — 150 Mm NaCl disminuy¢ las
concentraciones con diferencia estadistica. En caso de carotenoides el tratamiento 4.25
mM SO42- 150 Mm NacCl redujo significativamente su concentracion (Figura 1.D). Las
concentraciones de clorofilas disminuyeron significativamente con el tratamiento de
mayor contenido de NaCl, por lo que se pudo demostrar que el estrés salino afecto el
proceso fotosintético. Por otro lado, las concentraciones de carotenoides no variaron
significativamente, lo que demuestra que hubo una produccion de estos para

contrarrestar los efectos negativos de la salinidad.

El tratamiento 4.25 mM SOs2 — 150 mM aumentd la concentracién de clorofilas y
disminuy6 la concentracidon de carotenoides, lo que podria indicar que hubo una mayor

capacidad de reaccion frente a las condiciones salinas.
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El estrés por salinidad interrumpe la permeabilidad de la membrana y el cierre de
estomas, y desequilibra las concentraciones de iones; esto reduce la tasa fotosintética,
asi como los niveles de pigmentos fotosintéticos, el crecimiento y los rendimientos hasta

en un 20%, en los diferentes cultivos (Shin et al., 2021).
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Figura 1.3. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO42en la concentracion foliar de
pigmentos fotosintéticos en plantas de col cv. Royal. (A) Concentracion de clorofila a, (B)
Concentracién de clorofila b, (C) Concentracion de clorofila total, (D) Concentracién de
carotenoides. Medias * ES con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Las relaciones entre los pigmentos fotosintéticos se muestran en las Figuras 1.4. y 1.5
Los datos permiten observar que no hay diferencia significativa entre las relaciones de
clorofila a y b con el factor NaCl (Figura 1.4A). Sin embargo, para el factor SO4? se
observo una disminucion estadistica significativa en plantas tratadas con 4.25 mM

respecto a las tratadas con 5 mM SOa472.
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Figura 1.4. Efecto de diferentes concentraciones de NaCly SO4? en la relacion de Chla y Chib.
(A) Relacién entre clorofila a y b en plantas de col bajo tratamiento con NaCl. (B) relacion entre
clorofila a 'y b en plantas de col.

La relacién de Car/Chla aument6 significativamente con el tratamiento 5 mM SO42— 150
mM NaCl seguido del tratamiento 5 mM SO4?— 75 mM NaCl. Los tratamientos 3.5 mM
S0O4? - 75 mM NaCl, 4.5 mM SO42— 75 mM NaCl y 3.5 mM SO4? - 150 mM NacCl
disminuyeron significativamente la relacion de Car/Chla. Por otro lado, la relacién
ChlIT/Car fue mas alta con los tratamientos 3.5 mM SO42— 75 mM NacCl, 4.25 mM S04
— 75 mM NaCl y 3.5 mM SO42- 150 mM NacCl, mientras que el tratamiento 5 mM SOa4?
— 150 mM NacCl redujo significativamente la relacion. La relacion Car/ChIT fue
significativamente mas elevada con el tratamiento 5 mM SO42 - 150 mM NacCl, y esta
disminuye con 3.5 mM SO42—0 mM NacCl, 4.25 mM SO42—-0 mM NaCl, 3.5 mM SO42—
75 mM NacCl, 4.25 mM SO42— 75 mM NacCl, 3.5 mM SO42 - 150 mM NaCl y 4.25 mM
S0O4? — 150 mM NaCl. Por lo que las concentraciones 5 mM SOs42 con las tres

concentraciones de NaCl no redujeron las relaciones de Car/ChIT (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO42 en las relaciones de
concentracion de pigmentos fotosintéticos en plantas de col cv. Royal. (A) Relacién entre Car y
Chla. (B) relacién entre ChiIT y Car. (C) relacion entre Car y ChIT. Medias + ES con letra distinta
son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Chla=clorofila a, Chlb=clorofila b,
ChlIT=clorofila total, Car=carotenoides.

1.3.3 Contenido de macronutrientes en vastago

El estrés salino causa un desequilibrio de nutrientes a nivel de toda la planta (Qiu et al.,
2017). El efecto salino del NaCl causa estrés osmotico, desbalance iénico y toxicidad
gue afecta los procesos metabdlicos (Munns et al., 2006; Turhan y Eris, 2007), restringe
la absorcion de agua lo que resulta en una deficiencia de nutrientes (Seifijalhor ef al.,
2019), y existe una mayor captacion y translocacion de Na* y CI~ a expensas de otros

elementos esenciales.

Los resultados del presente experimento muestran que el tratamiento 3.5 mM SO42 - 0
mM NaCl presento el contenido nutrimental mas alto de los elementos analizados, con
diferencia significativa respecto a los demas tratamientos. Cuando las concentraciones

de azufre aumentaron a 4.25 y 5 mM SO4?2 con 0 mM NacCl, los contenidos nutrimentales
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disminuyeron significativamente. Los tratamientos de 150 mM NaCl con 3.5, 4.25y 5 mM
S04 redujeron significativamente los contenidos de todos los elementos esenciales

analizados (Figura 1.6).

Se ha demostrado ampliamente que el mantenimiento de concentraciones éptimas de
los nutrientes minerales de las plantas mejora significativamente la productividad del
cultivo y la resistencia a diversos tipos de estrés (Fatma et al., 2016). En condiciones de
estrés salino, un aumento en el contenido de Na* provoca desequilibrios metabdlicos y
conduce a una deficiente absorcién de K*, Ca?*, Mg?* y de otros iones minerales en la

planta.

La diminucién del contenido de N a altas concentraciones de NaCl puede estar asociado
con la competencia que existe entre el Cl-y el NOs", lo que puede restringir su absorcion,
transporte y asimilacion de nitrato. Ademas, la salinidad también afecta enzimas y genes

involucrados en el metabolismo del N (Nazir et al., 2023).

En la planta la absorcién, distribucion y difusion del P son afectados por el estrés salino
(Dey et al., 2021). La deficiencia de este elemento afecta procesos como respiracion y
fotosintesis, las hojas disminuyen su tamaro, son delgadas y cambian de color debido a
una acumulacion de carbohidratos y retraso en la sintesis de proteinas. La salinidad
también perturba la asimilacién de COz2, ya que el P esta implicado en el transporte de
carbono fijado desde los cloroplastos al citosol con su forma de triosa-fosfato (Loudari et
al., 2022). Tales alteraciones estan directamente relacionadas con la reduccion de
crecimiento y rendimiento de los cultivos. No obstante, existen contradicciones entre las
interacciones de la salinidad y el P, ya que algunos estudios sugieren que las plantas de
maiz con deficiencia de P son mas tolerantes a la sal que las plantas con suficiente P
(Tang et al., 2019).

El K* es un componente fundamental para modular la homeostasis de iones y la presion
osmotica (Seifijalhor et al.,, 2019). También esta involucrado en procesos como la
fotosintesis, la activacion de enzimas dentro de la planta, la translocacion y la regulacién
de la apertura y cierre de estomas. Cuando la concentracion de Na* es alta se inhibe

competitivamente la absorcion de K*. En plantas creciendo bajo estrés salino, la
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deficiencia de K* es severa, lo que conduce a una evidente inhibicidon del crecimiento.
Esto significa que la sensibilidad al estrés salino es atribuible casi exclusivamente a la
deficiencia de K* (Assaha et al., 2017).

El Ca?* actia como segundo mensajero en la sefializacion del estrés en plantas. La
percepcion del estrés salino conduce a una sefial de calcio citosolico que activa proteinas
sensores de calcio SOS (Salt Overly Sensitive) (Ma et al., 2019). Segundos después de
la exposicion al estrés salino se produce un rapido aumento del Ca?* citosolico (Seifijalhor
et al., 2019).

Con el tratamiento 4.5 mM SO4?— 75 mM NaCl hubo un aumento del contenido de los
nutrimentos (Figura 1.6), posiblemente debido a que esta concentracion de SO4?2 mitiga
los efectos negativos del NaCl a esa concentracion probada. A una concentracion de 150

mM NacCl, los contenidos nutrimentales disminuyeron significativamente.

El S es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Saad-Allah et al., 2020),
ya que es componente determinante de moléculas como cisteina, metionina, glutation,
proteinas, coenzima A, sulfolipidos, grupos de hierro-azufre, glucosinolatos, vitaminas
(biotina y tiamina), y el sistema de tiorredoxina que tienen el potencial de modular los
procesos fisioldgicos de las plantas para aliviar el efecto negativo del estrés salino
(Fatma et al., 2016). EI S y los compuestos que lo contienen actian como moléculas de

sefalizacion en el manejo del estrés (Narayan et al., 2022).

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios (Nguyen et al., 2020), que se acumulan
en altos niveles en especies de la familia Brassicaceae (Karovela et al., 2010) y brindan
tolerancia a las plantas a diversos tipos de estrés abidtico que incluyen sequia, salinidad,
metales y metaloides toxicos, asi como deficiencias nutricionales. Un suministro
adecuado de S puede aumentar el contenido de glutation y mejorar las caracteristicas

fotosintéticas y de crecimiento en plantas estresadas por sal (Anjum et al., 2015).

Por su parte, aun cuando el sodio no es un elemento esencial para las plantas, puede
ser usado en pequefias cantidades como acelerador del metabolismo o como sustituto
parcial de potasio en la apertura y el cierre de estomas, lo cual ayuda a regular el

equilibrio interno de agua. Sin embargo, cuando las concentraciones superan los 50 mg
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kg' puede competir con K*, Ca*?, Mg*?, NHs4*, provocando una disminucién en la
absorcion de estos iones y una concomitante deficiencia nutrimental, como se observa

en los resultados de este estudio.
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Figura 1.6. Efecto de diferentes concentraciones de NaCly SO42 en el contenido nutrimental de
macronutrientes en hojas de col cv. Royal. (A) Contenido de N, (B) Contenido de P, (C) Contenido
de K, (D) Contenido de Ca, (E) Contenido de Mg, (F) Contenido de S. Medias * ES con letra
distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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1.3.4 Contenido de micronutrientes en vastago

El estrés salino produce transtornos nutricionales como la disponibilidad de
micronutrientes, la competencia de su absorcion, asimilacion y movimiento en las
plantas. En estas condiones la disponibilidad de los micronutrientes depende de su

solubilidad, pH de la solucion y el potencial redox del medio (Hussain et al., 2018).

Los resultados del contenido foliar de Fe, Cu, Zn, Mn, B y Na en plantas de col se
presentan en la Figura 1.7. El tratamiento 3.5 mM SO4+2 — 0 Mm NacCl present6 el
contenido mas alto de Fe, Cu, Zn, Mn y B con diferencia significativa. Cuando las plantas
se con 4.25 mM SO4? - 75 mM NaCl, los elementos Fe, Zn y Mn no disminuyeron
respecto a los otros tratamientos con concentraciones de NaCl. En caso del Cuy B el
tratamiento 3.5 mM SO4? - 75 mM NacCl no redujo el contenido de estos elementos bajo
esas concentraciones de salinidad. Los contenidos de micronutrimentos disminuyeron
significativamente en concentraciones 150 mM NacCl, para Cu y Mn el tratamiento 4.25
mM SO42 a esa misma concentracion sus contenidos no disminuyeron
significativamente. El contenido més alto de Na se presento con el tratamiento 4.25 mM
S042 - NaCl 75, por lo que este tratamiento provocé en los nutrimentos un aumento de
su contenido en la planta. El tratamiento 5 mM SO42 — 75 mM NaCl le siguié en contenido
y después el tratamiento 3.5 mM SO4? — 75 Mm NacCl junto con 4.25 mM SO4? — 150
mM NaCl y 5 mM SO4? - 150 mM N.

Las altas concentraciones de Na* y CI tienen un impacto directo en la concentraciones
de los micronutrientes, al igual que en el contenido de macronutrimentos. El tratamiento
4.5 mM SO042 — 75 mM NaCl aumenté los contenidos de micronutrimentos lo cual se
puede relacionar con una concentracién adecuada de S que tiene funciones importantes

en la mitigacion de los diferentes tipos de estres.

En condiciones de estrés salino, aplicaciones foliares de micronutrimentos pueden
aumentar la absorcion de nutrientes. Los micronutrientes mejoran la tolerancia a la
salinidad mediante la activacién de algunos osmoprotectantes, como el Fe, Mny Zn que
aumentan los niveles de prolina cuando las plantas se encuentran bajo estrés por
salinidad (Hussain et al., 2018).
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Figura 1.7. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO42 en el contenido nutrimental de
micronutrientes en hojas de plantas de col cv. Royal. (A) Contenido de Fe, (B) Contenido de Cu,
(C) Contenido de Zn, (D) Contenido de Mn, (E) Contenido de B, (F) Contenido de Na. Medias *
ES con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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1.3.5 Relaciones

El estrés salino provoca un aumento del contenido de Na* en la planta (Figura 1.7F)
debido a una mayor concentracion de este en el medio. Bajo esas condiciones es
necesario mantener la relacion balanceada entre K/Na, puesto que un aumento de la
concentracion de Na* provoca una disminucion de la absorcion de K* debido a que los
transportadores de iones no son capaces de discriminar su flujo de entrada debido a la
gran similitud de los radios ionicos hidratados entre Na* y K, (Seifijalvor et al., 2019).
Algunas plantas aumentan la concentracion de K* a valores elevados de Na*
manteniendo una relacion estable lo que se traduce como una tolerancia al estrés salino
(Kumar et al., 2021). De igual forma el aumento en el contenido de Na* provoca trastornos
en el metabolismo y conduce a la mala absorcion de K*, Ca?*, Mg?* y otros iones

minerales en la planta (Li et al., 2021).

Los resultados de este estudio mostraron una reduccion de las relaciones K/Na, Ca/Na
y Mg/Na significativas después de los tratamientos con NaCl (Figura 1.8), lo que
demuestra la baja capacidad de la col de mantener las relaciones idnicas equilibradas

para mejorar la tolerancia a la salinidad.

La regulacién de la absorcion y transporte de Na* en plantas bajo estrés salino ha sido
ampliamente interpretada en el contexto de mantener altas proporciones de K* /Na* en
los tejidos y, por lo tanto, altas proporciones de K*/Na™ citosdlico, lo que se ha convertido

en un rasgo clave de la tolerancia a la sal (Assaha ef al., 2017).
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Figura 1.8. Efecto de diferentes concentraciones de NaCly SO4?2en las relaciones nutrimentales
en hojas de col cv. Royal. (A) Relacién K/Na, (B) Relacion Ca/Na, (C) Relacion Mg/Na. Medias +
ES con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

1.3.6 Concentracién de azUcares

En respuesta al estrés oxidativo, las plantas acumulan osmolitos, solutos
osmoprotectantes, como prolina, glicina-betaina, poliaminas y aztcares (manitol, sorbitol
y trehalosa), que tienen funciones de osmorregulacion, es decir mejoran el potencial
celular para mantener el agua sin obstaculizar el metabolismo (Sharma et al., 2019). Se
ha demostrado que para mitigar el estrés salino, la planta acumula carbohidratos como

azucares (glucosa, fructosa, trehalosa) y almidén (Singh et al., 2022).

El efecto de diferentes concentraciones de SO4?2 y NaCl en la concentracion de aztcares
de plantas de col se observa en la Figura 1.9. Los datos mostraron una relacién
inversamente proporcional entre la concentracion de azucares y la concentracion de
NaCl. La concentracion mas alta de azucares se presentd en plantas que no estuvieron
expuestas a NaCl. Sin embargo, a una concentracion de 75 mM NaCl hubo una
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disminucién significativa de 35.2 %, mientras que a 150 mM NaCl la concentracion de
azures se redujo en un 69.4 % (Figura 1.9A). En caso del factor SO4? esta variable tuvo
un comportamiento directamente proporcional con la concentracion de SOs?2. A una
concentracion de 5 mM SO42 se tuvo la concentracion mas alta de azlcares totales, pero
ésta disminuyd en 16.1 % con 4.25 mM SOa42. Cuando se compara 5 mM SO42y 3.5 mM
S042, se observa una diferencia significativa y una reducciéon de la concentraciéon de
azucares del 30.5 % (Figura 1.9B).

Una disminucidn en la concentracion de azucares totales puede estar relacionado con
una baja tolerancia de las plantas de col al estrés salino. Por otro lado, la planta acumulé
solidos solubles totales bajo concentraciones elevadas de NaCl (150 Mm) (Cuadro 1.5)

lo que indica una respuesta favorable y la sintesis de osmoprotectantes de otro tipo.
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Figura 1.9. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO42 en la concentracion de
azucares en vastago de plantas de col cv. Royal.

A consecuencia de la elevada concentracién de Na* a la que se expuso a las plantas de
col, los contenidos de nutrimentos se redujeron, lo que tuvo efectos negativos en las
plantas. Por ejemplo, se observd una disminucion de las concentraciones de clorofilas,
a consecuencia de una deficiente absorciéon y asimilacion de Fe, Mg, N y S, que son
elementos clave en la estructura y correcto funcionamiento de la molécula, lo que tuvo
un impacto negativo y directo en el proceso fotosintético, por lo que también disminuyd
la produccion de energia. Otro factor importante es la relacion K*/Na* que impacta en el
potencial osmatico de la célula. Finalmente, el crecimiento de las plantas se redujo como

respuesta a estas condiciones salinas. Como mecanismo de defensa al estrés salino, las
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plantas mantuvieron las concentraciones de carotenoides y aumentaron las

concentraciones de solidos solubles totales.
1.3.7 Concentracion de nitrato

Como elemento esencial de las plantas, el N desempefia una funcion importante en la
tolerancia al estrés salino por la acumulacibn de compuestos nitrogenados como
osmoprotectantes (Sa et al., 2019). La salinidad afecta negativamente la absorcion y

asimilacion de N (Tian et al., 2021).

En este estudio, las concentraciones de nitrato disminuyeron significativamente cuando
se aplicé la dosis mas alta de NaCl. Sin embargo, se puede observar que los tratamientos
gue contenian 75 mM NaCl mantuvieron las concentraciones de nitrato excepto el
tratamiento con la concentracion 3.5 mM SO4?2. Posiblemente a concentraciones de 75
mM NaCl las plantas mantienen procesos para tolerar el estrés salino, pero a
concentraciones de 150 mM el exceso de Na* supera por mucho las concentraciones de

NO-2 por lo que la disminucion es inevitable (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y SO42 en la concentracion de nitrato

Nitratos (mg kg-1)

NaCl (mM)

en vastago de plantas de col cv. Royal.
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1.4 CONCLUSION

Las condiciones de estrés salino afectaron negativamente las variables agronémicas

evaluadas en col, en las condiciones experimentales aqui probadas.

El alto nivel de sulfato suministrado no mitigd la reduccion las concentraciones de
clorofilas, contenido de nutrimentos y las relaciones Na/Ca, Na/K y Na/Mg cuando fue
suministrada la dosis alta de NaCl. Sin embargo, con el tratamiento 4.25 mM SO42 — 75
mM NaCl tuvo un efecto positivo en los contenidos de nutrimentos al aumentar su

concentracion.

El estrés provocado por el NaCl disminuyd las concentraciones de azucares, pero

aumento las concentraciones de solidos solubles totales.

Por otro lado, las concentraciones de azucares solubles totales aumentaron cuando los

sulfatos fueron aplicados en la dosis mas alta.
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CONCLUSION GENERAL

El estrés salino afecta el crecimiento y desarrollo de plantas de col a través de la

disminucién de las variables agronémicas.

En este estudio la salinidad disminuyé el crecimiento de las plantas de col, el contenido
de nutrimentos y de clorofilas. EI S tuvo un impacto positivo en el contenido de

nutrimentos con concentraciones de 4.25 mM solo a un nivel de 75 mM NacCl.
Las plantas de col cv. Royal no toleran concentraciones elevadas de NaCl (150 mM).

Las concentraciones de SOs4? usadas no ayudaron en la tolerancia al estrés salino

cunado las plantas se desarrollaron en concentraciones de 150 mM NaCl.

Se deben estudiar concentraciones mas elevadas de SO42.
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