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EFECTO DE LA SALINIDAD EN EL DESARROLLO TEMPRANO DE Agave salmiana
Otto Ex Salm-Dyck

Diana Iran Hernandez Gonzélez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

La salinidad es limitante abidtico para el desarrollo de los cultivos agricolas, porque afecta la
absorcion de agua y nutrientes en la planta. EI objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
del riego con soluciones de NaCl, Na,SOs y NaHCOs con 5, 10, 15 y 20 dS m™ en el
crecimiento, y concentracion de azlcares y prolina de plantas de A. salmiana de 12 semanas de
edad. Los resultados se compararon con los del testigo sin sal. El estudio se desarrollé6 con un
disefio experimental completamente al azar con 4 repeticiones, cada unidad experimental quedo
conformada por una planta. El crecimiento de las plantas con NaCl, Na;SOs y NaHCO3
disminuyd en 89.65 % con 16.78 dS m™ de NaCl, 96.55 % con 8.64 dS m™ de Na;SO4 y un
promedio de 95 % con todos los tratamientos de NaHCOs. El nimero de hojas y el crecimiento
de las hojas nuevas no se afectaron con ningun nivel de salinidad de NaCl. Sin embargo, en el
crecimiento de nuevas hojas, las diferencias con Na;SO4 con 13.05 y 15.70 dS m™y NaHCOg3 con
5.31, 8.97, 14.7 y 17.76 dS m™ fueron significativas, al igual que las diferencias con Na,SO4 con
8.64 y 13.05 dS m™* y NaHCO; con 8.97, 14.7 y 17.76 dS m™ en el nimero de hojas. Los
tratamientos con NaCl y Na,SO4 no afectaron la acumulacion de biomasa. Las concentraciones
de azUcares totales disminuyeron significativamente con los tratamientos con NaCl y NaHCO:s.
Con 15.70 dS m de Na;SOq la concentracion de azlcares incrementd 60.20 %. Las diferencias
en la concentracion de prolina en hojas con el NaCl y NaHCOs no fueron significativas. En
contraste, la concentracion de prolina en la raiz incrementé significativamente (2.15 veces) con
NaCl, respecto a las plantas testigo. Con 15.70 dS m™* de Na2SOs el efecto en la concentracion de
prolina en hojas fue significativamente inferior a los demas tratamientos.

Palabras clave: Agave salmiana, salinidad, conductividad eléctrica, crecimiento, biomasa,

azucares totales, prolina.



SALINITY EFFECT ON THE EARLY DEVELOPMENT OF Agave salmiana Otto Ex
Salm-Dyck

Diana Iran Hernandez Gonzélez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Salinity is an abiotic limiting for the development of agricultural crops, because it affects the
absorption of water and nutrients in the plant. The objective of the investigation was to evaluate
the effect of irrigation with solutions of NaCl, Na,SO4 and NaHCO3 with 5, 10, 15 and 20 dS m™
in the growth, and concentration of sugars and proline of 12 weeks old plants of A. salmiana.
The results were compared with those of the control without salt. The study was developed with
a completely randomized experimental design with 4 repetitions, each experimental unit was
formed by a plant. The growth of the plants with NaCl, Na,SO4 and NaHCO3 decreased by
89.65% with 16.78 dS m™ of NaCl, 96.55% with 8.64 dS m™ of Na,SO. and an average of 95%
with all NaHCOs treatments. The number of leaves and the growth of the new leaves were not
affected by any level of salinity of NaCl. However, in the growth of new leaves, the differences
with Na;SO4 with 13.05 and 15.70 dS m™ and NaHCO; with 5.31, 8.97, 14.7 and 17.76 dS m*
were significant, as were the differences with Na,SO4 with 8.64 and 13.05 dS m™ and NaHCOs3
with 8.97, 14.7 and 17.76 dS m™ in the number of leaves. The treatments with NaCl and Na2SO4
did not affect the accumulation of biomass. The total sugars concentrations decreased
significantly with the NaCl and NaHCOs treatments. With 15.70 dS m™ of Na,SO4 the sugars
concentration increased 60.20%. The differences in the proline concentration in leaves with NaCl
and NaHCOs were not significant. In contrast, the proline concentration in the root increased
significantly (2.15 times) with NaCl, compared to the control plants. With 15.70 dS m™ of
Na.SO;4 the effect on the proline concentration in leaves was significantly lower than the other
treatments.

Key words: Agave salmiana, salinity, electric conductivity, growth, biomass, total sugars,

proline.
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l. INTRODUCCION

Los agaves o0 magueyes tienen importancia ecoldgica, econdmica y cultural en las zonas aridas y
semiaridas de Meéxico. Su valor se remonta a la época prehispanica y han sido alimento, materia
prima para elaborar bebidas fermentadas y destiladas, fuente de fibras y material para

construccién de viviendas (Garcia, 2007).

Los magueyes se distribuyen del nivel del mar a los 3400 m. La mayoria de las especies se
localizan en comunidades xerofitas (Garcia Mendoza, 2002). Esto se debe a que los magueyes
presentan caracteristicas morfologicas, anatdmicas y fisioldgicas que les permiten sobrevivir a la
restriccion de humedad (Schutle, 2009).

Las especies del género Agave emplean el metabolismo acido crasuliceo CAM, “crassulacean
acid metabolism” por sus siglas en inglés, el cual maximiza la eficiencia del uso del agua al
absorber CO> durante la noche, que permite a las plantas adaptarse a los ambientes aridos, es
decir, crecen en areas con agua limitada o precipitacion insuficiente (Nobel, 1998; Cushman et
al., 2015; Zhang et al., 2016).

Cushman et al. (2015) mencionaron que los magueyes representan cultivos de bioenergia
altamente eficientes en el uso del agua, por lo que pueden expandirse para la produccion de
plantas en tierras agricolas semiaridas, abandonadas o degradadas y recuperar tierras secas. Por

ello, estos han empezado a tener importancia como cultivos energéticos.

Por consiguiente, los magueyes son un recurso fitogenético, por representar una alternativa para
el desarrollo sostenible y por su alta capacidad bioproductiva aun en ambientes donde la

disponibilidad de agua es baja y la temperatura extrema (Colunga et al., 2007).

El género Agave spp, es endémico de Ameérica, se distribuye desde el sur de Estados Unidos
hasta Colombia y Venezuela, la conforma aproximadamente 200 especies y 75 % se encuentran
en México (Garcia et al., 2010).



En Agave salmiana el nivel de endemismo esta restringido al territorio mexicano y se distribuye
en Hidalgo, Tlaxcala, Estado de México, Puebla, San Luis Potosi, Michoacan, Querétaro,

Morelos, Guanajuato, Veracruz y Oaxaca (Garcia y Galvan, 1994; Garcia, 2007).

Actualmente, la contaminacién por sales solubles en los suelos causa problemas principalmente
en regiones aridas del mundo. Millones de hectareas estan afectadas por salinidad y cada afio las
superficies se vuelven improductivas. La agricultura intensiva en zonas aridas hace que con el

agua de riego aumente el contenido de sales (Gonzalez, 2009).

El incremento de tierras irrigadas es innegable debido a la escasez de tierras para cultivar y poder
alimentar a 9 mil millones de personas en 2050. Por lo que, en el siglo XXI la salinidad seguira
siendo una amenaza para la produccion mundial de alimentos (Shabala y Munns, 2017).

Ante esta situacion, la identificacion de cultivos que toleren la salinidad es necesaria; ya que, el
incremento de los suelos salinos cada vez esta limitando severamente la produccion de alimentos
(Mesa, 2003). De acuerdo con la FAO (2008), méas del 6 % de la superficie a nivel mundial o

mas de 800 millones de hectareas esta afectada por salinidad sodica.

La salinidad es la concentracion excesiva de sales solubles en el suelo, que limitan el crecimiento
de las plantas. Esta limitacién es mayor a medida que aumenta la concentracion de sales y puede
provocar la muerte de la planta (Maas y Nieman, 1978). La salinidad afecta la imbibicion, la
germinacion y retarda este proceso por falta agua para iniciar la imbibicion (Ayers, 1952).

Cuando una semilla germina y produce una plantula bajo condiciones de estrés salino, se
considera como un indicativo de un potencial genético para la tolerancia a la sal en esta etapa del

ciclo de vida (Bernstein y Ayers, 1953).

Ante el inminente aumento de la superficie de tierras agricolas con problemas de salinidad y
hasta el momento sin informacion referente a los niveles de tolerancia de A. salmiana, el objetivo
de esta investigacion fue evaluar el efecto de diferentes tipos y concentraciones de sales en la

biomasa, el nimero de hojas, la altura, el contenido de azlcares y de prolina de plantas de A.
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salmiana Otto Ex Salm-Dyck de doce semanas de edad con el riego de soluciones salinas.
Debido a esto, la hipdtesis es que, el aumento en la concentracion de sales repercutird en el
nimero de hojas, la altura, la biomasa y la emergencia de hojas nuevas de A. salmiana. Asi
mismo, las concentraciones de azUcares totales y de prolina incrementaran en la raiz por efecto

de la salinidad.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Salinidad

Se define un suelo salino como aquél en que la solucidn extraida de una pasta saturada del suelo
presente una conductividad igual o mayor a 4 mmhos cm™ o dS m? y ademas contienen sales
solubles que alteran desfavorablemente su productividad. Tanto la textura del suelo, la
distribucion de sal en el perfil, la composicion de sal y el tipo de especie vegetal son factores que
determinan el crecimiento de las plantas (Richards, 1974).

2.2 Fuentes de sales solubles

Las principales sales solubles del suelo son el calcio, magnesio, cloruro y sulfato. También se
encuentran el cation potasio y aniones bicarbonato, carbonato y nitrato, pero en cantidades
generalmente menores. La fuente natural de donde provienen las sales son los minerales
primarios y rocas expuestas que se encuentran en los suelos y la corteza terrestre. Los procesos
de intemperizacion quimica como hidrdlisis, hidratacion, solucion, oxidacion y carbonatacion

facilitan la liberacion y solubilidad (Richards, 1974).

En la salinidad transitoria la sal puede entrar y salir de la zona de la raiz debido a las lluvias

estacionales (Rengasamy, 2002).

Tanto las practicas agrondmicas como las de ingenieria pueden dar fin a la salinidad. La mejora
genética de plantas puede aumentar la productividad de tierras con este tipo de deterioro
(Shabala y Munns, 2017).

Los suelos salinos se encuentran en areas que reciben sales de otras zonas donde el agua es el
principal factor de acarreo. El océano es otra fuente de sales, por depdsitos marinos que han
emergido, o también por suelos bajos que se encuentran en las costas. Comdnmente las aguas
superficiales y subterraneas contienen sales disueltas. Al usar estas aguas para riego o cuando
existe inundacion de tierras bajas, o el agua subterranea sube cerca de la superficie actian como

una fuente directa de sales (Richards, 1974).



Otra causa de la salinidad en los suelos es en la agricultura de secano en donde el desmonte de
tierras para la agricultura y el reemplazo de vegetacion perenne nativa por cultivos anuales con
raices poco profundas, da como resultado subsuelos méas himedos y con mayor drenaje. Esto
ocasionara un aumento en los niveles freaticos. EI cambio de uso de suelo por introduccion de
cultivos en zonas de lluvia moderada (350-600 mm) ocasiona que suban los niveles de agua y se

formen filtraciones salinas (Shabala y Munns, 2017).

2.3 Impacto de la salinidad en la economia

El alcance global de la salinizacion tiene implicaciones sociales y economicas. Dada la
propension de la salinidad del suelo para impedir la productividad agricola que amenaza tanto al
suministro mundial de alimentos como a los beneficios agricolas. A nivel mundial, se pierden de
12 a 27.3 mil millones de dolares debido a reducciones en la productividad de los cultivos (Qadir
et al., 2014). Otro problema que acontece en la economia es la salinizacion del suelo debido a la
irrigacion. La falta de drenajes artificiales para la regulacion del agua adicional y sales, hace que
la capa fredtica surja a la superficie en pocos afios y la salinidad aumente (Wang et al., 2003).

Se estima que existe una pérdida anual de 27.3 mil millones de dolares en el sector de la
agricultura en paises como EE.UU., Australia, China, India y Pakistan debido al impacto de la

salinidad en los suelos para la produccién alimenticia (Qadir et al., 2014).

2.4 Suelos salinos en el mundo

En zonas de clima arido o semiarido es donde se presentan principalmente los suelos salinos,
debido a la precipitacion baja para transportar las sales y a la elevada evaporacién se tienden a
concentrar las sales en los suelos y en el agua superficial. EI drenaje es otro factor que ocasiona
la elevacion de la capa freatica hasta la superficie y pueden causar flujos temporales o lagos
salados permanentes. La baja permeabilidad del suelo es causa del mal drenaje, de la textura o
estructura del suelo y capas de arcilla compacta o silica; y es por ello que la salinizacion en las

areas agricolas se ha incrementado considerablemente (Lewis, 2002).



A nivel mundial, se indica que existen mas de 800 millones de hectareas de suelos afectados por
las altas concentraciones de distintos tipos de sales, por lo que se cataloga como uno de los
problemas mas importantes de la agricultura; debido a que tiene efectos perjudiciales sobre la
germinacion de las semillas y el crecimiento de las plantas que eventualmente atrofian el
crecimiento de las plantas y causan la muerte (FAO 2008; Ramoliya et al., 2006). Segln la FAO
(2005) se estima que 400 millones de hectareas son afectadas por procesos de salinizacion y 230
millones de hectareas tecnificadas con riego, de las cuales, el 20 % presentan algin grado de

salinizacion y el 10 % tienen riesgo de salinizacion.

En lo que respecta a México, las zonas aridas y semiaridas ocupan alrededor del 40 % de la
superficie nacional. Fuera de estas zonas, existen también diversas cuencas cerradas donde se
presentan fuertes acumulaciones de sales y amplias zonas costeras ocupadas por suelos salinos.
No existe una evaluacion precisa de las superficies de los suelos con problemas de salinidad y
sodicidad en México, sobre todo en las areas no agricolas. Sin embargo, puede sefialarse de
manera aproximada la presencia de 3.5 millones de hectareas afectadas en las zonas é&ridas y
semidridas, 1 milldn en zonas no agricolas, 800 mil en &reas costeras, 1 millon en areas agricolas
de temporal y 500 mil en zonas agricolas de riego, lo cual totaliza cerca de 6.8 millones de ha de
suelos afectados por sales en todo el pais (Sanchez, 2006; SEMARNAP-INEGI, 1998). En la
Figura 1 se muestra la distribucion de los suelos salinos en nuestro pais, donde destacan los
estados de Baja California, Baja California Sur, Sonora, parte de Chihuahua y Sinaloa que en

conjunto representan el 50 % de los suelos con problemas de salinidad a nivel nacional.
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Figura 1. Distribucién de los suelos salinos en México (Sanchez, 2006).

2.5 Caracteristicas de suelos salinos y sodicos
De acuerdo con Richards (1974), los suelos han sido categorizados en tres grupos, los suelos

salinos, suelos sodico-salinos y suelos sodicos no salinos.

Los suelos salinos tienen conductividad de extracto de saturacion mayor a 4 mmhos cm™ a 25
°C, y porcentaje de sodio intercambiable menor de 15. El pH es menor de 8.5. Cuando a estos
suelos se les aplica drenaje adecuado mediante el lavado elimina sales solubles y recupera los
suelos volviéndose normales. Estos suelos se caracterizan por presentar costras blancas en su
superficie. La cantidad de sodio no sobrepasa la mitad del total de cationes solubles. Los aniones
principales son cloruro, sulfato y nitrato.

En los suelos sodicos-salinos la conductividad del extracto de saturacién es mayor de 4 mmhos
cm™ a 25 °C, el porcentaje de sodio intercambiable es mayor de 15 y el pH es menor a 8.5. El
lavado de estos suelos incrementa la alcalinidad, y su pH serd& mayor a 8.5, el sodio
intercambiable se hidroliza y forma hidroxido de sodio que cambia a carbonato de sodio.

Ademas, el Na+ representa porcentaje alto de cationes unidos a particulas de arcilla, lo que



provoca pérdida de estructura y endurecimiento del suelo causando la disminucion del

crecimiento de las plantas (Qadir y Schubert, 2002).

Los suelos sddicos no salinos presentan conductividad del extracto de saturacion menor a 4
mmhos y porcentaje de Na intercambiable mayor a 15. EI pH puede estar entre 8.5 y 10. El
lavado de suelos sodicos-salinos conduce a esta categoria cuando no tienen yeso. Ese pH se debe

a que se elimina el exceso de sales.

2.6 Respuestas fisiologicas en las plantas por la salinidad en el suelo
2.6.1 Estreés osmatico
La presion osmotica afecta la habilidad de las plantas para utilizar el agua. Esta se puede calcular
con la concentracion de sal en la solucion con la ecuacion:

m=cRT
donde = es la presion osmotica (MPa), ¢ es la concentracion (osmoles por kilogramo de agua), R
es la constante universal de los gases y T es la temperatura absoluta en grados Kelvin (RT=2.48 a
25 °C) (Munns y Sharp, 1993).

A través de sefiales internas, el efecto osmotico reduce la tasa de expansion de las células en el
crecimiento de tejidos y el grado de apertura estomatica en hojas, que limita la tasa fotosintética.
A causa de esto, se reduce el flujo de asimilados al meristemo y crecimiento de tejidos en la
planta (Munns y Sharp, 1993).

El principal efecto osmotico cuando la salinidad en el suelo incrementa es la disminucion del
tamafio de la hoja, debido a que la sal cubre las raices, lo que causa que las células en la hoja
pierdan agua; y después de un tiempo el volumen original se recupera al ocurrir el ajuste

osmotico, pero con la tasa de elongacion reducida y tamafio reducido (Passtoura y Munns, 2000).

La inhibicion del desarrollo de raices laterales empieza en semanas y los efectos pueden afectar

al desarrollo reproductivo, incluso las hojas pueden morir y reducir el nimero de flores cuando la



salinidad es moderada. Estos son efectos del estrées osmético debido a la sal y es similar a las

respuestas por sequia (Shabala y Munns, 2017).

La exposicién de las raices a la sal es directa, en contraste con las hojas. Sin embargo, algunas

plantas pueden expulsar las sales y evitar la toxicidad (Shabala y Munns, 2017).

2.6.2 Desbalance ionico/efecto de la salinidad en las plantas

La toxicidad de Na y el desbalance ionico en el citosol de la célula es otro efecto debido a la
salinidad. Los cationes Na+ y K+ tiene propiedades fisico quimicas similares, por lo que el Na+
compite por sitios clave para procesos metabdlicos que ocurren en el citoplasma como sintesis de
proteinas, reacciones enzimaticas, entre otros, por lo que afecta severamente el metabolismo de
la planta (Shabala y Munns, 2017).

Ademas, la salinidad también puede afectar la capacidad de las plantas para adquirir nutrientes
como Ca, N, P y Mg. Por ejemplo, concentraciones altas de Na+ en el suelo disminuyen la
actividad de los nutrientes, y la despolarizacion de la membrana ocurre cuando este cation la
atraviesa, causando que sea imposible que nutrientes esenciales entren e incrementa su salida
(Shabala y Cuin, 2008).

2.6.3 Crecimiento de la planta

La presencia de sales en el agua provoca disminucién del crecimiento de la planta, debido a la
disminucion de la absorcion de agua, por el efecto osmético. Si la sal entra a la planta, las células
de las hojas que transpiran tendran dafio causando mayor reduccion de tamafio y se le denomina

“sal-especifica o exceso de i6n” (Greenway y Munns, 1980).

Las sales en el suelo reducen el crecimiento en hojas y la extensién de las raices disminuye la

conductancia estomatica y la fotosintesis (Munns,1993).

La supervivencia de una planta depende de la tasa de muerte foliar, ya que, si la produccion de

nuevas hojas es mayor que las que mueren, entonces habra suficientes hojas que fotosinteticen y

9



produzcan flores y frutos. Las plantas perennes pueden entrar en un estado de latencia para
sobrevivir al estrés. EI término tolerancia a la salinidad se refiere al porcentaje de produccion de
biomasa de una planta en un suelo salino en relacion con plantas en el suelo no salino después de
un periodo de tiempo prolongado. Sin embargo, en plantas de lento crecimiento, es dificil
evaluar la reduccion de biomasa por lo que la supervivencia se usa a menudo (Shabala y Munns,
2017).

2.6.4 Efecto fisioldgico de sales en planta

Debido a que la salinidad puede inhibir el crecimiento de una planta por el estrés osmético, las
plantas acumulan moléculas en el citoplasma que contrarrestan la presion osmatica mediante tres
vias. Una es en la que las plantas acumulan osmolitos orgénicos al aumentar su captacion de
medios externos; la segunda el ajuste osmético, que se logra mediante sintesis de solutos
compatibles, y en el tercero, las plantas pueden utilizar osmolitos inorganicos en lugar de
organicos, aumentando la acumulacion de Na+, Cl- y K+, para su ajuste osmético (Shabala y
Shabala, 2011).

El ajuste osmdtico por acumulacion de osmolitos organicos incluye azucares, polioles,
aminoacidos y compuestos de amonio cuaternarios. Los osmolitos son moléculas solubles en
agua lo que les permite acumularse en células a concentraciones altas sin afectar las reacciones
metabdlicas dentro de la célula, no son toxicos para la planta y daran como resultado un aumento
en la osmolaridad celular que conduce la entrada de agua, o al menos un flujo reducido de
células, proporcionando asi turgencia necesaria para la célula. Cuando estos no estan disponibles
en el suelo, pero la salinidad esta presente, las plantas incrementan su produccion de osmolitos
organicos. Esto ultimo es de interés en los programas de mejoramiento de cultivos ya que

podrian modificarse las rutas biosintéticas de estos solutos (Shabala y Shabala, 2011).

Debido al costo energético para sintetizar estos solutos y el proceso lento en el que ocurre el
ajuste osmadtico, la alternativa es el uso de iones como K+, Na+ y Cl-, en donde se ha observado
recuperacion de turgencia en poco tiempo en algunas plantas del género Arabidopsis (Shabala y
Lew, 2002).
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Las concentraciones de osmolitos generadas por la planta son bajas, con el fin de que esta realice
la turgencia celular 6ptima para mantener el crecimiento del tejido en condiciones de salinidad,
por lo que se ha observado que este ajuste osmatico solo se genera en compartimentos de células

pequefias como el citosol o cloroplastos (Shabala y Munns, 2017).

2.6.5 Efectos de sales en cultivos

La tolerancia a la salinidad varia entre las especies. Cultivos como el algoddn (Gossypium
hirsutum L.), la cebada (Hordeum vulgare L.) y la canola (Brassica napus L.) son los mas
tolerantes, el trigo (Triticum vulgare L.) es moderadamente tolerante, y el arroz (Oryza sativa L.)
es sensible. De acuerdo con Munns (2007) la alfalfa (Medicago sativa L.), con importancia

forrajera, es una de las especies mas tolerantes.

La variacién de la tolerancia a la salinidad entre cultivos y forrajes la expusieron Mass y
Hoffman (1977) ellos clasificaron a los cultivos en sensibles, moderadamente sensibles,
moderadamente tolerantes y tolerantes, identificaron las condiciones no aptas para el cultivo,
segun la disminucion del rendimiento relativo inversamente con los niveles de conductividad

eléctrica de la solucion del suelo (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion de cultivos tolerantes a la salinidad (Mass y Hoffman, 1977).

La diversidad dentro y entre las especies representa el potencial para incrementar la produccion o
el rendimiento en suelos salinos. Para ello es necesario identificar el germoplasma con el mejor

desempefio en el campo (Shabala y Munns, 2017).

Salinas (2015) estudio el efecto de las sales puras (NaCl, CaCl2.2H,0, MgCl..6H-0,
MgS0..7H20, Na2SOs y NaHCO3) en la germinacion de verdolaga (Portulaca oleraceae L.) y
observd que con NaCl con CE entre 1 y 12.1 dS m™ el porcentaje de germinacion de cv.
Americana no se vio afectado (92 %) con respecto al testigo sin sal. En contraste con CE de 21.3
dS m™ la germinacion fue de 77 %. La germinacion de cv. Americana con Na;SOsa CE de 1 a
10 dS m™* no mostro efectos significativos con respecto al testigo. En lo que respecta a NaHCO3

con 1 dS m el porcentaje de germinacion no fue diferente al testigo. Sin embargo, con 12.1,
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14.2 y 21.3 dS m™ los porcentajes de germinacion fueron significativos (62, 57 y 30 %)
respectivamente.

Gonzélez (2009) analiz6 la germinacion de diferentes cultivos, utilizando las mismas sales puras
que Salinas (2015). En alfalfa con 11.8 dS m™ de NaCl se redujo la germinacion a 66 %, con
NaHCO3a2.39 dSm™a 30 % y con MgClza 18.67 dS m™a 43.3 %.

En maiz (Zea mays L.) como en alfalfa, el porcentaje de germinacion varié segun el tipo de sal.
En MgSO4 empezd a disminuir desde 1.71 dS m™, y con NaCl a los 11.8 dS m™. NaHCOs a
13.39 dS m™ fue la sal que produjo el porcentaje menor de germinacion (26.7 %), seguido de
CaCl, a22.38 dS m™ (36.7 %), MgClI2 a 25.27 dS m™ (36.75), y la mezcla clorhidrico-sulfatica a
12.92 dS m (40 %).

Can et al. (2014) realizaron estudios en tres variedades de frijol con NaCl. De acuerdo con los
resultados, la germinacion de frijol Pinto con CE de 9 dS m™ se redujo a 54.7 %, el Negro a 48.4
% y el Azufrado a 30.3 %.

Con la importancia cultural, alimenticia y econdmica de las poblaciones de magueyes se
encontrd la siguiente informacion referida al crecimiento y desarrollo de especies del género

Agave en medios salinos.

Bergsten et al. (2016) evaluaron la biomasa y los niveles de nutrientes en Agave con NaCl. Ellos
observaron que A. utahensis ssp. kaibabensis y A. utahensis ssp. utahensis, de tres semanas de
edad, mostraron disminucion de biomasa y supervivencia a 6.0 dS m™, A. utahensis ssp.
Kaibabensis fue mas susceptible a 9.0 dS m™ y A. utahensis ssp. utahensis tuvo el porcentaje
mayor de mortalidad (75 %). Agave parryi y A. weberi de 24 semanas de edad no mostraron
mortalidad y A. weberi no mostré diferencias significativas en su biomasa y variacion de
nutrientes; por lo que estas Gltimas fueron las especies recomendadas en este estudio para plantar

en regiones semiaridas con suelos salinos.

13



Miyamoto (2008) evaluo6 plantulas de un afio de edad de A. parryi y A. americana que fueron
tratadas con soluciones de NaCl, MgSOa, y CaCl,, obteniendo niveles de CE de 1.2, 4.4, 9.4,
13.7 y 17.1 dS m™. Después de seis meses, A. parryi mostrd sobrevivencia a 13.7 dS m™ pero su
crecimiento fue reducido drasticamente desde 9.4 dS m™. A. americana redujo su crecimiento a

13.7 dS m™ sin presentar dafios en la planta.
Schuch y Kelly (2008) encontraron que en plantas de siete meses de edad de Agave parryi

puestas en contendedores y regadas con mezclas de soluciones de NaCl y CaCly, tuvieron un

decremento en el peso seco de un tercio de las plantas expuestas con CE de 5.0 dS m™.
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I1.  OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio fue: evaluar el efecto del tipo y concentracion de sal en la
biomasa, el nimero de hojas, la altura, el contenido de azlcares y de prolina de plantas de A.

salmiana Otto Ex Salm-Dyck de doce semanas de edad con el riego de soluciones salinas.

e Hipdtesis
El aumento en la concentracion de sales repercutira en el nimero de hojas, la altura, la biomasa y
la emergencia de hojas nuevas de A. salmiana. Asi mismo, las concentraciones de azlcares

totales y de prolina incrementaran en la raiz por efecto de la salinidad.
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IV. MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarrollo en el Laboratorio de Biofisica y Fisiologia Vegetal Ambiental e
invernaderos del Posgrado en Botanica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Estado de Meéxico (19°29°00""N, 98°54°00""O vy altitud de 2240 m).

4.1 Material vegetal

Se recolectaron capsulas de A. salmiana en la localidad de Durango Daboxtha, municipio
Cardonal, Hidalgo, en un predio perteneciente a la Sociedad de Produccion Rural “Xamin”. Las
semillas se obtuvieron de un ejemplar ubicado a 20° 32" 46.3"°N, 99° 05"36.2"°0 vy altitud de
2079 m. La especie fue reconocida por los habitantes del lugar como cultivar Xamini el cual
reconocen por que la espina dorsal de la hoja presenta encorvamiento diferente al de los demas

magueyes.

4.2 Caracterizacion de la semilla

La humedad se evalud en cuatro repeticiones con 25 semillas, la cual fue de 8.54 %. Cien
semillas se pesaron individualmente, la media fue de 11.54 mg + 1.022. Cien semillas
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2 % y lavadas con agua destilada durante 5 min se
separaron en grupos de 25 semillas y cada uno se colocd en cajas Petri con papel filtro para
evaluar la germinacién. Las cajas se mantuvieron a 30.60 £ 0.23 °C; la germinacion dio inicio a
los 5 dias y finalizd a los 11 dias. La germinacion final fue del 96 %. Entre las semillas sin
germinar se observé contaminacion sobre la cubierta seminal de una semilla (1 %). Las restantes
fueron vanas o no presentaron germinacion. De acuerdo a estos resultados las semillas se

consideraron aptas para la realizacion de los siguientes experimentos.

4.3 Siembra y crecimiento de plantas de A. salmiana
En contenedores de plastico de 8.5 cm de altura por 11 cm de didmetro, se llenaron con perlita,
como soporte para las plantas, se colocé una semilla por contenedor, donde emergieron y

alcanzaron 12 semanas de edad. Durante este tiempo permanecieron en el invernadero a 22.48 +
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0.23 °C en promedio (minima y maxima de 1 y 52 °C), iluminancia de 513.8258 + 56.7751 pumol
m? st (minima y maxima de 98.8 y 1166 pmol m? s) y humedad relativa (HR) promedio de
40.35 = 0.55 % (minima y maxima de 2 y 97 %). Cuando se expuso el cotiledon se inici6 el
riego, una vez por semana, con solucion Steiner al 100 % (Steiner, 1984). El inici6 del riego de

soluciones salinas inici6 una vez transcurridas las 12 semanas.

4.4 Preparacion de las soluciones con sales puras
Las sales que se evaluaron fueron NaCl, NaSO4 y NaHCO3 en concentraciones necesarias para
generar conductividades eléctricas (CE) de 5.0, 10.0, 15.0 y 20.0 dS m™*. Ademas, se incluy6

agua sin esas sales (0 dS m™) como testigo.

Las formulas tedricas del Manual del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (Richards,
1974) se usaron para preparar las soluciones salinas:
ppm = 640 (CE * 10%)
donde ppm representa las partes de un compuesto contenidas en 1 millon. Dentro de una
equivalencia: ppm=ug ML*=mg L "= mg kg*=ug g*.
CE*10%: es la conductividad eléctrica del extracto de saturacion, en dS m™a 25 °C.
meq L™ = 10(CE = 10%)

meq L ** es la concentracion de sales en la solucion, en miliequivalentes por litro.

El tratamiento final el cual se le aplico a cada planta, estuvo constituido de la mezcla de solucion
salina con solucion Steiner en una proporcion de 3:1. El testigo fue la solucién Steiner al 100 %
con conductividad de 2.9 dS m, quedando un total de 13 tratamientos. La CE se midi6 con un
conductimetro (HORIBA LAQUAtwin EC-11), el pH con un potenciémetro (HANNA pH 2010
Microprocessor pH Meter) y el potencial osmotico con el osmometro de punto de congelacién
(5010 OSMETTE 1) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Concentraciones (g L) de NaCl, Na;SOs y NaHCOs y conductividad eléctrica

esperada (CEe) y real (CEr), pH y potencial osmotico (PO) de las soluciones evaluadas.

) _ Solucion salinas + solucion Steiner
Soluciones salinas

(3:1)
Tt cEer cEr PO CEr PO
gL*  pH pH
(ds m) (MPa)  (dSm™) (MPa)
Solucion Steiner (testigo)
1 2.90 6.00 -0.077
NaCl
2 5 4.90 2.73 7.05 -0.156 5.24 6.42 -0.188
3 10 10.44 5.56 6.34 -0.331 9.05 6.43 -0.396
4 15 15.06 8.48 6.15 -0.469 13.23 6.42 -0.631
5 20 19.77 11.47 6.04 -0.652 16.78 6.44 -0.834
Na>SO4
6 5 5.04 4.25 6.24 -0.127 5.33 6.45 -0.150
7 10 10.14 8.91 6.25 -0.268 8.64 6.58 -0.338
8 15 15.00 13.92 6.42 -0.424 13.05 6.54 -0.526
9 20 19.50 19.77 6.45 -0.583 15.70 6.45 -0.735
NaHCOs3
10 5 5.13 5.87 8.40 -0.217 5.31 9.79 -0.268
11 10 10.06 11.44 8.38 -0.438 8.97 9.95 -0.567
12 15 15.05 19.42 8.37 -0.712 14.70 10.09 -0.938
13 20 19.98 27.92 8.44 -1.018 17.76 10.04 -1.337

Trat: tratamiento

4.5 Preparacion de la solucion nutritiva
La solucion nutritiva utilizada en esta investigacion fue descrita por Steiner (1984). En ella el
balance estequiométrico de la suma de aniones y la de cationes es 20 meq L * en cada caso. Esta
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solucion preparada presentd un pH de 6.0, una conductividad de 2.9 dS m™ y gener6 una presion
osmotica de -0.077 MPa. La precipitacion de los fertilizantes se evitd con uso de agua con pH
ajustado a 5.5 con H2S04 al 10 %.

La pureza de los macroelementos se utiliz6 para calcular la cantidad total a utilizar (Cuadro 2).

Cuadro 2. Formulacion, pureza (%) y concentracion (meq L™), de la solucion Steiner.

N Formula Concentracion Pureza Mezcla final
Fertilizante .
quimica (meq L?) (%) (g 100 L)

Nitrato de calcio Ca(NOs3)24H20 9 98 107.81
Nitrato de potasio KNOs 3 95 30.39
Sulfato de potasio K2SO4 3 96 26.2

Sulfato de magnesio MgSO4 7H20 4 98 49.45
Fosfato de potasio KH2PO4 1 99 13.74

Primero se incorporaron los nitratos, sulfatos y los microelementos, los cuales fueron 4 g de la
mezcla de fertilizantes quelados de la marca Tradecorp AZ (composicién de Fe, Mg, Zn, B, Cuy

Mo) vy al final se agrego el KH2POa.

4.6 Disefio experimental y aplicacion de tratamientos
El disefio experimental fue completamente al azar, con cuatro repeticiones por tratamiento

(solucion salina y nivel de conductividad), cada una con una planta.

Plantas de 12 semanas de edad, con altura de 4.25 + 0.1229 cm, de 3 + 1 hojas, fueron
trasplantadas a vasos de unicel (No 8) de 250 mL, con 27 g de perlita y 89 mL de la solucion
correspondiente al tratamiento (Cuadros 1 y 3). El volumen se calculé con base en la retencién
méaxima de la perlita (Figura 3). En total se utilizaron 52 unidades experimentales. A los vasos se

les colocd una tapa de plastico blanco para evitar pérdida de humedad.
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Figura 3. Plantas de 12 semanas de edad de A. salmiana.

La aleatorizacion de los tratamientos se realizd con el programa estadistico R 3.3.2. El
experimento se realizé en condiciones de invernadero a una temperatura media de 20.48 + 0.27
°C (minima y maxima de 7.72 y 37.06 °C) y HR promedio de 56.47 £+ 1.41 % (minima y méaxima
de 20.7 y 93.1 %).
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Cuadro 3. Conductividad eléctrica real (dS m™) de los tratamientos de NaCl, Na;SO4 y NaHCOs.

NUmero Tratamiento CE (dSm™®)
1 (Testigo) Solucion Steiner 100 % 2.9
2 NaCl + S* 5.24
3 NaCl + S 9.05
4 NaCl + S 13.23
> NaCl + S 16.78
6 Na,SOs+ S 5.33
7 Na,SOs+ S 8.64
8 NaxSOs + S 13.05
9 N2,SOs+ S 15.70
10 NaHCOs+ S 5.31
1 NaHCOs + S 8.97
12 NaHCOs+ S 14.71
13 NaHCOs+ S 17.76

*S: Solucion Steiner.

4.7 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con ANDEVA y comparacion de medias con la prueba de Tukey (p <
0.05), con el programa estadistico SAS version 9.3. Las graficas se elaboraron con el programa

SigmaPlot 11.0. Para el nimero de hojas se utilizé el método no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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4.8 Variables respuesta evaluadas
4.8.1 Crecimiento
Las evaluaciones durante 31 dias, incluyeron:

e Crecimiento de la planta (diferencia de altura final menos altura inicial en cm)

e Numero de hojas

e Longitud de cada hoja

e Biomasa acumulada
Las primeras tres variables se midieron al inicio y al finalizar el experimento, con apoyo de una
cinta métrica graduada para la altura y la longitud de hoja. En las evaluaciones del peso seco y
otras variables bioquimicas (prolina y azucares totales), se envolvieron las muestras con
aluminio y se congelaron en nitrogeno liquido, se almacenaron a -20 °C durante un dia. Después

las muestras se liofilizaron con el equipo LABCONCO FreZone 6 durante 72 h.

4.8.2 Concentracion de prolina y azlcares

4.8.2.1 Determinacion de prolina en hojas y raiz

Esta variable se cuantificé con el método colorimétrico propuesto por Bates et al. (1973), con
una curva de calibracion a una concentracion maxima de prolina de 320 nmol mL*. Después de
almacenar las muestras en nitrogeno liquido y liofilizarlas, se tomaron 40 mg de tejido vegetal de
la parte aérea (todas las hojas se maceraron en conjunto previamente) y se maceraron con 5 mL
de &cido sulfosalicilico al 3 %. Se filtré con la ayuda de un embudo y humedeciendo el papel
filtro previamente con 1 ml de &cido sulfosalicilico 3 % para obtener 2 mL por muestra. Se le
adicion6 2 mL de solucion de ninhidrina acida (1.25 g de ninhidrina y se adiciona a 30 mL de
acido acetico glacial mas 20 mL de acido fosférico 6 M) y 2 mL de 4cido acético glacial. Todo
esto se realiz6 dentro de la campana de extraccion. Se agitd vigorosamente para obtener una
emulsion, para después llevarlos a bafio maria durante una hora a 100 °C cubriendo cada tubo de
ensayo con una canica para evitar pérdida de contenido o contaminacion. Transcurrido el tiempo
de incubacion los tubos se colocaron en agua fria durante 15 minutos. A cada uno se le agreg6 4
mL de tolueno, se agitd con vortex, y se leyd la fase superior a 520 nm de longitud de onda en el

espectrofotometro. Se hizo el mismo procedimiento con 20 mg de tejido vegetal de la raiz.
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4.8.2.2 Cuantificacion de azUcares totales en hojas

Los azlcares totales en hojas se determinaron con antrona de acuerdo con lo descrito por
Montreuil et al. (1997) con algunas modificaciones. Cien mg de tejido vegetal liofilizado se
extrajeron con 3 mL de etanol al 80 %, en agua (v:v), a 80 °C en bafio maria, durante 10 minutos.

Los extractos se secaron en una estufa a 60 °C, y se re-suspendieron con 1 mL de agua destilada.

Las extracciones se diluyeron 1:100, a 100 pL, se le agregaron 100 pL de agua destiladay 1 mL
de antrona (100 mg de antrona en 2.5 mL de etanol absoluto y aforado a un volumen final de 50
mL con la solucién de H2SO4 al 75 %). Las muestras se agitaron vigorosamente en el vortex y
durante 10 minutos estuvieron en bafio maria a 100 °C. Enseguida se transfirieron a hielo durante
20 minutos para detener la reaccion. En un espectrofotometro (Skanit RE 4.0) se obtuvieron las
absorbancias a 620 nm. El estandar para la curva de calibracion fue glucosa en el intervalo de 0 a
250 pg mLL.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Crecimiento

5.1.1 NaCl

Las diferencias en la altura por efecto de la CE de NaCl fueron significativas (p = 0.0007). Con
5.24, 9.05 y 13.23 dS m™ las diferencias en esta variable no fueron significativas respecto al
testigo absoluto. Sin embargo, el nivel mayor de CE si afecté negativamente la altura; con 16.78
dS m fue 89.65 % menor respecto al testigo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Aumento en altura (z error estandar) de plantas de Agave salmiana mantenidas 31 dias

con solucién Steiner + NaCl, con cuatro conductividades eléctricas y sin NaCl (testigo).

Nivel de salinidad de NaCl (dS m™) Altura final menos altura inicial (cm)
Testigo 2.9 1.45+0.1848 a
5.24 1.0+0.2041 a
9.05 0.80+£0.1224 ab
13.23 1.0+0.1683 a
16.78 0.15+0.0866 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).n=4.

5.1.2 NazSOq

Las diferencias en la altura de A. salmiana por efecto de la CE de Na>SO4 fueron significativas (p
=0.0001). Con 13.05 y 15.70 dS m™ de Na.SO4 no se encontraron diferencias significativas con
respecto al testigo absoluto. Sin embargo, con CE de 8.64 dS m?y 5.33 dS m™ se afectd
negativamente la altura en 96.55 y 67.24 % respectivamente en comparacion con el testigo
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Aumento en altura (z error estandar) de plantas de Agave salmiana mantenidas 31 dias

con solucidn Steiner + Na2S0O4, con cuatro conductividades eléctricas y sin Na2SO4 (testigo).

Nivel de salinidad de Na2SO4 (dS m?) Altura final menos altura inicial (cm)
Testigo 2.9 1.45+0.1848 a
5.33 0.475+0.125 bc
8.64 0.05+0.05 ¢
13.05 0.9750 £+ 0.1796 ab
15.70 1.05+0.1190 ab

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).n=4.

5.1.3 NaHCOs

Las diferencias en la altura de las plantas con las sales de NaHCO3 fueron significativas (p =
0.0001). Para esta prueba se transformaron los datos de la variable respuesta, debido a que no
cumplian los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Se transformé sumando
0.05 a la variable respuesta y obteniendo la raiz cuadrada (Castillo, 2007). Después de realizar el
analisis de varianza y la prueba de Tukey, los datos se transformaron al origen y se obtuvieron
los siguientes resultados. Con los cuatro niveles de salinidad (5.31, 8.97, 14.7 y 17.76 dS m™) de
NaHCO3z empleados, la altura de las plantas se vio severamente afectado ya que hubo una
disminucion del crecimiento del 98.27, 89.65, 94.82 y 96.55 % respectivamente con diferencias

estadisticas con respecto al testigo (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Aumento en altura (z error estandar) de plantas de Agave salmiana mantenidas 31 dias

con solucidn Steiner + NaHCOs, con cuatro conductividades eléctricas y sin NaHCOz (testigo).

Nivel de salinidad de NaHCOs (dS m™) Altura final menos altura inicial (cm)
Testigo 2.9 1.45+0.1848 a
531 0.025+0.025 b
8.97 0.15+£0.1190 b
14.7 0.075+£0.075 b
17.76 0.05+£0.05 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).n=4.

5.2 Numero de hojas finales

5.2.1 NaCl

El nimero de hojas de A. salmiana no se afectd (p = 0.4259) por ningun nivel de salinidad de
NaCl (5.24, 9.05, 13.23 y 16.78 dS m™), respecto al testigo con promedio de 5 * 0 hojas finales.

5.2.2 Naz2SOq

Las diferencias en el numero de hojas de A. salmiana por efecto de las CE de Na;SOa fueron
significativas (p=0.0469). Las CE de 8.64 y 13.05 dS m™ con promedio de 4.25 + 0.25y 4 +
0.4082 hojas finales respectivamente, resultaron inferiores al testigo (5 = 0). El testigo y los
tratamientos de 5.33 y 15.70 dS m presentaron nimero de hojas significativamente igual
(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Numero de hojas de plantas de Agave salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de Na,SOs4 mas el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de Na2SO4 (dS m™?) NuUmero de hojas
Testigo 2.9 50 a

5.33 525+0.25 a

8.64 425+0.25 b

13.05 4+0.4082 b

15.70 45+0.2886 a

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (comparaciones

multiples de medias de rangos, p < 0.05, método de Kruskal-Wallis).

5.2.3 NaHCOs

Los tratamientos de NaHCO3s mostraron diferencias significativas (p=0.0236) en el numero de
hojas. Las CE de 8.97, 14.7 y 17.76 dS m™ tuvieron efecto negativo sobre el niimero de hojas
(3.75+£0.4787, 3.75 £ 0.25 y 3.75 + 0.25) respectivamente. Sin embargo, el efecto de 5.31 dS m"

L fue significativamente igual al testigo (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Numero de hojas de plantas de Agave salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de NaHCOsz maés el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de NaHCOs (dS m™) Numero de hojas
Testigo 2.9 50 a
5.31 475+0.25 a
8.97 3.75+£0.4787 b
14.7 3.75x0.25 b
17.76 3.75x£0.25 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (comparaciones

multiples de medias de rangos, p < 0.05, método de Kruskal-Wallis).

5.3 Emergencia de hojas nuevas

5.3.1 NaCl

La emergencia de hojas nuevas no mostro diferencias (p = 0.2261) entre los tratamientos (5.24,
9.05, 13.23 y 16.78 dS m™) con NaCl. La media general del testigo fue de 1.5 + 0.2886 hojas.

5.3.2 NazSOq

La exposicion de hojas nuevas a los tratamientos de Na>SO4, mostro diferencias significativas (p
=0.0335) con respecto al testigo. Aunque con CE de 5.33 y 8.64 dS m las diferencias no fueron
significativas, con 13.05 y 15.70 dS m la exposicion de hojas disminuy6 0.25 + 0.25 y 0.5 +

0.2886 hojas respectivamente, comparado con el testigo (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Emergencia de hojas nuevas de A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de Na,SOs mas el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de Na2SO4 (dS m't) Emergencia de hojas nuevas
Testigo 2.9 1.5+£0.2886 a
5.33 1.5+0.2886 a
8.64 1.25+0.25 a
13.05 025+025 b
15.70 05+0.2886 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (comparaciones

multiples de medias de rangos, p < 0.05, método de Kruskal-Wallis).

5.3.3 NaHCOs

El efecto de NaHCOs (5.31, 8.97, 14.70 y 17.76 dS m™) mostrd diferencias significativas
(p=0.0042) en la emergencia de hojas nuevas. La media del testigo fue de 1.5 + 0.2886 hojas,
efecto estadisticamente diferente al obtenido con los tratamientos de 8.97, 14.70 y 17.76 dS m™,
los cuales fueron de (0.5 + 0.2886, 0 + 0.0 y 0 + 0.0), respectivamente. Los tratamientos de
NaHCO3z con los cuales la emergencia de hojas nuevas de A. salmiana se vio severamente

afectado fue con CE de 14.7 y 17.76 dS m™* debido a que la emergencia fue nula (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Emergencia de hojas nuevas de A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de NaHCO3z mas el testigo. Los valores son promedio de cuatro plantas +

error estandar.

Nivel de salinidad de NaHCOs (dS m?) Emergencia de hojas nuevas
Testigo 2.9 1.5+£0.2886 a
5.31 1.0+0 a
8.97 0.5+0.2886 b
14.7 0+00 ¢
17.76 0+00 ¢

*Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (comparaciones

multiples de medias de rangos, p < 0.05, método de Kruskal-Wallis).

5.4 Longitud de las hojas
La medicion de esta variable inici6 cuando las plantas habian expuesto la segunda hoja y la

primera hoja habia muerto.

5.4.1 NaCl

La longitud de la segunda, tercera y cuarta hoja no se modifico significativamente (p = 0.3126; p
= 0.0509 y p = 0.5753) con ninguno de los tratamientos de NaCl respecto a los testigos con
promedio de (0.25 + 0.2783; 1.275 + 0.3198 y 2.725 + 0.3473 cm), respectivamente.

5.4.2 Naz2SOq

Las diferencias en la longitud de la segunda y tercera hoja con los tratamientos de Na;SO4 no
fueron significativamente diferentes (p = 0.2962 y p = 0.1278). El promedio general de la
longitud de los testigos de la segunda y tercera hoja fue de 0.25 £ 0.2783 y 1.275 + 0.3198 cm,
respectivamente. Sin embargo, las diferencias en la longitud de la cuarta hoja por efecto del nivel
de salinidad con Na,SOs si fueron significativas (p=0.0120). Con CE de 13.05 y 15.7 dS m™ las
longitudes de la cuarta hoja fueron 1.65 y 1.7 cm inferiores que el testigo (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Longitud de la cuarta hoja de plantas de A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de Na,SOs4 mas el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de Na2SO4 (dS m't) Longitud de la hoja (cm)
Testigo 2.9 2.7250 £ 0.3473 a
5.33 1.9250 £ 0.2926 ab
8.64 1.8500 + 0.4368 ab
13.05 1.0750£0.2428 b
15.70 1.0250 +0.2658 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).

5.4.3 NaHCO3

Las sales de NaHCOz no mostraron efecto significativo (p = 0.1104) en la longitud de la segunda
hoja de A. salmiana, el promedio general del testigo fue de 0.25 £ 0.2783 cm. Sin embargo, las
diferencias encontradas en la tercera hoja por efecto de NaHCOs fueron significativas
(p=0.0156) Cuadro 12.
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Cuadro 12. Longitud de la tercera hoja de plantas de A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de NaHCOsz maés el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de NaHCOs (dS m't) Longitud de la hoja (cm)
Testigo 2.9 1.2750+£0.3198 a
5.31 0.15+0.1708 b
8.97 0.3250 £ 0.4008 ab
14.70 0.0750£0.1601 b
17.76 0x0 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).

En lo que respecta a la cuarta hoja, la CE de 5.31 dS m™ no tuvo efecto en lo longitud de la hoja
con respecto al testigo (2.7250 * 0.3473 cm); pero con 8.97, 14.70 y 17.76 dS m™, las longitudes
fueron estadisticamente diferentes (p < 0.0001) al testigo (Cuadro 13).

Cuadro 13. Longitud de la cuarta hoja de plantas de A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de NaHCOz maés el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de NaHCOs (dS m™) Longitud de la hoja (cm)
Testigo 2.9 2.7250 £ 0.3473 a
5.31 1.8250 £ 0.3614 a
8.97 0.2750 £ 0.1601 b
14.70 0.2500 + 0.1658 b
17.76 0.2250£0.1797 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <

0.05).
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5.5 Biomasa de vastago y raiz

5.5.1 NaCl

Las diferencias en la cantidad de biomasa del vastago con los tratamientos de NaCl (5.24, 9.05,
13.23 y 16.78 dS m™) no fueron significativas (p = 0.6701) comparadas con el testigo, el
promedio de la biomasa de esta estructura fue de 166.55 + 19.4292 mg. En cuanto a la biomasa
radical, tampoco se encontraron diferencias significativas (p=0.3384) respecto al testigo. El

promedio de esta estructura fue de 24.825 £ 2.9727 mg.

5.5.2 Naz2SOq

Las diferencias en la biomasa del vastago entre los tratamientos de Na>SOas (5.33, 8.64, 13.05 y
15.7 dS m™) y el testigo no fueron significativos (p = 0.3699) comparadas con el testigo, el cual
tuvo en promedio 166. 55 *+ 19.4292 mg. Las diferencias en biomasa radical, tampoco se
encontraron diferencias significativas (p=0.0923) con ninguna CE de NaxSOg; el promedio del

testigo de la biomasa de esta estructura fue de 24.825 + 2.9727 mg.

5.5.3 NaHCOs

El efecto de los tratamientos de NaHCOs en la biomasa del vastago mostré diferencias
significativas (p=0.0185) respecto al testigo, donde la biomasa de esta estructura disminuyd
64.56 % con la CE de 17.76 dS m™ de NaHCOs respecto al testigo. Los demas niveles de

salinidad no tuvieron efectos en la cantidad de biomasa (Cuadro 14).

Las diferencias en la biomasa radical no fueron significativas (p=0.0984) con ninguna CE de
NaHCOz respecto al testigo. El promedio de la biomasa de esta estructura fue de 24.825 + 2.9727

mg.
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Cuadro 14. Biomasa del vastago de A. salmiana con respecto a cuatro niveles de conductividad

eléctrica de NaHCO3s mas el testigo. Los valores son promedio de cuatro repeticiones + error

estandar.
Nivel de salinidad de NaHCO3 (dS m™) Biomasa del vastago (mg)
Testigo 2.9 166.55+19.4292 a
5.31 144.625 £ 19.0002 ab
8.97 159.875 + 38.7298 a
14.70 90.875+19.1390 ab
17.76 59.025+7.7717 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <

0.05).

De acuerdo con Clavero y Razz (2002) la altura de las plantas es la variable méas afectada por la
presencia de sales en el medio. Lo anterior, concuerda con los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que la altura de A. salmiana se vio afectada negativamente con dos niveles de
salinidad de Na,SO4 (5.33 y 8.64 dS m™). Ademas, con el nivel mas alto de NaCl (16.78 dS m™)
la altura de las plantas disminuyé 89.65 % con respecto al testigo, esta respuesta probablemente
se deba al aumento en el gasto de energia realizado por la planta para adquirir el agua del
sustrato y hacer el aporte bioquimico para sobrevivir, desviando energia que deberia ocuparse
para los procesos asociados al crecimiento y rendimiento, incluyendo elongacién celular, sintesis
de metabolitos y componentes estructurales (Ibrahim et al., 1991) y de acuerdo con Hasegawa et
al. (2000) el NaCl es el principal factor de estrés presente en los suelos salinos, dando como
consecuencia la disminucion de la altura de la planta a medida que se incrementa la

concentracion del NaCl en el suelo.
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La longitud, el nimero y la emergencia de nuevas hojas, y la biomasa del vastago y de la raiz no
fueron afectadas por ningln tratamiento con NaCl. En contraste, Schuch y Kelly (2008)
encontraron que la biomasa seca de A. parryi disminuyo significativamente con CE de 5 dS m™
de NaCl, ademas las plantas de A. sisalana expuestas a 10 y 25 dS m™ de NaCl tuvieron una
reduccién del peso seco de 40 % y de 46 % respectivamente. Los datos de esta investigacion
permiten sugerir que la capacidad de A. salmiana para adaptarse al estrés salino con CE de hasta
16.78 dS m™ mediante el ajuste de sus procesos fisioldgicos, fue alta en comparacion con las
plantas més tolerantes (A. parryi y A. webery) reportadas por Bergsten (2013). Sin embargo, si se
encontraron diferencias significativas con Na;SO4 con 8.64 y 13.05 dS m* en el nmero de hojas
y con 13.05 y 15.70 dS m en la longitud y emergencia de nuevas hojas, lo cual coincide con un
estudio de alfalfa realizado por Farissi et al. (2013) quienes observaron que a partir de 2.3 g es el
Na>SO4 es mas toxico que el NaCl. En lo que respecta a biomasa de vastago y raiz con NaxSOs

no se obtuvieron afectaciones con ningun tratamiento.

La respuesta positiva de la tolerancia de A. salmiana a los niveles crecientes de salinidad con
NaCl y con 5.33 dS m™ de Na,SOs, probablemente se deba a que es poliploide, caracteristica que
posiblemente eleve su capacidad de reaccionar favorablemente a las variaciones ambientales
(Palomino et al., 2007).

Can et al. (2017) evaluaron la respuesta de Frijol (Phaseolus vulgaris) a la salinidad generada
por NaCl, Na;SOs y NaHCOs3, y observaron que, al cabo de 22 dias, la longitud y la biomasa
fresca y seca del vastago presentaron mayores afectaciones al ser sometidas a condiciones de
salinidad con NaHCOs que con NaCl, Na:SOs4. Ademés, dicha sal también fue la que mas
disminuyo el porcentaje de germinacién del frijol. Dichos resultados coinciden con los obtenidos
en esta investigacion, debido a que variables como la biomasa del véastago, longitud, nimero y
emergencia de nuevas hojas de A. salmiana resultaron severamente afectadas al ser expuestas a
NaHCO3 en comparacion con las otras sales. Tales afectaciones provocadas por el NaHCO3
quiza, puedan atribuirse al efecto osmético y a la generacion de pH alcalino que afecta la
actividad y los procesos metabolicos en las células (Yildirim et al., 2006; Pratap y Sharma,
2010).
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5.6 Concentracion de azucares en hoja
5.6.1 NaCl

Las diferencias en el contenido de azUcares totales por efecto de los tratamientos con NaCl
fueron significativas (p=0.0018) respecto al testigo. Con 5.24, 9.05 y 13.23 dS m? la
disminucion de los azlcares represento el 55.94, 64.58 y 46.33 % respecto al testigo. Por lo que
el nivel de salinidad de NaCl en el medio, no indujo la acumulacién de azlcares totales en las

plantas de A. salmiana (Cuadro 15).

Cuadro 15. Concentracion de azUcares totales en A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de NaCl maés el testigo. Los valores son promedio de cuatro repeticiones

+ error estandar.

Nivel de salinidad de NaCl (dS m?) AzUcares totales (mg g* PF)
Testigo 2.9 22.3992 £ 2.6654 a
5.24 9.8669 +1.7619 b
9.05 7.9324 £2.2578 b
13.23 12.0205 + 3.0392 ab
16.78 24.0514 + 3.6889 a

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).

De acuerdo con Hoekstra y Buitink (2001) y Velazquez et al. (2015) los azlcares solubles
pueden proteger a las células en estrés al equilibrar la fuerza osmotica del citosol con la de la
vacuola, interactuando con las macromoléculas celulares y estabilizando su estructura (EI-Tayeb,
2006). Sin embargo, en esta investigacion, las plantas de A. salmiana no acumularon estos
solutos como respuesta al estrés salino con NaCl.
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5.6.2 Na2SOq

Para los niveles de salinidad de Na>SO4 se transformaron los datos por no cumplir homogeneidad
de varianza mediante la raiz cuadrada de la variable respuesta, posteriormente los resultados
transformados fueron regresados a los originales.

Con p < 0.0001, las diferencias en el contenido de azlcares totales por efecto de las CE de
Na,SO4 fueron significativas. En comparacion con el testigo, la acumulacion de azlcares
incrementd 60.20 % con 15.70 dS m™. Los tratamientos con CE de 8.64 y 13.05 dS m™ no
mostraron efectos significativos en la acumulacion de estos solutos. Asi mismo el tratamiento
con 5.33 dS m resultd estadisticamente igual al testigo (Cuadro 16).

Cabe mencionar que, en condiciones de estrés abidtico se induce la acumulacién de azucares
totales debido a que estan fuertemente correlacionados con la tolerancia al estrés en plantas
(Hoekstra y Buitink, 2001), y de acuerdo con Bohnert et al. (1995) los azUcares solubles también
pueden funcionar como un osmoprotector, estabilizando las membranas celulares y manteniendo

la turgencia celular.

Cuadro 16. Concentracion de azucares totales en A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de Na,SOs mas el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones * error estandar.

Nivel de salinidad de Na2SO4 (dS m?) AzUcares totales (mg g* PF)
Testigo 2.9 22.3992 £ 2.6654 b
5.33 19.9082 + 0.4685 bc
8.64 11.8314+1.224 d
13.05 19.1652 + 5.8561 cd
15.70 35.8851 +7.6014 a

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).

5.6.3 NaHCOs3
Para el nivel de salinidad de 17.76 dS m™ de NaHCO3 no se analiz6 la concentracion de az(cares

totales debido a la poca muestra obtenida.
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Se utilizo el método no paramétrico de Kruskal-Wallis por no cumplir supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, donde el valor de p=0.0088 mostré diferencias significativas, por lo
tanto, con base en la comparacion de medias se obtuvieron los siguientes resultados. Con los
niveles de salinidad de 5.31, 8.97 y 14.7 dS m™ de NaHCO3 el contenido de aztcares totales
disminuyo significativamente en 98.45, 98.41 y 93.93 % con respecto al testigo (Cuadro 17).

Cuadro 17. Concentracion de azucares totales en A. salmiana con respecto a cuatro niveles de
conductividad eléctrica de NaHCOsz maés el testigo. Los valores son promedio de cuatro

repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de NaHCOs (dS m™) AzUlcares totales (mg g PF)
Testigo 2.9 22.3992 £ 2.6654 a
5.31 0.3469 £0.0093 c
8.97 0.3559 £ 0.0072 c¢
14.7 1.3582+0.05 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (comparaciones

multiples de medias de rangos, p < 0.05, método de Kruskal-Wallis).

5.7 Concentracion de prolina en hoja
5.7.1 NaCl

Los tratamientos de NaCl con CE de 5.24, 9.05, 13.23 y 16.78 dS m™ no mostraron efecto
significativo (p=0.1273) en la concentracion de prolina en hojas de las plantas de A. salmiana. El

promedio general de prolina en hojas fue de 75.6318 + 8.5238 nmoles g PF.

5.7.2 NazSOq
La cantidad de prolina en las plantas de Agave salmiana, con las sales de Na>SO4 presentaron
diferencias significativas (p=0.0215). El efecto de los tratamientos de 5.33, 8.64 y 13.05 dS m*

de Na>SOs fue estadisticamente igual al del testigo en la concentracién de prolina. Sin embargo,
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la concentracion de prolina con el tratamiento de 15.70 dS m™ de Na;SO4 disminuy6 46.56 %

con respecto al testigo (Cuadro 18).

Cuadro 18. Concentracion de prolina en hojas de A. salmiana por el método de Bates et al.,
1973, utilizando cuatro niveles de conductividad eléctrica de NaxSOs mas el testigo. Los valores

son promedio de cuatro repeticiones * error estandar.

Nivel de salinidad de Na2SOs (dS m™) Prolina (nmoles g PF)
Testigo 2.9 75.63 £8.5238 ab
5.33 100.96 £12.1931 a
8.64 69.10 + 10.9516 ab
13.05 87.62 £17.4003 ab
15.70 40.41+£23049 b

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <
0.05).

5.7.3 NaHCOs

Los tratamientos de NaHCO3 con CE de 5.31, 8.97, 14.7 y 17.76 dS m™ no mostraron diferencias
significativas (p=0.2156) en la concentracion de prolina en hojas de las plantas de A. salmiana. el

promedio general de la concentracion de prolina fue de 75.63 + 8.5238 nmoles g PF.

5.8 Concentracion de prolina en raiz
5.8.1 NaCl

La cantidad de prolina en raiz con los tratamientos de NaCl mostrd diferencias significativas
(p=0.0036). Se transformaron los datos con la raiz del logaritmo natural de la variable de
respuesta debido al incumplimiento del supuesto de homogeneidad de varianza. Despues de
realizar el analisis de varianza y la prueba de Tukey, los datos se transformaron al origen inicial.
El efecto del tratamiento de 16.78 dS m™ de NaCl resulté significativamente superior en la
concentracion de prolina de 53.5132 + 12.8430 a 115.0960 + 19.0579 nmoles g™ PF con respecto
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al testigo. Los tratamientos con CE de 5.24, 9.05 y 13.23 dS m* de NaCl fueron iguales al testigo

en el contenido de prolina de la raiz (Cuadro 19).

Cuadro 19. Concentracion de prolina en raiz de A. salmiana por el método de Bates et al., 1973,
utilizando cuatro niveles de conductividad eléctrica de NaCl mas el testigo. Los valores son

promedio de cuatro repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de NaCl (dS m?) Prolina (nmoles g PF)
Testigo 2.9 53.5132+£12.8430 b
5.24 47.7271£1.0891 b
9.05 47.1898 £4.2114 b
13.23 47.8782+£7.1675 b
16.78 115.0960 £ 19.0579 a

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <

0.05).

5.8.2 Naz2SO4

En cuanto a la concentracion de prolina en la raiz de A, salmiana, el efecto de los tratamientos
con las sales de Na,SOs con CE de 5.33, 8.64, 13.05 y 15.7 dS m™, no mostraron efectos
significativos (p=0.8107) con respecto al testigo. EI promedio general de la concentracion de
prolina fue de 53.5132 + 12.8430 nmoles g PF.

5.8.3 NaHCOs

Las diferencias en la concentracion de prolina en raiz con los tratamientos de NaHCOs fueron
significativas (p=0.0410). El efecto del tratamiento con CE de 14.7 dS m™* fue significativamente
inferior a los demas tratamientos, con la concentracion de prolina méas baja la cual disminuyd

62.08 % con respecto al testigo (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Concentracion de prolina en raiz de A. salmiana por el método de Bates et al., 1973,
utilizando cuatro niveles de conductividad eléctrica de NaHCO3; mas el testigo. Los valores son

promedio de cuatro repeticiones + error estandar.

Nivel de salinidad de NaHCO3 (dS m™) Prolina (nmoles g PF)
Testigo 2.9 53.5132 +12.8430 a

5.31 45.9868 + 4.5340 ab

8.97 51.4733 £ 6.6609 ab
14.7 20.2914£2.0049 b

17.76 41.5185 +6.1058 ab

Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <

0.05).

De acuerdo con (Radi et al., 2013) la acumulacién de azucares solubles y prolina en plantas en
condiciones de estrés salino protegen a la célula al equilibrar la fuerza osmética del citosol con la
de la vacuola y el ambiente externo. Sin embargo, los resultados de la medicion de dichas
variables en este trabajo de investigacién mostraron que las concentraciones de azlcares totales
de las plantas de A. salmiana disminuyeron significativamente al ser expuestas a los tratamientos
con NaCl y NaHCOs3, lo cual coincide con lo reportado por Hanson y Hitz (1982) y Morgan
(1992), quienes mencionan la incapacidad de la biosintesis de azlcares de algunas especies en
condiciones de estrés salino. No obstante, con CE de 15.70 dS m™* de Na2SOx la concentracion de
azucares de A. salmiana increment6 60.20 %, dicho factor posiblemente contribuye con la
tolerancia a la salinidad, ya que la acumulacion de azUcares esta relacionada con los mecanismos

de tolerancia a sequia y salinidad de diversas especies (Pattanagul y Thitisaksakul, 2008).

Con base en la acumulacion de prolina, se dice que este aminoacido esta asociado con la
tolerancia al estrés abio6tico (Banziger et al., 2000). Este efecto ha sido observado en diversas
especies cultivadas como respuesta al estrés hidrico, concentrando la mayor cantidad de prolina

en el tejido apical radical (Sanchez-Urdaneta et al., 2005). En lo que respecta a Agave, Pefia-
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Valdivia y Sanchez-Urdaneta (2009) reportaron un incremento en la concentracion de prolina de
raiz en plantulas de A. salmiana. Lo anterior, concuerda con los resultados de esta investigacion,
ya que con los tratamientos empleados de NaCl no se modificd el contenido de prolina en las
hojas similar a lo ocurrido con los tratamientos de NaHCOz. Pero, en raiz la concentracion de
prolina incremento significativamente (2.15 veces) con respecto a las plantas testigo de NaCl,
Hare y Cress (1997) sugieren que el aumento de prolina en algunas especies de Agave

probablemente indique una funcién de regulacién osmatica.
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VI. CONCLUSIONES

El nimero de hojas, la exposicion de hojas nuevas, la longitud de hojas y la biomasa seca
de A. salmiana no se afectan al ser expuestas a CE de 5.24, 9.05y 13.23 dS m™ de NaCl.
No existe relacion entre el contenido de azUcares totales y de prolina con la tolerancia al
estrés salino de A. salmiana provocado por Na2SO4 y NaHCO:s.

El aumento del contenido de prolina en las raices de A. salmiana muestra una relacion
positiva con la tolerancia a la salinidad con 16.78 dS m™ de NaCl.

La tolerancia de A. salmiana a la salinidad resulté mayor para NaCl que para NaSO4 y
NaHCOs3

El dafio provocado a A. salmiana por efecto de la salinidad fue: NaHCO3>Na>SOs>NaCl.
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