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Contenido de iones  y su relación con la  tolerancia a la salinidad en los primeros estadios del  desarrollo del trigo (variedad cubac-204)

Resumen

Se estudió la tolerancia a la salinidad en  la variedad  de trigo CubaC-204. Para ello se evaluaron las variables fisiológicas contenido de clorofila y su relación con la absorción de  iones. Se determinó además la acumulación de materia seca  por órgano. Como resultado se obtuvo una considerable disminución del contenido de clorofilas a medida que se incrementaron las concentraciones de sales. No se encontró correlación significativa entre el contenido de clorofilas y la concentración de algunos micronutrientes.  Se produjo  una disminución del peso seco de la raíz a medida que incrementó la concentración de sales. En  la evaluación del contenido foliar de cationes se encontró correlación negativa entre el contenido de K+ y el Na+.   
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Abstract.  
Salinity tolerance in Cuba-C-204 wheat variety was studied.  Chlorophyll content and it´s relationship with ion concentration were the  physiological  variable evaluated. As results a considerable decrease of chlorophylls content was obtained as well as salts concentrations increased. There  was not significant correlation between chlorophylls content micronutrients concentration.  A decrease of the dry weight of  root took place while salts concentration. During foliar  cations content evaluation a  negative correlation between    K+ and  Na+  content was observed. 
Key word: wheat, tolerance, salinity.
Introducción
Entre los mecanismos que explican la capacidad de las especies vegetales para tolerar el estrés salino, existe el ajuste osmótico (Appels y Lagudah, 1990). El ajuste osmótico es el término utilizado para definir la disminución del potencial osmótico celular en las plantas superiores como resultado de la acumulación activa de solutos en respuesta a una situación estresante por déficit hídrico o salinidad (Ludlow y Muchow, 1990). De este modo las plantas regulan su potencial osmótico hasta conseguir que el potencial hídrico de la célula sea similar al del medio que la rodea (Murillo, 2000). 

El ajuste osmótico  implica, por una parte, la absorción y acumulación de iones  salinos procedentes del medio, y por otra la biosíntesis endógena de solutos orgánicos. Aunque  ambos mecanismos, por lo general, operan conjuntamente, su importancia relativa varía entre especies y genotipos e incluso entre distintos tejidos de la misma  planta (Torrecillas et al., 1994)

Se han descrito muchos síntomas fisiológicos asociados a la toxicidad de los iones a partir de determinados niveles críticos, tales como: interferencias causadas por ellos en el metabolismo y a los daños que, como consecuencia, tienen lugar en orgánulos y membranas (Frahm  et al., 2004), disminución o inhibición de la actividad enzimática o alteraciones en la funcionalidad de la membrana (Flowers y   Yeo, 1986; Wyn Jones y Gorham, 1983), inhibición de la fotosíntesis (Spyropoulus et al,1998), repercusión en los mecanismos de transporte y selectividad, y derivación de parte de la energía metabólica de la planta para su inversión en procesos distintos al crecimiento (Yeo, 1983 y Yuen et al, 2004).  Por ello el estudio de la acumulación de estas sales en el interior de las plantas una vez sometidas a condiciones estresantes pudiera ser un rasgo importante de tolerancia al estrés. Por la importancia del cultivo de los cereales y en particular  el trigo, que está siendo objeto de experimentación en Cuba, el presente trabajo  contiene parte de los resultados de un estudio realizado en la variedad obtenida en Cuba CubaC-204 (Cueto, 1991)  sometida a  cuatro niveles de estrés salino.   

Materiales y métodos
El trabajo se desarrolló en el laboratorio de Química de la Facultad de Ingeniería en la Universidad de  Granma y en la casa de cultivos protegidos de la misma institución. Se tomaron semillas de la variedad cubana de trigo harinero CubaC-204  suministrada por  el Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA). Estas semillas fueron  puestas a germinar en condiciones de  hidroponía en bandejas plásticas.  Todas las evaluaciones se realizaron a partir de los 15 días de germinadas las semillas.    
Para determinar la concentración de pigmentos (clorofila a , b y carotenos), se siguió la metodología de Lichtenthaler y Wellburn  (1984) y se realizaron cinco repeticiones.

Se pesó un gramo de tejido foliar, se cortó en pequeños pedazos y se maceraron con alcohol etílico (96 v/v), se filtró a través de un papel de filtro de poros finos y se completó hasta un volumen de 50 mL con alcohol. Posteriormente se leyó la absorbancia a 665, 649 y 470 nm para la clorofila a, b y los carotenos, respectivamente y se calculó la concentración de pigmentos en (g.(ml de extracto)-1, según las ecuaciones siguientes:

Ca = 13.95 A665 – 6.68 A649
Cb = 24.96 A649 – 7.32 A665
Cx+c = (1000 A470 – 2.05 Ca – 114.8 Cb) / 245

donde A470 , A649, A665 – absorbancia a 470, 649 y 665  nm. 

Se determinaron, además las relaciones Ca/Cb , Ca/Cx+c y Ca+b  

El contenido de iones se determinó por fotometría de llama mediante un fotómetro de alta resolución y absorción atómica  Future,3000 UK. 

Se determinó la media y su error estándar para todos los indicadores evaluados en ambas condiciones, y se establecieron las diferencias entre el tratamiento control y de estrés para cada variedad, mediante la prueba de  comparación múltiple de medias de MDS para un nivel de significación de 1%.

Resultados y discusión 
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Figura 1: Contenido de clorofila a en las fenofases de plántula y floración en condiciones de estrés salino.

El contenido de clorofilas disminuyó en la medida que se incrementaron las concentraciones  salinas. Las investigaciones sobre el efecto que provoca la salinidad  sobre  la concentración de pigmentos fotosintéticos son abundantes y coincidentes y tienden a revelar que tales afectaciones son fundamentalmente debidas a la destrucción de los cloroplastos y a un aumento de la actividad de la enzima clorofilasa, afectando la síntesis de clorofilas (16).

  En condiciones salinas, también pueden surgir problemas con la disponibilidad de micronutrientes, aunque la influencia de la salinidad sobre las concentraciones de los mismos en las plantas depende, tanto de la planta como del micronutriente considerado. Distintos estudios muestran que la concentración de hierro aumentaba con la salinidad en plantas de guisante (Singh, y Singh, (1981), tomate, soja y calabaza (Maas, 1986), arroz (Scott, Jones y Wiliams, 1984) y disminuía en cebada y maíz (Kobata y col, 1992a, b). La concentración de manganeso aumentaba en cebada, arroz, remolacha azucarera, tomate y disminuía en calabaza, guisante y maíz. Por otra parte, la concentración de cinc aumentaba en cebada, judía, soja, tomate y calabaza  y disminuía en maíz. La salinidad incrementa los efectos de la toxicidad del micronutriente en plantas de trigo cultivadas en soluciones nutritivas con alta concentración del micronutriente (Maas, et. al.  1994). Mediante el análisis de correlación se determinó la relación entre el contenido de clorofila y diversos elementos químicos implicados en funciones metabólicas y fisiológicas de las plantas evaluados en los estadíos de plántulas y floración (Tabla 1) y se observó que en  la mayoría de los tratamientos las relaciones no fueron estadísticamente significativas. 
Tabla 5.2.5. Relación entre el contenido de clorofila (Unidades SPAD) y concentración de diversos iones en el follaje en las fenofases de plántula y floración.
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Desde décadas anteriores ha sido reportado que el estrés por salinidad durante la etapa vegetativa suprime el crecimiento de todos los órganos de la planta, aunque el crecimiento de la raíz es menos afectado que el crecimiento de la parte aérea (Bernstein y Hayward, 1958; Strogonov, 1964). Al incrementarse la concentración de sales el peso seco de la raíz disminuyó significativamente con la salinidad, esta reducción se acentuó significativamente en las plantas cultivadas con 12 dS.m-1 de NaCl (Fig. 2).
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Figura 2. Efecto de la concentración de NaCl en el peso seco de la raíz de  la variedad de trigo Cuba-C-204.
Las plantas generalmente mantienen una proporción característica entre raíz/follaje. Cuando esta proporción es afectada, ya sea por la perdida de parte del follaje por el pastoreo, o de alguna forma se pierde parte de la raíz, la respuesta inmediata de la planta es disminuir la acumulación de materia seca en ambas partes, y mucha veces trata de compensar la perdida mediante un rápido crecimiento de la parte afectada para restablecer la proporción raíz/follaje que la caracteriza (Klepper, 1991).

Aunque en algunos tratamientos la relación raíz/follaje disminuyó con la salinidad en las tres especies, estas reducciones no fueron significativas (Tabla 5.2.1). El efecto negativo del estrés salino en la reducción del crecimiento de la raíz y el follaje, y de la relación raíz/follaje es conocido desde tiempo atrás (Hanson y Hitz, 1982). Según Gilbert et al (1997), la reducción del crecimiento de las plantas bajo estrés salino es debido a una alteración en la tasa fotosintética y modificación en el metabolismo de los carbohidratos. La producción de biomasa y la relación raíz/follaje son criterios comúnmente utilizados para seleccionar individuos con tolerancia a la salinidad ya que el efecto inhibitorio que causa el estrés salino sobre estas variables de crecimiento son mas notables en los cultivares sensibles a la salinidad que en los tolerantes de la misma especie (Alian et al, 2000; Yeo et al, 1990). 

Tabla 5.2.1. Efecto de la salinidad inducida por NaCl en la relación raíz/follaje e índice de crecimiento (IC) del follaje fresco y seco después de 20 días de tratamientos. 
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IC= Peso en tratamiento salino*100/peso en control.
Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas para p<0.05 de acuerdo a la prueba de MDS.

El índice de crecimiento del follaje disminuyó significativamente con el incremento de NaCl en los tratamientos. Es bien conocido que el crecimiento de las plantas es el resultado directo de una masiva y rápida expansión de las células jóvenes producidas por las divisiones meristemáticas (Lira-Saldívar, 2007). Sin embargo, la expansión celular tanto en raíces como en hojas puede ser inhibida por la salinidad (Kurth et al, 1986; Zidan et al, 1990; Neumann, 1995) reduciendo el crecimiento como sucedió en este estudio. 

Contenido de cationes en las raíces de la variedad de trigo Cuba-C-204 y su relación con la tolerancia  a la salinidad. 

El contenido de  Ca2+ , Mg2+,  en las raíces no mostraron  diferencias significativas entre las diferentes variantes experimentadas (figura3), sin embargo el contenido de K+ y Na2+ si  varió estadísticamente produciéndose correlación negativa entre ellos. Este resultado está muy acorde con lo planteado por diferentes autores sobre los efectos nutricionales de la salinidad en las plantas. Generalmente se producen una interferencia por parte del sodio  en la absorción de otros cationes como el K+. Este  efecto  es propuesto por varios autores (Chavez, González y Ramírez, 1999, González y Ramírez, 2006, Argentel, 2007) como  defensa para el organismo  vegetal como vía de elevar la concentración de solutos en las células y como consecuencia mantener un potencial hídrico más bajo que el del suelo y así garantizar la absorción de agua pero  tiene como  resultados que si se incrementa la concentración de Na+ incluido se producen la toxicidad iónica. Como consecuencia de estos efectos primarios, a menudo ocurren otros estreses secundarios, como el daño oxidativo (Acevedo, 2003). Ha sido comúnmente reportado que cuando las plantas se desarrollan en un suelo salino, la elevada concentración de iones Na+ y Cl- en el medio produce una interferencia en la absorción de nutrientes (K+, Ca2+, NO-3) e impide la absorción de los mismos (Niu et al, 1995; Maathuis y Amtmann, 1999).
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Figura 3. Contenido de cationes en las raíces expuesto  a diferentes tratamientos de NaCl.
El papel del ión Ca2+ en la respuesta de las plantas a salinidad resulta esencial, por su función estructural en la membrana y su efecto sobre la actividad de algunos trasportadores iónicos (Rengel, 1992; Bressan et al, 1998). Aunque con los resultados de este experimento no puede ser señalado, diversos investigadores han reportado que la presencia de Ca2+ puede reducir la magnitud del efecto negativo de la salinidad en el crecimiento, (Marschner, 1995). 

En la presente investigación la reducción de la absorción de K+ por el estrés salino coincide con lo reportado por Niu et al (1995) y Maathuis y Amtmann (1999). La toxicidad que sufren las plantas por sales de sodio es causada por el reemplazo de K+ por Na+ en reacciones bioquímicas (Chinnusamy et al, 2005).

Contenido de cationes en el follaje de la variedad de trigo Cuba-C-204 y su relación con la tolerancia  a la salinidad. 

En la Figura 4 se presenta el contenido de Ca2+, Mg2+, K+ y Na+ en follaje cada uno de los  tratamientos. El  contenido de K+ disminuyó significativamente con el incremento de NaCl en los tratamientos, mientras que el Na+ se acumuló mayormente en los tratamientos de 80 y 120 mM de NaCl. El contenido de K+ disminuyó y también se observó que se redujo en los tratamientos de mayor contenido de NaCl aunque estas diferencias no fueron significativas.
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Figura 4. Contenido de cationes en las raíces a diferentes tratamientos de NaCl en estadío de plántula.

Se  encontró que el contenido de Ca2+ y Mg2+ disminuyó ligeramente con el incremento de NaCl para un nivel superior a 8dS.m-1  sin embargo para niveles menores  hubo un ligero incremento de su concentración aunque estadísticamente estos no fueron significativos. Uno de los primeros resultados que revelaron desequilibrios nutricionales en las plantas, como consecuencia de la presencia de los iones salinos, se alcanzaron en estudios de nutrición del Ca2+, comprobándose en judías que la absorción de Ca2+ depende de la relación Na+/Ca2+ (Yeo, 1983). A su vez, numerosos estudios muestran que la concentración de K+ en la planta, disminuye al aumentar la salinidad o la relación Na+/Ca2+ en el medio (Subbarao et al. 1990).

El contenido de Na+ en las raíces se incrementó significativamente conforme se elevo la concentración de NaCl en los tratamientos. La disminución del contenido de potasio pudo haberse producido por la desestabilización de la bomba Na+/K+. las variaciones que se producen en la concentración  Na+/K+ en las células  en la actualidad es muy discutido por diferentes autores (Yeo, 1983, Acevedo, 2003, González y Ramírez, 2006) por su  relación con la tolerancia varietal a la salinidad. En los programas de mejora genética para la tolerancia a este tipo de estrés se trabaja en la introgresión de genes que confieran tolerancia basado en la estabilización de la bomba Na+/K+.   Una de las aproximaciones a  estos  estudios ha sido con el empleo de métodos estadísticos y mapeo genómico, con lo que se consigue asociar el fenotipo de un carácter cuantitativo con marcadores genéticos. Esto se consigue con el análisis de loci de caracteres cuantitativos o QTL (quantitative trait locus) (Quarrie, 1996). El análisis genético por QTL permite emplear un número manejable de variables asociadas a un carácter fisiológico complejo (por ejemplo, absorción, selectividad y compartimentación iónica) (Prioul et al., 1997). En arroz, cultivo en el que la tolerancia se asocia con la exclusión de Na+ y a una mayor capacidad de absorción de K+, la capacidad de mantener una alta relación K+/Na+ está regida por la acción de genes aditivos y dominantes (Gregorio y Senadhira, 1993). Recientemente se encontraron QTL asociados a la absorción de K+ y Na+ y la selectividad K+/Na+ que podrían emplearse como marcadores en la mejora genética por tolerancia a salinidad en cebada y centeno (Flowers et al., 2000). Se encuentra en estudio el trigo ( Koyama et al., 2007).
Flowers y Hajibagheri (2001) encontraron que la concentración de Na+ y K+ en las células corticales de la raíz de Hordeum vulgare fue 1.5 veces mayor en la variedad sensible que en la tolerante, reduciéndose la turgencia y, en consecuencia, el crecimiento de los tallos. Aunado a esto, la capacidad de intercambio de la pared celular fue mayor en el material tolerante; por lo que estos autores consideraron que la habilidad de la planta para trasladar los iones a compartimentos de la célula en donde no causen daño, determina la sensibilidad o tolerancia de un material a la salinidad. 

El K+ es uno de los principales solutos empleados para el ajuste osmótico celular (Greenway y Munns, 1980; Wyn Jones y Gorham, 1983b) y por esta razón uno de los factores mas evaluados para determinar tolerancia a la salinidad es la capacidad de las plantas para mantener una elevada relación K+/Na+ que le permita llevar a cabo funciones fisiológicas y bioquímicas que perturba el exceso de Na+.   

La reducción en la absorción de K+ en la planta por el Na+ es un proceso competitivo. Aunque las plantas tienen una selectividad alta de K+ con respeto a Na+, cantidades excesivas de K+ pueden tener un efecto negativo sobre las plantas (Yeo, 1983). Quizás por ello, a pesar de los numerosos estudios, que indican la disminución en la absorción y traslocación de K+ en las plantas cultivadas en sustratos donde predomina el Na+, hay pocos datos que demuestren que la adición de K+ en dichas condiciones mejore el desarrollo de las plantas (los estudios de Wyn Jones y Gorham, (1983), son algunos de los pocos existentes). Sin embargo, la disminución de la relación Na+/Ca2+ por adición de Ca2+ a la solución nutritiva si recupera eficazmente los niveles de K+  intracelular, aumentando la tolerancia de la planta a la salinidad (Egan, Ungar y Meekins, 1987) Además de este clásico desequilibrio iónico, una disminución de la concentración de NO3-, en la planta en condiciones salinas, ha sido ampliamente documentada en distintas condiciones experimentales y con diferentes especies de plantas (Martínez y Cerdá, 1989). Sin embargo, a pesar de la drástica reducción de la concentración de NO3- en la hoja como respuesta a la salinidad, aumentan o al menos no disminuyen  diversas fracciones nitrogenadas, como el contenido en prolina, betaínas y aminoácidos o proteínas solubles totales (Gorham y col, 1986). Estos resultados, también apoyados por Munns y Termaat (1991), contradicen que la deficiencia de nitrógeno per se sea un efecto tóxico de la salinidad. 
Por otra parte, se ha comprobado que el NaCl puede también inducir toxicidad de fósforo en algunas especies como maíz (Kumar y Yadav, 1983), en sésamo y  en ciertas variedades de soja (Maas, 1986). 

Los estudios de la tolerancia al estrés salino basado en indicadores fisiológicos tales como la absorción, retención  o exclusión de iones  es una de las vías más efectivas para la exploración del germoplasma disponible y esto se contribuye a agilizar las investigaciones que pueden dar respuestas a las  crecientes necesidades de alimentación humana y animal. Los estudios de mejora genética,  por su parte,  aunque son muy precisos e importantes tardan un tiempo considerable pero al ser expandidas en nuestras áreas de cultivo los niveles de salinidad se han incrementado dado por la alta variabilidad espacial de la misma y los rendimientos merman.    
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