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RESUMEN

Prosopis strombulifera presenta una respuesta halofitica frente a NaCl, es poco tolerante a
Na,SO, y las respuestas fisiologicas y bioquimicas son intermedias cuando ambas sales estan
presentes. La hipétesis de este trabajo fue que los niveles enddgenos de GAs modulan la
respuesta de tolerancia a la salinidad en P. strombulifera; dicha respuesta medida como
crecimiento de la planta, varia segin el agente salinizante. El objetivo fue confeccionar las
curvas de crecimiento para esta especie y analizar los niveles enddgenos de giberelinas
activas (GA1l, GA3 y GA4) e inactivas (GA8 y GA34) en raices y hojas de plantulas
cultivadas hidrop6nicamente en soluciones iso-osmoticas de NaCl, Na,SO, y la mezcla de
ambas sales. Los resultados mostraron un incremento en las GAs activas en hojas,
coincidiendo con los bajos niveles de GA8 y GA34. En hojas y raices de plantulas tratadas
con NaCl se observd gran acumulacion de GA4 a moderada salinidad (-1.88 MPa)
coincidiendo con el crecimiento éptimo para esta especie. Esta tendencia se mantuvo a -2.6
MPa. Las hojas de plantulas tratadas con sulfato a -2.6 MPa registraron bajos niveles de GA4
y GAL, coincidiendo con el efecto toxico del anién sulfato sobre el crecimiento, que se
acentlia a medida que aumenta la salinidad. Las tratadas con la mezcla de sales presentaron
niveles intermedios de GA4 y GA1l, coincidiendo con el efecto observado de reversion
parcial de la toxicidad por la mezcla de sales. La GA3 fue casi no detectable en todos los
tratamientos. En raices, las plantas tratadas con NaCl registraron mayor contenido de GA34
y GA8 (metabolismo activo), siendo menor en las tratadas con sulfato. Los resultados
demuestran que GA4 es la forma activa predominante encontrada en esta especie, y el hecho
de que se observaron niveles mayores de GA34 en comparacion a la GA8 sugiere un rol para

GAA4 en la tolerancia a salinidad por NaCl.



SUMMARY

P. strombulifera presents a halophytic response to NaCl, while has less tolerant to
Na,SO, and physiological and biochemical responses are intermediate when both salts are
present. The hypothesis of this study was that endogenous levels of GAs modulate the
response of salt tolerance in P. strombulifera, this response was measured as plant growth
which varies with the salt in the culture.The aim was to analyze growth parameters and
endogenous levels of active (GA1, GA3 and GA4) and inactive gibberellins (GA8 and
GA34) in roots and leaves of seedlings grown hydroponically in iso-osmotic solutions of
NaCl, Na,SO, and the mixture of both salts. The results showed an increase in active GASs in
leaves, coinciding with low levels of GA8 and GA34. In leaves and roots of NaCl treated
plants showed a great accumulation of GA4 to moderate salinity (-1.88 MPa), coinciding
with the optimum growth for this species. This trend was maintained at -2.6 MPa. Leaves of
sulfate treated plants to -2.6 MPa showed low levels of GA4 and GA1, coinciding with the
toxic effect of sulfate anion on growth, which is accentuated with increasing salinity. Those
treated with the mixture of salts showed intermediate levels of GA4 and GA1L, coinciding
with the observed effect of partial reversal of the mixture of salts toxicity. The GA3 was
lesser detectable in all treatments. In roots of NaCl treated plants showed higher content of
GA34 and GAS8 (active metabolism), being lower in those treated with sulphate. Our results
show that GA4 is the active form predominantly found in this species, and the fact that there
were higher levels of GA34 compared to the GA8 suggests a role for GA4 in tolerance to

NaCl salinity.



1-INTRODUCCION

1.1. Fundamentacién

Ciertas condiciones de estrés ambiental como la sequia, elevadas temperaturas, la
salinidad y el pH del suelo son los mayores factores que limitan la productividad y el
rendimiento de los cultivos, debido a que afectan la mayoria de las funciones de la planta
(Shao et al., 2007). Especialmente la salinidad es un problema en aumento que afecta el 20%
de la superficie mundial cultivada y casi la mitad del area bajo irrigacion, al punto que el
mejoramiento genético de las plantas para tolerancia a salinidad se ha convertido en una
necesidad urgente para el futuro de la agricultura en las regiones aridas y semiaridas
(Flowers, 2006).

La salinidad puede producirse por causas naturales como la descomposicion de la
roca madre del suelo, el insuficiente drenaje, la superficialidad de las capas de agua
subterraneas o como resultado de la actividad humana, a través de la explotacion de zonas
petroleras, el excesivo uso de fertilizantes quimicos, plaguicidas, agua para riego de mala
calidad, entre otros. Por lo tanto la salinidad ocasiona la pérdida de las propiedades fisicas y
quimicas de los suelos, como asi también perdidas econémicas ocasionando una disminucién

en el rendimiento de los cultivos (Cisneros et al., 1997; Lavado, 2008).

Las sales en el suelo pueden encontrarse de varias formas: precipitadas bajo la forma
de cristales, disueltas en la solucién, o bien retenidas, adsorbidas en el complejo de
intercambio. El contenido en sales en cualquiera de estas tres situaciones cambia
continuamente al ir cambiando la humedad edafica, pasando las sales de una posicion a otra.
Asi, en el periodo seco, la cristalizacion aumenta, las sales en solucién disminuyen (aunque
la solucién se concentra) y aumentan las adsorbidas, mientras que, en el periodo humedo, el
comportamiento es inverso (Manchanda y Garg, 2008). La sal mas frecuente en los suelos
salinos es el cloruro sodico, junto con los sulfatos sédico y magnésico. El sulfato sédico es
muy frecuente en los suelos salinos y, debido a que su solubilidad se ve afectada fuertemente
por la temperatura, se tiende a concentrar en la superficie, ya que durante el periodo calido
asciende a la superficie formando parte de las eflorescencias (rasgo muy tipico de los suelos
salinos). Los mantos fredticos siempre contienen sales disueltas en mayor o menor

proporcién y en las regiones aridas estas sales ascienden a través del suelo por capilaridad.



En general, la existencia de mantos freaticos superficiales ocurre en las depresiones y tierras
bajas, y de aqui la relacion entre la salinidad y la topografia (Rengasamy, 2006).

En la Republica Argentina existen aproximadamente 34.000.000 hectareas sometidas
a excesos de agua y sales (incluyendo solo los ambientes humedos y las areas bajo riego),
creandose condiciones ecoldgicas extremas que reducen drasticamente su productividad
debido a un alto dinamismo espacial y temporal dado por factores climéticos, edaficos y de
manejo. Se considera que Argentina ocupa el tercer lugar luego de Rusia y Australia, en
suelos afectados por salinidad (Lavado, 2008). Esta condicion afecta particularmente a las
zonas aridas y semiaridas, pero no de manera exclusiva ya que existen suelos afectados por

salinidad también en ambientes himedos.

2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1. Efectos de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas

Los efectos del estrés salino en las plantas ocasionan problemas de germinacion,
inhibicién del crecimiento vegetal y disminucion en la produccién de granos. La tolerancia a
la salinidad es un fendmeno complejo. Los estudios de las interacciones fisioldgicas,
bioquimicas y metabélicas indicaron que las respuestas de las especies vegetales al estrés
salino varian con la concentracion de sal, el tipo de sal presente, la longitud del periodo de
exposicion, las variedades o cultivares y la etapa del crecimiento y desarrollo (Munns y
Tester 2008). La salinidad impone a las plantas restricciones hidricas por el descenso del
potencial hidrico del suelo (efecto osmoético) y también efectos derivados del exceso de iones
en si, ya sea por la acumulacion de iones potencialmente dafiinos para el crecimiento y
desarrollo o por desbalances nutricionales causados por las concentraciones elevadas de
algunos iones (principalmente sodios, cloruros y sulfatos). Los dos componentes del estrés
salino, efecto osmético y toxicidad ionica tienen sus efectos deletéreos a nivel celular. Segun
Munns et al., (1995), en las plantas cultivadas hay una primera fase de reduccién del
crecimiento causada por el potencial osmético de la solucion del suelo que rodea a las raices,
que disminuye la disponibilidad de agua por las mismas y en consecuencia afectaria a todas

las especies de manera similar. Una segunda fase comienza cuando las hojas han acumulado



sal en cantidades que resultan toxicas, provocando dafio metabdlico y reduciendo asi el

aporte de asimilados a las zonas de crecimiento.

La tolerancia al estrés salino puede definirse como la habilidad inherente que poseen
las plantas de resistir los efectos de las elevadas concentraciones de sales en las raices o en
las hojas sin un efecto significativo (Shannon y Grieve, 1999). Teniendo en cuenta este
concepto, las plantas pueden clasificarse de acuerdo a su sensibilidad en glicofitas y
haldfitas. Las plantas haldfitas pueden completar su ciclo de vida bajo las condiciones
salinas mas variadas, no solo tolerando altos niveles de salinidad, sino presentando niveles
Optimos de crecimiento bajo estas condiciones (Khan y Ungar, 2000). Los trabajos sobre este
tipo de plantas sentaron las bases para la comprension de los mecanismos que contribuyen a
su tolerancia a la salinidad y establecieron la nocién de que tales mecanismos son comunes
para plantas hal6fitas y glicofitas (Munns y Tester 2008). Los mecanismos bioquimicos y
moleculares para enfrentar el estrés salino incluyen la produccion de solutos compatibles,
para aumentar la presion osmdtica del citoplasma (los cuales pueden acumularse en altos
niveles sin perjudicar la bioquimica celular), la exclusion o secrecion de Na* de las células o
de los tejidos para mantener las concentraciones idnicas internas bajas, o la
compartimentalizacion celular de los iones. Las plantas tolerantes tienen la capacidad de
acumular iones Na® CI en las vacuolas para mantener en el citoplasma concentraciones
sustancialmente muy bajas de iones que evitan asi la inhibicion de procesos metabdlicos
(Blumwall et al., 2000; Parks et al., 2005). También se producen cambios en los patrones
fotosintéticos (Bayuelo-Jimenez et al., 2003), alteraciones en la estructura de las membranas
(Singh et al., 2002) y un efecto inhibitorio sobre el crecimiento a varios niveles involucrando
gran cantidad de procesos celulares tales como la division y expansion celular. Estos
procesos celulares son regulados por hormonas manteniendo la homeostasis cuando es
alterada por salinidad. Sin embargo, las plantas son capaces de percibir la salinidad y
responder con diversas estrategias para poder sobrevivir. En este sentido, existen varios
trabajos que demuestran que los niveles enddgenos de los hormonas vegetales,
principalmente aquellas que son reguladores del crecimiento, como las giberelinas, producen
un efecto benéfico aliviando los efectos adversos del estrés salino (Xiong y Zhu, 2002;
Rodriguez et al., 2006).



2.2. Hormonas vegetales: importancia de las giberelinas

Las hormonas vegetales controlan una gran cantidad de respuestas afectando el
crecimiento y desarrollo de las plantas a distintas condiciones ambientales (Yu et al., 2004).
Estos compuestos pueden interactuar en caminos complementarios o antagénicos para
otorgar proteccién frente a un estrés biético o abidtico (Cosgrove et al., 2000). Frente a
salinidad, se afecta la productividad de las plantas reduciendo el area fotosintética por
inhibicién de la division y expansion celular durante el crecimiento de la hoja, y afectando
los programas de desarrollo: emergencia de hojas, produccién de primordios laterales y
formacion de o6rganos reproductivos. Sin embargo, los mecanismos que regulan el
crecimiento de las hojas y el desarrollo del véastago bajo la fase osmotica de la salinidad aun
no son conocidos. Se ha hipotetizado que la inhibicién del crecimiento foliar podria ser
regulado por hormonas o sus precursores, ya que la reduccion en la tasa de crecimiento de la
hoja es independiente del suplemento de carbohidratos, el estado hidrico, la deficiencia de
nutrientes, y la toxicidad iénica. Debido a que los meristemas vegetales son tejidos de
crecimiento activo donde predomina la division celular, las sefiales ambientales pueden
modular las respuestas al crecimiento desde cambios en el nivel de fitohormonas y asi
controlar el particionamiento entre diferentes tejidos (fuente y destino) (Hartig y Beck,
2006). Los cambios hormonales no solo influencian las respuestas adaptativas sino también
afectan el crecimiento normal de todos los 6rganos y asi la productividad econémica. Por lo
tanto, las fitohormonas son consideradas un componente primario de los caminos de
sefializacién controlando estos procesos. De esta manera, la plasticidad integrada en el
desarrollo de las plantas probablemente involucra la comunicacién a larga distancia entre
diferentes 6rganos y diferentes cambios en los niveles hormonales del véstago y raiz,
teniendo las fitohormonas como las giberelinas y acido abscicico (ABA) un papel esencial
(Sachs, 2005, Albacete et al., 2008).

2.3. Metabolismo de las giberelinas

Las Giberelinas (GAs) son compuestos naturales que actGan como reguladores
endogenos del crecimiento y controlan diversos aspectos del desarrollo como la
germinacion, la expiacion de las hojas, la elongacion del tallo y raiz, el desarrollo de la flor

y del fruto y el tiempo de floracion (Swain y Singh, 2005). El metabolismo de las GAs ha



sido estudiado en profundidad y esta bien caracterizado (Sponcel y Hedden, 2004). La
biosintesis de GAs se inicia con la formacion de Kaureno y finaliza mediante reacciones
sucesivas de oxidacion, con la interconvercion de las distintas GAs. La biosintesis se puede
dividir en tres partes:

1. Desde geranilgeranildifosfato a ent-kaureno por medio de dos diterpenos sintasas,
copalil difofato sintasa (CPS) y ent-kaureno sintasa (KS), enzimas que catalizan la ciclacion

y se localizan en los proplastidios de los tejidos meristematicos de los brotes.

2. De ent-kaureno a GA12-aldehido por medio de dos monooxigenasas dependientes de
citocromo P450, ent-kaureno oxidasa (KO) y acido ent-kaurenoico oxidase (KAQ), enzimas
(proteinas microsomales) ligadas a las membranas del reticulo endoplasmico que catalizan

la conversién de ent-kaureno en GA;, y GAs;,

3. Desde GA;, y GAs; en diferentes GAs a traves de procesos oxidativos catalizados
por dioxigenasas solubles localizadas en el citoplasma y con requerimientos de 2-

oxoglutarato, cosustratos y cofactores.

A pesar de ser mas de 100 el nimero hallado en plantas, solo unas pocas son las que
demuestran actividad bioldgica. Las GAjg que portan un grupo hidroxilo en la posicion 3,
como GA;, GA,, GAz y GA; exhiben la actividad bioldgica mas elevada. Las formas activas
de GAs no se encuentran en todos los érganos de su sintesis. Distintos intermediarios se
trasladan por el floema, distribuyéndose a varios 6rganos de destino donde se completa la
conversion a su forma activa. El fotoperiodo de dia largo y las condiciones de bajas
temperaturas son determinantes en la conversion de intermediarios de GAs inactivas a
moléculas activas. Existen interacciones entre la sintesis y degradacion de GAs con otras
hormonas como auxinas (AlA). De esta manera, la presencia de AlIA estimula la sintesis de
GA; provocando el consiguiente crecimiento. Por otro lado, las auxinas ademéas pueden
inhibir la degradacion de GA; a GAg (inactiva) para poder mantener la accion de GA;

estimulando respuestas de crecimiento (Thomas et al., 1999).

El ent-kaureno es oxidado a ent-kaurenol, ent-kaurenol y acido ent-kaurenico por la
KO, a continuacion, al acido ent-kaurenoico es oxidado a acido ent-7a-hidroxicaurenoico, el
cual por una contraccion del anillo B produce GAs,, Ultimos 3 pasos catalizados por la KAO
(Olszewski et al., 2002). La tercera parte de la via de biosintesis de las GAs ocurre en el

citoplasma de las células y es catalizada, en su mayor parte, por dioxigenasas dependientes



de 2-cetoglutarato y Fe** (Yamaguchi, 2008). El proceso metabélico luego de la formacion
de GA1, puede variar segun la especie, e incluso puede ser diferente entre los tejidos de una
misma planta (ver Figura 1).
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Figura 1: Esquema de la ruta de biosintesis de las Giberelinas (Adaptado de Sponcel y Hedden,
2004).

2.4 Regulacion de la ruta de biosintesis de giberelinas por retroalimentacion

Las GAs activas ejercen a través de su modo de accién un mecanismo de regulacion
sobre la biosintesis de GAs, de manera que la sintesis de novo y el catabolismo de éstas,

estan controlados por los niveles enddgenos de las GAs activas en la planta (Elliott et al.,



2001; Israelsson et al., 2004). La regulacién transcripcional de los genes implicados en el
metabolismo de las GAs tiene lugar mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa
en el caso de los genes biosintéticos (GA20oxidasa y GA3oxidasa), o positiva en el caso de
los genes catabdlicos (GA2oxidasa). Este mecanismo esta inducido por la respuesta a las
GAs activas (Yamaguchi y Kamiya, 2000), proporcionando de este modo a las plantas un
control homeostético de sus niveles enddgenos de GAs activas. Estos resultados, ponen de
manifiesto la regulacion transcripcional de la mayoria de los genes del metabolismo de GAs,
mediante un mecanismo de retroalimentacion que originan los niveles endégenos de GAs
activas (ver Figura 2) (Phillips et al., 1995; Yamaguchi y Kamiya, 2000). Para controlar los
niveles de GAs activas en las plantas, este tipo de regulaciéon transcripcional de las
dioxigenasas es importante, pues la sobreexpresion de estos genes produce una alteracion en
los niveles de GAs activas en las plantas transgénicas (Hedden y Phillips, 2000). En plantas
deficientes en GA (gib-1 de tomate) o en plantas silvestres tratadas con inhibidores de la
biosintesis de GAs, las bajas concentraciones de GAs son la razén del aumento de los niveles
de transcritos del gen GA20oxidasa; dichos niveles disminuyen con la aplicacion de GA

exogena (Martin et al., 1996, Toyomasu, 1997).
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Figura 2: Esquema de la regulacion por retroalimentacion negativa de genes de biosintesis (GA 20-
oxidasa, GA 3-oxidasa) y retroalimentacion positiva de genes de catabolismo (GA 2-oxidasa) de GAs
(Adaptado de Yamaguchi y Kamiya, 2000)

2.5 Efecto de la salinidad sobre las giberelinas

Existen numerosos trabajos que confirman el potencial de GAs para estimular el
crecimiento y desarrollo de las plantas en condiciones normales, sin embargo, pocos trabajos

muestran el rol que cumplen las GAs frente a salinidad. En este sentido, Chakraborti y



Mukherji (2003) demostraron que pretratamientos con giberelinas (GA3) en hojas de Vigna
radiata aliviaron los efectos adversos del estrés por NaCl. Las GAs pueden aliviar el efecto
de la sal sobre el contenido de pigmentos y en la eficiencia en el uso del agua (Aldesuquy y
Ibrahim, 2001). Por otro lado, se estudio el efecto de la aplicacién de GA3 (10-5 M) en
plantas de Brassica junca sobre los efectos del estrés salino en el crecimiento, y la aplicacion
de esta hormona mitigd los efectos adversos de la salinidad (Shah, 2007). Sin embargo, otros
investigadores sugieren un incremento de la proteccion contra el estrés en plantas de cebada
inhibiendo la sintesis de GAs mediante Paclobutrazol (Bottini et al., 2004). Por lo tanto, el
rol de la accion de GAs aun no es claro y se observa que numerosas interacciones
funcionales positivas y negativas con otras hormonas enddgenas y sefiales ambientales
afectan las respuestas de las GAs. Numerosos genes son afectados tanto por los niveles de
las giberelinas como por su interaccion con otras hormonas, lo que sugiere la existencia de
mecanismos complejos entre las diferentes vias de sefializacion aun no descubiertos
(Nembhauser et al., 2006).

2.6 Mecanismos antagoénicos de la interaccién giberelinas y acido abscisico

Las fitohormonas GAs y ABA juegan un papel antag6nico en la regulacién de
numerosos procesos del desarrollo. Mientras las giberelinas se asocian con la promocién de
la germinacion, el crecimiento y la floracion, ABA inhibe estos procesos. La relacion entre
estas dos hormonas regula la transicion de la embriogénesis en la germinacion de las
semillas (Hedden, 1997). Durante la germinacion de semillas de cereales, el embrién en
desarrollo libera GAs a las células de la aleurona, que inducen la transcripcion de varios
genes que codifican enzimas hidroliticas, incluyendo la a-amilasa. Estas enzimas hidrolizan
el almidon y las proteinas del endosperma y suministran los nutrientes necesarios para el
desarrollo del embrién. Por el contrario, ABA inhibe la transcripcion de la a-amilasa en la
capa de aleurona de semillas de cereales. El promotor de la a-amilasa contiene un elemento
de respuesta a las GAs, necesario tanto para su activacion por las GAs y la represion por
ABA (Rogers y Rogers, 1992). Por otro lado, en plantulas de Arabidopsis, las GAs
promueven el crecimiento de la raiz mientras que el ABA lo suprime, y ambos efectos
parecen estar mediados por las proteinas DELLA, las cuales son componentes clave de la
ruta de sefializacion de las GAs. (Achard et al., 2004; Reyes y Chua, 2007). Sin embargo, el
rol de ABA y GAs en el crecimiento de plantulas frente a condiciones adversas ain no estan

claras.



2.7 Prosopis strombulifera, un modelo para estudiar la tolerancia a salinidad

En nuestro pais existen poblaciones de leguminosas exitosamente adaptadas a
ambientes salinos y diferenciadas evolutivamente en su estrategia de tolerancia a la sal. En
ciertas regiones aridas pueden encontrarse algunos miembros de la subfamilia Mimosoidea
como el género Prosopis, dentro del cual existen muchas especies que son importantes como

componentes arbustivos de zonas salinas en América (Burkart, 1976).

El area de distribucion del genero Prosopis es muy amplia, principalmente en zonas
aridas y semiaridas del mundo, existiendo 44 especies ubicadas principalmente en América
del Sur. Dentro del género existen variados tipos biolégicos, es decir, subarbustos, arbustos y
arboles que en su gran mayoria se comportan como oportunistas respecto del uso del agua,
manteniendo pulsos de crecimiento en momentos de disponibilidad hidrica y entrando en
receso vegetativo durante las etapas de sequia (Passera, 2000). Las especies de este género
también exhiben un alto grado de tolerancia a la salinidad, ubicdndose entre las especies del
ambiente terrestre mas resistentes a concentraciones salinas extremas (Arce y Balboa, 1998).
Por esto se pueden encontrar multiples adaptaciones morfolégicas en ellas que les confieren
caracteristicas especiales para poder vivir en estos ambientes, como el ajuste osmético,
engrosamiento de cuticulas y existencia de células epidémicas de gran volumen para evitar la

pérdida de agua.

La especie subarbustiva Prosopis strobulifera (Lam) Benth se distribuye desde el
desierto de Arizona (USA) hasta la Patagonia (Argentina), zonas donde debe tolerar
prolongados periodos de sequia, siendo muy abundante en las areas salinas de Cordoba y San
Luis (Cantero et al., 1996). Es un subarbusto de base lefiosa y altura variable (50 cm a 1.5
m), tallos flexuosos con estipulas lefiosas espinosas, divergentes y rectas, hojas uni-yungas,
pinas con foliolos alternos algo distanciados, con 3 0 mas foliolos de cada lado de la pina.
Las flores amarillas conforman un capitulo globoso, con fruto amarillo formando un espiral
simple, denso y cerrado. Esta especie es xerofita y haldfila, se propaga vegetativamente por
largos rizomas lefiosos. De la Vega (1996) informd que esta especie era capaz de sobrevivir
en cultivos hidropdnicos con 1M de NaCl, observandose tanto a nivel de raiz como de hoja
cambios metabdlicos (enzimaticos) que acompafian la adaptacion de esta especie a

concentraciones cada vez mas altas de sal.



Teniendo en cuenta la distribucion de la especie subarbustiva Prosopis strombulifera
en zonas donde debe tolerar prolongados periodos de sequia y su abundancia en las areas
salinas de Cordoba y San Luis, donde las proporciones de NaCl y Na,SO, son semejantes.
Por lo tanto, en el laboratorio de Fisiologia Vegetal, de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto, se comenzd a investigar tomando a esta especie como un nuevo modelo de planta
tolerante a salinidad. Esta especie permitir4 ampliar el conocimiento de los mecanismos de
respuesta a salinidad que operan en modelos ya existentes como Arabidopsis thaliana y
Thellungiela halophila. Estos estudios también podrian llevar a la identificacion de nuevos

mecanismos de tolerancia no conocidos en glicofitas.

Investigaciones realizadas con Prosopis strombulifera han revelado la estimulacion
de todos los parametros de crecimiento de plantulas hasta un Yo de —1.9 MPa (500 mM) con
NaCl, lo que indica que esta especie es una euhaldfita (para esta sal), dato no informado
previamente en la bibliografia (Sosa, 2005). Anatomicamente, las raices de plantas tratadas
presentaron un desarrollo precoz de la endodermis (tipico de una planta exclusora) y un
parénquima cortical altamente vacuolizado, (Reinoso et al., 2004). Esta especie no es
tolerante a Na,SO,4 ya que el crecimiento general de la planta se vio fuertemente afectado,
encontrandose una precoz acumulacion de cloruros en hojas por fallas en el mecanismo de
exclusidn a nivel de raiz (Reginato, 2009). En las hojas, a partir de un potencial de —1,9 MPa
se observa una mayor vacuolizacion en el parénguima en empalizada, especialmente el
dispuesto en la cara abaxial, donde se acumularia la gran cantidad de cloruros encontrada en

estos Grganos.

En relacion al ABA, los niveles variaron segun el tipo de sal y su concentracién, si
bien la mayor acumulacién se registrd en plantas controles. La disminucion en el nivel de
ABA a -1.8 MPa en todas las raices salinizadas podria relacionarse con el hecho de que esa
concentracion de sal no implica estrés para la planta, principalmente en las tratadas con
NaCl, en las que se observaron valores maximos de crecimiento (respuesta halofitica). En
presencia de sulfato, las hojas presentaron creciente contenido de ABA coincidiendo con
sintomas de toxicidad. En todos los tratamientos, las raices y hojas acumularon
principalmente el conjugado de ABA y glucosa (ABA-glucosilester: ABA-GE). También se
observaron bajos niveles de los hidroxilados de ABA, como el acido dihidrofaseico (DPA) y
el acido faseico (PA) no fue detectado en la mayoria de los casos. Es destacable la elevada
acumulaciéon de ABA-GE en raices y hojas sometidas a altas concentraciones de sal (700
mM, Wo= -2.6 MPa), principalmente con sulfato, confirmando que ABA-GE seria la forma
de transporte de ABA hacia las hojas donde se registraron los mayores niveles de ABA libre
(Llanes, 2010).



La breve resefia de antecedentes expuesta en los parrafos anteriores en relacion al rol
de las GAs como reguladores del crecimiento en situaciones de salinidad, y teniendo en
cuenta las caracteristicas anatémicas y fisioldgicas de P. strombulifera, pone de manifiesto
cudnto queda aun por dilucidar para llegar a comprender la regulacion de este tipo de
respuestas.

3-HIPOTESIS

Los niveles enddgenos de GAs modulan la respuesta de tolerancia a la salinidad en P.
strombulifera; dicha respuesta medida como crecimiento de la planta, varia segln el agente

salinizante.

Para probar esta hipltesis se realizard un cultivo hidropdnico utilizando diferentes
concentraciones de las sales mayoritarias del suelo (NaCl y Na,SO,4 y su mezcla iso-
osmotica) y se evaluaré el crecimiento de las plantas y los niveles de las giberelinas activas y

sus metabolitos comparandolos con plantas creciendo en Hoagland (controles).

4-OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Profundizar el estudio de los mecanismos de tolerancia a la salinidad que operan en

halofitas.

4.2. Objetivos especificos

1) Confeccionar la curva de crecimiento de las plantas de P. strombulifera sometidas a

concentraciones crecientes de las siguientes sales: NaCl, Na,SO,, de su mezcla iso-osmotica



(NaCl +Na,SO,4), comparandola con una situacion testigo o control (solucion nutritiva de
Hoagland, sin sal).

2) Determinar los niveles endbgenos de GAs bioldgicamente activas (GAL, GA3 y GA4,
GA34 y GAS8) en raices y hojas de plantulas controles y tratadas con concentraciones
crecientes de NaCl, Na,SO, y su mezcla iso-osmotica respecto a la situacién testigo o

control.

3) Identificar correlaciones entre los parametros de crecimiento y los niveles enddgenos de

GAs en las respuestas al efecto de las diferentes sales utilizadas en este trabajo.

5- MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo de plantas en medio hidroponico

Frutos de Prosopis strombulifera fueron recolectados de las salinas de San Luis,
cuya localizacion geogréafica es 33 43' latitud sur y 66 37' longitud oeste, a 400-500 m.s.n.,
con una temperatura media anual de 15-20 °C. El area pertenece al bosque de algarrobos
situado en una depresion salina, en la region fitogeografica del EI Monte, con un régimen
anual de lluvias de 300 a 400 milimetros. El suelo posee una textura franco-arenosa, con
abundante material calcareo y moderada salinidad con una conductividad eléctrica en
superficie de 8 dS/m (Sosa, 2005).

Los frutos fueron recogidos al azar a partir de 100 plantas dentro de la misma
poblacion. Las semillas fueron seleccionadas visualmente para el tamafio uniforme y el
aspecto sano y se escarificaron con cido sulfdrico concentrado durante 12 min, se lavaron
durante 12 hs en agua corriente y se colocaron a germinar en estufa a 37°C durante 24 hs.
Cuando las radiculas tuvieron aproximadamente 1,5 mm de longitud se colocaron en
bandejas plasticas, colocando 300 plantas en cada una en un volumen de 4 litros de solucion
hidroponica. Para la hidroponia se prepar6é una solucion de Hoagland al 10% y al cabo de

una semana se aumento la concentracion al 25%.



Cuando las plantulas alcanzaron los 21 dias de edad, se comenzd con los
tratamientos que consistieron en el agregado de 38 mM de Na,SO, y 50 mM de NaCl para
los tratamientos monosalinos y la mezcla isoosmotica de ambas sales para el tratamiento
bisalino cada 48 hs, dejando como controles plantulas que permanecieron en Hoagland 25%
durante todo el experimento (ver Tabla 1). Las bandejas se mantuvieron en una cdmara de
crecimiento Fitotron Conviron Modelo E15 con 16 hs de luz a 250 pmol. m2seg™ y 8 hs de
oscuridad, a 28° y 20° C de temperatura respectivamente y 70% de humedad relativa (ver
Figura 3). Los pulsos de sal fueron aditivos hasta obtener un potencial final de -2.6 MPa el
cual corresponde a una concentracién de 700 mM de NaCl y 530 mM de Na,SO,. Después
de 24 hs de alcanzarse los potenciales de -1, -1.88 y -2.6 MPa (36, 57 y 71 dias desde el
inicio del experimento), se tomaron muestras de hojas y raices para los analisis posteriores,
congelandolas en nitrégeno liquido y conservandolas en freezer a —80 °C hasta su uso. Para

las determinaciones de giberelinas el material vegetal fue liofilizado durante 48 hs.

DIAS DE PULSO mM deNa2504 mM de Nacl mM de Na2504/ NaCl | Pot. Osmético (MPa)
Primer pulso 379 50 18,95/25 03
Segundo pulso 758 100 37,9/50 -0,47
Tercer pulso 1137 150 56,8/75 -0,65
Cuarto pulso 1517 200 75,85/100 -0,82
Quinto pulso (recoleccion) 189,7 250 94,8/125 -1
Sexto pulso 2275 300 113,75/150 -1,18
Septimo pulso 2654 350 132,7/175 -1,35
Octavo pulso 3033 400 151,7/200 -153
Noveno pulso 3412 450 170,6/225 -171
Décimo pulso(recoleccion) 379,2 500 189,6/250 -1,88
Décimo primer pulso 4171 550 208,5/275 -2,06
Décimo segundo pulso 455 600 227,5/300 -2,24
Décimo tercer pulso 4929 650 246,4/325 -2,42
Décimo cuarto pulso (recoleccion) 530,8 700 265,4/350 2,6

Tabla 1: Cronograma de pulsos salinos, cada 48 h a partir de plantulas de 21 dias de edad.



Figura 3: Cultivo de plantas de P. strombulifera en medio hidropdnico.

Los cultivos hidropénicos se realizaron por triplicado, y cada uno de los estudios
bioquimicos que se describen a continuacién se realiz6 con tres muestras de material

proveniente de cada uno de los cultivos.

5.2 Analisis estadisticos

El disefio para esta experiencia es un arreglo factorial sobre un disefio completo al
azar. Para los parametros de crecimiento se tomaron 30 datos por tratamientos, es decir, la
combinacion de los niveles de los tres factores: cuatro potenciales (-0,3, -1, -1,9 y -2,6),
cuatro tipos de soluciones, en cuatro tiempos de cultivo. Para la determinacién de giberelinas
se tomaron tres datos por tratamiento, la combinacion de los niveles de los tres factores:

potenciales (-1, -1,9 y -2,6), cuatro tipo de soluciones en tres tiempos de cultivo.

Los datos correspondientes a las determinaciones de giberelinas (GAL1, GA3, GA4,
GA8 y GA34) y los pardmetros de crecimiento (longitud de raiz, longitud para aérea y
numero de hojas) que se presentan a continuacion fueron analizados utilizando el programa
InfoStat (v 2011). Para cada variable se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) y los

datos fueron sometidos a un anélisis a posteriori, para lo cual se utilizd la prueba de



comparaciones multiples de Tuckey. Las diferencias significativas fueron consideradas por
el valor p< 0,05.

5.3. Determinacion de parametros de crecimiento

Para medir el crecimiento se eligieron al azar 30 plantas de los controles y de cada uno de los
tratamientos con las sales, las que se continuaron midiendo hasta el final del experimento. Se
midieron a los 22, 29, 40 y 48 dias de cultivo registrandose altura total de tallos, nimero de
hojas y longitud total de raices. Se calcul6 el promedio de las mediciones, con sus desvios y

se graficaron.

5.4. Determinacion de GAs enddgenas

El equivalente a 100 microgramos de peso seco de material vegetal, raices y hojas,
fue homogeneizado con N, liquido y se le colocaron 5 ml de buffer de extraccion a pH 2.8-3.
Como estandar interno se agregd 50 ng de GAL, GA4, GA3, GA34 y GA8 deuterados (L.
Mander, Camberra, Australia). Se dejé equilibrar 30 minutos en oscuridad a 4°C. Luego de
centrifugar y transferir el sobrenadante a otro tubo, se agreg6 igual cantidad de acetato de
etilo y se sometio a evaporacion total de la fase organica. Esta fase se retom6 con MeOH
(100%) y se purificd mediante filtros. Se recolecté en eppendorf y se llevo a sequedad total.
Los extractos se retomaron con 100 ul de MeHO (100%), se colocaron en viales especificos
conteniendo insertos de 150 pl de capacidad, inyectando en el equipo una alicuota de 10 pl
de cada muestra. Las corridas cromatograficas fueron realizadas en un cromatégrafo liquido
LC Alliance (Waters 2695) con autoinyeccion y detector de UV, acoplado a un
espectrometro de masas tandem (MS-MS) Micromass Quattro Ulttima Pt, monitoreado
mediante el Software MassLynx V4.1. Finalmente los datos fueron expresados como valores
en nanogramos (ng) del compuesto, en gramos (g) de peso seco (PS) de la muestra obtenidos

en 3 experimentos independientes en los que se utilizaron ambas sales.



6-RESULTADOS

6.1. Crecimiento de plantas en medio hidropénico
6.1.1. Crecimiento de radicula

Al inicio de los pulsos salinos (22 dias de cultivo) las plantas tratadas presentaban
una longitud de raiz similar a la de los controles. Tras aumentar la concentracion de sales el
crecimiento de la radicula en plantas tratadas con NaCl fue levemente mayor en comparacion
a lo observado en los otros tratamientos. Es importante destacar que las plantulas tratadas
con Na,SO4 no manifestaron un marcado desarrollo durante los primeros pulsos de sal, pero
se observé una estimulacion de crecimiento después de -1,9 MPa, alcanzando valores
similares a los registrados en plantas tratadas con NaCl. No se detectaron diferencias
significativas entre la longitud de las raices en plantulas creciendo en la mezcla de sales y las
plantulas controles. En forma general, se observo un crecimiento lento hasta los -1MPa en
los tratamientos de Na,SO, la mezcla de sales y los controles, que luego aumenté levemente,
mientras que frente al tratamiento con NaCl el crecimiento fue en aumento desde inicios de

la experiencia (ver Figura 4)
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Figura 4: Crecimiento de radicula en plantulas controles (Yo: 0,11 MPa) y tratadas con NaCl, Na,SO,4
y la mezcla de sales. Los puntos corresponden a la media * el desvio estandar. Las letras iguales

indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
6.1.2. Determinacion del numero de hojas

En relacion al nimero de hojas no se observaron diferencias significativas entre las
plantulas tratadas y los controles hasta los 40 dias de cultivo. Sin embargo, es destacable que
a partir de los 29 dias de cultivo se registr6 un marcado incremento en el nimero de hojas en
todos los tratamientos. A -2.6 MPa se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos, siendo las plantas tratadas con Na,SO, las que presentaron el menor nimero de
hojas, seguido por el tratamiento con NaCl y la mezcla de sales (ver Figura 5).
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Figura 5: Numero de hojas en plantas controles (¥o: 0,11 MPa) y tratadas con NaCl, Na,SO, y la
mezcla de sales. Los puntos corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras iguales indican

que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.1.3. Crecimiento parte aérea

En la figura 6 se observa que la longitud de la parte aérea no se modificd por los
tratamientos salinos a bajos potenciales (-0.3 y -1 MPa), mientras que a partir de -1.9 MPa

comenzaron a observarse diferencias entre los tratamientos. Las plantulas tratadas con



Na,SO, y la mezcla de sales presentaron el menor crecimiento de la parte aérea, siendo las
plantulas tratadas con NaCl las que registraron el mayor crecimiento sin detectarse
diferencias significativas con los controles. Esta tendencia se mantiene a -2.6 MPa, siendo
las plantulas tratadas con Na,SO, las que poseen el menor crecimiento de la parte area y las
con NaCl la mayor longitud.
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Figura 6: Crecimiento de parte aérea en plantas controles (Po: 0,11 MPa) y tratadas con NaCl,
Na,SO, y la mezcla de sales. Los puntos corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05).

6.2. Contenido enddgeno de Giberelinas activas

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de las determinaciones de GAs
enddgeno. El contenido enddgeno de GAs activas (GAL, GA3, GA4) mostr6 una tendencia

diferente segun el tipo de sal, la concentracion de la misma y el 6rgano analizado.



6.2.1. Contenido de GAL1 en raices

Los tratamientos salinos no mostraron diferencias significativas en los niveles de GA1
en las raices en comparacion con los controles, sin embargo, se observo un leve aumento de
esta fitohormona a los -1MPa en presencia del tratamiento con NaCl y una leve disminucion
en la mayor concentracion de sal de Na,SO, (ver Figura 7).
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Figura 7: Contenido enddgeno de GA1 en raices en plantas controles (Yo: 0,11 MPa) y tratadas con
NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.2. Contenido de GA1 en hojas

En las plantas tratadas con NaCl el contenido de GAL en hojas fue disminuyendo a
medida que aumentaba la concentracién de sal. En las hojas de plantulas tratadas con NaCl a
-1 MPa se observo que éstas registraron un incremento de aproximadamente 2 veces mas
GAL que las plantas controles y las tratadas con sulfato, alcanzando la mayor concentracion
en comparacion a los otros tratamientos. A -1.9 MPa los tratamientos salinos incrementaron

el contenido de GA1 en hojas, sin embargo al incrementar la concentracién de sal (-2.6 MPa)



se observa una disminucidn en esta fitohormona en los tratamientos salinos, siendo la menor
concentracion de GA1 la observada en hojas de plantulas tratadas con sulfato. Respecto a las
plantas tratadas con la mezcla de sales los valores se mantuvieron sin variaciones

significaticas hasta el final del experimento (ver Figura 8).
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Figura 8: Contenido enddgeno de GA1 en hojas de plantas controles (Wo: 0,11 MPa) y tratadas con
NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.3. Contenido de GAS3 en raices

En la Figura 9, se observa que en los tratamientos salinos disminuyd
significativamente el contenido de GA3 en raices en comparacion al observado en las
plantulas controles. A partir de -1.9 MPa, las raices de plantulas tratadas con sulfato
presentan el menor contenido de esta hormona. Es importante mencionar que el tratamiento

con la mezcla de sales aumento el nivel de GA3 alcanzando a los controles.



Dias de Cultivo

29 40 48
10
Il Control (-0.11MPa)
[ Nacl

g Il NaSO,
Q\ [ NaCl+Na,SO,
2 d
£
n
@
\9
S 4-
c
o bed cd
™
< > be bc bc
o bc

abc ab
a a a
O_
-1 -1.9 -2.6

Potencial Osmoético (MPa)

Figura 9: Contenido enddgeno de GA3 en raices de plantas controles (Yo: 0,11 MPa) y tratadas con
NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.4. Contenido de GA3 en hojas

A diferencia de lo observado en raices con esta hormona, se observan incrementos
con los tratamientos salinos. A baja y moderada concentracion de NaCl (-1 y -1.9 MPa) se
registré un incremento en el contenido de GA3 en hojas en comparacion a los controles, en
cambio el tratamiento con sulfato solo produjo un aumento solo a moderada salinidad y
disminuyo significativamente a alta salinidad. El tratamiento con la mezcla de sales no

produjo efectos sobre el contenido de esta hormona (Figura 10).
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Figura 10: Contenido endégeno de GA3 en hojas de plantas controles (Wo: 0,11 MPa) y tratadas con
NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.5. Contenido de GA4 en raices

En la figura 11 se observa que los niveles de esta hormona fueron mayores a los
observados para GA1 y GA3 tanto en raices como en hojas. Es destacable el incremento
significativo (p<0.05) observado en las raices de plantas tratadas con NaCl a lo largo de toda
la experiencia. Mientras en los tratamientos con sulfato, solo a bajas concentraciones se
registraron aumentos en la concentracién de esta hormona. No se observaron diferencias en

los tratamientos con la mezcla de sales y los controles.
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iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.6. Contenido de GA4 en hojas

En relacion a los niveles de GA4 en hojas, al igual que en raices, el tratamiento con

NaCl increment6 los niveles de esta hormona. Por el contrario, no se observaron diferencias

entre los otros tratamientos sobre el contenido de GA4 (ver Figura 12).
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Figura 12: Contenido endégeno de GA4 en hojas de plantas controles (Wo: 0,11 MPa) y tratadas con
NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.7. Contenido de Giberelinas inactivas

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de las determinaciones de GAs
inactivas (GA8 y GA34), las cuales mostraron una tendencia diferente segun el tipo de sal, la

concentracion de la misma y el 6rgano analizado.

6.2.8. Contenido de GAS en raiz

En relacion al contenido de GA8 en raices a -1 MPa los tratamientos salinos
provocaron diferentes efectos. Frente a NaCl se observd una disminucion de GA8 mientras
que en Na,SO, aumenté el contenido de esta hormona en comparacion a los controles. A lo
largo de la experiencia, los controles registraron los mayores niveles de GA8 mientras que

no se detectaron diferencias entre los tratamientos salinos (ver Figura 13).
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Figura 13: Contenido enddgeno de GA8 en raices de plantas controles (Wo: 0,11 MPa) y tratadas con
NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.9. Contenido de GAS8 en hojas

Similar a lo observado con GA34, a bajas concentraciones de sal, el tratamiento con
Na,SO, produce un incremento en los niveles de GA8. El tratamiento con NaCl también
incrementd los niveles de esta hormona. A -1.9 MPa los tratamientos elevaron los niveles de
esta hormona, sin detectarse diferencias entre ellos. En cambio, al finalizar la experiencia,
los controles incrementaron los niveles de GA34 alcanzando los niveles observados con el
tratamiento con Na,SO,, el menor valor fue observado en el tratamiento con NaCl (ver
Figura 14).
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Figura 14: Contenido endégeno de GAS en hojas de plantas controles (Yo: -0,11 MPa) y tratadas con
NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras

iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas (p<0,05).

6.2.10. Contenido de GA34 en raices

En relacion a GA34, se observa el mayor contenido a inicios del experimento con el
tratamiento de NaCl, seguida por los valores obtenidos en el tratamiento con sulfato (-
1MPa). A partir de -1.9 MPa los niveles de GA34 disminuyeron significativamente en las
hojas de plantulas tratadas con NaCl, en comparacion a los controles, mientras que no se
observaron diferencias entre las tratadas con sulfato y la mezcla de sales. Sin embargo, a -2.6
MPa, las hojas de plantulas tratadas presentaron menor contenido de GA34 que las controles,

siendo el menor contenido observado en hojas de plantulas tratadas con sulfato (Figura 15).
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Figura 15: Contenido endégeno de GA34 en raices de plantas controles (Wo: -0,11 MPa) y tratadas
con NaCl, Na,SO,y la mezcla de sales. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las

letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

6.2.11. Contenido de GA34 en hojas

A baja y moderada salinidad, las hojas de plantulas tratadas con NaCl y Na,SO,
registraron los mayores niveles de GA34, alcanzando un valor 6 veces mayor a los controles.
A los 48 dias de cultivo, los controles incrementaron los niveles de GA34 alcanzando a los
valores registrados en las plantulas tratadas con NaCl, es destacable que las plantulas
tratadas con Na,SO, presentaron el menor contenido de esta hormona mientras que en la

mezcla de sales se observaron valores intermedios entre este tratamiento y los controles

(Figura 16).
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letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamierntos (p<0,05).



7-DISCUSION

Como se ha descripto anteriormente, las altas concentraciones de sal en el medio
pueden afectar el crecimiento de las plantas de diferentes maneras, dependiendo del tipo de
sal presente en el suelo y de la etapa del crecimiento, siendo el estadio de plantula una fase
critica en el establecimiento de una especie bajo condiciones naturales en un medio salino.
La particion de asimilados entre el tallo y la raiz en respuesta a salinidad es también
influenciada por el genotipo, la disponibilidad de nutrientes, edad de la planta, y otras
variables edéaficas y ambientales. (Hasegawa et al., 2000; Achard et al., 2004). Asi
dependiendo de la especie, el grado de estrés salino y la composicion de la solucién externa,
el crecimiento del sistema radical puede ser estimulado, inhibido o no ser afectado. Los
resultados observados en P. strombulifera ponen de manifiesto que las respuestas observadas
en los parametros de crecimiento analizados mostraron diferencias de acuerdo al tipo de sal
utilizada y al potencial osmético generado por ellas, de manera analoga a lo observado en
resultados previos (Reinoso et al., 2004; 2005; Reginato, 2009, Llanes, 2010).

La estimulacion en el crecimiento radical a bajas concentraciones salinas puede ser
interpretada como un mecanismo adaptativo generalizado que poseen las plantas para
favorecer la absorcién de agua y nutrientes en las primeras instancias del estrés salino. Esta
estimulacion también ha sido registrada bajo estrés hidrico moderado, por lo que se deberia
principalmente al componente osmoético de la salinidad (Harrouni, 1989). Es importante
destacar que tanto en la curva de crecimiento radical como en la longitud de parte aerea se
observa la estimulacion del crecimiento a NaCl, lo que constituye una respuesta interesante
que difiere de los resultados obtenidos en otras especies de Prosopis. Catalan et al., (1994)
observaron en plantulas de P. flexuosa una reducion del crecimiento del 25% con 200 mM
de NaCl y del 50% con 400 mM de la misma sal. Almeidas Viégas et al., (2004) mostraron
inhibicion del crecimiento de plantulas de P. julifora por tratamientos con 100 mM NaCl.
En cambio, los resultados de crecimiento con el tratamiento con Na,SO, demuestran que esta
sal no s6lo no provoco una estimulacion del crecimiento como la observada con NaCl, sino
que por el contrario, la sal de sulfato inhibi6 el crecimiento en relacion a las plantas controles
y a las tratadas con cloruro, registrandose diferencias significativas en la mayor

concentracion de sal (-2.6 MPa) principalmente en la longitud de la parte érea.

El crecimiento con la mezcla de sales fue intermedio al obtenido en los tratamientos
monosalinos como se corrobora en las curvas de crecimiento. De esta manera, los datos de

crecimiento de plantulas en cultivo hidropdnico obtenidos con el tratamiento bisalino



confirman la existencia de fenémenos de toxicidad por SO, ya informados anteriormente
(Reinoso et al., 2005 Reginato, 2009), como también que éstos son aliviados, con la mezcla

de sales por fendbmenos de antagonismo idnico y competencia mutua.

En relacion al numero de hojas, los resultados mostraron el efecto de los
tratamientos salinos en la disminucién de este pardmetro, principalmente frente a sulfato,
produciéndose el menor nimero de hojas en el potencial mas bajo en comparacion a los otros
tratamientos salinos. La disminucion en el nimero de hojas en condiciones de salinidad se
debe principalmente a la pérdida de las hojas mas viejas y senescentes, que acumulan
grandes cantidades de iones y siendo este un patron frecuentemente observado en muchas
haldfitas (Flowers, 2004).

Por otra parte, como se mencion6 anteriormente, las GAs juegan un rol importante
en mediar los efectos del estimulo ambiental sobre el desarrollo de las plantas. Esos
estimulos ambientales, como la salinidad, pueden alterar las giberelinas activas afectando la
transcripcion de genes por caminos especificos de su biosintesis (Yamaguchi y Kamiya,
2000). En relacion al papel que las giberelinas desempefiarian en plantas sometidas a estrés
salino, los antecedentes se basan fundamentalmente sobre aplicaciones exdgenas de estos
reguladores. En este sentido, pretratamientos con GA3 en hojas de Vigna radiata aliviaron
los efectos adversos del estrés por NaCl (Chakraborti y Mukherji, 2003), y el efecto de la sal
sobre el contenido de pigmentos y en la eficiencia en el uso del agua (Aldesuquy e Ibrahim,
2001). También se ha propuesto que los radicales libres inducidos por la peroxidacion de
lipidos fueron inhibidos por GA (Hedden, 1997). Recientemente, se informé que GA3 (10°
M) aplicada en plantas de Brassica junca mitigd los efectos adversos de la salinidad (Shah,
2007), y que la aplicacién de GA3 a plantas de trigo increment6 la produccion de granos, la
cual fue atribuida a la induccion por GAs de la entrada y particionamiento de iones y
homeostasis de hormonas bajo condiciones salinas (lgbal y Ashraf, 2010). Estas
investigaciones muestran que las GAs podrian desempefiar algin papel, ya sea directo o

indirecto, en la tolerancia de cultivos creciendo bajo condiciones de salinidad.

Dentro del grupo de las giberelinas activas, GA1 se identifico en gran nimero de
especies y en ellas se considera que es la principal GA activa; por otro lado, GA4 también
estd presente en varias especies y seria la mas importante en Arabidopsis y algunos
miembros del género Cucurbita. Sin embargo, las funciones relativas de GA1 versus GA4
aun no estan claras si bien se sabe que son las principales responsables del control del
crecimiento de los tallos. En P. strombulifera, los resultados demuestran que GA4 es la

forma activa predominante encontrada en esta especie, en comparacion con la GA1l y GA3,



siendo esta Gltima casi no detectable en todos los tratamientos.

Ademas, se observo en las hojas y raices de plantulas tratadas con NaCl gran
acumulacién de GA4 a moderada salinidad (-1.9 MPa) coincidiendo con el crecimiento
Optimo para esta especie. Esta tendencia se mantuvo a -2.6 MPa, alcanzando los valores mas
elevados de esta fitohormona. Por otro lado, las hojas de plantulas tratadas con sulfato a -2.6
MPa registraron bajos niveles de GA4 y GAL, coincidiendo con el menor crecimiento
relacionado al efecto tdxico del anién sulfato, que se acentla a medida que aumenta la
salinidad. Por otro lado, las plantas tratadas con la mezcla de sales presentaron niveles
intermedios de GA4 y GAL, coincidiendo con el efecto observado de reversion parcial de la
toxicidad por la mezcla de sales.

Por lo tanto, los resultados observados en P. strombulifera en relacion a los elevados
niveles de GA4 encontrados en las plantas tratadas con NaCl en comparacion a la GAl y

GAZ3, sugieren un rol para GA4 en la tolerancia a salinidad por cloruros.

En cuanto a los niveles endégenos de giberelinas inactivas, las raices de las plantas
tratadas con NaCl registraron mayor contenido de GA34 y GAS8, en relacién a las tratadas
con sulfato, lo cual se correlaciona con el perfil de GAs activas observado principalmente en
las plantas tratadas con NaCl. Es importante destacar que en todos los casos se registraron
niveles mayores de GA34 (catabolito de GA4) en comparacién a los de GA8 sugiriendo

nuevamente un rol para GA4 en la tolerancia a salinidad por NaCl.

Los resultados del perfil de GAs activas obtenidos en este trabajo se correlacionan
con datos previos obtenidos en el laboratorio de Fisiologia Vegetal, en los cuales las plantas
tratadas con NaCl presentaron menores niveles de ABA en comparacion con las tratadas con
sulfato. Las plantas que poseen crecimiento 6ptimo a concentraciones moderadas de NaCl,
poseen bajos niveles de ABA (Llanes 2010). Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que las plantas con crecimiento 6ptimo poseen elevadas concentraciones de GA4.
Por lo tanto puede observarse una correlacion entre giberelinas y ABA, en la cual, la mayor
acumulacion de GA activa (GA4) en estas plantas que registraron menor contenido de ABA
podria deberse a una competencia de intermediarios comunes de la sintesis de carotenoides y
GA, ambos a partir del precursor geranyl-geranyl bifosfato (Lefsrud et al 2006). La cadena

de eventos que conducen a esta divergencia metabolica no ha sido dilucidada.

Por otro lado, es importante destacar que varios estudios sugieren un rol de las GAs
en la elongacion de la raiz primaria (Fukaki y Tasaka, 2009). Las GAs afectan la expansion

celular en la zona de elongacién de la raiz via la desestabilizacion de las proteinas DELLA



tipo represor de GA1l (RGA). Recientemente, se demostr6 que GAL cumple un rol en la
expansion celular en la endodermis en la zona de elongacién de la raiz primaria de
Arabidopsis thaliana (Uehara et al., 2008). En nuestro estudio, las plantas que presentan
menor contenido de GA4 y menor GA1, son aquellas cuyas raices de plantulas fueron
tratadas con Na,SO,, las cuales presentan menor longitud y desarrollo de la raiz (Reinoso et
al., 2005), comparados con los controles, con lo cual podria sugerir que niveles superiores de
GA:s activas son necesarios para la elongacion y desarrollo de la raiz principalmente frente a

condiciones de salinidad.



8. CONCLUSIONES

1- En este trabajo se pudo comprobar que diferentes niveles de giberelinas modulan la
respuesta de tolerancia a salinidad en la haldfita P. strombulifera determinada por los
parametros del crecimiento. Los niveles de esta fitohormona varian segln las sales presentes
en la solucidn del cultivo, por lo tanto es importante considerar la composicién quimica del
suelo salino (proporcion y tipo de cationes y aniones) como requisito previo a cualquier

estudio de mejoramiento para incrementar la tolerancia a salinidad de los cultivos.

2- Los resultados de este trabajo sugieren que aplicaciones foliares de GA4 en plantas
creciendo en suelos salinos podrian constituir una herramienta tecnoldgica valida para lograr
cultivos con mayor masa vegetativa en el periodo juvenil alcanzando una mayor eficiencia
fotosintética y favoreciendo a la etapa reproductiva. Esta sugerencia se basa en que las GAs
poseen una funcion importante en el proceso del alargamiento de las células recientemente
formadas en los apices y que la estructura general de la parte aérea de la planta es critica para
incrementar la productividad. Ademas, la masa vegetativa disminuye en condiciones de

salinidad en la mayoria de las especies de leguminosas cultivadas.

3- Este estudio realizado en P. strombulifera contribuye a incrementar el conocimiento sobre
la fisiologia de plantas del genero Prosopis, el cual posee un importante valor econémico y
de conservacién. Este conocimiento permitird incrementar el desarrollo y crecimiento de las
plantas, mejorando la reforestacion de los suelos del area de distribucion del genero Prosopis

para revertir los procesos de degradacion y desertificacion.
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