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Resumen

Talinum triangulare Jacg. Wild. [sin. Talinum fruticosum (L.) Juss.] es una hierba perenne
terrestre pantropical reportada como CAM inducible frente a condiciones de sequia igual
que varias especies también pertenecientes a la familia Talinaceae y particularmente del
género Talinum. EI CAM puede ser inducido por diferentes factores ambientales como lo
son la sequia, el fotoperiodo, la temperatura y la salinidad. EI presente estudio fue realizado
para examinar si la salinidad es un factor inductor del CAM en plantas de T. triangulare,
donde se determind la influencia de tratamientos con NaCl 150, 300 y 400 mM sobre la
acumulacién nocturna de é&cidos, intercambio gaseoso, concentracion de clorofilas,
relaciones hidricas y variables de crecimiento y anatémicas de las plantas. Las plantas
toleraron el tratamiento con NaCl hasta 300 mM, mientras que el tratamiento con NaCl 400
mM hizo disminuir la tasa fotosintética, el crecimiento y el esfuerzo reproductivo. Las
plantas en salinidad realizaron un importante ajuste osmético. Se determin6é que bajo
tratamientos con NaCl 300 mM las plantas de T. triangulare presentaron una acumulacion
nocturna de malato significativamente mayor que las plantas control, lo cual es evidencia

de la operacién del CAM en la modalidad reciclante.

Palabras clave: CAM, salinidad, Talinum, suculencia.
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Introduccion

El metabolismo acido de Crasuldceas (CAM) consiste en una ruta de fijacion
fotosintética de carbono que permite a las células con cloroplastos fijar CO; inicialmente en
la noche, cuando la pérdida de agua transpiracional es baja, mediante la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) en el citosol. Esto conlleva la formacion de acidos
orgénicos C; (Cushman, 2001), donde el CO, se combina con fosfoenolpiruvato (PEP)
mediante la accion de PEPC para generar oxalacetato, el cual se reduce a malato por accion
de la malato deshidrogenasa. El malato es transportado pasivamente a la vacuola, siguiendo
a protones transportados activamente, y el acido malico se acumula durante la noche
(Winter, 1985). Durante el dia ocurre la descarboxilacion del &cido malico en el citoplasma,
lo que deviene en liberacion de CO, y promueve el cierre estomatico, generando una fuente
interna de CO, que se concentra alrededor de Rubisco, aumentando la fijacién del CO,,
suprimiendo la actividad oxigenasa de Rubisco y minimizando por tanto la fotorrespiracion
(Cushman, 2001).

Dicha ruta de fijacion de carbono ha sido descrita en cuatro fases:
Fase I: una cantidad considerable de CO; es fijado por PEPC en la noche (Niewiadomska et
al., 2004) y se almacena malato en la vacuola (Hurst et al., 2004). Fase Il: la actividad
carboxilasa de PEPC disminuye al amanecer, favoreciendo la actividad de Rubisco
(Niewiadomska et al., 2004) y se realiza toma neta de CO, al comienzo del dia (Cushman,
2001). Fase IlI: se libera acido maélico al citoplasma, ocurre la descarboxilacion del malato
y se genera CO; en alta concentracion, que es asimilado mediante el ciclo de Calvin con los
estomas cerrados (Niewiadomska et al., 2004), y disminuye la fotorrespiracion debido a
una baja relacion O, /CO, (Hurst et al., 2004). Mientras el CO, producido por
descarboxilacion es usado, se genera una alta presion parcial de oxigeno antes de abrirse los
estomas (Hurst et al., 2004). Fase 1V: al final del dia, cuando el malato se ha agotado, los
estomas se abren, permitiendo la fijacion directa de CO, por Rubisco (Niewiadomska et al.,
2004).

Los principales caracteres para diagnosticar el CAM son la acumulacién nocturna
de &cidos y la presencia de apertura estomatica nocturna (Herrera, 2009).

Existen diversas modalidades del CAM, entre las que se encuentran el CAM
obligado o constitutivo, el CAM inducible, facultativo o C3-CAM, el CAM y el CAM fttil.



En el CAM obligado o constitutivo, la toma neta de CO; ocurre casi exclusivamente
de noche y con poca asimilacion neta de CO, durante fases 11 y 1V, es decir, al comienzo y
al final de dia (Cushman, 2001), comportamiento que se observa bajo condiciones tanto de
riego como de sequia (Nobel, 1988). Las plantas CAM obligadas se caracterizan
principalmente por realizar acumulacion nocturna de &cidos y fijacion nocturna de CO,
elevadas (Herrera, 2009). En los cactus, hasta el 99% de la asimilacién de carbono ocurre
durante la noche (Nobel, 1988).

Las plantas con metabolismo CAM inducible, facultativo o C3-CAM son plantas Cs
0 C4 en las que los factores ambientales inducen la asimilacion nocturna de CO,. En el
estado no inducido las plantas realizan una forma C3 0 C, de fijacion de CO, y acumulacién
nocturna de &cidos nula, mientras que en el estado inducido ocurre una pequefia fijacion
nocturna de CO, y acumulacion nocturna de acidos (Herrera, 2009). Las especies de plantas
intermediarias C3-CAM se encuentran principalmente en las familias Aizoaceae,
Crassulaceae, Portulacaceae, Talinaceae y Vitaceae (Smith y Winter, 1996).

Las plantas CAM reciclantes realizan toma diurna de CO, con refijacion de CO;
respiratorio en las noches acompafiada de ligeras fluctuaciones de acidos C, (Cushman,
2001), sin apertura estomatica nocturna (Herrera, 2009). Ejemplos de especie CAM
reciclante son Talinum calycinum (Martin et al., 1988) y Euphorbia milii (Herrera, 2013).

El CAM fdtil se desarrolla en todas las modalidades del CAM bajo condiciones de
estrés extremas, siendo el ultimo estadio en la operacion del CAM, y consiste en la
presencia de pequefias oscilaciones diarias en la acidez sin asimilacion nocturna o diurna de
CO; (Ting, 1985).

El cambio en la via de fijacion de carbono de C3; o C4 al CAM puede ser inducido
por diversos factores tales como sequia, fotoperiodo, temperatura, salinidad, alta densidad
de flujo fotdnico (DFF) y deficiencia de nitrégeno o fosforo, entre otros (Martin y Zee,
1983; Winter, 1985; Herrera et al., 1991; Winter y Holtum, 2005; Herrera, 2009).

Cambiar de metabolismo e inducir el CAM es una estrategia adaptativa que las
plantas CAM inducibles adoptan frente a condiciones de adversidad ambiental, ya que les
confiere mayor eficiencia de uso de agua en condiciones de deficiencia de recursos

(Herrera, 2009) y, por lo mismo, resulta una modificacion beneficiosa para las plantas que
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viven en ambientes salinos (Bloom, 1979; Niewiadomska et al., 2004). Dicho cambio
permite la realizacion de fijacion nocturna de CO; vy el cierre estomatico durante el dia, lo
que reduce la pérdida de agua por transpiracion (Vernon et al., 1993), mantiene la
integridad fotosintética bajo condiciones limitantes de agua, garantiza la supervivencia y
puede aumentar el éxito reproductivo, como se ha demostrado en algunos casos (Winter y
Ziegler, 1992; Taisma 'y Herrera, 1998; Herrera, 1999).

La familia Talinaceae agrupa diversas especies reportadas como plantas CAM
(Martin y Zee, 1983; Martin et al., 1988), dentro de las cuales se encuentran seis especies
del género Talinum. La induccién del CAM frente a condiciones de sequia ha sido
reportada en Talinum calycinum (Martin y Zee, 1983), T. parviflorum, T. teretifolium
(Martin et al., 1988), T. paniculatum (Guerere et al., 1996) y T. triangulare (Herrera et al.,
1991). En T. triangulare el CAM no es el principal metabolismo usado para la adquisicion
de COgy; sin embargo, produce un reciclaje de CO, importante durante la operacién del
CAM, el cual se traduce en un ahorro significativo de agua (GUlerere et al., 1996; Herrera et
al., 1991; Herrera et al., 2015).

La salinidad es un factor que produce estrés hidrico en las plantas al disminuir el
potencial hidrico del sustrato (Vernon et al., 1993); también, a pesar de la capacidad de las
plantas para realizar ajuste osmoético mediante la absorcion de iones inorgénicos del suelo,
la salinidad genera una situacion de “sequia fisiologica” (Winter y Gademann, 1990). Las
interacciones entre la raiz y el tallo juegan un papel importante en la induccion del CAM
por salinidad, donde estan implicadas sefiales provenientes de la raiz (Michalowski y
Bonhert, 1992).

La mayoria de las plantas CAM no poseen mecanismos que les permitan tolerar
condiciones de salinidad en el suelo (Llttge, 1993); sin embargo, existen especies, como
Mesembryanthemum crystallinum y M. nodiflorum, que poseen dicha capacidad (Winter y
Holtum, 2005). Plantas de M. crystallinum regadas con soluciones salinas exhiben las
caracteristicas fotosintéticas de una planta CAM, mientras que sin salinidad se comportan
como una planta C; (Winter y Gademann, 1990).

Una variable potencialmente atil en la evaluacion del grado de la operacion del
CAM es el indice de suculencia mesofilar (Sn,), que corresponde al resultado de dividir la

masa de agua contenida en una hoja entre la de clorofila (Kluge y Ting, 1978). Las plantas



CAM poseen un valor del indice de suculencia mesofilar superior a 1 g mg™ (Kluge y Ting,
1978). Tanto en T. triangulare como en T. paniculatum, ambas caracterizadas como CAM
inducible, Sy, fue mayor de 1 (Herrera et al., 1991; Guierere et al., 1996).

Para estimar la concentracion de malato y citrato en diferentes horas del dia y
verificar si hay acumulacion nocturna, se determina la diferencia en contenido de H* entre
el amanecer y el atardecer anterior (AH"), basado en la titulacion hasta pH 7 con KOH de
filtrados foliares, donde se neutraliza el 99 % de los H" que pueden ser disociados de
malato (Nobel, 1988), y hasta pH 8.4, donde se neutralizan los protones de los tres grupos
carboxilo del citrato (Franco et al., 1990).

Haciendo cursos diarios del intercambio gaseoso en hojas, con la utilizacién de un
analizador infra rojo de gases (IRGA), pueden medirse la tasa de asimilacion de CO, y la
tasa de respiracion y asi determinar cuando la planta realice fijacion nocturna de CO..

La morfologia y anatomia de las hojas son afectadas por el estrés salino (Parida et
al., 2004), desarrollandose modificaciones tales como el engrosamiento e incremento de la
suculencia de las hojas de las plantas que crecen en zonas salinas respecto a las que crecen
en suelos libres de sal (Gates, 1972).

El ajuste osmético (AO) es un mecanismo empleado por algunas plantas para
disminuir el potencial osmotico foliar (ys) e incrementar el potencial de turgencia frente a
condiciones de déficit hidrico (Munns y Tester, 2008). Algunas especies, como por ejemplo
Nicotiana glauca, realizan AO frente a condiciones de salinidad (Gonzalez et al., 2012).
Las plantas de T. triangulare realizaron AO frente a condiciones de sequia durante el CAM
inducido (Herrera et al., 2015).

Talinum triangulare Jacg. Wild. [sin. Talinum fruticosum (L.) Juss.] (Talinaceae),
una hierba perenne terrestre pantropical, crece en Venezuela desde el nivel del mar hasta
una altitud de 300 m en la zona costera norte. Las plantas son de unos 50 cm de alto, tienen
tallos lignificados y hojas que senescen y caen después de aproximadamente dos meses de
sequia. Han sido bien caracterizadas la induccion del CAM por sequia en plantas de T.
triangulare (Herrera et al., 1991; Herrera et al., 2015), asi como también su capacidad para
tolerar hasta 560 mM NaCl y modificaciones en caracteres morfoanatomicos tales como el
aumento de la suculencia foliar, variaciones en el area foliar y cambios en el tamafio

general de la planta (Bamidele et al., 2007).



Para estudiar si ocurre induccion del CAM por salinidad en plantas de T.
triangulare se debe estimar si las plantas realizan acumulacién nocturna de acidos y/o
apertura estomética nocturna al ser sometidas a salinidad.

T. triangulare (water leaf, verdolaga de cabra) es un vegetal no convencional
consumido en pequefia proporcion en Venezuela y Colombia, y de manera intensa en
Nigeria, donde se encuentra disponible para la venta en mercados urbanos y mdultiples areas
en los alrededores de las ciudades; en ese pais es extensamente cultivado en suelos aridos
compuestos principalmente de arena (Ukpong y Moses, 2001). Nutricionalmente se ha
probado que es un vegetal con alto contenido de proteinas crudas (22 %), cenizas (34 %) y
fibra cruda (11 %); también se le adjudican propiedades medicinales. Su demanda se
encuentra en aumento y por ende incrementa su cultivo, sobre todo por parte de los
pequefios productores locales (Enete y Okon, 2010). Estas caracteristicas del cultivo, unidas
a la prediccion de aridificacion y salinizacion que sufriran zonas de la Tierra por el cambio
global, introducen un carécter aplicado a la investigacion propuesta aqui.

En este trabajo se propone determinar la induccién del CAM por salinidad en
plantas de T. triangulare. Se haran determinaciones de los posibles cambios en AH", el
intercambio gaseoso diario, variables de relaciones hidricas, pigmentos fotosintéticos,

variables de crecimiento y variables anatdmicas foliares.

Objetivos
General:
Determinar el efecto de la salinidad del suelo sobre la expresion CAM en plantas de Talinum

triangulare.

Especificos: Determinar en condiciones de salinidad
1. Laacumulacion de acidos organicos
2. El intercambio gaseoso
3. La concentracion de pigmentos fotosintéticos y la suculencia
4. Relaciones hidricas y el posible ajuste osmatico
5. Variables de crecimiento

6. Cambios en la anatomia foliar



Materiales y métodos

Material bioldgico y condiciones de crecimiento de las plantas

Se tomaron 25 plantas adultas de T. triangulare, similares en altura y follaje, mantenidas en
el invernadero del Instituto de Biologia Experimental (IBE) de Caracas en macetas de 6 L
con 5 Kg de tierra abonada comercial. Las plantas estuvieron por dos meses en el
invernadero, donde fueron regadas interdiariamente con agua corriente y semanalmente con
solucién nutritiva (1 g L™ Fertilizante Soluble Campos Green Multi-Plants-18-18-18,
Inversiones Green Valley C.A., Venezuela). Luego se tomaron cinco plantas para cada
tratamiento donde se regaron interdiariamente por veintidds dias unas con agua corriente
(control), otras con NaCl 150 mM, otras con NaCl 300 mM vy otras con NaCl 400 mM.
Cinco plantas fueron sometidas a sequia. A todas excepto las plantas en sequia se les
agreg0 una vez por semana solucion nutritiva.

Variables microcliméticas dentro del invernadero

Se midi6 DFF con un sensor cuantico 190-S conectado a un medidor LI-185 (LI-COR Inc.,
Lincoln, NE). La temperatura del aire y la humedad relativa fueron medidas con dos data
loggers HOBO PRO V2 y se transfirio la informacion a la computadora con un HOBO
Waterproof Shuttle (Onset Computer Corporation, Pocasset, MA).

Determinacion alométrica del area foliar

Se midié el largo por el ancho de 20 hojas. Se hicieron siluetas de las hojas en papel y se
pesaron. Se tomd el peso de un circulo de papel con radio de 1 cm para relacionar su area
con el area de las hojas. Se calcul6 el area foliar a través de la ecuacion de la regresion area
calculada v. area medida.

Curso de descarboxilacion

Para determinar la hora de la mafiana en que se obtenia el mayor contenido de H* se midi
la concentracion de acidos en hojas de plantas sometidas a siete dias de sequia cada hora
desde las 07:20 hasta las 11:20 h.

Acumulacion nocturna de &cidos

Cada siete dias se tomaron dos hojas por planta, una en la mafiana y otra en la tarde. Se
determind la masa fresca (MF) y se midieron el largo y el ancho para calcular el area foliar
utilizando la relacion alométrica calculada previamente. Cada muestra se cortd en pequefios

segmentos que se hirvieron en 20 mL de agua destilada contenida en un vaso de precipitado



de 50 mL por 1 min en un horno microondas a su maxima potencia. Se colaron los residuos
de hojas y se realizaron titulaciones de las soluciones resultantes con KOH 10 mM hasta
pH 7.0 y 8.4 medido en un pHmetro Orion (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA).
Intercambio gaseoso

Se midid en hojas intactas la tasa de asimilacion (Py) con un IRGA de CO; y H,O CIRAS 2
conectado a una cadmara de asimilacion PLC (B) (PP Systems Inc., Amesbury, MA). Se
utiliz6 CO, ambiental, correspondiente a 403+1 umol mol™® y DFF 1000 pmol m? s*
durante el dia. Se realizaron cursos de 24 horas con mediciones cada 30 minutos, en una
hoja por planta por cada tratamiento.

Contenido de pigmentos foliares

El contenido de clorofila y carotenoides se determind en extractos etandlicos segun
Wellburn (1994). Se colocé un disco de hoja de cada planta en 2 ml de etanol 90% por tres
dias a 4 °C y luego se midio la absorbancia de la solucidn en un espectrofotometro a A 470,
649 y 665 nm.

Suculencia

Se determind MF de las hojas y se estimd su area. Las hojas se secaron por 48 h a 60 °C
para determinar la masa seca (MS). El contenido de agua foliar se calcul6 como
CAF=1000x(MF-MS)/area (mg cm™). El indice de suculencia mesofilar se calculé como
Sm=g agua mg™ clorofila total.

Relaciones hidricas

El potencial hidrico (y) se midio colocando discos foliares tomados entre las 08:00 y 09:00
h (am) y entre las 11:30 y 12:30 h (md) en cAmaras C-52 conectadas a un micro-voltimetro
HR-33T (Wescor Inc., Logan, UT) operado en el modo psicrométrico. Los discos de hojas
con los que se midio y fueron mantenidos a -20 °C por 48 horas y medidos nuevamente sin
descongelar para determinar ys. EI AO se calculo al final del experimento en plantas sin
rehidratar como AO=y; control-ys sal.

Variables de crecimiento

A los veintidos dias del experimento se cosecharon las plantas, se cuantificd la masa seca
de las diferentes estructuras de la planta divididas en tallo, raiz, hojas y estructuras
reproductivas. Se calculd la relacion raiz/vastago (R/V) y el esfuerzo reproductivo (ER)

como ER=100xMS estructuras reproductivas/MS hojas



Anatomia foliar
Se midi6 el grosor de los diferentes tejidos foliares en cortes transversales a mano alzada de
muestras mantenidas en formol:acético:agua. Los cortes fueron tefiidos con azul de
toluidina y fotografiados al microscopio a un aumento de 100x. Las mediciones se hicieron
usando el programa ImageJ. Se calculé la densidad estomatica (DE) y el indice estomético
(IE) como:
DE=100x estomas/area
IE=100x estomas/células de la epidermis
Resultados
Variables microcliméticas dentro del invernadero
Los valores minimos y méaximos de temperatura del aire y humedad relativa fueron
1542/34+2 °C, y 45+4/83+2 %, respectivamente. El valor méximo de DFF fue de 500 umol
m?s?,
Determinacion alométrica del area foliar

De la regresion lineal se obtuvo la curva (Fig. 1) de donde se tomaron los valores de
la interseccidn entre los ejes y el coeficiente para realizar los célculos de area foliar. Para
calcular el area foliar se utilizo6 la férmula:

Area=interseccion en y + largo medido x ancho medido x pendiente.

1 - r=0.94

O 2 4 6 8 10 12 14 16
Lxa

Fig. 1. Regresion lineal de la calibracion del area foliar para hojas de Talinum tiangulare.



Curso de descarboxilacion

Entre las 08:00 y 10:00 h se encontré la mayor cantidad de H ™ correspondientes a
malato, mientras que no hay diferencias significativas en el contenido correspondiente a
citrato (Fig. 2). Con base en estos resultados se decidié tomar las muestras a las 08:00 y las
16:00 h.

150
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E 50
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'TEJ 20 b ab ab
% 15
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10
a a a
5 .
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Fig. 2. Cambios diurnos en el contenido de H * correspondientes a malato y citrato en hojas
de T. triangulare después de seis dias de sequia. Donde n=5 y los valores son
mediatES. Letras distintas indican diferencias significativas determinadas a través
de una ANOVA de una via.

Acumulacion nocturna de &cidos

Las plantas sometidas a NaCl 300 mM realizaron acumulacion nocturna de malato
de manera significativa respecto al control los dias 10 y 15 de tratamiento; en el resto de los
tratamientos de salinidad se observd acumulacion nocturna de malato sin diferencias
significativas respecto al control (Fig. 3). A ninguna salinidad hubo diferencias
significativas durante el tratamiento en el contenido de citrato am y pm respecto al control,
ni tampoco hubo cambios significativos en AH" citrato. Las plantas sometidas a sequia
acumularon malato en la noche de manera significativa respecto al control los dias 9 y 15
de sequia. No se encontraron diferencias en el contenido de citrato en plantas de sequia

respecto al control (Fig. 3).
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Fig. 3. Cambios en el tiempo en la acumulacion nocturna de acidos en hojas de T.
triangulare sometidas a riego con NaCl 0 (control), 150, 300 y 400 mM, y a sequia. Los
valores son media£ES (n=5). Los asteriscos indican diferencias significativas determinadas

a través de una ANOVA de una via.
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Intercambio gaseoso

La mayor Py se midi6 en las plantas control y en las plantas regadas con NaCl 150

mM, en las cuales incrementd Py con el tiempo bajo tratamiento (Fig. 4). En las plantas

regadas con NaCl 150 mM por 21 dias hubo compensacion nocturna de CO,. En las plantas

regadas con solucion 300 mM y 400 mM, Py disminuyd en el tiempo y encontrd

compensacion en la noche (Fig. 4).

20

15 4

10

control
dia0

Py§ mol m?s™)

control
dia 8

control
dia 21

Hora del dia

300 mM

dia 21 rj

400 mM

dia 21 padi S

10 16 22 04 10

Fig. 4. Cambios en el tiempo en los cursos diarios de intercambio de CO, en plantas de T.

triangulare sometidas a riego con NaCl 0 (control), 150, 300 y 400 mM.
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Contenido de pigmentos foliares

La Fig. 5 muestra los cambios con cada tratamiento en el contenido de los
pigmentos fotosintéticos. No hubo diferencias significativas entre el contenido de clorofila
total al final del experimento en las plantas expuestas a salinidad respecto al control; en el
control y todas las salinidades esta variable disminuyd ligeramente. La relacion clorofila
a/b aumento ligeramente en el control, en NaCL 150 y 300 mM, y mas marcadamente en
400 mM. EIl contenido de carotenoides no se vio afectado ni por el tratamiento ni por la
duracion de éste, mientras que la relacion clorofila total/carotenoides tuvo una pequefia

disminucion a todas las [NaCl] menos 400 mM, cuando la disminucién fue mas marcada.

3
A = e c i
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5o 2 g o
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3 abl/ abc% 57 12 10 =3
g 21 g 2 [ me |2 g9
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o -5 3o
o 17 S
0 ‘ 0
0 150 300 400 0 150 300 400
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Fig. 5. Cambios en el tiempo en el contenido de pigmentos en hojas de T. triangulare
sometidas a riego con NaCl 0 (control), 150, 300 y 400 mM (simbolos en la leyenda
inserta). Los valores son media + ES (n=5). Las letras indican diferencias significativas

determinadas a traves de una ANOVA de dos vias (tiempo v. tratamiento) (p<0.05).
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Suculencia
En las plantas regadas con NaCl 300 mM el valor del CAF incrementd

significativamente al final del experimento, mientras que el resto de los tratamientos no
ocasionaron diferencias significativas en el CAF después de 22 dias de tratamiento. El valor
de Sp, incrementd al final del experimento en las plantas control y en las regadas con NaCl
150 y 300 mM, mientras que se mantuvo igual que al inicio a los 22 dias de riego con NaCl
400 mM.

— inicial A

77, final
cd
c bc b bc
a
a
b B
a
a%

CAF (mg cm'z)
H
8
|

bc
bc b
50
;b

T 8 I
U)E47

N

0

0 150 300 400 sequia

[NaCl] (mM)

Fig. 6. Cambios en el tiempo en: A, el contenido de agua foliar y B, el indice de suculencia
mesofilar de plantas de T. triangulare sometidas a riego con NaCl 0 (control), 150, 300 y
400 mM (simbolos en la leyenda inserta) y a sequia. Los valores son media£ES (n=5). Las
letras indican diferencias significativas determinadas a través de una ANOVA de dos vias

(tiempo v. tratamiento; p<0.05).
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Relaciones hidricas

No se encontraron diferencias significativas entre el y y ys medidos en la mafiana
respecto al mediodia. Para el dia 20 de experimento las plantas expuestas a NaCl 150 mM
tuvieron valores de v y s significativamente menores a los encontrados en las plantas
control durante la mafiana, mientras que a mediodia no hubo diferencias significativas. A
los 20 dias de tratamiento con NaCl 300 mM los valores de v y wys fueron
significativamente menores a los reportados para las plantas control tanto en la mafiana
como al mediodia, hecho que sucedio de igual manera para las plantas sometidas a 20 dias
de tratamiento con NaCl 400 mM a excepcion del s medido para el mediodia, donde no

hubo diferencia respecto al control.
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Fig. 7. Cambios en el tiempo en el potencial hidrico y osmoético de la mafiana y el mediodia
en hojas de T. triangulare sometidas a riego con NaCl 0 (control), 150, 300 y 400 mM.
Circulos blancos, control; circulos negros, salinidad. Los valores son mediatES (n=5). Las
letras indican diferencias significativas determinadas a través de una ANOVA de una via

(control v. tratamiento; p<0.05).
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No hubo diferencias significativas en el AO calculado el dia 20 con valores de y am

y v md entre los tres tratamientos de salinidad, con un valor promedio de 0.60+0.08 MPa.

1,25

- O
—— md

1,00 -
0,75 —

0,50 —

AO (MPa)

0,25

0,00
150 300 400

[NaCl] (mM)

Fig. 8. Cambios con la salinidad en el ajuste osmético calculado en la mafana (barras
negras) y a mediodia (barras blancas) en hojas de T. triangulare para el dia 20 de
tratamiento con NaCl 150, 300 y 400 mM. Los valores son media+ES (n=5).

El porcentaje de contribucion a s de malato y citrato en el final del experimento
fue igual para las plantas control y todos los tratamientos de salinidad a excepcién de las
plantas regadas con solucion NaCl 400 mM, cuyo porcentaje de contribucion tanto de
malato como de citrato incrementd significativamente. Sin embargo, el mayor porcentaje

calculado, que fue en las plantas regadas con NaCl 400 mM, fue menor del 1.5 %.
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Fig. 9. Cambios con la salinidad en la proporcién de contribucion de malato (barras
blancas) y citrato (barras rayadas) en el ajuste osmotico realizado por hojas de T.
triangulare a los 22 dias de tratamiento con soluciones NaCl 0 (control), 150, 300 y 400
mM. Los valores son media+ES (n=5). Los asteriscos indican diferencias significativas

determinadas a través de una ANOVA de una via (p<0.05).

Anélisis de crecimiento

Después de 22 dias de experimento Unicamente las plantas regadas con solucion
NaCl 400 mM mostraron una reduccion significativa en el valor correspondiente a los
tallos, a las estructuras reproductivas y al ER respecto a las plantas control. El resto de los
tratamientos no produjo diferencias en la distribucion de biomasa, R/V ni ER.
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Fig. 11. Cambios con la [NaCl] de la solucion de riego y con la sequia en: A, la
distribucion de biomasa (simbolos en la leyenda inserta) y B, la relacion vastago/raiz y el
esfuerzo reproductivo en plantas de T. triangulare sometidas a tratamiento por 22 dias. Los
valores son media+ES (n=5). Los asteriscos indican diferencias significativas determinadas
a través de una ANOVA de una via (p<0.05).

Anatomia foliar

No hubo diferencias significativas al final del experimento en DE de la cara abaxial
entre las plantas control y las sometidas a tratamientos salinos; la DE de la cara adaxial fue
inferior a la de la abaxial y sufri6 leves cambios con el tratamiento, presentandose el mayor
valor en el tratamiento con NaCl 150 mM (Fig. 12). Al final del experimento, el IE de
ambas caras de las plantas sometidas a tratamientos salinos se mantuvo en general igual que
al inicio, excepto por un incremento significativo respecto al resto en las plantas control
(Fig. 12). Hubo variaciones significativas en los valores de IE de la cara abaxial dadas por,
el tratamiento, el tiempo y la interaccion, y en la cara adaxial por el tratamiento y la

interaccién con el tiempo.
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Fig. 12. Cambios en la densidad estomatica y el indice estomético calculados para ambas
caras de hojas de T. triangulare después de 22 dias de tratamiento con NaCl 0 (control),
150, 300 y 400 mM. Barras vacias, inicio; barras rayadas, final. Los valores son mediatES
(n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas a través de una
ANOVA de dos vias (tratamiento v. tiempo; p<0.05).

Como se indica en la Tabla 1, el riego con NaCl 150 y 300 mM produjo un
incremento significativo en el grosor de la hoja entera, en el grosor del parénquima en
empalizada y en el grosor del parénquima esponjoso al final del experimento, mientras que
las hojas del control y las regadas con NaCl 400 mM permanecieron igual al inicio y al
final; sin embargo, solo las plantas regadas con NaCl 300 mM tuvieron diferencias
significativas al final del experimento respecto al control en cuanto al grosor de la hoja
entera. Tanto la epidermis superior como la inferior siempre se mantuvieron iguales para
todos los tratamientos al inicio y al final. No se encontraron diferencias significativas en el
tiempo en el grosor del parénguima en empalizada entre las plantas sometidas a salinidad
respecto al control. Tanto la epidermis superior como la inferior se mantuvieron iguales
para todos los tratamientos al inicio y al final de los experimentos, asi como tampoco
cambid el nimero de células ni del parénguima en empalizada ni del esponjoso. Hubo
diferencias significativas debidas al tratamiento, el tiempo y la interaccion en el grosor de

la hoja entera, el paréngquima en empalizada y el parénquima esponjoso.
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Tabla 1. Cambios en el tiempo bajo tratamiento con soluciones de diferente concentracion de NaCl en variables anatomicas foliares de

plantas de T. triangulare. Los valores son media£ES (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas después de una

ANOVA de dos vias (tiempo x tratamiento).

[NaCl] (mM)

0 150 300 400
Grosor del tejido inicial final inicial final inicial final inicial final p
hoja entera 755+92abc  771+58bc 569+69a 927+32cd 624+50ab 971+76d 566+35ab 643+70ab 0.016
epidermis superior 37+4a 37+1a 32+2a 37+6a 30+2a 30+3a 29+3a 33+5a 0.916
parénquima en empalizada 362+45ab  372+39%9ab 268+39ab 477+17ab 288+3lab 465+35b 271+20ab 297+48a 0.015
parénquima esponjoso 3144+50ab  316+19ab 247+40a 373tl6bc 275+23a 451+41c 225+13a 273+21a  0.036
epidermis inferior 29+4a 35+2b 19+2a 26+3ab 22+1a 25+4a 28+3ab 28+4ab 0.655
NUmero de células
parénquima en empalizada 4ab 4ab 4ab 4ab 4ab 4b 3ab 3a 0.557
parénguima esponjoso 4ab 4ab 4a 5ab 4ab 5b 5ab 5b 0.436

Se indica el valor de p para la interaccion tiempo x tratamiento. En negritas, valores de p<0.05.
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Discusion

Las plantas de T. triangulare toleraron el tratamiento con NaCl hasta 300 mM,
mientras que el tratamiento con NaCl 400 mM hizo disminuir la tasa fotosintética, el
crecimiento y el esfuerzo reproductivo. Bajo tratamiento con NaCl 300 mM las plantas
presentaron una acumulacion nocturna de malato significativamente mayor que el control,
lo cual es evidencia de la operacion del CAM.

El riego con NaCl 300 mM indujo la acumulacion nocturna de malato respecto al
control, acumulando el dia 9 de tratamiento 50+15 umol H" g™, incluso en mayor medida
que las plantas sometidas a sequfa, las cuales el dia 9 acumularon 33+8 pmol g™, ambos
valores representativos de plantas CAM. Los mayores valores de AH" malato previamente
encontrados en T. triangulare fueron 80-100 pmol g™ (Herrera et al., 1991; Taisma y
Herrera, 1998; Herrera, 1999).

Que haya sido el dia 9 donde se encontr6 mayor AH® malato entra dentro del
periodo de tiempo descrito como necesario para la induccién del CAM por salinidad,
correspondiente a entre una y dos semanas (Luttge, 1993). La planta CAM inducible M.
crystallinum a los diez dias de tratamiento con NaCl 400 mM tuvo un AH" (malato) de
aproximadamente 120 pmol g™ (recalculado de Broetto et al., 2007). El retraso en la
induccion del CAM sugiere gue es una adaptacion a largo plazo para la disponibilidad de
agua reducida asociada a la salinidad, pero no un mecanismo para tolerar propiamente en
los tejidos altos niveles de sal (Lttge, 1993).

La sal no ocasiond en las plantas de T. triangulare una disminucion en Py sino a
partir de NaCl 300 mM, concentracion que generd un incremento en los valores de CAF y
Sm, asi como valores de AH" malato mayores que en el control. Las plantas sometidas a
NaCl 300 mM fueron también las que realizaron mas compensacion nocturna de CO,.

El aumento en CAF se correlaciond con un aumento en el grosor de la hoja y del
parénquima esponjoso en las plantas bajo riego con NaCl 300 mM, tal y como se encontro
en plantas de Nicotiana glauca sometidas a salinidad (Gonzélez et al., 2012).

Segun Herrera et al. (2015), los cambios en AH" observados en plantas de T.
triangulare sometidas a sequia no fueron causados por cambios en la suculencia foliar, ya
que ésta no varid. En el presente estudio, sin embargo, se obtuvo una disminucion

significativa en CAF de las plantas sometidas a 22 dias de sequia. El valor de Sy, en plantas
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control fue de 3.4 g mg™, similar al hallado en plantas regadas de T. paniculatum (3.4 g
mg™*; Glierere et al., 1996), tipico de plantas CAM (Kluge y Ting, 1978). El valor de Sy, en
plantas de T. triangulare aumentd con la salinidad hasta 7.7 g mg™, en el caso de NaCl 300
mM debido no a una disminucion en el contenido de clorofila sino a un aumento del CAF;
sin embargo, el incremento en Sy, estuvo asociado a un mayor AH" solo en el caso de 300
mM.

El contenido total de clorofilas disminuyd al finalizar el experimento en el control
probablemente debido a no haberse cubierto las altas demandas de nitrégeno que se sabe
por experiencias previas que presentan estas plantas, ya que solo se regé una vez por
semana con fertilizante. La salinidad no alter6 el contenido de clorofilas, asi como tampoco
lo hizo la sequia, donde la relacion clorofila a/b y la cantidad de clorofila total no varié
después de 24 dias de sequia respecto al control (Herrera et al., 1991). En hojas de T.
paniculatum tampoco vario la clorofila total frente a 23 dias de sequia (Glerere et al.,
1996) ni frente a tratamientos salinos con NaCl 20, 50 y 100 mM respecto al control, pero
incremento las clorofilas totales al regar con NaCl 200 y 300 mM (Assaha et al., 2017). Por
el contrario, en plantas de Zygophyllum xanthoxylum la salinidad increment6 el contenido
de clorofilas (Ma et al., 2011).

El AO maximo encontrado en plantas bajo NaCla 400 mM al mediodia fue de
0.92+0.25 MPa, valor similar al encontrado en el mangle Avicennia germinans, cuando la
salinidad ocasion6 un ajuste osmotico, medido con valores de s a turgencia total, de 1.2
MPa (Suérez y Sobrado, 2000). EI promedio del AO realizado por plantas de T. triangulare
al final del experimento en las tres salinidades fue mayor que los valores reportados en
plantas de T. triangulare después de 27 dias de sequia (0.49£0.10 MPa; Herrera et al.,
2015). En plantas de N. glauca AO fue mayor bajo salinidad que en condiciones de sequia
(Gonzélez et al., 2012). Después de 15 dias de tratamientos salinos, las plantas de Lycium
nodosum mostraron valores de AO correspondientes a 0.94 MPa (Tezara et al., 2003) y Py
se mantuvo constante, apoyando la hipotesis de que el AO contribuye al mantenimiento de
la actividad fotosintética (Munns y Tester, 2008).

Ya que el porcentaje de contribucion de malato y citrato a AO en la mafiana fue
siempre menor del 1.5 % para todos los tratamientos, y que los valores de AO encontrados

al mediodia, cuando no hay acidos en las hojas, fueron iguales a los de la mafiana, se
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concluye que el AO no viene dado por la acumulacion nocturna de &cidos sino por otros
solutos, como lo pueden ser NaCl o azlcares acumulados en la vacuola. En plantas de T.
paniculatum la acumulacion de prolina fue el principal soluto responsable del AO en
plantas regadas con NaCl 100, 200 y 300 mM (Assaha et al., 2017), donde la sal se
acumulé principalmente en la raiz, no en las hojas, caso que pudiera estar ocurriendo en las
plantas de T. triangulare debido al habito similar entre ambas plantas. Para esclarecer cual
soluto es el responsable del AO en plantas de T. triangulare se necesita determinar la
concentracion de Na*y azlcares en las diferentes partes de la planta.

La ausencia de diferencias en y 0 ys sean am o md, entre plantas sometidas a las
diferentes salinidades sugiere que no fueron cambios en el estado hidrico de las hojas lo
que indujo el CAM bajo NaCl 300 mM. Esto concuerda con lo reportado en plantas de T.
triangulare sometidas a sequia (Herrera et al., 2015), en las cuales el potencial de turgencia
no fue distinto entre plantas regadas y plantas en sequia. En plantas de la especie CAM
inducible Guzmania monostachia, solo la regién foliar apical realiz6 CAM en sequia, a
pesar de que no se encontro reduccion en el contenido relativo de agua respecto a la misma
region de las hojas de plantas regadas que solo realizaron fotosintesis Cs (Freschi et al.,
2010).

El riego con NaCl 400 mM produjo en T. triangulare una disminucion significativa
Unicamente en la biomasa del tallo respecto al control, hecho reportado también para
plantas de T. paniculatum, en las que NaCl 300 mM produjo una reduccion del 53 % en la
biomasa del tallo (Assaha et al., 2017). Contrario al caso de T. paniculatum, la biomasa de
ninguno de los otros 6rganos en T. triangulare se vio afectada por ninguna de las
salinidades.

El hecho de que el IE se mantuviera igual al inicio y al final del experimento en
todas las plantas sometidas a tratamientos salinos implica que el desarrollo de estomas pudo
haber estado inhibido, ya que las plantas control mostraron un mayor IE al final del
experimento que al inicio. La reduccion por sal del IE tanto en la cara adaxial como la
abaxial de hojas de Solanum pennellii respecto al control fue interpretada como una medida
para reducir la pérdida de agua (Albaladejo et al., 2017).
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Conclusiones

1. Las plantas de T. triangulare toleraron el tratamiento con NaCl hasta 300 mM, mientras
que el tratamiento con NaCl 400 mM hizo disminuir la tasa fotosintética, el crecimiento y
el esfuerzo reproductivo.

2. Bajo tratamientos con NaCl 300 mM las plantas presentaron una acumulacién nocturna
de malato significativamente mayor que las plantas control, lo cual es evidencia de la
operacion del CAM en la modalidad reciclante.

3. La induccién del CAM por salinidad no tuvo una relacion obvia con el estado hidrico de
la hoja, el cual fue similar entre las diferentes salinidades, aunque inferior al control.

4. El riego con soluciones salinas indujo en T. triangulare una importante realizacion de

ajuste osmotico.
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