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ABSORCION, DISTRIBUCION DE SALES Y COMPORTAMIENTO
DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE EN DOS GENOTIPOS DE
CEBOLLA (Allium cepa L.) SOMETIDOS A ESTRES SALINO

La salinidad del suelo afecta el desarrollo de la mayoria de plantas cultivadas, como
consecuencia de los efectos osmotico, i6nico y oxidativo de las sales. La cebolla es
una especie sensible al estrés salino, lo que limita su produccion en el pais dado el
grado de salinidad de los suelos en las principales zonas donde se cultiva, por lo que
es necesario estudiar el comportamiento de genotipos de cebolla adaptados a las
condiciones edafoclimaticas de estas regiones, asi como algunos aspectos fisiologicos
que podrian influir en su respuesta ante dicho estrés. En tal sentido, se propuso esta
investigacion con el objetivo de evaluar la absorcion, distribucion de sales y el efecto
de las mismas, sobre el dafio oxidativo y algunos componentes del sistema
antioxidante, en dos genotipos de cebolla con distinta sensibilidad ante la salinidad.
Se realiz6 un experimento a fin de comparar, mediante indicadores de crecimiento y
rendimiento, siete genotipos de cebolla estresados con una mezcla de sales (CaSOs,,
MgSO, y NaCl) a tres conductividades eléctricas (6, 8 y 10 dS m™). Posteriormente,
los dos materiales genéticos con comportamiento méas contrastante ante la salinidad
fueron estresados durante la fase de prebulbificacién, con la solucion salina ya
indicada a 6 dS m™ y se determind la acumulacién de Na*, K*, Ca** y CI, la
selectividad K.Na y las relaciones K/Na, Ca/Na y Cl/Na en la raiz y hojas con distinto
estado de madurez. En estos genotipos también se evalu6 el grado de dafio oxidativo
en el tejido radical y foliar inducido por las sales, ademas de la respuesta de algunos
componentes no enzimaticos y enzimaticos del sistema antioxidante, considerando en
estos Ultimos los compartimentos simplasto y apoplasto de ambos tejidos. Los
genotipos Texas 502 y Granex 429 presentaron la mayor y menor sensibilidad ante la
salinidad, respectivamente, siendo el area foliar y peso fresco del bulbo, las variables
que evidenciaron mejor las diferencias intraespecificas. ‘Granex 429’ mostro
capacidad de excluir las sales hacia la hoja con mayor grado de madurez y mantuvo
una mayor relacion K/Na y Ca/Na, especialmente en la hoja méas joven, respecto a
‘Texas 502°. La salinidad indujo mayor peroxidacion lipidica en el tejido foliar de
este Ultimo genotipo y provocd una reduccién mas severa en el contenido foliar de
ascorbato y en la actividad de superéxido dismutasa (SOD), peroxidasa (POX) y
catalasa (CAT) en la fraccion simplastica de la hoja en comparacion al primero; la
actividad de SOD y POX detectadas en el apoplasto del tejido radical y foliar de
“Texas 502" disminuyé por incidencia de las sales, mientras que en ‘Granex’ mostrd
un incremento en la actividad de POX y CAT en el apoplasto y simplasto foliar,
respectivamente, bajo estrés salino y mantuvo estable la actividad de las otras
enzimas. Las diferencias observadas en los genotipos en cuanto a la distribucion de
las sales entre los 6rganos evaluados, como en el efecto de éstas sobre los compuestos
antioxidantes, principalmente en la hoja, podrian influir en la distinta sensibilidad
ante la salinidad que mostraron ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’.

Palabras clave: salinidad, cebolla, distribucién de sales, dafio oxidativo,
antioxidantes.



SALT UPTAKE, DISTRIBUTION AND BEHAVIOUR OF ANTIOXIDANT
SYSTEM IN TWO ONION GENOTYPES
(Allium cepa L.) UNDER SALINE STRESS

Soil salinity affects growing and development in most of the crops due to osmotic,
ionic and oxidant effects. Saline stress susceptibility showed by onion constitutes a
threat for crop production since predominance of salt conditions in growing areas in
Venezuela. Studies on onion genotype behavior and also some plant physiological
aspects influencing response to saline stress are required for predominant salts in
tropical latitude. In this regard, evaluation of salt uptake and distribution and their
effects on oxidative damage and on some antioxidant system components in two
onion genotypes showing differences in salt sensibility was made. This study aimed
to evaluate salt absorption and distribution and their effects on oxidative damage and
some antioxidant system components in two onion genotypes showing different salt
sensibility. A first assay was carried out to compare growth and yield parameters in
seven onion genotypes subjected to a mixture salts (CaSO,4, MgSO, and NaCl) and
three electrical conductivities (6, 8 and 10 dS m™). After that, genotypes showing
higher contrasting salt behavior were subjected, during prebulbing phase, to the salt
mixture mentioned above at 6 dS m*; Na*, K*, Ca* and CI" accumulation, K.Na
selectivity and K/Na, Ca/Na and Cl/Na ratio in root and different aged-leaf were
determined. Also, salt induced oxidative damage in root and foliar tissue was
evaluated in these genotypes, and response in some no enzymatic and enzymatic
antioxidant was determined, considering in the latter the symplastic and apoplastic
compartments in both plant tissues. ‘Texas 502° and ‘Granex 429’ showed higher
differential responses under salt stress exhibiting higher and lower sensibility to
salinity, respectively, being foliar area and fresh weight of bulb variables detecting
higher differences in all tested genotypes. ‘Granex 429’ showed ability to exclude
salts up to mature leaves and kept higher K/Na and Ca/Na ratio, mainly in younger
leaf when compared to ‘Texas 502°. Salinity induced higher lipid peroxidation in
foliar tissue in ‘Texas 502’ comparing to ‘Granex 429’ and evoked more severe
reduction in ascorbate leaf content and on superoxide dismutase (SOD), peroxidase
(POX) and catalase (CAT) activity in leaf symplast; detected activity for SOD and
POX in root and leaf apoplast in “Texas 502” diminished by salt incidence, while in
‘Granex’ the enzymatic activity was not affected, conversely an increasing in POX
and CAT activity in leaf apoplast and simplest, respectively, was observed under salt
conditions. Observed differences in ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ regarding to salt
distribution inside root and leaf, and their effect on antioxidant component, mainly in
leaf, could influence on differential sensibility to salt stress.

Key words: salinity, onion, salt distribution, oxidative damage, antioxidante system.
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INTRODUCCION GENERAL

El efecto del estrés salino sobre las plantas cultivadas ha sido objeto de estudio
desde hace varias décadas, durante las cuales se ha diversificado progresivamente la
direccion de las investigaciones con el apoyo de la evolucién tecnoldgica en
constante desarrollo; en consecuencia, se ha generado informacion valiosa que refleja
la complejidad de los efectos adversos que las sales provocan en las plantas, desde las
implicaciones en aspectos relacionados con la productividad, hasta la alteracion que
éstas inducen en procesos fisioldgicos y rutas metabolicas (Ashraf, 2004; Munns y
Tester, 2008). Asimismo, se ha venido avanzando en el conocimiento de los
mecanismos que contribuyen a reducir el dafio inducido por las sales, evidenciando
que éstos varian ampliamente entre las plantas cultivadas, lo que determina el grado
de sensibilidad ante las sales que muestran estas especies (Pitman y L&uchli, 2002;
Chinnusamy et al., 2005).

Es conocido que la cebolla (Allium cepa L.) es un cultivo sensible a la salinidad,
no obstante, se han detectado diferencias intraespecificas en el comportamiento ante
el estrés salino en genotipos utilizados en otras latitudes (Wannamaker y Pike, 1987;
Yadav et al., 1998; El-baky et al., 2003; Miyamoto et al., 2008), lo que sugiere la
necesidad de realizar evaluaciones que incluyan materiales genéticos de uso comin
en Venezuela, considerando las sales predominantes en los suelos de las principales

zonas productivas del pais.

El objetivo general de la presente investigacion fue: Evaluar la absorcion, la
distribucién de las sales y el comportamiento de algunos componentes del
sistema antioxidante en dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino, siendo
éste abordado en tres fases, las cuales conforman los capitulos en los que se
estructuro la presente Tesis Doctoral:

Capitulo I: incluye la comparacion del comportamiento ante el estrés salino, en un
grupo de siete genotipos de cebolla, mediante indicadores de crecimiento y de
rendimiento, a fin de identificar los genotipos con las diferencias mas contrastantes en

el grado de sensibilidad ante las sales.

XV



Capitulo I1: esté referido a la influencia de la restriccion en la absorcién de sales y/o
de la capacidad para distribuirlas adecuadamente, entre la raiz y las hojas, sobre la
sensibilidad diferencial ante la salinidad en dos genotipos de cebolla sometidos a

estrés salino.

Capitulo 111: describe el efecto de la salinidad sobre el dafio oxidativo y algunos
componentes del sistema antioxidante en la raiz y la hoja, en dos genotipos de cebolla

con distinto comportamiento ante el estrés salino.

Por consiguiente, en este trabajo se incluye la variacion tanto en aspectos del
desarrollo y comportamiento agrondémico de genotipos de cebolla, como procesos
fisioldégicos que son generalmente influenciados por el efecto adverso de las sales,
con la intencion de obtener una vision integradora que ayude a explicar el

comportamiento ante la salinidad de este cultivo horticola en zonas tropicales.
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CAPITULO |

COMPORTAMIENTO DE SIETE GENOTIPOS DE CEBOLLA ANTE EL
ESTRES SALINO

. INTRODUCCION

La salinidad es uno de los principales factores ambientales que limita la
productividad agricola, debido a la sensibilidad que muestra la mayoria de las plantas
cultivadas ante esta condicion estresante (Maas, 1990). La distribucién de suelos
salinos es amplia y aumenta en forma progresiva, restringiendo el uso de las tierras a
nivel mundial, por lo que continuamente se concentran esfuerzos para comprender las
implicaciones que tiene el estrés salino en las plantas y establecer alternativas que

aminoren su impacto negativo sobre los cultivos (Pitman y Lauchli, 2002).

En Venezuela, se han realizado estudios orientados a caracterizar el grado de
salinidad de los suelos y diagnosticar los factores que la causan, especialmente en
zonas donde se han detectado problemas en los cultivos o donde los analisis de
perfiles con fines de clasificacion de suelos, sefialan su condicion salina; ésto sucede
principalmente en las zonas &ridas y semiaridas de los estados Zulia, Falcon, Lara,
Anzoategui y Trujillo, observandose variaciones en la concentracion y composicion
de sales (Villafafie, 1995; Francisco y Rodriguez 1998). Progresivamente, se vienen
presentando distintos grados y tipos de afectacion de suelos por su contenido de sales,
lo que denota la necesidad de realizar evaluaciones periddicas para precisar tanto las
alteraciones edéficas (Villafafie, 1995; Villafafie et al., 1999), como el efecto de la

salinidad sobre el desarrollo, rendimiento y calidad de los cultivos.

Para el sector agricola, la salinidad no sélo representa un factor que genera
pérdidas en la produccion, sino que constituye un problema dificil de remediar a
través de la aplicacion de enmiendas, que ademas de elevar los costos de produccion,
si no son bien conducidas, pueden incrementar el proceso de salinizacion de los

suelos (Pitman y Léauchli, 2002; Tester y Davenport, 2003). Por tal razon, las



alternativas tradicionales aplicadas para solventar el alto grado de salinidad, mediante
programas de ingenieria agricola basados en riego y manejo de drenaje, vienen siendo
complementadas con programas de ingenieria genética, dirigidos a incrementar la
tolerancia a la salinidad en plantas cultivadas (Pitman y Lduchli, 2002; Sairam y
Tyagi, 2004; Chinnusamy et al., 2005). La utilizacion de especies y genotipos
tolerantes a las sales, permite alcanzar rendimientos adecuados con minimas
alteraciones del suelo, reduciendo el riesgo de incrementar su condicién salina y
aumentando el potencial econdmico de areas agricolas, cuyo uso es limitado por el

exceso de sales (Shannon, 1992; Tester y Davenport, 2003).

Entre los cultivos horticolas, la cebolla (Allium cepa L.) es considerada como
sensible a la salinidad, estimandose su nivel umbral de conductividad eléctrica (CE)
en 1,2 deciSiemens por metro (dS m™) (Maas, 1990). Sin embargo, la descripcion
referente al comportamiento de la cebolla ante este factor, corresponde a
investigaciones efectuadas en zonas templadas, por lo que se requiere orientar
evaluaciones en regiones tropicales, utilizando genotipos de cebolla de dias cortos,
que son los que se adaptan a la condicion latitudinal del pais (Currah y Proctor, 1994;
Pathak, 1994; Ramirez, 2002).

En la zona horticola del estado Lara, donde destaca la depresién de Quibor, se
genera aproximadamente el 50% de la produccion nacional de cebolla (INIA, 2004);
estudios edaficos en Quibor han estimado que el 80% de los suelos de esta zona,
presenta valores de CE mayores a 2 dS m™, de los cuales el 34% entran en la
categorfa de suelos salinos con rango de CE entre 4 a 8 dS m™ (Villafafie et al., 1999).
Diversas investigaciones se han realizado a fin de encontrar alternativas para mejorar
las condiciones fisico-quimicas de los suelos que influyen adversamente en la
produccidn agricola de esta regién (Ramirez, 1996; Francisco y Rodriguez 1998). Sin
embargo, no se dispone de informacién inherente al comportamiento de la cebolla
ante los tipos de sales predominantes en estos suelos; igualmente se desconoce si
existe comportamiento diferencial ante las sales entre los genotipos de cebolla mas

comunmente utilizados en el pais.



Tomando en consideracion los sefalamientos anteriores, se realizd6 un

experimento a fin de conocer la respuesta de siete genotipos de cebolla ante el estrés

salino, con los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Evaluar el comportamiento de siete genotipos de cebolla ante el estrés salino,

inducido con una solucion salina a diferentes CE durante el ciclo de cultivo.

Objetivos Especificos:

1.

Determinar el efecto del riego con una solucion salina a diferentes CE, sobre el
namero de hojas y el area foliar en siete genotipos de cebolla durante la fase de
pre-bulbificacion.

Determinar el efecto de la aplicacién de una solucidn salina a distintas CE, sobre

el tiempo de inicio de la fase de bulbificacion, en siete genotipos de cebolla.

Evaluar la influencia de la salinidad a diferentes CE sobre la acumulacion de
biomasa radical y foliar, asi como sobre el diametro y el peso fresco del bulbo en

siete genotipos en cebolla en la fase de cosecha.

Reconocer el grado de salinidad que induce respuestas diferenciales entre los

genotipos de cebolla evaluados.

Identificar los materiales genéticos que muestren comportamiento contrastante en

condiciones de estrés salino.



Capitulo | 4

I1. REVISION DE LITERATURA
1. Lasalinidad y sus implicaciones en la agricultura

Los suelos cultivados que presentan un alto contenido de sales solubles afectan la
productividad de los cultivos, lo cual ocurre frecuentemente en regiones de clima
arido y semiarido, donde la baja precipitacién, la elevada evaporacion y el drenaje
restringido, conducen a un lavado parcial del suelo y a un aumento en la

concentracion de sales en los estratos superiores del mismo (Pitman y Lauchli, 2002).

El grado de salinidad del suelo se determina mediante el valor de CE del extracto
de la pasta de suelo saturado y se considera que una CE superior a 4 dS m™
corresponde a suelos salinos (Marschner, 1999); no obstante, este valor depende
ademas de la concentracion de los iones, de los tipos de sales presentes y
principalmente de su solubilidad, siendo las sales con mayor solubilidad las que mas
incrementan la CE de la solucion del suelo; entre éstas se encuentran aquellas que
incluyen cloruros y nitratos, mientras que las sales que contienen bicarbonatos y
sulfatos son de solubilidad intermedia y las menos solubles son aquellas formadas
con carbonatos (Marschner, 1999; Tester y Davenport, 2003).

Las salinizacién producto de la irrigacion inadecuada en zonas A&ridas,
generalmente se produce por acumulacion de carbonatos de calcio y magnesio,
mientras que en regiones de origen geolégico marino o de naturaleza edlica, formadas
por la deposicion prolongada de sales trasladadas por vientos marinos o donde la
lluvia percola muy lentamente, se acumula en exceso cloruro de sodio, cuyo efecto
adverso sobre los cultivos, es mayor en relacion con otras sales (Tester y Davenport,
2003). En el caso de los suelos salinos de Venezuela, las sales m&s comunes son
sulfato de sodio y cloruro de sodio; especificamente en la zona horticola del estado
Lara, las sales que predominan tanto en los suelos, como en las aguas subterraneas
utilizadas para riego, son sulfato de calcio, seguida por sulfato de magnesio y en

proporcién similar, cloruro de sodio y de magnesio (Villafafie et al., 1999).



El efecto de la salinidad sobre el desarrollo y productividad de los cultivos
depende, en primer lugar, del tipo de iones presentes, asi como de su concentracion
(Shannon y Grieve, 1999) y en segundo lugar, de aspectos relacionados con el cultivo,
como por ejemplo su tolerancia a la salinidad y el estado de crecimiento de la planta
al momento de sufrir el estrés (Shannon, 1992; Azevedo-Neto et al., 2005).

Las plantas cultivadas son afectadas en diferentes grados por las sales, lo cual se
evidencia en los distintos valores de umbral de tolerancia a la salinidad, que ha sido
determinado en las especies mas importantes; este umbral indica la CE a partir de la
cual se inicia una reduccién significativa del rendimiento, en relacion al maximo
esperado o potencial de la especie (Shannon y Grieve, 1999; Steppuhn et al., 2005).
Segun este valor, los cultivos se consideran sensibles, si su umbral es menor a 1,3 dS
m™*; moderadamente sensibles si esta entre 1,3 y 3 dS m™; moderadamente tolerantes
cuando el mismo se ubica entre 3y 6 dS m™; y tolerantes cuando éste es mayor a 6 dS
m™* (Maas, 1990). El rango amplio entre estos valores, pone de manifiesto la
variacion en los mecanismos de tolerancia que existe entre las especies cultivadas
(Pitman y L&uchli, 2002; Chinnusamy et al., 2005) e incluso a nivel intraespecifico,
tal como se ha determinado en diversos cultivos como maiz (Azevedo-Neto et al.,
2004), ajo (Francois, 1994), cafia de azUcar (Garcia y Medina, 2009), soya (Essa,
2002) y cebolla (Wannamaker y Pike, 1987; Yadav et al., 1998).

Por otra parte, el umbral de tolerancia a la salinidad puede variar segun la fase de
desarrollo del cultivo (Marschner, 1999; Shannon y Grieve, 1999; Munns 2002a;
Bartels y Sunkan, 2005); algunas especies son mas sensibles durante la germinacion
(Essa, 2002), otras en la fase de plantula (Lunin, 1963), algunos se afectan mas en la
fase juvenil (Francois, 1994), o simplemente el efecto se incrementa con el tiempo
(Al-Harbi et al., 2002). La informacion referente al grado de tolerancia durante las
distintas fases de crecimiento de la planta, permite comprender el comportamiento del
cultivo y establecer un manejo agronémico mas adecuado bajo condiciones salinas
(Shannon y Grieve, 1999).



Ademaés del rendimiento, se han establecido otras variables como indicadores de
tolerancia ante la salinidad en plantas cultivadas, como son: porcentaje de
germinacion, area foliar, biomasa radical (BR) y aérea (BA), asi como la relacion
BR/BA, numero de tallos, llenado de semillas y/o frutos, segun la especie, entre otros
(Shannon y Grieve, 1999). Se considera que estas caracteristicas son reflejo de la
combinacién de factores genéticos y ambientales que inducen diferentes procesos
fisioldégicos y bioquimicos, los cuales se reflejan directamente en una respuesta
favorable o no, ante la salinidad. No obstante, las respuestas fisiologicas son
reconocidas como la fuente real y por ende mas precisa para indicar la tolerancia de

un cultivo al estrés salino (Ashraf, 2004).

En este sentido, es conveniente combinar la determinacion de indicadores de
productividad de la planta, con evaluaciones en dérganos, tejidos y células, a fin de
reconocer los mecanismos fisioldgicos, bioquimicos (Ashraf, 2004; Sairam y Tyagi,
2004) y moleculares (Bartels y Sunkan, 2005; Chinnusamy et al., 2005), responsables
de la eficiencia en la respuesta ante los efectos nocivos inducidos por la condicion

salina en plantas cultivadas.

Progresivamente, la basqueda de soluciones al problema de la salinidad en la
agricultura, se ha ido orientando hacia la utilizacién de genotipos tolerantes, para lo
cual se han logrado avances importantes con la biotecnologia y la ingenieria genética,
fundamentalmente sobre la base de marcadores fisiologicos y el reconocimiento de
los mecanismos que le permiten a la planta enfrentar el efecto adverso de las sales;
esta informacion resulta muy atil tanto en programas de mejoramiento genético,
como para definir criterios de seleccion de genotipos que se comporten
favorablemente ante condiciones de salinidad dentro de cada cultivo, sin que pierdan
su potencial productivo (Shannon y Grieve, 1999; Pitman y Lduchli, 2002; Munns
2002a; Bartels y Sunkan, 2005).



2. Caracteristicas generales del cultivo de cebolla

La cebolla (Allium cepa L.) es una especie horticola de gran valor, cuyo producto
comercial consiste en un bulbo tunicado de gran importancia nutricional. Brewster
(1997) define el ciclo de vida de este cultivo como un proceso complejo que consta
de tres periodos: el periodo de crecimiento inicial que abarca desde la fase plantular
hasta la fase de maximo desarrollo foliar; a partir de alli comienza el periodo de
formacién del bulbo o bulbificacion, que culmina con la latencia o madurez del bulbo
y finalmente ocurre el periodo de desarrollo reproductivo (floracion, fructificacion y
produccion de semillas).

Para el caso de genotipos de cebolla cultivados en condiciones del semiarido
tropical, Ramirez (2002) describe un primer periodo de crecimiento que incluye la
fase plantular y juvenil de la planta y abarca hasta 45 dias después de la emergencia
(dde), seguidamente el periodo de pre-bulbificacién con una duracién de 35 a 45 dias
(90 dde) y por altimo el de bulbificacién que se prolonga por 40 a 50 dias (120 a 140
dde), el cual culmina con la fase de madurez del bulbo, representando la culminacion
del ciclo del cultivo, dado que en estas latitudes generalmente no se produce el
proceso reproductivo de la planta.

Durante el periodo de crecimiento inicial ocurre la formacién de un sistema
radical fibroso, poco profundo, compuesto por raices adventicias con escasas
ramificaciones y carentes de pelos absorbentes (Brewster, 1977; 1994; Peterson,
1987). Segun Bosh (1999), el 90% de las raices se encuentran en los primeros 40 cm
del suelo y su mayor tasa de crecimiento ocurre entre 80 a 90 dde; después de este
tiempo, el sistema radical se estabiliza y comienza su senescencia junto con el
periodo de bulbificacién de la planta, por lo que se considera fundamental una
suplencia hidrica adecuada durante el crecimiento previo, que permita el alargamiento
de las raices. Este autor afirma ademas, que el area de absorcidn de agua y nutrientes,
asi como el volumen de suelo explorado por el sistema radical, depende mas del

namero de raices adventicias formadas, que de sus ramificaciones.



Melo (2003), condujo un estudio detallado sobre la morfologia radical de la
cebolla con fines de mejoramiento genético, utilizando varios cultivares europeos y
determind que a los 90 dde, el sistema radical presentd un promedio de 17 raices por
planta, 7 raices laterales y una densidad longitudinal de raices de 1.09 cm cm™ de
suelo. Por tanto, se considera que la poca ramificacién de las raices, el escaso
desarrollo de raices finas (< 0.4 mm) y la ausencia de pelos radicales, determinan una
baja superficie de absorcion en el sistema radical de la cebolla.

El tallo de esta especie consta de un disco subterraneo, en cuya parte inferior
emergen las raices adventicias, mientras que en la superior surgen diversos tipos de
hojas segun el periodo de crecimiento del cultivo. Durante la fase juvenil, que abarca
hasta la formacidn de las tres primeras hojas, la tasa de crecimiento relativo basada en
la produccion de biomasa foliar, es relativamente baja en comparacion a otras
especies horticolas, lo cual se ha relacionado con las caracteristicas morfolégicas de
las hojas y la arquitectura de la planta, que determina poca eficiencia en la
intercepcion y absorcion de la radiacion, factores fundamentales para la produccion

de materia seca (Teli, et al., 1996).

Desde el periodo de crecimiento inicial hasta el de pre-bulbificacion, las hojas
estan compuestas por una vaina basal y una lamina alargada, cilindrica vy fistulosa; la
vaina foliar se desarrolla en la parte superior del tallo, rodeando el punto de
crecimiento y formando un tubo que envuelve completamente a las hojas mas jovenes
y al apice del vastago, por lo que el conjunto de vainas concéntricas da forma a un
pseudotallo. En la zona de unién entre la vaina y la lamina foliar se presenta un
orificio o “poro”, a través del cual sale la hoja en formacion y una vez expandida,
emerge dentro de si (entre la vaina y la lamina foliar) otra nueva hoja y asi

sucesivamente (Brewster, 1994; Fritsch y Friesen, 2002).

Durante la fase juvenil (hasta 45 dde), la planta presenta de tres a cuatro hojas y
es el momento que se considera oportuno para realizar el trasplante en las principales
zonas productoras de Venezuela (Diaz, 2006); en el manejo horticola de la cebolla,
esta practica es ampliamente usada en el pais, y a pesar del estrés que se induce en la



planta al ser sometida a una alta tasa de evaporacion y a poca disponibilidad de agua
en el suelo que caracteriza a las principales zonas de produccién, las mismas tienen
alto porcentaje de sobrevivencia (Ramirez, 2002); ademas se considera que la
realizacion del trasplante reduce el riesgo de establecer un cultivo desuniforme, por
fallas de germinacién que se podrian presentan al efectuar la siembra en forma directa
(Brewster, 1994).

El maximo desarrollo foliar en este cultivo, expresado por el indice de area foliar
(1AF), ocurre aproximadamente 90 dde, coincidiendo con el mayor crecimiento
radical e indica que la planta inicia el periodo de bulbificacion, a partir del cual cesa
la formacion de hojas, sin embargo, las que estan presentes contindian su expansion;
seguidamente comienza un proceso de senescencia que provoca la disminucion del
IAF (Tei et al., 1996; Bosh 1999). Segun Ramirez (2002), variables de crecimiento
como la biomasa foliar y el area foliar especifica (cm?/g de biomasa foliar), aumentan
progresivamente después de la fase juvenil y comienzan a declinar al alcanzar los 50
dias después del trasplante (90 dde), coincidiendo con el periodo de bulbificacion, lo
que sugiere que en la medida que el tiempo avanza, la acumulacion de asimilados
tanto en la hoja, como en la totalidad de la planta, es mayor que el desarrollo del area

foliar.

La planta de cebolla produce en su ciclo de vida entre 10 a 15 hojas con lamina
foliar visible (noméfilos), luego durante el crecimiento del bulbo, se forma un nuevo
tipo de hoja llamada catéfilo, que cumple funcion de reserva, generandose un
movimiento masivo de asimilados desde los nomofilos, hacia estos catéfilos
almacenadores (Brewster, 1994; Fritsch y Friesen, 2002); finalmente el bulbo queda
constituido por tres tipos de hojas producidas en una secuencia distintiva y en sentido
centripeto: hojas completas o nomofilos (vaina y lamina foliar visible), seguidas por
catafilos y més internamente pueden formarse pequefios nomofilos sin expandir
(Ramirez, 2006).

El periodo de pre-bulbificacion comienza cuando ocurre un ensanchamiento en la

porcion del pseudotallo, debido al inicio de la formacién de los catéfilos en el interior
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de las vainas foliares; tal engrosamiento se determina mediante el indice de
bulbificacion (I1B), el cual consiste en la relacion entre el didmetro maximo o basal
del pseudotallo y el didmetro minimo o distal del mismo; cuando el IB asciende a 2 se
considera que ha iniciado el periodo de bulbificacion (Brewster, 1997); otros
investigadores estiman que cuando el 1B aumenta a 1.2 comienza la activacion de la
formacién del bulbo y este valor va ascendiendo con el tiempo hasta llegar a su
maximo y cuando comienza a declinar el desarrollo foliar, se inicia la latencia del
bulbo (Ramirez, 2002).

Los genotipos de cebolla son distinguidos y clasificados por una serie de
caracteristicas, entre las que destacan las relacionadas con el bulbo, como son la
forma, el color, la firmeza del mismo y el requerimiento en cuanto al fotoperiodo o
namero de horas luz necesarios para que se produzca el proceso de bulbificacion. Con
base en esta Ultima caracteristica, los cultivares son frecuentemente catalogados como
de “dia corto”, de “dia intermedio” o de “dia largo”, cuando el desarrollo del bulbo es
estimulado con al menos 12, 14 6 16 horas de longitud del dia, respectivamente. Los
cultivares de dia corto son utilizados principalmente en latitudes bajas, donde el
fotoperiodo es cercano a 12 horas durante todo el afio, mientras que los de dia largo,

son sembrados en regiones templadas en la época de verano (Brewster, 1994).

En Venezuela, ademés de la seleccion de cultivares de dia corto, es necesario
considerar la época en la que se realizara el trasplante, porque las variaciones leves
tanto en el namero de horas luz, como de temperatura que ocurren a lo largo del afio
en algunas zonas del pais, pueden influir en el momento en el que se inicie el proceso
de bulbificacion. Cuando el trasplante se efectta entre los meses de junio y agosto, se
produce una bulbificacion temprana o precoz, si se compara con la que ocurre si el
trasplante se realiza entre diciembre a marzo, dado que en el primer intervalo los dias
varian desde mayor a menor nimero de horas luz y temperaturas nocturnas altas
(Ramirez, 2002).

La duracién del ciclo de vida de los genotipos de cebolla sembrados en
Venezuela, puede oscilar entre 120 y 140 dias desde la siembra hasta la cosecha,
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dependiendo principalmente del fotoperiodo, la temperatura y la fertilidad del suelo.
La etapa de bulbificacion finaliza con la madurez del bulbo, lo cual es un indicador
del momento de cosecha y se caracteriza por la desplome o incliniacion de la base del
follaje que ocurre como consecuencia de la pérdida de consistencia del pseudotallo,
cuyo interior se hace débil progresivamente, al cesar la produccion de nomofilos
(Diaz, 2006; Ramirez, 2006).

En regiones templadas, el ciclo del cultivo de cebolla es bianual y la fase
reproductiva ocurre durante el segundo afio, requiriendo un proceso previo de
vernalizacién, que consiste en la incidencia de bajas temperaturas (9 a 14°C) durante
un tiempo determinado (30 a 80 dias) segun el genotipo, para que se produzca la
brotacion de los escapos florales (Brewster 1997; Fritsch y Friesen, 2002).

3. Produccion y rendimiento del cultivo de cebolla

Entre los cultivos horticolas, la cebolla es el segundo de mayor importancia
mundial después del tomate, abarcando aproximadamente 3.5 millones de hectareas
sembradas, con un rendimiento promedio mundial de 20.5 t ha™ y una produccién de
65 millones de toneladas (FAO, 2007). El principal pais productor es China, el cual
abarca el 33 % de la produccion mundial (Bosh, 1999; Marin, 2002), mientras que los
paises tropicales en conjunto alcanzan el 30% de este rubro (Pathak, 1994);
Sudamérica aporta el 4.2%, siendo los principales paises productores Brasil,
Argentina, Chile y Venezuela, que generan 255.000 t de cebolla (FAO, 2007).

La introduccion de cultivares de dias cortos, ha incrementado progresivamente en
zonas aridas y semiaridas del tropico, en paises como Nigeria, Niger, Brasil y
Venezuela; no obstante, los rendimientos sélo representan el 25% de los obtenidos en
latitudes templadas, lo cual es consecuencia principalmente de la incidencia de
factores bidticos y abiodticos desfavorables (Ramirez, 2002). En Venezuela, la
superficie cultivada de cebolla ha venido aumentando en los Gltimos 10 afios y se
estima que existen aproximadamente 10.000 ha en produccion con un rendimiento

promedio de 19.640 kg ha™, valor cercano a la media mundial (Marin, 2002), siendo
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el estado Lara el mayor productor a nivel nacional, con un aporte del 50% de la
superficie cultivada en el pais, seguido por el estado Falcon (30%), predominando en
ambas zonas el clima arido y semiarido (INIA, 2004).

Segun Villafafie et al. (1999), las condiciones semiaridas de la depresion de
Quibor, principal zona productora de cebolla en el estado Lara, aunado a las
limitaciones de drenaje, favorecen un proceso natural de salinizacion de los suelos en
esta region, donde sélo el 19% de éstos presentan CE menores a 2 dS m™, mientras el
34% muestran CE entre 4y 8 dS m™ y en su mayor parte, estos suelos se encuentran
cultivados o en barbecho. El sulfato de calcio es la sal predominante, seguida por el
cloruro de sodio y otras sales como el sulfato de magnesio y de sodio. El riego se
realiza principalmente utilizando aguas subterraneas, con una CE que varia entre 0.75
a 3.03dS m™ y predominio de bicarbonato de calcio, sulfato de calcio y de magnesio,
asi como de cloruro de sodio y de magnesio.

La depresion de Quibor representa la zona horticola més importante del estado
Lara, donde el 70% del area de siembra es destinada a la produccion de cebolla,
seguida por pimentdn, melon, maiz, cafia de azlcar, tomate, cilantro, pepino y
lechuga (Villafafie et al., 1999); todos estos cultivos son sensibles o0 moderadamente
sensibles a las sales (Maas, 1990). Particularmente la cebolla se considera sensible a
las salinidad, con un nivel umbral de 1,2 dS m™ (Maas, 1990); a partir de alli el
rendimiento declina significativamente con el aumento en la CE y cuando la misma
alcanza 4,2 dS m™ éste se reduce en un 50% (Steppuhn et al., 2005). Lo anterior
sugiere que la condicién de salinidad de la zona de siembra de la depresion de Quibor,

puede limitar de manera importante el potencial productivo de este cultivo.

4. Comportamiento de la cebolla ante las sales

Con base en la literatura disponible, se considera que la cebolla muestra un
comportamiento sensible ante la salinidad, dado que se ha estimado como umbral de
tolerancia a las sales aproximadamente 1,2 dS m™, es decir que bajo esta CE el

cultivo presenta una reduccion en el rendimiento de 16% respecto al obtenido en
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condiciones no salinas (Maas 1990; Shannon y Grieve, 1999); no obstante, se ha
observado que el efecto de las sales en la cebolla varia segin el periodo de
crecimiento en el cual se presente este estrés (Shannon y Grieve, 1999). Se ha
determinado que la germinacidn puede ocurrir a potenciales osmoticos que estimulan
la emergencia de la radicula, siendo éstos a su vez mayores a los que puede soportar
la plantula (Brewster, 1977; Wannamaker y Pike, 1987; Shannon y Grieve, 1999).
Durante la fase juvenil, cuando la planta presenta entre tres a cinco hojas, puede
disminuir nuevamente el grado de sensibilidad a la salinidad, lo cual se ha
relacionado con la variacion que ocurre al pasar de la fase plantular, caracterizada por
un crecimiento lento, a una fase de mayor tasa de crecimiento tanto foliar, como del

sistema radical (Brewster, 1990).

Wannamaker y Pike (1987) compararon el efecto de las sales sobre la
germinacion de la semilla en cinco genotipos de cebolla: tres de tipo Texas Grano
(TG1015Y, TG1105Y y TG502PRR), Ben Shemen y Tamu 20348, utilizando quince
valores de CE en un rango desde 0 a 50 dS m™, a partir de una solucién salina
proveniente de cantidades equivalentes de NaCl y CaCl,. Estos autores observaron un
promedio de 90% de germinacion en todos los materiales tratados a 25 dS m™; no
detectaron efecto adverso sobre este proceso con una CE menor, mientras que al
aumentar el grado de salinidad a 40 dS m™, el porcentaje de germinacién disminuy6

abruptamente, alcanzando valores inferiores al 10%.

A fin de evaluar el estrés salino en la fase juvenil de la planta, Wannamaker y
Pike (1987) probaron con la solucién salina antes mencionada, ocho valores de CE
(0,8; 1,2; 1,4; 1,6; 4; 6; 9 y 12 dS m™), incluyendo la solucién nutritiva control. La
aplicacion de los tratamientos salinos se inici6 en la fase de plantula y se extendi6 por
45 dias, determinandose que a una CE de 1,2 dS m™ todos los genotipos manifestaron
reduccion en altura de planta y peso seco en el orden de 40 y 20% en relacion al
grupo control, respectivamente; con la CE entre 9 y 12 dS m™, las plantas mostraron
una disminucién promedio de 90 y 50% en dichas variables, respectivamente. El
nimero, didmetro y color de las hojas se afecté a partir de 4 dS m™ y el cultivar que
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presentd mayor sintoma de quemado en el follaje fue el ‘TG 502 PRR’. A excepcion
de este ultimo, el comportamiento ante las sales durante esta fase de crecimiento fue
uniforme entre los genotipos de cebolla evaluados y el grado de sensibilidad a las

sales fue mayor al observado en la germinacion.

Los resultados antes descritos, coinciden con los obtenidos por Miyamoto (1989),
quien encontré 80% de germinacion en semillas de cebolla sometidas a CE de hasta
20 dS m™; sin embargo, durante las siguientes tres semanas, Se incremento
significativamente la tasa de mortalidad, demostrando una mayor sensibilidad a las

sales en la fase plantular y juvenil de este cultivo.

El efecto de las sales sobre la produccién de biomasa y caracteristicas del bulbo,
fue evaluado por Lunin (1963), quien aplicd cuatro soluciones salinas obtenidas a
partir de la combinacién de NaCl (77%), MgCl (16,80%), CaSO4 (3,29%) y K,SO,
(1,98%) correspondientes a CE de 5, 10, 20 y 30 dS m™ respectivamente, induciendo
el estrés salino en tres momentos del periodo de crecimiento inicial (plantula, 15y 30
dias dde). Este autor observd que el rendimiento en materia seca, disminuyo
considerablemente cuando la CE fue mayor a 5 dS m™ y que la reduccién en esta
variable fue méas severa al iniciar el estrés en la fase de plantula. Ademaés, en dicha
investigacion se determind que las plantas regadas con solucién salina a 5 dS m?,
alcanzaron un peso fresco del bulbo levemente superior al obtenido por las del

tratamiento control.

Por otra parte, Yadav et al. (1998) evaluaron tres genotipos de cebolla (Pusa Red,
Pusa Madhvi y Pusa White Flat) sometidos a cinco valores de CE (0,3; 4; 8; 12 y 16
dS m™), para lo cual incorporaron solucién salina a diferentes concentraciones en un
suelo de caracteristicas conocidas (CE= 0,3 dS m™). Dicha solucién fue preparada
con CaCl,, MgSO, y NaHCO; (Na 50%; Ca 20%; Mg 30%; Cl 60%; SO, 30%);
HCO3 10%); el estrés salino se indujo al momento del trasplante en cada una de las
parcelas de suelo con CE modificada, y se realizaron evaluaciones a los 30, 60 y 90
dias después del trasplante. Estos autores determinaron que tanto las variables
relacionadas con el crecimiento (altura de planta, nimero de hojas, peso fresco y seco
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foliar), como con el rendimiento (peso fresco y seco y diametro de bulbo), fueron
similares a CE entre 0,3 y 4 dS m™, mientras que entre 8 y 16 dS m™ hubo reduccién
en todas las variables, en un rango de 40 a 50% respecto al control, ademas
observaron que la salinidad aceler6 la maduracion del bulbo; ademas al comparar los
genotipos, se determinaron respuestas diferenciales, siendo ‘Pusa Red’ la que mostrd
la menor sensibilidad ante la salinidad.

Igualmente, Miyamoto et al. (2008) encontraron diferentes grados de sensibilidad
a las sales entre los genotipos BR-1 y Chaco de uso comin en Texas, Estados Unidos;
el estrés salino fue inducido con soluciones cuya composicién iénica incluyo
Na',Ca*?, Mg, CI' y SO4% en iguales proporciones, estableciendo cuatro
tratamientos de concentracion creciente de cada uno de los iones mencionados: 5, 10,
20y30me L™y CE de 1.0, 1.8, 3.7 y 5.2 dS m™ respectivamente. El genotipo Chaco
presentd un mayor porcentaje de emergencia que ‘BR-1" al aplicar soluciones salinas
de 3.7 y 5.2 dS m™; sin embargo, la salinidad afect6 més severamente el crecimiento
de las plantas del primer genotipo, el cual mostrdé 65% de reduccion en la produccion
de biomasa aérea, en comparacion con 50% de disminucion observado en BR-1 al
momento de la cosecha. Tales diferencias fueron detectadas principalmente al aplicar
las soluciones salinas con 1.8 y 3.7 dS m™.

El efecto de la induccidon de estrés salino en diferentes periodos, desde la etapa de
pre-bulbificacion hasta la madurez del bulbo, fue evaluado por Chang y Randle
(2005), agregando NaCl (100 mM) a la solucién nutritiva en un intervalo quincenal a
los 74, 60, 46, 32 y 18 dias antes de la cosecha; dichos autores observaron un
descenso lineal en el peso fresco tanto de las hojas como del bulbo, siendo éste mas
severo en la ultima variable, indicando que la salinidad afecté mas intensamente el

proceso de formacion del bulbo que el desarrollo foliar.

Los antecedentes antes descritos reflejan que a pesar que el cultivo de cebolla
muestra un alto grado de sensibilidad a la salinidad, tal comportamiento puede variar
segun la fase de crecimiento en la cual se induce el estrés salino, asi como entre

diferentes genotipos; esto Ultimo sugiere la posible diversidad de mecanismos para
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afrontar el efecto adverso de las sales en los distintos materiales genéticos de cebolla,
cuyo reconocimiento seria de gran utilidad para la seleccion de genotipos con menor
sensibilidad ante la salinidad y en programas dirigidos a mejorar la tolerancia al estrés

salino de este cultivo horticola.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacion y caracteristicas climéaticas durante el ensayo

El experimento se realizd en condiciones de invernéaculo en las instalaciones de la
empresa “Semilleros Horticolas”, ubicada en la localidad de EI Manzano, municipio
Iribarren del estado Lara, a 10° 5’ latitud norte, longitud 69° 31° y 550 msnm.

Los valores de temperatura y humedad relativa alcanzados durante el transcurso
del ensayo, fueron determinados mediante la instalacion de un termohigrografo
Lambricht, el cual registrd lecturas en una banda horaria reemplazada semanalmente
por un lapso de 50 dias. La temperatura diaria maxima y minima fue de 40 y 19 °C,
respectivamente, mientras que la humedad relativa oscilé entre 85 y 33% durante el
dia; los mayores valores de temperatura ocurrieron entre las 13 a 15 horas y los
menores entre las 2 y 7 horas. Ademas, se evidencio que la temperatura y humedad
relativa maxima promedio en el periodo evaluado fue de 36 °C y 58%

respectivamente.

2. Material vegetal

Se utilizaron siete genotipos de cebolla con algunas caracteristicas fisioldgicas
similares, como duracién del ciclo de vida (corto) y requerimiento de fotoperiodo
(dias cortos) para bulbificacién. Los genotipos evaluados son de uso comin en la
zona de Quibor, estado Lara, principal regién productora de cebolla a nivel nacional;
se utilizaron semillas certificadas distribuidas por Seminis Vegetable Seeds, USA
proporcionadas por la Comercializadora Tanausu.

‘Century 92000’ (hibrido)

- “Campo Lindo’ (hibrido)

- ‘Guadalupe’ (hibrido)

- ‘Texas Grano 502’ (variedad)
- ‘Altagracia’ (hibrido)

- ‘Granex 429’ (hibrido)

“Texas Grano 438’ (variedad)
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3. Descripcion del ensayo

En la fase de semillero se utilizaron como soporte bandejas de anime con 288
celdas individuales, conteniendo una mezcla de turba y arena en proporcién 4:1; se
sembro el 18 de diciembre de 2007, colocando 3 semillas/celda y manteniéndolas en
oscuridad hasta el momento de la emergencia, lo cual ocurrié 5 dias después de la
siembra (dds) (Figura 1A). Posteriormente, las bandejas fueron llevadas a
condiciones de invernaculo, regando 2 veces al dia con agua corriente y a partir de 10
dds se inici6 el riego con una solucién nutritiva diluida, incrementando su
concentracion gradualmente (25% interdiario) durante 8 dias, hasta alcanzar el 100%
de la misma (18 dds). La solucion nutritiva base (Tabla 1) fue preparada para suplir
los requerimientos del cultivo de cebolla, siguiendo lo referido por Chang y Randle
(2005). La CE de esta solucién fue de aproximadamente 0,8 dS m™ y el pH fue
ajustado a 7 con H,SO,.

Una vez que las plantas desarrollaron de tres a cuatro hojas (40 dds) se realizo el
trasplante, colocandolas en bolsas de polietileno de 2 litros de capacidad, las cuales
contenian arena lavada de rio previamente desinfectada (Figura 1B).

Tabla 1. Composicién de la solucion nutritiva base utilizada durante el ensayo

16n Concentracion (mol m™) Fuentes
NOs 7 Ca(N03)24HQO, KNO;
Ca* 2 Ca(NOs),4H,0
K* 35 KNO;; KH,PO,
H,PO, 0,5 KH,PO,
Mg* 1 MgSO,7H,0
S0,? 1 MgSO,7H,0;ZnS047H,0; CuSO,5H,0
Cu*? 0,32 x 103 CuS0O,5H,0
Zn*? 0,77 x 103 ZnS0,7H,0
MoO, 0,90 x 10* H,Mo00,H,0
Mn*2 0,92 x 102 MnCl,4H,0
crl 1,83 x 107 MnCl,4H,0
BO;? 0,50 x 10 HsBO,

Fe*? 0,29 x 107 Fe (complejo EDTA)
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-

Figura 1. Vistas del ensayo con siete genotipos de cebolla en los periodos
de pre-trasplante (A) y post-trasplante (B).

Para diferenciar la aplicacion de las soluciones salinas de riego previstas, las
plantas fueron agrupadas en cuatro lotes por genotipo, uno de éstos representd el
grupo control que sigui6 recibiendo la solucién nutritiva base; a los otros tres lotes se
les aplic tres soluciones salinas con conductividad eléctrica (CE) de 6 dS m™, 8 dS
m™ y 10 dS m™ respectivamente, a fin de detectar la méaxima CE que indujera un
estrés que pudiera ser soportado por los diferentes genotipos, permitiéndoles

manifestar su comportamiento ante el estrés salino.
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Las soluciones salinas fueron preparadas utilizando la solucién nutritiva base
antes descrita, a la que se afiadio tres sales: CaSO4, MgSO, y NaCl, las cuales han
sido reconocidas como predominantes tanto en el suelo, como en el agua subterranea
utilizada para riego en la zona de Quibor (Villafafie et al., 1999); la combinacién de
estas sales se preparé usando una proporcion de 1:2,5:3 (CaSO, : MgSO, : NaCl)

considerando la solubilidad de las mismas (Tabla 2).

Tabla 2. Componentes, concentracion y conductividad eléctrica (CE) de las
soluciones salinas

Solucién salina Sales  Concentracion (mol m®) CE (dS m™)
CaSO, 6
A MgSO. 15 6
NaCl 18
CaSO, 9
MgSO, 22,5
B NaCl 27 8
CaSO, 12
MgSOq 30
¢ NaCl 36 10

Al transcurrir 10 dias después del trasplante se inicié la aplicacion progresiva de
las soluciones salinas descritas, diluidas a 1/5 de su concentracién e incrementando
diariamente la proporcion de sales en éstas hasta llegar a su concentracién definitiva;
en cada riego se utilizo el volumen necesario para saturar el sustrato y garantizar el
reemplazo de la solucion remanente. El estrés salino se prolongd por un lapso de 70
dias (120 dds), hasta finalizar la fase de bulbificacion, lo cual se evidencié por el
doblez del pseudotallo.

4. Disefio experimental

Se estableci6 un disefio completamente aleatorizado, en un arreglo de
tratamientos factorial 7 x 4: siete genotipos y cuatro tipos de solucién de riego (tres
soluciones salinas y un grupo control), para un total de 28 tratamientos con cuatro

repeticiones cada uno.
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5. Muestreos y variables determinadas

Se evaluaron variables cuantitativas para caracterizar el desarrollo foliar en el
periodo de pre-bulbificacion, asi como la formacion y latencia del bulbo que indica
el momento de cosecha, siendo esta parte de la planta lo que determina el rendimiento
del cultivo de la cebolla. En todos los casos, las mediciones fueron realizadas en 4

plantas por tratamiento seleccionadas de manera aleatoria (Figura 2).

Siembra Trasplante r Toma de muestras ]
0 40 50 90 120 dds
| | | | |
| | I
0 40 70 ddes
Inicio
eslt_rés Pre-bulbificacion Bulbificacion Latencia del bulbo
salino

Figura 2. Linea del tiempo que indica la duracién de las diferentes etapas del ensayo y el
momento de cada muestreo. Se distinguen los dias después de la siembra (dds) y dias después
de iniciar el estrés salino (ddes).

- Numero de hojas y area foliar total

Se ha determinado que el desarrollo foliar de la cebolla declina durante el periodo
de formacion del bulbo (Brewster, 1997; Al-Harbi et al., 2002) y se ha estimado que
esto ocurre entre los 40 a 45 dias después del trasplante (90 dds) en las condiciones
de las zonas productoras de cebolla en Venezuela (Ramirez, 2002), por lo cual la
medicion de las variables nimero de hoja y area foliar fueron realizadas en el periodo

previo a la bulbificacién o pre-bulbificacion.

Transcurridos 40 dias después de iniciado el estrés salino (ddes), se contd el
namero de hojas presentes en cada planta seleccionada, incluyendo las hojas
emergentes con al menos 10 mm de longitud, consideradas como hojas en expansion
segun el criterio sugerido por Mondal et al. (1986); ademas se determind el area foliar
total por planta, midiendo las dimensiones necesarias para aplicar la ecuacion

propuesta por Brewster y Barnes (1981) para cebolla:
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A=LXAmnxXx14

En esta formula, A corresponde al area foliar, L es la longitud de la Iamina, Amsx
es el ancho maximo de la misma medido en la zona basal, aproximadamente en el ¥4

inferior de su longitud.

- Indice de bulbificacion

Esta variable se determiné a los 40 ddes y para ello se uso la siguiente relacion
(Clark y Heath, 1962):

IB = didmetro mayor del bulbo / diametro menor del pseudotallo

Las mediciones se realizaron utilizando un vernier digital, correspondiendo el
didametro mayor del bulbo a su zona ecuatorial y el didmetro menor del pseudotallo al
tercio superior del mismo. Se consider6 como el inicio de la formacion del bulbo
cuando el 50% de las plantas por tratamiento alcanzaron un indice de bulbificacion
igual al 2 (Brewster, 1997).

- Biomasa de raices y de hojas

La acumulacién de biomasa radical y foliar se determiné en el momento de la
cosecha, la cual se realiz6 durante el periodo de latencia 0 maduracién del bulbo,
cuando en el 50% de las plantas aproximadamente se presentd el doblez del
pseudotallo, siendo observado a los 120 dds (70 ddes). En cada planta se separ6 la
totalidad del sistema radical, asi como el conjunto de hojas, incluyendo en la
determinacion de la biomasa foliar, la lamina foliar y la porcion basal que conforma
el pseudotallo; ambas partes fueron llevadas a estufa durante 48 horas a 70°C para
finalmente obtener el peso seco correspondiente.

- Diametro y peso fresco del bulbo

En el momento de la cosecha se midi6 el diametro ecuatorial del bulbo, que
corresponde a la parte mas ensanchada del mismo, utilizando un vernier digital y

ademas se tomd su peso fresco.
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6. Analisis estadistico

Los resultados para cada una de las variables fueron transformados a valores
relativos o porcentuales, estableciendo comparacién con el grupo control
correspondiente de cada genotipo, a fin de evidenciar el efecto de los tratamientos
salinos sobre cada una de éstas. Seguidamente se aplicé un anlisis de varianza
(ANOVA) ajustado a un disefio de tratamientos factorial 7x3 (7 genotipos x 3 valores
de CE), para analizar las variables nimero de hojas, area foliar, didmetro y peso
fresco del bulbo, mientras que la variable acumulacion de biomasa se ajustdé a un
factorial 7x3x2 (7 genotipos x 3 valores de CE x 2 componentes de la planta), a fin de
comparar la produccién de biomasa seca entre la parte radical y aérea de la planta; en
cada variable se confirmd el cumplimiento de los supuestos correspondientes al
andlisis y en los casos donde fueron detectadas diferencias significativas, se aplico
una prueba de medias de Tukey (P<0.05). Los analisis estadisticos fueron realizados

utilizando el programa Statistic, version 8.0.

Adicionalmente, se aplicd un analisis multivariado de varianza (MANOVA), en
conjuncion al analisis de variables canonicas (CVA), considerando la prueba de
relacion de posibilidades de Wilks, para detectar diferencias significativas entre los
grupos analizados; estos métodos permitirian reconocer, considerando la mayor
cantidad de variables, el grado de salinidad que provocé respuestas diferenciales entre
los genotipos probados, asi como la identificacion de aquellos materiales con
comportamiento contrastante ante la salinidad. EI método multivariado se ejecutd

mediante el programa Statistical Analysis System (SAS) version 9.1.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto del estrés salino sobre el desarrollo foliar en el periodo de pre-

bulbificacién
- NUmero de hojas

La aplicacion de soluciones salinas durante 40 dias en el periodo previo a la
bulbificacion, provocod un descenso en el nimero porcentual de hojas, respecto al
grupo control en todos los genotipos, observandose menores valores en la medida que
aument6 la CE de la solucién (Tabla 3). Al analizar el factor genotipo, se observaron
diferencias significativas en la capacidad de formacion de hojas ante la influencia de
las sales: ‘Granex 429’ alcanz6 el mayor nimero de hojas en relacion al grupo no
estresado y ‘Texas 502’ se destac6 como el genotipo mas afectado para esta variable,
mientras que el resto mostraron valores intermedios a estos Ultimos genotipos,
encontrando en orden descendente: ‘Campo Lindo’ y ‘Guadalupe’, seguido de
‘Century’ y ‘Altagracia’ y finalmente ‘Texas 438°. Adicionalmente, el analisis de
varianza indic6 que la interaccion entre los factores genotipo x CE resulto altamente
significativa, demostrando que la CE afecté de manera diferencial la produccion de

hojas en los siete genotipos evaluados (Tabla 3).

La salinidad a 6 dS m™, causé el efecto mas severo sobre el genotipo Texas 502,
el cual alcanzé el menor nimero porcentual de hojas en relacion al control; por el
contrario, ‘Granex 429’ fue el genotipo menos afectado por las sales, mostrando el
mayor valor respecto a esta variable. Los genotipos Century, Altagracia y Texas 438
resultaron estadisticamente similares y con menor namero porcentual de hojas que
‘Campo Lindo’ y ‘Guadalupe’ (Figura 3). Una tendencia similar fue observada al
aplicar la solucion salina de 8 dS m™; en este tratamiento “Texas 502’ y ‘Granex 429’
mostraron la respuesta mas contrastante con el menor y mayor valor para esta
variable, respectivamente; sin embargo se observd similitud estadistica entre éste
ultimo genotipo, ‘Guadalupe’ y ‘Texas 438’; el resto de materiales genéticos
presentaron valores intermedios para dicha variable. La CE de 10 dS m™, provocé
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Tabla 3. Numero porcentual de hojas respecto al grupo control en siete
genotipos de cebolla tratados con soluciones salinas a diferente CE por 40
dias en el periodo de pre-bulbificacion.

Numero de hojas

Factores (% control)
6 79.98 a
CE (dSm™) 8 73.73b
10 63.62 C
‘Century’ 72.79¢c
‘Campo Lindo’ 75.44 b
‘Guadalupe’ 7478 b
Genotipo ‘Texas 502’ 65.68 e
‘Altagracia’ 70.49d
‘Granex 429’ 76.82 a
‘Texas 438’ 71.10d
Interaccion: CE x Genotipo *x

Letras iguales en cada factor indican similitud estadistica segin Prueba de Tukey (P<0.05).
Nivel altamente significativo de la interaccion (**).

100

O 'Century'
95
O 'Campolindo’

B 'Guadalupe'

g @ 'Texas 502
o\?; B 'Altagracia’
g . 0'Granex 429'
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:
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Figura 3. Numero porcentual de hojas respecto al grupo control en siete genotipos de cebolla
tratados con soluciones salinas a diferente CE por 40 dias en el periodo de pre-bulbificacion.
Letras iguales en barras correspondientes a cada CE indican similitud estadistica segin
Prueba de Tukey (P<0.05).
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la reduccion mas dréastica en el nimero porcentual de hojas en ‘Altagracia’ y ‘Texas
438’, seguidos por ‘Texas 502’, siendo menos severa en ‘Campo Lindo’, el cual
mostré el mayor porcentaje de hojas en relacién con el control; por su parte,

‘Century’, ‘Granex 429’ y ‘Guadalupe’ manifestaron un comportamiento intermedio.

Cabe resaltar que las diferencias mas contrastantes entre los genotipos, en cuanto
al nimero de hojas en relacién al tratamiento control, se observaron al inducir el
estrés salino a 6 dS m™, encontrandose una diferencia de aproximadamente 20% entre
los genotipos de menor y mayor sensibilidad, mientras que al incrementar laCE a8y
10 dS m™, tal diferencia fue de aproximadamente 10 y 5%, respectivamente.

A pesar del efecto diferencial causado por la salinizacion a las distintas CE
probadas, sobre el nimero porcentual de hojas de los genotipos evaluados respecto al
tratamiento control, se evidencio6 la tendencia de mayor grado de afectacion en ‘Texas
502, tanto a 6 como a 8 dS m™, mientas que ‘Granex 429’ y “‘Campo Lindo’ por el

contrario, mostraron la menor influencia de los tratamientos evaluados.

El efecto adverso de las sales sobre el nimero de hojas, mostrado por todos los
genotipos de cebolla evaluados, podria estar relacionado con la reduccion en la tasa
de formacion de nuevas hojas, asi como con la disminucion en la capacidad de
expansion de las células en crecimiento, ya que cuando la planta crece bajo
condiciones salinas, el bajo potencial osmético de la solucion del suelo limita la
absorcion de agua, lo que altera su balance hidrico y causa un descenso en la presion
de turgor intracelular necesario para el proceso de expansion en las células (Cramer,
1997; Munns 2002 a,b; Bartels y Sunkan, 2005).

La disminucion en el nimero de hojas observada en los genotipos de cebolla por
incidencia de las sales, también fue encontrada por Wannamaker y Pike (1987), en
cinco genotipos de este cultivo tratados con una solucion salina (NaCl y CaCl, 1:1), a
una CE de 6 dS m™ durante la fase juvenil (45 dde). Sin embargo, estos autores no
detectaron un efecto diferencial de la salinidad sobre los genotipos, los cuales
mostraron aproximadamente un namero de hojas de 75% en relacion con el grupo

control; no obstante, entre los genotipos evaluados por dichos investigadores, ‘Texas
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502’ manifestd la mayor sintomatologia de dafio por efecto de las sales, coincidiendo
con lo observado en el presente estudio para este genotipo al ser sometido al

tratamiento con solucion salina a 6 dS m™.

El efecto detrimental de las sales sobre la formacion de hojas mostrado por todos
los materiales genéticos evaluados, fue encontrado por Lima y Bull (2008) en el
genotipo Baia, ampliamente utilizado por los productores de cebolla del Brasil, el
cual alcanzé 70 y 50% del nimero de hojas en comparacion al grupo control, al
aplicar NaCl a 6 y 8 dS m™ de CE, respectivamente, durante 97 dias.

Por otra parte, la respuesta diferencial detectada en los siete genotipos sometidos
a estrés salino en relacion al namero de hojas, no corresponde con los resultados
obtenidos por Al-Harbi et al. (2002), quienes observaron que 10 genotipos de cebolla
de dias largos, mostraron una reduccién similar en esta variable, al ser tratados con
soluciones salinas con NaCl y CaCl, a una CE de 4, 6 y 8 dSm™, presentando valores
promedio de 90, 75 y 70% del numero de hojas en relacion al control,
respectivamente. Contrariamente, Yadav et al. (1998) no encontraron disminucion en
el nimero de hojas en tres genotipos de cebolla, sometidos a estrés con una mezcla de
sales (CaCl,, MgSO4 y NaHCO3), con CE de 4 dS m™ durante 30 dias después del
trasplante; sin embargo, al incrementar la CE a 8 dS m™, estos autores observaron que
todos los materiales genéticos fueron igualmente afectados, presentando valores
cercanos a 87% del namero de hojas formadas por el control, lo cual representa un
efecto menos severo a las sales que el detectado en los genotipos de cebolla

evaluados en la presente investigacion.

Las consideraciones anteriores evidencian que el nimero de hojas en los
genotipos de cebolla, es una variable que puede ser afectada o no por la salinidad, y
que la magnitud de este efecto depende, entre otros factores, de la composicion de las
sales, la concentracion de la mismas, la duracion del estrés, asi como del componente
genético del material utilizado; esto ultimo destaca la diversidad de comportamiento
ante el estrés salino que pueden manifestar los distintos genotipos de cebolla, en
relacion a este aspecto del desarrollo foliar. En cuanto a los siete genotipos de cebolla
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evaluados en este trabajo, se observd que exhibieron un efecto diferencial de las sales

sobre el nimero de hojas, principalmente con la solucién salina a 6 dS m™.

- Area foliar

La salinidad provoc6 una reduccion en el area foliar, respecto al tratamiento
control, en todos los genotipos probados durante el periodo previo a la bulbificacion
(40 ddes); la magnitud del efecto se intensificd al incrementar la CE, observando que
la severidad del mismo fue significativamente distinta entre genotipos. ‘Granex 429’
y ‘Texas 502’ presentaron el comportamiento mas contrastante en cuanto a la
reduccion del area foliar provocada por las sales, mientras que el grupo restante
mostro valores intermedios de esta variable (Tabla 4). Por otra parte, la interaccion
entre los factores genotipo y CE, resultd altamente significativa, indicando que cada
tratamiento afectd de manera distinta a los mismos (Tabla 4).

Como se observa en la Figura 4, al aplicar la solucién salina de 6 dS m™, se
produjo una reduccién en el area foliar, en relacion al tratamiento control, en todos
los genotipos, siendo este efecto mas severo en ‘Texas 502” y ‘Texas 438’, mientras
que ‘Guadalupe’ y ‘Granex 429’ fueron los menos afectados, mostrando una
disminucién 30% menor que los primeros dos genotipos; por su parte ‘Century’,
‘Campo Lindo’ y ‘Altagracia’ exhibieron valores intermedios de esta variable,
respecto a los dos grupos que presentaron comportamiento contrastante. Al
incrementar la CE de la solucion de riego a 8 dS m™, se evidencié que ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’ manifestaron la mayor y menor afectacion en el area foliar,
respectivamente, observando que la reduccion respecto al control fue 15% mayor en
‘Texas 502’ en comparacion a ‘Granex 429’; el resto de los materiales genéticos
mostré una disminucion intermedia en esta variable en comparacion a las plantas no
estresadas. El tratamiento de 10 dS m™, provocd la reduccién mas drastica en el area
foliar de todos los genotipos respecto al grupo control; a esta CE, ‘Texas 438’ tuvo la
mayor area foliar porcentual, mientras que ‘Texas 502’ siguié distinguiéndose por
presentar los valores mas bajos, aunque la diferencia entre ambos fue sélo de 12% y

el resto respondieron de manera intermedia respecto a esta variable (Figura 4).
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Tabla 4. Area foliar (%) respecto al grupo control en siete genotipos de
cebolla tratados con soluciones salinas a diferente por 40 dias CE en el
periodo de pre-bulbificacion.

Factores Area foliar
(% control)
6 61.73 a
CE (dSm™) 8 49.44 b
10 33.82¢
‘Century’ 43.69d
‘Campo Lindo’ 49.03 ¢
‘Guadalupe’ 55.84 b
Genotipo ‘Texas 502’ 39.01e
‘Altagracia’ 4711c
‘Granex 429’ 59.90 a
‘Texas 438’ 43.74d
Interaccion: CE x Genotipo *x

Letras iguales en cada factor indican similitud estadistica segin Prueba de Tukey (P<0.05).
Nivel altamente significativo de la interaccion (**).
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Figura 4. Area foliar respecto al grupo control en siete genotipos de cebolla tratados con
soluciones salinas a diferente CE por 40 dias en el periodo de pre-bulbificacion. Letras iguales
en barras correspondientes a cada CE indican similitud estadistica segun Prueba de Tukey
(P<0.05).
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Los resultados descritos indican que ‘Granex 429’ y ‘Texas 502°, mantuvieron el
comportamiento méas contrastante en relacion a la incidencia de las sales sobre el area
foliar, tanto a 6 como a 8 dS m™, mostrando la menor y mayor afectacion,
respectivamente. Por otra parte, las diferencias méas amplias en cuanto a la respuesta
de los genotipos evaluados en funcion a esta variable, fueron detectadas bajo una
salinidad de 6 dS m™; dichas diferencias se tornaron menos evidentes a medida que
aument6 la CE, tal como lo observado al determinar el efecto del grado de salinidad
sobre el niumero porcentual de hojas formadas en relacion al control, sugiriendo que
por encima de 6 dS m™, el efecto adverso de las sales incrementa sobre estos aspectos

del desarrollo foliar y en igual manera en todos los materiales genéticos probados.

Se ha determinado que la salinidad provoca una reduccion en la tasa de divisién
celular en el tejido foliar, acorta la zona de expansion de las células y/o acelera la
diferenciacion celular, lo cual repercute en un menor desarrollo del area foliar (Hu y
Schmidhalter, 2008; Munns y Tester, 2008). Adicionalmente, en el caso del cultivo
de cebolla, Brewster (1977 y 1994) afirmd que estas plantas carecen de la habilidad
gue poseen otras especies de menor sensibilidad a las sales, de mantener el potencial
de turgor del tejido foliar, necesario para que el proceso de expansién de la hoja
proceda cuando la planta se somete al efecto de déficit hidrico que se genera en
condiciones de salinidad; lo anterior incide en un menor desarrollo del area foliar,
correspondiéndose con lo observado en todos los genotipos de cebolla evaluados en

el presente ensayo.

La reduccidn en el area foliar mostrada por los diferentes materiales genéticos de
cebolla al ser sometidos al tratamiento salino a 6 dS m™, fue menos severa en
comparacion con lo encontrado por Wannamaker y Pike (1987), en cinco genotipos
de este cultivo tratados con una solucion salina a la misma CE, los cuales mostraron
valores cercanos al 25% del area foliar alcanzada por el control, mientras que el
porcentaje promedio de los genotipos probados en esta investigacion en relacion a
esta variable fue de 61,7% (Tabla 4). Sin embargo, se debe considerar que estos

autores indujeron el estrés salino a partir de la fase plantular, que corresponde a una
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etapa méas temprana que la considerada en el presente experimento. En este sentido,
Munns et al. (1995) destacaron que los diversos mecanismos que regulan la
sensibilidad de una especie o genotipo ante el estrés salino, pueden manifestarse en
forma distinta segun el periodo en el que éste se induzca y la duracion de dicho estrés.

Por otra parte, se observd que la salinidad, indistintamente la CE, afect6 mas
severamente el area foliar que el niamero de hojas, en los genotipos de cebolla
probados, dado que al ser sometidos a los tratamientos con 6, 8 y 10 dS m™, éstos
mostraron un promedio de 62, 49 y 34% del area foliar en relacion al control, en cada
caso, mientras que el nimero porcentual de hojas respecto al control fue 80, 74 y 64%
en cada uno de los tratamientos. Otros autores (Yadav et al., 1998; Lima y Bull,
2008) han determinado en diferentes cultivares de cebolla, que la salinidad afecta con
mayor intensidad otras variables relacionadas con el crecimiento vegetativo, y en

menor magnitud el nimero de hojas.

2. Efecto del estrés salino sobre el Indice de Bulbificacion (1B)

En la Figura 8 se observa que al momento del muestreo (40 ddes), las plantas no
estresadas de todos los materiales genéticos evaluados, excepto ‘Altagracia’,
presentaron un indice de bulbificacion igual o superior a 2, evidenciando que éstos ya
habian iniciado el periodo de formacion del bulbo. Al aplicar el tratamiento salino
con 6 dS m?, los genotipos Campo Lindo, Guadalupe, Texas 502, Granex 429 y
Texas 438, mostraron un IB superior al control, lo que refleja el adelanto en el inicio
de dicho proceso provocado por este grado de salinidad. Este mismo efecto fue
observado en ‘Century’, ‘Texas 502°, ‘Granex 429’ y ‘Texas 438’, cuando fueron
sometidos a la solucién salina con 8 dS m™, mientras que con el tratamiento salino a
10 dS m™, el IB incrementd en relacién a las plantas no estresadas sélo en ‘Century’ y
‘Granex 429’ (Figura 5).

Los resultados revelaron que el principal efecto de la salinidad sobre la mayor
parte de los genotipos probados, fue el adelanto del periodo de bulbificacién con

respecto al tiempo en el que las plantas no estresadas comenzaron este proceso,
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siendo este efecto mas acentuado cuando las plantas fueron sometidas al tratamiento
salino de 6 y 8 dS m™ (Figura 5).
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Figura 5. indice de bulbificacion (I1B) después de 40 dias de estrés salino en siete genotipos
de cebolla tratados con soluciones salinas a diferente CE (dS m™). Letras iguales en barras
correspondientes a cada genotipo indican similitud estadistica segiin Prueba de Tukey
(P<0.05); la linea punteada sefiala el valor del IB igual a 2, que es considerado como el inicio
de este proceso.

Se ha descrito que el inicio de la formacion del bulbo, es estimulado
fundamentalmente por factores ambientales como la temperatura y el fotoperiodo
(Brewster 1994; Currah y Proctor, 1994; Ramirez, 2002); sin embargo, ademas se
considera que aquellos factores que afecten el desarrollo de las hojas, como es el caso
del estrés hidrico, salino y/o nutricional, pueden incidir en una bulbificacion
prematura de la cebolla (Brewster, 1994; Kane, 2003), lo cual fue corroborado con la
respuesta observada en todos los genotipos evaluados, con la excepcion de
‘Altagracia’. Segun Brewster (1994), el proceso de bulbificacion de cebolla

probablemente evolucion6 como una adaptacion para sobrevivir a las condiciones
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estresantes de los veranos aridos y calidos de su zona de origen, por lo que puede ser

activado por factores adversos como es el caso de la salinidad.

El adelanto del proceso de bulbificacidn en respuesta al estrés salino observado en
la mayoria de los genotipos evaluados, especialmente a las CE de 6 y 8 dS m™, se
podria atribuir a la reduccion en el namero de hojas por efecto de las sales descrito
anteriormente (Tabla 3). A medida que las hojas crecen y emerge su lamina foliar
desde el interior del pseudotallo, éste se ensancha, en consecuencia con un menor
namero de hojas, el diametro del pseudotallo se reduce, mientras que el bulbo

continda su crecimiento, lo que se refleja en un aumento en el IB.

Se considera que la bulbificacion precoz provocada por el estrés salino, implica
una disminucion en el proceso de transporte de asimilados desde las hojas hacia el
bulbo, en relacion a las plantas no estresadas; durante el periodo de pre-bulbificacion
del cultivo, los fotosintatos producidos son usados para la expansién de las hojas y
una vez alcanzado el méximo desarrollo foliar, estos compuestos son dirigidos hacia
el bulbo y almacenados en los tejidos de los catafilos (Ramirez, 2002; 2006), por lo
que la reduccion en el nimero de hojas y en el area foliar, afectaria el subsiguiente

crecimiento del bulbo, reflejandose en un bajo rendimiento al momento de la cosecha.

En cuanto a las plantas sometidas al tratamiento salino con 10 dS m™, sélo los
genotipos Century y Granex 429 mostraron un adelanto en el inicio de la formacion
del bulbo, mientras que los restantes presentaron un IB similar al de las plantas no
estresadas. Lo anterior podria obedecer a que esa CE afectd con la misma severidad
los componentes de dicho indice (didmetro del pseudotallo y del bulbo), por lo que la

relacion entre ellos fue similar a la mostrada por las plantas del tratamiento control.

El genotipo Altagracia, fue el uUnico que al momento del muestreo no habia
iniciado el proceso de bulbificacion, dado que el IB fue menor a 2, tanto en el grupo
control como en los tratamientos salinos, lo cual sugiere que en este genotipo el
periodo de pre-bulbificacién es mas prorrogado que en el resto de los materiales

evaluados.
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3. Efecto del estrés salino sobre la produccién de biomasa y parametros de

rendimiento del cultivo
- Peso seco del sistema radical y aéreo

La salinidad inducida desde el postrasplante y prolongada hasta el momento de la
cosecha (70 ddes) en siete genotipos de cebolla, redujo significativamente el peso
seco, tanto en el sistema radical como del sistema aéreo (lamina foliar y pseudotallo),
en relacion al tratamiento control (%), siendo el primer componente ligeramente méas
afectado que el segundo; en ambos casos se determind que el efecto adverso de las
sales fue mas severo a medida que se incrementd la CE de las soluciones salinas.
Asimismo, se detectd significancia estadistica en la interaccion de los factores CE,
genotipo y componente de la planta, lo cual indic6 un efecto diferencial en el valor de
CE de las soluciones salinas sobre los materiales genéticos, tanto en el peso seco del
sistema radical como en el aéreo (Tabla 5).

Al analizar el comportamiento de los genotipos en cuanto a la produccién de
biomasa radical al ser sometidos al tratamiento salino de 6 dS m™, se observé que
éste provocO una mayor reduccion en el peso seco de raices respecto al control en
‘Texas 502°, seguido por ‘Guadalupe’, sin diferencias estadisticas entre ellos;
‘Altagracia’ fue el genotipo menos afectado a esta CE, seguido por ‘Granex 429’ y
‘Campo Lindo’, mientras que los otros dos genotipos presentaron valores intermedios
para esta variable (Figura 6).

En el tratamiento salino de 8 dS m™, ‘Texas 502’ mostré la mayor reduccién en la
biomasa radical en relacién al control, seguido de ‘Texas 438’, mientras que
‘Guadalupe’ y *Altagracia’ fueron los menos afectados y el resto de los materiales
genéticos mostraron un promedio similar en el peso seco de raices. Finalmente, al
incrementar la CE a 10 dS m™, se observd la reduccion mas drastica en la
produccién de biomasa radical respecto al control, pero no se detectaron diferencias
significativas entre las medias de los genotipos, indicando que este grado de salinidad
afectd en forma similar la acumulacion de materia seca en las raices de todos ellos
(Figura 6).
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Tabla 5. Peso seco del sistema radical y de las hojas respecto al grupo control en
siete genotipos de cebolla tratados con soluciones salinas a diferente CE después del
pos-trasplante por 70 dias.

Factores Peso seco (% control)
) Sistema radical 15.88 b
Organo .
Hojas 20.00 a
Sistema radical Hojas
CE 6 2743 a 34.48 a
(ds mY) 8 13.30 b 17.04 b
10 7.31¢c 8.49 ¢
‘Century’ 13.96 cd 18.34 cd
‘Campo Lindo’ 17.06 ab 23.00 ab
‘Guadalupe’ 16.04 bc 21.44 bc
Genotipo ‘Texas 502’ 12.44 d 15,37 d
‘Altagracia’ 21.05a 21.56 bc
‘Granex 429’ 17.69 ab 25.71a
‘Texas 438’ 14.24 cd 1459d
CE x Genotipo **
Interaccion CE x Organo *x
CE x Genotipo x Organo **

Letras iguales en cada factor indican similitud estadistica segiin Prueba de Tukey (P<0.05).
Nivel altamente significativo de la interaccién (**).
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Figura 6. Peso seco del sistema radical respecto al grupo control en siete genotipos de cebolla
tratados con soluciones salinas a diferente CE (dS m'™) después del pos-trasplante por 70 dias.
Letras iguales en barras correspondientes a cada CE indican similitud estadistica segun Prueba
de Tukey (P<0.05).
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Los resultados relacionados con el efecto de los distintos grados de salinidad
sobre la acumulacion de biomasa radical, mostraron que la respuesta mas contrastante
entre los siete genotipos probados, se manifestd a la CE de 6 dS m™, determinandose
una diferencia de 20% entre ‘Altagracia’ y ‘Texas 502’ que alcanzaron el mayor y
menor peso seco de raices en comparacién al control, respectivamente; con el
tratamiento salino de 8 dS m™ la maxima diferencia en cuanto a esta variable fue de
7% y con la solucion salina de mayor CE, las sales afectaron por igual a los siete

genotipos.

En cuanto al efecto de los tratamientos salinos sobre la acumulacién de biomasa
foliar en los genotipos probados, se observé que a 6 dS m™ ésta fue disminuida de
manera mas severa en ‘Texas 502° y ‘Texas 438’, en tanto que en ‘Altagracia’ y
‘Granex 429’ resultd ser menos afectada a dicha CE y el resto de genotipos presentd
un comportamiento intermedio. La salinidad a 8 dS m™ provocé la reduccién més
acentuada en la produccién de biomasa foliar en relacion al control, en ‘Texas 502’ y
‘Altagracia’, evidenciandose en este Gltimo genotipo una disminucién considerable
en esta variable por efecto de las sales en comparacién a lo observado a 6 dS m™;
entre tanto, ‘Granex 429’ se mantuvo con el mayor porcentaje del peso seco de las
hojas respecto al tratamiento control, siendo igualado por ‘Guadalupe’, mientras que
los genotipos restantes se ubicaron entre estos dos grupos. Al incrementar la CE a 10
dS m?, todos los materiales genéticos mostraron un descenso sustancial del
porcentaje de biomasa foliar en relacion a la acumulada por las plantas no salinizadas,
siendo ‘Texas 438’ y “Altagracia’ los mas afectados por las sales, alcanzando valores
cercanos al 5% en relacion al control, lo cual fue superado levemente por los demas

genotipos (Figura 7).

El analisis de la acumulacion de biomasa foliar, determin6 que el estrés inducido
con 6 dS m™ provocéd el efecto mas contrastante entre los genotipos evaluados,
observandose que en ‘Altagracia’ y ‘Granex 429’ esta variable se redujo por efecto de
las sales 24% menos que en ‘Texas 502’ y ‘Texas 438’; mientras que en los
tratamientos salinos de CE a 8 y 10 dS m™ la mayor diferencia detectada entre los
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genotipos fue de 12 y 6% del peso seco de las hojas mostrado por el control,
respectivamente (Figura 7).

Ademas, se encontré que los genotipos Texas 502 y Texas 438 mostraron la
mayor reduccién en el porcentaje de biomasa foliar respecto a las plantas no
estresadas, en todos los tratamientos de salinidad probados, en tanto que lo contrario
ocurrio con ‘Granex 429’ y ‘Campo Lindo’. Es de hacer notar, que aunque en el
tratamiento salino de 6 dS m™, ‘Altagracia’ alcanzé el mayor porcentaje de peso seco
del sistema aéreo en relacién al grupo control, al aumentar la CE a 8 dS m™, este
genotipo fue el méas afectado, situacion que no sucedid con ‘Granex 429’ y ‘Campo
Lindo’, por lo que este comportamiento evidencié un efecto méas adverso por la

salinidad en el primer genotipo, al compararlo con estos dos ultimos (Figura 7).
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Figura 7. Peso seco de las hojas respecto al grupo control en siete genotipos de cebolla
tratados con soluciones salinas a diferente CE después del pos-trasplante por 70 dias. Letras

iguales en barras correspondientes a cada CE indican similitud estadistica segun Prueba de
Tukey (P<0.05).

Segun Bartels y Sunkar (2005), la reduccion en el crecimiento de la planta puede

ser considerada una estrategia para preservar carbohidratos dirigidos a suplir



38

demandas metabolicas, y/o a prolongar la disposicion de energia para una mejor
recuperacion al atenuarse el estrés; ademas, estos autores sostienen que la inhibicién
del crecimiento durante condiciones de salinidad, contribuye a la acumulacion de
solutos Utiles para el ajuste osmético, siendo favorable para contrarrestar el efecto de
déficit hidrico que se presenta en las plantas sometidas a estrés salino. Sin embargo,
la capacidad de mantener la produccion de biomasa en dichas condiciones, se
considera un indicador fundamental en el estudio de tolerancia ante las sales, pues

refleja un menor efecto adverso de este factor sobre el crecimiento (Munns, 2002b).

Se conoce que el cultivo de la cebolla es afectado de manera sustancial por la
salinidad de los suelos (Maas, 1990; Steppuhn et al., 2005) y los resultados
observados en este estudio, en cuanto a la produccion de biomasa tanto radical como
foliar en los siete genotipos de cebolla evaluados, sustentan ese sefialamiento. Por
otra parte, estos materiales manifestaron respuestas diferenciales en la produccion de
biomasa radical, principalmente al aplicar solucién salina de 6 dS m™, lo cual no se
corresponde con los resultados descritos por Miyamoto et al. (2008), quienes
utilizando un grado de salinidad similar (5,2 dS m™) en dos genotipos de cebolla,
observaron que ambos fueron igualmente afectados por las sales en relacion a la
biomasa radical; el porcentaje de reduccion detectado por dichos autores en esta
variable, fue semejante al observado en los genotipos que mostraron un

comportamiento intermedio en el presente estudio, bajo el tratamiento de 6 dS m™.

Son pocas las investigaciones relacionadas con el efecto de las sales sobre la
acumulacion de materia seca de la raiz en este cultivo; no obstante, se ha determinado
que el NaCl causa inhibicion de la division celular en el meristema radical, lo cual se
ha comprobado por la disminucion en el indice mitotico que ocurre en el apice de la
raiz de cebolla bajo condiciones de estrés salino, provocando en consecuencia una
reduccidn en el crecimiento del sistema radical (Teerarak et al., 2009) y por ende en
su capacidad de acumular biomasa, tal como se observé en los siete materiales

genéticos evaluados.
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La reduccion en el peso seco de las hojas observada en los siete genotipos de
cebolla por efecto de la salinidad, fue menos severa que la encontrada por
Wannamaker y Pike (1987), en cinco genotipos tratados con solucién salinaa 6 y 8
dS m™, los cuales alcanzaron un promedio de 20 y 12% de la biomasa foliar
acumulada por plantas no estresadas, respectivamente, sin mostrar diferencias

significativas entre si, en ninguno de los tratamientos salinos.

Por otra parte, la disminucion en la produccion de materia seca en las hojas
detectada en los genotipos de cebolla al ser sometidos a 6 dS m™, fue de menor
magnitud a la observada por Miyamoto et al. (2008) en los genotipos de cebolla
Chaco y BR-1, bajo una condicion salina de 5.2 dS m™, los cuales mostraron un 20 y
28% del peso seco foliar obtenido por el grupo control, respectivamente, siendo los
valores estadisticamente similares; no obstante, dichos materiales genéticos
mostraron un comportamiento distinto en relacion a esta variable en tratamientos de

menor grado de CE (aproximadamente 2 y 4 dS m™).

Los resultados revelaron que el efecto adverso de las sales fue levemente superior
en la produccién de materia seca en el sistema radical que en las hojas, lo cual ha sido
observado en otros cultivos como el trigo (Ashraf y Khanum, 2000), arroz (Hussain et
al., 2003) y cafia de azlcar (Garcia y Medina, 2009). Se ha descrito que los genotipos
tolerantes al estrés salino, tienden a incrementar o mantener la acumulacién de
biomasa radical, respecto a lo que la planta es capaz de producir en condiciones no
salinas, lo cual representa un mecanismo que mejora la posibilidad de absorcion de
agua y sales, y que adicionalmente puede ser de utilidad para retener sales en la raiz y
restringir su ascenso a la parte aérea (Bartels y Sunkar, 2005); a diferencia de lo
observado en los genotipos de cebolla, se ha encontrado una menor afectacion en la
produccién de biomasa radical que en la foliar, en materiales genéticos tolerantes al
NaCl de sorgo (Lacerda et al., 2001) y soya (Essa, 2002).
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- Didmetro del bulbo

La salinidad provocd una reduccion significativa en el diametro del bulbo en
todos los genotipos de cebolla evaluados, en relacion con lo mostrado por el grupo
control, siendo este efecto mas severo al incrementar la CE de la solucion salina
(Tabla 6). Los genotipos Campo Lindo, Guadalupe y Granex 429 mostraron los
mayores porcentajes de diametro del bulbo, respecto a las plantas no estresadas,
seguidos por “Altagracia’ y “Texas 438’, mientras que el menor valor de esta variable
fue encontrado en ‘Texas 502°. La interaccion entre los factores CE x genotipo
resulté altamente significativa, indicando que el nivel salino afect6 de manera

diferencial a los materiales genéticos probados en relacion con esta variable (Tabla 6).

Tabla 6. Diametro del bulbo respecto al grupo control en siete genotipos de cebolla
tratados con soluciones salinas a diferentes CE después del pos-trasplante por 70 dias.
Diametro del bulbo

Factores (% control)
6 67.16 a
CE (dSm™) 8 47.81b
10 27.77c
‘Century’ 47.59 ab
‘Campo Lindo’ 49.32 a
) ‘Guadalupe’ 50.94 a
Genotipo “Texas 502’ 39.03 b
‘Altagracia’ 48.72 ab
‘Granex 429’ 51.62 a
‘Texas 438’ 45.87 ab
Interaccion: CE x Genotipo **

Letras iguales en cada factor indican similitud estadistica segin Prueba de Tukey
(P<0.05). Nivel altamente significativo de la interaccién (**).

La CE de 6 dS m™ afecté mas severamente el didmetro del bulbo en ‘Texas 502’
el cual s6lo alcanz6 el 50% del valor obtenido por el control, mientras que los seis
genotipos restantes mostraron una menor reduccion en esta variable ante dicho
tratamiento salino, siendo ésta estadisticamente similar entre ellos; la diferencia entre

el genotipo mas afectado y el grupo restante fue de 21%. A 8 dS m™ la disminucién
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porcentual en esta variable en relacion al grupo control, fue similar en los materiales
genéticos evaluados e igualmente a 10 dS m™, lo cual demostré que auna CE
superior a 6 dSm™®, no es posible detectar diferencias genotipicas en cuanto al
didmetro del bulbo entre los materiales probados (Figura 8).
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Figura 8. Diametro del bulbo respecto al control en siete genotipos de cebolla tratados con
soluciones salinas a diferente CE después del pos-trasplante por 70 dias. Letras iguales en
barras correspondientes a cada CE indican similitud estadistica segin Prueba de Tukey
(P<0.05).

El efecto de las sales sobre el diametro del bulbo observado en los genotipos de
cebolla, fue menos severo que el descrito por Al-Harbi et al. (2002), quienes
evaluaron 10 materiales ampliamente utilizados en Arabia Saudita tratados con
solucion salina (NaCl y CaCl,) de 6 dS m™, encontrando que los mismos alcanzaron
un didmetro de bulbo promedio de 53% en relacién a las plantas no estresadas, asi
como diferencias entre genotipos, de hasta 26% entre aquellos con respuestas méas
contrastantes. Igualmente, Lima y Bull (2008) detectaron una reduccion en el
diametro del bulbo al aplicar soluciones de NaCl a 6 y 8 dS m™ en el cultivar Baia a



42

partir del post-trasplante, determinando 55 y 33% del didmetro mostrado por el

control, respectivamente.

A diferencia de los resultados obtenidos en la presente investigacion, Yadav et al.
(1998) no observaron efecto de las sales sobre el diametro del bulbo en cuatro
genotipos de cebolla, al ser tratados con una solucién salina (CaCl,, MgSO, vy
NaHCOs) de 4 y 8 dS m™ a partir del post-trasplante; sin embargo, con una CE de 16
dS m™ estos autores observaron una reduccion en el didmetro del bulbo similar entre
genotipos, el cual alcanzé un promedio de 75% respecto a lo observado en las plantas
no estresadas, lo que refleja un menor efecto de las sales sobre esta variable, en

comparacion a lo mostrado por los materiales genéticos probados en este estudio.

- Peso fresco del bulbo

El peso fresco del bulbo fue afectado severamente por los tratamientos salinos,
detectandose mayor detrimento en esta variable a medida que aumentd la CE de la
solucién de riego. Los genotipos Century, Texas 502 y Altagracia fueron los mas
afectados por las sales, al mostrar los menores porcentajes de peso fresco del bulbo,
respecto a las plantas no estresadas; ‘Guadalupe’ presentd la menor reduccion en este
parametro de rendimiento por efecto de las sales, seguido de ‘Campo Lindo’ y
‘Granex 429’, que alcanzaron valores estadisticamente similares al genotipo anterior.
Adicionalmente, se detecto significancia estadistica en la interaccion de los factores
CE y genotipo, indicando que el nivel salino provoco una respuesta diferencial entre
los materiales probados (Tabla 7).

En la Figura 9 se observa el porcentaje del peso fresco del bulbo, con respecto a
las plantas no estresadas, alcanzado por los distintos genotipos en cada tratamiento.
La CE de 6 dS m™ afectd de manera similar a ‘Texas 502 y ‘Altagracia’, los cuales
presentaron la mayor reduccién en esta variable por efecto de las sales;
contrariamente, la incidencia de esta CE fue menos severa en ‘Guadalupe’ seguido
de ‘Campo Lindo’ y “‘Granex 429’, mientras que ‘Texas 438’ y ‘Century’ se ubicaron

entre los dos grupos anteriores. La diferencia entre los genotipos con respuesta
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Tabla 7. Peso fresco del bulbo respecto al grupo control en siete genotipos
de cebolla tratados con soluciones salinas a diferentes CE después del pos-
trasplante por 70 dias.

Peso fresco del bulbo

Factores (% control)
6 34.3la
CE (dSm™) 8 14.32 b
10 321c
‘Century’ 13.79 ¢
‘Campo Lindo’ 20.51 ab
) ‘Guadalupe’ 22.22 a
Genotipo “Texas 502’ 13.83¢
‘Altagracia’ 1420 c
‘Granex 429’ 19.53 ab
‘Texas 438’ 16.87 bc
Interaccion: CE x Genotipo **

Letras iguales en cada factor indican similitud estadistica segin Prueba de Tukey
(P<0.05). Nivel altamente significativo de la interaccion (**).
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Figura 9. Peso fresco del bulbo respecto al control en siete genotipos de cebolla tratados con
soluciones salinas a diferente CE después del pos-trasplante por 70 dias. Letras iguales en
barras correspondientes a cada CE indican similitud estadistica segun Prueba de Tukey
(P<0.05).
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mas contrastantes, en cuanto al efecto de este tratamiento salino sobre el peso
seco del bulbo, fue de aproximadamente 25%. Por otra parte, con el tratamiento
salino de 8dS m™, no se detectaron diferencias intraespecificas en el porcentaje del
peso fresco respecto al control, demostrando que fueron igualmente afectados por
este nivel salino; asimismo, la CE de 10 dS m™ produjo una reduccién en el peso
fresco del bulbo de una magnitud similar en los siete genotipos probados, en

comparacion a las plantas no estresadas.

La tendencia observada entre los materiales genéticos probados en cuanto a las
variables didmetro y peso fresco del bulbo, indicadoras del rendimiento del cultivo de
cebolla fue similar, dado que en ambos casos ‘Texas 502 fue el més afectado por la
salinidad, mientras que con ‘Guadalupe’, ‘Campo Lindo’ y ‘Granex 429’ ocurri6 lo
contrario. Ademé&s, en ambas variables, s6lo se detectaron diferencias entre los

genotipos a 6 dS m™ (Figura 12).

El efecto adverso de las sales sobre el peso fresco del bulbo en los genotipos
probados, se contrapone a lo encontrado por Lunin (1963) en genotipos de cebolla de
dias largos, los cuales superaron levemente al grupo control, al ser tratados con una
mezcla de sales a 5 dS m™ durante 30 dias. Por otra parte, los resultados de la
presente investigacion coinciden con los descritos por Yadav et al. (1998), en cuanto
al descenso en el peso fresco del bulbo observado en 3 materiales genéticos tratados
con solucién salina a 8 dS m?, los cuales alcanzaron 70% del peso fresco
correspondiente al control; sin embargo, este valor supera 5 veces el porcentaje
obtenido por los genotipos aqui evaluados a esa misma CE; por otra parte, estos
autores no detectaron respuesta contrastante ante las sales entre los materiales

utilizados.

La reduccién en el peso fresco del bulbo respecto al tratamiento control,
observado en los genotipos més afectados por la solucién a 6 dS m™, fue similar a la
encontrada por Lima y Bull (2008) en un cultivar de cebolla tratado con NaCl a esta
CE, el cual alcanzd 24% del valor obtenido en el tratamiento control. Asimismo, Al-
Harbi et al. (2002) determinaron en 10 genotipos de cebolla estresados por salinidad a
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6 dS m™, un peso fresco del bulbo promedio de 38% respecto a las plantas no
estresadas, lo cual se asemeja a la media detectada entre los 7 materiales genéticos
aqui evaluados (34.31%) a esta misma CE. Al aumentar la CE a 8 dS m™ el valor
promedio de esta variable observado por estos autores fue de 25% en relacion al
control, siendo casi el doble del valor obtenido al aplicar el mismo grado de salinidad
en el presente trabajo (14.32); ademas dichos investigadores encontraron un
comportamiento diferencial ante las sales, entre los 10 materiales de cebolla
utilizados en relacion a esta variable y esa tendencia fue independiente de la CE
utilizada, que oscil6 entre 2 y 8 dS m™.

Al comparar el efecto de la salinidad sobre los pardmetros de rendimiento del
cultivo, se evidencio que el peso fresco del bulbo fue mas afectado que el diametro
del mismo, en todos los genotipos evaluados y en cada uno de los tratamientos salinos
aplicados. Cabe destacar que en la cebolla, el bulbo esta formado por las bases
foliares de las hojas mas externas y los catafilos almacenadores, todos agrupados de
un modo concéntrico, de manera que el namero de las hojas que lo conforman influye
directamente sobre el didmetro del mismo (Brewster, 1994; Fritsch y Friesen, 2002).
En vista que en este estudio el namero de hojas fue la variable menos afectada en el
periodo de pre-bulbificacién, lo cual también se ha determinado en otros genotipos de
cebolla (Yadav et al., 1998; Lima y Bull, 2008), se podria inferir que el total de hojas
que se forman durante el periodo de bulbificacion, y por ende el diametro del bulbo,
son caracteristicas que varian poco respecto a otras cualidades asociadas al bulbo,
como son el peso fresco, la acumulacion de biomasa y caracteristicas quimicas

asociadas con su calidad.

3. Analisis multivariado de variables de crecimiento y rendimiento

El andlisis multivariado de varianza permite comparar varios grupos entre si,
considerando la respuesta de un ndmero diverso de variables medidas y en
conjuncion con el método de analisis de variables candnicas, facilita determinar en
cuales de estos grupos se presentan diferencias significativas. Asimismo, estos

métodos reconocen la importancia estadistica que tienen las variables reales medidas
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y reducen la posibilidad de encontrar diferencias poco sélidas o falsos positivos
cuando se realizan los anélisis de las mismas en forma independiente (Johnson, 1998).
De esta manera, se considera que estos métodos podrian constituir una herramienta
atil para confirmar la tendencia de los resultados obtenidos por los analisis de
varianza realizados individualmente, para cada una de las variables de crecimiento y
rendimiento, ayudando asi a reconocer cuéles de los materiales genéticos

manifestaron el comportamiento mas contrastante ante el estrés salino.

En la Figura 10 se muestra la distribucion de las respuestas (valores porcentuales
en relacion al control) de los siete genotipos de cebolla, ante las tres CE probadas,
considerando seis variables: namero de hojas, area foliar, peso seco radical y foliar,
asi como el diametro y peso fresco del bulbo, las cuales se representaron por vectores.
En cada tratamiento se incluyeron 28 lecturas, que consistieron en los datos obtenidos
en los siete materiales genéticos evaluados en las cuatro repeticiones, observandose
que la mayor dispersion o diversidad de respuesta entre éstos, se presentd en el nivel
salino de 6 dS m™; por el contrario al analizar de manera integral las variables
mencionadas a 8 y 10 dS m™, la respuesta de los mismos ante la salinidad fue méas
homogénea, sugiriendo que el efecto de esas dos CE fue similar entre ellos.

Por otra parte, en el analisis multivariado el mayor porcentaje de la variabilidad
de respuesta en los siete genotipos de cebolla ante los tres grados de salinidad
evaluados, se explicd principalmente en un eje o variable candnica (98.2%); la
ubicacién de los grupos en este eje (horizontal), determina la magnitud de la
respuesta y la diferencia que existe entre éstos; asi se observa que con el tratamiento
de 6 dS m?, las plantas mostraron mayores valores en las variables consideradas,
seguida de la CE de 8 y 10 dS m™. Ademés, se interpretd que los vectores que
simbolizan las seis variables, tienden a disponerse en sentido paralelo al eje candnico
1 (mayor horizontalidad), indicando que las variables peso fresco del bulbo, area
foliar y didmetro del bulbo presentan alta correlacion con este eje canonico, cuyos
valores se muestran en la Tabla 8. La longitud de estos vectores se corresponde al
coeficiente de determinacién (R?), destacando la importancia estadistica que tiene
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Figura 10. Representacion grafica del anélisis multivariado de varianza (MANOVA) para el
efecto de tres CE (6, 8 y 10 dS m™) en siete genotipos de cebolla. Los simbolos corresponden
a los 21 tratamientos (7 genotipos x 3 CE) y cuatro repeticiones (21x4 = 84 observaciones).
Variables simbolizadas como vectores: didmetro del bulbo (Db), nimero de hojas (Nh), &rea
foliar (Af), peso fresco del bulbo (Pfb), peso seco de hojas (Psh) y peso seco de raiz (Psr).

Tabla 8. Valores de los coeficientes candnicos correspondientes a cada eje y

coeficiente de determinacién (R?) de las variables evaluadas en el MANOVA

para el efecto de tres CE (6, 8 y 10 dS m™) en siete genotipos de cebolla.
Coeficientes candnicos

Variables estandarizados R®
Canl Can2

Avrea foliar (Af) 1.246 -0.289 0.697
NUmero de hojas (Nh) -0.364 0.939 0.491
Peso seco hoja (Psh) 0.761 0.228 0.677
Peso seco raiz (Psr) 0.448 -0.630 0.657
Peso fresco bulbo (Pb) 3.320 -1.974 0.824
Diametro del bulbo (Db) 1.121 1.972 0.757

Prueba de la relacién de posibilidades de Wilks < 0.0001
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cada variable en la explicacion de las respuestas observadas (Figura 10 y Tabla 8).

Tomando en consideracién que el comportamiento diferencial entre genotipos, fue
detectado principalmente con la CE de 6 dS m™, se aplicé un nuevo analisis
multivariado para detectar aquellos materiales que exhibieran las respuestas mas
contrastantes entre si, bajo estas condiciones de estrés salino, cuyo resultado se

muestra en la Figura 11 y Tabla 9.

Este segundo analisis de variables candnicas determind que el mayor porcentaje
de variabilidad de respuesta, se distribuye en dos ejes o variables candnicas, con un
79.6 y 12.5% en los ejes X y Y, respectivamente, siendo el primero de éstos el mas
relevante de ambos. Las variables area foliar, peso fresco del bulbo y diametro del
mismo, se ajustaron mas al primer eje canonico, debido a que se orientaron en una
posicion mas paralela a éste, lo cual es indicado por el mayor coeficiente en el eje
canénico 1 (Tabla 9), sugiriendo que dichas variables tienen mayor importancia

estadistica para explicar las diferencias intraespecificas observadas.

La posicidn ocupada por cada genotipo a lo largo del eje candnico 1, determina el
orden creciente del porcentaje alcanzado respecto al control (izquierda a derecha) y
por ende la diferencia que existe entre los materiales genéticos; en este caso ‘Texas
502’, ubicado en el extremo izquierdo con los valores mas bajos, se distingui6 de
‘Guadalupe’, y éstos de ‘Granex 429’ y ‘Campo Lindo’ (&reas solapadas indican
similitud), ubicados en el extremo derecho con los mayores valores, mientras que
‘Century’, “Altagracia’ y ‘Texas 438’, conformaron un grupo intermedio de
respuestas similares entre si (Figura 11). La relacion entre genotipos se puede

expresar de la siguiente manera:
Primer eje canonico: 4<{l=5=7}<{2=6}<3
(‘Texas 502’<{*Century’~’ Altagracia’~’Texas 438’ }<{*Campo Lindo’~’Granex 429’}<‘Guadalupe’)
En relacion al eje canbnico 2, se observaron tres tendencias: ‘Texas 502,

‘Guadalupe’ y ‘“Texas 438 presentaron un comportamiento menos favorable ante las

sales al ubicarse en la parte inferior del eje, contrario a lo mostrado por ‘Altagracia’;
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Figura 11. Representacion gréfica del analisis multivariado de varianza (MANOVA) para el
factor genotipo (G. 1: ‘Century’; 2: ‘Campo Lindo’; 3: ‘Guadalupe’; 4: ‘Texas 502’; 5:
‘Altagracia’; 6: ‘Granex 429’ y 7: Texas). Variables simbolizadas como vectores: diametro
del bulbo (Db), nimero de hojas (Nh), &rea foliar (Af), peso fresco del bulbo (Pfb), peso seco
de hojas (Psh) y peso seco de raiz (Psr).

Tabla 9. Valores de los coeficientes candnicos correspondientes a cada eje y
coeficiente de determinacién (R?) de las variables evaluadas en el MANOVA para el
efecto de la salinidad a 6 dS m™ en siete genotipos de cebolla.

Coeficientes canoénicos

Variables estandarizados R®
Canl Can 2

Avrea foliar (Af) 1.065 0.479 0.494
NUmero de hojas (Nh) -0.776 0.782 0.465
Peso seco hoja (Psh) 0.650 0.540 0.578
Peso seco raiz (Psr) 0.074 0.459 0.429
Peso fresco bulbo (Pb) 2.444 -1.078 0.852
Diametro del bulbo (Db) 0.807 1.966 0.719

Prueba de la relacién de posibilidades de Wilks < 0.0001
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y por su parte, ‘Century’, ‘Campo Lindo’ y ‘Granex 429’ formaron un grupo de

comportamiento intermedio:
Segundo eje canonico: {3,4,7}<{1,2=6} <5
({*Guadalupe’, “Texas 502, ‘“Texas438’}<{‘Century’, ‘Campo Lindo’~‘Granex 429’} «‘Altagracia’)

La respuesta mas contrastante evidenciada en el segundo eje candnico se presento
entre ‘“Texas 502’, ubicado en el extremo inferior y *Altagracia’ que se dispuso en la
parte superior de dicho eje. En general, el analisis multivariado detectd que del grupo
de siete genotipos, ‘“Texas 502" fue el que manifesté mayor diferencia en cuanto a las
variables evaluadas respecto al grupo restante, mostrando un alto grado de afectacion
en las mismas, lo cual corrobora los resultados obtenidos previamente en el analisis
independiente de las variables; por otra parte, si se toma en cuenta ambos ejes se nota
que ‘Granex 429’ se ubico en la posicion més distante del genotipo anterior, y aunque
se solapd parcialmente con ‘Campo Lindo’, la distancia entre este ultimo y ‘Texas
502’ fue levemente menor respecto a la que guard6 con ‘Granex 429’ (Figura 14).

Los resultados de la evaluacion del comportamiento de siete genotipos de cebolla,
sometidos a diferentes grados de salinidad, basados en el andlisis independiente de
variables descrito en el presente capitulo, evidenciaron que el nimero de hojas fue la
caracteristica menos afectada por la condicion salina, seguido por el diametro del
bulbo y el area foliar, los cuales mostraron una reduccion similar por efecto de las
sales; por el contrario, el peso seco del sistema radical fue la variable que mostrd
mayor diminucion por influencia de la salinidad y cercanas a ésta se ubicaron las

variables peso fresco del bulbo y la biomasa foliar.

Asimismo, se determind que la diferencia més acentuada observada entre los
genotipos probados, fue en relacion con el &rea foliar, seguida por el peso fresco del
bulbo. Es conocido que la disminucién en el desarrollo foliar limita la produccién de
asimilados y en consecuencia se presenta un menor transporte de éstos hacia el bulbo,
lo que a su vez podria incidir en la reduccién de su peso (Brewster, 1997; Ramirez,
2006). Las variables area foliar y peso fresco del bulbo permitieron exhibir la
diversidad intraespecifica que presenta este grupo de genotipos de cebolla, al ser
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sometidos a estrés salino, principalmente a una CE de 6 dS m™, las cuales podrian ser
consideradas en la evaluacion de materiales a ser utilizados en suelos con problemas

de salinidad.

Por otra parte, se evidencié que la salinidad a 6 dS m™ provocé un adelanto en el
inicio de la bulbificacién, respecto a lo observado en las plantas no estresadas, en
cinco de los siete materiales estudiados y al aumentar la CE a 8 y 10 dS m?, sélo se
observé bulbificacion precoz en cuatro y dos genotipos, respectivamente. Lo anterior
sugiere que a medida que se incrementa el grado de estrés salino, se intensifica el
efecto de éste sobre los componentes del IB (diametro del pseudotallo y del bulbo),
pudiendo ser reducidos en magnitud similar, por lo que este indice alcanza valores
semejantes al grupo control; sin embargo, tal igualdad estadistica no refleja el efecto
adverso que las sales provoca en el proceso de bulbificacion. Dada la poca
consistencia observada en la tendencia del 1B de los genotipos sometidos a diferentes
grados de salinidad, se considera que el mismo es poco relevante en la seleccion de
materiales genéticos con sensibilidad diferencial ante el estrés salino.

El analisis de las variables de manera independiente y en forma conjunta,
destacaron que el genotipo Texas 502, mostr6 gran afectacion por las sales, siendo el
que presentd la mayor reduccion en las seis variables evaluadas, respecto a las plantas
no salinizadas, lo cual refleja su alta sensibilidad ante condiciones de estrés salino.
Por el contrario, ‘Campo Lindo’ y ‘Granex 429’ alcanzaron los valores porcentuales
mas altos en la mayoria de las variables en relacion al tratamiento control; es de hacer
notar que este ultimo genotipo superd a ‘Campo Lindo’ en cuanto a nimero de hojas
y éarea foliar, respecto al control, reflejando menor grado de sensibilidad al estrés
salino a 6 dS m™.

Con base en lo anterior, se considera que ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ son los
genotipos que expresaron el comportamiento mas contrastante sélo a 6 dS m™, por lo
que fueron utilizados en los sucesivos experimentos, para estudiar mecanismos

asociados con la tolerancia diferencial ante la salinidad en este cultivo.
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V. CONCLUSIONES

1.

La salinidad provoco una reduccion en el nimero de hojas y el area foliar durante
la fase de pre-bulbificacidn, en los siete genotipos de cebolla evaluados; el efecto
adverso de las sales fue méas severo a medida que se increment6 la CE de la
solucién, siendo el area foliar la caracteristica del desarrollo de la hoja mas

afectada.

El estrés salino indujo un adelanto en el inicio de la fase de bulbificacion en la
mayoria de los genotipos probados, principalmente con la solucion salina de 6
dS m™; el indice de bulbificacién no reflejo el efecto adverso de las sales con
valores superiores a esa CE, lo que denota poca consistencia de esta variable para

la seleccion de genotipos con distinta sensibilidad ante la salinidad.

La acumulacién de biomasa radical y foliar en la fase de bulbificacion se redujo
por influencia de las sales en todos los materiales genéticos, siendo éstos mas
afectados al aumentar la CE de la solucién, con mayor detrimento en la raiz

respecto a la hoja.

El rendimiento de todos los genotipos evaluados disminuy6 drasticamente como
consecuencia del estrés salino; el peso fresco del bulbo se redujo en mayor
magnitud que el didmetro del mismo y este efecto se intensific con el aumento

en la CE de la solucién de riego.

Las respuestas mas diferenciales ante el estrés salino entre los siete genotipos de
cebolla, se observaron con la solucién de 6 dS m™; por encima de esa CE, el
dafio inducido por las sales fue mas severo y la respuesta diferencial entre ellos
fue menos evidente. Segun el analisis de las variables estudiadas, tanto en forma
independiente, como de manera integrada en los siete genotipos evaluados,
‘Texas 502’ manifestd el mayor efecto detrimental ante las sales, mientras que

‘Granex 429’ fue el genotipo menos afectado ante la salinidad.
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CAPITULO II

EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE LA ACUMULACION Y
DISTRIBUCION DE SALES EN DOS GENOTIPOS DE CEBOLLA CON
COMPORTAMIENTO DIFERENCIAL AL ESTRES SALINO

. INTRODUCCION

El alto grado de salinidad del suelo provoca una serie de efectos adversos sobre el
crecimiento y productividad de las plantas, los cuales generalmente son el resultado
de dos efectos principales: el efecto osmotico que las sales generan en el medio de
crecimiento y que desencadena una condicion de déficit hidrico en la planta; y el
efecto idnico especifico, el cual incluye la toxicidad idnica y los desbalances
nutricionales (Munns, 2002 a,b; Pitman y L&duchli, 2002; Ashraf, 2004; Bartels y
Sunkan, 2005).

La toxicidad i6nica se produce cuando altas concentraciones de Na*, CI, Mg*,
S04 entre otros, se acumulan en el interior de las células, causando dafio estructural
a membranas celulares (Bockmann et al., 2003; Huang, 2006, Lopez-Pérez et al.,
2009), asi como inhibicién en la sintesis de biomoléculas y de otras reacciones
bioquimicas, especialmente de naturaleza enzimatica (Tester y Davenport, 2003). Los
desbalances nutricionales se presentan como consecuencia de la disminucion en la
absorcion de algunos iones esenciales, debido a interacciones antagonicas con los
iones que predominan en suelos salinos, afectando distintos procesos fisioldgicos en
la planta (Zhu, 2003; Ashraf, 2004; Munns y Tester, 2008).

El grado de tolerancia a las sales entre genotipos y entre especies de plantas
cultivadas, se ha relacionado principalmente con la capacidad de prevenir el efecto
toxico que éstas generan, mediante mecanismos que restrinjan la absorcion de sales
en los tejidos de la raiz y en su transporte hacia el vastago (Pitman y L&uchli, 2002;
Wyn Jones y Gorham, 2002); una vez en la parte aérea, podria efectuarse la retencion
de sales en compartimentos histologicos, en 6rganos o partes de ellos, que sean
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menos vulnerables a las altas concentraciones de las mismas y a su efecto nocivo
(Davenport et al., 2005; Ahmed et al., 2009). EI comportamiento tolerante de la
planta ante el estrés salino, también se ha vinculado con la capacidad de mantener una
adecuada tasa de absorcion de iones esenciales como el K*, Ca™?, NOs y H,PO,, a
fin de reducir los desbalances nutricionales y garantizar el normal funcionamiento de
la planta (Cramer, 1997; Munns, 2002b; Tester y Davenport, 2003).

La informacion disponible en cuanto al efecto de las sales sobre la acumulacion y
distribucién de sales en plantas de cebolla, es escasa (Miyamoto et al., 2008); ademas,
los estudios relacionados con el estrés salino en este cultivo, han sido dirigidos
principalmente a determinar la influencia de la salinidad sobre caracteristicas
asociadas con la calidad del bulbo, por ser el producto de la cosecha (Chang y Randle,
2005; Piraneque, 2008). No obstante, es importante investigar la incidencia de las
sales en otros drganos como la raiz, dado que ésta se encuentra en contacto directo
con el medio de crecimiento salino y a partir de alli se efectta la absorcion de sales,
la retencion en sus tejidos y el transporte de las mismas hacia las hojas, los cuales son
procesos influyentes en la sensibilidad a la salinidad que muestra la planta.
Igualmente, es relevante conocer el grado de acumulacién de sales que presentan las
hojas, ya que es reflejo del riesgo de toxicidad ionica, asi como la capacidad de
seleccidn de iones esenciales como el K* en presencia de Na*, fundamental en tejidos

en crecimiento (Ashraf, 2004).

Con base en los sefialamientos anteriores, se considerd de interés evaluar el efecto
del estrés salino sobre la absorcion y distribucion de sales entre la raiz y en hojas con
distinto estado de madurez, asi como sobre la acumulacion de algunos iones
esenciales en estos tejidos, a fin de establecer su posible relacion con el
comportamiento diferencial a la salinidad de dos genotipos de cebolla; los resultados
obtenidos podrian aportar informacion til en el establecimiento de programas de
seleccion de materiales y el mejoramiento genético orientado a reducir la sensibilidad
ante las sales de este importante cultivo horticola. En este sentido se propusieron los

siguientes objetivos:
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Objetivo General

Evaluar el papel de la restriccion en la absorcion de sales y/o de la capacidad para
distribuirlas adecuadamente entre la raiz y las hojas, en la sensibilidad diferencial a la
salinidad de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la salinidad sobre la acumulacién de Na*, K*, Ca*?y CI’
en la raiz y en hojas con distinto estado de madurez.

2. Determinar el impacto del estrés salino sobre la relacion K/Na y selectividad

K.Na (Sk.na), en la raiz y en hojas con distinto estado de madurez.

3. Estimar la influencia de las sales sobre las relaciones Ca/Na y Cl/Na en la raiz
y en hojas con distinto estado de madurez.
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I1. REVISION DE LITERATURA

1. Efectos inducidos por las sales en las plantas

Las especies cultivadas presentan distintos grados de sensibilidad a las sales, lo
cual se expresa comiunmente en una reduccion en el area foliar, necrosis de hojas
adultas, disminucion en la altura de la planta y en la longitud radical, asi como en la
produccién de materia seca, entre otros (Shannon y Grieve, 1999). Se ha considerado
que tales efectos, son el resultado de alteraciones a nivel fisiolgico, bioquimico y
molecular, inducidas por la acumulacion de sales en los tejidos (Munns, 2002a;
Pitman y Lduchli, 2002; Ashraf, 2004).

Se conoce que la salinidad del sustrato, afecta el crecimiento y el normal
funcionamiento de la planta, debido a que las sales desencadenan distintos procesos
deletéreos: (a) inicialmente se produce un efecto osmotico como consecuencia de la
alta concentracion de sales en el sustrato de crecimiento, lo que restringe la absorcion
de agua por parte de las raices y provoca un déficit hidrico en la planta; (b)
posteriormente se presenta el efecto idnico especifico que involucra dos aspectos, el
efecto toxico que ocurre como consecuencia de un aumento excesivo en la
concentracion principalmente de los iones Na* y CI', generando dafios estructurales a
membranas e inhibiendo distintas rutas metabdlicas y los desbalances nutriciones
provocados por la disminucién en la absorcion y transporte de iones esenciales,
debido a relaciones antagdnicas que muestran con los iones predominantes (Cramer,
1997; Munns, 2002 a,b; Pitman y L&uchli, 2002; Ashraf, 2004; Bartels y Sunkan,
2005).

Adicionalmente, se ha descrito que dado el incremento en la absorcion de sales y
en el transporte de éstas hacia las hojas, puede llegarse a exceder la capacidad de
ingreso a las células, principalmente a la vacuola y en consecuencia éstas son
acumuladas en la fraccién apoplastica del tejido foliar, induciendo deshidratacion y
pérdida de turgor de las células, asi como dafios en la superficie de la membrana

plasmatica (Oertli, 1968). Este efecto de las sales provoca senescencia prematura de
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las hojas adultas y reduce la tasa de expansién celular en hojas en crecimiento
(Cramer, 1997).

La intensidad de los efectos adversos de las sales depende de factores externos
como: temperatura, humedad y radiacion que afectan principalmente la condicion
hidrica de la planta; ademas de la concentracién, el tipo de sales predominantes en el
suelo y la duracion de la condicidn de salinidad. Asimismo, el grado de sensibilidad
de la planta a la salinidad puede ser influenciado por factores intrinsecos como la
constitucion genética y el estado de desarrollo en la que es sometida a dicho estrés
(Cramer, 1997; Shannon y Grieve, 1999; Munns, 2002a).

1.1 Efecto osmotico de las sales y mecanismos que lo contrarrestan

Cuando la planta crece en condiciones salinas, el bajo potencial osmotico de la
solucidn del suelo que estéa en contacto con las raices, restringe la movilidad del agua
y reduce su absorcion. Por tal razén, el primer efecto que se manifiesta en la planta es
una alteracién del balance hidrico que causa un descenso en la presion de turgor
intracelular, afectando la capacidad de expansion de las células en crecimiento
(Cramer, 1997; Bartels y Sunkan, 2005). Este efecto inicial es mas pronunciado en la
parte aérea que en las raices, debido a que la primera esta expuesta a un mayor déficit
hidrico (Munns, 2002a), por lo que generalmente en la etapa inicial del estrés salino,
el sistema aéreo presenta una reduccion en la tasa de crecimiento més acentuada que

el sistema radical (Shannon y Grieve, 1999).

El efecto del déficit hidrico provocado por la salinidad del suelo, puede ser
contrarrestado por mecanismos de ajuste osmético que permiten el ingreso de agua a
las células. En las glicofitas, este proceso puede producirse por la acumulacion de
iones en la vacuola, principalmente potasio y la sintesis de solutos organicos no
toxicos en el citoplasma, lo cual mantiene un potencial osmético celular adecuado
para el ingreso del agua necesaria para efectuar las funciones metabolicas y conservar
la presion de turgor que se requiere para la expansion celular (Marschner, 1999;
Tester y Davenport, 2003; Zhu, 2003).
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La eficiencia de los mecanismos de ajuste osmotico depende, entre otras cosas,
del costo energético que éstos involucren; la acumulacién de iones inorganicos es
considerado un proceso de osmoregulacion altamente eficiente, porque no se traduce
en un alto consumo de energia; por el contrario, la produccion de solutos organicos u
osmolitos, implica la activacion de procesos de sintesis que reducen la tasa neta de
asimilacion de CO; (Ashraf, 2004). Entre las haléfitas y algunas glicofitas tolerantes
a la salinidad, se ha destacado la propiedad de acumular Na* en la vacuola como un
osmoregulador efectivo (Tester y Davenport, 2003; Carden et al., 2003); en ciertos
casos esta funcion es complementada por la capacidad de mantener la concentracion
de K’ en el citoplasma (Cuin et al., 2008), siendo éste el principal osmolito
inorganico que participa en el ajuste osmético celular (Shabala, 2003; Taiz y Zeiger,
2006); ademas tal funcion se podria completar con la acumulacion de iones divalentes
como el Ca* en la vacuola (Wyn Jones y Gorham, 2002; Ashraf, 2004).

Segun Bartels y Sunkan (2005), la reduccion inicial del crecimiento provocada
por el estrés salino, puede constituir una respuesta orientada a la preservacion de
carbohidratos para prolongar el suministro de energia y mantener funciones
metabdlicas, a fin de garantizar una posible recuperacion en el momento en que se
atenle dicho estrés, o bien para ser utilizados en los procesos de ajuste osmético. Sin
embargo, la activacién de este Gltimo mecanismo, podria suceder a expensas de la
reduccion en la sintesis de polimeros que componen la pared celular como la
celulosa, hemicelulosa y pectinas, lo cual afectaria la extensibilidad requerida para

que ocurra la expansion de las células.

La capacidad de ajuste osmotico, a partir de la acumulacion de osmolitos, ha sido
asociada con la tolerancia de ciertas especies al estrés salino, observandose
diferencias entre genotipos con comportamiento contrastante ante las sales en cultivos
como sorgo (Lacerda et al., 2001), maiz (Azevedo-Neto, 2004; Mansour et al., 2005)
y arroz (Kumar et al., 2008. Sin embargo, en algunas especies leguminosas como
haba (Shabala et al., 2000) y soya (Ping et al., 2002), la concentracion de solutos

orgénicos no ha presentado correlacién con variables de crecimiento de la planta o
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con el grado de tolerancia a las sales, por lo que se mantiene cierta controversia en

relacion a su valor como indicador de tolerancia a la salinidad (Ashraf, 2004).
1.2 Efecto ionico especifico
- Toxicidad iénica

En suelos salinos com(inmente predominan los iones Na*, Mg*?, Ca*?, CI'y SO,?,
que pueden ser absorbidos en exceso y alcanzar altas concentraciones en los tejidos,
provocando toxicidad y diferentes alteraciones metabolicas dependiendo del idn
especifico que prevalezca (Tester y Davenport, 2003); en consecuencia, se produce
una reduccion en el crecimiento adicional a la causada por el efecto osmético,
caracterizada por ser mas intensa, ya que involucra dafios fisioldgicos, principalmente
en hojas adultas que son las primeras en alcanzar altas concentraciones de iones, lo

que reduce su capacidad fotosintética y por ende, disminuye el suministro de
asimilados hacia los tejidos en crecimiento (Munns 20023, b).

El tiempo en el cual se manifiesta el dafio por el efecto toxico de sales, estd
fuertemente influenciado por la tasa en que son absorbidas por las raices vy
acumuladas en las hojas (Tester y Davenport, 2003). Dada la severidad del dafio que
produce la alta concentracion de iones nocivos en los tejidos, ésta puede representar,
bajo ciertas condiciones, la causa principal de reduccion en el crecimiento o de la
muerte de la planta; sin embargo, se considera que en suelos con salinidad baja o
moderada, el efecto de toxicidad idnica no es la causa esencial que induce estrés
(Cramer, 1997).

Las principales alteraciones metabdlicas producidas por la toxicidad ionica, estan
asociadas con dafios estructurales a membranas celulares que afectan su fluidez y
permeabilidad (Béckmann et al., 2003; Huang, 2006; L6opez-Pérez et al., 2009), asi
como con la pérdida de la homeostasis i6nica en el citoplasma, debido al incremento
en la concentracién de iones componentes de la sal, que afectan la sintesis de
biomoléculas y de otras reacciones bioquimicas, primordialmente de naturaleza

enzimatica (Cramer, 1997 y 2002; Tester y Davenport, 2003).



60

El dafio que se produce en las membranas celulares por efecto de las sales, se ha
asociado principalmente con el ingreso excesivo de Na* a las células, el cual puede
afectar los componentes estructurales de las mismas, causando alteraciones en las
propiedades fisico-quimicas y en sus funciones (Tyerman y Skerrett, 1999;
Bdckmann et al., 2003; Mansour y Salama, 2004). La composicion de la bicapa
lipidica influye directamente sobre la fluidez de la membrana, propiedad que confiere
estabilidad y al mismo tiempo, permite cierta movilidad de algunas moléculas que
forman parte de su estructura (Taiz y Zeiger, 2006). Se considera que la composicion
de los lipidos de membrana, incide en la actividad de las proteinas de transporte
(canales y transportadores), puesto que éstas se encuentran inmersas en la bicapa
(Tyerman y Skerrett, 1999).

Particularmente, se ha descrito que el Na" interactiia con el oxigeno del grupo
carboxil de los lipidos que conforman la bicapa, creando nuevos complejos que
afectan negativamente su condicion estructural y funcionamiento (Béckmann et al.,
2003). La influencia de las sales sobre la estructura lipidica de las membranas, fue
estudiada en células de raices de cebada por Yu et al. (1998), quienes observaron un
incremento en el indice de insaturacion de acidos grasos y reduccion en el contenido
de fosfolipidos, tanto en el plasmalema como en el tonoplasto, que indujo una
conformacion menos compacta y una mayor fluidez en las mismas; tal condicion de
la membrana plasmatica, fue asociada con el aumento en el ingreso de Na* y CI" a las
celulas. Asimismo, Zenoff et al. (1994) determinaron un efecto diferencial de las
sales, sobre la composicion lipidica de las membranas de células radicales en dos
genotipos de soya, observando cambios en la relacion entre compuestos glicolipidos
que favorecen su estabilidad, lo cual sélo ocurrié en el material con menor grado de

sensibilidad a la salinidad.

Las alteraciones producidas por los iones presentes en las sales, sobre las
propiedades estructurales de la membrana, provocan un aumento en la permeabilidad
pasiva de ésta, con el consecuente incremento en absorcion de dichos iones y en la

salida de solutos como azUcares solubles, amino&cidos libres y otros iones hacia el
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exterior de la célula, lo cual se correlaciona positivamente con la severidad del dafio
en las membranas producto del efecto de las sales (Huang, 2006; Ashraf y Ali, 2008);
tal dafio puede ser medido por la liberacion de solutos y/o electrolitos desde el
interior de la célula, como se ha descrito en especies como tomate (Yokas et al.,
2008), fresa (Karlidag et al., 2009) y brdcoli (Lopez-Pérez et al., 2009),

considerandose un indicador de sensibilidad a la salinidad en estos cultivos.

La condicién monovalente del Na*, las caracteristicas fisicas de su radio idnico
hidratado y de su cabeza de hidratacion, le confieren alta solubilidad y facilitan su
enlace con ciertas biomoléculas, incluyendo las proteinas transportadoras de la
membrana plasmatica (Cramer, 2002); ademas en esta ultima, el Na* es capaz de
competir con el Ca*? que se encuentra asociado a su estructura y por ende inhibir la
funcion estabilizadora que este i6n ejerce sobre la membrana (Rengel, 1992;
Marschner, 1999; Cramer, 2002). Ambos efectos provocan la pérdida de la integridad
de la misma, aumentando su permeabilidad pasiva, asi como el transporte de Na* y
CI" al interior celular, con la posibilidad de que éstos alcancen niveles toxicos
(Greenway y Munns, 1980).

Ademas del dafio directo a las membranas celulares, el incremento en el ingreso
de Na" al interior celular induce la pérdida de la homeostasis i6nica en el citoplasma,
en la cual se mantiene un alto contenido de K* sobre el de Na* y Mg*? y de ellos
sobre el Ca*?, mientras que prevalece PO, sobre CI'. En la vacuola ademés de estos
iones, se concentran principalmente NOs™ y SO42 (Wyn Jones y Gorham, 2002); la
ruptura de esta condicion afecta la sintesis de diversas biomoléculas y rutas
metabdlicas fundamentales que inhiben el funcionamiento celular; el alto poder
nocivo del Na" resulta principalmente de su habilidad para competir con el K7,
afectando los procesos en los que este Gltimo interviene, como son la activacion de al
menos 50 enzimas y la participacion en la sintesis de proteinas, dado que es requerido

en el enlace del ARN a los ribosomas (Tester y Davenport, 2003).

El incremento en el contenido de CI” en el interior de las células, también afecta la
actividad de diferentes enzimas, provocando la alteracién de procesos metabolicos
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(Cramer, 1997; Greenway y Munns, 1980; Tyerman y Skerrett, 1999), por lo que se
considera que el efecto toxico del CI es dificil de distinguir del causado por el catién
acompariante, que generalmente es el Na* (Guohua et al., 2000).

En algunas especies lefiosas como los citricos (Storey y Walker, 1999), se ha
determinado que el efecto toxico del CI" es mas importante que el inducido por el
Na®, dado que este ultimo tiende a ser excluido mediante diferentes mecanismos que
limitan su transporte hacia el vastago, mientras que el ascenso del CI" es menos
restringido y éste se acumula a nivel foliar. En el caso de cultivos horticolas como el
tomate, se ha encontrado que la sensibilidad a la salinidad estd mas asociada al
incremento en la concentracion foliar de CI” que al aumento de Na®, lo que sugiere
que esta especie es mas vulnerable al efecto tdxico de este anion (Ahmed et al.,
2009).

- Desbalances nutricionales

La interaccion que se presenta entre los distintos iones bajo condiciones salinas
provoca alteraciones en el flujo de ellos hacia dentro o fuera de las células; existen
relaciones antagénicas entre el Na* con K*, Ca* y Mg*?, asi como entre el CI con
NOs, PO42y SO,7, en la cual estos iones compiten por los sitios de absorcion en la
membrana o inactivan el mecanismo de transporte de un i6n esencial, lo que
desencadena progresivamente desbalances nutricionales (Marschner, 1999; Grattan y
Grieve, 1999; Hu y Schmidhalter et al., 2005).

La relacién antagonica entre iones mas estudiada en condiciones de salinidad, es
la que sucede entre el Na* y el K'; cuando aumenta la concentracion del primero,
provoca el bloqueo de las proteinas de canal a través de las cuales ingresa el K™y
ademas propicia la depolariacion del potencial de membrana, lo que causa la apertura
de los canales de salida de K, produciéndose la fuga del mismo desde el interior
celular (Cramer, 1997 y 2002; Cuin et al., 2008).

El Na* también exhibe una relacién antagonistica con el Ca*? al competir por los
sitios de absorcion, por lo que el ingreso de este Gltimo a la célula es reducido cuando



63

se presentan altas concentraciones de Na* en el sustrato (Marschner, 1999; Tyerman y
Skerrett, 1999); dicha condicién también provoca la salida del Ca*? desde diferentes
compartimentos celulares, causando una disminucion en la concentracion de este ion
divalente que genera efectos adversos principalmente a nivel de membrana (Rengel,
1992; Cramer, 2002).

Cuando las sales del suelo incluyen altas concentraciones de Ca*?, ocurre una
competencia por los sitios de absorcion de la membrana entre éste y el Mg*?, los
cuales parecen que presentan menor afinidad por este Gltimo i6n en relacion al
primero, produciéndose una reduccién en el ingreso de Mg*? (Grattan y Grieve, 1999;
Marschner, 1999): en el caso contrario, un alto contenido de Mg*? en la solucién del
suelo, generalmente no induce disminucién en la absorcion de Ca*?, dado el caréacter
de competidor débil del cation anterior (Jones et al., 1991). En comparacion con otros
iones, se han realizado pocos estudios relacionados con el efecto de las sales sobre la
acumulacion de Mg*? (Grattan y Grieve, 1999; Hu y Schmidhalter, 2005).

Los aniones CI" y NO3™ presentan una relacion antagonistica entre si, por lo que
cuando el CI' es abundante en la solucion de riego o en suelos salinos, la
concentracién de NO3™ disminuye en la planta (Jones et al., 1991). Se ha demostrado
que la competencia entre ambos iones, se debe a que éstos ingresan a la célula a
través de los mismos canales, los cuales presentan igual selectividad; sin embargo,
dado que el CI" siempre mantiene su carga negativa, mientras que el NO3" es parcial o
completamente reducido durante distintos procesos metabdlicos, la acumulacion del
primero es mas frecuente que la del segundo, lo que favoreceria el ingreso del NO3
(Guohua et al., 2000). En este sentido, la aplicacion de esta fuente de nitrogeno,
puede provocar el descenso en la concentracion de CI™ en plantas estresadas por sales
(Guohua et al., 2000; Hu y Schmidhalter, 2005).

El efecto antagonista entre el CI" y NO3™ ha sido observado en plantas de tomate,
que al ser sometidas a estrés salino presentan una disminucion en la concentracion de
NOs; vy al aplicar fertilizacidbn nitrogenada con este compuesto, muestran una

reduccion en la absorcion de CI (Flores et al., 2004).



64

El CI" también compite por los sitios de absorcion con el SO,? (Jones et al., 1991)
y el H,PO, (Grattan y Grieve, 1999), por lo que la acumulacion de estos Gltimos se
puede afectar a alta concentracion del primero; sin embargo, la evaluacion de la
interaccidn de estos aniones en condiciones de estrés salino, ha sido poco estudiada
en plantas cultivadas (Grattan y Grieve, 1999). Adicionalmente, se ha referido que un
alto contenido de SO, en el medio de crecimiento, puede inhibir la absorcién de
algunos iones como el selenio, el molibdeno y el hierro, en tanto que estimula la del

nitrégeno, con el que presenta una relacién sinergistica (Jones et al., 1991).

Los desbalances nutricionales no sélo son provocados por el efecto antagonista de
los iones predominantes en suelos salinos dificultando la absorcion de otros iones,
sino también pueden ser consecuencia de la afectacion en el transporte a larga
distancia de iones de baja movilidad como el Ca*? a causa de la reduccién en la
transpiracion que manifiesta la planta en respuesta del déficit hidrico inducido por las
sales; la disminucion en el transporte de iones dependiente de la corriente
transpiratoria, genera deficiencias de éstos especialmente en hojas en expansion y
tejidos en crecimiento (Cramer, 1997).

2. Mecanismos de tolerancia ante el efecto toxico inducido por las sales

La amplia variacion en el grado de tolerancia a las sales que existe entre plantas
cultivadas, ha sido asociada con la capacidad de prevenir los efectos perjudiciales que
éstas inducen, sobre los diferentes procesos fisioldgicos que determinan el desarrollo
de la planta; tal prevencion incluye la restriccién en la acumulacion de iones toxicos
en los compartimientos mas sensibles, mediante mecanismos de exclusion que operan
tanto a nivel de la célula, como en tejidos y érganos (Cramer, 1997; Munns, 2002b;

Tester y Davenport, 2003).

Segun Tester y Davenport (2003), las plantas tolerantes a la salinidad emplean
eficientemente mecanismos para minimizar el efecto toxico de los iones Na* y CI,
como son: (a) reduccion en la entrada y traslado de sales hacia los tejidos corticales
de la raiz y restriccion en el ingreso de estos iones a los vasos del xilema (b)
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reabsorcion de sales desde los elementos conductores en porciones maduras de la raiz
0 en la zona basal del tallo, antes que lleguen al vastago y principalmente a los tejidos
de crecimiento (c) retransportar las sales hacia la raiz a través del floema y (d)
distribucién en compartimentos histolégicos, en érganos o partes de ellos, que sean

menos sensibles al efecto nocivo que éstas producen.

2.1 Reduccidn en la absorcion y en el transporte de sales

Tyerman y Skerret (1999) afirman que la tolerancia a las sales, puede estar
influenciada por la capacidad de mantener la integridad de las membranas celulares,
asi como por la actividad de las proteinas de transporte presentes, tanto en la
membrana plasmatica como en el tonoplasto, principalmente en las células de la

epidermis y de la corteza radical.

Las caracteristicas de los componentes estructurales de las membranas,
determinan en gran parte el grado de permeabilidad de las mismas y la eficiencia de
los mecanismos de absorcién y transporte de iones; la composicién lipidica de las
membranas celulares, especificamente, altos valores en el contenido de esteroles, el
grado de saturacion de las cadenas de acidos grasos y la longitud de las mismas,
aumentan la posibilidad de mantener la estabilidad de la membrana, restringiendo la
permeabilidad pasiva a las sales (Mansour y Salama, 2004; Huang, 2006; LoOpez-
Pérez et al., 2009).

Se ha descrito que la salinidad induce efectos diferenciales sobre la composicién
lipidica de las membranas de células de la raiz, en genotipos con distinta sensibilidad
a las sales en soya (Zenoff et al., 1994), trigo (Mansour, 1997) y tomate (Racagni et
al., 2003), de los cuales, los méas sensibles son afectados mas severamente por la
reduccion en el contenido de esteroles, asi como en la longitud y grado de saturacion
de las cadenas de acidos grasos, que incrementan la permeabilidad pasiva de la

membrana Yy con ello aumentan el ingreso de las sales al interior celular.

El control eficiente del ingreso de sales al protoplasto a través de la membrana,

previene el aumento en la concentracion de éstas en el citoplasma, donde ocurre el
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principal efecto toxico de las mismas; este contenido puede regularse con la accion de
transportadores en las membranas, que permiten la exclusion de sales hacia el
apoplasto celular, o hacia las vacuolas (Cramer, 1997). Este transporte es efectuado
por los antipuertos Na'/H*, cuya funcion depende del gradiente de potencial
electroquimico de las membranas, generado por la accién de las bombas de protones
(H*-ATPasa) que promueven un gradiente de pH adecuado para tal fin (Cramer,
1997; Tyerman y Skerret 1999). La presencia de antipuertos Na'/H® ha sido
demostrada principalmente en haléfitas y glicéfitas con cierto grado de tolerancia a
las sales, observandose que en algunas especies cultivadas, su actividad puede ser

estimulada en condiciones de estrés salino (Tester y Davenport, 2003; Ashraf, 2004).

Carden et al. (2003) compararon la actividad de los mecanismos de transporte, en
las membranas de células corticales de la raiz en genotipos de cebada, con
comportamiento diferencial ante las sales, encontrando mayor actividad de
antipuertos Na'/H", tanto en la membrana plasmatica como en el tonoplasto, en el
genotipo mas tolerante en relacion al sensible, lo cual se asocié con un mayor control
del contenido de Na* en el citosol, que evita que el tejido radical del primero alcance

niveles téxicos de este idn.

Por otra parte, Lopez-Pérez et al. (2009) encontraron que la actividad de las H*-
ATPasa en células del tejido radical de brocoli, fue inducida por el estrés salino, al
observar que transcurridos 15 dias de estres, tal actividad aumentd respecto a un
periodo previo de 7 dias de tratamiento; la estimulacion de las H*-ATPasas fue
correlacionada con la reduccion en la concentracion citoplasmatica de Na*, que
ocurrié durante ese mismo lapso de tiempo. Se conoce que la actividad de las bombas
de protones, propicia el gradiente electrolitico necesario para el funcionamiento de
los antipuertos que excluyen Na*, lo cual puede ayudar a explicar el comportamiento

moderadamente tolerante de este cultivo.

En células de tejido foliar, también se ha descrito la accion de antipuertos Na'/H”
como mecanismo de exclusion de sales hacia el apoplasto o la vacuola. Kader y
Lindberg (2005) sefialaron que la tolerancia a la salinidad del genotipo de arroz
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Pokkali, esta relacionada con la capacidad de compartimentar el Na* hacia la vacuola
de células de la hoja, mecanismo que estuvo ausente en un genotipo sensible.
Asimismo, la reduccion en la concentracion citoplasmatica de Na* por la accion de
los antipuertos Na‘'/H", ha sido observada en células de tejido foliar en materiales
genéticos tolerantes de trigo (Saqib et al., 2005) y maiz (Zhang et al., 2006), lo que
permite restringir la acumulacion de Na*y con ello reducir la posibilidad de alcanzar

concentraciones toxicas en las mismas.

2.2 Relacion K/Na e Indice de selectividad (Sk na)

La tolerancia a la salinidad se ha vinculado con la capacidad de mantener la
homeostasis idnica en el citoplasma; una adecuada relacién K/Na favorece en gran
parte la operatividad de procesos metabdlicos esenciales, tales como la sintesis de
proteinas y de acidos nucleicos y la activacion de enzimas, entre otros (Greenway y
Munns, 1980; Maathuis y Amtmann, 1999).

La membrana plasmatica de las células radicales generalmente presenta menor
selectividad hacia el Na*, mientras que exhibe comportamiento preferencial hacia la
absorcion de K, el cual puede acumularse en contra de un gradiente de
concentracion, permitiendo mantener un valor adecuado de la relacion K/Na; no
obstante, esta selectividad puede ser afectada por la salinidad de manera diferencial
entre especies y/o genotipos con distinto grado de sensibilidad ante las sales (Cramer,
1997).

El mantenimiento de una adecuada relaciéon K/Na en condiciones salinas, depende
en gran parte del funcionamiento de transportadores y canales en la membrana
plasmética. Se han descrito dos sistemas de absorcion de cationes univalentes, uno
que actUa a bajas concentraciones externas de cationes, que presenta alta afinidad por
el K¥, en comparacion al Na*, y favorece el ingreso de K* a la célula; y otro sistema
que se activa a mayor concentracion externa de cationes, caracterizado por ser menos

selectivo, por lo que en un medio salino tiende a producirse un mayor ingreso del ion
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predominante, que generalmente es el Na*, y en consecuencia se reduce la absorcion
de K™ (Glenn et al., 1997; Maathuis y Amtmann, 1999).

Kader y Lindberg (2005) observaron que dos genotipos de arroz con distinto
grado de sensibilidad a las sales, difirieron en el mecanismo de ingreso del Na* al
interior de las células foliares; en el material tolerante la absorcion de este i6n
dependié principalmente de los canales no selectivos, mientras que los canales
selectivos de K* no contribuyeron significativamente al transporte de Na'; por el
contrario, en el genotipo sensible, este ultimo i6n ingresé a las células a través de

ambos tipos de canales de membrana.

En el estudio de la absorcion de iones en plantas sometidas a condiciones salinas,
se ha utilizado ampliamente el indice de selectividad de K" respecto al Na* (Skna)
establecido por Pitman (1965), el cual expresa la capacidad selectiva de la raiz u otro
6rgano, hacia la absorcion de K* respecto al Na’ presente en el sustrato,
considerandose un indicador importante del grado de tolerancia entre especies y/o
cultivares (Pitman y Ladichli, 2002; Wyn Jones y Gorham, 2002; Ashraf, 2004).

Pervaiz et al. (2002) encontraron diferencias en el Sk na €n genotipos de trigo con
distinto grado de sensibilidad a las sales, al ser sometidos a estrés salino, siendo dicho
indice superior en el material tolerante, tanto en el sistema radical como en el
vastago; Naeem y Qureshi (2005) observaron que el Skna en la raiz de cultivares de
arroz bajo condiciones salinas, fue mayor en aquel que se comporté menos sensible a
las sales. Tales resultados sugieren que la tolerancia a la salinidad, estd asociada al
funcionamiento de mecanismos especificos de selectividad K/Na que permiten una
mayor absorcion de K, en presencia de una alta concentracion externa de Na* (Wyn
Jones y Gorham, 2002).

Es conocido que una adecuada suplencia de Ca*? bajo condiciones salinas, mejora
la selectividad K/Na, lo cual se ha relacionado con restriccion en la absorcion del Na*
provocada por el Ca™ como consecuencia del antagonismo que existe entre estos
iones (Grattan y Grieve 1999; Maathuis y Amtmann, 1999; Zhu, 2003); al mismo
tiempo, el Ca™ aumenta la actividad de los transportadores a través de los cuales
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ingresa el K*, reflejando una relacion sinergistica entre ambos, es decir, el ingreso de
K* se hace mas eficiente en presencia de Ca*?. Ademas, este Gltimo catién permite
mantener la integridad de la membrana, asi como la activacion de los mecanismos de
transporte, reduciendo con ello la permeabilidad pasiva de las sales y la pérdida de K*
(Grattan y Grieve, 1999; Cramer, 2002).

2.3 Distribucién diferencial de sales entre y dentro de 6rganos

El grado de tolerancia al estrés salino se ha relacionado con la capacidad de
controlar el ingreso y acumulacion de sales en el vastago, protegiendo asi a los tejidos
en crecimiento que son mas sensibles a los efectos adversos de las sales (Greenway y
Munns, 1980; Cramer, 1997; Tester y Davenport, 2003).

La capacidad de retener el Na® absorbido en los tejidos radicales, limita el
transporte y acumulacion de este i6n hacia la parte aérea, protegiendo asi a 6rganos
como las hojas que son mas vulnerables al exceso de sales, lo cual ha sido asociado
con el grado de tolerancia al estés salino en cultivos como maiz (Azevedo-Neto et al.,
2004), trigo (Ashraf y Khanum, 2000; Davenport et al., 2005), cafia de azucar (Garcia
y Medina, 2009) y fresa (Yilmaz y Kina, 2008).

Algunas especies y genotipos con cierto grado de tolerancia a la salinidad,
acumulan mayor contenido de sales a nivel foliar que en las raices, ubicandolas en las
hojas mas maduras, o bien en los peciolos o vainas foliares. Las sales ascienden hacia
los drganos aéreos a través de la corriente transpiratoria y su acumulacién en hojas
adultas reduce la posibilidad de que se alcancen niveles toxicos en aquellas mas
jovenes y en los puntos de crecimiento, permitiendo asi que se produzcan nuevas
hojas para mantener la fotosintesis y por ende el crecimiento (Greenway y Munns,
1980; Tester y Davenport, 2003; Munns y Tester, 2008).

Wei et al. (2003) evaluaron en dos cultivares de cebada, la concentracion de sales
entre hojas con diferente estado de madurez, y observaron un menor contenido de
Na® y CI" en hojas jovenes que en las adultas, lo cual fue mas evidente en el cultivar

tolerante respecto al cultivar sensible; ademas en ambos materiales, las vainas foliares
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presentaron mayor cantidad de estos iones que las l&minas. Asimismo, Garcia y
Medina (2009) observaron en dos genotipos de cafia de azlcar con distinta
sensibilidad a las sales, un gradiente decreciente de Na* y CI” entre hojas expandidas
y en expansion, asi como una acumulacion preferencial de ambos iones en la vaina
foliar respecto a la lamina; en esta ultima porcion de la hoja, el contenido de ambos
iones fue significativamente menor en el genotipo tolerante, en comparacion al
sensible. También en plantas de sorgo (Lacerda et al., 2001), trigo (Davenport et al.,
2005) y caraota (Yasar et al., 2006), se ha encontrado la exclusion de sales hacia las
hojas adultas, lo que sugiere una mayor proteccion ante los efectos perjudiciales de

las mismas en los tejidos en crecimiento.

2.4 Reabsorcion y retransporte de sales

En el trayecto de la corriente transpiratoria que traslada los iones desde la raiz al
vastago, pueden ocurrir intercambios de éstos entre los elementos de vasos del xilema
y las células parenquimaticas que los rodean, involucrando un proceso de reabsorcion
de sales, que reduce la posibilidad de que las mismas sean transportadas a los tejidos
del véastago (Sondergaard, et al., 2004). Se ha determinado que las células del
parénquima Xilematico pueden retener sales en contra de un gradiente de
concentracion, y al mismo tiempo permitir el ascenso del agua en el vaso (Glenn et
al., 1997).

En algunos casos, la reabsorcion de iones nocivos es efectuada por células de
transferencia, caracterizadas por presentar numerosas invaginaciones en la membrana
plasmética, lo cual aumenta la superficie de intercambio con el elemento de vaso
(Glenn et al., 1997; Sondergaard, et al., 2004); ademas, se ha descrito que las células
parenquimaticas que rodean a estos vasos conductores, poseen alta densidad de
plasmodesmos y de bombas de protones en su membrana plasmatica y que estarian

vinculadas con el proceso de reabsorcion de sales (Sondergaard, et al., 2004).

Lacan y Durant (1996) determinaron que en la porcion media de la raiz de sorgo,

ocurre un intercambio de Na" por K" entre el parénquima y los elementos de vasos,
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por la accion de dos sistemas de transporte que operan simultaneamente en la
membrana plasmatica de las células parenquimaticas; uno de ellos promueve el
ingreso contra gradiente de K™ al interior del vaso, mientras que el otro participa en la
remocion del Na* desde el vaso hacia la célula parenquimatica adyacente. De igual
manera, Garcia y Medina (2009) detectaron, en raices de dos genotipos de cafia de
azicar sometidos a estrés salino, la reabsorcion de Na® desde la corriente
transpiratoria por el parénquima xileméatico en zonas maduras de la raiz, siendo

mayor esta capacidad en el material tolerante a las sales, en comparacion al sensible.

El proceso de reabsorcién de sales puede ocurrir en regiones maduras de la raiz,
en la porcion basal del tallo, o a lo largo de éste en plantas que desarrollan tallos
alargados; en este ultimo, la concentracion de sales podria decrecer a medida que los
entrenudos son mas distantes de la base (Tester y Davenport, 2003); este mecanismo
de exclusién de sales también puede ocurrir en el peciolo o en la vaina foliar (Munns,
2002b). Sin embargo, se ha referido que la reabsorcién de sales puede representar una
adaptacion a condiciones temporales de alta salinidad, mas que un proceso
permanente que se manifieste durante todo el ciclo de la planta (Glenn et al., 1997).

El retransporte de sales también se ha descrito como un mecanismo asociado con
la tolerancia ante la salinidad y consiste en el retorno de éstas, desde el vastago hacia
las raices a través del floema, desde donde puede ocurrir un proceso de
compartimentacion de las sales o ser excretadas desde alli, ayudando asi a prevenir su
acumulacion excesiva en las hojas y la posibilidad de que causen toxicidad de los
tejidos foliares (Tester y Davenport, 2003).

Pérez-Alfoncea et al. (2002), encontraron un alto transporte de Na* desde hojas
expandidas hacia la raiz a través del floema, en una especie de tomate silvestre
tolerante a las sales, lo cual no se apreci6 en la especie cultivada mas sensible a la
salinidad, por lo que dichos autores lo consideraron una estrategia de retransporte de
este ion, que esta en correspondencia con el grado de tolerancia a dicho factor.
También se ha demostrado el retransporte de Na* y CI a través del floema, desde las
hojas hacia el tallo, en maiz (Lohaus et al., 2000), trigo y cebada (Munns et al., 2006).
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Sin embargo, se ha sefialado que este mecanismo pierde relevancia si la planta no es
eficiente en la regulacion del transporte de sales hacia la parte aérea, puesto que si
existen grandes cantidades de sales en las hojas, la proporcién que deberia ser
retransportada por parte del floema hacia las raices tendria que ser muy alta (Glenn et
al., 1997); se ha estimado que la exclusion de sales que ocurre por retransporte desde
el floema, no supera el 10% de las sales que ingresan a través del xilema (Munns et
al., 2006).

3. Acumulacion y distribucion de sales en plantas de cebolla

El cultivo de cebolla es considerado sensible a la salinidad, dado que su
rendimiento es afectado significativamente a partir de una CE de 1,2 dS m™ (Maas
1990; Shannon y Grieve, 1999), sin embargo, existe poca informacion relacionada
con la absorcion, acumulacion y distribucion de sales en las plantas de cebolla

sometidas a estrés salino.

Segun Maas (1990), la cebolla es uno de los cultivos horticolas mas afectado por
el efecto especifico del i6n CI" en condiciones salinas. En relacién a lo anterior,
Cantrell y Linderman (2001) detectaron que en la raiz y la hoja del genotipo White
Bunching, la acumulacién de CI” super6 a la de Na’, tanto en plantas tratadas con
NaCl a una CE de 8 dS m™, como en aquellas no estresadas; adicionalmente, estos
autores encontraron que la salinidad provoco un incremento en el contenido de ambos
iones respecto al grupo control, destacando que este efecto fue significativamente
mas pronunciado en Na* que en CI'; esta tendencia entre iones también se present en
la hoja y el aumento en la acumulacion tanto de Na* como de CI” en este 6rgano fue
superior que en la raiz, lo cual sugiere que existe mayor posibilidad que el primer i6n

alcance concentraciones toxicas que el segundo, especialmente en el tejido foliar.

Miyamoto et al. (2008), también determinaron mayor contenido de CI" en relacién
al Na" en las hojas de dos genotipos de cebolla BR-1 y Chaco procedentes de Nuevo
México, en condiciones no salinas o bajo tratamiento salino (CE de 5,2 dS m™); en

ambos materiales genéticos, las sales provocaron un mayor incremento en la
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acumulacion de Na™ en comparacion al CI, lo que refleja mayor riesgo de toxicidad
por un alto contenido del cation; esta tendencia fue méas evidente en ‘Chaco’, a pesar
que este Ultimo es considerado segln algunos productores, el menos sensible ante las
sales de ambos genotipos, sugiriendo poca relacion entre el contenido de estos iones y

el comportamiento ante el estrés salino de estos materiales.

Adicionalmente, se ha encontrado que el contenido de Na*, Ca* y CI" en el bulbo
aumenta en condiciones salinas (Shannon y Grieve, 1999; Chang y Randle, 2004), lo
cual podria ser utilizado por la planta para ajustar el potencial osmoético; sin embargo,
el incremento en la concentracion de Na* y CI™ en el bulbo afecta algunos aspectos
relacionados con la calidad del mismo, dado que provoca una disminucién en la
produccién de algunos componentes responsables del aroma y el sabor del bulbo
(Chang y Randle, 2004).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacion del ensayo

El experimento se realizd en condiciones de invernéaculo en las instalaciones de la
empresa “Semilleros Horticolas”, cuya ubicacion y caracteristicas climaticas fueron

descritas en el Capitulo 1.

2. Material vegetal

Se utilizaron dos genotipos de cebolla Texas 502 y Granex 429 que presentaron
comportamiento diferencial ante el estrés salino, manifestando mayor y menor
sensibilidad respectivamente, al tratamiento que incluyd una solucién nutritiva base y
tres sales: CaSO,, MgSO, y NaCl (1:2,5:3), con una conductividad eléctrica de 6 dS
m™, la cual permitié evidenciar diferencias en la respuesta a la salinidad entre estos

materiales genéticos.

3. Descripcion del ensayo

La siembra se realiz6 el 08 de enero de 2008, siguiendo lo descrito en el Capitulo I.
Al transcurrir 40 dias después de la siembra, se procedié al trasplante a bolsas de
polietileno de dos kg de capacidad, conteniendo arena lavada previamente
desinfectada, completando un total de 120 plantas, 60 por cada genotipo.

Se aplic6 un riego de aclimatacion con la solucién nutritiva base, durante 10 dias
de la fase post-trasplante. Luego la poblacion fue dividida en dos grupos, uno de éstos
siguid recibiendo el mismo tipo de riego, mientras que en el otro se inicié la
aplicacion de la solucion salina sefialada anteriormente. La induccion del estrés salino
se realizd de manera progresiva, incrementando el 25% de la concentracién
diariamente hasta alcanzar el 100% de la misma al cuarto dia y esta condicion fue

mantenida durante 20 dias.
4. Disefio experimental

Se establecio un disefio completamente aleatorizado, en un arreglo de tratamientos
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factorial 2 x 2: dos genotipos y dos tipos de solucién de riego (solucién salina y grupo

control), para un total de cuatro tratamientos y tres repeticiones (4 plantas/repeticion).

5. Muestreo y determinacion de variables

Una vez finalizado el experimento, cuando las plantas alcanzaron 90 dias de edad,
se seleccionaron muestras de raiz y hoja para realizar un analisis de tejido de cada
organo, a fin de determinar el contenido de iones. Se hicieron muestras compuestas
escogiendo cuatro plantas por repeticion y en cada una se separ0 el sistema radical
del resto de la planta; en la parte aérea se muestred la lamina foliar de dos hojas con
distinto estado de madurez: una hoja joven o en expansion (HeE), que correspondio a
la tercera hoja en sentido descendente y una hoja adulta o expandida (HE), siendo
seleccionada la quinta hoja.

El material vegetal se lavd con abundante agua, se eliminé el exceso de humedad
con papel absorbente y se llevo a la estufa por 48 horas a 70 °C. Posteriormente, las
muestras secas fueron molidas hasta obtener un polvo fino, a partir del cual se

realizaron los analisis correspondientes.

5.1 Concentracion de Na*, K*, Ca* y CI" y relaciones K/Na, Ca/Na y Cl/Na en
raiz y hojas

El contenido de Na*, K*, Ca*?y CI" fue determinado a partir de extractos acuosos,
tanto del tejido radical como foliar, para lo cual se pesé 50 mg de cada muestra
molida y se coloc6 en viales con 10 ml de agua desionizada. Posteriormente, los
viales fueron agitados en un vortex por un minuto y llevados a la estufa a 90 °C
durante una hora; al culminar este lapso se repitieron ambos procedimientos y

finalmente la dilucion fue filtrada con papel Whatman N° 1.

El extracto acuoso fue analizado en el Laboratorio de la Unidad de Investigacion
en Suelos y Nutricion de Plantas del Decanato de Agronomia de la Universidad
Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA). La concentracion de Ca*? fue
determinada mediante un espectrometro de emision de llama y la de Na* y K* fue
medida por absorcién atémica. El contenido de CI" fue determinado mediante un
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electrodo especifico para este ion (Thermo Orion 961700), en el Laboratorio de

Fisiologia Vegetal del Postgrado de Agronomia de la UCLA.

A partir de la concentracion de cada uno de los iones, expresados por unidad de
peso seco de tejido radical y foliar (umol g™), se calcularon las relaciones K/Na,
Ca/Na y Na/Cl.

5.2 Indice de selectividad del potasio en relacion al sodio (Sk na) €n raiz y hojas

El Sk.na Se determind mediante la ecuacion propuesta por Pitman (1965):

S — [K+V[Na+ }interna
A (S (G S

La relacion K/Na interna correspondié al valor obtenido en el tejido radical y/o

foliar, tanto de la HE como en la HeE; y la relacion K/Na externa se calculd a partir

de la concentracion de esos dos cationes en la solucion salina de riego.

6. Analisis estadistico

Los resultados correspondientes al tejido radical y foliar fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANOVA), ajustado a un disefio factorial de 2x2 (2 genotipos x 2
soluciones de riego). A fin de comparar los 6rganos entre si, se incluyo
posteriormente el factor érgano (Raiz, hoja expandida y H en expansion) analizando
un disefio de tratamientos factorial de tercer orden 2x2x3. En aquellas variables
donde se detectaron diferencias significativas, se aplicé una prueba de medias de
Tukey, mediante el programa Statistix (version 8.0).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Concentracién de Na*, K*, Ca™y CI en la raiz y en hojas con distinto estado

de madurez
1.1 Sodio

La concentracion de Na* en la raiz de las plantas del grupo control ‘Texas 502’,
fue similar a la encontrada en ‘Granex 429’. En el caso de las plantas estresadas por
sales, el contenido de este i6n tampoco presento diferencias entre genotipos y ambos
mostraron un incremento significativo en relacién al control, con una magnitud de 7.8
y 9 veces en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, respectivamente. Estos resultados indican
que la salinidad caus6 el mismo efecto sobre la acumulacion de Na* en la raiz de
ambos genotipos, lo cual fue expresado en la no significancia en la interaccion de los

factores tratamiento salino y genotipo (Tabla 1 y Figura 1).

En cuanto a la acumulacién de Na* en el tejido foliar, se determind que en
condiciones no salinas, ‘Texas 502” mostré6 mayor concentracion de este ion en la HE
respecto a la HeE, mientras que en ‘Granex 429’ el contenido de Na* fue similar entre
ambos tipos de hoja; al comparar los genotipos entre si, se encontrd que ‘Texas 502’
presenté mayor contenido de Na* que ‘Granex 429’ en la HE y no hubo diferencias

entre ambos en cuanto al contenido de este ion en la HeE (Tabla 1 y Figura 1).

En las plantas estresadas con sales, la concentracion de Na* en los dos tipos de
hojas evaluadas fue superior en ‘Texas 502° que en ‘Granex 429’; ademas se observo
que en la HE las sales provocaron un incremento en la acumulacion de Na* de 6y 7.9
7.7 veces en relacion al tratamiento control, en estos genotipos respectivamente,
mientras que en la HeE tal aumento fue de 7.2 en “Texas 502’ y 4.9 en ‘Granex 429’,
lo que indica que en este Gltimo genotipo el contenido de Na* incrementd mas en la
hoja adulta que en la joven, contrario a lo observado en ‘Texas 502°. El efecto
diferencial de las sales sobre la concentracion foliar de Na®, entre los materiales
genéticos y entre las hojas de distinta edad, fue reflejado en la interaccion de los
factores salinidad, genotipo y estado de madurez foliar (Tabla 1 y Figura 1).
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Tabla 1. Contenido de Na* (umol g?) en la raiz y en hojas con distinto
grado de madurez de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Factores Raiz Hoja
Solucidn de riego (S)
Control 58.77° 26.63°
Salino 475.49 ° 166.07 *
Genotipo (G)
‘Texas 502’ 273.24 ™ 106.46 °
‘Granex 429’ 261.03 86.24 "
Organo (O)
Raiz 267.13%
Hoja expandida 100.73°
Hoja en expansion 91.97°
Probabilidad de interaccion
SxG 0.399 ™ 0.008
OxSxG 0.000 "

Letras distintas en la misma columna indican diferencias segin prueba de medias de Tukey
(P<0.05). La probabilidad de interaccion se muestra como significativa (*) altamente
significativa (** y ***) o no significativa (ns).
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Figura 1. Concentracion de Na* en raiz y hojas con distinto estado de madurez en
dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino. Letras distintas indican
diferencia significativa (P<0.05) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
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Al comparar la concentracion de Na* entre drganos, se encontré que la raiz de
ambos genotipos acumulé mayor contenido de este ion que las hojas, tanto en plantas
no salinizadas como en las estresadas por sales. En condiciones salinas la raiz de
‘Texas 502’ presentd 2.5 veces mas Na* que en la HE y la HeE, mientras que la
acumulacion de este i6n en raiz de ‘Granex 429’ superé en 2.9 y 3.6 veces la
concentracion observada en la HE y la HeE, respectivamente, reflejando mayor
capacidad de retener el Na* que ingresa a la planta en el tejido radical, respecto a
‘Texas 502’. La significancia de la interaccion entre los factores érgano, salinidad y
genotipo para esta variable, denota que la tendencia en la mayor acumulacion de Na*
en la raiz, respecto a las hojas, fue distinta entre los materiales genéticos (Tabla 1 y

Figura 1).

Los valores de concentracion de Na* observados en la raiz de las plantas control de
‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, estadn en un rango similar al encontrado por Cantrell y
Linderman (2001) y Kane et al. (2006), en distintos genotipos de cebolla en
condiciones no salinas. El efecto de la salinidad sobre el contenido de Na* en la raiz
de este cultivo ha sido poco estudiado; no obstante, el aumento provocado por el
tratamiento salino a 6 dS m™, sobre la acumulacién de Na* en el tejido radical de
‘Texas 502’ y ‘Granex 429’°, fue superior al detectado por Cantrell y Linderman
(2001) al aplicar una solucién de NaCl a 8 dS m™, en plantas de cebolla (‘White
Bunching’), cuya raiz incremento6 el contenido de este i6n 5.6 veces en relacion al
tratamiento control; los resultados del presente estudio y los obtenidos por estos
autores, coinciden respecto al aumento significativo observado en la concentracion de

Na® en el tejido radical de la cebolla bajo condiciones de salinidad.

El efecto similar que las sales provocaron sobre la acumulacion radical de Na* en
‘Texas 502’ y “‘Granex 429’, no se corresponde con el grado distinto de sensibilidad
al estrés salino que estos genotipos manifiestan, lo cual también se ha observado entre
materiales que presentan respuestas contrastantes ante la salinidad, en cultivos como
trigo (Ashraf y Khanum, 2000; Davenport et al., 2005), cebada (Wei et al., 2003) y
tomate (Ahmed et al., 2009). Contrariamente a lo observado en ‘Texas 502’ y
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‘Granex 429, en cultivos como sorgo (Lacerda et al., 2001), caraota (Yasar et al.,
2006) y arroz (Khan y Panda, 2008; Kumar et al., 2008), se ha determinado un
aumento diferencial en la acumulacion radical de Na®, entre genotipos con distinto
comportamiento a la salinidad, siendo éste de mayor magnitud en los materiales
genéticos tolerantes respecto a los sensibles, por lo que se ha asociado la mayor
capacidad de limitar la absorcion de Na* en el tejido radical, con la tolerancia a las
sales en dichos cultivos.

El contenido foliar de Na* observado en plantas no salinizadas de ‘Texas 502 y
‘Granex 429’, coincide con el rango de concentracion de este i6n encontrado en la
hoja de cebolla en trabajos previos (Bosh, 1999; Cantrell y Linderman, 2001;
Ramirez, 2002; Razuri et al., 2005; Kane et al. 2006; Miyamoto et al., 2008). Al
inducir el estrés salino, los genotipos evaluados mostraron un incremento
significativo en la concentracion foliar de Na®, lo cual también fue observado por
Cantrell y Linderman (2001), quienes determinaron en el tejido foliar de plantas de
cebolla sometidas a estrés salino con NaCl a 8 dS m™, 7 veces mas Na* que en la hoja
de plantas no estresadas.

Al comparar la acumulacién foliar de Na’ entre los genotipos evaluados, se
encontré6 que ésta fue superior en ‘Texas 502" respecto a ‘Granex 429’
indistintamente de la edad de la hoja, lo que indica un mayor transporte de Na" al
vastago, asi como mas riesgo en alcanzar concentraciones toxicas de este ion en el
tejido foliar de ‘Texas 502’ en comparacion con ‘Granex 429’, lo que podria incidir
en el mayor grado de sensibilidad a las sales que manifiesta el primer genotipo. En
forma similar a lo observado en este estudio, Miyamoto et al. (2008), encontraron
diferencias significativas en la acumulacion foliar de Na®*, en dos genotipos de cebolla
con distinto comportamiento ante las sales, al aplicar una solucion salina con una CE
de 5.2 dS m™, indicando que el mayor contenido de este i6n correspondié al material
con la mas alta sensibilidad a la salinidad; dichos autores asociaron la capacidad de
regular la acumulacion de Na* en el tejido foliar, con la respuesta ante la salinidad

que manifiestaron los genotipos evaluados.
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Considerando la acumulacion de Na* en hojas con distinto grado de madurez, se
detect6 un efecto diferencial de las sales entre genotipos; ‘Granex 429’ mostré un
gradiente creciente en el contenido de este i6n entre la HeE y la HE, evidenciando
mayor restriccion del efecto toxico de este ion en los tejidos foliares en crecimiento,
al ser capaz de retener mas Na* en la hoja madura, lo cual no ocurri6 en ‘Texas 502’,
dado que la acumulacién del mismo fue similar en ambos tipos de hojas. La tendencia
observada en las hojas con distinta edad de ‘Granex 429’, coincide con lo encontrado
en genotipos tolerantes a la salinidad de cebada (Wei et al., 2003), trigo (Davenport et
al., 2005), caraota (Yasar et al., 2006) y cafia de azlcar (Garcia y Medina, 2009), en
los cuales se ha evidenciado mayor concentracion de Na* en hojas adultas, en

comparacion a las mas jovenes en plantas sometidas a estrés salino.

La retencion preferencial de Na* en hojas adultas, se considera un mecanismo de
exclusion que permite proteger aquellas formadas recientemente, pues estas ultimas
son mas vulnerables a la citotoxicidad y demas efectos adversos que produce una alta
acumulacion de este ion (Tester y Davenport, 2003; Munns y Tester, 2008). De lo
anterior, se deduce que el comportamiento de mayor y menor sensibilidad ante las
sales, mostrado por los genotipos Texas 502 y Granex 429, respectivamente, podria
estar asociado con las diferencias observadas en el gradiente de concentracion de Na*
entre la hoja joven y la madura, el cual fue creciente en ‘Granex 429°, mientras que
en ‘Texas 502’ hubo un contenido similar de Na* en ambos tipos de hoja, indicando
poca capacidad para compartimentar el exceso de este idn en la hoja de mayor edad,
en el caso de este Ultimo genotipo.

Al comparar la concentracion de Na™ entre la raiz y la hoja de ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’, se notd la presencia de un mayor contenido de este cation en el primero
de estos drganos, lo cual coincide con la distribucion de este ion observada por
Cantrell y Linderman (2001) y Miyamoto et al. (2008), en plantas de cebolla
sometidas a estrés salino. Estos resultados sugieren que este cultivo, indistintamente
del componente varietal, es propenso a retener una proporcion importante del Na* que

absorbe en el sistema radical, restringiendo asi su transporte y consecuente
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acumulacion hacia los 6rganos aéreos, lo que disminuye el riesgo toxico de este ion
sobre esa parte de la planta. Cantrell y Linderman (2001), destacan la posibilidad de
que en la raiz de cebolla ocurra la compartimentacion del Na* en la vacuola de las
celulas del tejido cortical, reduciendo su permanencia en el citoplasma y reduciendo
la posibilidad de que este idn prosiga su movimiento hacia el tejido xilematico para

ser transportado hacia la parte aérea.

La tendencia hacia una acumulacion preferencial del Na* en la raiz descrita en
cebolla, también se ha encontrado en cultivos como sorgo (Lacerda et al., 2001,
Netondo et al., 2004), trigo (Ashraf y Khanum, 2000; Davenport et al., 2005), maiz
(Azevedo-Neto et al., 2004), cafia de azucar (Garcia y Medina, 2009) y fresa (Yilmaz
y Kina, 2008). Adicionalmente, se han determinado diferencias en la capacidad de
retencion de dicho cation en materiales genéticos con respuesta contrastante ante las
sales; tal es el caso de maiz (Azevedo-Neto et al., 2004) y cafia de azucar (Garcia y
Medina, 2009), en los cuales se ha encontrado que los genotipos tolerantes acumulan
mas Na® en el tejido radical, en comparacion con los mas sensibles; tal
comportamiento no se evidencié en los genotipos de cebolla evaluados en esta

investigacion.

Con base en los resultados discutidos previamente, se puede inferir que la menor
sensibilidad a la salinidad de ‘Granex 429’ respecto a ‘Texas 502’, parece estar
vinculada con un menor transporte de Na* hacia la parte aérea y con la capacidad del
primer genotipo para retener el Na* que es transportado al vastago, preferentemente
en el tejido foliar maduro, protegiendo asi a la hoja en expansién del efecto

perjudicial de este ién.

1.2 Potasio

El sistema radical de ‘Texas 502 presenté mayor concentracion de K* que el de
‘Granex 429’, indistintamente de la solucién de riego utilizada. El estrés salino
provocd un descenso en el contenido radical de este ion, de 2.5 y 3.4 veces, en
relacion al tratamiento control, en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, respectivamente; tal
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disminucion fue similar para ambos genotipos, lo cual fue indicado por la no

significancia en la interaccion de los factores involucrados (Tabla 2 y Figura 2).

La concentracion foliar de K* en plantas no estresadas, fue superior en ‘Texas 502
que en ‘Granex 429’°, en cada tipo de hoja evaluada, de las cuales la mas adulta
mostré mayor acumulacién de este idn en ambos genotipos. En condiciones salinas,
‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ mostraron un contenido semejante de K”, tanto en las
HeE como en las HE, observandose un gradiente creciente en la concentracion de este
cation entre la primera y la segunda hoja, e igual ocurri6 en el grupo control (Tabla 2
y Figura 2). Asimismo, se determind que el contenido foliar de K* en las plantas
salinizadas de los dos materiales evaluados, disminuyo en relacion a las no estresadas,
siendo este efecto mas severo en ‘Texas 502’, el cual mostrd 4.8 y 3 veces menos K*
en la HeE y HE, respectivamente, mientras que en ‘Granex 429’ esa disminucion fue
de 3.3 y 1.8 veces en esas mismas hojas. Lo anterior indica que la tendencia hacia el
descenso en la concentracion de este idn por incidencia de las sales, fue mayor en la
hoja mas joven respecto a la adulta, especialmente en ‘Texas 502’; este efecto
diferencial de la salinidad sobre la acumulacion foliar de K*, entre genotipos y el
grado de madurez foliar, fue expresado en la interaccion significativa de los tres

factores involucrados (Tabla 2 y Figura 2).

Al comparar el contenido de K* entre el sistema radical y los dos tipos de hoja
evaluados, se encontré que las plantas no estresadas de ambos genotipos, mostraron
mayor acumulacion de este ion en la HE, seguido de la raiz y la HeE que presentaron
valores similares entre si. En condiciones salinas, ‘Granex 429’ mantuvo el mismo
gradiente en la concentracion de K* entre drganos observado en el grupo control,
mientras que en ‘Texas 502’, este contenido fue superior en la HE respecto a la raiz y
éste mayor que en la HeE, lo cual indica que el descenso provocado por las sales en la
acumulacion de este cation fue mas severo en la HeE que en la raiz de este genotipo;
tales resultados fueron reflejados en la interaccion detectada entre los factores
drgano, genotipo y salinidad (Tabla 2 y Figura 2).



Tabla 2. Contenido de K* (umol g™) en la raiz y en hojas con distinto

grado de madurez de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Factores Raiz Hoja
Solucidn de riego (S)
Control 841.49% 1232.10°%
Salino 297.92° 431.42°
Genotipo (G)
“Texas 502’ 655.72 2 912.64 %
‘Granex 429’ 483.68 " 750.87 °
Organo (O)
Raiz 569.7 °
Hoja expandida 1063.8
Hoja en expansion 599.7 °
Probabilidad de interaccion
SxG 0.728 ™ 0.000
OxSxG 0.002

Letras distintas en la misma columna indican diferencias segin prueba de medias de
Tukey (P<0.05). La probabilidad de interaccion se muestra como significativa (*)

altamente significativa (** y ***) o no significativa (ns).
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Figura 2. Concentracion de K* en raiz y hojas con distinto estado de madurez en dos
genotipos de cebolla sometidos a estrés salino. Letras distintas indican diferencia
significativa (P<0.05) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
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En condiciones no salinas, se ha determinado que el déficit de K™ en el cultivo de
cebolla incide negativamente sobre el numero de hojas, el &rea foliar, la
acumulacion de biomasa aérea (Ramirez, 2002), asi como sobre el diametro del
pseudotallo y del bulbo (Ramirez, 2002; El-Bassiony, 2006). Al inducir el estrés
salino, ‘Texas 502° mostré mayor reduccion en la acumulacion total de K* por efecto
de las sales y al mismo tiempo fue el mas afectado en diversas variables de
crecimiento y rendimiento, como las nombradas anteriormente, en comparacion con
‘Granex 429’ (Capitulo 1).

La concentracion de K* en el tejido radical de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ bajo el
tratamiento control, fue cercana al rango referido por otros autores en la raiz de
plantas de cebolla (Cantrell y Linderman, 2001; Suvillan et al. 2001). Por otra parte,
la influencia de las sales sobre la acumulacion de K™ en el sistema radical de ‘Texas
502’ y ‘Granex 429’, no fue evidenciado por Cantrell y Linderman (2001) en la raiz
del genotipo White Bunching, al ser estresado con NaCl a una CE de 8 dS m™ durante
75 dias. Es sabido que la presencia de sales que incluyen NaCl en el medio de
crecimiento, provoca una disminucion en la absorcion de K* por parte de las raices,
dado el antagonismo que éste presenta con el Na* (Cramer, 2002; Tester y Davenport,
2003); ademas este Gltimo cation puede propiciar la salida de K* del tejido radical, al
causar dafios estructurales y funcionales a las membranas (Zepeda-Jazo et al., 2008),
por lo que la reduccion en la acumulacion de K*, es la tendencia mas frecuentemente

encontrada en plantas sometidas a estrés salino, como lo observado en este estudio.

Adicionalmente, se detectd que la concentracion de K* en el tejido radical,
disminuy6 por efecto de las sales de manera similar en ‘Texas 502” y ‘Granex 429’,
por lo que esta variable no parece estar asociada con la sensibilidad diferencial ante la
salinidad en dichos genotipos; sin embargo, la capacidad de mantener la acumulacién
de K" en condiciones salinas, ha sido relacionada con el grado de sensibilidad ante las
sales, como se ha descrito en cultivares tolerantes de maiz (Azevedo-Neto et al.,
2004), trigo (Cuin et al., 2008), arroz (Khan y Panda, 2008) y cafia de azlcar (Garcia
y Medina, 2009), en los que se ha detectado una menor reduccién en el contenido de
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K" del sistema radical, en comparacion con los materiales mas sensibles, siendo
dicha capacidad considerada un indicador util en los procesos de seleccion en estas

especies.

En condiciones no salinas, la concentracion de K™ en la HE de los genotipos
‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, resultd superior al de la HeE; no obstante, el contenido
de K" en este Gltimo tipo de hoja se correspondié a valores descritos en otras
investigaciones que incluyeron analisis de tejido foliar en plantas de cebolla, sin
distinguir la edad de la hoja utilizada para tal fin (Cantrell y Linderman, 2001;
Ramirez, 2002; Razuri et al., 2005; Kane et al., 2006; Piraneque, 2008).

La tendencia en cuanto al gradiente decreciente en la concentracion de K*
observada entre la HE y la HeE en los genotipos probados, concuerda con lo
encontrado por Maier et al. (1990), quienes determinaron que la acumulacion de K*
en plantas de cebolla en la fase temprana de bulbificacion (diametro de bulbo entre
2.5 a 3 cm), fue descendiendo a partir de la ldmina foliar de hojas adultas > lamina
recientemente expandida > pseudotallo > bulbo. Segun Ramirez (2002), en cebolla
como en otros cultivos de bulbo, el patron de flujo del K" muestra dicho gradiente
decreciente en direccion centripeta, desde las laminas de hojas externas que

corresponden a las mas adultas, hacia los catéfilos del bulbo en formacion.

Se ha establecido que uno de los efectos mas comunes de la salinidad, es la
disminucion en la concentracion de K*, como consecuencia del antagonismo que éste
presenta con el Na’, debido principalmente a las caracteristicas fisicoquimicas
similares que existen entre ambos iones (Maathuis y Amtmann, 1999; Cramer, 2002;
Tester y Davenport, 2003). Dado lo anterior, el descenso en la acumulacion foliar de
K" por incidencia de las sales, observado en los genotipos de cebolla evaluados, se
corresponde con la tendencia mas frecuente en plantas salinizadas; por el contrario,
Cantrell y Linderman (2001), no detectaron variaciones significativas en el contenido

de este i6n a nivel foliar, al inducir estrés salino a 8 dS m™ en plantas de cebolla.

La reduccidn en la concentracion foliar de K* fue mas severa en la HeE respecto

a las HE, siendo este efecto mas evidente en ‘Texas 502’ en comparacién con
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‘Granex 429’; aunque se ha descrito que el déficit de K™ causado por la salinidad,
usualmente es mas drastico en las hojas adultas que en aquellas mas jovenes, dado
que las primeras son las encargadas en suplir este i6n a las hojas en expansion
(Marschner, 1999); no obstante, también se ha encontrado que durante las primeras
etapas de crecimiento de la planta, las hojas jovenes pueden presentar una mayor
reduccion en la concentracion de K* que las de mas edad (Burns y Hutsby, 1984;
Burns, 1992; Wright, 1999).

Resultados similares en cuanto al efecto diferencial de las sales, sobre la
acumulacion foliar de K* en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, han sido descritos por
Lacerda et al. (2001) en cultivares de sorgo con respuesta distinta a la salinidad, los
cuales mostraron una reduccidn méas severa en esta concentracion, en hojas jovenes
que en las adultas. Ademas, estos autores destacaron que la mayor sensibilidad al
efecto salino, estuvo asociada con un menor transporte de K* hacia los 6rganos aéreos,
asi como, con la menor capacidad de mantener la concentracion de este ion en los
tejidos foliares, lo cual se corresponde con lo observado en las plantas estresadas de
los genotipos de cebolla estudiados, cuyo contenido de K* a nivel foliar, se redujo
mas severamente por efecto de las sales en “Texas 502, el mas sensible a la salinidad.
Se ha demostrado ampliamente, que la capacidad de mantener niveles adecuados de
K" en el tejido foliar y mas ain en hojas jovenes, favorece la continuidad de los
procesos fisioldgicos, principalmente en las células mas sensibles a la alteracion de la
sintesis de proteinas, enzimas y de otros procesos metabdlicos, que pueden ser
afectados por la reduccion en la concentracion de este i6n esencial (Cramer, 1997;
Shabala, 2003; Tester y Davenport, 2003).

Al igual que en cebolla, en otros cultivos se han observado diferencias en la
capacidad de mantener la acumulacion foliar de K*, entre genotipos con
comportamiento contrastante ante la salinidad; tal es el caso de cafia de azucar
(Garcia y Medina, 2009), guisante (Ahmad et al., 2008), cebada (Wei et al., 2003) y
caraota (Yasar et al., 2006), asi como entre una especie cultivada y una silvestre de
arroz (Nguyen et al., 2005). La tendencia diferencial en la acumulacién de K*
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observada entre los genotipos de cebolla, no ha sido detectada entre materiales
genéticos con distinta sensibilidad al estrés salino en otros cultivos como maiz
(Azevedo-Neto et al., 2004) y tomate (Ahmed et al., 2009), por lo que en esos casos,
la acumulacion foliar de este i6n no se asocia con dicho comportamiento ante las

sales en estas especies.

Al evaluar la concentracion de K* entre la raiz y los dos tipos de hojas en los
genotipos de cebolla, se observd una mayor acumulacion en el tejido foliar respecto
al radical en condiciones no salinas, pero este gradiente entre érganos se acorto con el
tratamiento salino, principalmente en ‘Texas 502’; en ‘Granex 429’, la salinidad
provocd una reduccion mas severa en el contenido de K* en la raiz respecto a las
hojas, mientras que en ‘“Texas 502’ la HeE mostr6 el mayor descenso en el contenido
de K" que el resto de los 6rganos evaluados, sugiriendo que en el primer genotipo se
afecta menos la capacidad de transporte de K desde la raiz hacia las hojas, lo cual
favorece la disposicion de este ion para las principales funciones de la planta
(Marschner, 1999; Tester y Davenport, 2003).

1.3 Calcio

En el tratamiento control, la concentracién de Ca*? soluble en el sistema radical de
‘Texas 502, fue significativamente mayor a la mostrada por ‘Granex 429’, mientras
que en las plantas estresadas por sales, esta tendencia se invirtié, siendo la raiz del
segundo genotipo la que exhibié el mayor contenido de Ca*®. Lo anterior refleja que
hubo un efecto distinto del estrés salino sobre la acumulacion de este idn, en el tejido
radical de los genotipos de cebolla, ya que ‘“Texas 502" mostrd una reduccion en la
misma de 1.6 respecto a las plantas no estresadas, mientras que en ‘Granex 429’ la
concentracién de Ca*? se incrementé 1.3 veces. Este efecto contrastante de las sales
sobre la acumulacion radical de dicho catién, fue evidenciado en la interaccion

altamente significativa entre los factores salinidad y genotipo (Tabla 3 y Figura 3).
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Tabla 3. Contenido de Ca** (umol g?) en la raiz y en hojas con distinto grado
de madurez de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Factores Raiz Hoja
Solucion de riego (S)
Control 1282 124°
Salino 112° 1502
Genotipo (G)
‘Texas 502’ 1262 1492
‘Granex 429’ 1142 124°
Organo
Raiz 120.33°
Hoja expandida 208 ®
Hoja en expansion 66 °
Probabilidad de interaccion
SxG 0.000 0.000
OXxSxG 0.006

Letras distintas en la misma columna indican diferencias segin prueba de medias de Tukey
(P<0.05). La probabilidad de interaccion se muestra como significativa (*) altamente

significativa (**) o no significativa (ns).
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Figura 3. Concentracion de Ca* en raiz y hojas con distinto estado de madurez en dos
genotipos de cebolla sometidos a estrés salino. Letras distintas indican diferencia
significativa (P<0.05) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
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En el tejido foliar, se observo un gradiente decreciente marcado en el contenido de
Ca*? entre la HE y la HeE de ambos genotipos, indistintamente el tratamiento
aplicado. En condiciones no salinas, la acumulacién de Ca*® en la hoja adulta de
‘Texas 502" super0 a la de ‘Granex 429’, mientras que en la méas joven dicha
concentracion fue similar. En las plantas estresadas por sales, no se detectaron
diferencias entre genotipos en el contenido foliar de Ca*?, tanto en la HE como en la
HeE, sin embargo, hubo un efecto distinto de la salinidad sobre la acumulacion de
este i6n en ambos materiales. En ‘Texas 502 el estrés salino no varié la
concentracién de Ca*? en ninguna de las hojas evaluadas, en tanto que en ‘Granex
429’, la misma increment6 por efecto de la salinidad sélo en la HE. Tales resultados
evidencian, que el contenido de este cation estuvo influenciado por los factores
salinidad, genotipo y la madurez foliar, como lo indica la interaccion altamente

significativa (Tabla 3 y Figura 3).

Al comparar la concentracién de Ca*? entre los 6rganos evaluados en ambos
genotipos, se detectd un gradiente decreciente a partir de la HE, seguido por la raiz y
finalmente la HeE, tanto en las plantas del grupo control como las estresadas por sales,
lo que sugiere que el transporte de este i6n fue mas restringido hacia las hojas jovenes
(Tabla 3 y Figura 3).

El efecto adverso de las sales sobre la acumulacién de Ca*? en el tejido radical de
‘Texas 502’, coincidié con lo descrito por Cantrell y Linderman (2001), para la raiz
de plantas de cebolla salinizadas a una CE de 8 dS m™, en las que hubo una reduccion
en el contenido de este i6n de 1.2 veces respecto al control. Cabe destacar que en la
presente investigacion, el estrés salino fue aplicado con una solucion de sales que
incluyé Ca*?, por lo que se esperaria un incremento en la acumulacién de este i6n en
las raices, respecto al tratamiento no salino. Sin embargo, dicho aumento s6lo ocurrié
en ‘Granex 429’, dado que en ‘Texas 502’ la concentracién de Ca*? en la raiz se
redujo; esto ultimo coincide con lo observado por Silva et al. (2003), en genotipos de
frijol que también fueron estresados con una solucidn salina que contenia calcio,

siendo mas severa esta disminucion en el genotipo mas sensible a las sales.
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El gradiente decreciente en la concentracién de Ca* entre la HE y la HeE
observado en los genotipos de cebolla, tanto en el tratamiento control como en el
salino, se corresponde con la tendencia que se ha descrito sobre la influencia de la
madurez foliar en la capacidad de acumulacién de Ca*? la cual generalmente
aumenta con la edad de la hoja (Cramer, 2002), lo que sugiere que la misma no fue

afectada por el tratamiento salino.

El efecto reducido de la salinidad sobre la concentracién de Ca*? en ambos tipos
de hojas en ‘Texas 502’ y en la HeE de ‘Granex 429°, se corresponde con lo
encontrado por Miyamoto et al. (2008) en dos genotipos de cebolla con diferente
grado de sensibilidad ante el estrés salino, ‘BR-1" y ‘Chaco’, tratados con una
solucion que incluyé sales de calcio a una CE de 5.2 dS m™, la cual no alteré el
contenido de este idn en el tejido foliar en ninguno de los genotipos.

El incremento en el contenido foliar de calcio soluble, observado en la HE de
‘Granex 429’, coincide con el comportamiento descrito por Poss et al. (1985) al
someter plantas de cebolla ‘Burpee Yellow’ a un tratamiento salino con NaCl y CaCl,
(2:1), con una CE de 4.3 y 5.9 dS m™. Esta misma tendencia fue encontrada por
Cantrell y Linderman (2001), no obstante en este caso, solo se utiliz6 NaCl a una CE
de 8 y 12 dS m™ sobre el genotipo White Bunching. Tal diversidad de respuesta
sugiere un importante efecto varietal sobre la acumulacion foliar de Ca*? en el cultivo
de cebolla, lo cual podria estar relacionado con el distinto grado de sensibilidad ante
la salinidad entre genotipos.

La capacidad de mantener el contenido de Ca** en los tejidos cuando las plantas
son sometidas a condiciones salinas, como fue observado en los dos tipos de hojas de
‘Texas 502’ y en la HeE de ‘Granex 429’, o de incrementar la concentracion del
mismo, como ocurrié en la raiz y la HE del segundo genotipo, podria atenuar el
efecto perjudicial de las sales, que segun lo anterior, seria mas favorable en ‘Granex
429’ respecto a ‘Texas 502’. La acumulacién de un contenido adecuado de Ca** en
los tejidos, permitiria restringir la absorcion del Na* por el antagonismo que existe

entre ambos iones, disminuyendo asi la acumulacion excesiva de este Gltimo que
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pudiera alcanzar niveles toxicos, con el consecuente dafio a membranas e

inhibicion de procesos metabdlicos (Rengel, 1992; Marschner, 1999; Cramer, 2002).

Asimismo, el incremento en la concentracion de calcio soluble en plantas
salinizadas observado en ‘Granex 429’, principalmente en la raiz y la HE, aumenta la
posibilidad de participacion de este idbn como osmorregulador al ser acumulado en la
vacuola y con ello disminuye el riesgo de deshidratacién celular que provoca la
condicién de estrés salino (Wyn Jones y Gorham, 2002; Ashraf, 2004); Ademas, la
presencia de Ca*? tiene un efecto sinergistico sobre el K* haciendo méas eficiente su
absorcion, dado que el mismo contribuye en mantener la integridad de la membrana,
asi como en la activacion de los mecanismos de transporte que permiten el ingreso de

este ultimo al interior de la célula (Grattan y Grieve, 1999; Cramer, 2002).

1.4 Cloruro

En condiciones no salinas, el sistema radical de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’
acumulé un contenido similar de CI; bajo tratamiento salino ambos genotipos
mostraron un incremento significativo en la concentracién de este ion de 1.3 y 1.2
veces respectivamente, en relacion al control. La no significancia de la interaccion
genotipo y salinidad, indicé el efecto equivalente de las sales sobre esta variable entre

los genotipos evaluados (Tabla 4 y Figura 4).

En las hojas, el contenido de CI” mostr6 un gradiente creciente en funcion a la edad
de las mismas, indistintamente del genotipo y la solucion de riego aplicada. La
acumulacion de este anion en la HE de “Texas 502 fue superior a la de ‘Granex 429’,
tanto en el tratamiento control como en el salino, mientras que en la HeE ambos
genotipos presentaron una concentracion similar de este anién. El estrés salino indujo
un aumento en el contenido de CI” en la HE, siendo éste de 1.6 veces lo mostrado por
el tratamiento control en ‘Texas 502’ y 2.3 en ‘Granex 429’; dicho incremento
provocado por las sales también fue observado en la HeE, con una magnitud de 2.1y
2.2 veces en relacion al control en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, respectivamente. El

efecto de la salinidad sobre la acumulacion foliar de CI” mostré una tendencia similar
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Tabla 4. Contenido de CI" (umol g™) en la raiz y en hojas con distinto grado
de madurez de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Factores Raiz Hoja
Solucidn de riego (S)
Control 452.51° 209.21°
Salino 567.70 2 408.44 °
Genotipo (G)
‘Texas 502’ 511.28 ¢ 336.15°
‘Granex 429’ 508.93 % 281.50 "
Organo (O)
Raiz 512.46 %
Hoja expandida 406.09°
Hoja en expansion 211.57°¢
Probabilidad de interaccion
SxG 0.548 ™ 0.064 ™
OxSxG 0.052 ™

Letras distintas en la misma columna indican diferencias segin prueba de medias de Tukey
(P<0.05). La probabilidad de interaccion se muestra como no significativa (ns).
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Figura 4. Concentracion de CI" en raiz y hojas con distinto estado de madurez en dos
genotipos de cebolla sometidos a estrés salino. Letras distintas indican diferencia significativa
(P<0.05) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
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entre genotipos, lo cual se reflejo en la ausencia de interaccion entre tales factores
(Tabla 4 y Figura 4).

En condiciones no salinas se determind un gradiente decreciente en el contenido
de CI" en la raiz, seguido de la HE y por ultimo la HeE en ambos genotipos, mientras
que en las plantas estresadas no hubo diferencia en la concentracion de CI” entre la
raiz y la HE, siendo ésta mayor que la observada en la HeE; estos resultados indican
una posible retencién de este anion en el tejido radical y con ello la restriccion en su
ascenso hacia los tejidos foliares en crecimiento; esta tendencia entre érganos no
mostro diferencias entre genotipos ni condicion salina, lo cual se reflejé en la no

interaccidn entre estos factores (Tabla 4).

El contenido constitutivo de CI" determinado en el tejido radical de “Texas 502" y
‘Granex 429’, resultd superior al encontrado por Cantrell y Linderman (2001) en la
raiz de este cultivo; ademds, estos autores detectaron un incremento en la
concentracion de este i6n al inducir un estrés salino con una solucion con CE de 4y 8
dS m™, en el orden de 2 y 2.6 veces en relacion al control, respectivamente, siendo en
ambos casos, superior al aumento mostrado por los genotipos de cebolla sometidos al
tratamiento de 6 dS m™ en la presente investigacion.

La ausencia de un efecto diferencial de las sales sobre la concentracion de Cl" en la
raiz de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, sugiere que la acumulacion de este i6n en el
tejido radical, muestra poca asociacion con el comportamiento de éstos ante el estrés
salino, lo cual coincide con lo encontrado en genotipos con distinto grado de
sensibilidad a las sales de tomate (Ahmed et al., 2009) y cafia de azlcar (Garcia y
Medina, 2009), en los que no se detectaron diferencias en el contenido de CI en el
tejido radical. Sin embargo, en genotipos con respuesta contrastante a la salinidad de
cultivos como trigo (Ashraf y Khanum, 2000), sorgo (Lacerda et al., 2001), cebada
(Wei et al., 2003) y arroz (Kumar et al., 2008), se ha observado mayor acumulacion
de CI' en aquellos genotipos que presentan menor tolerancia a las sales, lo cual se
ha relacionado con su poca capacidad para restringir la absorcion de este anién por
parte de las raices de estos genotipos.
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En cuanto a la concentracion foliar de CI, los valores constitutivos
correspondientes a la HeE de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, fueron similares a los
determinados por Miyamoto et al. (2008) y Cantrell y Linderman (2001), en el tejido
foliar de otros genotipos de cebolla; sin embargo, el contenido de CI" detectado en la
HE de ambos genotipos evaluados en el presente estudio, fue superior al observado
por los autores antes mencionados, en cuyo estudio no se distingui6 el tipo de hoja
considerada para el anélisis de tejido.

El aumento observado en la concentracion foliar de CI" en ambos tipos de hojas de
‘Texas 502" y ‘Granex 429’ por efecto de la salinidad, se corresponde con los
resultados obtenidos por Cantrell y Linderman (2001), al evaluar plantas de cebolla
tratadas con NaCl a una CE de 4 y 8 dS m™, quienes encontraron un incremento en la
acumulacion foliar de este idn 1.8 y 4.4 veces en relacion al control, respectivamente.
Asimismo, Miyamoto et al. (2008) detectaron un ascenso en el contenido de Cl en la
hoja de dos genotipos de cebolla bajo estrés salino, el cual fue inducido con varias
sales (Na:Ca+Mg:Cl:SO,4 en proporcién 1:1) a una CE de 5.2 dS m™, sin detectar
diferencias entre los genotipos evaluados, al igual que lo observado entre “Texas 502’
y ‘Granex 429’. Estos resultados sugieren que el cultivo de cebolla muestra la
tendencia a incrementar la acumulacion foliar de este anion en condiciones salinas,

aumentando con ello el riesgo en alcanzar concentraciones toxicas.

Por el contrario, se ha encontrado una relacion entre el contenido foliar de CI” y el
comportamiento contrastante a la salinidad de genotipos en cultivos como soya (Essa,
2002), guisante (Ahmad et al., 2008) y tomate (Ahmed et al., 2009), siendo los mas
sensibles a las sales los que presentan mayor contenido CI™ en sus hojas; la excesiva
acumulacion de este anidén en los tejidos foliares puede llegar a niveles toxicos,
causando efectos deletéreos a nivel de membrana, inhibicién de sintesis de diferentes
compuestos organicos y afectando procesos relacionados con el Pll en la fotosintesis
(Marschner, 1999; Guohua et al., 2000).

La concentracion de CI" en las distintas hojas evaluadas presenté un gradiente

creciente en funcién a la madurez foliar, tanto en ‘“Texas 502’ como en ‘Granex 429’;
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tal comportamiento ha sido observado en otros cultivos como cebada (Wei et al.,
2003), frijol (Lacerda et al., 2006) y cafia de azucar (Garcia y Medina, 2009). Se
considera que la mayor acumulacién de CI" en hojas adultas que en las jovenes,
reduce la posibilidad del efecto toxico de este anion en tejidos foliares en crecimiento,
los cuales son mas sensibles a este efecto adverso de la salinidad (Ahmad et al., 2008;
Ahmed et al., 2009).

Cabe destacar, que al inducir el estrés salino la HE de ‘Granex 429’ mostré mayor
incremento en el contenido de CI” que la de “Texas 502°, mientras que en la HeE este
efecto fue similar en ambos genotipos; sin embargo, en ‘Granex 429’ el aumento en
la concentracion de este i6n en los dos tipos de hojas evaluadas presentd una
magnitud semejante, pero en ‘Texas 502’ tal ascenso fue mas evidente en la HeE
respecto a la HE, lo que podria suponer un mayor riesgo de dafio toxico por el CI” en
el tejido foliar en crecimiento en este Gltimo genotipo en relacién al primero, el cual

mostra cierta tendencia de compartimentar dicho i6n en la hoja de mayor edad.

Al comparar la concentracion de CI° entre dérganos en ambos genotipos, se
determind un gradiente decreciente a partir de la raiz, seguido de la HE y por Gltimo
la HeE en las plantas no estresadas, y en aquellas tratadas con sales, el contenido de
CI en el tejido radical fue similar al de la HE y al mismo tiempo éste fue superior al
acumulado en la HeE; Cantrell y Linderman (2001) también encontraron mayor
acumulacion de este i6n, en raiz que en la hoja de plantas de cebolla, tanto en
condiciones control como bajo estrés salino a 4 dS m™, aunque al aumentar la CE a 8
y 12 dS m™, estos autores no detectaron diferencias en la concentracion de CI entre el
tejido foliar y radical. Lo anterior denota una posible influencia del tipo de hoja que
es considerada para la determinacion de esta variable, dado que la HE en ‘Texas 502’
y ‘Granex 429’ presentd valores similares a los detectados en la raiz en las plantas
estresadas por sales. A diferencia de lo anterior, Miyamoto et al. (2008) observaron
un gradiente decreciente en la acumulacion de CI entre la raiz y la hoja, en dos

genotipos de cebolla, s6lo bajo condiciones no salinas, mientras que al inducir estrés
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con sales a 5,2 dSm™, encontraron que ambos genotipos presentaron la mayor

concentracion de este ion en el tejido foliar respecto al radical.

La tendencia hacia una mayor acumulacion de CI" en la raiz respecto a la hoja,
ha sido encontrada en otros cultivos como frijol (Silva et al., 2003) y arroz (Kumar et
al., 2008), siendo considerada una caracteristica favorable en plantas sometidas a
estrés salino, ya que la retencidn de este anién por el sistema radical, podria reducir el
riesgo de que éste alcanzase niveles toxicos en los tejidos foliares. Sin embargo, en el
caso de los genotipos de cebolla evaluados, el gradiente en la acumulacién de CI sélo
se observo entre la HE y la HeE, siendo este comportamiento similar tanto en ‘Texas
502 como en “‘Granex 429’, por lo que estos resultados no contribuyen a explicar el
distinto grado de sensibilidad a las sales que manifiestan estos genotipos.

2. Relacion K/Na e indice de selectividad K.Na (Sk.na) en el tejido radical y foliar

La relacion K/Na en la raiz de las plantas no estresadas de ‘Texas 502’ y ‘Granex
429’ presento valores similares entre si, los cuales indicaron mayor acumulacion de
K" respecto al Na* (K/Na>1). En las plantas salinizadas, ambos genotipos mostraron
un descenso severo en esta variable, con una acumulacion preferencial de Na* sobre
el K" (K/Na<1). La magnitud del descenso en esta relacion fue de 20.6 y 29.2 veces
en comparacion a las plantas no estresadas, en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’
respectivamente; sin embargo, no se detect6 interaccion entre los factores genotipo y
tratamiento salino, lo que indica que el efecto de las sales sobre esta variable fue
semejante en la raiz de ambos genotipos (Tabla 5 y Figura 5).

En las hojas de las plantas del grupo control, la relacion K/Na indic6 que hubo
mayor concentracion de K respecto al Na* (K/Na>1), tanto en la HE como en la HeE
de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, siendo este valor superior en el primer tipo de hoja.
La salinidad afect6 la relacién K/Na en la HE de manera similar en ambos genotipos
determinandose una reduccion de 16.8 'y 14.9 veces en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429,
respectivamente, en comparaciéon al tratamiento control; el estrés salino también

provoco un descenso en esta variable en la HeE, aunque con distinta magnitud entre



98

Tabla 5. Relacién K/Na en la raiz y en hojas con distinto grado de madurez de
dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Factores Raiz Hoja
Solucidn de riego (S)
Control 14.64 2 46.57 °
Salino 0.62° 2.59°
Genotipo (G)
‘“Texas 502’ 7.54° 25.25°
‘Granex 429’ 7.68 ° 23.92°
Organo (O)
Raiz 7.61°
Hoja expandida 30.01°
Hoja en expansion 19.15°
Probabilidad de interaccion
SxG 0.745"™ 0.002 ™
OXxSxG 0.000 ™~

Letras distintas en la misma columna indican diferencias segin prueba de medias de Tukey
(P<0.05). La probabilidad de interaccion se muestra como altamente significativa (** y ***) o
no significativa (ns).
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Figura 5. Relacion K/Na en la raiz y hojas con distinto estado de madurez en dos
genotipos de cebolla sometidos a estrés salino. Letras distintas indican diferencia
significativa (P<0.05) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
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los mismos, en ‘Texas 502" esta variable disminuy6 30.4 veces el valor observado en
las plantas no estresadas, mientras que en ‘Granex 429’ tal reduccion fue de so6lo de
16 veces. El efecto diferencial de las sales sobre la relacion K/Na y el grado de
madurez, se reflejo en la interaccidn significativa de los factores involucrados (Tabla
5y Figura 5).

Al comparar la relacién K/Na entre érganos, se determind un gradiente decreciente
a partir de la HE, seguida por la HeE y culminando en la raiz tanto en el grupo control,
como el tratado con sales de ambos genotipos (Tabla 5 y Figura 5). De lo anterior se
desprende gque en condiciones salinas ambos tipos de hoja de ‘Texas 502’ y “‘Granex
429’, mantuvieron la capacidad de acumular mas K* respecto al Na*, mientras que en
la raiz la concentracion de Na* superd la del K*, lo que sugiere que hubo transporte
preferencial de este Ultimo idn hacia la parte aérea.

Los valores de la relacion K/Na encontrados en la raiz de las plantas estresadas por
sales de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429, se asemejan a los observados por Cantrell y
Linderman (2001) en el sistema radical de plantas de cebolla, tratadas con una
solucion salina de 8 dS m™, en las que detectaron una relacién K/Na<1; estos
resultados muestran que la raiz de este cultivo acumula preferentemente Na* sobre el
K" en condiciones de salinidad. Tal tendencia es frecuente en otras especies
cultivadas bajo estrés salino, como es el caso de sorgo (Lacerda et al., 2001), cebada
(Wei et al., 2003), maiz (Azevedo-Neto et al., 2004; Mansour et al., 2005), caraota
(YYasar et al., 2006) y tomate (Yokas et al., 2008; Ahmed et al., 2009), reflejando el
antagonismo existente entre el Na™ y el K*, que provoca la disminucion en el ingreso
de este ultimo i6n a la raiz (Cramer, 2002; Tester y Davenport, 2003). No obstante, la
mayor concentracion de Na* respecto al K en el sistema radical de las plantas de
cebolla estresadas, podria indicar ademas, que en este tejido ocurre un proceso de
retencion del primer idn, mientras que por el contrario el segundo i6n es transportado

preferentemente hacia los 6rganos aéreos.

La similitud observada en la relacion K/Na en el tejido radical de ‘Texas 502’ y

‘Granex 429’, indicd la ausencia aparente de vinculacién de esta variable, con la
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diferencia en el grado de sensibilidad a las sales que han manifestado estos genotipos;
de manera similar, no se ha encontrado asociacion entre esta relacion en la raiz y el
comportamiento contrastante ante la salinidad de cultivares de maiz (Azevedo-Neto
et al., 2004) y tomate (Ahmed et al., 2009). Por el contrario, otros autores han
determinado una mayor relacion K/Na en la raiz de genotipos tolerantes a sales, en
comparacion con los méas sensibles, en sorgo (Lacerda et al., 2001), trigo (Pervaiz et
al., 2002) y arroz (Kumar et al., 2008).

La reduccidn en la relacién K/Na provocada por la salinidad en los dos tipos de
hojas de ‘Texas 502’ y “‘Granex 429’, fue mas severa que la observada por Cantrell y
Linderman (2001), en el tejido foliar de plantas de cebolla tratadas con una solucion
salina de 8 dS m™, en las cuales la relacion K/Na disminuyd 9 veces respecto a las
plantas no estresadas, mientras que las hojas de los genotipos evaluados en la
presente investigacion, tal descenso fue en mas de 15 veces. La tendencia hacia la
disminucidn en esta relacion, ha sido observada también en hojas de sorgo (Lacerda
et al., 2001; Netondo et al., 2004), soya (Essa et al., 2002), frijol (Silva et al., 2003;
Lacerda et al., 2006), arroz (Hussain et al., 2003; Naeem y Qureshi, 2005), cebada
(Wei et al., 2003), tomate (Yokas et al., 2008) y fresa (Yilmaz y Kina, 2008).

La relacion K/Na en la HE fue mayor respecto a la HeE, en ambos genotipos de
cebolla, tanto en el tratamiento control como en el salino, pudiendo estar influenciado
por la mayor concentracion de K* presente en la hoja adulta, en comparacion a la mas
joven, y a que el gradiente en el contenido de Na* entre estas hojas, fue menos amplio
que el de K*. Esta diferencia en la relacion K/Na entre hojas con distinto grado de
madurez, también ha sido descrita por Lacerda et al. (2001) en plantas de sorgo. Por
el contrario, se ha determinado una relacién K/Na superior en hojas jovenes respecto
a las adultas en cebada (Wei et al., 2003), caraota (Yasar et al., 2006), frijol (Lacerda
et al., 2006) y cafia de azucar (Garcia y Medina, 2009), lo que denota una mayor
capacidad de transporte de K* respecto al Na* hacia los tejidos en crecimiento en el
caso de estos cultivos.
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Al comparar la relacion foliar K/Na entre ‘“Texas 502 y ‘Granex 429’, se observo
que ambos genotipos mostraron una disminucion similar en esta relacién por efecto
de las sales en la HE, mientras que en la HeE dicha reduccién fue mas severa en
‘Texas 502’ respecto a ‘Granex 429’. Estos resultados sugieren que existe una
tendencia mas acentuada hacia la acumulacion preferencial de K* en presencia de Na”,
en los tejidos en crecimiento por parte de este Ultimo genotipo, lo cual podria
contribuir a explicar la diferencia en sensibilidad entre ellos. La relacion foliar K/Na
también ha sido asociada al comportamiento contrastante ante las sales entre
genotipos de cultivos como el sorgo (Lacerda et al., 2001), trigo (Pervaiz et al., 2002),
soya (Essa et al., 2002), arroz (Naeem y Qureshi, 2005) y maiz (Eker et al., 2006).

El Sk.na en el sistema radical de las plantas estresadas por sales de “Texas 502°, fue
superior que el de ‘Granex 429’; en cuanto a las hojas, se observé que el valor de este
indice fue mayor en las HE en comparacion a las HeE en ambos materiales; al
comparar éstos entre si, solo se detectaron diferencias en el Skna €n la hoja joven,
siendo superior en ‘Granex 429’ respecto a ‘Texas 502°. Ademas, se encontrd que en
‘Texas 502" dicho indice fue mayor en la HE en relacion con la HeE vy la raiz cuyos
valores fueron similares, mientras que en ‘Granex 429’ el Sk na fue decreciendo desde

la HE, seguido de la HeE y por altimo la raiz (Tabla 6).

El Sk.na €n el tejido radical de “Texas 502” sugirié que este genotipo mostré mayor
capacidad de mantener una absorcion preferencial de K*, respecto al Na’, en
comparacion con ‘Granex 429’ con una solucion salina en la que predominé el Na';
sin embargo, el Sk na €n las HeE de ‘Granex 429’, fue superior que en “Texas 502’, lo
que refleja que el primer genotipo muestra mayor selectividad del K* en presencia de
alta concentracion de Na* en el sustrato. Los resultados de este indice en los distintos
drganos evaluados, reflejan que en ‘Granex 429’ ocurre un transporte preferencial de
K", en relacion al Na®, hacia las hojas mas jovenes, asi como una posible retencion de
este Ultimo i6n en el tejido radical, lo cual le permitiria a este genotipo bajo
condiciones salinas, alcanzar una relacion adecuada K/Na en el tejido foliar en

crecimiento, en comparacién con ‘Texas 502°.
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Tabla 6. indice de selectividad K.Na (Skna) en la raiz y en hojas con distinto
grado de madurez de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Genotipos Raiz Hoja expandida  Hoja en expansién
“Texas 502 4.13%C 16.97 % A 6.49 ° BC
‘Granex 429’ 2.44°C 18.78 * A 10.25°%B

Letras minUGsculas distintas en la misma columna indican diferencias entre genotipos y
letras mayusculas distintas en una misma fila, indican diferencia significativa entre
6rganos, segun prueba de medias de Tukey (P<0.05).

Las diferencias detectadas en cuanto al Skna en la HeE entre ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’, se corresponden con el distinto grado de sensibilidad ante las sales que
éstos manifiestan, tal como se ha descrito en materiales genéticos con
comportamiento contrastante ante la salinidad de trigo (Pervaiz et al., 2002), arroz
(Naeem y Qureshi, 2005) y en leguminosas como Cajanus cajan (Waheed et al.,
2006). En estas especies el Skna ha sido propuesto como criterio de seleccion de
genotipos tolerantes a dicho factor de estrés, pues se asocia con la capacidad de
mantener mayor disposicion de este ion esencial para el funcionamiento de los
distintos procesos fisioldgicos donde interviene, siendo principalmente exigido en los
tejidos foliares en crecimiento activo (Wyn Jones y Gorham, 2002; Ashraf, 2004).

3. Relacion Ca/Na en tejido radical y foliar

En condiciones no salinas la relacion Ca/Na en el sistema radical indicé mayor
acumulacion de Ca*? respecto al Na* (Ca/Na>1), tanto en ‘Texas 502’ como en
‘Granex 429’, correspondiendo el mayor valor al primero. El estrés salino revirtié la
relacion entre ambos iones (Ca/Na<1), al provocar una reduccion en esta variable,
siendo mas acentuada en la raiz de ‘Texas 502’ que en ‘Granex 429°, con una
magnitud de 12 y 7 veces que lo encontrado en el tratamiento control,
respectivamente; la significancia de la interaccion entre los factores genotipo y
salinidad indic6 un efecto diferencial de las sales sobre la relacion Ca/Na en el

sistema radical de los materiales de cebolla (Tabla 7 y Figura 6).
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En las hojas de plantas no estresadas de ambos genotipos, la acumulacion de Ca*?
fue superior a la de Na* (Ca/Na>1), indistintamente del grado de madurez foliar; no
obstante, la HE presenté mayor relacion Ca/Na que la HeE. Al aplicar el tratamiento
salino, se observé un descenso en esta variable en cada tipo de hoja; la HE de ‘Texas
502’ mostrd una reduccién en la relacion Ca/Na de 5 veces respecto al tratamiento
control, mientras que la HeE tal descenso fue de 10 veces; en el caso de ‘Granex 429’,
las sales afectaron de manera similar la relacion Ca/Na de las hojas con distinto grado
de madurez, con una reduccion de 4 y 5 veces en la HE y HeE, respectivamente. Los
valores de esta variable en ambos genotipos indicaron que bajo el estrés salino, la
concentracion de Ca* superd a la de Na*en la HE (Ca/Na>1) y lo contrario ocurrié
en la HeE (Ca/Na<1). La interaccion significativa de los factores salinidad, genotipo
y madurez foliar indicé el efecto diferencial de éstos sobre la relacién Ca/Na a nivel
foliar (Tabla 7 y Figura 6).

Al comparar los 6rganos evaluados se detect6 que en las plantas del grupo control
de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, la HE present6 una relacion Ca/Na superior a la HeE
y esta Ultima fue similar a la observada en el sistema radical, mientras que en las
plantas tratadas con sales, esta relacién fue mayor en la HE, sequido de la HeE y
finalmente en la raiz; esta tendencia sugiere que existe mayor transporte del Ca*?
respecto al Na* hacia las hojas, principalmente hacia la HE. El efecto de las sales
sobre el comportamiento de esta variable en los distintos érganos de ambos genotipos
fue expresado en la interaccion de estos factores (Tabla 7 y Figura 7).

La relacion Ca/Na en el tejido radical de las plantas estresadas los genotipos de
cebolla, indic6 mayor acumulacién de Na* sobre el Ca*? lo cual podria ser
consecuencia del conocido efecto antagdnico del primer i6n sobre la absorcion del
segundo ion. A pesar que las sales utilizadas en la presente investigacion incluyeron
Ca*? el sistema radical mostré una reduccién importante en la relacién Ca/Na
respecto al tratamiento control, la cual fue mas acentuada en el genotipo ‘Texas 502’
que en ‘Granex 429°. El efecto diferencial de la salinidad sobre esta relacion entre
los genotipos de cebolla, denota que bajo estrés salino, la raiz de ‘Texas 502" fue méas
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Tabla 7. Relacion Ca/Na en la raiz y en hojas con distinto grado de madurez
de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Factores Raiz Hoja
Solucidn de riego (S)
Control 2.16 2 4.63°
Salino 0.24° 0.89°
Genotipo (G)
“Texas 502’ 1.28% 2.89°
‘Granex 429’ 1.11° 2.62°
Organo (O)
Raiz 1.20°¢
Hoja expandida 3.94°
Hoja en expansion 1.57°
Probabilidad de interaccion
SxG 0.000 ™ 0.000 ™
OxSxG 0.022 "

Letras distintas en la misma columna indican diferencias segin prueba de medias de Tukey
(P<0.05). La probabilidad de interaccidn se muestra como altamente significativa (***) o no
significativa (ns).
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Figura 6. Relacion Ca/Na en la raiz y hojas con distinto estado de madurez en dos genotipos
de cebolla sometidos a estrés salino. Letras distintas indican diferencia significativa (P<0.05)
de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
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afectada en su capacidad de acumular Ca*?, en presencia de Na*, que las raices de
‘Granex 429’ (Figura 5), dado que ambos mostraron concentraciones similares de
Na" en este 6rgano (Figura 1).

Los resultados descritos en cuanto al comportamiento de la relacién Ca/Na en el
tejido radical de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ ante las sales, coinciden con lo
encontrado por Cantrell y Linderman (2001) en la raiz de plantas de cebolla
sometidas a estrés salino, destacando el predominio de la acumulacién de Na* sobre
el Ca* La salinidad también ha propiciado la reduccién en la relacién Ca/Na
respecto al control, en el sistema radical de trigo (Ashraf y Khanum, 2000), sorgo
(Lacerda et al., 2001; Netondo et al., 2004), arroz (Hussain et al., 2003; Kumar et al.,
2008) y maiz (Mansour et al., 2005).

El efecto diferencial de las sales sobre la relacion Ca/Na en el tejido radical de
‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, podria influenciar parcialmente en el grado de
sensibilidad a las sales que presentan estos genotipos de cebolla, ya que la
disminucién en esta relacion fue de mayor magnitud en ‘Texas 502 respecto a
‘Granex 429’. En el caso de cultivares con distinto comportamiento ante la salinidad
de maiz (Eker et al., 2006) y arroz (Kumar et al., 2008), también se ha descrito una
mayor reduccion en esta variable, en los cultivares mas sensibles a las sales, los
cuales demuestran menor capacidad de acumular Ca*?, en presencia de Na*, en

comparacion a los menos sensibles.

En cuanto al tejido foliar, la salinidad provoc6 un descenso en la relacion Ca/Na
en ambos genotipos, sin embargo, en las HeE este efecto fue mas severo en ‘Texas
502’ que en ‘Granex 429°, lo que podria contribuir a explicar la sensibilidad
diferencial que éstos manifiestan ante las sales; la tendencia observada en las hojas
evaluadas los materiales probados, coincidid con lo encontrado por Cantrell y
Linderman (2001) y Miyamoto et al. (2008) en el tejido foliar de plantas de cebolla
sometidas a estrés salino, aunque estos ultimos autores no detectaron diferencias en
los valores de esta relacion, entre dos cultivares con distinto grado de sensibilidad
ante las sales.
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El efecto diferencial de la salinidad sobre la relacién Ca/Na, en la HeE de ‘Texas
502’ y ‘Granex 429’, se asemeja a lo observado en el tejido foliar de genotipos de
trigo con distinto comportamiento ante el estrés salino, en los que Ashraf y Khanum
(2000) encontraron una reduccién en dicha relacion en presencia de sales, siendo ésta
mas evidente en el genotipo de mayor sensibilidad a la salinidad. Asimismo, en
gentipos de otros cultivos como sorgo (Lacerda et al., 2001), cebada (Wei et al.,
2003) y arroz (Kumar et al., 2008), la relacidn entre estos iones ha sido asociada con
la tolerancia a la salinidad, siendo los materiales menos sensibles los que manifiestan

mayor capacidad de acumular Ca*? en presencia de Na* a nivel foliar.

Cabe destacar que el mantenimiento, o bien, el incremento en la relacion Ca/Na en
los tejidos cuando las plantas son sometidas a estrés salino, favorece la continuidad
de las funciones metabdlicas en las que interviene el Ca*?, entre las que destaca la
preservacion en la integridad de las membranas y en la propiedad de selectividad de
las mismas, asi como el papel que cumple el Ca*? soluble en el ajuste osmético al
acumularse principalmente en la vacuola, por lo cual una alta relacion Ca/Na se ha
asociado a la tolerancia a las sales (Rengel, 1992; Marschner, 1999; Cramer, 2002;
Shabala et al., 2005). Por el contrario, la reduccién en la relacion foliar Ca/Na de los
genotipos de cebolla sometidos a estrés salino, sugiere una posible restriccion en la
participacion del Ca*? en los procesos antes mencionados, principalmente en la HeE
de ‘“Texas 502’ que mostro los valores mas bajos de esta variable.

4. Relacion Na/Cl en tejido radical y foliar

En condiciones no salinas la relacion Na/Cl en el sistema radical de ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’, mostrd valores similares e indico el predominio de la acumulacién de
CI" respecto al Na* (Na/Cl<1); en la raiz de las plantas estresadas por sales, se
mantuvo esta tendencia en dicha relacién, aunque ésta se redujo 6 y 7.5 veces en
comparacion a lo observado en el tratamiento control en “Texas 502’ y ‘Granex 429’,

respectivamente; no obstante, ambos genotipos presentaron valores similares entre si
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de esta variable en condiciones salinas, lo cual se reflejé en la no interaccion entre los

factores involucrados (Tabla 8 y Figura 7).

En el tejido foliar de las plantas no estresadas, la concentracion de CI™ superd la de
Na® (Na/Cl<1), principalmente en la HE, en la que se observd menor valor de la
relacion Na/Cl en comparacion a la HeE en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’. La
aplicacion de la solucion salina provoco un aumento en la misma, aunque se mantuvo
la tendencia Na/Cl<1 en los dos tipos de hoja evaluadas; en la HE tal incremento fue
similar en ambos genotipos, mientas que en la HeE éste fue de 3.4 y 2.2 veces que el
control en “Texas 502° y ‘Granex 429’°, respectivamente. Estos resultados indicaron
que a pesar que hubo mayor contenido de CI” en comparacion al Na*, el incremento
en la acumulacion de Na* respecto al tratamiento control, fue superior al mostrado

por el CI'.

La relacion Na/Cl en el sistema radical superd a la encontrada en el tejido foliar,
principalmente en condiciones salinas, lo que sugiere que hubo prevalencia en el
transporte de CI', respecto al Na*, hacia la parte aérea de la planta. No obstante, el
aumento en esta relacion observado en ambos érganos por efecto de las sales, reflejo
un incremento en la acumulacion de Na* de mayor magnitud, que la observada en el
caso del CI'; ademas, el valor de la relacion Na/Cl<1 tanto en la raiz como en la hoja
de las plantas estresadas, indicd que se mantuvo el predominio del anién CI” respecto
al cation Na*, especialmente en las hojas adultas de ambos genotipos, por presentar el
valor mas bajo (Tabla 8 y Figura 7).

El efecto de las sales sobre la relacion Na/Cl en el tejido radical de “Texas 502’
y “‘Granex 429’, concuerda con lo descrito por Cantrell y Lindermann (2001), quienes
detectaron una Na/Cl<1 en condiciones no salinas y que a pesar del aumento en la
misma por efecto de las sales, se mantuvo el predominio del CI” respecto al Na*. Sin
embargo, cabe destacar que tanto en la presente investigacion, como en la realizada
por dichos autores, el ascenso en la relacion Na/Cl, indicd que la salinidad provoco
un incremento de mayor magnitud en la acumulacion de Na*, en comparacion a la

observada en CI', lo cual podria suponer un mayor efecto toxico del Na* que del CI".
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Tabla 8. Relacion Na/Cl en la raiz y en hojas con distinto grado de madurez de
dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino.

Factores Raiz Hoja
Solucion de riego (S)
Control 0.13° 0.15°
Salino 0.84° 0.45%
Genotipo (G)
“Texas 502’ 0.49° 0.31°
‘Granex 429’ 0.47° 0.24°
Organo (O)
Raiz 0.48°
Hoja expandida 0.21°¢
Hoja en expansion 0.37°
Probabilidad de interaccion
SxG 0.612 ™ 0.001 ™
OxSxG 0.012 "

Letras distintas en cada columna indican diferencia significativa seguin prueba de medias de
Tukey (P<0.05). La probabilidad de interaccion se indica como significativa (*) altamente
significativa (**) o no significativa (ns).
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Figura 7. Relacion Na/Cl en la raiz y hojas con distinto estado de madurez en dos
genotipos de cebolla sometidos a estrés salino. Letras distintas indican diferencia
significativa (P<0.05) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
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Asimismo, Silva et al. (2003) encontraron en la raiz de frijol, una relacién Na/Cl<1,
y un aumento mas evidente en el contenido de Na* respecto al observado en CI por

efecto de las sales.

A diferencia de lo observado en la relacion Na/Cl en la raiz de los materiales
genéticos aqui estudiados, en el sistema radical de genotipos de cebada (Wei et al.,
2003) y arroz (Kumar et al., 2008), se ha encontrado que el valor de la relacion Na/Cl
es mayor que uno, tanto en condiciones salinas como no salinas, lo que indica que en
estos cultivos la acumulacion radical de Na* es superior a la de CI" y que ademas esta

diferencia en la absorcion de ambos iones, se hace mayor por efecto de la salinidad.

Los resultados sobre la relacion Na/Cl en el tejido foliar de los dos tipos de hoja
evaluados en ‘Texas 502’ y “Granex 429°, se corresponden con los obtenidos por
Cantrell y Linderman (2001) y Miyamoto et al. (2008), en hojas de plantas de cebolla
sometidas a estrés salino, en las que encontraron un aumento en esta relacién,
manteniendo la relacién Na/Cl <1. No obstante, al igual que lo indicado en la raiz, el
incremento en esta relacion por efecto de las sales observada en el tejido foliar,
sugiere un ascenso mas evidente en el contenido de Na respecto al mostrado por el
CI'. De manera similar, en otros cultivos como en sorgo (Lacerda et al., 2001),
cebada (Wei et al., 2003), parchita (Cruz et al., 2006), frijol (Lacerda et al., 2006) y
tomate (Ahmed et al., 2009), se ha determinado mayor acumulacion de CI" respecto
al Na* a nivel foliar; especialmente el algunos cultivos como los citricos (Munns y
Tester, 2008), se ha establecido como una caracteristica asociada a la tolerancia ante
las sales, la capacidad de regular la concentracion de CI” en el tejido foliar, el cual

muestra mayor tendencia en alcanzar concentraciones toxicas que el Na™.

La relacion Na/Cl fue mayor en la HE, respecto a la HeE, en ambos genotipos de
cebolla evaluados, siendo indicativo de una acumulacion preferencial de Na’,
respecto al CI" en las hojas adultas; asimismo podria sugerir que se presenta una alta
tasa de transporte de CI” en comparacion al Na*, desde hojas maduras hacia las mas
jovenes; tal diferencia también se ha encontrado entre hojas con distinto grado de
madurez en plantas de sorgo (Lacerda et al., 2001), cebada (Wei et al., 2003),
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parchita (Cruz et al., 2006), frijol (Lacerda et al., 2006) y cafia de azucar (Garcia y
Medina, 2009), entre otros. Esta tendencia podria reflejar que las raices restringen
mas eficientemente el transporte de Na* hacia las hojas, que en el caso de CI', o estar
asociada a las caracteristicas del anién CI', que le confiere mayor movilidad y por
ende mas posibilidad de transporte en comparacion al Na®, acumulandose
principalmente en el tejido foliar en crecimiento (Marschner, 1999; Guohua et al.,
2000).

Al comparar la relacion Na/Cl en la raiz con el valor de ésta en la HE y HeE de
‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, se evidencid que los érganos evaluados coinciden en la
acumulacion predominante del CI" sobre el Na*. En condiciones salinas el valor de
esta variable en el tejido radical, fue superior al obtenido en el tejido foliar, lo cual
sugiere que ocurre un mayor transporte del CI', en comparacion al Na*, desde la raiz
hacia la parte aérea de la planta. Ademas, el efecto de las sales sobre la relacion
Na/Cl evidenci6 que hubo un mayor incremento del Na® respecto al CI,

principalmente en el tejido radical.

Con base en los resultados discutidos en este capitulo, puede indicarse que el
efecto adverso de las sales sobre el crecimiento de ‘Texas 502° y ‘Granex 429’,
podria ser causado, al menos parcialmente, por el incremento en la acumulacion de
los iones Na* y CI observado tanto en el tejido radical como en el foliar de ambos
genotipos. Dado que el contenido de Na* aumentd en mayor magnitud respecto a los
valores constitutivos de cada genotipo, en comparaciéon con lo observado en la
acumulacion de CI, es posible que el cation haya alcanzado concentraciones que
induzcan el efecto toxico, afectando el funcionamiento de las membranas y los
procesos metabdlicos fundamentales de las células (Rengel, 1992; Cramer, 2002;

Tester y Davenport, 2003).

Adicionalmente, se evidenciaron diferencias en la acumulacion y distribucién de
las sales entre 6rganos en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, las cuales se corresponden con
el mayor y menor grado de sensibilidad a la salinidad que éstos manifiestan,
respectivamente. El genotipo Granex 429, ademas de presentar menor concentracion
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de Na" a nivel foliar respecto a ‘Texas 502°, mostré un gradiente decreciente en el
contenido de este cation entre la raiz, la HE y la HeE, lo cual podria representar un
mecanismo de exclusién que reduce el riesgo de toxicidad en los tejidos foliares en
crecimiento (Wei et al., 2003; Munns y Tester, 2008). Ese gradiente en la
acumulacion de Na* no fue observado en ‘Texas 502, lo que sugiere que la menor
sensibilidad ante la salinidad que manifiesta ‘Granex 429’, podria estar asociada con
la distribucion preferencial de Na* en el tejido radical y hojas adultas. Por el contrario,
los resultados sobre el contenido de CI en el tejido radical y foliar de los genotipos de
cebolla evaluados, no reflejaron una asociacion clara con el comportamiento

diferencial a la salinidad que muestran “Texas 502’ y ‘Granex 429’.

Por otra parte, el tratamiento salino provoc6 un desbalance nutricional
principalmente en ‘Texas 502, evidenciado con la reduccion en el contenido de K™y
Ca*? en la raiz, y con la disminucién en la acumulacion foliar de K* en presencia de
Na®, mientras que ‘Granex 429’ s6lo mostré descenso en el contenido de K*, tanto en
el tejido radical como foliar. Ademas, la influencia de las sales sobre la reduccion en
la relacion K/Na, fue més severa en la HeE de “Texas 502’ que en la de ‘Granex 429’
y el descenso observado en la relacion Ca/Na inducido por la salinidad, fue mas
pronunciado en ‘Texas 502 que en ‘Granex 429’, tanto en el sistema radical como en
la HeE, sugiriendo menor capacidad de retener K* y Ca*? en presencia de Na* por
parte del primer genotipo en comparacion con el segundo.

Las diferencias encontradas principalmente en el tejido foliar en crecimiento
activo entre ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, podrian estar asociadas con el mayor grado
de sensibilidad al estrés salino que éstos manifiestan, debido a que con ello se genera
una restriccién en la disponibilidad del i6n K*, asi como de Ca*?, que afectarfa las
funciones metabdlicas fundamentales en las que ambos iones participan (Rengel,
1992; Cramer, 2002; Shabala et al., 2005), lo cual seria mas evidente en ‘“Texas 502’

en comparacion a ‘Granex 429’.

El comportamiento diferencial ante las sales de los genotipos de cebolla evaluados,
también podria vincularse con la mayor selectividad en la absorcion y transporte de
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K*. El indice Sk.na en el sistema radical de ‘Texas 502, reflejé mayor selectividad en
la absorcion de K* en presencia de alta concentracion externa de Na*, en comparacion
con ‘Granex 429’; sin embargo, este ultimo genotipo mostr6 un valor superior de este
indice a nivel foliar, especificamente en la HeE, lo que denota mayor capacidad para
retener K*, en presencia de Na* en el sustrato. Tal selectividad es especialmente
relevante cuando ocurre en los tejidos en crecimiento, dada la vulnerabilidad que

éstos manifiestan ante el efecto adverso de las sales (Munns y Tester, 2008).

En este sentido, se considera que la exclusion de sales hacia la hoja adulta, asi
como la capacidad de mantener una mayor relacion K/Na y Ca/Na en los tejidos
foliares en crecimiento, podrian influenciar el menor grado de sensibilidad a las sales

que muestra ‘Granex 429’ respecto a ‘Texas 502°.
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V. CONCLUSIONES

1.

La capacidad de mantener un gradiente decreciente en el contenido de Na®, desde
la raiz hacia la hoja en expansion, en ‘Granex 429’ bajo condiciones salinas,
representd un mecanismo de exclusion que reduce el riesgo de toxicidad de este
ion en los tejidos foliares en crecimiento, y podria asociarse con la menor
sensibilidad que presenta este genotipo, respecto a ‘Texas 502’ ante las sales

utilizadas en este estudio.

La reduccion en la acumulacion de K* inducida por la salinidad, tanto en la hoja
expandida como en la hoja en crecimiento de ‘Texas 502°, reflej6 una mayor
restriccion en el transporte de este idn hacia los 6rganos aereos en relacion a
‘Granex 429’, el cual mostr6 una disminucion menos severa en el contenido
foliar de K", pudiendo influenciar en la sensibilidad diferencial ante las sales de

ambos genotipos.

El incremento en el contenido de Ca*? por incidencia de las sales, en la raiz y en
la hoja expandida de ‘Granex 429’, supone una ventaja respecto a ‘“Texas 502’,
cuya concentracién de Ca*? en el tejido radical disminuy6 y la acumulacién foliar

de éste se se mantuvo estable en condiciones de salinidad.

Bajo estrés salino, la acumulacién de CI" en la raiz y en las hojas con distinto
grado de madurez de ‘Texas 502" y ‘Granex 429’, no permitié explicar la

sensibilidad diferencial ante la salinidad de ambos genotipos.

La disminucién en la relacién K/Na en la raiz de ‘Texas 502 y ‘Granex 429’
provocada por la salinidad, evidencié el efecto antagonistico del Na* sobre la
absorcion de K* (K/Na<1). En el tejido foliar tal reduccion fue menos severa que
en el radical (K/Na>1) y reflejo diferencias entre genotipos sélo en la hoja en
expansion, siendo ‘Texas 502’ el que mostré6 mayor grado de afectacion en dicha
relacion, correspondiéndose con su alta sensibilidad ante las sales, respecto a
‘Granex 429’.
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El andlisis del indice Skna mostrd que en la raiz de ‘Granex 429’ ocurre una
retencion de Na’, en relacion al K*, bajo condiciones salinas, asi como un
transporte preferencial de K, respecto al Na* hacia el tejido foliar en crecimiento
activo, lo cual no fue observado en ‘Texas 502°, por lo que se considera una
respuesta favorable para enfrentar la salinidad por parte del primer genotipo.

El efecto diferencial de las sales sobre la relacion Ca/Na en la raiz y la hoja en
expansion de los genotipos evaluados, indico que ‘Texas 502 presenta menor
capacidad para acumular Ca*? respecto al Na* en comparacion a ‘Granex 429’.

En incremento en la relacion Na/Cl en la raiz y las hojas de ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’ por efecto de las sales, reflejo que la absorcion de Na* aumentd en
mayor magnitud que la de CI, existiendo mas posibilidad de que el catidn
alcance concentraciones toxicas; esta tendencia fue mayor en ‘Texas 502’ que en

‘Granex 429’, especificamente en el tejido foliar en crecimiento.
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CAPITULO III

DANO OXIDATIVO Y COMPORTAMIENTO DEL SISTEMA
ANTIOXIDANTE EN DOS GENOTIPOS DE CEBOLLA SOMETIDOS A
ESTRES SALINO

. INTRODUCCION

La salinidad es uno de los principales factores ambientales que limitan la
productividad agricola debido a la sensibilidad que manifiestan la mayoria de las
plantas cultivadas ante este tipo de estrés (Maas, 1990). Las sales provocan
alteraciones de procesos fisiologicos fundamentales, basicamente debido al efecto
osmético y al efecto idnico especifico que éstas producen, lo que a su vez
desencadena deéficit hidrico, toxicidad ionica y desbalances nutricionales en la planta
(Munns, 2002a,b; Tester y Davenport, 2003). Producto del desequilibrio metabdlico
generado por dichos efectos, ocurre el estrés oxidativo, el cual se inicia con la
proliferacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como oxigeno singlete
(*0, ), i6n superéxido (O,-), peréxido de hidrégeno (H,O,) y radical hidroxilo
(‘OH); el incremento de estas ROS provoca dafios estructurales a diferentes
biomoléculas, pérdida en la integridad en las membranas y en casos extremos
ocasiona muerte celular (Shalata y Tal, 1998; Bartels y Sunkan, 2005). Todos estos
efectos repercuten negativamente en el desarrollo de la planta y consecuentemente

reducen su productividad.

Entre los mecanismos que se han relacionado con la propiedad de tolerar
condiciones de salinidad, se encuentra la funcién protectora del sistema antioxidante,
mediante la accién de un conjunto de metabolitos de naturaleza enzimatica o no
enzimatica, capaces de controlar la sobreproduccién de ROS, reduciendo asi el riesgo
de dafio oxidativo (Sairam y Tyagi, 2004). El comportamiento del sistema
antioxidante de las plantas es muy diverso y puede actuar de manera diferencial ante
la salinidad; en algunos casos se incrementa la actividad y/o contenido de los
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compuestos con funcion protectora, mientras que en otros casos puede ocurrir lo
contrario, provocando la proliferacion de ROS, lo cual repercute en una menor
proteccion de los tejidos sometidos a estrés y consecuentemente en un mayor dafio
oxidativo de éstos, que puede reflejarse en una variacion en el grado de tolerancia

inter e intra especifico (Hernandez et al. 2001; Mittova et al. 2004).

Con base en los sefialamientos anteriores, se consideré de interés investigar el
grado de dafio oxidativo y la respuesta de algunos componentes del sistema
antioxidante en dos genotipos de cebolla sometidos a estrés salino, a fin de
determinar su relacion con la diferencia en sensibilidad ante la salinidad que

presentan estos materiales.

Objetivo General

Estudiar el efecto de la salinidad sobre el dafio oxidativo y algunos componentes
del sistema antioxidante en la raiz y la hoja de dos genotipos de cebolla.

Objetivos especificos:

1. Determinar el grado de peroxidacion lipidica y la fuga de electrolitos como
indicadores de dafio oxidativo inducido por el estrés salino.

2. Determinar la influencia de la salinidad en el contenido del ascorbato y

glutation, asi como en sus estados redox.

3. Evaluar el efecto de las sales sobre la actividad total de la enzima superdxido
dismutasa, en la fraccion simpléstica y apoplastica del tejido radical y foliar,

identificando las isoenzimas presentes en cada compartimiento.

4. Evaluar el efecto de las sales sobre la actividad de la enzima peroxidasa y
catalasa, en la fraccion simplastica y apoplastica del tejido radical y foliar.
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I1. REVISION DE LITERATURA

El estrés oxidativo es considerado un estrés secundario que se presenta en los seres
aerdbicos, como consecuencia de las alteraciones metabdlicas inducidas por factores
bidticos o abioticos (Khan y Panda, 2008). Este tipo de estrés se genera por la
proliferacion de una serie de radicales libres y moléculas reactivas altamente toxicas,
conocidas como especies reactivas de oxigeno o0 mas comdnmente por sus siglas en
inglés ROS (Reactive Oxygen Species); las distintas ROS son producidas por la
transformacion del oxigeno al sufrir cambios en su estructura o recibir electrones
adicionales (Mittler, 2002; Sairam y Tiagy, 2004; Halliwell, 2006).

El oxigeno se encuentra en la atmdsfera como una molécula diatbmica en un
estado estable, pero quimicamente constituye un radical libre que presenta dos
electrones no apareados, cuya disposicion obliga a recibir un electrén a la vez. Este
proceso de reduccion monoelectronica del oxigeno atmosférico, produce
sucesivamente diferentes ROS que representan distintos estados de reduccion del
mismo e incluyen el i6n superoxido (O-), radical hidroxilo (OH’) y perdxido de
hidrogeno (H.0,). Otra ROS que se genera frecuentemente es el oxigeno singlete
(*0,); éste no proviene de un proceso de reduccion, sino que es generado por un
impulso de energia que reordena los electrones del dltimo orbital de la molécula de
oxigeno, alcanzando un estado altamente reactivo (Mittler, 2002; Apel y Hirt 2004;
Halliwell, 2006).

Las ROS son producidas de manera constante y controlada en el metabolismo
celular, a partir de diferentes procesos que involucran reacciones de oxido-reduccion,
por lo que se consideran importantes en el mantenimiento de la homeostasis redox
(Foyer y Noctor, 2005; 2009). Sin embargo, la proporcién de ROS puede aumentar
por efecto de factores estresantes tanto bidticos como abioticos, lo que desencadena
dos respuestas principales: (a) las ROS producidas adicionalmente pueden operar
como sefalizadores, activando procesos moleculares relacionados con los
componentes que regulan la generacion de las mismas, para que se activen de manera

oportuna y eficiente como mecanismo de tolerancia ante el factor estresante (Foyer y



118

Noctor, 2005; Halliwell, 2006; Jaleel et al., 2009); (b) la proliferacion de ROS podria
exceder la capacidad protectora de los componentes reguladores de su produccion,
provocando estrés oxidativo, lo que a su vez promueve procesos degenerativos de
biomoléculas, tales como peroxidacion de lipidos (Shalata y Tal, 1998; Silveira et al.,
2005), oxidacion de aminoéacidos y fragmentacion de proteinas (Bartels y Sunkan,
2005), inhibicion de actividad enzimética (Gueta-Dahan et al., 1997) y dafios en

acidos nucleicos (Sairam y Tiagy, 2004).

1. Produccion de ROS bajo condiciones de estrés salino

La proliferacién de ROS en plantas sometidas a estrés salino, se produce durante la
transferencia de electrones en diferentes rutas metabdlicas en cloroplastos,
mitocondrias, peroxisomas, citosol y apoplasto (Hernandez et al., 2001; Vranova et
al., 2002), siendo en los dos primeros organelos donde se producen la mayor
proporcion de ROS (Bartels y Sunkan, 2005).

La salinidad, asi como otros estreses ambientales, propicia el cierre estomatico en
las hojas, lo que reduce la relacion CO,/O; intercelular por la restriccion en el ingreso
de COg; el desequilibrio en dicha proporcidn, inhibe el funcionamiento del ciclo de
Calvin, disminuyendo el consumo de NADPH e impidiendo la formacion del NADP,
que es el aceptor final de electrones en los cloroplastos, lo que provoca un excedente
de electrones que son captados por el O,, con la consecuente proliferacion de ROS
(Arora et al., 2002; Tausz et al., 2004).

Asimismo, durante condiciones de estrés salino puede incrementar la fuente de
ROS proveniente del fotosistema | en los cloroplastos, donde ocurre una sobre-
reduccién de la cadena transportadora de electrones y uno de sus componentes, las
ferredoxinas, transfiere al O, el electrén que lo transforma en O,-", lo que se conoce
como reaccibn de Mehler o ciclo del agua; este radical puede dismutar
espontaneamente o con intervencion enzimética para producir H,O,, (Noctor y Foyer,
1998; Smirnoff, 2000; Tausz et al., 2004). Al mismo tiempo, la energia luminica

absorbida en el fotosistema Il excede la utilizada en la fotosintesis, por el descenso de
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la asimilacion de COg; tal excedente energético es disipado en forma de calor vy el
restante es absorbido por las moléculas de clorofila, las cuales pasan a un estado de
sobreexcitacion formando tripletes, que en contacto con el O, alteran la conformacién
orbital de sus electrones, transformandolo en oxigeno singlete O, (Halliwell, 2006).
Este proceso es denominado por algunos autores foto-oxidacion (Smirnoff, 2000;
Tausz et al., 2004; Vranova et al., 2002; Ashraf, 2008) y es considerado una via que
protege la fotoinhibicion del aparato fotosintético (Apel y Hirt 2004).

Adicionalmente, el incremento en la proporcion interna de oxigeno generada por el
cierre estomatico, promueve el proceso de fotorrespiracion catalizado por la Rubisco,
que al igual que la foto-oxidacion constituye una alternativa para evitar la
fotoinhibicion en los cloroplastos. Esta enzima tiene actividad carboxilasa y
oxigenasa segun se presente la proporcion CO,/O,; en condiciones no estresantes
tiene funcion carboxilante sobre la ribulosa 1,5 bifosfato durante el ciclo de Calvin,
pero cuando aumenta la concentracion de oxigeno, actla como oxigenasa sobre el
mismo sustrato e inicia la ruta de la fotorrespiracion, que involucra una serie de
reacciones que se llevan a cabo en cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias; entre
estos procesos se destaca la accién de la glicolato-oxidasa localizada en los
peroxisomas, la cual produce glioxilato y H,O,, siendo la principal fuente de esta
ROS (Noctor y Foyer., 1998; Arora et al., 2002; Foyer y Noctor, 2009).

Cabe destacar que las investigaciones relacionadas con los procesos oxidativos en
el tejido radical de plantas estresadas por sales, son menores en relacion a los estudios
orientados en tejidos aéreos (Apel y Hirt, 2004; Azevedo-Neto et al., 2005; Hamed et
al. 2007); sin embargo, se conoce que los organelos que participan como fuente
principal de ROS en las raices, son las mitocondrias y peroxisomas, por lo cual la
proliferacién de las mismas se asocia con alteraciones en el proceso de respiracion
celular (Mittova et al., 2000 y 2004; Shalata et al., 2001).

Cuando la planta esta sometida a estrés salino, tanto el efecto osmético como el
efecto ionico de las sales, provocan la reduccion en la tasa de crecimiento y en

consecuencia disminuye el consumo de energia, produciéndose un excedente que
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induce una sobre-reduccion en la cadena transportadora de electrones de la membrana
mitocondrial durante el proceso respiratorio, los cuales se dirigen desde la ubiquinona
y el citoromo ¢ hacia el O, que se convierte en O,-". Asimismo, en la region de la
flavoproteina o en los centros de proteinas ferrosulfuradas del complejo I NADH-
oxidasa, ocurre la reduccion directa del O, y su transformacion a O,-" (Arora et al.,
2002; Mittler, 2002). Estos radicales son posteriormente dismutados espontaneamente
0 por accién enzimatica, produciendo H,O; la proliferacién de esta Gltima ROS en
las mitocondrias por efecto de la salinidad, ha sido determinada tanto en el tejido
radical (Mittova et al., 2004;) como en el foliar (Hernandez et al., 1993; Mittova et
al., 2003).

Por otra parte, tanto el O,-" como el H,O, generados por las diferentes vias en los
distintos compartimentos celulares, pueden reaccionar con metales reductores como
el Fe** 0 el Cu*, los cuales acttian en forma de quelatos donadores de electrones, en la
Ilamada reaccion Fenton 6 Haber-Weiss, produciendo el radical OH ", que es una
ROS con mayor potencial oxidante (Sairam y Tiagy, 2004; Prasad, 2004; Halliwell,
2006).

El desbalance nutricional inducido por el efecto idnico de las sales, involucra la
disminucion en la acumulaciéon de Ca*? lo cual podria afectar distintos procesos
metabdlicos en los que participa este ion esencial, entre los que destaca la sintesis de
la enzima NAD-quinasa que cataliza la transformacion del NAD" en el NADP, siendo
este ultimo el receptor principal de electrones en el PSI en los cloroplastos, por lo que
su inhibicion propicia la desviacién de dichos electrones hacia el O,, con la
consecuente produccion de ROS (Marschner, 1999; Schmitz-Eiberger et al., 2002).

El estrés salino también promueve la proliferacion de ROS en la fraccion
apoplastica del tejido radical (Hernandez et al., 2010) y foliar (Hernandez et al.,
2001; Yamamoto et al., 2005), como resultado de las diferentes alteraciones
metabdlicas que afectan la transferencia de electrones en la interfase membrana-pared
celular, donde se considera que se inician las manifestaciones de este tipo de estrés

(Hernandez et al., 2001). En la fraccidn extracelular, las ROS pueden generarse por la
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accion de constituyentes redox presentes en la membrana plasmatica como la
NADPH-oxidasa, que cataliza la produccion de O,-" mediante la reduccion del Oy,
utilizando NADPH como donador de electrones; esta enzima ha sido vinculada
principalmente con procesos de estrés bidtico, durante los cuales es estimulada
provocando la proliferacion de O,-", que actia como sefializador desencadenando la
activacion de los mecanismos de respuesta ante el ataque de patdgenos; se considera
que las alteraciones electroquimicas que ocurren en la fraccion apoplastica de los
tejidos cuando la planta es sometida a condiciones de salinidad, también estimulan la
accion de la NADPH-oxidasa, con la consecuente sobreproduccion de Oy
(Hernandez et al., 2001; Foyer y Noctor, 2009).

Asimismo, se ha sugerido que en condiciones de estrés salino, podria
incrementarse la produccién de H,0, en el apoplasto de tejidos foliares, a partir de la
oxalato-oxidasa que cataliza la oxidacidn del oxalato presente en las paredes celulares
a CO, y H,0O, (Smirnoff, 1996; Hernandez et al., 2001; Mittler et al., 2004); la
activacion de esta enzima ocurre en respuesta a variaciones en el pH de la fraccién
apoplastica, generando una sobreproduccion de dicha ROS (Pignocchi y Foyer, 2003),
tal como se ha descrito en plantas expuestas a factores ambientales estresantes como
el ozono (Schraudner et al., 1998).

2. Dafo oxidativo causado por las ROS en condiciones de estrés salino

Las ROS inducen procesos degenerativos en biomoléculas, como la peroxidacion
de lipidos (Shalata y Tal, 1998; Silveira et al., 2005), oxidacion de amino&cidos y
fragmentacion de proteinas (Bartels y Sunkan, 2005), inhibicién de actividad
enzimatica (Gueta-Dahan et al., 1997), dafios en acidos nucleicos (Sairam y Tiagy,
2004) y en la molécula de clorofila (Hernandez et al., 2001; Yasar et al., 2008).

En los cloroplastos, el O,-" inhibe la sintesis de proteinas integrales de la
membrana de los tilacoides, vinculadas al sistema colector de energia y reduce la
propiedad reparadora del fotosistema 11 (Apel y Hirt, 2004; Bartels y Sunkan, 2005).
En comparacion con otras ROS, el O,-" tiene una capacidad reactiva media, presenta
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un tiempo de vida en el rango de milisegundos y puede reaccionar consigo mismo o
como sustrato enzimético generando en ambos casos H,O, (Mittler, 2002; Prasad,
2004).

El H,O, es menos reactivo y mas estable que otros intermediarios de la reduccion
del oxigeno, lo cual lo hace més facilmente detectable, ademas se caracteriza por ser
permeable a las membranas, por lo que no se confina en compartimentos celulares.
Esta ROS puede causar oxidacion de compuestos de sulfidrilo, residuos de metionilo
en proteinas, peroxidacion de &cidos grasos poli-insaturados, ruptura del ADN e
inactivacion de enzimas con grupos tiol (Prasad, 2004). El radical OH" es
considerado mas citotoxico que el H,O, y el O,-", debido a la intensidad del deterioro
que causa a las moléculas de clorofila, asi como a diversas proteinas, lipidos y al
ADN (Sairam y Tiagy, 2004).

Por efecto de las distintas ROS, las membranas celulares en general pueden sufrir
peroxidacion de &cidos grasos poli-insaturados, que son transformados en radicales
peroxil, capaces de generar una reaccion oxidativa en cadena con estos componentes
de membrana, afectando la estructura y propiedades de las mismas al perder su
integridad y aumentando su permeabilidad (Khan y Panda, 2008); este efecto adverso
provoca el incremento en la liberacion de iones y solutos desde el interior de las
células, conocido también como fuga de electrolitos (Dionisio-Sese y Tobita, 1998;
Shalata et al., 2001; El-baky et al., 2003). El dafio oxidativo inducido por el estrés
salino, se ha vinculado con el aumento en el grado de peroxidacion de lipidos y en la
fuga de electrolitos desde los tejidos (Sairam y Tyagi, 2004; Mittova et al, 2004).

Adicionalmente, en condiciones salinas el dafio causado por ROS sobre las
membranas celulares, podria intensificarse por la disminucién en la absorcion de Ca*?,
producto del antagonismo que exhibe este cation con el Na*, afectando la integridad
de las membranas y haciéndolas més sensibles al dafio oxidativo causado por las ROS
(Schmitz-Eiberger et al., 2002). Asimismo, el incremento en la acumulacion de Na* y
CI' que muestran los tejidos cuando las plantas son expuestas a un medio salino,

provoca el deterioro de la estructura de la bicapa de la membrana plasmatica, lo cual
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se agudiza con la proliferacion de ROS (Khan y Panda, 2008).

El incremento en el grado de peroxidacién lipidica se ha observado en el tejido
radical de plantas bajo condiciones salinas; Shalata et al. (2001) determinaron que las
sales provocaron dafio oxidativo, lo cual se reflejé en un aumento en la peroxidacion
lipidica en la raiz de plantas de tomate sometidas a estrés salino durante 20 dias,
respecto a lo mostrado por las plantas no estresadas. Este efecto de las sales también
fue descrito por Khan y Panda (2008), en la raiz de cultivares de arroz con
comportamiento diferencial ante la salinidad, siendo el incremento en el grado de
peroxidacion de lipidos superior en un cultivar sensible, que en otro mas tolerante a
las sales, lo que sugiere la asociacion de este indicador de dafio oxidativo con la

sensibilidad al estrés salino en los genotipos de esta especie.

Asimismo, se ha establecido que el incremento en el grado de peroxidacion
lipidica en el tejido foliar de plantas estresadas por sales, puede reflejar el dafio
oxidativo inducido por este tipo de estrés. En este sentido, Ahmad et al. (2008)
detectd en hojas de plantas de guisante en fase juvenil sometidas a condiciones
salinas durante 14 dias, un aumento en el grado de peroxidacion de lipidica en el
orden del 48 y 78% en relacion al control, en un cultivar tolerante y en otro sensible a
las sales respectivamente; esa diferencia en cuanto a la sensibilidad ante dicho factor,
se ha encontrado entre materiales genéticos con distinto comportamiento ante las
sales, en cultivos de arroz (Vaidyanathan et al., 2003), maiz (Azevedo-Neto et al.,
2005; Azooz et al., 2009) y caraota (Yasar et al., 2008).

El grado de dafio oxidativo que puede provocar la salinidad a los componentes,
tanto lipidicos como proteicos de la membrana plasmatica en las células radicales y
foliares, puede ser reflejado por el incremento en la permeabilidad pasiva de iones y
moléculas, lo cual genera una fuga de electrolitos desde el interior de dichas células
(Dionisio-Sese y Tobita, 1998); esto ultimo ha sido considerado un indicador de
deterioro de las membranas celulares, como es la pérdida de su integridad, causado
por el efecto oxidativo de las ROS en plantas sometidas a estrés salino.
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En este sentido, Cicerali (2004) evaludé el dafio oxidativo inducido por un
tratamiento salino durante 14 dias, en dos genotipos de lenteja con distinta
sensibilidad a las sales, encontrando un aumento en la liberacion de electrolitos tanto
en la raiz como en la hoja, respecto a lo observado en plantas no estresadas; tal efecto
fue mas evidente en el tejido foliar en relacion al radical, sugiriendo que hubo mayor
dafio oxidativo en las membranas de las células foliares en ambos genotipos. Ademas,
este autor detectd que el material més sensible al estrés salino mostré mayor aumento
en la fuga de electrolitos por parte de la hoja, en comparaciéon al de menor
sensibilidad.

Asimismo, Maia et al. (2010a) observaron un efecto diferencial de las sales sobre
la integridad de las membranas celulares, en el tejido foliar de dos genotipos de frijol
con comportamiento contrastante ante la salinidad, al ser tratados con NaCl (100
mM) por 8 dias, detectando mayor pérdida de electrolitos en el material sensible que
en el tolerante; sin embargo, posteriormente Maia et al. (2010b) encontraron que la
raiz de estos genotipos sometidos a la misma condicién de estrés, mostrd un
incremento similar en la fuga de electrolitos, por lo que no se correspondié con la

distinta sensibilidad a las sales que existe entre ambos.

La relacion entre el dafio oxidativo de los tejidos provocado por las sales y el
grado de sensibilidad al estrés salino fue observado por Ashraf y Ali (2008) en cuatro
genotipos de Brassica napus, bajo condiciones salinas (NaCl a 150 mM), las cuales
mostraron un aumento en el porcentaje de liberacion de electrolitos por parte del
tejido foliar en relacion a plantas no estresadas, siendo este efecto de menor magnitud
en el material con tolerancia a las sales; estos autores asociaron la menor incidencia
de dafio a las membranas en este Ultimo genotipo, con la mejor proteccion ante el

estrés oxidativo que reflejo respecto al grupo restante.

3. Mecanismos de tolerancia ante el estrés oxidativo inducido por la salinidad

La tolerancia a las sales ha sido relacionada con la capacidad de mantener la
concentracion de ROS bajo un intenso control de destoxificacion, por el sistema
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antioxidante presente en la planta, el cual puede estar constituido por metabolitos de
naturaleza diversa y de bajo peso molecular, y por otros compuestos de tipo
enzimatico, por lo que generalmente se clasifican como no enzimaticos y enzimaticos.
En el primer grupo se incluyen principalmente el ascorbato o vitamina C (Shalata et
al., 2001; Shigeoka et al., 2002) y el glutation (Gueta-Dahan et al., 1997; Tausz et al.,
2004) que se destacan por su alta eficiencia depuradora de diversas ROS; ademas se
ha reconocido propiedades antioxidantes en el tocoferol o vitamina E, flavonoides,
aldehidos y carotenoides (Bartels y Sunkan, 2005). Las enzimas antioxidantes estan
representadas principalmente por la superéxido dismutasa (SOD), peroxidasas (POX)
y catalasa (CAT) y las enzimas relacionadas con el ciclo redox del ascorbato-
glutation (Silveira et al., 2005; Bartels y Sunkan, 2005).

La salinidad puede estimular la activacion del sistema antioxidante de la planta, o
por el contrario, afectar los procesos que desencadenan su mecanismo de accion, lo
cual se podria reflejar en la tolerancia o sensibilidad que la misma exprese ante el
dafio oxidativo (Alves da Costa et al., 2005; Kim et al., 2005; Del Rio et al., 2006).
Esta diversidad de respuesta ha sido atribuida a diferencias en la reactividad de la
planta, en términos de percepcion del estrés, traduccién de sefiales y programa de
expresion genética (Vranova et al., 2002; Bartels y Sunkan, 2005); aunque también se
considera que las diferencias intra e interespecificas, guardan relacion con la
ubicacion o compartimentacién adecuada de las sustancias antioxidantes, lo que
permite hacer mas eficiente el control en la proliferacion de ROS en los diferentes
compartimentos celulares (Alscher et al., 2002; Vranova et al., 2002; Apel y Hirt,
2004), incluyendo la interfase membrana plasmatica-apoplasto donde comienzan las
alteraciones inducidas por las sales (Hernandez et al., 2001; Foyer y Noctor, 2009).

3.1 Sistema antioxidante no enzimatico
- Glutation y Ascorbato

El glutation (y-glutamilcisteinil-glicina) es un tripétido no proteico formado por

los aminoéacidos glutamato, cisteina y glicina; es hidrosoluble, de bajo peso molecular,
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cuyas propiedades estructurales le confieren gran estabilidad y poder reductor,
especialmente por el enlace del grupo tiol que actia como un almacenador y
transportador de azufre reducido (Tausz et al., 2004); por tal razén el glutation en su
condicion reducida (GSH) es considerado el principal amortiguador de Oxido-
reduccidn de diferentes compartimentos celulares (Apel y Hirt, 2004).

El ascorbato, acido ascérbico o vitamina C, en su estado reducido (ASC) es una
molécula pequefia, hidrosoluble derivada de la glucosa, constituida como un acido
débil con gran capacidad reductora y al igual que el glutatién, puede actuar
directamente sobre el singlete de oxigeno, el superdxido y el radical hidroxilo, siendo
oxidado por éstos causando un efecto depurador (Del Rio et al., 2002; Shigeoka et al.,
2002; Apel y Hirt, 2004).

Tanto el ASC como el GSH sirven de sustrato para el funcionamiento de enzimas
antioxidantes en el llamado ciclo glutation-ascorbato o via Halliwell-Asada-Foyer,
donde actlan sobre el peroxido de hidrégeno, evitando la formacion del radical
hidroxilo y generando NADP”, que es un agente oxidante mas débil (Del Rio et al.,
2002; Shigeoka et al., 2002; Apel y Hirt, 2004); los procesos que se efectlian durante
este ciclo, son descritos en parrafos posteriores por involucrar componentes
enzimaticos antioxidantes, destacando la importancia en la dindmica del estado
reducido u oxidado del ascorbato y el glutation (estado redox) que determina su poder
depurador de las ROS.

La distribucién del ASC y el GSH es bastante amplia, aunque inicialmente se
habian relacionado con los cloroplastos, progresivamente se ha determinado su accién
antioxidante en mitocondrias, citosol, peroxisomas y nucleo, lo que indica que
también estan presentes en tejidos no fotosintéticos (Del Rio et al., 2002; Shigeoka et
al., 2002; Tausz et al., 2004). Es frecuente encontrar mayor acumulacion de ASC en
la hoja que en la raiz (Smirnoff, 2005; Ahmad et al., 2009), mientras que para el GSH,
no se cuenta con evidencias suficientes que muestren una tendencia en su distribucion
(Tauz et al., 2004; Foyer y Noctor, 2005); en tal sentido, se ha considerado la
proporcion de estos metabolitos antioxidantes en distintos compartimentos de la



127

planta, como marcador para reconocer el grado de tolerancia al estrés salino en

diferentes especies cultivadas.

En el sistema radical de plantas jovenes de tomate Lycopersicon esculentum y de
una especie silvestre L. pennellii, reconocidas como sensible y tolerante a la salinidad
respectivamente, Shalata et al. (2001) encontraron que la aplicacion de sales durante
20 dias en la especie sensible, provoco un descenso en el contenido radical de ASC y
GSH, con respecto al control, mientras que en la tolerante la concentracion de ambos
metabolitos aumentd, lo cual le confiere proteccion antioxidante y contribuye con la

tolerancia a la salinidad en esta Gltima especie.

En cuanto al tejido foliar, Hernandez et al. (2001) determinaron que el contenido
de ASC y GSH en las hojas de plantas en estado juvenil de dos cultivares de arveja
(Pisum sativum) con diferente grado de sensibilidad a la salinidad, se redujo en
relacion al control, después de un lapso de 14 dias de estrés salino; este efecto fue
mas evidente en el cultivar sensible respecto al tolerante, pudiendo repercutir en una
baja regulacion del estrés oxidativo provocado por la salinidad, asi como en la mayor
sensibilidad del primer genotipo.

Por otra parte, Athar et al. (2008) encontraron que las sales afectaron de manera
similar el contenido foliar de ASC, en cultivares de trigo con distinta sensibilidad
ante el estrés salino, al ser sometidos a este factor durante 58 dias, por lo cual
consideraron que este metabolito antioxidante no influye de manera determinante en

el comportamiento diferencial ante las sales entre genotipos de esta especie.

- Carotenos y Xantofilas

Estos pigmentos ademas de actuar en la captacion de luz solar, pueden depurar
varias ROS formadas por la alteracion en la transferencia de electrones durante la
fotosintesis, por lo cual se ha asociado principalmente con el estrés foto-oxidativo;
tanto los carotenos como las xantofilas, son capaces de reaccionar con los productos
de la peroxidacion de lipidos, causando la interrupcion de la cadena oxidativa, asi
como la reduccién de la posibilidad de produccién de singletes de oxigeno, al desviar
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la energia en forma de calor, considerandose un mecanismo antioxidante preventivo.
Ademas se ha determinado que estas sustancias regulan la transferencia de energia de

excitacion en el PSII de los cloroplastos (Asada, 2006; Foyer y Noctor, 2009).

- a-Tocoferol (vitamina E)

Por su naturaleza hidrofébica, la vitamina E se localiza generalmente en la matriz
lipidica de membranas celulares, principalmente de plastidios como cloroplastos de
tejidos fotosintéticos, amiloplastos en semillas y tubérculos, leucoplastos vy
cromoplastos en antofilos y frutos, donde protege a los lipidos de la accion oxidativa
de las ROS. El a-tocoferol actlia como depurador quimico sobre el 0, y OH" y es
capaz de neutralizar el poder oxidante de los radicales peroxilo, generados en la
cadena de peroxidacion lipidica en las membranas; ademas, se considera que este
metabolito antioxidante contribuye a preservar el estado redox y los componentes

estructurales de las membranas celulares (Munné-Bosch, 2005; Abbasi et al., 2007).

3.2 Sistema antioxidante enzimatico
- Superdxido dismutasa (SOD. EC 1.15.1.1)

La SOD es considerada la primera linea de defensa antioxidante de la célula y es
responsable de regular el super6xido generado por diferentes procesos que involucran
la reduccion del oxigeno (Alscher et al., 2002; Apel y Hirt, 2004); en su estructura
puede presentar tres cofactores, derivando las siguientes isoformas o isoenzimas: la
Mn-SOD que se ubica generalmente en las mitocondrias y peroxisomas, la Fe-SOD
localizada en los cloroplastos y la Cu,Zn-SOD que esta presente en cloroplastos,
citosol y apoplasto (Hernandez et al., 2001; Alscher et al., 2002; Grene, 2002; Del
Rio et al., 2002; Pignocchi y Foyer, 2003).

En las hojas, la mayor proporcion de superdxido se produce en los cloroplastos,
por lo que la eficiencia antioxidante de la SOD esta condicionada a la actividad de las
isoformas Fe-SOD y Cu,Zn-SOD (Hernandez et al., 1999; Alscher et al., 2002; Grene,
2002), mientras que en las raices depende de la actividad en otros compartimentos
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celulares (Cicerali, 2004; Alves da Costa et al., 2005). La accion de la SOD consiste

en catalizar la dismutacion del radical superdxido a peroxido de hidrégeno y oxigeno:
2027+ 2H" = H202+ O2

El mecanismo de accién de la SOD involucra una proteina cargada positivamente
por residuos de amino&cidos, donde se crea un sumidero electrostéatico que atrae, por
su naturaleza anidnica, al radical superéxido hacia el sitio activo de la enzima; alli
estd involucrado un cofactor (Fe, Mn & Cu-Zn) que conduce la transferencia de
electrones entre dos radicales superdxido, alternando reacciones de 6xido-reduccién
(Cicerali, 2004).

El incremento en la actividad total de la SOD, se ha relacionado con la tolerancia
al estrés oxidativo inducido por la salinidad, tanto en la raiz como en la hoja. Alves
da Costa et al. (2005) encontraron un aumento en la actividad de esta enzima, en el
sistema radical de plantas jévenes (20 dds) de sorgo sometidas a estrés salino por un
lapso de 17 dias, siendo éste de mayor magnitud en un cultivar tolerante, respecto a
otro sensible a las sales; dichos autores consideraron que el primero de éstos presenta
mejor proteccidn ante el dafio oxidativo del tejido radical, lo que contribuye con su
mayor tolerancia ante tal factor. De manera similar, Shalata et al. (2001) observaron
en la raiz de la especie silvestre de tomate L. pennellii, reconocida como tolerante a
las sales, un incremento en la actividad total de SOD cuando las plantas fueron
sometidas a condiciones salinas, lo cual fue asociado con una mayor proteccion
antioxidante, mientras que en la especie cultivada L. esculentum, sensible a la

salinidad, este efecto no fue encontrado.

En cuanto a las isoenzimas SOD, Lee et al. (2001) detectaron en la raiz de plantas
de arroz, dos isoformas de Cu,Zn-SOD y una de Mn-SOD, siendo esta ultima la
isoforma mas predominante, tanto en las plantas sometidas a estrés salino (NaCl a
150 mM), como en las del tratamiento control, encontrando ademads, que la actividad
total de la SOD no presento variaciones por efecto de la salinidad. En el tejido radical
de plantas de brécoli tratadas con sales o bajo tratamiento control, Hernandez et al.
(2010), identificaron dos isoformas de Cu,Zn-SOD, una de Mn-SOD y una de Fe-
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SOD, siendo esta ultima la que mostré mayor actividad respecto a las isoenzimas
anteriores; a semejanza de lo descrito en arroz, estos autores no determinaron
cambios inducidos por las sales sobre la actividad total SOD en el tejido radical de
este cultivo. Tales resultados sugieren que los mecanismos involucrados en la sintesis
de esta enzima, o en la regulacién de su actividad, no son afectados por esta

condicidn de estrés en el tejido radical de dichas especies.

En otros cultivos se ha encontrado que la actividad de SOD en el tejido radical se
reduce por efecto de la salinidad, tal es el caso de plantas de naranjo, en cuyas raices
Gueta-Dahan et al. (1997) observaron menor actividad total SOD en plantas
estresadas con NaCl (100 mM), respecto al tratamiento control; este efecto adverso se
reflejé igualmente en el analisis electroforético de las isoenzimas SOD, a través de
una disminucion en la intensidad de las bandas correspondientes a una isoforma Mn-
SOD vy otra Cu,Zn-SOD en comparacion a lo mostrado por las plantas no estresadas,
siendo mas evidente en la primera isoenzima. Esto Ultimo indica que la salinidad
puede afectar en distinto grado, la actividad de las isoenzimas SOD, lo cual repercute
en la actividad total de la enzima.

Por otra parte, la actividad foliar de la SOD, fue estudiada por Dionisio-Sese y
Tobita (1998), quienes encontraron que la salinidad (NaCl a 60 y 120 mM) provoco
un efecto diferencial sobre la actividad total de la SOD, en la hoja de genotipos de
arroz con distinto grado de sensibilidad a las sales, detectando una disminucion y un
incremento en dicha actividad enzimatica en el material sensible y tolerante,
respectivamente; estos autores sugirieron que la mayor acumulacién de Na* en el
tejido foliar del material sensible, en comparacion al tolerante, pudo inducir una
inhibicion “in vivo’ en la actividad enzimatica en el primer genotipo, o que tal
inhibicion pudo ser consecuencia de la afectacion en los procesos de sintesis por el
efecto toxico del Na*, que redujo la eficiencia de esta actividad enzimética. La
disminucién en la actividad total de SOD, también podria ser consecuencia del
incremento en la proliferacion de H,O, que se genera por distintas vias en plantas

sometidas a estrés salino, dado que al aumentar el producto de la reaccion catalizada
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por esta enzima, se desencadenaria un mecanismo regulador capaz de reprimir su
actividad (Alscher et al., 2002).

El efecto de las sales sobre la actividad foliar de la SOD, también fue evaluado por
Azooz et al. (2009), en plantulas de cultivares de maiz con comportamiento
diferencial ante la salinidad, las cuales fueron estresadas con NaCl durante 15 dias,
encontrando un incremento en la actividad total de SOD en los materiales tolerantes,
mientras que en un cultivar sensible, no hubo variacion en esta actividad enzimatica,
respecto a lo mostrado por las plantas control. En hojas de dos cultivares de frijol con
distinto grado de sensibilidad a las sales, sometidas a estrés salino por 8 dias, Maia et
al. (2010a) observaron un aumento en la actividad total SOD, correspondiendo la
mayor magnitud de dicho incremento al cultivar tolerante. Tanto en maiz como en
frijol, los autores mencionados coinciden en que la respuesta de la SOD ante las sales,
contribuyé de manera importante en la prevencion del dafio oxidativo en el tejido
foliar, lo cual esta estrechamente vinculado con el grado de tolerancia al estrés salino
en estas especies.

Las isoenzimas de la SOD en la hoja y su respuesta ante las sales, fue analizada
por Gueta-Dahan et al. (1997) en plantas de naranjo, detectando actividad de una
isoforma Mn-SOD, una Cu,Zn-SOD y dos Fe-SOD en plantas del tratamiento control,
las cuales se expresaron también bajo el estrés salino, aunque con un incremento en la
intensidad de la banda electroforética de la Cu,Zn-SOD. De manera similar, Lee et al.
(2001) evaluaron las isoformas SOD en la hoja de plantas de arroz, identificando dos
Mn-SOD y cinco Cu,Zn-SOD, tanto en las plantas del tratamiento control, como en
las salinizadas con NaCl; sin embargo, en estas Ultimas plantas, observaron un
aumento en la actividad de una isoforma Mn-SOD y en dos Cu,Zn-SOD,
correspondiéndose con el incremento en la actividad total SOD detectado en el tejido
foliar de las plantas estresadas, respecto a las del grupo control, mientras que no se
evidenciaron cambios en el resto de las isoformas presentes. El efecto diferencial de
las sales sobre las isoformas SOD, podria depender del grado de afectacién que éstas
tengan sobre los compartimentos celulares donde se producen las isoenzimas, dado
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que su ubicacién tiende a ser especifica (Alscher et al., 2002).

Al comparar la actividad de la SOD que se manifiesta en la raiz y en la hoja, se
encuentran variaciones interespecificas; en el caso del tomate (Mittova et al., 2000),
lenteja (Cicerali, 2004) y sorgo (Alves da Costa et al., 2005), se ha observado que
esta enzima muestra mayor actividad en la raiz que en la hoja, mientras que en el

frijol (Silveira et al., 2005) ocurre lo contrario.

La actividad de la enzima SOD ha sido evaluada en la fraccién apoplastica de la
raiz y de la hoja, por considerar que en este compartimento es donde se inician las
alteraciones metabdlicas inducidas por las sales. En el apoplasto del tejido radical de
maiz, Bustos et al. (2008) encontraron un incremento en la actividad de la SOD, por
efecto de un estrés salino (NaCl a 150 mM), el cual podria repercutir en la proteccion
antioxidante de este tejido. En cuanto a la hoja, Hernandez et al. (2001), estudiaron el
efecto de la salinidad sobre la actividad de la SOD en el apoplasto foliar de dos
genotipos de guisantes con sensibilidad diferencial ante el estrés salino, los cuales
fueron tratados con NaCl (90 mM) durante 14 dias; dichos autores identificaron en
esta fraccion intercelular, una isoforma Mn-SOD vy dos de la Cu,Zn-SOD, las cuales
coincidieron con las detectadas al analizar el simplasto foliar en ambos materiales
genéticos, observando ademas, un incremento y una disminucién en la actividad total
SOD en relacion al tratamiento control, en el genotipo tolerante y sensible,
respectivamente, lo que sugiere una mayor proteccion antioxidante por parte del

primer genotipo.

- Peroxidasa (POX 6 POD. EC 1.11.1.7)

Con esta denominacion se identifica un grupo de enzimas que integran el sistema
antioxidante de las plantas superiores, los cuales son de naturaleza glicoproteica y se
localizan principalmente en el citoplasma, la vacuola o en el apoplasto, asociadas a la
pared celular (Mittler et al., 2004). Las POX se caracterizan por catalizar la reduccion
del peréxido de hidrogeno a agua, con la oxidacién simultanea de co-sustratos no
especificos, aunque son mas frecuentes compuestos fendlicos (Dionisio-Sese y Tobita,
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1998; Silveira et al., 2005); dada la diversidad de co-sustratos asociados, pueden
derivarse diferentes isoenzimas POX, que se separan generalmente seguin su punto
isoeléctrico, encontrando formas acidas, neutras y basicas (Sreenivasulu et al., 1999;
Kim et al., 2005), las cuales siguen el mismo tipo de reaccion reductora:

2RH + H,0, - 2R + 2H,0

En diversos cultivos, se ha encontrado que la salinidad provoca incremento en la
actividad de las POX, lo cual contribuye con la regulacion del H,O, y por ende con la
disminucién del dafio oxidativo que genera esta ROS, por lo que particularmente se
han asociado con la preservacién de la integridad de las membranas celulares
(Sreenivasulu et al., 1999). Khan y Panda (2008) observaron en raices de dos
cultivares de arroz con comportamiento diferencial ante las sales, sometidos a estrés
salino durante la fase plantular por un tiempo de 24 horas, un aumento en la actividad
de las POX, siendo éste de una magnitud superior en el cultivar menos sensible a las
sales; dichos autores consideraron que la induccion de esta enzima confirié a este
altimo, mayor capacidad de detoxificacion del H,O, que prolifera por la condicion de
estrés salino. El incremento en la actividad POX en el tejido radical por efecto de las
sales, también se ha descrito en cebada (Kim et al., 2005), frijol (Cavalcanti et al.,
2007) y brécoli (Herndndez et al., 2010), considerandose que con ello se reduce el
riesgo de dafio oxidativo que presenta la raiz, cuando estas especies crecen en un

medio salino.

La actividad de POX también puede ser estimulada a nivel foliar por la salinidad;
Cavalcanti et al. (2007) al evaluar plantas jovenes de frijol sometidas a estrés salino
por 6 dias, encontraron un incremento del 100% en la actividad de esta enzima,
respecto a lo observado en plantas no estresadas. Este efecto de las sales sobre la
actividad POX, ha sido descrito ademas en hojas de plantas de cebada (Kim et al.,
2005), arroz (Koo et al., 2007), maiz (Levent et al., 2007) y en la especie de tomate
silvestre L. pennellii (Koca et al., 2006), relacionandose el incremento en la misma,
con la mayor capacidad de regular la produccién del H,O, que se genera en el tejido
foliar de plantas sometidas a tratamiento salino; no obstante, el descenso de esta
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actividad enzimatica revelaria su poca capacidad antioxidante bajo condiciones de

salinidad (Manivannan et al., 2008).

Por otra parte, se conoce que la POX presente en la fraccion apoplastica asociadas
a la pared celular, participa en la sintesis de lignina, por lo que el aumento en su
actividad enzimatica se ha relacionado con una reduccién en el alargamiento celular,
como consecuencia del endurecimiento que provoca la lignificacién de la pared
(Dionisio-Sese y Tobita; 1998), lo cual ha sido vinculado con la disminucion en la
tasa de crecimiento que manifiestan las plantas estresadas por sales (Cavalcanti et al.,
2007; Maia, 2010a,b); asimismo se considera que un incremento en la actividad POX
en el apoplasto, favorece la regulacion de la proliferacion de H;O,, con la
consecuente reduccion en el riesgo de dafio oxidativo en la membrana plasmatica, por

la estrecha relacion que presenta con este compartimiento (Mutlu et al., 2009).

- Catalasa (CAT. EC 1.11.1.6)

La CAT es una enzima peroxidasa que se localiza en mayor proporcion en los
peroxisomas, mientras que hay pocas evidencias de su presencia en mitocondrias y
citosol (Apel y Hirt, 2004), estando practicamente ausente en los cloroplastos
(Dionisio-See y Tobita, 1998). La actividad antioxidante de la CAT consiste en
catalizar la dismutacion del peroxido de hidrogeno, en agua y oxigeno, en ausencia de
un sustrato adicional, lo cual la distingue de otras peroxidasas, efectuando la siguiente
reaccion:

2H,0,; — 2H,0 + O,

La accién depuradora de CAT ha sido descrita tanto en la hoja como en la raiz de
plantas sometidas a estrés salino. Shalata et al. (2001) encontraron en plantas jovenes
de una especie silvestre de tomate tolerante a la salinidad, tratada con NaCl (100 mM)
durante 20 dias, un aumento en este antioxidante en el tejido radical, que represento
dos veces lo observado en las plantas no estresadas; en cambio en la raiz de la especie
de tomate cultivada, considerada sensible a las sales, en igual condicién de estrés,

detectaron un leve descenso en esta enzima respecto al control. Estas especies de
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tomate, fueron evaluadas bajo el mismo tratamiento salino por Shalata y Tal (1998),
quienes observaron que las sales provocaron un incremento en la actividad de la CAT
en el tejido foliar de la especie silvestre, mientras que en la especie cultivada dicha
actividad disminuyd, siendo tres veces menor a lo mostrado por el grupo control. En
ambos estudios se considerd que la accion depuradora de la CAT ante la proliferacion
de H,0O; inducida por las sales, tanto en la raiz como en la hoja de la especie de
tomate silvestre, reduce la posibilidad de que en la planta se manifieste el estrés

oxidativo, lo cual contribuye con el comportamiento tolerante de la misma.

Kim et al. (2005) compararon el efecto de las sales sobre la actividad de la CAT
en el tejido radical y foliar de plantulas de cebada, estresadas con NaCl (200 mM) por
5 dias, encontrando un incremento en la actividad de esta enzima en la raiz, en més de
300% respecto a plantas no salinizadas, mientras que en la hoja esta induccion fue de
apenas 20%, por lo que consideraron mas eficiente la proteccion antioxidante que se
produjo en la raiz respecto a la hoja. Por el contrario, Azevedo-Neto et al. (2005)
observaron una disminucion en la actividad CAT, en el tejido radical de plantulas de
maiz tratadas con NaCl (100 mM) durante 15 dias, mientras que la actividad de esta
enzima en la hoja no varié respecto a lo mostrado por las plantas no estresadas; al
comparar la actividad de la CAT entre ambos érganos, estos autores encontraron que
en el tejido foliar esta actividad es cuatro veces mayor que la mostrada por el tejido
radical, sugiriendo que en este Ultimo drgano, la CAT tiene poca relevancia como
depurador de H,0O, generado por condiciones salinas en esta especie.

En otros cultivos como la lenteja (Cicerali, 2004) y el arroz (Tsai et al., 2004), no
se han observado variaciones en la actividad de la CAT por efecto del estrés salino, lo
que sugiere que en estas especies la CAT no constituye un componente antioxidante
que influya de manera relevante en el grado de sensibilidad a las sales.

- Enzimas del ciclo glutatién-ascorbato (GSH-ASC) y ciclo del agua

El GSH y el ASC actian como sustrato de enzimas antioxidantes durante el ciclo
glutatién-ascorbato o via Halliwell-Asada-Foyer, el cual se produce en cloroplastos,
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mitocondrias, peroxisomas, citoplasma y apoplasto; este ciclo comienza con la
reduccion del peréxido de hidrogeno a agua, junto a la oxidacion del ascorbato
reducido (ASC) a monodehidroascorbato (MDHA), mediante la accion enzimatica de
la ascorbato peroxidasa (APX. EC 1.11.1.11) y la participacion del NADPH como
donador de electrones, transformandose en NADP que es un oxidante mucho mas
débil (Mittler, 2002; Apel y Hirt, 2004) (Figura 1).

NE
H,0 MDHA——pDHA

NADPH GSH NADP
DHAR
APX DHAR GR
NADP
ASC GSSG NADPH
- HO,

Figura 1. Ciclo glutation-ascorbato o via Halliwell-Asada-Foyer. Se produce la
depuracion del H,0, y la formacién de un oxidante débil NADP, con la participacion de:
Ascorbato reducido (ASC), glutation reducido (GSH), ascorbato peroxidasa (APX),
Monodehidroascorbato  (MDHA),  Monodehidroascorbato  reductasa (MDHAR)
Dehidroascorbato (DHA), Dehidroascorbato reductasa (DHAR), Glutation reductasa
(GR), glutation oxidado (GSSH); en negrillas se indican las enzimas antioxidantes y una
reaccion no enzimatica (NE). Esquema modificado de Sairamy Tyagi (2004).

La molécula oxidada de ascorbato, MDHA, puede seguir dos vias: una que
involucra la reduccion a ASC junto a la oxidacién del NADPH, catalizada por la
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR. EC 1.6.5.4) y otra donde el MDHA se
oxida espontaneamente a dehidroascorbato (DHA). Este ultimo se incorpora a un
proceso de dismutacion junto al GHS, donde el DHA se reduce a ASC y el GHS se
oxida a GSSG (glutation con doble grupo tiol), lo cual es catalizado por la DHA-
reductasa. Finalmente, el GSSG se reduce a GHS por accion de la enzima glutation
reductasa (GR. EC 1.6.4.2) y la oxidacion del NADPH (Del Rio et al., 2002;
Shigeoka et al., 2002; Apel y Hirt, 2004; Sairam y Tyagi, 2004).
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La accion de este ciclo permite mantener bajas cantidades de peréxido de
hidrogeno y la regeneracion del ascorbato y el glutation en su estado reducido (ASC y
GSH), que es la forma en que actian como antioxidantes no enzimaticos. Por lo tanto,
se considera que el estado redox de estos metabolitos, es decir, la relacién entre la
concentracion de su forma reducida y el contenido total (ASC/ASC+DHA vy
GSH/GSH+GSSG) es fundamental para regular la proliferacion de las ROS (Apel y
Hirt, 2004; Sairam y Tyagi, 2004).

Por otra parte, el peroxido de hidrogeno puede ser reducido a agua por accién de la
APX unida a la membrana de los tilacoides, con formacién de MDHA, el cual es
convertido nuevamente en ASC por una reaccion directa con la ferredoxina reducida
del fotosistema |. Este proceso se conoce como reaccion de Mehler o ciclo del agua
(Figura 2), ya que cantidades estequiométricas de H,O son producidas en el
fotosistema Il y consumidas en el I, favoreciendo la detoxificacién de perdxido de
hidrégeno; el exceso de este Ultimo se difunde hacia el estroma, donde puede ser
reducido por la accién de isoformas solubles de APX (Mittler, 2002; Asada, 2006).

H,0 — & — PSI — O, \S‘OD

MDHA , , H,0,

Fd tAPX
ASC H,0

Figura 2. Ciclo del agua. Se produce la depuracion del H,O, proveniente de la accion de la
superoxido dismutasa (SOD), por parte de la ascorbato peroxidasa asociada a los tilacoides
(tAPX) vy la ferredoxina (Fd) ubicada en el fotosistema | (PSI) que regenera el ascorbato
reducido (ASC); en negrillas se indican las enzimas antioxidantes. Esquema modificado de
Mittler (2002).

Los mecanismos antioxidantes descritos, han sido estudiados ampliamente en
especies de tomate que difieren en el compartimiento ante las sales. Shalata y Tal
(1998), compararon L. esculentum (sensible) con la especie silvestre L. pennellii

(tolerante), en relacion al comportamiento del sistema antioxidante de la hoja al ser
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sometidas a estrés salino, encontrando un incremento en la actividad de APX en
ambas especies, siendo éste superior en el tomate silvestre; ademas, en esta Gltima se
incrementd la actividad de SOD y CAT, mientras que en la especie cultivada
disminuy6 en respuesta a las sales. Estos resultados fueron vinculados con el mayor
aumento en la peroxidacion de lipidos en la especie cultivada, en comparacién con la

silvestre.

Posteriormente, Shalata et al. (2001) evaluaron algunos componentes del sistema
antioxidante en el tejido radical de las especies de tomate antes mencionadas,
observando un incremento en la actividad de APX en L. pennellii, con el
correspondiente aumento en la acumulacion de ASC y el mantenimiento de la
capacidad redox de este metabolito (ASC/ASC+DHA); por el contrario, en L.
esculentum sélo encontraron un incremento en la actividad de la APX y en el
contenido ASC al inicio de la evaluacion, después del cual se presentd una reduccion
de ambos compuestos al igual que de su estado redox. Segin estos autores, los
resultados comprobaron la importancia de la relacién del ASC con las enzimas que lo
utilizan como sustrato en el sistema antioxidante de la especie tolerante, demostrando

por ende su relacion con la defensa ante el efecto oxidativo inducido por las sales.

El estado redox del ascorbato y/o del glutation, ha sido utilizado como indicador
de la capacidad antioxidante ante el estrés salino, en cultivos como guisante
(Hernandez et al., 2001), girasol (Di Baccio et al., 2004) y brdcoli (Hernandez et al.,
2010), vinculandose con el grado de tolerancia ante este factor adverso.

4. Comportamiento del sistema antioxidante en plantas de cebolla sometidas a
salinidad

El cultivo de cebolla ha sido poco estudiado en condiciones de estrés salino y las
investigaciones desarrolladas orientadas a conocer el efecto de las sales, sobre los
componentes antioxidantes, consideran principalmente aquellos que intervienen en la
calidad del bulbo (Chang y Randle, 2005; Mohamed y Aly, 2008; Jafari y Bourouni,
2009), siendo escasas las evaluaciones dirigidas a determinar el efecto de la salinidad
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sobre el estrés oxidativo y el comportamiento del sistema antioxidante durante las
fases previas a la cosecha, y en otros drganos vegetativos que son afectados durante el
desarrollo del cultivo.

El-baky et al. (2003) investigaron el grado de peroxidacion lipidica, el contenido
de GSH vy actividad de las enzimas SOD, POX y CAT, en el tejido foliar de tres
genotipos de cebolla sometidos a diferentes concentraciones de agua de mar (2000,
4000 y 6000 ppm), a partir de la fase post-trasplante, 40 dias después de la siembra,
prolongando el estrés por un lapso de 45 dias. Estos autores observaron que la
salinidad provocé un incremento diferencial en el grado de peroxidacion de lipidos en
los materiales genéticos, principalmente en el tratamiento con mayor concentracion
salina, determinando un aumento del 290, 381 y 396% en relacién al control, en
‘Behary Red’, ‘Giza 6’ y ‘Giza 20’, respectivamente, lo que indica que el primero de
éstos mostré6 menor dafio oxidativo por efecto de las sales; adicionalmente, cada
tratamiento salino produjo un comportamiento diferencial entre genotipos sobre los
componentes antioxidantes evaluados, los cuales aumentaron respecto a las plantas no
estresadas, en una mayor magnitud en ‘Behary Red’, confiriéndole al mismo, una
proteccién mas eficiente ante la proliferacién de ROS, que se relaciond con el menor

grado de peroxidacion lipidica observado en este material.

Este antecedente sugiere que los genotipos de cebolla utilizados en las zonas
productoras del pais bajo condiciones salinas, podrian manifestar diferencias en el
comportamiento de los componentes del sistema antioxidante, asi como en el grado
de dafio oxidativo provocado por las sales, lo cual posiblemente se reflejaria en la
distinta sensibilidad de dichos genotipos ante el estrés; la evaluacién de tales aspectos
contribuirian a la comprension de los efectos adversos que provocan las sales en esta
especie, asi como en la seleccién de materiales para ser utilizados en programas de

mejoramiento genético dirigidos a reducir la sensibilidad ante la salinidad.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacion del experimento y material vegetal

Se realiz6 un experimento en una camara de cultivo bajo condiciones controladas,
ubicada en las instalaciones del Departamento de Mejora Vegetal del Centro de
Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS) en la ciudad de Murcia, Espafia.
Se utilizaron los mismos genotipos de cebolla descritos en la sesion Materiales y
Métodos del Capitulo 1I: ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, los cuales presentaron un
comportamiento diferencial ante el estrés salino, manifestando mayor y menor

sensibilidad respectivamente.

2. Siembra, trasplante y tratamientos

Las semillas de cada material genético fueron colocadas en bandejas conteniendo
vermiculita para su germinacion y emergencia, siendo mantenidas en condiciones de
oscuridad, a 25°C durante 5 dias. Posteriormente, las bandejas fueron trasladadas a
una camara de crecimiento, ajustada a un fotoperiodo de 10 horas, temperatura diurna
y nocturna de 25 y 20 °C respectivamente, humedad relativa entre 60 y 80% vy
radiacion fotosintéticamente activa de 400 pmol ms?, suministrada por una
combinacién de tubos fluorescentes (Philips TLD 36 W/83, Alemania y Sylvania F36
W/GRO, USA) y lamparas de sodio halégeno (Osram HQI. T 400 W, Alemania)
(Figura 3).

Trascurridos 20 dias después de la siembra (dds), se seleccionaron 128 plantas, 64
de cada genotipo, las cuales fueron trasplantadas a cuatro recipientes de 10 L de
capacidad y provistos de aireacion permanente, a razon de 32 plantas/recipiente,
conteniendo solucion nutritiva Hoagland (diluida al 50%) de la siguiente
composicion: KNO; (14 mM), Ca(NO3),-4H20 (7 mM), KH,PO, (4 mM),
MgS047H,0 (1 mM), H3BOj3 (25 uM), MnSO4-H,0 (2 pM), ZnSO47H,0 (2.0 M),
CuSO,4-5H20 (0.5 uM), (NH4)sM07024-4H,0 (0.5 uM), Fe-EDTA (20 uM). La
concentracion de la solucion nutritiva fue aplicada en forma gradual, incrementando

25% diariamente hasta completar el 100% de la misma al cuarto dia; luego ésta fue
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reemplazada semanalmente hasta culminar el ensayo (Figura 3).

Al cumplirse 40 dds se inicié la aplicacion del tratamiento salino a 32 plantas de
cada genotipo, incorporando a la solucion nutritiva una mezcla de tres sales: CaSOyu;
MgS0O, y NaCl (1:2,5:3) con una CE de 6 dS m™, en la misma forma gradual que se
indicé anteriormente; el estrés salino se prolong6é durante 20 dias, mientras que el

grupo restante se mantuvo con solucion nutritiva (control).
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Figura 3. (A) Vista de la cAmara de crecimiento donde se establecié el experimento. (B)
Bandeja con vermiculita donde se germinaron las semillas y crecieron las plantulas de cebolla.
(C) Disposicion de los tratamientos, dos recipientes conteniendo la solucién nutritiva y dos
con la incorporacién de la mezcla de sales (uno por genotipo en cada caso). (D) Detalle de la
distribucion de las plantas en el contenedor (32 c/u).
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3. Disefio experimental

Se usd un disefio completamente aleatorizado, en un arreglo de tratamientos
factorial 2 x 2: dos genotipos y dos tipos de solucién de riego (una solucién salina y
una no salina o grupo control), para un total de cuatro tratamientos y cuatro

repeticiones con ocho plantas por repeticion.

4. Muestreo y determinacion de variables

El muestreo se realiz6 al finalizar el periodo de estrés salino, seleccionando la
porcion media del sistema radical y el tercio medio de la lamina foliar de la tercera
hoja expandida en sentido descendente; el material vegetal fue preservado
inmediatamente en nitrogeno liquido y luego mantenido a -80 °C hasta su

procesamiento.

4.1 Grado de peroxidacion de lipidos

Para la determinacion de este indicador de dafio oxidativo, se siguid el método de
Cakmak y Horst (1991). Se prepard un extracto a partir de 1 g proveniente de las
muestras congeladas tanto de raiz como de hoja; estas porciones fueron maceradas en
un mortero previamente enfriado afiadiendo nitrogeno liquido hasta pulverizarlas,
luego se incorpord 1 ml de &cido tricloroacético (0.1%) y el extracto obtenido se
centrifug6 a 10.000 rpm por 5 min. Posteriormente, se tomd 0.4 ml de sobrenadante y
se agregé a 1.2 ml de una solucion de acido tiobarbitarico (0,5%) y é&cido
tricloroacético (20%). Esta mezcla se calent6 a 95 °C durante 30 min y se incubo en
bafio de hielo para detener la reaccion; luego se centrifugé a 10.000 rpm a 4°C

durante 5 min y se conservé el sobrenadante.

Se cuantifio el contenido de sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitdrico
(siglas en inglés TBARS), mediante la lectura de la absorbancia del sobrenadante a
532 y 600 nm en un espectrofotometro Genesys 10UV. La concentracién de TBARS
se estimod dividiendo la diferencia en absorbancia (A532-A600), entre su coeficiente

de extincién molar (1.55 mM™cm™) y el resultado fue expresado en nmol g™.



143

4.2 Fuga de electrolitos

Se tomaron secciones similares de lamina foliar y porciones de igual longitud del
tercio medio del sistema radical, registrando el peso correspondiente en cada caso
(0.7 a 1.0 g); las muestras fueron colocadas en un recipiente con tapa, con un
volumen conocido de agua desionizada a temperatura ambiente durante 3 horas,
después de lo cual se midid la conductividad eléctrica (CE) de la misma.
Posteriormente, el recipiente con el material vegetal se colocd en una estufa a 90 °C
durante 2 horas, y al finalizar se dejo enfriar a temperatura ambiente y se determind
nuevamente la CE. Ambas lecturas fueron utilizadas para calcular la liberacion
relativa de electrolitos o fuga de electrolitos expresada en porcentaje, mediante la
formula (Maia et al. 2010a):

CE FE: Fuga de electrolitos
%FE = (==2°.100)/ PF CE: Conductividad eléctrica
90°C PF: Peso fresco

4.3 Contenido de Ascorbato

El contenido de ascorbato se determind seglin el método de Law et al. (1983), el
cual se basa en la reduccion del Fe*® a Fe*™ por parte del ascorbato reducido (ASC) en
una solucién acida; se prepard un extracto a partir de 1 g de las muestras vegetales
congeladas, las cuales fueron maceradas en un mortero en frio adicionando 1 ml de
acido tricloroacético (10% p/v). El extracto obtenido se centrifug6é a 13000 rpm y 4°C
durante 15 min y el sobrenadante se incorpor6 a un buffer HEPES/NaOH (pH 7),
dividiendo este producto en dos partes: una de éstas fue utilizada para medir la
concentracion del ASC vy la otra para determinar ascorbato total.

La mezcla destinada para medir ASC se incorporé a una solucion de buffer fosfato
sodico NaH,PO4 (150mM pH 7,4), H3PO,4 (44% v/v), bipiridil 4% (p/v en etanol
70%) y FeCl; (3% wi/v), se agit6 bien y se dejo en reposo durante 1 hora a 37 °C. Esta
reaccion provoca la formacion de un complejo color rosa, producto de la reaccion
entre el Fe*?y el bipiridil, la cual depende de la presencia de ASC en la muestra que
permite la reduccion del Fe*® a Fe*?; la absorbancia de este producto se midié a 525
nm en un espectrofotometro Genesys 10UV. Para la determinacion del ascorbato total,
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ademas de estos reactivos, se adicion6 dioteitrol (DTT 10 mM) dejando reposar por
15 min a temperatura ambiente; este Ultimo actGa como agente reductor del
dehidroascorbato (DHA) o ascorbato oxidado que lo transforma a ASC; por ultimo se
agregd N-etilmaleimida (0,5% p/v) a fin de neutralizar el excedente de DTT. EI ASC
formado provoca la produccién del Fe*?, el cual se une al bipiridil generando el
complejo rosa antes mencionado, que representa el contenido de ascorbato total
(ASC+DHA).

El contenido de ASC se calculd a partir de una curva patron de concentraciones
conocidas de ASC y la concentracion del DHA se estimd mediante la diferencia entre
el ascorbato total y el ASC. Los resultados se expresaron como pumol g™ peso fresco.
A fin de conocer el estado redox o poder reductor del ascorbato, se determind la

relacion ASC/ASC+DHA, expresado en porcentaje.

4.4 Contenido de Glutation

La determinacién del glutation se realiz6 siguiendo el método de Griffith (1985);
se utilizd 1 g de muestra vegetal, se macer6 en frio con 1 ml de &cido perclorico
(HCIO4 1M) obteniendo un extracto que se centrifugd a 13000 rpm y 4°C por 15 min.
Para cuantificar el contenido de glutation total se tom6 300 ul del sobrenadante y se
neutralizé con buffer fosfato potasico (0.5 M pH 7.5); esta mezcla se agitd y se
incorpor6é en una solucion preparada con buffer fosfato potésico (0.5 M pH 7.5),
NADPH (0.2 mM), acido 5,5’-ditiobis (2-nitro-benzoico) (DTNB 1.2 mM) y 3
unidades de glutation reductasa. La accion de esta enzima permite transformar el
glutatién oxidado (GSSG) presente en la muestra, en glutation reducido (GSH), por lo
que el glutatién total (GSSG + GSH) se mide en estado reducido; este ultimo
reacciona con el DTNB y se genera tionitrobenzoato, un producto que se detecta por
espectrofotometria a 412 nm. El contenido de glutation total fue determinado

mediante una curva patron elaborada a partir de concentraciones conocidas de GSH.

Para la determinacion del GSSG se tomé una alicuota del sobrenadante inicial y se
neutralizé con buffer fosfato potasico (0.5 M, pH 7.5) y 2-vinilpiridina, la cual
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bloguea los grupos tiol permitiendo enmascarar el GSH presente en la muestra; esta
mezcla se agito vigorosamente hasta lograr su emulsién y se incub6 durante una hora
a temperatura ambiente; luego se midid la absorbancia a 412 nm y la concentracion
de GSSG se determind a partir de una curva patron de concentraciones conocidas de
este producto.

Una vez determinados los valores correspondientes a la concentracion de glutation
total y de GSSG, se estimé el contenido de GSH presente en la muestra, mediante la
diferencia entre esos dos valores. A fin de conocer el estado redox o poder reductor
del GSH, se calculo la relacion GSH/GSH+GSSG vy fue expresado en porcentaje.

4.5 Actividad de enzimas antioxidantes en la fraccion simplastica y apoplastica

La determinacion de la actividad enzimatica se realizo a partir de muestras frescas,
tanto de la raiz como de la ldmina foliar (5 g aproximadamente) seleccionadas como
se mencionod anteriormente; las muestras fueron lavadas con agua desionizada fria e
inmediatamente colocadas en buffer Tris-acetato (50 mM), manteniendo una
temperatura entre 0 a 4 °C durante todo el procesamiento de las mismas.

La separacion de la fraccion apopléstica y simplastica se realizé siguiendo el
procedimiento descrito por Herndndez et al. (2001); las muestras fueron colocadas en
un matraz kitasato en presencia del buffer de infiltracion, conteniendo CaCl, (0.1
mM) y KCI (0.2 M). El matraz fue conectado a una bomba para aplicar vacio por 3 a
4 intervalos de 1 minuto, interrumpidos por 5 segundos aproximadamente. Una vez
efectuada la infiltracion, las muestras se lavaron con agua desionizada fria y por

Gltimo con el mismo buffer.

Posteriormente, las muestras se introdujeron en jeringas de 25 ml colocadas en
tubos de centrifuga de 50 ml y se centrifugaron durante 5 min a 1000 g y 4°C. Se
recupero el liquido recolectado en el fondo del tubo, el cual correspondi6 a la fraccion
apoplastica mas el buffer antes mencionado; éste se concentré 10 veces usando filtros
concentradores (Centricon YM-10 Amicon, Millipore) y se centrifugaron a 4500 rpm

durante 30 min a la misma temperatura hasta obtener un volumen aproximado de 1
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ml. La fraccion apoplastica se prepurificd por cromatografia en columnas Sephadex
G-25 NAP (Amersham, BioSciences) equilibradas con el buffer de infiltracion, con el
fin de eliminar el KCI; finalmente éstas se volvieron a concentrar hasta obtener un
volumen de aproximadamente 600-800 ul. El extracto obtenido fue distribuido en
alicuotas de 200 pl y preservado a -80°C hasta la determinacion de las enzimas

antioxidantes en apoplasto.

Parte del extracto apoplastico se destind a la evaluaciéon de la posible
contaminacién con fluidos del simplasto, mediante la determinacion de la actividad
de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), que sélo se encuentra en el
simplasto. La reaccion de la enzima presente en la muestra se inicié con la adicion del
sustrato glucosa 6-fosfato y NADP, que recibe el hidrogeno proveniente de la
deshidrogenacion del sustrato, produciéndose NADPH y 6-fosfogluconato. Para
detectar la actividad de la G6PDH se realizo lectura de la absorbancia a 340 nm
(Hernandez et al., 2000), encontrando un porcentaje de contaminacion citoplasmatica
de 0.38 y 0.90% en el proceso de extraccion a partir del tejido radical y foliar,
respectivamente, lo cual fue considerado como factor de correccién para expresar los

valores de la actividad apoplastica de las enzimas evaluadas.

La fraccion simplastica se obtuvo a partir de la maceracion del tejido vegetal
procesado para la extraccion de la fraccion apoplastico, el cual fue macerado en frio
con un buffer compuesto de Tris-acetato (50mM), triton (0,2%) y EDTA (0,1 mM); el
producto de este macerado se centrifugd a 4500 g por 15 min y el sobrenadante se
prepurificd mediante cromatografia en columnas Sephadex G-25 NAP (Amersham,
BioSciences), equilibradas previamente con el buffer de extraccion, con el fin de
eliminar compuestos de bajo peso molecular que podrian interferir con la
determinacion de la actividad enzimética. El extracto obtenido fue distribuido en
alicuotas de aproximadamente 200 pl y preservado a -80 °C, para ser utilizado

posteriormente en la determinacion de las enzimas antioxidantes en simplasto.
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- Actividad de la enzima Superoxido Dismutasa (SOD)

La determinacién de la actividad SOD se realiz6 siguiendo la metodologia
propuesta por McCord y Fridovich (1969), basada en un ensayo enzimatico con el
complejo xantina-xantina oxidasa, del cual se genera &cido Urico, peroxido de
hidrogeno (H,0,) y superdxido (O7); este ultimo puede ser dismutado en H,O, y O,
por la accion de la SOD presente en el extracto, mientras que en ausencia de esta
enzima, el O,” puede reducir a un sustrato indicador como el citocromo c; dicha
reaccion produce una coloracion amarilla que se intensifica en forma inversamente
proporcional a la actividad SOD presente en la muestra, dado que la eliminacion de

los radicales O, inhibe la reduccion del citocromo c.

El extracto proveniente de la fraccion apoplastica y simplastica fue incorporado a
una solucion compuesta de buffer fosfato potésico (0.5 M pH 7.5), EDTA (0,1 mM),
citocromo ¢ (ImM) y xantina (1 mM), y finalmente se agregd la xantina oxidasa. La
reducciéon del citocromo ¢ se siguid por registro continuo a 550 nm en un

espectrofotometro de doble haz marca Shimadzu UV-1603, termostatizado a 25°C.

El porcentaje de inhibicion de la reduccién del citocromo ¢ (%]), es directamente
proporcional a la actividad de la SOD, la cual es expresada en unidades SOD (U
SOD) y representa la cantidad de enzima que inhibe en un 50% la reduccion del
citocromo c. El porcentaje de inhibicidn y las U SOD fueron calculados aplicando las
siguientes ecuaciones:

_ AEg, /min(blanco) — AE., / min(muestra)
AE.,, / min(blanco)

%l x100

donde:

% | = porcentaje de inhibicidn de la reduccidn del citocromo c.
AEsg = incremento en la absorbancia a 560 nm en el blanco y la muestra

%l

UsoD/ml = X
50%xV

donde:

f = factor de dilucidn utilizado
V = volumen de la muestra (ml)
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La actividad de la enzima SOD se expres6 como U SOD mg™ proteina, para lo
cual se determind el contenido de proteinas solubles en cada muestra (mg proteina),
mediante el método Bradford (1976); la curva patron se elaboré empleando albdmina
de suero bovino en dos rangos de concentraciones: de 200 a 1400 y de 60 a 600 pug/ml.

- Identificacion de las isoenzimas SOD

Se realizd la identificacion de las isoenzimas SOD, tanto en la fraccion
aploplastica como en la simplastica del tejido radical y foliar, mediante una
separacion electroforética en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10%, en un
sistema continuo, utilizando una camara de electroforesis vertical marca Miniprotean
Il dual Bio Rad; el proceso de electroforesis se inicié a 150 V por 30 min y luego a
250 V por 90 min, manteniendo una temperatura de 4°C.

Culminada la corrida electroforética, se efectud el revelado de los geles siguiendo
el método fotoquimico descrito por Weissiger y Fridovch (1973), el cual se basa en la
reduccion del nitroblu tetrazolium (NBT) por parte de los radicales superoxido,
generados por la reaccion de una solucion de riboflavina y TEMED al ser expuesta a
la luz blanca. El procedimiento se inicid incubando los geles en placas de Petri,
contenidas de una solucion de NBT (2x10° M) y buffer fosfato potasico (50 Mm, pH
7.8), durante 20 min en oscuridad a 25 °C; cumplido este tiempo se retird la solucién
y se agreg6 una mezcla de riboflavina (2.8x10° M) mas TEMED (0.2 % v/v) por 15
min en las mismas condiciones. Finalmente, se reemplazd esta solucion por buffer
fosfato potésico (50 mM, pH 7.8) y EDTA (0.1 mM) y se ilumind hasta visualizar la
aparicion de las bandas acromomaticas indicadoras de SOD. El gel se tifid de violeta
intenso producto de la reduccion del NBT, exceptuando los sitios donde se ubicaron
las isoenzimas SOD, capaces de inhibir esta reaccion.

La identificacion de las isoenzimas se realizd mediante una inhibicion selectiva,
siguiendo el procedimiento descrito por Hernandez et al. (1999); para ello,
previamente al proceso de revelado, se reservaron algunos geles para ser incubados

en inhibidores especificos que sirvieron de patron para el reconocimiento de las
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isoenzimas; uno de los geles se colocé en una placa de Petri conteniendo una solucién
de KCN (2M), la cual inactiva la Cu,Zn-SOD vy permite identificar la Mn- SOD y la
Fe-SOD; en tanto que otro gel fue incubado con H,O, (5 mM) que inhibe a la Cu,Zn-
SOD vy a la Fe-SOD, por lo que s6lo se expresa la Mn-SOD. La incubacion se
mantuvo durante 45 min y luego se siguid el proceso de revelado fotoquimico

explicado anteriormente.
- Actividad de la enzima Peroxidasa (POX)

Se empled el método descrito por Ros-Barceld (1998); se incorpord a la muestra
un sustrato fendlico que sirve de sustrato a la enzima POX presente en la misma; se
utiliz6 una mezcla de reaccion compuesta por buffer Tris-acetato (50 mM, pH 5), H,0,
(0.5 mM) y 4-methoxy-a-naphtol (1 mM), a la cual se agrego el extracto simplastico o
apoplastico, lo que inici6 el proceso de oxidacion del fenol que fue detectado a 593 nm
durante 2 min, empleando un espectrofotdmetro de doble haz Shimadzu UV-1603. La
actividad enzimatica en cada muestra fue expresada como pmol de 4-methoxy-o-
naphtol oxidado min™, calculada a partir de la velocidad inicial de reaccién y del

coeficiente de extincién molar del 4-methoxy-a-naphtol (21.60 mM™ cm™).
- Actividad de la enzima Catalasa (CAT)

La determinacion de esta actividad enzimatica se basé en el método
espectrofotométrico descrito por Aebi (1984), que consiste en medir la disminucion
de la absorbancia a 240 nm que provoca la reduccion del H,O, efectuada por la CAT
presente en la muestra. La reaccion se inicié agregando el extracto correspondiente a
la fraccion simplastica o apoplastica, en una solucién compuesta por H,O, (10.6 mM)
y buffer fosfato potasico (TPK 50 mM, pH 7.0), siguiendo la reduccion del H,O, en
un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1603 a 25 °C. Se considerd la lectura de un
blanco que consistid de agua destilada. La actividad enzimatica expresada en pmoles
min™ se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y del coeficiente de

extincion molar del H;O, de (0.04 mM™ cm™).
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5. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) ajustado a un arreglo completamente
aleatorizado y en aquellas variables que se detectaron diferencias significativas, se
aplicd una prueba de medias de Tukey, utilizando el programa Statistix versién 8.0.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Dafo oxidativo en el tejido radical y foliar
1.1 Grado de peroxidacion de lipidos

El grado de peroxidacion lipidica en los tejidos, medido por el contenido de
sustancias que reaccionan con el &cido tiobarbiturico (TBARS), fue similar en la raiz
de los genotipos Texas 502 y Granex 429, tanto en el grupo control como en el
tratado con solucién salina. En cuanto a la hoja, se observd que ambos genotipos
acumularon una concentracién similar de TBARS en las plantas no estresadas; sin
embargo, aquellas sometidas a estrés salino mostraron un incremento en el contenido
foliar de TBARS en relacion a lo observado en el grupo control, con una magnitud de
78 y 42 %, tanto en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, respectivamente, lo que indica que
las sales provocaron mayor peroxidacion lipidica del tejido foliar en el primero de
ellos. Al comparar la concentracion de TBARS detectada en la raiz y en la hoja de los
genotipos estudiados, se evidencié mayor dafio oxidativo en el tejido foliar que en el

radical en ambos tratamientos (Figura 4).
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Figura 4. Contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) indicadoras de
la peroxidacion de lipidos en la raiz y la hoja de dos genotipos de cebolla sometidos a estrés
salino. Letras distintas indican diferencia significativa segiin prueba de medias de Tukey
(P<0.05).
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La tendencia observada en el sistema radical de ‘Texas 502 y ‘Granex 429’°, de
mantener similar grado de peroxidacion lipidica en condiciones controladas y bajo
estrés salino, coincide con lo encontrado por Alves da Costa et al. (2005) en dos
cultivares de sorgo con comportamiento diferencial ante las sales, que fueron tratados
con NaCl (75 mM) por 20 dias, a partir de los 20 dias de emergencia, lo cual no
provocOd aumento en la concentracion de TBARS en la raiz de ambos genotipos,
respecto al grupo control. Dichos autores consideraron que tal resultado no determina
que el estrés salino no indujo dafio oxidativo en el tejido radical, dado que éste pudo
haberse manifestado en el deterioro de otras biomoléculas como las proteinas o con la
inhibicion en la sintesis de enzimas y/o de otros procesos metabolicos. Asimismo, en
cultivos como lenteja (Cicerali, 2004) y maiz (Azevedo-Neto et al., 2005) sometidos
a condiciones salinas, se encontr6 que la raiz mantuvo un grado de peroxidacion

lipidica semejante al mostrado por las plantas no estresadas.

La semejanza en la acumulacién de TBARS en el tejido radical de ‘Texas 502" y
‘Granex 429’, denotan que este indicador de dafio oxidativo no se correspondié con la
sensibilidad diferencial ante las sales que éstos mostraron, segun algunas variables de
crecimiento previamente evaluadas (Capitulo 1); igualmente Alves da Costa et al.
(2005) evidenciaron que el grado de peroxidacion de lipidos del tejido radical no se
asocio con la respuesta tolerante y sensible de los cultivares de sorgo probados en la
investigacion antes mencionada. Por el contrario, Khan y Panda (2008) observaron en
dos genotipos de arroz con distinta sensibilidad al estrés salino, mayor grado de
peroxidacion lipidica en las raices del material menos tolerante a las sales al ser
sometidos a tal condicidn, reflejando mas severidad en este dafio oxidativo inducido
por la salinidad. Segun Shalata et al. (2001), la concentracién de TBARS en el tejido
radical, también ha sido relacionada con la sensibilidad de L. esculentum al estrés
salino, ya que bajo tal condicién, la peroxidacién lipidica fue mayor que en L.

pennellii, especie que se considera tolerante a la salinidad.

Cabe destacar, que la similitud detectada en el grado de peroxidacion lipidica del
sistema radical de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, tanto en el grupo control como en el
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tratado con sales, sugiere que existe una tendencia semejante en los procesos de
oxidacion de los lipidos de las membranas celulares en el tejido radical en ambos

genotipos, la cual se mantuvo al inducir el estrés salino.

En relacion al tejido foliar, se evidencid que las sales provocaron un aumento en el
grado de peroxidacion lipidica, con una magnitud superior en ‘Texas 502’ que en
‘Granex 429, lo que se correspondié con la mayor sensibilidad a la salinidad que
manifiesta el primer genotipo en relacién al segundo. Resultados similares fueron
observados por El-baky et al. (2003), quienes indujeron estrés salino con agua de mar
a razén de 6000 ppm, sobre los cultivares de cebolla Behary Red, Giza 6 y Giza 20
durante 45 dias a partir del momento del trasplante (40 dds), encontrando un efecto
diferencial del estrés salino sobre la peroxidacion lipidica en el tejido foliar de los tres
genotipos; dichos autores detectaron un aumento en el contenido de TBARS en un
190, 281 y 296% en relacion al control, respectivamente, lo que sugiere que ‘Behary
Red’ manifesté menor dafio oxidativo inducido por las sales, en relacién al grupo
evaluado, correspondiéndose tal resultado con su comportamiento menos sensible al

estrés salino.

La salinidad también ha provocado mayor peroxidacion lipidica en las membranas
del tejido foliar de genotipos sensibles a las sales, en comparacion con los mas
tolerantes, en cultivos como el guisante (Hernandez et al., 2001; Ahmad et al., 2008),
arroz (Vaidyanathan et al., 2003), maiz (Azevedo-Neto et al., 2005; Azooz et al.,
2009), ajonjoli (Koca et al., 2007) y caraota (Yasar et al., 2008), por lo que se
considera un indicador eficiente en la seleccion por tolerancia al estrés salino en estas
especies. No obstante, en otros cultivos como sorgo (Alves da Costa et al., 2005) y
frijol (Maia et al., 2010a), las sales no provocaron cambios en el grado de
peroxidacion lipidica en el tejido foliar, lo cual segin estos autores, podria estar
relacionado con el tiempo de evaluacion, la intensidad del estrés salino o que la

expresion del dafio oxidativo corresponda a otras biomoléculas distintas a los lipidos.

Segun Rubio et al. (2009), el incremento en la acumulacion de TBARS en los
tejidos por efecto de las sales, puede ser resultado de dos factores: el nivel de
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sensibilidad de los componentes lipidicos de la membrana ante la incidencia de ROS,
o0 la excesiva produccién de ROS que sobrepasa la capacidad protectora del sistema
antioxidante e induce mayor dafio oxidativo a las membranas. Tal consideracion
sugiere que el aumento en el grado de peroxidacion de lipidos, expresado en mayor
magnitud en el tejido foliar de “Texas 502’ respecto a ‘Granex 429’°, podria ser reflejo
de diferencias intraespecificas en la estructura de las membranas que le confieren
mayor sensibilidad al estrés oxidativo inducido por las sales a la hoja de ‘“Texas 502’
y/o en la eficiencia de la proteccion antioxidante, que parece favorecer mas a la hoja
de ‘Granex 429’ por mostrar menor acumulacion de TBARS.

El distinto grado de peroxidacion lipidica del tejido foliar, detectado en los
genotipos de cebolla evaluados, se relaciona con los resultados observados en el
contenido de Na™ en la hoja, dado que ‘Texas 502’ mostré mayor incremento en la
concentracion de este ion por efecto de las sales, asi como también una reduccion mas
severa en el contenido de K, en comparacion con ‘Granex 429’ (Capitulo 1), lo que
podria ser consecuencia de que en el primer genotipo, hubo un mayor dafio oxidativo
sobre los lipidos de membrana que afectaria los mecanismos de transporte en la
misma. En este sentido, se considera que un alto grado de peroxidacion lipidica en los
tejidos, es un factor que intensifica el dafio generado por el efecto idnico de las sales
sobre la estructura de las membranas, propiciando un mayor ingreso de Na* y la
salida de K" desde la célula (Ahmad et al., 2008; Khan y Panda, 2008; Collado et al.,
2010), lo cual ocurrié en mayor medida en “Texas 502°.

Por otra parte, los resultados expresaron un efecto diferencial de las sales sobre el
contenido de TBARS en el tejido radical y foliar, siendo este Gltimo el que mostro
mayor peroxidacion lipidica en condiciones de salinidad, tanto en ‘Texas 502’ como
en ‘Granex 429’. Esta tendencia podria deberse a que en la hoja ocurre un mayor
namero de eventos que involucran la liberacidn de electrones y la acumulacion de O,
propiciando la sobre-reduccion de éste Gltimo y la proliferacion de ROS (Apel y Hirt,
2004; Azevedo-Neto et al., 2005; Hamed et al., 2007), lo que sugiere que exista
mayor posibilidad de dafio oxidativo en el tejido foliar que en el radical, tal como se
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observé en la presente evaluacion; este comportamiento en cuanto al grado de
peroxidacion lipidica entre 6rganos, también se ha encontrado en otros cultivos como
lenteja (Cicelari, 2004), sorgo (Alves da Costa et al., 2005), maiz (Azevedo-Neto et
al., 2005) y frijol (Silveira et al., 2005; Calvancanti et al., 2007), detectdndose mayor
indice de estrés oxidativo inducido por sales en la hoja que en la raiz.

1.2 Fuga de electrolitos

Las plantas sometidas a estrés salino del genotipo Texas 502, presentaron un
incremento en el porcentaje de fuga de electrolitos en el tejido radical, superando 2.8
veces lo observado en las plantas no estresadas; la salinidad también provocd un
aumento en esta variable en la raiz de ‘Granex 429’, aunque con una magnitud de 1.7
veces, respecto al tratamiento control, la cual fue significativamente menor que la
detectada en “Texas 502° (Figura 5).

La pérdida de electrolitos desde el interior del tejido foliar de ‘Texas 502’
incremento por influencia de las sales, siendo 2 veces que la observada en las plantas
no salinizadas, mientras que en la hoja de ‘Granex 429’ tal aumento fue de 1.5 veces.
Ademas, se evidencié que este efecto adverso de la salinidad sobre los tejidos, fue

mas severo en la raiz que en la hoja en ambos materiales (Figura 5).

El aumento en el porcentaje de fuga de electrolitos en el tejido radical y foliar
inducido por la salinidad en los dos genotipos de cebolla evaluados, refleja el grado
de deterioro de la membrana plasmatica que presentan las células de estos tejidos,
cuando la planta crece en dichas condiciones. Asimismo, Cicerali (2004) encontré en
la raiz y la hoja de plantas de lenteja tratadas con NaCl (100 y 200 mM) por 14 dias,
un incremento en la liberacion de electrolitos, respecto a las plantas no estresadas, lo
cual fue considerado consecuencia de la pérdida de integridad de la membrana
plasmética provocada por la acumulacion de iones toxicos y la proliferacion de ROS.

La alta concentracion de Na® y CI" que se presenta en los tejidos de plantas
sometidas a estrés salino, afecta las propiedades fisico-quimicas de la membrana
plasmatica, incidiendo en los componentes lipidicos y proteicos que participan en los
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mecanismos de transporte y alterando su permeabilidad (Cramer, 2002; Mansour y
Salama, 2004); esta funcion también es perturbada por la proliferacién de las ROS
que inducen dafos oxidativos a dichas biomoléculas que conforman la estructura de
las membranas celulares (Mittler, 2002; Sairam y Tyagi, 2004). Por consiguiente, la
toxicidad i6nica de las sales, asi como la toxicidad de las ROS, provoca la pérdida de
la integridad de la membrana plasmatica, la cual puede ser reflejada por la fuga de
electrolitos desde el interior celular, como se observé en el tejido radical y foliar de
los genotipos de cebolla tratados con sales.
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Figura 5. Fuga de electrolitos (%) desde el tejido radical y foliar de dos genotipos de cebolla
sometidos a estrés salino durante 20 dias. Letras distintas indican diferencia significativa
segun prueba de medias de Tukey (P<0.05).

Este indicador de dafio estructural de la membrana inducido por estrés salino,
aumento respecto al control en mayor medida en la raiz y la hoja ‘Texas 502°, en
comparacion a ‘Granex 429’, lo cual se corresponde con el grado de sensibilidad a las
sales que ambos manifiestan. De manera similar, Maia et al. (2010b) determinaron un
incremento en el porcentaje de fuga de electrolitos en el tejido radical de dos

genotipos de frijol con comportamiento diferencial ante las sales, al ser tratados con
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NaCl (100 mM) por dos dias durante la fase plantular, observando que dicho efecto
fue mayor en el genotipo sensible en relacion al tolerante. La incidencia adversa de la
salinidad sobre la integridad de la membrana, también fue descrita por Ashraf y Ali
(2008) en el tejido foliar de cuatro cultivares de Brassica napus, después de ser
estresados con NaCl (150 mM) por un periodo de 30 dias; estos autores encontraron
relacion entre el incremento en la pérdida de electrolitos y el grado de sensibilidad a
la salinidad de los cultivares evaluados, por lo que la misma es considerada entre los

criterios Utiles en la seleccidn de tolerancia ante las sales en esta especie.

Cabe resaltar que los resultados del grado de peroxidacion lipidica sefalados
previamente, no detectaron diferencias en el tejido radical de ‘Texas 502” y ‘Granex
429’ en el tratamiento control ni en el salino, y por el contrario, se evidencié que el
porcentaje de la fuga de electrolitos en este érgano, mostré un incremento en
condiciones salinas, siendo de mayor magnitud en el primer genotipo que en el
segundo. Esta discrepancia entre los resultados de ambas variables, podria reflejar
que la mayor pérdida de integridad de la membrana en las células del tejido radical de
‘Texas 502’, respecto a ‘Granex 429’ por efecto del estrés salino, se produce por
diferencias intraespecificas en las propiedades estructurales de las membranas, que le
confiere mayor sensibilidad a las sales a ‘Texas 502°, dado que la acumulacién de
Na" y CI" que podrian ejercer un efecto toxico en el tejido radical, fue similar en
ambos gentotipos; adicionalmente, se debe considerar que la concentracién de Ca*?
fue superior en el tejido radical de ‘Granex 429’ en relacion a ‘“Texas 502’ (Capitulo
I1), lo cual podria favorecer la preservacion de la integridad de la membrana en las

células de dicho tejido en el genotipo que muestra menor sensibilidad a las sales.

Lo observado en ambas variables de dafio oxidativo evaluadas en el tejido radical
de ‘“Texas 502’ y “Granex 429’, coincide con lo encontrado por Cicerali (2004), quien
determind un incremento en el porcentaje de la fuga de electrolitos en la raiz de
plantas de lenteja provocado por un estrés salino, mientras que no detectd variaciones
en el grado de peroxidacion lipidica en dicho 6rgano; este autor concluy6é que el

efecto adverso de las sales sobre las membranas, fue influenciado por la acumulacion
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de los iones Na* y CI' que reemplazan al K* y Ca*? los cuales participan en el
funcionamiento de los mecanismos de transporte de membrana; asimismo sugirié que
existe proteccion antioxidante en el tejido radical que podria evitar el incremento en

el dafio oxidativo a los lipidos de la membrana por parte de las ROS.

Por otra parte, se debe destacar que a pesar que las ROS no provocaron dafio
oxidativo a los lipidos de membrana en el tejido radical de ‘Texas 502” y ‘Granex
429, éstas podrian afectar a las proteinas que forman parte de su estructura (Mittler,
2002; Prasad, 2004; Bartels y Sunkan, 2005), lo cual afectaria la integridad de las
mismas, contribuyendo asi en el incremento en la fuga de electrolitos observado en la

raiz de ambos genotipos de cebolla.

En cuanto al tejido foliar, el estrés salino provocd un aumento tanto en el
porcentaje de la pérdida de electrolitos, como en el grado de peroxidacion lipidica,
siendo este efecto de mayor magnitud en ‘Texas 502°, respecto a ‘Granex 429’; estos
resultados sugieren que el dafio de las membranas pudo ser provocado por la
incidencia de varios factores, como son la acumulacién de iones que puede causar
toxicidad, lo cual fue superior en la hoja del primer genotipo, respecto al segundo
(Capitulo 1), asi como por la mayor tendencia al dafio oxidativo de los lipidos de
membranas en el tejido foliar de “Texas 502” en relacién a ‘Granex 429’ y/o por la
accion diferencial del sistema antioxidante de ambos genotipos en condiciones de
salinidad.

2. Efecto del estrés salino sobre componentes antioxidantes no enzimaticos en el
tejido radical y foliar

2.1 Contenido de Ascorbato y su estado redox

La concentracién de ascorbato reducido (ASC) en el sistema radical del genotipo
‘Texas 502" mostrd un descenso por incidencia de las sales, con una magnitud de
49% respecto a las plantas no estresadas, mientras que el contenido del ascorbato
oxidado o dehidroascorbato (DHA), disminuyd en un 58% por efecto del estrés salino.
El estado redox (ASC/ASC+DHA), indic6 que aproximadamente el 60% del
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contenido total de ascorbato, correspondié al ASC, tanto en las plantas control como
en las salinizadas, sugiriendo que la capacidad redox de este metabolito se mantuvo
estable bajo dicha condicion de estrés (Tabla 1).

La acumulacion de ASC en la raiz de ‘Granex 429’ no varié por efecto de las sales,
y esta misma tendencia se observd en cuanto a la concentracion de DHA; en
consecuencia, el estado redox del ascorbato en el tejido radical de este genotipo, fue
similar en las plantas control y en las estresadas por sales; ademas, se detect6 que un
valor cercano al 60% del ascorbato total se presentd en estado reducido en ambos
tratamientos. A pesar de que el estado redox del ascorbato en la raiz de ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’ mostro valores similares, se considera que la capacidad antioxidante de
este metabolito es mas limitada en las plantas estresadas del primer genotipo, dado
que el contenido de ASC disminuyd respecto al control, mientras que en el segundo,
esta concentracion no fue afectada por las sales (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de Ascorbato reducido (ASC) y de Dehidroascorbato (DHA) y
estado redox (ASC/ASC+DHA), en la raiz y la hoja de dos genotipos de cebolla
sometidos a un tratamiento control y a estrés salino.

Tratamiento ASC DHA Estado redox
umol g™ PF %

Raiz “Texas 502’ Control 091e 0.57d 61.26 bc
Salino 0.46 f 0.24 e 65.68 b

‘Granex 429’ Control 0.81e 0.48d 62.85 bc

Salino 0.77 ¢ 0.53d 59.82 bc

Hoja  ‘Texas 502’ Control 2.89¢c 2.28 a 55.95 cd
Salino 1.63d 1.52 bc 51.77 d
‘Granex 429’ Control 3.48b 1.79b 66.00 b
Salino 401 a 1.37¢c 74.53 a

Letras distintas en cada columna indican diferencia significativa segiin prueba de medias de Tukey
(P<0.05); PF: peso fresco.

En el tejido foliar de ‘Texas 502’ la acumulacion de ASC y DHA descendi6 por
efecto de las sales, por el orden del 44 y 33% respecto al control, respectivamente. El

estado redox del ascorbato no mostrd diferencias significativas entre tratamientos,
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dado que los componentes reducido y oxidado presentaron una concentracion similar
en el grupo control y ambos disminuyeron en igual magnitud por la salinidad. En
cuanto a ‘Granex 429’, se encontrd que el contenido foliar de ASC incrementé en un
15% por incidencia de las sales, mientras que el DHA descendi6 con el tratamiento
salino en una magnitud de 24%. Este efecto diferencial del estrés salino sobre cada
uno de los estados del ascorbato en el tejido foliar de ‘Granex 429’, provoco el
aumento en su capacidad redox, reflejando mayor acumulacion del estado reducido
de este metabolito, respecto al oxidado, y por ende un incremento en su poder
antioxidante bajo condiciones salinas (Tabla 1).

Al comparar el contenido de ASC y DHA en la raiz y la hoja de cada genotipo, se
observo que la acumulacion de ambos componentes fue superior en la hoja, tanto en
el grupo de plantas control como en las tratadas con sales; ademas se evidencié que el
estrés salino provocd un incremento en su estado redox, solo en el tejido foliar de
‘Granex 429’, lo cual fue consecuencia del aumento en la concentracion de ASC vy el
descenso en la de DHA, mientras que en la hoja de ‘Texas 502’ y en la raiz de ambos
genotipos no se observaron cambios en la capacidad redox del ascorbato inducidos
por la salinidad (Tabla 1).

La disminucion en el contenido de ASC observada en el tejido radical de ‘Texas
502’ por incidencia de las sales, coincide con lo descrito por Shalata et al. (2001) en
la raiz del tomate cultivado (L. esculentum) estresado con NaCl (100 mM), durante la
fase vegetativa (4 hojas verdaderas) por un periodo de 20 dias, cuya acumulacion de
ASC descendi6 en un 43% lo mostrado por el tratamiento control, lo que redujo la
capacidad redox del ascorbato en el tejido radical de esta especie; segun dichos
autores tales resultados afectan la proteccion antioxidante de este cultivo en

condiciones de estrés salino, repercutiendo en su sensibilidad ante las sales.

El estado redox del ascorbato indica el porcentaje que corresponde al componente
reducido respecto al total de ascorbato, lo cual podria reflejar la capacidad de
regenerar ASC, siendo la concentracion de este dltimo lo que determina el poder
antioxidante de este metabolito (Hernandez et al., 2001; Shalata et al., 2001). A pesar
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de que el estado redox del ascorbato en la raiz de ‘Texas 502’ no varidé con el
tratamiento salino, se considera relevante el descenso en el contenido de ASC
provocado por las sales, dado que con ello se disminuye la posibilidad de regulacion
de las ROS (Shigeoka et al., 2002; Apel y Hirt, 2004; Foyer y Noctor, 2005).

El efecto adverso de las sales sobre el contenido de ASC observado en el sistema
radical del genotipo Texas 502, coincide con lo encontrado por Khan y Panda (2008)
en la raiz de plantulas de un cultivar de arroz sensible y otro tolerante a la salinidad,
al inducir un estrés corto de 24 horas con NaCl; estos autores consideraron que la
restriccion en la capacidad de acumular ASC en condiciones salinas, refleja poca
participacion del ascorbato en la proteccion antioxidante del tejido radical en esta
especie, lo cual se podria corresponder a lo observado en la raiz de “Texas 502’.

En el tejido radical del genotipo Granex 429, el estrés salino no afectd la
concentracion de ASC ni de su estado redox, lo cual le podria conferir cierta ventaja
respecto a ‘Texas 502’, dado que al mantener la concentracién de ASC bajo estrés
salino, podria continuar también su capacidad antioxidante. Sin embargo, se
considera que el incremento en el contenido de ASC en los tejidos de plantas
salinizadas, es el proceso que aumentaria la posibilidad de regular las ROS que
proliferan en dicha condicion, debido a su efecto depurador de radicales libres como
el superdxido y por su participacion como sustrato de la APX que reduce al peréxido
de hidrogeno (Shalata et al., 2001; Shigeoka et al., 2002; Foyer y Noctor 2005); por
lo tanto, mantener una concentracion de ASC similar a la encontrada en condiciones
no salinas, como ocurrié en las plantas estresadas de ‘Granex 429’, probablemente no
sea suficiente para contribuir a controlar la posible produccion excesiva de ROS, lo
cual sugiere que el ASC tendria poca participacion en la proteccion antioxidante en el
tejido foliar de este genotipo sometido a dicho estrés.

A diferencia de lo observado en la raiz de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, Shalata et
al. (2001) encontraron un ascenso en el contenido radical de ASC, en plantas de una
especie de tomate tolerante a las sales (L. pennellii) en fase vegetativa, al ser tratada
con NaCl (100 mM) durante 20 dias, lo cual supone un aumento en la proteccion
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antioxidante bajo la condicion de estrés salino. Asimismo, este incremento en la
concentracion de ASC, se ha observado en la raiz de un cultivar de trigo tolerante a la
salinidad (Meneguzzo et al., 1999) y en el tejido radical de brécoli, que es
considerada una especie moderadamente tolerante a este factor (Hernandez et al.,
2010), siendo asociado con la capacidad de aminorar el riesgo del estrés oxidativo
provocado por las sales y por ende con el comportamiento que estas especies y/o

cultivares manifiestan ante tal condicion.

Con respecto a la acumulacién foliar de ASC y DHA, se evidencid que en ‘Texas
502’, la salinidad provocé un descenso en la concentracion de ambos compuestos con
una magnitud similar, por lo que la capacidad redox no vario respecto a lo observado
en las hojas de las plantas control; es de hacer notar que la menor concentracion de
ASC en el tejido foliar de este genotipo por efecto de las sales, restringe su proteccion
antioxidante. Hernandez et al. (1999), también encontraron una disminucion en el
contenido de ASC en hojas de plantas de guisante tratadas con NaCl a 90, 110 y 160
mM por un lapso de 14 dias, con respecto a las del tratamiento control, sin embargo,
tal reduccién fue mas severa que la observada en la concentracion de DHA, lo cual se
reflejo en una menor capacidad redox y por ende en un bajo poder antioxidante por

parte de este metabolito.

Asimismo, el efecto adverso de las sales sobre la concentracion de ASC observado
en el tejido foliar del genotipo ‘Texas 502’, también fue encontrado por Athar et al.
(2008) en plantas de trigo sometidas a estrés salino (NaCl 150 mM) después de 28
dias de la emergencia, durante un lapso de 30 dias, quienes observaron una
disminucion de 65% aproximadamente, en la acumulacion de ASC respecto a las
plantas control; dichos autores sefialan que esta respuesta limita la defensa ante el
estrés oxidativo provocado por la salinidad, influyendo en el grado de sensibilidad
gue muestra la planta ante este factor. Por el contrario, en la hoja de ‘Granex 429’ la
salinidad provoco un aumento en el contenido de ASC y un descenso en la
concentracién de DHA, por lo que el estado redox de este metabolito en las plantas

estresadas increment6 respecto al control, sugiriendo que durante el estrés hubo
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mayor proteccion antioxidante en el tejido foliar de este genotipo, siendo una ventaja

en comparacion a lo mostrado por ‘Texas 502°.

Los resultados relacionados con la acumulacién foliar de ASC en los genotipos de
cebolla probados en la presente investigacion, coinciden con los obtenidos por
Moradi e Ismail (2007) al evaluar cultivares de arroz con distinto grado de
sensibilidad a las sales bajo tratamiento salino (NaCl a 6 y 12 dSm™), a partir de 21
dias después de la siembra por un periodo de 7 dias; en el cultivar mas tolerante hubo
un incremento en la concentracién foliar de ASC, de hasta 2.5 veces respecto al grupo
control, mientras que el ascorbato total no vario, indicando una reduccién en la
concentracion de DHA y al mismo tiempo un aumento en su capacidad redox; por el
contrario, en la hoja del cultivar sensible la acumulacion de ASC fue 3 veces menor
que la mostrada por las plantas no estresadas y el ascorbato total 1.5 veces mas bajo,
reflejando que el descenso en el contenido del ASC fue mas severo que el de DHA, lo
cual indica disminucion en su capacidad redox. Asimismo, estos autores encontraron
alta correlacién entre el aumento en la acumulacién de ASC vy la regulacién del dafio
oxidativo, sugiriendo la participacion efectiva de este antioxidante en el control de
ROS en el tejido foliar, por lo que asociaron la concentracion de este metabolito con
la capacidad de enfrentar el estrés oxidativo provocado por las sales y por ende con el
grado de sensibilidad ante la salinidad en este cultivo.

El incremento en el contenido foliar de ASC mostrado por el genotipo ‘Granex
429’, en las plantas estresadas por sales respecto al control, coincide con lo
encontrado en pepino (Lechno et al., 1997), en un cultivar de trigo con baja
sensibilidad a las sales (Meneguzzo et al., 1999) y en Catharanthus roseus (Jaleel et
al., 2007), en los cuales se ha asociado la proteccion antioxidante que confiere este
metabolito al tejido foliar, con la respuesta de la planta ante el estrés salino.

Al comparar el contenido radical y foliar de ASC de ambos genotipos de cebolla
evaluados, se detectd que existe mayor proteccion por parte de este metabolito en las
hojas, lo que se corresponde con lo observado por distintos autores, quienes sefialan
que a pesar que el ascorbato estd ampliamente distribuido en diferentes érganos de la
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planta, tanto en tejidos fotosintéticos como en los no fotosintéticos, generalmente se
presenta un alto contenido de este metabolito en los cloroplastos (Noctor y Foyer,
1998; Jaleel et al., 2009), por lo que es frecuente encontrar mayor acumulacion del
mismo en la hoja que en el sistema radical (Smirnoff, 2005; Ahmad et al., 2009).

El ASC constituye un sustrato fundamental para la activacion del ciclo Ascorbato-
Glutation ¢ Halliwell-Asada-Foyer, en el cual se reduce el H,O, principal ROS
controlada por este metabolito a H,O; ademas el ASC es uno de los componentes del
sistema antioxidante que participa en la fotoproteccion y por ende contribuye a evitar
dafios oxidativos en el proceso fotosintético, por su accion depuradora del oxigeno
singlete y de los radicales superdxido e hidroxilo, que se producen frecuentemente en
condiciones estrés salino (Noctor y Foyer, 1998; Smirnoff, 2005; Ahmad et al., 2009).
Por lo tanto, se considera favorable la capacidad que presenta el tejido foliar de
aumentar la produccion de ASC cuando la planta es sometida a factores estresantes,

lo cual sélo fue observado en el tejido foliar de ‘Granex 429°.

2.2 Contenido de Glutatién y su estado redox

La acumulacion de glutation reducido (GSH) en el tejido radical del genotipo
Texas 502 incrementé por efecto de la salinidad, en una magnitud de 30% del
contenido observado en las plantas no estresadas, mientras que la concentracion del
glutatién oxidado (GSSG) fue similar en ambos tratamientos; el estado redox
(GSH/GSH+GSSG) indic6 que este metabolito se presenta predominantemente en
condicion reducida, encontrandose un porcentaje similar en la raiz de las plantas

control y salinizadas (Tabla 2).

En el tejido radical de ‘Granex 429’, también se observO un aumento en el
contenido de GSH provocado por las sales, el cual estuvo en el orden del 32%
respecto a lo acumulado por el grupo control; ademas se encontré que el GSSG
incrementd 17% por efecto de las sales, sin embargo el estado redox no mostrd
variaciones inducidas por el estrés, reflejando que en ambas condiciones el GSH es el
principal componente del glutation en la raiz de este genotipo. Al comparar la
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concentracion de GSH en el tejido radical de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, se
evidencio que ésta fue similar en las plantas control, asi como en las estresadas por
sales; no obstante, el estado redox del glutation sugirié que este metabolito confiere
mayor poder antioxidante al primer genotipo (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de Glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG) y el estado redox
(GSH/GSH+GSSG), en la raiz y la hoja de dos genotipos de cebolla sometidos a un
tratamiento control y a estrés salino.

Genotipo Tratamiento GSH GSSG Estado redox
umol g PF %
Raiz “Texas 502’ Control 1.96 bc 0.46 bc 81.02 ab
Salino 2.55a 0.47 bc 84.66 a
‘Granex 429’ Control 1.75¢ 0.53b 76.82 bc
Salino 2.31 ab 0.62a 78.92 bc
Hoja  ‘Texas 502’ Control 0.55d 0.34d 61.70 d
Salino 0.46 ¢ 042c 51.98 e
‘Granex 429’ Control 0.60d 0.21e 73.81c
Salino 0.33f 0.27 de 55.31¢e

Letras distintas en cada columna indican diferencia significativa segun prueba de medias de Tukey
(P<0.05); PF: peso fresco.

En relacion a la acumulacion foliar de glutation, se encontré que en “Texas 502" el
contenido de GSH disminuy6 por efecto de las sales, representando un 83% de lo
acumulado por el grupo control, mientras que el GSSG aumentd en un 24%; tales
variaciones en los componentes del glutation en las plantas estresadas, generaron un
descenso en su estado redox. Asimismo, la salinidad afect la concentracién foliar de
GSH en “‘Granex 429’, observando que en las plantas estresadas ésta correspondi6 al
55% de lo encontrado en el control, al tiempo que el contenido de GSSG no presento
diferencias en relacion a estas ultimas; en consecuencia, el estado redox del glutation
en las hojas de este genotipo descendidé por la incidencia del estrés salino. Al
comparar el contenido foliar de los componentes del glutation en ambos materiales de
cebolla, se evidencid que el efecto de las sales sobre la acumulacion de GSH fue mas
severo en ‘Granex 429’ que en ‘Texas 502, lo cual se reflejo en el descenso mas
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marcado en su estado redox en el primero de éstos (Tabla 2).

Al evaluar el contenido radical y foliar de GSH en los genotipos de cebolla, se
observé que esta concentracion fue superior en el primer 6rgano, tanto en las plantas
control como en las estresadas por sales. En cuanto al estado redox del glutation, se
encontré que en ‘Texas 502° éste fue mayor en la raiz que en la hoja de los dos
grupos de plantas, mientras que en ‘Granex 429’ tal diferencia se present6 solo en el
tratamiento salino (Tabla 2).

El incremento en la acumulacion de GSH en el tejido radical de ‘Texas 502” y
‘Granex 429’ por efecto de la salinidad, sugiere que este metabolito podria contribuir
a la proteccion antioxidante en la raiz cuando la planta es sometida a condiciones de
estrés salino, dada su propiedad de regular la proliferacion de ROS (Noctor y Foyer,
1998), aun cuando la magnitud en dicho ascenso no haya influenciado el estado redox
del glutatién.

La tendencia observada en cuanto al contenido de GSH en el tejido radical de los
genotipos de cebolla sometidos a estrés salino, fue similar a la descrita por Tsai et al.
(2004) en la raiz de plantas de arroz tratadas con NaCl (150 mM) durante tres dias,
las cuales superaron en 60% lo encontrado en el control, por lo que estos autores
consideraron que con ello se produjo un aumento en la proteccién antioxidante bajo
condiciones salinas. Asimismo, los resultados relacionados con el glutation en la raiz
de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’°, coinciden con los referidos por Di Baccio et al.
(2004) en la raiz de un genotipo de girasol con baja sensibilidad a las sales, la cual
mostré un incremento en el contenido de GSH por efecto del estrés salino inducido
con agua de mar al 20% por un periodo de 30 dias; estos autores consideraron que
dicho ascenso tiende a aminorar el riesgo del dafio oxidativo provocado por la
salinidad, de manera similar a lo que podria ocurrir en la raiz de ambos genotipos de

cebolla aqui evaluados.

El andlisis de las variables relacionadas con la acumulacién del glutation y su
estado redox en la raiz de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, no permitid establecer una
relacion con el grado de sensibilidad a las sales que éstos manifiestan, dado que
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ambos mostraron un incremento similar en el contenido de este metabolito por efecto
del tratamiento salino; ademas el estado redox del glutatién fue superior en ‘Texas
502’, genotipo mas sensible a la salinidad que ‘Granex 429°. Por el contrario, Shalata
et al. (2001) encontraron que el contenido de GSH en el tejido radical, se asocié con
el grado de tolerancia al estrés salino en dos especies de tomate, ya que la especie
cultivada, reconocida como sensible, presenté un descenso en la acumulacién de este
antioxidante asi como en su estado redox, al ser tratada con NaCl (100 mM) por 20
dias, mientras que una silvestre del mismo género, caracterizada como tolerante,
mostro una tendencia opuesta bajo las mismas condiciones salinas, lo cual le confirio

mayor proteccion ante el riesgo oxidativo inducido por este estres.

La poca relacion entre la sensibilidad diferencial a las sales de ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’ y la concentracion de GSH en el tejido radical bajo condiciones salinas,
difiere a lo encontrado por Khan y Panda (2008) en la raiz de plantulas de dos
cultivares de arroz con comportamiento tolerante y sensible a las sales, dado que
estos autores observaron un aumento en el contenido de este metabolito en el primer
cultivar y una reduccion en el segundo, por efecto de un estrés salino corto (24 horas)
con distintas concentraciones de NaCl (50, 100 y 150 mM); segun dichos autores tal
efecto contrastante influy6 en la proteccion antioxidante del tejido radical y por ende
en la capacidad para enfrentar este estrés por dichos cultivares.

Una tendencia opuesta a la observada en cuanto a la acumulacion de GSH en la
raiz de ambos genotipos de cebolla tratados con sales, fue descrita por Hernandez et
al. (2010) en el tejido radical de brocoli, considerado un cultivo moderadamente
tolerante a la salinidad; la concentracion de este metabolito descendid junto con el
estado redox, en mas del 80% cuando las plantas fueron sometidas a estrés salino
(NaCl 80 mM) durante 14 dias, lo que sugiere poca participacion del glutatién en la
regulacion de las ROS en la raiz de esta especie al crecer en condiciones salinas.

Por otra parte, se evidencio que la salinidad afect6 el contenido foliar de GSH, asi
como el estado redox del glutation en ambos genotipos de cebolla, siendo este efecto
mas severo en ‘Granex 429’, respecto a ‘Texas 502°. Tal resultado es contrario al
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descrito por El-baky et al. (2003), quienes aplicaron tres concentraciones de agua de
mar (2000, 4000 y 6000 ppm) durante 45 dias, en tres genotipos de cebolla de uso
comun en Egipto, Behary Red, Giza 6 y Giza 20, en fase pos-transplante, encontrando
un incremento gradual en la acumulacion foliar de GSH, a medida que aumento la
salinidad, siendo éste mas pronunciado en ‘Behary Red’ el cual manifestdé menos
sensibilidad al estrés salino. Estos autores, consideraron que el ascenso en la
concentracion de este metabolito en las plantas estresadas, mejord la regulacion de las
ROS, reduciendo el riesgo de dafio oxidativo que promueve esta condicion de estrés,
lo cual no se corresponde con lo observado en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ cuyo
contenido foliar de GSH descendi6 por efecto de las sales, indicando poca
contribucién de este metabolito en la defensa antioxidante en el tejido foliar de ambos

genotipos.

A diferencia del efecto adverso de las sales sobre la acumulacion foliar de GSH
detectado en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, Mittova et al. (2003) encontraron un
incremento en la concentracion de GSH en el tejido foliar de una especie de tomate
silvestre sometida a estrés salino por 14 dias con NaCl (100 mM), la cual fue 50%
mayor que en el tratamiento control. De manera similar, en un genotipo silvestre de
canola (Brassica napus) (Ruiz y Blumwald, 2002) y un cultivar de arroz tolerante al
estrés salino (Vaidyanathan et al., 2003), se determin6 un ascenso en el contenido de
GSH por incidencia de las sales, lo que refleja una participacion importante del

mismo en la proteccién antioxidante del tejido foliar en estas especies.

El efecto adverso de las sales sobre la acumulacion foliar de GSH observado en los
genotipos de cebolla evaluados, coincide con lo encontrado por Hernandez et al.
(2000) en dos cultivares de guisante, uno sensible y otro tolerante a la salinidad, al ser
sometidos a dicho estrés con NaCl (70 mM) durante 15 dias, los cuales mostraron una
reduccion de similar magnitud en la concentracién foliar de GSH. Asimismo, Di
Baccio et al. (2004) describieron un descenso en el contenido de GSH y en el estado
redox del glutation en hojas de un genotipo de girasol tolerante a las sales, tratado con

agua de mar al 20% por 30 dias, detectando ademas un incremento en la acumulacion
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de GSSG, semejante a lo observado en el tejido foliar de ‘Texas 502°. Una tendencia
similar en cuanto a la reduccion en el contenido foliar de GSH, fue determinada por
Benavidez et al. (2007) en hojas de un clon de papa sensible a las sales, creciendo en
condiciones salinas (NaCl 100 y 150 mM) por un periodo de 14 dias, mientras que
dichos autores no detectaron variaciones en este metabolito en hojas de un clon

tolerante a las sales.

Estos resultados sugieren que la acumulacion foliar del GSH en plantas sometidas
a estrés salino, no siempre esta asociada con el grado de sensibilidad a las sales que
éstas manifiesten, lo que se evidenci6 en los genotipos ‘Texas 502° y ‘Granex 429’,
siendo este Gltimo el que presentd la reduccion mas severa en el contenido de GSH y
en el estado redox del glutation, a pesar de ser el genotipo que expresa el
comportamiento menos sensible ante la salinidad; lo anterior refleja poca
participacion del glutation en la regulacién de la produccién de ROS en el tejido

foliar de los genotipos de cebolla bajo estrés salino, principalmente en ‘Granex 429’.

Respecto a la acumulacion radical y foliar del glutation, ambos genotipos de
cebolla presentaron mayor contenido de GSH en la raiz que en la hoja, lo cual es
contrario a lo observado por Mittova et al. (2003), quienes determinaron mayor
concentracion de GSH en la hoja que en la raiz de plantas del tomate cultivado y de
una especie silvestre, tanto en condiciones control como bajo estrés por sales. La
tendencia en cuanto al contenido de GSH en los 6rganos evaluados en ‘Texas 502° y
‘Granex 429’, difirié de la encontrada por Di Baccio et al. (2004) en un genotipo de
girasol tolerante a las sales, en el que la acumulacion de GSH fue similar en el tejido
radical y foliar en plantas sometidas a salinidad; sin embargo, en el tratamiento
control estos autores detectaron mayor concentracion de GSH en el tejido radical que
en el foliar, indicando que las sales provocaron un incremento en este metabolito s6lo

en la raiz, tal como se observo en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429°.

Cabe destacar la importancia del glutation en cuanto a su capacidad de reaccionar
directamente sobre ROS altamente toxicas como el radical hidroxilo y el superéxido
(Price et al., 1990; Wang Yy Jiao, 2000) y por participar en la transformacion del H,0,
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a H,0 en el ciclo Ascorbato-Glutation (Noctor y Foyer, 1998; Tausz et al., 2004), por
lo cual su disminucion podria limitar significativamente la proteccion antioxidante

del tejido foliar en los genotipos de cebolla estudiados.

3. Efecto del estrés salino sobre componentes antioxidantes enzimaticos en la
fraccion simplastica y apoplastica del tejido radical y foliar

El simplasto del tejido radical y foliar representd méas del 92 % del peso fresco en
cada uno de estos Grganos de los genotipos Texas 502 y Granex 429, por lo que para
efecto de la discusidn, los resultados correspondientes a las enzimas determinadas en

esta fraccion, son referidos como si fueran provenientes de la raiz o la hoja.
3.1 Superoxido dismutasa (SOD)
- Actividad total de SOD e isoenzimas presentes en la fraccion simplastica

La actividad total de SOD en el tejido radical de ‘Texas 502” y ‘Granex 429’ fue
similar, tanto en las plantas del grupo control como en las sometidas a estrés salino, lo
cual sugiere que no hubo efecto de la salinidad sobre este componente del sistema
antioxidante en la raiz de ambos genotipos (Figura 6). Los patrones electroforéticos
de SOD en el simplasto radical de los materiales de cebolla, revelaron la presencia de
tres isoenzimas, una correspondiente a Mn-SOD y dos a Cu,Zn-SOD, estas Ultimas
identificadas como | y Il segun el orden de su movilidad en el gel; ademas se observo
mayor intensidad en las bandas Cu,Zn-SOD I, indicando que esta es la isoforma SOD
predominante en el simplasto del tejido radical. Todas las isoenzimas detectadas
mostraron una intensidad semejante en las bandas reveladas en cada uno de los
tratamientos aplicados (Figura 7), lo cual coincide con los resultados sobre la
actividad de SOD por espectrofotometria, en la que no se evidencié diferencia

intraespecifica, ni efecto de las sales sobre esta enzima en la raiz.

En relacidn al tejido foliar, la actividad de SOD mostrd un descenso en las plantas
salinizadas de ‘Texas 502’, respecto a lo detectado en el grupo control, el cual fue de
30% aproximadamente; mientras que en ‘Granex 429°, no se observaron cambios en

la actividad de esta enzima por la incidencia del estrés salino (Figura 6).



O Control

171

O Salino

60

50 - a

HH »

Hi oo

40

30

20 ~

U SOD mg™ proteina

10 ~

Ho

H o

Texas Granex

Raiz

Texas ‘ Granex

Hoja

Figura 6. Actividad de la enzima Superoxido dismutasa (Unidades SOD) en el simplasto del
tejido radical y foliar de dos genotipos de cebolla sometidos a un tratamiento control y a
estrés salino. Letras distintas indican diferencias significativas entre éstos, segun prueba de

medias de Tukey (P<0.05).

SR SH +CN +H,0,

MnSOD
CuZnSOD |
CuzZnSOD Il

Figura 7. Patrones electroforéticos de
isoenzimas de Superdxido Dismutasa (SOD)
en la fraccion simpléastica del tejido radical
(A) y foliar (B) de los genotipos ‘Texas 502’
(Tc: control; Ts: salino) y Granex 429 (Gc:
control; Gs: salino). Identificacion de
isoenzimas SOD a partir de geles incubados
en CN que inhibe CuzZn-SOD y en H,0, que
inhibe Cuzn-SOD y Fe-SOD (C). SR:
simplasto radical, SH: simplasto foliar.
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En el simplasto foliar de ambos genotipos se identificaron las tres isoenzimas SOD
determinadas en el simplasto del tejido radical, no obstante a diferencia de lo
observado en este 6rgano, la isoenzima predominante en la hoja fue la Cu,Zn-SOD 1.
Por otra parte, los patrones electroforéticos de las isoenzimas SOD en las plantas
estresadas por sales de los dos materiales, no mostraron variacion respecto al grupo
control (Figura 7), lo cual refleja que la reduccion en la actividad foliar SOD en las
plantas salinizadas de ‘“Texas 502" (Figura 6), no obedece a la inhibicion de alguna de
las isoenzimas, sino a la disminucién en la actividad conjunta de las isoformas
presentes, siendo detectada solo por espectrofotometria; asimismo se confirmo el poco
efecto de las sales sobre la actividad enzimética de SOD en la hoja de ‘Granex 429’.

Al comparar la actividad SOD en la raiz y en la hoja de ‘Texas 502’ y ‘Granex
429’, se determind que en ambos genotipos ésta fue superior en el tejido radical
respecto al foliar; dicha diferencia entre 6rganos se observo tanto en las plantas del

grupo control como en aquellas sometidas a estrés salino (Figura 6).

La ausencia de efecto de la salinidad sobre la actividad total de SOD en el tejido
radical de ‘Texas 502" y ‘Granex 429°, coincide con lo observado por Lee et al.
(2001) quienes no apreciaron variacion en la actividad de esta enzima en la raiz de
plantas de arroz sometidas a estrés salino (NaCl a 150 mM) durante tres dias, respecto
al grupo control; estos autores detectaron en el tejido radical de arroz dos isoformas
Cu,Zn-SOD vy una correspondiente a Mn-SOD, las cuales no mostraron diferencias en
ambos tratamientos, corroborando el resultado previo. Asimismo, Azevedo-Neto et al.
(2005) observaron poco efecto de la salinidad sobre la actividad SOD, en la raiz de un
genotipo de maiz sensible a las sales tratado con NaCl (100 mM) por un periodo de
15 dias; estos resultados también concuerdan con lo obtenido por Hernandez, et al.
(2010) en la raiz de plantas de brocoli estresadas con NaCl a 40 mM, cuya actividad
SOD fue similar a la encontrada en las plantas no estresadas, identificando ademas,
dos isoformas de Cu,Zn-SOD, una de Mn-SOD Yy una de Fe-SOD, siendo esta Ultima
la de mayor expresion en el andlisis electroforético, aunque sin variaciones entre

tratamientos en ninguna de estas isoenzimas. La tendencia de mantener la actividad
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de SOD sin cambios respecto al control en condiciones salinas, sugiere que el estrés
inducido no afectd significativamente los procesos involucrados en la sintesis de esta

enzima o en la regulacién de su actividad.

A diferencia del poco efecto de las sales sobre la actividad de SOD observada en la
raiz de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, Gueta-Dahan et al. (1997) encontraron una
disminucidn en la actividad total SOD en la raiz de Citrus sinensis estresada con NaCl
(100 mM), respecto al tratamiento control; segun dichos autores, este efecto adverso
se reflejo ademas en el andlisis electroforético de las isoenzimas SOD, mediante una
menor intensidad en las bandas correspondientes a una Mn-SOD y una Cu,Zn-SOD en
comparaciéon a lo mostrado por las plantas no estresadas, siendo mas evidente en la

primera isoenzima.

Cavalcanti et al. (2007) encontraron que la enzima SOD fue afectada por la
salinidad en el tejido radical de plantas jovenes de frijol sometidas a estrés salino
(NaCl a 200 mM) durante 6 dias, evidenciando un 50 % de la actividad mostrada por
el control; esta reduccién también fue detectada por Khan y Panda (2008) en el tejido
radical de dos cultivares de arroz con distinto grado de sensibilidad a las sales, al
aplicar diferentes concentraciones de NaCl (50, 100 y 150 mM) durante 24 horas;
dado el descenso de la actividad de SOD, los autores de ambos estudios consideraron
que dicha enzima no confiere proteccion antioxidante a la raiz de estos cultivos
cuando son sometidos a condiciones salinas. En el caso de los genotipos ‘Texas 502’
y ‘Granex 429’, el mantenimiento en la actividad de SOD en la raiz de las plantas
salinizadas en relacion al tratamiento control, indica la posible continuidad de su
accion depuradora de O,-", lo que podria contribuir a evitar un incremento excesivo en

el dafio oxidativo del tejido radical a causa de esta ROS.

Se ha sugerido que la salinidad propicia un incremento en la actividad de SOD en
la raiz de sorgo (Alves da Costa et al., 2005), girasol (Rios-Gonzalez et al., 2002) y de
una especie silvestre de tomate tolerante a la salinidad (Shalata et al., 2001), lo cual se
ha relacionado con la disminucién en el dafio oxidativo a membranas celulares y a

biomoléculas, asi como en la inhibicion de distintos procesos metabolicos que
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provoca el O,-" y otras ROS que éste puede generar como por ejemplo el OH" (Sairam
y Tiagy, 2004; Prasad, 2004), siendo asociado con el comportamiento tolerante ante
las sales de dichas especies. A diferencia de lo anterior, la ausencia de un estimulo en
la actividad de SOD por el estrés salino, observada en la raiz de ‘Texas 502’ y
‘Granex 429°, podria indicar su poca contribucién en la proteccion antioxidante
necesaria para enfrentar un incremento en la proliferacion del O,-™ que probablemente

ocurre en el sistema radical de las plantas estresadas.

En cuanto a la actividad de SOD en el tejido foliar de los genotipos de cebolla
evaluados, se evidencié que el tratamiento salino provocd su disminucion en el
simplasto foliar de las plantas de “Texas 502°, mientras que en ‘Granex 429’ no hubo
variacion de la misma, lo que difiere de lo encontrado por El-baky et al. (2003) en tres
genotipos de cebolla, sometidos a estreés salino, utilizando tres concentraciones de
agua de mar (2000, 4000 y 6000 ppm) durante 45 dias, en cuyas hojas se notdé un
incremento en la actividad SOD, respecto a lo mostrado por el grupo control; ademas
estos autores detectaron que la magnitud de ese ascenso fue distinto entre los
cultivares evaluados, sugiriendo una asociacion entre el aumento de la proteccion
antioxidante conferida por la SOD y el grado de sensibilidad a las sales de estos
cultivares. Cabe destacar que aunque estos autores indujeron el estrés en la fase post-
trasplante, a una edad de las plantas similar a la considerada en este estudio, el
tratamiento se prolongo6 por un lapso de 45 dias, el doble del tiempo utilizado en este
ensayo, lo que implica que durante ese periodo las plantas experimentaron cambios
fenoldgicos importantes, que podrian haber influenciado la actividad de la enzima en

estos genotipos de la cebolla.

A diferencia de lo observado en la actividad foliar de SOD en ‘Texas 502’ y
‘Granex 429’ por efecto de las sales, Gueta-Dahan et al. (1997) encontraron un
incremento en la actividad SOD en la hoja de C. sinensis tratada con NaCl (100 mM),
respecto a plantas no estresadas, lo cual se correspondi6 a un aumento en la intensidad
de la banda electroforética de una isoenzima Cu,Zn-SOD, mientras que no hubo
variacion de una isoforma identificada como Mn-SOD vy dos Fe-SOD; esto ultimo
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denota un efecto diferencial de las sales sobre las isoformas SOD, lo cual no ocurrié

en las isoformas detectadas en la hoja de los dos genotipos de cebolla probados.

Alves da Costa et al. (2005) encontraron un aumento en la actividad de esta enzima,
en la hoja de plantas jovenes de sorgo sometidas a estrés salino (NaCl a 75 mM)
durante 17 dias, lo que le confiere una mayor regulacion de la produccién de O,-" y
por ende la reduccién del riesgo de estrés oxidativo cuando son sometidas a
condiciones de salinidad; esta misma respuesta de la actividad SOD ha sido descrita
en plantas estresadas por sales de maiz (Azooz et al., 2009), trigo (Athar et al., 2008)
y frijol (Maia et al., 2010a).

El descenso detectado en la actividad de SOD en el tejido foliar de las plantas
salinizadas de ‘Texas 502’, sugiere una restriccion en la regulacion de la proliferacion
de esta ROS y en la proteccion antioxidante en este 6rgano, lo cual se corresponde
con el incremento en el grado de peroxidacion lipidica en la hoja de dicho genotipo,
siendo éste de mayor magnitud que en ‘Granex 429’ (Figura 4). El efecto adverso de
las sales sobre la actividad foliar de SOD observado en ‘Texas 502°, también fue
detectado por Shalata y Tal (1998) en la hoja de L. esculentum, especie cultivada de
tomate sensible a las sales, después de aplicar NaCl a una concentracién de 100 mM
por un lapso de 22 dias, afectando la proteccion antioxidante del tejido foliar; lo
anterior fue asociado con un aumento en la peroxidacion lipidica en la hoja y con el
comportamiento ante la salinidad de esta especie. Asimismo, las sales han provocado
un descenso en la actividad de esta enzima en hojas de cultivares sensibles de arroz
(Dionisio-Sese y Tobita, 1998; Vaidyanathan et al., 2003; Moradi e Isamil, 2007),
guisante (Hernandez et al., 1993 y 2000) y ajonjoli (Koca et al., 2007).

Adicionalmente, en el presente estudio se evidencid que la reduccion en la
actividad foliar de SOD en ‘Texas 502°, no se produjo por la inhibicién de alguna
isoenzima en particular, ya que las mismas fueron detectadas en ambos tratamientos,
lo cual difiere de lo encontrado por Herndndez et al. (1993), quienes determinaron en
el tejido foliar de plantas de guisante sometidas a estrés salino, una reduccion en la

actividad de esta enzima, que obedecié principalmente a la disminucion de la
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isoforma Cu,Zn-SOD, en relacidén al menor cambio mostrado por Mn-SOD, reflejando
la influencia adversa de las sales sobre alguno de los procesos involucrados en la
sintesis de la primera isoenzima o en la regulacion de su actividad; en este sentido, se
considera que no hubo una restriccion especifica en las isoenzimas SOD detectadas en

el genotipo Texas 502, por efecto del tratamiento salino.

El descenso en la actividad SOD en plantas sometidas a estrés salino, ha sido
relacionado con el incremento en la concentracion de H,O, que suele presentarse en
los tejidos de estas plantas, lo cual podria provocar la inhibicién de algunos procesos
responsables de la produccion de esta ROS, como es la dismutacion del O,
catalizada por la SOD que genera H,O, y O, (Khan y Panda, 2008); igualmente, se ha
considerado que la disminucién en la actividad de esta enzima, puede ser
consecuencia del efecto toxico de las sales, lo que afecta procesos relacionados con la
sintesis de la misma (Hernandez et al., 1994; Dionisio-Sese y Tobita, 1998) o
provocar dafios directos a la integridad de su estructura proteica (Hernandez et al.,
1994; Cavalcanti et al., 2007). Esto ultimo podria asociarse con el descenso en la
actividad foliar SOD observado en las plantas salinizadas de ‘Texas 502°, dado que
las mismas mostraron un incremento severo en la acumulacion de Na* en sus hojas
respecto al tratamiento control, mientras que en ‘Granex 429’ la magnitud en el
aumento de dicho ion fue inferior (Capitulo I1), por lo que probablemente hubo menor

grado de afectacion en la actividad de esta enzima antioxidante.

La poca variacion en la actividad de SOD observada en el tejido foliar de ‘Granex
429’ por efecto del estrés salino, se asemeja a lo descrito por Cavalcanti et al. (2007)
en plantas de frijol tratadas con NaCl (200 mM) durante 6 dias, quienes encontraron
poca influencia de la salinidad sobre la actividad foliar de SOD, sugiriendo que ésta
mantiene su funcion antioxidante bajo la condicion de estrés. lgualmente, en un
cultivar de arroz tolerante al estrés salino, Dionisio-Sese y Tobita (1998) no
encontraron diferencias en la actividad foliar de SOD entre las plantas tratadas con
NaCl (6 dSm™) por 7 dias y las del grupo control. La capacidad de ‘Granex 429’ de
mantener la actividad de esta enzima en condiciones salinas, denota la posibilidad de
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que la funcién antioxidante que ofrece la SOD, continte cuando la planta es sometida
a estrés salino; sin embargo, su funcion depuradora podria ser insuficiente al ocurrir
un exceso en la produccién de O;-", con el consecuente estrés oxidativo que provoca
esta ROS.

En algunos estudios se ha determinado una relacion estrecha entre la actividad
SOD en la hoja y el grado de tolerancia a la salinidad; Hernandez et al. (2000)
trabajando con genotipos de guisante con distinto comportamiento ante las sales,
detectaron un aumento en la actividad SOD en un material tolerante y un descenso en
la misma en uno sensible, al ser sometidos a estrés salino. Un efecto similar se
encontrd en un genotipo de arroz tolerante y otro sensible al estrés salino (Moradi e
Isamil, 2007) y entre la especie de tomate silvestre (tolerante a las sales) y cultivada
(sensible a las sales) (Shalata y Tal, 1998). Aunque el impacto de la salinidad sobre la
actividad foliar de esta enzima no fue totalmente opuesta entre “Texas 502’ y ‘Granex
429°, hubo diferencias importantes entre éstos, como es la reduccion en dicha
actividad en el primer genotipo y ninguna variacion de la misma en el segundo, lo que
podria ser una ventaja de ‘Granex 429’ sobre ‘Texas 502’, en cuanto a la capacidad
antioxidante en condiciones de salinidad, ya que la enzima SOD es considerada la
primera linea de defensa en la proteccion ante el estrés oxidativo inducido por
diferentes tipos de estrés abiotico, incluyendo el salino (Alscher et al., 2002; Apel y
Hirt, 2004).

Al comparar la actividad de SOD detectada en el tejido radical, respecto a la del
tejido foliar de los genotipos de cebolla, se evidencid que ésta fue mayor en la raiz
que en la hoja, tanto en las plantas del grupo control como en las tratadas con sales.
Este resultado indica que existe mayor posibilidad de controlar la proliferacion de O,
en el primer 6rgano, evitando la consecuente produccion de otras ROS mas tdxicas y
el inminente dafio oxidativo, cuando las plantas son sometidas a estrés salino. Esta
misma tendencia se ha encontrado en las especies de tomate silvestre y cultivado
(Mittova et al., 2000), maiz (Rios-Gonzélez et al., 2002 y Azevedo-Neto et al., 2005)
y girasol (Rios-Gonzélez et al., 2002). Por el contrario, en plantas de arroz se ha
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observado que la actividad SOD es superior en el tejido foliar (Koo et al., 2007),
mientras que en sorgo esa tendencia se ha evidenciado en plantas creciendo en
condiciones no salinas, pero se invierte al ser tratadas con sales (Alves da Costa et al.,
2005).

- Actividad de SOD en la fraccién apoplastica

En la fraccion apoplastica del tejido radical en las plantas salinizadas de ‘Texas
502’, se observé que la actividad de SOD disminuy6 en un 30% respecto al control,
mientras que en ‘Granex 429’ la actividad de dicha enzima no mostré diferencias
entre los tratamientos (Figura 8). El anlisis electroforético de la fraccion apoplastica
del tejido radical en ambos genotipos de cebolla, s6lo indicd la expresion de la
isoforma Cu,Zn-SOD tipo IlI, con una intensidad similar entre las bandas
correspondientes a cada tratamiento (Figura 9), sin reflejar la disminucién en la
actividad de esta enzima en el genotipo ‘Texas 502’, encontrada mediante el analisis
por espectrofotometria (Figura 8).

La actividad SOD fue detectada en el apoplasto foliar de los genotipos de cebolla
en ambos tratamientos, sin embargo, en las plantas salinizadas de ‘Texas 502’ se
observé una disminucion en la misma, con una magnitud del 90% respecto a lo
mostrado por el grupo control, mientras que en las hojas de ‘Granex 429’, la actividad
apopléstica de la SOD fue similar en las plantas control y las tratadas con sales
(Figura 8). Ademaés, se identificaron dos tipos de isoenzimas Cu,Zn-SOD en el
compartimento extracelular de la hoja de ambos genotipos, y no hubo variacién en
cuanto a la presencia de éstos entre los tratamientos control y salino (Figura 9); este
resultado no se correspondié con la reduccién en la actividad de esta enzima

determinada en el apoplasto foliar de ‘Texas 502’.

La actividad de SOD en el apoplasto del tejido radical, ha sido menos estudiada en
comparacion con su anélisis en esta misma fraccion del tejido foliar. No obstante, se
ha encontrado actividad SOD en el compartimiento extracelular de la raiz de alfalfa
(Rubio et al., 2004) y maiz (Zhu et al., 2007; Bustos et al., 2008), siendo identificada
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Figura 8. Actividad de la enzima superéxido dismutasa (Unidades SOD mg™ Peso Fresco) en
el apoplasto del tejido radical y foliar de dos genotipos de cebolla sometidos a un tratamiento
control y a estrés salino. Letras distintas indican diferencias significativas entre éstos, segln

prueba de medias de Tukey (P<0.05).
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Figura 9. Geles de poliacrilamida indicando presencia de Superoxido Dismutasa (SOD) en
la fraccion apopléstica (A) del tejido radical y foliar de los genotipos ‘Texas 502’ (Tc:
control; Ts: salino) y ‘Granex 429’ (Gc: control; Gs: salino). (B) Identificacion de
isoenzimas SOD a partir de geles incubados en CN que inhibe CuzZn-SOD y H,0, que
inhibe CuZn-SOD y Fe-SOD. AR: simplasto radical, AH: simplasto foliar.
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la isoenzima Cu,Zn-SOD, al igual que lo observado en el apoplasto del tejido radical
de los genotipos de cebolla aqui evaluados. La presencia de Cu,Zn-SOD en esta
fraccidn, se ajusta a lo descrito sobre la distribucion de las distintas isoenzimas SOD,
de las cuales ésta ha sido mas cominmente detectada en el apoplasto de los tejidos
vegetales (Alscher et al., 2002; Del Rio et al., 2002; Pignocchi y Foyer, 2003).

En la fraccion apopléstica de la raiz de ‘Texas 502’, la actividad de SOD
disminuy6 por efecto del estrés salino, reflejando poca participacién de la misma en
la regulacion del O,-" que suele producirse en la interfase membrana-pared celular de
los tejidos, cuando la planta crece bajo tal condicién. Por el contrario, Bustos et al.
(2008) detectaron un incremento en dicha actividad enzimética en la fraccion
apoplastica del tejido radical de maiz, por efecto de un estrés inducido con NaCl (150
mM), lo que podria contribuir a la proteccion antioxidante de la raiz cuando es
sometida a salinidad.

La estabilidad observada en la actividad apoplastica de SOD en la raiz de las
plantas tratadas con sales del genotipo Granex 429, respecto a las plantas no
estresadas, sugiere la posibilidad de que mantenga su capacidad antioxidante y
permita prevenir el dafio oxidativo, siempre que la produccién de O,-" no sobrepase
su capacidad reguladora, lo cual podria ser una ventaja del sistema antioxidante en

comparacion con ‘Texas 502°.

Al igual que en los genotipos de cebolla Texas 502 y Granex 429, la actividad de
SOD ha sido encontrada en la fraccién apoplastica foliar de otros cultivos como
espinaca (Ogawa et al., 1996), cebada y avena (Vanacker et al., 1998), tomate
(Patykowski, 2006), albaricoque y melocotonero (Diaz-Vivancos et al., 2006), trigo
(Cakmak y Atici, 2009; Mutlu, 2009) y leguminosas de grano como guisante
(Hernandez et al., 2001), Phaseolus aureus y Vicia sativa (Zhang et al., 2009). En
cada uno de estos cultivos, se ha reconocido la importancia de la expresion de la
enzima SOD en esta fraccion del tejido foliar, en el control del estrés oxidativo
inducido por diferentes factores tanto bidticos como abioticos.
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La deteccion de la isoenzima Cu,Zn-SOD en el apoplasto foliar de ambos
genotipos de cebolla, coincide con lo sefialado sobre los compartimientos en los que
ésta puede presentarse, entre los cuales se incluye la fraccion apoplastica foliar
(Alscher et al., 2002; Pignocchi y Foyer, 2003), tal como se ha detectado en espinaca
(Ogawa et al., 1996) y guisante (Hernandez et al., 2001).

El efecto adverso de las sales sobre la actividad apoplastica de SOD observado en
la hoja de “Texas 502’, refleja una restriccién en la regulacion del O,-" producido en
esta fraccion del tejido foliar, coincidiendo con lo encontrado por Hernandez et al.
(2001) en un cultivar de guisante sensible a las sales, el cual mostr6 un descenso en la
actividad de SOD en el apoplasto foliar, al ser tratado con NaCl (90 mM) durante 14
dias; estos autores detectaron en un cultivar tolerante un incremento en la actividad de
esta enzima a nivel apoplastico, por lo que consideraron que este Gltimo presento
mayor capacidad de enfrentar la proliferacion inminente de O,-~ que induce la
salinidad en esta fraccion del tejido foliar, reduciendo asimismo la posibilidad de que
este radical genere otras ROS mas toxicas que aumenten el riesgo de un estrés
oxidativo. En el presente estudio, por el contrario, el genotipo menos sensible a la
salinidad no mostr6 cambios en la actividad de SOD en el apoplasto foliar por efecto
de las sales, tal como lo encontrado por Rodriguez et al. (2004) en plantas de maiz al
ser estresadas con NaCl (150 mM) por un periodo de 6 dias; dicha tendencia sugiere
la posibilidad de que la enzima SOD mantenga su capacidad antioxidante en
condiciones salinas, lo cual podria ocurrir en ‘Granex 429’, aungue no se descarta que
ésta pueda ser sobrepasada por un incremento en la produccion del O,-" en dicha

fraccion foliar.
3.2 Peroxidasa (POX)

- Actividad de POX en la fraccion simplastica

En el tejido radical del genotipo Texas 502, se observd que la actividad de POX
fue similar en las plantas del grupo control y en aquellas estresadas por sales,

indicando poca influencia de este factor sobre la expresion de esta enzima; en la raiz
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de ‘Granex 429, se detectd un leve descenso en dicha actividad por efecto de la

salinidad, cuya magnitud fue del 10% aproximadamente (Figura 10).

La actividad de la enzima POX en el tejido foliar de las plantas no estresadas de
‘Texas 502’, fue mayor que en aquellas que fueron salinizadas, en las que ocurrié una
reduccion del 34% respecto a las primeras; por el contrario en ‘Granex 429’, la
actividad foliar de esta enzima, no mostrd variacion entre los tratamientos aplicados.
Ademas, se observé que en el tejido radical de ambos genotipos de cebolla, hubo
mayor actividad de POX que en el tejido foliar, tanto en las plantas del grupo control

como en las que fueron tratadas con sales (Figura 10).
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Figura 10. Actividad de la enzima Peroxidasa (POX) en el simplasto del tejido
radical y foliar de dos genotipos de cebolla sometidos a un tratamiento control y a
estrés salino. (*) Valores multiplicados por 10. Letras distintas indican diferencias
significativas entre éstos, segin prueba de medias de Tukey (P<0.05).

El poco efecto de la salinidad sobre la actividad POX observado en el tejido
radical de “Texas 502’, coincide con lo encontrado por Maia et al. (2010b) en un
genotipo de frijol sensible al estrés salino, tratado con NaCl (100 mM) durante 2 dias

en fase plantular, cuya raiz mantuvo una actividad POX similar a la detectada en un
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grupo no estresado, mientras que en un material tolerante, las sales provocaron un
incremento en la misma, lo cual denota mayor posibilidad de regular la proliferacion
de H,O, y con ello una reduccién en el riesgo de dafio oxidativo en este ultimo
cultivar, en comparacién con el mas sensible. Resultados similares fueron
encontrados por Khan y Panda (2008), en el tejido radical de dos cultivares de arroz
con diferente respuesta ante las sales, al ser sometidos a un estrés salino corto de 24
horas con NaCl a 150 mM; ambos grupos de investigadores relacionaron la actividad
de la POX en la raiz, con en el grado de sensibilidad a la salinidad que presentan los

cultivares en estas especies.

A diferencia de lo observado en la actividad de POX en el tejido radical de ambos
genotipos de cebolla evaluados, Silveira et al. (2005) encontraron en la raiz de un
cultivar de frijol, un incremento en la misma en més del 100% respecto al control, al
inducir un estrés salino (NaCl a 200 mM) por 6 dias, por lo que consideraron que esta
enzima contribuye en mantener la homeostasis de las ROS, por su capacidad
depuradora de H,0O,, pudiendo influenciar en el comportamiento moderadamente

tolerante a la salinidad de este cultivo.

La reduccion en la actividad POX detectada en la raiz de ‘Granex 429’ bajo
condiciones de salinidad, podria representar una limitante del sistema antioxidante,
dado que éste disminuye su capacidad depuradora del H,O,, la cual a pesar de ser una
de las ROS de menor toxicidad, participa en la produccion de otras species mas
oxidativas como el radical OH" (Sairam y Tiagy, 2004; Prasad, 2004); sin embargo,
tal reduccion fue solo del 10%, lo cual supone una restriccién poco relevante en la
proteccidn de esta enzima antioxidante en ‘Granex 429’. El descenso en la actividad
POX por efecto de la salinidad fue observado por Hernandez et al. (2010), en la raiz
de plantas de brocoli estresadas durante 14 dias con NaCl (80 mM), por lo que estos
autores sugirieron que la regulacion del H,O; en el tejido radical de este cultivo, con
comportamiento moderadamente tolerante a las sales, seria efectuada por otros

componentes del sistema antioxidante.
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En relacion a la actividad foliar de POX, se evidencio que en ‘Texas 502" ésta fue
afectada por el tratamiento salino, mientras que en ‘Granex 429’ no hubo variacion en
la misma, sugiriendo que el primer genotipo presenta menor capacidad de regular la
proliferacién adicional de H,O,, que pudiera surgir en el tejido foliar de plantas
creciendo bajo esta condicién de estrés, siendo sus membranas celulares mas
propensas a dafio oxidativo; esto Ultimo se corresponde con el mayor grado de
peroxidacion lipidica encontrado en la hoja de ‘Texas 502’ respecto a la de ‘Granex
429’°. Por el contrario, El-baky et al. (2003) detectaron que la actividad POX en el
tejido foliar de tres genotipos de cebolla estresados con agua de mar (2000, 4000 y
6000 ppm) durante 45 dias, incrementd respecto a lo mostrado en las plantas no
salinizadas, llegando a duplicar la actividad detectada en estas ultimas; segln estos
autores tal aumento favorecié la proteccion antioxidante del tejido foliar de estos
materiales bajo condiciones de salinidad, lo cual no coincidié con lo observado en
“Texas 502’ y ‘Granex 429’.

La reduccion en la actividad foliar de POX detectada en plantas estresadas por
sales de ‘“Texas 502°, se asemeja a lo encontrado por Manivannan et al. (2008) en un
cultivar de frijol tratado con NaCl (80 mM) durante 60 dias; dichos autores
consideraron que este resultado refleja la poca participacién de esta enzima en la
regulacion de H,0O, en el tejido foliar de este cultivo bajo condiciones salinas. Sin
embargo, posteriormente Maia et al. (2010a) encontraron un incremento significativo
en la actividad POX, en la hoja de dos cultivares de esta misma especie con distinto
grado de sensibilidad a las sales, sometidos a este factor de estrés (NaCl a 100 mM)
durante 8 dias; dicho ascenso fue de 90 y 50% en un cultivar tolerante y otro sensible,
respectivamente, lo que sugiere una mayor capacidad de regulacién de H,O; en el
tejido foliar del primer cultivar. Tal diversidad de respuesta en cuanto a la actividad
foliar de POX, podria ser atribuida a la duracién del tratamiento salino, lo cual denota
que posiblemente la prolongacion del estrés inhiba los procesos involucrados en la
sintesis de esta enzima (Hernandez et al., 1994; Dionisio-Sese y Tobita, 1998) o que
su estructura proteica pueda ser afectada directamente por el efecto toxico de las sales
(Jaleel et al., 2007).
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En el caso del genotipo Granex 429, el tratamiento salino no provocd cambios en
la actividad foliar de POX, coincidiendo con lo encontrado en la hoja de plantas de la
especie cultivada de tomate (L. sculentum), las cuales seguin Koca et al. (2006), al ser
estresadas durante 84 dias con NaCl (70 y 140 mM), mostraron valores de esta
enzima similares a los detectados en el grupo control, indicando poco efecto de las
sales sobre la misma; ademas dichos autores encontraron en una especie silvestre de
tomate tolerante a la salinidad, un incremento en la actividad POX, considerando que
esta diferencia del sistema antioxidante pudiera estar asociada con el grado de

sensibilidad a las sales que manifiestan estas especies.

El efecto provocado por las sales sobre la actividad foliar POX en los genotipos de
cebolla aqui evaluados, difiere de lo encontrado en otros cultivos como arroz
(Dionisio-Sese y Tobita, 1998), cebada (Kim et al., 2005), ajonjoli (Koca et al., 2007),
maiz (Levent et al., 2007), canola (Ashraf y Ali, 2008) y caraota (Dolatabadian y
Jouneghani, 2009), en los que la actividad de esta enzima en el tejido foliar
incremento en plantas sometidas a estrés salino, indicando su capacidad de participar
en la depuracién de H,O; en la hoja de estos cultivos bajo condiciones salinas; la
tendencia contraria de la actividad foliar POX observada en las plantas salinizadas de
‘Texas 502’, evidencia una restriccion en la proteccion antioxidante por parte de este

componente enzimatico.

Adicionalmente, en ambos genotipos de cebolla se determind mayor actividad de
POX en el tejido radical que en el foliar, tanto en condiciones control como salinas, lo
cual coincide con lo encontrado en maiz (Rios-Gonzéalez et al. 2002) y cebada (Kim
et al., 2005), mientras que no se dispone de informacion que indique una tendencia
opuesta en la actividad de esta enzima entre ambos 6rganos; lo anterior sugiere que la
POX es un componente mas eficaz en el sistema antioxidante del tejido radical en los
genotipos evaluados, en donde mostré ademas, cierta estabilidad en condiciones
salinas, dado que la reduccion provocada por las sales en este érgano fue de sélo 10%
en ‘Granex 429’ y no presento variacion en ‘Texas 502°.
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- Actividad de POX en la fraccion apoplastica

La actividad de la enzima POX fue detectada en el apoplasto radical de ‘Texas
502’ y ‘Granex 429, observando que la misma descendi6 en las plantas estresadas
por sales respecto al grupo control del primer genotipo, en un 61% aproximadamente,
mientras que el segundo no mostrd diferencias en esta enzima entre los tratamientos
aplicados. Asimismo, en el apoplasto del tejido foliar de los genotipos de cebolla
evaluados, la actividad de la enzima POX en las plantas estresadas por sales de
‘Texas 502’ mantuvo valores similares al control; por el contrario, en ‘Granex 429’
dicha enzima mostré un incremento en su actividad en esta fraccidn foliar por efecto

de la salinidad, superando al control en un 85% (Figura 11).
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Figura 11. Actividad de la enzima Peroxidasa (POX) en el apoplasto del tejido
radical y foliar de dos genotipos de cebolla sometidos a un tratamiento control y a
estrés salino. Letras distintas indican diferencias significativas entre éstos, segun
prueba de medias de Tukey (P<0.05).

Cordoba-Pedregosa et al. (1996, 2003, 2005, 2007) han estudiado la participacion
de ROS y de algunos componentes del sistema antioxidante en la expansion y
alargamiento celular en la raiz de cebolla, detectando en la fraccién apoplastica de
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este 6rgano, actividad de enzimas peroxidasas afines a sustratos fenolicos, como es el
caso de la POX, lo cual coincide con lo observado en el tejido radical “Texas 502’ y
‘Granex 429’. Asimismo, se ha encontrado la presencia de esta enzima en el
apoplasto radical de maiz (Zhu et al., 2007) y arroz (Zhang et al., 2009); sin embargo,
al presente no se dispone de informacién del efecto del estrés salino sobre la actividad
de POX en este compartimento del tejido radical.

El efecto adverso de las sales sobre la actividad de POX en el apoplasto de la raiz
de ‘Texas 502’, sugiere poca participacion de dicha enzima en el sistema antioxidante
de la planta cuando ésta crece bajo condiciones salinas, lo cual podria representar una
desventaja en relacion a lo observado en las plantas estresadas de ‘Granex 429’, cuya
fraccidn apoplastica del tejido radical mostrd la capacidad de mantener la actividad

enzimatica en niveles similares al grupo control.

La deteccion de POX en el apoplasto del tejido foliar de los genotipos de cebolla,
también ha sido descrita en trigo (Cakmak y Atici, 2009; Mutlu et al., 2009), tomate
(Patykowski, 2006), albaricoque, durazno (Diaz-Vivancos et al., 2006) y frijol (El-
Tayeb y Ahmed, 2007), reconociéndose la contribucién de esta enzima en la
regulacion de la proliferacion extracelular de H,O; en las hojas de estas especies, que
evitaria su desplazamiento hacia otros compartimientos celulares dada su propiedad
de ser permeable a las membranas (Foyer y Noctor, 2009) y que éste genere otras
ROS mas toxicas que induzcan el estrés oxidativo (Sairam y Tiagy, 2004; Prasad,
2004).

La salinidad no provocé cambios sobre la actividad de POX en la fraccion
apoplastica foliar del genotipo ‘Texas 502°, mientras que en ‘Granex 429’ esta
condicion de estrés indujo un incremento en la misma; este Ultimo efecto se asemeja a
lo descrito por Mutlu et al. (2009), quienes encontraron un aumento en la actividad
apoplastica de POX en la hoja de un cultivar de trigo tolerante a las sales, tratado con
NaCl (250 y 500 mM) en relacion al grupo control; por el contrario, dichos autores
determinaron que esta actividad enzimatica disminuyd en el apoplasto foliar de las

plantas estresadas del cultivar sensible, considerando que tal diferencia determina que
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en el cultivar tolerante, exista mayor capacidad de regular la sobre-produccion
apoplastica de H,O, y con ello reducir el riesgo de dafio oxidativo, respecto al
cultivar sensible, lo que podria contribuir, al menos en parte, en el comportamiento

contrastante ante el estrés salino que éstos manifiestan.

El incremento en la actividad POX detectado en el compartimiento extracelular de
las hojas de ‘Granex 429’ inducido por las sales, refleja un aumento en su capacidad
de enfrentar un ascenso en la produccién de H,O,, lo cual no ocurriria en esta
fraccidon correspondiente a las plantas estresadas de ‘Texas 502, dado que dicha
actividad enzimatica no varié por efecto de la salinidad, a pesar que este Gltimo
genotipo mostrdé mayor actividad que el primero en los dos tratamientos. No obstante,
se sugiere que el estimulo observado en la actividad apoplastica foliar de POX en
‘Granex 429’, podria conferir mayor proteccién antioxidante en dicha fraccion en
plantas sometidas a condiciones de salinidad, en relacion a ‘Texas 502°.

3.3 Catalasa (CAT)
- Actividad de CAT en la fraccion simplastica

En la raiz de las plantas sometidas a estrés salino del genotipo Texas 502, la
actividad de CAT increment6 en 20 % respecto al control; igualmente la salinidad
provoco un aumento en esta actividad enzimatica en el tejido radical de ‘Granex 429’,
con una magnitud de 65% en relacién a las plantas no estresadas, indicando que dicho
efecto fue mas acentuado en este Gltimo genotipo. La actividad foliar de CAT en las
plantas de ‘Texas 502" mostré una reduccién del 25% en comparacién al grupo
control, mientras que en las hojas de ‘Granex 429’, la misma aument6 en un 28% en

relacion a las plantas no salinizadas (Figura 12).

La actividad de CAT en el tejido radical super6 a la detectada en el tejido foliar de
‘Texas 502’, indistintamente el tratamiento aplicado; en cuanto a ‘Granex 429’ no
hubo diferencias significativas en la actividad de esta enzima en ambos 6rganos en las
plantas no estresadas, mientras que en aquellas que fueron salinizadas, la actividad de
CAT fue mayor en la raiz que en la hoja (Figura 12).



189

0 Control O Salino

1600 -

——io

1400 +

ab
T
L

HH o

1200 +

Cc
1000 + T =
I

H o
.l

800 -

HH2

600 -

CAT mmol mg* proteina

400 +

200

Texas Granex Texas Granex

Raiz Hoja

Figura 12. Actividad de la enzima Catalasa (CAT mmol mg™ proteina) en el simplasto
del tejido radical y foliar de dos genotipos de cebolla sometidos a un tratamiento control
y a estrés salino. Las letras distintas indican diferencias significativas entre éstos, segun
prueba de medias de Tukey (P<0.05).

El aumento en la actividad de CAT observado en el tejido radical de ambos
genotipos de cebolla evaluados, se asemeja a lo encontrado por Shalata et al. (2001)
en la raiz de la especie silvestre de tomate L. pennellii al ser tratada con NaCl (100
mM) durante 25 dias, cuya actividad CAT incrementé en mas del 100% que la
detectada en las plantas no estresadas. Asimismo, Kim et al. (2005) determinaron que
la salinidad (NaCl a 200 mM) inducida por un lapso de 5 dias, estimulo la actividad
de CAT en la raiz de cebada; también se ha descrito la induccién de un ascenso en
esta actividad enzimatica, en el tejido radical de cultivos como sorgo (Alves da Costa
et al., 2005), arroz (Koo et al., 2007) y pimenton (Chookhampaeng, 2011), cuando
crecen en condiciones salinas. Estos autores consideran que el incremento en la
actividad CAT en plantas estresadas por sales, proporciona una fuente importante de
depuracion del exceso de H,O, que comunmente se genera bajo estrés salino,
contribuyendo a reducir el riesgo de dafio oxidativo, lo cual podria ser de mayor
relevancia en el genotipo Granex 429, siendo el que mostré un incremento en esta

enzima antioxidante de mayor magnitud que ‘Texas 502°.
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Contrariamente a lo observado en los genotipos de cebolla aqui probados,
Azevedo-Neto et al. (2005) encontraron que la salinidad provocé la reduccion en la
actividad de CAT, en el tejido radical de dos materiales de maiz con comportamiento
diferencial ante las sales, al ser tratados con NaCl (100 mM) durante un periodo de 25
dias, por lo que sugirieron que la regulacion del H,O, en este 6rgano se efectla
mediante otros componentes antioxidantes. Adicionalmente, dichos autores
determinaron que las enzimas ascorbato peroxidasa y glutation peroxidasa en la raiz
del genotipo tolerante, presentaron una actividad similar en las plantas control y
salinizadas, indicando que se mantiene su capacidad depuradora bajo esta Ultima
condicion, mientras que en el genotipo sensible la actividad de estas enzimas
disminuy6 por efecto del estrés salino, limitando su proteccién antioxidante. En el
caso de los genotipos Texas 502 y Granex 429, el analisis de la actividad de POX y
CAT en el tejido radical, sugiridé que la regulacion enzimatica sobre la proliferacion
de H20, cuando las plantas son tratadas con sales, es efectuada principalmente por la
actividad CAT, dado el incremento que ésta mostrd bajo condiciones de estrés,
mientras que la actividad POX se mantuvo estable en la raiz de ‘Texas 502’ y
disminuyo levemente en ‘Granex 429’ (Figura 8).

En cuanto al tejido foliar, se determind un efecto diferencial de las sales sobre la
actividad CAT en ambos genotipos de cebolla, observando que ésta descendi6 en la
hoja de ‘Texas 502’ y aument0 en la de ‘Granex 429’, respecto a la actividad
detectada en las plantas control, lo que sugiere que bajo condiciones salinas dicha
enzima confiere mayor proteccion antioxidante al tejido foliar de este Gltimo genotipo.
El-baky et al. (2003) también encontraron un incremento en la actividad foliar CAT,
en tres genotipos de cebolla sometidos a estrés salino inducido con agua de mar a
diferentes concentraciones (2000 — 4000 y 6000 ppm) por un lapso de 20 dias; tal
aumento mostré diferente magnitud en los materiales genéticos, indicando que entre
éstos podria variar la eficiencia en la proteccion antioxidante por parte de esta enzima,
en el tejido foliar bajo dicha condicidn de estrés, lo cual influiria en su capacidad de
enfrentar el efecto adverso de las sales.
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El incremento en la actividad foliar de CAT detectado en el genotipo Granex 429,
también fue observado por Koca et al. (2007) en dos cultivares de ajonjoli con
diferente comportamiento ante las sales, al ser tratados durante 21 dias con NaCl (100
mM), encontrando un ascenso mas evidente en el cultivar tolerante. Asimismo, Yasar
et al. (2008) observo un aumento en la actividad de esta enzima en dos cultivares de
caraota después de 7 dias de estrés salino (NaCl 100 mM), siendo éste de mayor
magnitud en el cultivar tolerante, respecto al mas sensible a las sales. Estos hallazgos
sugieren que la sobre-produccion de CAT en el tejido foliar, confiere mayor
proteccidn antioxidante, lo cual podria asociarse con las diferencias intraespecificas

en la tolerancia ante las sales de los genotipos evaluados.

La influencia adversa de la salinidad sobre la actividad foliar de CAT observada
en el genotipo Texas 502, coincide con lo encontrado por Cavalcanti et al. (2007) en
la hoja de plantas de frijol sometidas a estrés salino durante 6 dias (NaCl 200 mM),
detectando una reduccion severa en la actividad de CAT, cuya magnitud fue de un
60% respecto a lo mostrado por las plantas no estresadas; segun estos autores, este
descenso podria ser consecuencia de un desbalance entre los procesos de sintesis y
degradacion de la enzima, asi como también de dafios irreversibles en su estructura
proteica por las sales, lo cual podria explicar igualmente la disminucion en la
actividad enzimatica CAT observada en la hoja de ‘Texas 502°, genotipo que a su vez
mostré mayor acumulacién de sales en el tejido foliar, respecto a ‘Granex 429’
(Capitulo I1). Adicionalmente, estos investigadores sugirieron que la restriccion de la
actividad foliar de CAT bajo condiciones salinas, evidencia su poca participacion en
la depuracion del H,O, en las plantas de frijol estresadas por sales; no obstante, al
mismo tiempo detectaron que en las hojas de estas ultimas, hubo un incremento en la
actividad de POX, que podria efectuar dicha funcion antioxidante. En el caso del
tejido foliar de “Texas 502°, se evidencié que la salinidad provoc6 un descenso en
algunos de los componentes encargados de transformar al H,O, en moléculas no
toxicas por via enzimatica, como son POX y CAT, o no enziméatica como el ASC y
GSH (Tabla 1 y 2), lo cual representa una limitante fundamental del sistema
antioxidante que pudiera propiciar estrés oxidativo.
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La tendencia inhibitoria de las sales sobre la actividad foliar de CAT observada en
‘Texas 502’, también fue encontrada por Azevedo-Neto et al. (2005) en un genotipo
de maiz sensible al estrés salino, cuando las plantas fueron sometidas a este factor
estresante (NaCl a 100 mM) por un lapso de 25 dias, mientras que en un genotipo
tolerante creciendo en las mismas condiciones, no se detectaron cambios en la
actividad de esta enzima respecto al control; estos autores ademas observaron un
incremento en otras enzimas peroxidasas sélo en este Gltimo genotipo, sugiriendo que
tales divergencias en los componentes del sistema antioxidante, inciden en el
comportamiento ante el estrés salino que manifiestan estos materiales de maiz. En
este sentido, se considera que las diferencias mostradas por los compuestos
depuradores de H,O; en la hoja de ‘Texas 502" y ‘Granex 429’, podrian influenciar su

grado de sensibilidad ante las sales.

Por otra parte, cabe destacar que la enzima CAT generalmente se presenta en
mayor concentraciéon (mmol mg™ proteinas) que otras enzimas peroxidasas (umol
mg™ proteinas) (Mittler, 2002), siendo esto coherente con lo observado en la raiz y la
hoja de los dos genotipos de cebolla estudiados; ademas a diferencia del resto de las
peroxidasas, la enzima CAT no requiere un donador de electrones o co-sustrato para
ejercer su funcion, lo cual podria ser un factor limitante para aquellas enzimas que si
lo exijan, en caso de que la disponibilidad de dicho donador sea afectada en
condiciones de estrés (Noctor y Foyer, 1998; Mittler, 2002); no obstante, la actividad
de CAT requiere de dos moléculas de H,O, por lo que es poco eficiente cuando esta
ROS se encuentra en baja concentracion y por el contrario, se considera la principal
enzima responsable de depurar el exceso de H,O, generado por incidencia de un
factor de estrés (Mittler, 2002; Ashraf, 2008). Lo anterior denota que el efecto
diferencial de las sales observado sobre la actividad de CAT en los genotipos de
cebolla aqui evaluados, podria influenciar de manera importante su capacidad para
enfrentar la sobreproduccién de H,O,, ya que el incremento en esta enzima detectado
en la raiz y la hoja de ‘Granex 429’, sugiere una mejor proteccion antioxidante

respecto a ‘Texas 502’.
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La actividad de la enzima CAT no fue detectada en el apoplasto del tejido radical
y foliar de los genotipos ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’, en ninguna de las condiciones
evaluadas, lo que indico que esta enzima no participa en la proteccién antioxidante en
la fraccion extracelular de ambos 6rganos. Por el contrario, Cordoba-Pedregosa et al.
(2003 y 2007) encontraron actividad CAT en la fase intercelular del tejido radical de
cebolla, aunque destacaron que ésta fue muy baja. Ademas, esta enzima se ha
observado en el apoplasto de la raiz de girasol (Parra-Lobato et al., 2009) y de hojas
de cebada y avena (Vanacker et al., 1998), trigo (Cakmak y Atici, 2009; Mutlu et al.,
2009) y tomate (Patykowski, 2006), contribuyendo con su proteccion antioxidante. La
ausencia de la enzima CAT en el apoplasto radical y foliar de los genotipos de cebolla
aqui evaluados, sugiere que existe mayor participacion de la POX en la regulacién

enzimatica de la proliferacion de H,O, en este compartimento extracelular.

El estudio del dafio oxidativo en la raiz y la hoja de ‘Texas 502" y ‘Granex 429’
sometidos a estrés salino, contenido en el presente capitulo, indicé que el tejido foliar
es mas propenso a la oxidacién de lipidos de membrana, en relacion al tejido radical,
lo cual podria asociarse con la mayor incidencia de componentes antioxidantes como
GSH, SOD, POX y CAT en la raiz en comparacion con la hoja; esto ultimo conferiria
al primer 6rgano, mayor control en la sobreproduccion de ROS y por ende menor
riesgo de su efecto toxico. La mayor sensibilidad ante la salinidad de “Texas 502’ con
respecto a ‘Granex 429’, fue reflejado en el grado de afectacién en la integridad de
las membranas, detectada en el tejido foliar, el cual fue mas severo en el primer
genotipo; este efecto adverso pudo ser causado tanto por procesos oxidativos, como
por la toxicidad que las sales generan, dado que la acumulacién foliar de éstas, fue
superior en “Texas 502’ respecto a ‘Granex 429’.

La evaluacion de los metabolitos y enzimas antioxidantes, sugiri6 que éstos
tienden a disminuir por incidencia de las sales, principalmente en el tejido foliar de
‘Texas 502, como es el caso del ASC, SOD, POX y CAT, restringiendo la
posibilidad de regular la proliferacion de las ROS que inducen procesos oxidativos.
Por el contrario, en ‘Granex 429’ prevalecidé la capacidad de mantener estable o



194

incrementar, bajo condiciones salinas, la mayor parte de los antioxidantes evaluados,
encontrando respuestas contrastantes respecto a ‘Texas 502’, en cuanto al incremento
en la acumulacion foliar de ASC y en la actividad de CAT. Asimismo, las enzimas
detectadas en la fraccién apoplastica del tejido radical y/o foliar de ‘Texas 502’,
fueron afectadas por la salinidad, mientras que en ‘Granex 429’ las mismas no
mostraron variacion y en algun caso hubo estimulacion en su actividad, lo cual le

confiere una ventaja en el control de la produccién ROS ante “Texas 502°.



195

V. CONCLUSIONES

1.

El estrés salino no indujo dafio oxidativo en los lipidos de membrana del tejido
radical de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429°, mientras que en el tejido foliar la
peroxidacion lipidica incrementd bajo esta condicion, principalmente en “Texas
502, lo cual se corresponde con la mayor sensibilidad ante las sales que éste

mostra, respecto a ‘Granex 429°.

El aumento en la fuga de electrolitos a causa de la salinidad en la raiz de ‘Texas
502’, indic6 mayor dafio de las membranas en las células radicales en
comparaciéon a ‘Granex 429’, posiblemente debido a diferencias en las
propiedades estructurales que le confirieron menor estabilidad a las mismas. La
mayor pérdida de electrolitos en el tejido foliar de ‘Texas 502” que en ‘Granex
429’, podria asociarse con el aumento en la peroxidacion lipidica y en la
acumulacion de Na® que fueron mayores en el primer genotipo,

correspondiéndose con la distinta sensibilidad ante las sales entre éstos.

El ascorbato tuvo poca influencia sobre la proteccion antioxidante en la raiz bajo
estrés salino, principalmente en ‘Texas 502” cuyo contenido radical de ASC
disminuyo en esta condicién. La acumulacion foliar de ASC y su estado redox
reflej6 mayor capacidad de restringir el dafio oxidativo durante el estrés salino en
‘Granex 429’, respecto a ‘Texas 502° que mostro un descenso en la acumulacion
de este metabolito por la salinidad.

La induccién similar en la acumulacién de GSH provocada por las sales, en el
tejido radical de ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ y el descenso mas severo en el
contenido foliar de GSH y su estado redox, en el genotipo con menor
sensibilidad al estrés salino, indicé que la concentracion de este antioxidante no
contribuye en explicar las diferencias en la sensibilidad ante las sales de ambos

genotipos.

La actividad total de SOD en la fraccién simplastica y apoplastica del tejido
radical y foliar de ‘Granex 429’ y ‘Texas 502’, no resultdé determinante en la
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proteccion antioxidante al ser sometidos a condiciones salinas, especialmente en
‘Texas 502’ que mostro disminucion en la actividad de esta enzima en la mayoria
de los compartimentos evaluados. La salinidad no provocd efectos especificos
sobre las isoenzimas SOD identificadas en el simplasto y apoplasto radical y
foliar de “Texas 502’ y “‘Granex 429°.

6. La actividad POX mostrd poca participacion en la proteccion antioxidante en la
raiz y la hoja de ‘Texas 502’ y “‘Granex 429’ bajo estrés salino, principalmente en
el simplasto foliar y apoplasto radical de “Texas 502’ y en el simplasto radical de
‘Granex 429’, en donde hubo una disminucién de esta actividad enzimética por

efecto de las sales.

7. El efecto diferencial de la actividad de CAT en ‘Texas 502’ y ‘Granex 429’ bajo
condiciones salinas, reflejo que esta enzima confiere mayor poder antioxidante
en el simplasto radical y foliar de ‘Granex 429’, lo cual podria contribuir en su
grado de sensibilidad ante las sales. La ausencia de actividad de CAT en el
apoplasto radical y foliar de ambos genotipos, indic6 que la regulacion
enzimatica sobre la proliferacién de H,O, en este compartimento extracelular,

parece ser efectuada por la actividad de otras peroxidasas.

8. La salinidad influyd negativamente sobre importantes componentes depuradores
de ROS (ASC, GSH, SOD, POX y CAT) en el simplasto del tejido foliar de
‘Texas 502’, lo que supone una limitante fundamental del sistema antioxidante,
que podria incidir en la mayor sensibilidad ante el estrés salino de este genotipo,
respecto a ‘Granex 429’.

En la presente investigacion se evidenciaron diferencias intraespecificas en la
sensibilidad ante las sales de genotipos de cebolla de dia corto, las cuales fueron
asociadas principalmente con la distinta capacidad de excluir el Na* hacia la hoja
adulta y de mantener la relacion K/Na y Ca/Na en el tejido foliar en crecimiento, asi
como con la diversa tendencia en incrementar la peroxidacion lipidica y el grado de
afectacion de los componentes del sistema antioxidante en el tejido foliar, al crecer
bajo condiciones de estrés salino.
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