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RESUMEN

La salinidad es un fenébmeno que tiene maltiples causas y que afecta a millones de ha en el
mundo. Argentina, no esta exento del mismo, la cual tiene aproximadamente 34 millones de
ha sometidas a exceso de sales. El principal impacto de la salinidad se da en la disminucion
de la produccion y rendimiento de los cultivos. En el presente trabajo se eligio la especie
Prosopis strombulifera ya que la misma es hal6fita, encontrandola en las salinas de Cérdoba
y San Luis, para evaluar el papel de la hormona ABA en la tolerancia a la salinidad. La
metodologia que se utiliz es la de cultivo en un medio de crecimiento hidropénico,
comprendiendo medios controles (sin el agregado de sal), con el agregado de NaCl y Na,SO,
y la mezcla iso-osmotica de las sales antes mencionadas. A las plantas se le aplicaron la
hormona ABA, como asi también los inhibidores de su biosintesis Fluridona y Tungstato de
sodio a la vez que quedaron plantas controles sin aplicar. Se registraron diferentes variables,
altura total de la planta, nimero de hojas, longitud radical, biomasa radical y de parte aérea,
contenido de agua en raices y parte aérea, tasa transpiratoria y contenido de carbohidratos
solubles totales en raices y hojas. En el trabajo se observo que la salinidad afecto las
variables de crecimiento, variando con la sal utilizada como asi también a medida que los
potenciales osméticos se hacian menores. Las plantas aplicadas con ABA registraron una
menor transpiracién, debido a que la hormona promueve el cierre estomatico, a su vez que
presentaron mayor contenido de carbohidratos solubles totales en raices, biomasa radical y
longitud de raiz debido a que ABA incrementaria la relacion raiz/parte aérea. De esta
manera, este trabajo pone de manifiesto que ABA es una de las sefiales primarias que
desencadenan diferentes eventos bioquimicos y fisiologicos luego de la percepcion de una
situacion de estrés, asi los diferentes tipos de sales (efecto idnico), las distintas
concentraciones (efecto osmotico) de las mismas y el agregado de ABA o de sus inhibidores
interactan generando respuestas que modifican diferencialmente el crecimiento y el

desarrollo vegetal de la hal6fita P. strombulifera.

Palabras claves: Prosopis strombulifera, salinidad, ABA y tolerancia.
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SUMMARY

Abscisic acid role in the salinity responses in the halophytic legume with
differential tolerance to NaCl and Na,SO,

Salinity is a phenomenon with multiple causes and affects millions of hectares in the world.
Argentina is not exempt from it, which has approximately 34 million of hectares with saline
soils. The main impact of salinity is the decrease on the production and crop yield. Prosopis
strombulifera species is found on saline soils of Cordoba and San Luis province. In this
work, P. strombulifera plants were used to evaluate the role of ABA hormone in the salt
tolerance responses. The methodology was the culture in a hydroponic growth medium, with
medium controls (no salt added), with the addition of NaCl and Na2SO4 and iso-osmaotic
mixture of monosaline salts. The plants were applied with ABA hormone, as well as with the
biosynthesis ABA inhibitors, such as sodium tungstate and fluridone. Different variables,
such as total plant height, leaf number, root length, root and shoot biomass, water content,
transpiration rate and total soluble carbohydrate content in roots and leaves, were recorded.
The results showed that salinity affects the growth variables varying with salt used as well as
osmotic potentials. Plants applied with ABA reported the less transpiration because the
hormone promoted the stomatal closure in turn that had a higher content of total soluble
carbohydrates in roots, biomass and root length and increased the root /shoot rate. Thus, this
work shows that ABA is one of the primary signals that trigger different biochemical and
physiological events after the perception of a stressful condition and different types of salts
(ionic effect), different concentrations (effect osmotic), and the addition of ABA or their
inhibitors interact generating responses modifying the development and plant growth of P.

strombulifera.

Keywords: Prosopis strombulifera, salinity, ABA and tolerance responses.
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INTRODUCCION

La salinidad en los suelos

La salinidad es la concentracion de sales minerales disueltas presentes en el suelo
(solucién del suelo) y en el agua. A su vez, es el resultado de procesos naturales y/o
antrdpicos presentes en todos los suelos que conducen en menor 0 mayor grado a una
acumulacioén de sales, que pueden afectar la fertilidad del suelo (Flores et al., 1996). La
salinidad ocasiona la pérdida de las propiedades fisicas y quimicas de los suelos, como asi
también pérdidas econdémicas 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 (aungue la
solucion se concentra) y aumentan las adsorbidas, mientras que en el periodo humedo el
comportamiento es inverso (Manchanda y Garg, 2008).

La sal més frecuente en los suelos salinos es el cloruro sodico, junto con los sulfatos
sodico y magnésico. El sulfato sédico se tiende a concentrar en la superficie debido a que su
solubilidad es afectada fuertemente por la temperatura, durante el periodo célido. El sulfato
sodico asciende a la superficie formando parte de las eflorescencias (rasgo muy tipico de los
suelos salinos).

La causa de la salinidad se podria decir que se debe a dos procesos: uno es el aporte de

sales y el segundo es la imposibilidad de la eliminacion de las mismas (Fig. 1).
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Figura 1: Principales causas de salinizacién de los suelos (Adaptado de Taboada, 2009).

En cuanto al aporte de sales se pueden citar numerosas causas naturales. El aporte
directamente del material original, efectivamente algunas rocas, fundamentalmente las
sedimentarias, contienen sales como minerales constituyentes. Otra causa natural ocurre
cuando el material original no contiene estas sales, pero se producen en el suelo por
alteracion de los minerales originales de la roca madre. Otra causa son las sales disueltas en
las aguas de escorrentia, que se acumulan en las depresiones y al evaporarse la solucién se
forman acumulaciones salinas. También, frecuentemente los suelos toman las sales a partir
de mantos freaticos suficientemente superficiales (normalmente a menos de 3 m). Los
mantos freticos siempre contienen sales disueltas en mayor o menor proporcion 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 relacidn entre la salinidad y la topografia.

La contaminacién de sales de origen e6lico es otra causa de aporte de sales. El viento
en las regiones aridas arrastra gran cantidad de particulas en suspension, principalmente
carbonatos, sulfatos y cloruros que pueden contribuir en gran medida a la formacién de
suelos con sales.

Una Gltima causa natural, de menor importancia, es la descomposicion de los residuos
de las plantas. Este proceso podria liberar sales retenidas en sus tejidos y/o a través de
algunos tipos de mineralizacion. Estas sales pasan a formar parte del suelo, incrementando la
salinidad del mismo.

El aporte de sales al suelo también puede producirse como resultado de un manejo
inadecuado por parte del hombre, es decir por causas antrépicas. La agricultura, desde su

comienzo, ha provocado situaciones de salinizacion, cuando las técnicas aplicadas no han



sido las correctas. EI empleo del riego ha provocado desde tiempos remotos procesos de
salinizacion de diferente gravedad al emplear aguas conteniendo sales sin el debido control
(acumulandose directamente en los suelos o contaminando los niveles freéticos), o bien
cuando se ha producido un descenso del nivel fretico regional y la intrusion de capas de
agua salinas situadas en zonas méas profundas, como consecuencia de la sobreexplotacion.
También se ocasionan problemas graves de salinizacion en superficies de cotas bajas, cuando
se realizan transformaciones de riego de areas situadas en zonas altas y no se ha previsto su
influencia en aquellas otras.

El empleo de elevadas cantidades de fertilizantes, especialmente los mas solubles, mas
alla de las necesidades de los cultivos, es otra de las causas que provocan situaciones de altas
concentraciones de sales, en los acuiferos y, como consecuencia, los suelos que reciben estas
aguas.

Finalmente, la actividad industrial en ocasiones puede acarrear situaciones serias de
acumulacién de determinadas sales en los suelos situados bajo su zona de influencia, por
medio de la contaminacién atmosférica o mediante las aguas que discurren por su cuenca
hidrogréfica.

Por otro lado, el segundo proceso mencionado es el impedimento de la eliminacion de
las sales, causado por la falta de drenaje del suelo y el clima en menor medida (Taboada,
2009).

La salinidad es un fenémeno mundial

La salinidad no es un proceso aislado sino que esta afectando y haciéndose cada vez
mas fuerte en distintas partes del planeta. La salinizacion afecta a unas 20-30 millones de ha
del total de 260 millones de ha regadas en el mundo (FAO, 2002).

La tasa de crecimiento de la salinizacidon se encuentra en el orden de 0,25—- 0,50
millones de ha/afio. La salinizacion se produce mayormente en regiones aridas y semiaridas
(FAO, 2002).

En la Repulblica Argentina existen aproximadamente 34 millones ha sometidas a
excesos de agua y sales (incluyendo solo los ambientes himedos y las areas bajo riego),
creandose condiciones ecoldgicas extremas que reducen drasticamente su productividad.
Esto se debe a un alto dinamismo espacial y temporal causado por factores climaticos,
edéficos 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 areas aridas y semiaridas, pero no de manera exclusiva ya que existen

suelos afectados por salinidad también en ambientes himedos.



Efecto de la salinidad sobre los cultivos

Los efectos del estrés salino en las plantas ocasionan problemas de germinacion,
inhibicion del crecimiento vegetal y disminucion en la produccion de granos. En conclusion
nos afecta el rendimiento, ya sea de granos, forraje o alguna otra parte cosechable
ocasionando pérdidas en la produccion y en la sustentabilidad econdmica de ese cultivo. La
Fig. 2 muestra el detrimento del rendimiento, visto como rendimiento relativo, a medida que
aumenta la salinidad del suelo usando como indicador de la misma la conductividad eléctrica
del suelo, en tres cultivos, soja, cebada y agropiro. Se puede apreciar un punto de inflexion
en la gréafica en una conductividad eléctrica de 4 decisiemens por m. También se puede ver
gue cada cultivo responde de manera diferenciada pero los tres se ven afectados (Taboada,
2009).
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Figura 2: Disminucién porcentual de los rendimientos de soja y cebada (granos) y agropiro (forraje)
en suelos salinos (Taboada, 2009).

La salinidad impone a las plantas restricciones hidricas por el descenso del potencial
hidrico del suelo (efecto osmético) y también efectos derivados del exceso de iones en si, ya
sea por la acumulacién de iones potencialmente dafiinos para el crecimiento y desarrollo o
por los deshalances nutricionales causados por las concentraciones elevadas de algunos iones
(principalmente sodios, cloruros y sulfatos). Los dos componentes del estrés salino, efecto
osmotico y toxicidad idnica tienen efectos deletéreos a nivel celular. Segin Munns et al.
(1995), en las plantas cultivadas hay una primera fase de reduccion del crecimiento causada
por el potencial osmético de la solucidn 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 metabolico y reduciendo asi el aporte de

asimilados a las zonas de crecimiento.

Estrés salino: plantas haléfitas y glicofitas

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). Desprendiéndose de este
concepto, las plantas pueden clasificarse como halofitas y glicéfitas (Fig. 3). Las plantas
haldfitas pueden completar su ciclo de vida bajo las condiciones salinas més variadas, no
solo tolerando altos niveles de salinidad, sino presentando niveles éptimos de crecimiento
bajo estas condiciones (Khan et al., 2000), mientras que las plantas glicéfitas son aquellas
gue no toleran altas concentraciones de sales, por lo que su crecimiento se ve seriamente
afectado y su condicidn de éptimo crecimiento esta en la condicion de no salinidad o de un
bajo nivel salino.

Los mecanismos bioquimicos y moleculares para enfrentar el estrés salino incluyen la
produccion de solutos compatibles, para aumentar la presion osmética del citoplasma (los
cuales pueden acumularse en altos niveles sin perjudicar la bioquimica celular), la exclusion
0 secrecion de Na* de las células o de los tejidos para mantener las concentraciones idnicas
internas bajas, o la compartimentalizacién celular de iones. Las plantas tolerantes tienen la
capacidad de acumular iones Na" y CI en las vacuolas para mantener en el citoplasma
concentraciones sustancialmente muy bajas de iones que evitan asi la inhibicion de procesos
metabolicos (Blumwald et al., 2000; Parks et al., 2005). También se producen cambios en
los patrones fotosintéticos (Bayuelo-Jimenez et al., 2003) 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 vegetales

manteniendo la homeostasis cuando es alterada por salinidad.
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Figura 3: Respuesta de crecimiento de varias especies vegetales ante la salinidad creciente del
sustrato y el potencial osmético relacionado. I. Especies Haldéfitas. Il. Halofilicas. I1l. Tolerantes a

las sales. IV. Sensibles a las sales (Adaptado de Ronen, 2007).

La salinidad y el ABA (Acido Abscisico)

Como es sabido, el estrés abidtico ocasionado por sequia y salinidad causa pérdida de
agua o reduce la entrada de la misma a la planta, determinando un aumento en los niveles de
la hormona denominada &cido abscisico (ABA) (Zhu, 2002). Numerosos estudios han
demostrado que la acumulacion de ABA es un factor clave que regula respuestas esenciales
para la adaptacion al estrés. Estas respuestas incluyen: cambios en la conductancia
estomatica (Schroeder et al., 2001), crecimiento (Sharp y LeNoble, 2002), acumulacién de
osmolitos (Alves y Setter, 2004) y expresion de genes especificos (Bray, 2002). Por este
motivo, ABA es definido como la principal hormona del estrés debido a su rapida
acumulaciéon bajo estas condiciones y a su mediacion en mecanismos fisiologicos y
bioquimicos que ayudan a la supervivencia de las plantas frente a este tipo de situaciones
(Zhang et al., 2006). Es decir, se ha propuesto que esta hormona es necesaria para la
adaptacion a varios tipos de estrés abidtico, ademas de otros procesos claves en el ciclo de
vida de las plantas, tales como el desarrollo de la semilla y germinacién. La regulacién de
estos procesos es, en gran parte, mediada por cambios en su sintesis de novo y metabolismo

(hidroxilacion y conjugacion) (Schwartz et al., 2003).

Biosintesis de ABA

Desde el punto de vista quimico, el acido abscisico pertenece al grupo de los
isoprenoides o también llamados terpenoides que derivan de un precursor comin de 5
carbonos (Cs), el isopentenildifosfato (IDP). Se conoce que todos los isoprenoides son

sintetizados a partir del acido mevalénico (MVA), sin embargo, actualmente se ha propuesto
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una via alternativa para sintetizar IDP que se encuentra en algunas eubacterias y en las
plantas superiores (Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002). Los isoprenoidesplastidicos,
incluyendo los carotenoides, se originan del IDP sintetizado a partir de una via
independiente del MVA denominada la via del 2-C-metil-eritritol-4-fosfato (MEP)
(Eisenreich et al., 2004). Recientemente se ha comprobado que, a pesar de que el ABA
contiene 15 atomos de carbono, en las plantas superiores éste no deriva directamente del
precursor sesquiterpeno (C;s), farnesildifosfato (FDP) sino que es formado por el clivaje de
los carotenoides (Cyo) sintetizados a partir de la via del MEP. Actualmente, los experimentos
realizados mediante el uso de O*® radiactivo y los diferentes analisis genéticos, moleculares y
bioquimicos confirman que la sintesis de ABA se realiza a partir de los carotenoides y el
primer paso de la misma seria la produccién de zeaxantina a partir de la ciclizacién e
hidroxilacion del p-caroteno (Fig. 4). El paso siguiente consiste en la sintesis de los cis-
isdmeros de violaxantina y neoxantina que seran clivados para formar el precursor (C;s) de
ABA, xantina. La conversion de zeaxantina a violaxantina es catalizada por la enzima
denominada zeaxantinaepoxidasa (ZEP) mediante el intermediario anteraxantina. Aln no
estan claros los caminos de la sintesis de neoxantina a partir de violaxantina. En un paso
siguiente, la enzima 9-cis-epoxicarotenoide-dioxigenasa (NCED) participa en el clivaje de
los 9-cis-isomeros de violaxantina y neoxantina a un producto de Cys, xantoxina, y un
metabolito de C,s (Schwartz et al., 2003). La forma bioldgicamente activa del ABA es
producida a partir de cis-xantoxina por dos vias enzimaticas mediante el aldehido abscisico.
El dltimo paso de la biosintesis del ABA es la oxidacion del aldehido abscisico al &cido

carboxilico mediante la accién de una aldehido oxidasa (Fig. 4).
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Figura 4: Caminos de la biosintesis de ABA (Adaptado de Kasahara et al., 2004).

Sauter y Hartung (2002) observaron que al asperjar ABA a 10-15 cm de longitud de
los entrenudos de poroto o en los mesocétilos de maiz, esta hormona, se redistribuy6 al
tejido del tallo y fue liberada al xilema. Esta redistribucion fue muy rapida (10-20 min), lo
cual refleja el elevado coeficiente de permeabilidad de las membranas plasmaticas de las
células del parénquima para este compuesto y en consecuencia, el ABA xilematico no
permanecié constante durante su transporte. En condiciones de no estrés, cuando la savia
xilematica es &cida (con una gran proporcion de especies de ABAH no disociadas), grandes
cantidades de ABA podrian perderse durante el transporte a través del xilema. También, se
demostrd que el ABA fue liberado al xilema cuando se encontro en altas concentraciones en
las células del parénquima y cuando el pH de la savia fue alcalino. Sin embargo, la
concentracion de ABA Xxilematico no cambié y continu6 siendo la misma aun a través de
largas distancias en todas las condiciones evaluadas (Sauter y Hartung, 2002). La biosintesis
de ABA incrementa significativamente en hojas s6lo cuando la turgencia se aproxima a cero.
Sin embargo, el cierre estomatico se observa cuando el potencial de la hoja ain no es
afectado por las condiciones de sequia del suelo. En tales condiciones de estrés leve, es

indispensable la liberacion de ABA al xilema. Esta hormona no necesariamente debe ser



acumulada en hojas, por lo tanto, después de actuar sobre los estomas, el ABA puede ser
rapidamente metabolizado sin ser depositado. Esta situacion fue observada en plantas de
poroto con deficiencias de fosforo y potasio (Peuke et al., 2002). La redistribucion del ABA
dentro de la hoja puede disminuir su concentracion en el xilema, especialmente cuando la
savia de xilema es &cida, también puede redistribuirse en el citoplasma de las células del
mesoéfilo de acuerdo con el concepto de trampa de aniones. Dicha redistribucién no se
produce cuando el apoplasto se alcaliniza bajo condiciones de estrés (Davies et al., 2002).
Asi, en esta situacion, la redistribucion es reducida pero la intensidad de la sefial del ABA

sigue siendo elevada.

Inhibidores de la sintesis de ABA

Existen diversos inhibidores de la sintesis de ABA, los cuales generalmente afectan o
inhiben el accionar de alguna enzima presente y necesaria en la via de sintesis de ABA. Dos
de estos son la fluridona (C19H14F3sNO) y el tungstato de sodio (Na,WOy,).

La fluridona afecta la sintesis de carotenoides con los cuales se sintetiza el ABA,
inhibiendo el accionar de la enzima fitoenodesaturasa que cataliza la etapas de desaturacion
de fitoeno a fitoflueno en la via de sintesis de la hormona, como se sefiala en la Fig. 5. Por
otro lado, el tungstato de sodio afecta el paso previo a la formacion final de ABA en su
biosintesis, inhibiendo la enzima aldehido oxidasa, como se observa en la Fig. 5, la cual
cataliza el paso de ABA-aldehido a ABA.

Ambos inhibidores han sido utilizados en numerosos estudios para dilucidar el rol del
ABA en numerosas especies, tanto frente a diferentes condiciones bidticas como abioticas.
Por ejemplo, Rodriguez (2013) utiliz6 ambos inhibidores para conocer la relacion entre ABA
y la formacion de micorrizas, mientras que Furlan et al. (2013) empleé el tungstato de sodio

para dilucidar el rol de ABA en plantas de mani sometidas a estrés por sequia.
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Figura 5: Biosintesis de ABA, desde la sintesis de carotenoides hasta la formacion de ABA. En azul
las enzimas, fitoenodesaturasa (PDS) y aldehido oxidasa (AAO3) inhibidas por fluridona y tungstato

de sodio respectivamente (Adaptado de Kasahara et al., 2004).
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Funciones generales del acido abscisico

Se conoce desde hace tiempo que el ABA acttia como una sefial a larga distancia (raiz-
hoja) del potencial agua del suelo. De esta manera, el ABA producido en raices crecidas en
suelos secos o salinos, es decir con bajos potenciales agua, se transporta por xilema y regula
la apertura estomética y el crecimiento de las hojas en el vastago (Zhang et al., 2006).
Hartung et al. (2002) demostraron que los cambios en el pH celular juegan un papel central
en la redistribucion del ABA en los tejidos de la hoja y controlan el movimiento de los
estomas cuando no hay cambios significativos en la concentracion del ABA en el xilema. Sin
embargo, varios estudios demostraron que la conductancia estomatica esta relacionada
directamente con la concentracion del ABA en el xilema, mientras otros sugieren que la
conductancia puede también responder al flujo del ABA, es decir, la cantidad de ABA que
entra y se acumula en las hojas. Esto implica que el ABA también puede regular el
movimiento estomatico bajo condiciones “normales” debido a los cambios que se producen
en la transpiracion bajo condiciones de no-estrés. Por otro lado, un catabolismo rapido del
ABA en las hojas es esencial para prevenir la acumulacion del mismo y mantener la
regulacién de los estomas (Pei et al., 2000).

En relacidén a la accion del ABA en el cierre estomatico se sabe que el aumento de esta
hormona causa un incremento en los niveles de calcio citosélico y la subsecuente activacion
de canales anionicos localizados en la membrana plasmética (Kohler y Blatt, 2002) lo cual
conduce a la despolarizacién de la membrana plasmatica, salida de potasio, pérdida de
turgencia la cual hace disminuir el volumen de las células guarda para finalmente lograr el
cierre estomatico (Schroeder et al., 2001). Esta hormona induce la produccion y acumulacion
de varios compuestos. Uno de ellos es el H,O; el cual sirve como una molécula sefial para
promover el cierre del estoma (Zhang et al., 2001). Otro compuesto mencionado en trabajos
mas recientes es el 6xido nitrico el cual se acumula en las células guarda, también necesario
para el cierre estomatico (Desikan et al., 2004). Al parecer, el mecanismo de accién del ABA
en el cierre estomético es complejo e implica un entrecruzamiento de varios caminos de
sefializacion.

Por otro lado, el ABA posee multiples efectos en la regulacion del crecimiento y
desarrollo vegetal, principalmente bajo situaciones de estrés. El crecimiento del vastago
puede ser inhibido cuando el ABA xileméatico aumenta como resultado de la sequedad del
suelo, mientras que su acumulacion en las raices mantiene el crecimiento de las mismas
(Spollen et al., 2000), ya que el ABA estaria implicado en la inhibicién de la produccion de
etileno, el cual es un inhibidor del crecimiento bajo estrés. Sharp y LeNoble (2002) sugieren
que la produccion de ABA bajo estrés tendria la funcion de mantener un crecimiento

limitado del vastago asi como asegurar el crecimiento de la raiz bajo un déficit de agua. De
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esta manera, varios autores sostienen que el ABA posee un papel dual en la regulacion
fisioldgica (Cheng et al., 2002; Finkelstein et al., 2002), siendo un inhibidor cuando se
acumula en grandes cantidades bajo un estrés, ayudando a la supervivencia de las plantas a
través de la inhibicion de procesos como la apertura estomatica y la expansion de la hoja. Por
otro lado, cumple un papel promotor cuando se encuentra en bajas concentraciones por
ejemplo en condiciones “normales” o no estresantes, debido a que seria esencial para el
crecimiento vegetativo en algunos drganos, por ejemplo, el crecimiento primario de la raiz
(Sharp et al., 2000; Spollen et al., 2000) y el desarrollo post-germinacion de la planta (Cheng
et al., 2002). Cheng et al. (2002), demostraron que la reductasa-dehidrogenasa llamada
SDR1 de Arabidopsis es inducida por ABA Yy esta implicada en la deteccién y sefializacion
de carbohidratos esenciales en muchos procesos metabolicos tales como germinacion,
crecimiento y floracion (Rolland et al., 2002).

A nivel molecular, muchos genes que responden a estrés abidtico han sido
identificados durante los afios recientes y algunos de estos grupos de genes son regulados por
ABA (Bray, 2002). En este aspecto, en las Gltimas décadas se realizaron gran cantidad de
estudios para identificar los genes que responden a ABA (Finkelstein et al., 2002; Zhu,
2002). Es importante mencionar que la expresion de genes especificos que responden a altas
concentraciones de sal o sequia no siempre dependen de ABA. Por tal motivo, para la
expresion de genes especificos en respuesta a estrés hidrico y salino, se ha postulado la
existencia de dos tipos de cadenas de transduccion de sefiales, una dependiente de ABA 'y
otra independiente de esta hormona. Dentro de los ABA-dependientes se encuentran
transcriptos y productos proteicos relacionados con proteccion celular como algunas
dehidrinas, los tres grupos de proteinas LEA, enzimas de sintesis de osmorreguladores como
prolina, glicin-betaina y carbohidratos como sorbitol, manitol, entre otros, también proteasas

y enzimas antioxidantes (Bray, 2002).

Acido abscisico y el estado hidrico de las plantas

La regulacion del flujo de agua a través de la planta es un importante concepto para
considerar en la tolerancia a salinidad en haléfitas. Estas plantas exhiben reducida
conductancia estomatica, comparada con las glicofitas, y menor tasa transpiratoria a medida
que incrementa su exposicion a la salinidad. La disminucion en la apertura estomatica en las
haldfitas previene una excesiva pérdida de agua y principalmente, reduce el movimiento de
iones hacia el vastago durante la exposicion a condiciones de salinidad (Lovelock y Ball,
2002). Por ejemplo, Thellungiella halophila presenta menor tasa transpiratoria durante el dia
y no detectable pérdida de agua por la noche comparada con Arabidopsis, lo cual coincide

con numerosos informes que sostienen que las haléfitas presentan menor conductancia
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estomatica bajo salinidad (Inan et al., 2004.a). De esta manera, se sugiere que las halofitas se
benefician por una mayor eficiencia en el uso del agua como consecuencia de la menor
transpiracion, especialmente durante largos periodos de exposicion a la salinidad.

Por otro lado, como es sabido, ABA es un regulador clave del estado hidrico de las
plantas y de la regulacion del movimiento de apertura de los estomas. La apertura es un
proceso dinamico y reversible por el cual la pérdida de agua y CO, pueden rapidamente ser
ajustados en respuesta a sefiales ambientales e intrinsecas como los niveles de ABA. Bajo
situaciones de estrés como sequia y salinidad, las plantas acumulan ABA en las hojas y se
inhibe la apertura o promueve el cierre de los estomas, resultando en una reduccién de la
pérdida de agua por la planta. Por varias décadas se han estudiado los efectos de niveles
alterados de ABA sobre la tasa de transpiracion, comenzando con el descubrimiento del
mutante flacca de tomate, deficiente en la sintesis de ABA (Tal, 1966). Recientes
investigaciones en este tema han utilizado las herramientas de la genética molecular
disponibles en el sistema modelo Arabidopsis. La produccion de xanthoxina a partir de los
epoxycarotenoides es un paso clave en la sintesis del ABA (Nambara y Marion-Poll, 2005).

Como se menciono anteriormente, el nivel de ABA en las plantas refleja un balance
entre su sintesis y catabolismo a formas inactivas por conjugacion y oxidacion. La oxidacion
de ABA a 8-hidroxil-ABA, el cual se isomeriza espontaneamente a &cido faseico, es
catalizada por cuatro monooxigenasas del citocromo P450 en Arabidopsis: CYP707Al a 4.
Una de estas enzimas, la CYP707A3 es fuertemente inducida por ABA durante la
deshidratacion y rehidratacion (Umezawa et al., 2006). En un estudio reciente, caracterizaron
mutantes de insercion T-ADN vy lineas de sobreexpresion constitutiva de CYP707A3
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Los mutantes T-ADN exhiben mayor contenido
de ABA bajo todas las condiciones, expresion de genes mas rapida inducidos por ABA como
RD29A y RABI18, una significativa reduccion de la transpiracion y aumento de la
supervivencia después del tratamiento de sequia. Por el contrario, lineas que sobre-expresan
CYP707A3 exhiben menor contenido de ABA pero elevados niveles de los metabolitos de
ABA, acido faseico y dihidrofaseico, y estas lineas exhibieron mayor transpiracion.
Curiosamente, alteraciones en los niveles de transgénicos de dos proteinas RING, RING-H2
y XERICO, el factor de transcripcién R2R3 tipo MYB, HOS10, afectaron fuertemente los
niveles de transcripcion de NCED3 con efectos correlacionados con los niveles de ABA, la

tolerancia a la sequia y la pérdida de agua (Zhu et al., 2005; Ko et al., 2006).

Prosopis strombulifera, un modelo para estudiar la tolerancia a salinidad

En la Republica Argentina existen zonas donde el estrés salino e hidrico es frecuente y

de prolongados periodos. Existen diversas especies vegetales de la familia de las
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leguminosas que se adaptan a estas condiciones, logrando crecer y desarrollarse. El género
Prosopis se encuentra dentro de esta familia, en la subfamilia Mimosoidea.

El género Prosopis comprende 44 especies (Burkart, 1976), de gran importancia en la
composicidn arborea y arbustiva de zonas aridas y semiéridas, abarcando su distribucion el
Sureste de Asia (3 especies nativas), Africa tropical (1 especie nativa) y América (40
especies), llegando en este dltimo continente desde el S.O. de EE.UU. hasta la Patagonia
Argentina y Chile. De un total de 31 especies Sudamericanas, 11 son endémicas de
Argentina (Burkart, 1976; Hunziker et al., 1986). Dentro del género existen variados tipos
biolégicos, es decir, subarbustos, arbustos y arboles que en su gran mayoria se comportan
como oportunistas respecto al 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, ubicandose entre las especies del ambiente terrestre mas resistentes
a concentraciones salinas extremas (Arce y Balboa, 1988). Por esto se pueden encontrar
multiples adaptaciones morfoldgicas en ellas que les confieren caracteristicas especiales para
poder vivir en estos ambientes, como el ajuste osmotico, engrosamiento de cuticulas y
existencia de células epidérmicas de gran volumen para evitar la pérdida de agua.

La especie subarbustiva Prosopis strombulifera (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
(Fig. 6.A). Las flores amarillas conforman un capitulo globoso (Fig. 6.B), con fruto amarillo
formando un espiral simple, denso y cerrado (Fig. 6.C). Las semillas son ovadas, verde
grisaceas y de 4,5 a 5,4 mm de largo (Fig. 6.D). Esta especie es xerofita y haléfita, se
propaga vegetativamente por largos rizomas lefiosos. De la Vega (1996) informé que esta
especie era capaz de sobrevivir en cultivos hidropénicos con 1 M de NaCl, observandose
tanto a nivel raiz como de hoja cambios metab6licos (enziméaticos) que acompafan la

adaptacion de esta especie a concentraciones de sal cada vez mas altas.
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Figura 6: Planta de Prosopis strombulifera, A: Aspecto general; B: Detalle de su inflorescencia, C:

Detalle del fruto y D: Detalle de sus semillas.

Debido a las caracteristicas propias de la especie, principalmente la alta tolerancia a
salinidad, expuesta en la distribucion de la especie y de las areas donde coloniza como son
las salinas de Cérdoba y San Luis donde los periodos de sequia frecuentes y alto contenido
de sales son las caracteristicas reinantes. A partir de lo antes mencionado, el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Universidad Nacional de Rio Cuarto decidi6 iniciar la investigacion
usando esta especie como modelo de planta tolerante a salinidad con variados propdsitos,
entre ellos, el ampliar el conocimiento de los mecanismos de tolerancia a salinidad y el
posible descubrimiento de nuevos mecanismos para ser aplicados a especies leguminosas de

interés agronémico.

HIPOTESIS

Los cambios en los niveles enddgenos de ABA modulan la respuesta de tolerancia a
salinidad en P. strombulifera, dicha respuesta varia segun el agente salinizante empleado.

La aplicacion exdgena de ABA y de inhibidores de su sintesis permite dilucidar y
comprender mejor las correlaciones y entrecruzamientos de sefiales entre esta hormona y las

respuestas de tolerancia a salinidad en esta haldfita.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de ABA y de dos inhibidores de su

biosintesis (lo cual modifica la concentracién enddgena de esta hormona) en la respuesta de

plantas de P. strombulifera tratadas con concentraciones crecientes de NaCl, Na,SO, y su

mezcla iso-osmética.

Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Evaluar variables de crecimiento en plantas de P. strombulifera sometidas a
concentraciones crecientes de NaCl, Na,SO4y su mezcla iso-osmética en respuesta a
diferentes dosis de ABA exdgeno como asi también de los inhibidores de su
biosintesis: Fluridona (1-metil-3-fenil-5-(3-trifluorometilfenil)-4-(1H)-piridinona) y
Tungstato de sodio.

Determinar biomasa radical y de parte aérea en plantas de P. strombulifera
sometidas a concentraciones crecientes de las sales y en respuesta a diferentes dosis
de ABA exdgeno, como asi también de los inhibidores de su biosintesis.

Determinar el contenido de agua en raices y parte aérea en plantas de P.
strombulifera sometidas a concentraciones crecientes de las sales y en respuesta a
diferentes dosis de ABA exdgeno, como asi también de los inhibidores de su
biosintesis.

Determinar la tasa transpiratoria en plantas de P. strombulifera sometidas a
concentraciones crecientes de las sales y en respuesta a diferentes dosis de ABA
exogeno, como asi también de los inhibidores de su biosintesis.

Determinar la concentracion de carbohidratos solubles totales en plantas de P.
strombulifera sometidas a concentraciones crecientes de las sales y en respuesta a
diferentes dosis de ABA exdgeno, como asi también de los inhibidores de su
biosintesis.

Identificar correlaciones entre la biomasa, el contenido de agua, la tasa
transpiratoria, los niveles de carbohidratos, y las aplicaciones exdgenas con las

respuestas de crecimiento frente a NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de plantas en medio hidropénico

Frutos de Prosopis strombulifera fueron recolectados de las salinas de San Luis (33
43'Sy 66 37' O, a 400-500 m.s.n.m.) 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 Monte, con un régimen anual de lluvias de 300 a 400 mm. El suelo posee
una textura franco-arenosa, con abundante material calcdreo y moderada salinidad con
conductividad eléctrica en superficie de 8000 mho/cm? (Cabrera, 1976). 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
acido sulfarico concentrado durante 10 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 plésticas, colocando 50
plantas en cada una en un volumen de 1 | de solucion hidropénica. Para la hidroponia se
preparo solucion de Hoagland al 10%, 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 iso-osmoética de ambas sales
(Cuadro 1) para el tratamiento bisalino cada 48 hs, dejando como controles plantulas que
permanecieron en Hoagland 25% durante todo el experimento. Las bandejas (Fig. 7) se
mantuvieron en una camara de crecimiento Fitotron Conviron Modelo E15 con 16 hs de luz
a 250 umol. m?seg™ y 8 hs de oscuridad, a 28 y 20 °C respectivamente y 70% de humedad
relativa. 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, -1,71, -2,06 y -2,6 MPa, se tomaron muestras de
hojas y raices para la determinacion de carbohidratos solubles totales, congelandolas en
nitrogeno liquido y conservandolas en freezer a —80 °C hasta su uso. Para algunos analisis en

los cuales se requiere material seco, las muestras fueron liofilizadas durante 48 hs.
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Cuadro 1: Cronograma de pulsos salinos cada 48 hs a partir de plantulas de 21 dias de edad.

PULSOS mM de mM mM Pot. Osmético
Na,SO, NaCl (Na,SO4+NaCl) (MPa)
Primer pulso 37,90 50 18,95/25 -0,30
Segundo pulso 75,80 100 37,90/50 -0,47
Tercer pulso 113,70 150 56,80/75 -0,65
Cuarto pulso 151,70 200 75,85/100 -0,82
Sexto pulso 227,50 300 113,75/150 -1,18
Séptimo pulso 265,40 350 132,70/175 -1,35
Octavo pulso 303,30 400 151,70/200 -1,53
Décimo pulso 379,20 500 189,60/250 -1,88
Décimo segundo pulso 455,00 600 227,50/300 -2,24
Décimo tercer pulso 492,90 650 246,40/325 -2,42

Figura 7: Cultivo de P. strombulifera en medio hidroponico.
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Determinacion de variables de crecimiento

Se evaluaron las variables de crecimiento cada 7 d en 20 plantulas controles y tratadas
con ABA, fluridona, tungstato de sodio, las variables fueron altura total, nimero de hojas y
longitud total de raices.

Determinacion de la biomasa radical y de parte area

Se recolectd la parte aérea y las raices de 5 plantas pertenecientes a los diferentes
tratamientos y se determind el peso fresco (PF), luego se coloco el material vegetal en placas
de Petri para determinar el peso seco (PS) que se obtuvo sometiendo las muestras a estufa a
70 °C durante 72 hs. Con estos datos se calculd el contenido de agua (CA) por PS de la
siguiente manera: CA (ml/g PS)= (PF-PS)/PS.

Cuantificacion de la transpiracién

La transpiracion se determind por método indirecto, registrando los cambios de
volumen de la solucién hidropdnica correspondientes a los potenciales osmoticos estudiados,
donde estaban sumergidas las raices. Para ello, tres plantas por cada tratamiento fueron
colocadas en un cilindro graduado transparente totalmente hermético, con un volumen de
solucién conocido, sellado con un tapén perforado de goma o silicona por donde emergia la
parte aérea quedando en contacto con la atmdsfera. Después de 24 hs bajo las mismas
condiciones de fotoperiodo que el cultivo hidropdnico, se midi6 el volumen de solucién
consumido para calcular el volumen de agua transpirado. Se calcularon los ml de agua
transpirados por peso de cada planta, los datos se expresaron como ml.mg™ de PF. En la

Figura 8 se puede observar un grupo de plantas bajo el procedimiento antes mencionado.

Figura 8: Plantas de P. strombulifera en sistema de medicidn de transpiracion.
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Determinacion de carbohidratos solubles totales

Para cuantificar la determinacién de carbohidratos solubles totales se utilizaron 50 mg
de PS de raices y hojas de plantulas. Para la extraccién, la muestra se homogeneizd en
mortero con nitrogeno liquido y se le adicion6 0,5 ml de etanol al 80%, se coloco en un bafio
de agua a 98 °C durante 10 min y se centrifugd 7500 rpm por 10 min. Este procedimiento se
repitié 2 veces y se recolectaron los sobrenadantes. Cada muestra se colocé en un tubo de
Khan y se le agreg6 2 ml del reactivo de color (Antrona al 0,2 % en acido sulfirico). Se
mezcld levemente y se colocd en un bafio de agua a 98 °C durante 10 min, luego se dejé
enfriar a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 625 nm, comparando la lectura
con la curva patrén. Para la realizacion de la curva patron se utilizé una solucion madre de
glucosa de 0,2 g/ml y se tomaron alicuotas de 20 a 100 pl, los datos se expresan como ug/ul

de glucosa (Fig. 9).

3,0
Equation y=a+b*
Adj. R-Sq  0,97326
25 Value Standard
"~ Absorben | Intercept 0,2179  0,08473
Absorben | Slope 9,86316  0,72915
u
—~ 2,04
IS
£
©
G 1.5+
[
© |
Keo)
—
?
2 1,04 "
<
0,5
u
0,0 . , . , . , . , .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Glucosa (mg/ml)

Figura 9: Curva patrén de la cuantificacion de carbohidratos solubles totales utilizando glucosa.

Andlisis estadistico

Este trabajo fue realizado en un disefio experimental completamente al azar (DCA)
en arreglo factorial 4x4. Los factores fueron: 1) salinidad con 4 Niveles: Control (sin sal),

NaCl, Na,SO, y la mezcla de sales, y 2) aplicaciones con 4 Niveles: Sin tratar, ABA,
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Tungstato y Fluridona. Se realiz6 un ANOVA de dos factores para cada variable. Como
prueba a posteriori se utiliz6 DGC, las diferencias significativas fueron consideradas por el
valor p< 0,05. Si las variables analizadas no cumplieron con los supuestos de Normalidad y
Anélisis de la Varianza, requisitos para realizar un ANOVA, se procedié a realizar una
Prueba no paramétrico (Prueba de Kruskal Wallis). Las siguientes variables en las cuales se
realiz6 el ANOVA fueron: altura total (cm), longitud de raices (cm), biomasa radical y parte
aérea (mg MS/planta), contenido de agua radical y parte aérea (ml/g MS) y transpiracion
(ml/g PF). Como prueba a posteriori se utiliz6 la prueba de Di Rienzo, Guzman y Casanoves
(DGC) con 0=0,05. Para las variables: cantidad de hojas (nimero) y carbohidratos en hojas y
en raices (mg/g PF), que no cumplieron los supuestos para realizar el ANOVA, se utilizé la

prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis).
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RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados correspondientes al andlisis de las variables
de crecimiento: longitud de raices, altura total y nimero de hojas. Luego de estos se
presentan los resultados de biomasa radical y de parte aérea, contenido de agua radical y

parte aérea, transpiracion y carbohidratos totales.

Longitud de Raices

Al comienzo de los pulsos salinos, al potencial osmético de -0,03 MPa (21 dias), no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de las radiculas entre
los distintos tratamientos, esto se debi6 a que todos los tratamientos se encontraron en una
situacion de partida similar sin diferencias entre los mismos. Siete dias después, 29 dias de
comenzado el cultivo hidroponico (potencial osmético -1 MPa) no se registraron diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos, plantas salinizadas y apicadas con ABA y los
inhibidores de su sintesis (Fig. 10).
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Figura 10: Longitud de radiculas a potencial osmotico de -0,03 MPa (21 dias) y a -1 MPa (29 dias) en
plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmética
(NaCl+Na,S0,) con aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis
(Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exogena alguna (sin tratar). Las barras
corresponden a la media * el desvio estdndar. Para el anlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la
prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre
tratamientos (p>0,05).
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Alcanzado el potencial osmotico de -1,71 MPa (37 dias), las radiculas de las plantas
sin exposicion salina aplicadas con ABA vy tungstato presentaron un incremento
estadisticamente significativo con respecto a las demas plantas del experimento. El resto de
las plantas con las diferentes exposiciones salinas y aplicaciones no mostraron diferencias
(Fig. 11).
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Figura 11: Longitud de radiculas a potencial osmoético de -1,71 MPa (37 dias) en plantas controles
(sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmética (NaCl+Na,SO,4) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales

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

Llegado el dia 41 (potencial osmético -2,06 MPa) se observaron un incremento en la
longitud radical estadisticamente significativo en plantas sin exposicién salina y aplicadas
con ABA con respecto a las aplicadas con los inhibidores de sintesis de ABA y sin aplicar.
Lo mismo se present6 en las plantas salinizadas con NaCl y la mezcla iso-osmética. En el
caso de las expuestas a Na,SO, las plantas aplicadas con Fluridona mostraron un incremento
estadisticamente significativo en la longitud radical con respecto al resto de las plantas

salinizadas con esta sal, aplicadas o no aplicadas (Fig. 12)
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Figura 12: Longitud de radiculas a potencial osmético de -2,06 MPa (41 dias) en plantas controles
(sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmotica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

Al final del cultivo hidropénico, a los 46 dias, en el potencial osmoético de -2,6 MPa,
se observé una tendencia a un menor crecimiento radical de las plantas salinizadas (NacCl,
Na,SO, y la mezcla de ambas sales) con respecto a las plantas sin exposiciéon salina
independientemente de las aplicaciones. Sin embargo, cuando se les aplicd ABA se observo
un aumento estadisticamente significativo en esta variable en las plantas salinizadas con
NaCl con respecto a las mismas pero sin aplicar. Las aplicaciones de Tungstato y Fluridona
no tuvieron un efecto significativo en la longitud de las raices en comparacion a las plantas a

las cuales no se les aplicaron estos compuestos (Fig. 13).
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Figura 13: Longitud de radiculas a potencial osmético de -2,6 MPa (46 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmdtica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales

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

Altura Total

En el inicio de los pulsos salinos, 21 dias (potencial osmético -0,03 MPa), las plantas
salinizadas con NaCl y aplicadas con ABA mostraron un incremento estadisticamente
significativo en la altura total comparandolas con las plantas sin aplicar bajo la exposicion de
la misma sal. Esto no se registr6 en las planta sin exposicion salina, tampoco en las
salinizadas con Na,SO, y la mezcla. En el caso de la mezcla iso-osmética la aplicacién de
ABA genero una disminucién en la altura total con respecto a las expuestas a la mezcla sin
aplicar.

En las plantas aplicadas con fluridona se observd una disminucion estadisticamente
significativa en las plantas sin exposicion salina con respecto al resto de las plantas
salinizadas y aplicadas con fluridona. Para el caso de tungstato las expuestas a NaCl fueron

las de menor altura total (Fig. 14).
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Figura 14: Altura total (cm) a potencial osmotico de -0,03 MPa (21 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmdtica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales

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

A los 29 dias de cultivo, al potencial osmético de -1 MPa, se registré un menor
crecimiento estadisticamente significativo en las plantas sin exposicion a sal y sin aplicar,
con respecto a las que se les aplico ABA, tungstato y fluridona (todas sin exposicion salina).

De las plantas aplicadas con ABA registraron un mayor crecimiento estadisticamente
significativo las plantas no salinizadas y las salinizadas con Na,SO, mientras que las
expuestas a NaCl y la mezcla registraron un menor crecimiento.

En las plantas salinizadas con NaCl se observd una mayor altura total en las aplicadas
con tungstato y fluridona (diferencia estadisticamente significativa) mientras que en las
plantas salinizadas con Na,SO, registraron una mayor altura total cuando se les aplico ABA

en comparacion al resto de las aplicaciones y de plantas sin aplicar (Fig. 15).
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Figura 15: Altura total (cm) a potencial osmotico de -1 MPa (29 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmdtica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales

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

A los 37 dias de cultivo (potencial osmoético -1,71 MPa) se registrd una disminucién
en la altura total de plantas salinizadas con Na,SO, Y aplicadas con tungstato en comparacion
al resto de los tratamientos, dicha diferencia fue estadisticamente significativa. El resto de

los tratamientos no mostraron diferencias en esta variable de crecimiento (Fig. 16).
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Figura 16: Altura total (cm) a potencial osmotico de -1,71 MPa (37 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmdtica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales

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

En el potencial de -2,06 MPa, a los 41 dias de cultivo, no se registré interaccion
estadistica entre la salinidad y las aplicaciones exdgenas a las que fueron expuestas las
plantas del experimento. Lo que se observo fue un mayor crecimiento estadisticamente
significativo en las plantas que no fueron expuestas a salinidad en comparacion a las que si

lo fueron (salinizadas), independientemente de la aplicaciones o no realizadas (Fig. 17).
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Figura 17: Altura total (cm) a potencial osmotico de -2,06 MPa (41 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmdtica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

Finalizado el cultivo (46 dias), al potencial -2,6 MPa se observd que las plantas sin
exposicion salina con aplicacion de ABA y tungstato presentaron una menor altura total,
estadisticamente significativa, en comparacion a las mismas plantas (sin exposicion salina)
cuando se les aplico fluridona o cuando no sufrieron aplicaciones. Entre estas ultimas no
registraron diferencia alguna.

En las plantas salinizadas con Na,SO, se registrd un menor crecimiento en altura total
cuando se les aplico tungstato y fluridona, en comparacién a las aplicadas con ABA y sin
aplicacion alguna.

En las plantas salinizadas con NaCl no se observaron cambios en la altura total con las
diferentes aplicaciones, en cambio, en las plantas salinizadas con la mezcla de sales se
registré una disminucion de esta variable con las aplicaciones de ABA en comparacion a las

no aplicadas o las que fueron aplicadas con fluridona y tungstato (Fig. 18).
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Figura 18: Altura total (cm) a potencial osmético de -2,6 MPa (46 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmdtica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales

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

NuUmero de hojas

Al inicio de los pulsos salinos, al potencial -0,03 MPa (21 dias) no se registraron
diferencias en esta variable de crecimiento, nimero de hojas, entre los distintos tratamientos.
Es decir con las distintas exposiciones salinas (control, NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-

osmotica) y aplicaciones (de ABA, tugnstato, fluridona y sin aplicar (Fig. 19).
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Figura 19: Hojas por planta a potencial osmético de -0,03 MPa (21 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmotica (NaCl+Na,SO,4) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

A los 29 dias (potencial osmético -1 MPa) las plantas sin salinizar aplicadas con
fluridona presentaron una disminucion estadisticamente significativa (p<0,05) en el nimero
de hojas por planta en comparacion a las aplicadas con tungstato y las que permanecieron sin
aplicar.

Por otro lado las plantas salinizadas con Na,SO,4 y mezcla iso-osmoética presentaron un
mayor nimero de hojas cuando se les aplico fluridona respecto a las aplicadas con ABA. Las
salinizadas con NaCl, no mostraron variaciones significativas en esta variable de crecimiento

con las diferentes aplicaciones como asi tampoco las plantas que no fueron aplicadas (Fig.
20).
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Figura 20: Hojas por planta a potencial osmdtico de -1 MPa (29 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmotica (NaCl+Na,SO,4) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el analisis estadistico se utilizé la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

En el potencial osmético -1,71 MPa (37 dias de cultivo) se observd un incremento
estadisticamente significativo en el nimero de hojas en las plantas controles o sin exposicion
salina a las cuales se les aplico ABA y aquellas que permanecieron sin aplicar, en
comparacion a las plantas salinizadas con NaCl y Na,SO,, con aplicaciones de ABA vy sin
aplicaciones. Las plantas sin exposicion salina y las salinizadas con NaCl, Na,SO, y la
mezcla iso-osmatica no mostraron diferencias estadisticamente significativa en esta variable
de crecimiento cuando se le aplico ABA, tungstato o fluridona (Fig. 21).
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Figura 21: Hojas por planta a potencial osmético de -1,71 MPa (37 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmotica (NaCl+Na,SO,4) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el analisis estadistico se utilizé la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

A los 41 dias, al potencial osmoético -2,06 MPa las plantas que no fueron expuestas a
salinidad y que si fueron aplicadas con ABA presentaron un incremento estadisticamente
significativo con respecto a las aplicadas con ABA pero salinizadas con NaCl, Na,SO, y la
mezcla de las mismas. Lo mismo ocurrié en las que no fueron expuestas a salinidad y
tampoco aplicadas en comparacion con las que no fueron aplicadas pero si fueron salinizadas
con NaCl y Na,SO,.

Ademas las plantas sin exposicion a sales mantuvieron sin modificar el nimero de
hojas con las distintas aplicaciones de ABA y sus inhibidores. Las plantas sometidas a la
mezcla de sales sin aplicacion exdgena, registraron un incremento estadisticamente
significativo mientras que con la misma exposicion salina y con la aplicacion de ABA

provoco una disminucién en la variable de crecimiento (Fig. 22).
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Figura 22: Hojas por planta a potencial osmético de -2,06 MPa (41 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmotica (NaCl+Na,SO,4) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

Finalizado el cultivo, al potencial osmoético -2,6 MPa (46 dias), se observé una
tendencia de las plantas sin exposicion salina con aplicaciones de ABA, tungstato y sin
aplicacién exdgena al incremento del nimero de hojas por sobre las plantas sin exposicion
salina pero que fueron aplicadas con fluridona, diferenciandose estadisticamente las
aplicadas con fluridona de las no aplicadas.

También es importante destacar que las plantas sin exposicion salina presentaron un
mayor nimero de hojas estadisticamente significativo que las plantas salinizadas con NaCl y
Na,SO, en las aplicaciones de ABA, tungstato y también en las plantas con dicha
salinizacion que no fueron aplicadas.

Por ultimo se registr6 un incremento estadisticamente significativo en las plantas
expuestas a la mezcla de sales por sobre las expuestas a NaCl y Na,SO, en las que fueron
aplicadas con tungstato y sin aplicar (Fig. 23).
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Figura 23: Hojas por planta a potencial osmético de -2,6 MPa (46 dias) en plantas controles (sin
exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla iso-osmdtica (NaCl+Na,SO,) con
aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de
sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Para el analisis estadistico se utilizé la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).
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BIOMASA

A continuacion se muestran los resultados correspondientes a la biomasa de las

plantas, la cual se registr6 como mg de materia seca radical y parte aérea por planta.

Biomasa radical

A los 29 y 40 dias de edad del cultivo, no se detectaron diferencias significativas entre
las plantas salinizadas y controles con las diferentes aplicaciones. Sin embargo, a 46 dias, se
registré un incremento estadisticamente significativo en la biomasa radical en las plantas
controles (sin exposicion salina) aplicadas con tungstato y fluridona, en comparacién al valor
obtenido en las plantas aplicadas con ABA el cual fue similar a las plantas sin aplicacion. En
las plantas salinizadas con NaCl la biomasa radical incrementé cuando las plantas fueron
aplicadas con ABA, tungstato y fluridona. Esta respuesta también se observd en las plantas
creciendo con Na,SO, en forma de tendencia ya que el andlisis estadistico no mostrd
diferencias significativas, siendo las plantas aplicadas con ABA las que presentaron mayor
biomasa radical. Las plantas con la mezcla iso-osmoética de las sales monosalinas (Bisalina)
mostraron una mayor biomasa radical cuando fueron aplicadas con tungstato, seguido por el
valor obtenido en las plantas aplicadas con ABA vy fluridona, diferenciandose

estadisticamente de las plantas no aplicadas las que registraron el menor valor (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Biomasa radical de plantas de P. strombulifera. Para el analisis estadistico se
utilizo ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no hay
diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

BIOMASA RADICAL

Tratamiento mg MS/planta mg MS/planta mg MS/planta
potencial -1IMPa potencial -1,9MPa potencial -2,6MPa
Control Sin Tratar 1,872 4,05 ® 4,25 @
Control ABA 2,85 ° 5,85 @ 6,60 ¢
Control Tungstato 3,77 ° 6,35 ° 15,15°
Control Fluridona 3,42 ¢ 7,40 @ 10,00 °
NaCl Sin Tratar 2,72 2 7,00 @ 4,55 *?
NaCl ABA 2,15 @ 9,70 ° 9,95 "
NaCl Tungstato 1,72 2 8,25 ? 8,40 °
NaCl Fluridona 2,62 ° 5,30 * 8,35 "
Na,SO, Sin Tratar 1,80 @ 8,00 @ 7,90 °
Na,SO; ABA 2,67 ° 6,40 ° 9,30 °
Na,SO, Tungstato 2,22 2 6,35 ® 8,45°"
Na,SO, Fluridona 2,22 @ 6,35 ° 7,40 °
Bisalina Sin Tratar 2,00 ® 6,60 * 585 ¢
Bisalina ABA 2,20 6,30 ° 7,70 °
Bisalina Tungstato 2,47 ° 6,20 ® 10,50°
Bisalina Fluridona 3,70 ® 9,55 7,65 °

Biomasa parte aérea

Similar a lo observado en los resultados de la biomasa radical, no se observan grandes
cambios en esta variable a los 29 y 40 dias del cultivo. A los 46 dias, las plantas controles o
sin exposicion salina, aplicadas con tungstato y fluridona registraron un incremento
estadisticamente significativo en comparacion a las plantas sin exposicion salina que fueron
aplicadas con ABA y las que no recibieron aplicacion alguna, estas Ultimas fueron las que
presentaron el menor valor de biomasa. En cuanto a las plantas salinizadas con NaCl, al
potencial osmético de -2.6 MPa, se observo un incremento en esta variable en las aplicadas
ABA y tungstato en comparacion a las que no recibieron aplicaciones y las aplicadas con
fluridona. Lo mismo se presentd para las plantas salinizadas con Na,SO4.En las plantas
salinizadas con la mezcla iso-osmotica o bisalina, se registré un incremento estadisticamente
significativo en la biomasa en las plantas aplicadas con tungstato (con el mayor valor
obtenido de las plantas salinizadas con la mezcla) y fluridona con respecto al valor registrado

por las plantas plantas aplicadas con ABA 'y las que no recibieron aplicaciones (Cuadro 3).
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Cuadro 3: Biomasa parte aérea de plantas de P. strombulifera. Para el analisis estadistico se

utilizo ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no hay

diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

BIOMASA PARTE AEREA

Tratamiento

Control Sin Tratar
Control ABA
Control Tungstato
Control Fluridona
NacCl Sin Tratar
NaCl ABA

NaCl Tungstato
NaCl Fluridona
Na,SO, Sin Tratar

Na,SO, ABA
Na,SO,Tungstato
Na,SO,Fluridona

Bisalina Sin Tratar
Bisalina ABA

Bisalina Tungstato
Bisalina Fluridona

mg MS/planta
potencial -1MPa
17,87 °

20,57 2
22,42 °
20,25 ?
21,92 @
22,27 @
16,65 °
19,67 *
18,72 ¢

18,85 ?
20,40 ?
18,12 ®

20,00 ?
15,75 2
20,55 °
22,57 @

mg MS/planta
potencial -1,9MPa
23,60 °

33,80 °
29,30 ®
36,75 °
36,10 °
39,60 *
30,50 °
22,80 °
31,35 °

37,00 ?
36,05 ?
36,45 ?

29,25 @
29,85 ?
33,00 ®
39,25 2

mg MS/planta potencial -

2,6MPa
27,90 ®

30,95 ?
53,00 "
49,75 °
31,55 °
36,55 °
35,25 "
27,80 °
30,40 ®

32,65 °
32,20 °
27,55 @

27,20
29,10 ?
42,00 "
33,00 °
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CONTENIDO DE AGUA

Contenido de agua en raices

A medida que se desarrolld el cultivo, al disminuir el potencial osmético en las
soluciones salinas, se observd un menor contenido de agua en las raices en plantas
salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla (bisalina) como asi también en las raices de
plantas controles. No se observaron diferencias estadisticas significativas en el contenido de
agua en raices entre los diferentes tratamientos alcanzado el potencial osmoético -1 MPa. En
el potencial osmotico -1,9 MPa se registré un mayor contenido hidrico estadisticamente
significativo en plantas sin salinizar y sin aplicacion en comparacion con las plantas que
sufrieron aplicaciones. En contraposicion en las plantas salinizadas (NaCl, Na,SO; y
Bisalina) no registraron diferencias estadisticas significativas.

Alcanzado el menor potencial (-2,6 MPa) se observo un incremento en el contenido
hidrico radical en plantas sin exposicion salina y sin aplicar por sobre las que fueron
aplicadas con ABA, tungstato y fluridona. Mientras que en las plantas salinizadas con NaCl
y que no fueron aplicadas registraron un menor contenido hidrico con respecto a las
aplicadas con ABA, tungstato y fluridona. En las plantas salinizadas con Na,SO, no se
observaron diferencias con las distintas aplicaciones. Si se observaron diferencias en las
salinizadas con la mezcla de sales en las cuales las aplicadas con tungstato presentaron un
menor contenido hidrico en comparacion a las plantas con la misma salinizacion que fueron
aplicadas con ABA y fluridona, como asi también con las que permanecieron sin ser

aplicadas (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Contenido de agua en raices de plantas de P. strombulifera. Para el analisis
estadistico se utilizo0 ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no
hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

CONTENIDO DE AGUA EN RAICES

Tratamiento ml/g MS potencial ~ ml/g MS potencial ml/g MS potencial
-1 MPa -1,9 MPa -2,6 MPa
Control Sin Tratar 11,732 9,92°¢ 8,58 °
Control ABA 9,64 ° 6,19 ° 5,49 °
Control Tungstato 8,88 * 4,54 ° 5,61 °
Control Fluridona 9,67 6,58 ° 4,83 °
NacCl Sin Tratar 10,28 *® 4,40 ® 3,83°
NaCl ABA 12,25 ® 4,58 * 4,21 °
NaClTungstato 11,58 ? 445 ? 440 °
NaClIFluridona 10,09 * 4,66 ° 4,69 °
Na,SO, Sin Tratar 14,70 ¢ 4,66 * 3,64 ¢
Na,SO, ABA 10,80 ° 4,36 ° 3,68 °
Na,SO,Tungstato 10,67 ° 4,48 ® 3,23 ¢
Na,SO,Fluridona 12,06 ? 3,27 2 3,25 °
Bisalina Sin Tratar 14,75 @ 4,90 ? 428°
Bisalina ABA 13,35 ° 4,67 * 4,04 °
BisalinaTungstato 8,89 ° 458 ® 3,80 ¢
BisalinaFluridona 9,20 ® 3,94 2 433°

Contenido de agua en parte aérea

El contenido de agua en la parte aérea de las plantas salinizadas y con aplicaciones fue
menor a medida que pasaron los dias y al disminuir el potencial osmético, con la excepcién
de las plantas controles (sin exposicion salina) y sin aplicacion las cuales mostraron un valor
constante a lo largo de todo el cultivo.

A los potenciales osmaticos -1,9 y -2,6 MPa se registrd un incremento significativo en
el contenido de agua en las plantas sin exposicion salina y sin aplicar por sobre las aplicadas
con ABA, tungstato y fluridona. Los tratamientos salinos, NaCl, Na,SO, y bisalina no
presentaron diferencias significativas entre las distintas aplicaciones, siendo el contenido de

agua menor en comparacion a las plantas controles o sin exposicion salina (Cuadro 5).
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Cuadro 5: Contenido de agua en parte aérea de plantas de P. strombulifera. Para el analisis

estadistico se utilizo ANOVA vy la prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no

hay diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05).

Tratamiento

Control Sin Tratar
Control ABA
Control Tungstato
Control Fluridona
NaCl Sin Tratar
NaCl ABA
NaClTungstato
NaClFluridona
Na,SO, Sin Tratar

Na,SO, ABA
Na,SO,Tungstato
Na,SO,Fluridona

Bisalina Sin Tratar
Bisalina ABA
BisalinaTungstato

BisalinaFluridona

ml/g MS

potencial
-1 MPa
472 %

4,20 ®
4,18
4,04 °
4,09 *
4,42 °
512 °
3,82 °
4,67 °

4,56 °
4,14 °
4,14

4,68 °
4,35 °
3,74 °
4,12 °

ml/g MS potencial
-1,9 MPa
4,21 ¢
3,28 °
3,15 °
3,66 "
2,37°
1,99 °
2,41 °
2,17 @
1,83 °

1,89 °
1,67 °
1,50 °

2,06 °
2,19 °
1,89 °
2,11 °

CONTENIDO DE AGUA EN PARTE AEREA

ml/g MS potencial
-2,6 MPa
4,03°
3,59 °
339°
325°
1,35 ®
1,68 °
1,90 ®
2,33 °
1,31 °

1,47 °
1,25 °
1,53 °

1,74 °
1,55 °
1,27 °
1,67 °
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TRANSPIRACION

A los 29 dias (potencial osmdtico -1 MPa en los tratamientos salinos), se registré la
transpiracion en plantas sin exposicion salina y salinizadas con sales (NaCl, Na,SO,, y
bisalina) aplicadas con ABA, sus inhibidores de sintesis (fluridona y tungstato), y no
aplicadas (sin tratar). Se destaca una disminucion estadisticamente significativa en la
transpiracion en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas cuando a las mismas
se les aplicé ABA. Sélo las plantas controles o sin salinizar aplicadas con los inhibidores de
sintesis de ABA, tungstato y fluridona, mostraron un aumento estadisticamente significativo
en la transpiracion al ser comparadas con aquellas controles que no recibieron aplicaciones
(Fig. 24).

) I Control
e -1 MPa/ 29 dias [ NaCl

I Na,SO,
I NaCl + Na,S0,

Transpiracion (ml/g hoja)

Sin tratar ABA Tungstato Fluridona
Aplicaciones

Figura 24: Transpiracion (mililitros por gramo de hoja de peso fresco) a potencial osmético de -1
MPa (29 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO,y la mezcla
iso-osmotica (NaCl+Na,SO,) con aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su
sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras
corresponden a la media * el desvio estdndar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la
prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre

tratamientos (p>0,05).

Al potencial -1,88 MPa, 39 dias de cultivo, las plantas salinizadas con NaCl y Na,SO,
a las cuales no se les aplicd (sin tratar) registraron un incremento significativo en la
traspiracion en comparacion a las plantas controles sin aplicar (sin tratar). Al igual que lo

observado a los 29 dias, las aplicaciones de ABA disminuyeron significativamente la
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transpiracion independientemente de las sales, mientras que la aplicacion de los inhibidores
de ABA no tuvieron efectos en esta variable. En las plantas sin exposicién salina se observo
una disminucidn en la transpiracion en las plantas que fueron aplicadas con ABA al igual
que las aplicadas con fluridona en comparacion a las que no fueron aplicadas o que si lo
fueron pero con tungstato (Fig. 25).
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Figura 25: Transpiracién (mililitros por gramo de hoja de peso fresco) a potencial osmético de -1,88
MPa (39 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla
iso-osmotica (NaCl+Na,SO,) con aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los inhibidores de su
sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras
corresponden a la media £ el desvio estdndar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la
prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre
tratamientos (p>0,05).

A los 46 dias, al potencial osmético -2,6 MPa, se registrd nuevamente, que la
aplicacién de ABA reduce significativamente la transpiracion en todas las plantas (aplicacion
de ABA vs plantas sin aplicar) ya sea en plantas salinizadas o no. Por otro lado, las plantas
salinizadas (NaCl, Na,SO, y mezcla iso-osmdtica) que fueron aplicadas con tungstato y
fluridona registraron un incremento en la traspiracion comparandolas con las plantas
aplicadas con ABA. Es importante mencionar una clara tendencia a que las plantas
salinizadas con Na,SO, registraron los mayores valores en transpiracion, cualquiera sea la

aplicacion realizada, en comparacion al resto de las plantas (Fig. 26).
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Figura 26: Transpiracion (mililitros por gramo de hoja de peso fresco) a potencial osmoético de -2,6
MPa (46 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl, Na,SO, y la mezcla
iso-osmotica (NaCl+Na,SO,) con aplicaciones de &cido abscisico (ABA), de los inhibidores de su
sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin tratar). Las barras
corresponden a la media * el desvio estdndar. Para el anlisis estadistico se utiliz6 ANOVA vy la
prueba a posteriori DGC, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre
tratamientos (p>0,05).
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CARBOHIDRATOS

A continuacion se detallan los resultados correspondientes a la determinacion vy
andlisis de carbohidratos solubles totales en las raices y en hojas de plantas de P.
strombulifera.

Carbohidratos en raices

A los 29 dias (potencial osmoético -1 MPa) se observo un incremento estadisticamente
significativo en el contenido de carbohidratos en raices cuando a plantas sin exposicion
salina se les aplico ABA y tungstato en comparacion a las que permanecieron sin aplicacion.

También plantas que fueron aplicadas con tungstato presentaron una disminucion en
los carbohidratos cuando fueron salinizadas con la mezcla de las sales con respecto a las que
no se las expuso a salinidad y a las que se las salinizaron con NaCl o Na,SQO,. En el caso de
las plantas aplicadas con fluridona se registr6 un incremento estadisticamente significativo
en las plantas salinizadas con Na,SO4 en comparacién a las salinizadas con la mezcla iso-

osmotica (Fig. 27)

-1 MPa /29 dias
55

] I Control
50 [ NaCl
] I Na SO,
45 [CINaCl + Na,SO,
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Contenido de Carbohidratos (mg CH/g PS)

Sin tratar ABA Tungstato Fluridona
Aplicaciones

Figura 27: Contenido de carbohidratos en raiz (mg de carbohidratos por g de peso seco) a potencial

osmotico de -1 MPa (29 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NacCl,
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Na,SO, y la mezcla iso-osmética (NaCl+Na,SO,4) con aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los
inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin
tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6
la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre

tratamientos (p>0,05).

Al potencial -1,88 MPa (39 dias) no se registraron diferencias estadisticas
significativas en las plantas que no fueron salinizadas con las distintas aplicaciones, ABA 'y
sus inhibidores de sintesis. Las que fueron salinizadas con Na,SO, y aplicadas con ABA
presentaron un incremento estadisticamente significativo de los carbohidratos en raiz con
respecto a las que no fueron aplicadas y las que si fueron aplicadas pero con fluridona,
siempre hablando del mismo compuesto salino (Na,SO,).

En cuanto a las plantas salinizadas con NaCl las aplicadas con ABA registraron un
incremento comparandolas con las que no sufrieron aplicacion alguna. Y por Gltimo, las
plantas expuestas a la mezcla de sales también presentaron un incremento de los
carbohidratos en raiz cuando se les aplico ABA en comparacion a las aplicadas con los
inhibidores de biosintesis, tungstato y fluridona (Fig. 28).
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Figura 28: Contenido de carbohidratos en raiz (mg de carbohidratos por g de peso seco) a potencial
osmético de -1,88 MPa (39 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NacCl,
Na,SO, y la mezcla iso-osmética (NaCl+Na,SO,4) con aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los
inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin

tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Para el analisis estadistico se utilizo
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la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre

tratamientos (p>0,05).

A los 46 dias, al potencial osmoético -2,6 MPa, y finalizacion del cultivo se observo
que las plantas sin exposicidn salina no registraron diferencias estadisticas significativas en
el contenido de carbohidratos en raiz con las diferentes aplicaciones, no fue el caso de las
diferentes sales y mezcla. Las plantas salinizadas con NaCl y la mezcla de sales que fueron
aplicadas con ABA registraron un incremento estadisticamente significativo comparandolas
con las plantas salinizadas con los compuestos antes mencionados pero aplicadas con
tungstato y fluridona.

En las plantas salinizadas con Na,SO, aplicadas con ABA registraron un incremento
estadisticamente significativo en el contendido de carbohidratos en comparacion con las no
aplicadas y también con las aplicadas con fluridona.

Cabe destacar que se observo una tendencia clara aunque no se evidencid en todos los
casos estadisticamente, al aumento del contenido de carbohidratos en raiz con la aplicacion
de ABA independientemente de la exposicion o no salina que fuere (Fig. 29).
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Figura 29: Contenido de carbohidratos en raiz (mg de carbohidratos por g de peso seco) a potencial
osmético de -2,6 MPa (46 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl,
Na,SO, y la mezcla iso-osmoética (NaCl+Na,SO,) con aplicaciones de &cido abscisico (ABA), de los
inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin
tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Para el analisis estadistico se utilizo
la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre

tratamientos (p>0,05).
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Carbohidratos en hoja

A diferencia de lo observado en raices, al potencial -1 MPa, a los 29 dias, el
tratamiento con ABA produce una disminucion en el contenido de carbohidratos en hojas en
las plantas con y sin exposicion salina. Las plantas que no fueron expuestas a sales (control)
y que fueron aplicadas con ABA presentaron una disminucion estadisticamente significativa
en el contenido de carbohidratos en hoja en comparacién con las mismas plantas que fueron
aplicadas con fluridona. Algo similar ocurrié con las plantas salinizadas con Na,SO, las
cuales registraron una disminucidn en el contenido de carbohidratos cuando fueron aplicadas
con ABA con respecto a las sin aplicar (sin tratar) y a las aplicadas con tungstato.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las plantas salinizadas

con NaCl y la mezcla de sales con las distintas aplicaciones realizadas (Fig. 30).
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Figura 30: Contenido de carbohidratos en hoja (mg de carbohidratos por g de peso seco) a potencial
osmético de -1 MPa (29 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl,
Na,SO, y la mezcla iso-osmoética (NaCl+Na,SO,) con aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los
inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin
tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6
la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre
tratamientos (p>0,05).
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Alcanzado el potencial osmotico -1,88 MPa (39 dias) se registrd en plantas sin
exposicion salina nuevamente una disminucion estadisticamente significativa en el contenido
de carbohidratos en las plantas aplicadas con ABA en comparacion con las aplicadas con
fluridona. También en las plantas salinizadas con NaCl y aplicadas con ABA se observo esta
disminucién del contenido de carbohidratos mientras que las sin aplicar registraron valores
mayores de contenido de carbohidratos en hoja.

Mientras que las plantas salinizadas con Na,SO, Yy aplicadas con ABA incrementaron
su contenido de carbohidratos en comparacion a las mismas plantas pero que no fueron
aplicadas. Algo similar ocurrié en las plantas salinizadas con la mezcla de sales donde las
plantas aplicadas con ABA incrementaron su contenido de carbohidratos con respecto a las

que fueron aplicadas con tungstato (Fig. 31).
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Figura 31: Contenido de carbohidratos en hoja (mg de carbohidratos por g de peso seco) a potencial
osmético de -1,88 MPa (39 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NacCl,
Na,SO, y la mezcla iso-osmoética (NaCl+Na,SO,) con aplicaciones de acido abscisico (ABA), de los
inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin
tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6
la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre
tratamientos (p>0,05).

Al finalizar el cultivo, a los 46 dias (potencial osmético -2,6 MPa) las plantas sin

exposicion salina (control) registraron una disminucion estadisticamente significativa en las
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plantas aplicadas con ABA con respecto a las mismas pero que no sufrieron aplicacion
alguna y las que si fueron aplicadas con fluridona. Lo mismo que para las plantas sin
exposicion salina se presentd en las salinizadas con Na,SO,.

En cuanto a las plantas salinizadas con NaCl y a la mezcla de sales se observé una
clara tendencia a disminuir el contenido de carbohidratos en hoja cuando a las plantas se les
aplico la hormona ABA, la cual no se vio reflejada en el analisis estadistico realizado (Fig.
32).

-2,6 MPa / 46 dias

30 I Control
[ NaCl
I Na, SO,
25 4
[C—INaCl + Na,SO,

20 A f
ef
def

bcdef ef

15 cdef abcde
abcde

10

Contenido de Carbohidratos (mg CH/g PS)

Sin tratar ABA Tungstato Fluridona
Aplicaciones

Figura 32: Contenido de carbohidratos en hoja (mg de carbohidratos por g de peso seco) a potencial
osmético de -2,6 MPa (46 dias) en plantas controles (sin exposicion salina) y salinizadas con NaCl,
Na,SO, y la mezcla iso-osmoética (NaCl+Na,SO,) con aplicaciones de &cido abscisico (ABA), de los
inhibidores de su sintesis (Fluridona y Tungstato de sodio) y sin aplicaciones exdgena alguna (sin
tratar). Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6
la prueba Kruskal Wallis, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre

tratamientos (p>0,05).
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DISCUSION

Como se expres6 anteriormente, en la introduccién de este trabajo, la salinidad afecta
de manera diferencial el crecimiento de las distintas especies vegetales, tanto glicéfitas como
halofitas. A su vez, el efecto depende también del tipo de sal, la concentracion de la misma,
es decir, el potencial osmotico que esta genera, como también el estado fisioldgico y
fenoldgico de la planta, entre otros factores. Los efectos dafiinos que causa el estrés salino
en las plantas han sido muy estudiados e incluyen la deshidratacion celular, la alteracion del
balance osmético, inhibicion de actividades enzimaticas y procesos celulares esenciales,
como el procesamiento del ARN o sintesis de proteinas, entre otros procesos afectados
(Nawaz et al., 2010). Asimismo, se ha demostrado que el estrés idnico y osmotico causado
por la salinidad afecta la productividad de las plantas por reduccion del area fotosintética,
debido a la inhibicién de la divisiéon y expansion celular durante el crecimiento de la hoja, y
afecta los programas de desarrollo: emergencia de hojas, produccién de primordios laterales
y formacién de o6rganos reproductivos. Las plantas activan diferentes mecanismos para
contrarrestar las consecuencias de la exposicion a elevada salinidad del suelo, mecanismos
basados en la homeostasis i6nica y el mantenimiento del balance osmético celular, las
sintesis de metabolitos protectores y proteinas, o la activacion de sistemas antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Flowers y Colmer, 2008). De esta manera, resulta necesario el
estudio de los mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares de plantas capaces de
tolerar altas concentraciones de sales, como son las plantas halofitas, las cuales son tomadas
como modelos para ampliar el conocimiento en la tolerancia y ser aplicado a plantas de
interés agronémico.

En este trabajo, los resultados obtenidos en la especie haléfita P. strombulifera
mostraron que la salinidad afect6 las variables de crecimiento evaluadas, ya que no sélo se
observaron diferencias entre controles y plantas tratadas con sal sino también en los
diferentes potenciales alcanzados en concordancia con lo registrado previamente en el
laboratorio de fisiologia vegetal donde se llevé a cabo el trabajo final (Llanes et al., 2014;
Reginato et al., 2014). El crecimiento de la parte aérea en P. strombulifera fue 6ptimo en
concentraciones moderadamente altas de sal (-1,9 MPa), principalmente cuando las plantas
crecieron en presencia de 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 reduccion del crecimiento del 25% con 200 mM y del 50% con
400 mM de NaCl. Viégas et al. (2004) mostraron inhibicion del crecimiento de plantulas de
P. juliflora por tratamientos con 100 mM NaCl. Asimismo, Meloni et al. (2004) demostraron
una reduccidn significativa de la longitud de tallos y raices de la especie P. alba. Por lo

tanto, P. strombulifera se encuentra dentro de los limites maximos de tolerancia informados
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para plantas halé6fitas, superando de manera notable a sus congéneres arbdreas y equiparando
el nivel de tolerancia a NaCl de Chenopodium rubrum.

Por otro lado, diferentes estudios comparativos realizados con Na,SO, y NaCl han
demostrado que esta Ultima tuvo efectos mas severos sobre distintas variables de crecimiento
en diversas especies (Abdelgadir et al., 2005; Turan y Aydin, 2005). Sin embargo, los
resultados de este trabajo en relacion a las plantas tratadas con Na,SO, demuestran que esta
sal inhibi6 el crecimiento en mayor medida en relacion a las tratadas con NaCl, registrandose
diferencias significativas en el menor potencial osmotico evaluado (-2,6 MPa). Estos
resultados confirman observaciones previas, donde quedd demostrada la fuerte reduccion de
las variables de crecimiento cuando el anién SO,* se encontraba presente en el medio. Las
variables de crecimiento en diferentes especies tales como la longitud de raices, altura total
de la planta y nimero de hojas son afectadas negativamente por la presencia de sales en el
suelo, ya sea por el efecto osmético (estrés hidrico) y/o por la toxicidad de los iones. En el
presente trabajo se registrd una disminucién mayor de las variables de crecimiento por la sal
Na,SO,4 en comparacion a NaCl. En este sentido, la diferencia en las variables de crecimiento
entre las sales coincide con resultados obtenidos por Datta et al. (1995) quienes informaron
que en cuatro cultivares de trigo crecidos en cultivos hidropdnicos con tratamientos iso-
osmaticos de NaCl y Na,SO,, este ultimo tuvo un efecto mas detrimental que NaCl en las 4
variedades probadas. Estos investigadores destacaron como interesante la mayor
acumulacion del anién CI” en comparacion a SO,?, pero, en contraste, el Gltimo result6
mucho mas toxico, adjudicando este hecho a la mayor movilidad de los iones CI" y en
consecuencia, a una mayor tasa de acumulaciéon y compartimentalizacién mas efectiva del
mismo. Esto implicaria que la mayor presencia del anién SO, en el citoplasma provocaria
toxicidad metabdlica a nivel celular. Por lo tanto, las variables de crecimiento en P.
strombulifera que fueron mas afectados cuando la sal utilizada fue Na,SO, podria reflejar la
existencia de fendmenos de toxicidad por SO,?. Este efecto fue revertido levemente en la
mezcla iso-osmotica y fuertemente cuando la sal empleada fue NaCl.

Por otro lado, las hormonas vegetales controlan una gran cantidad de respuestas
afectando el crecimiento y desarrollo de las plantas a distintas condiciones ambientales.
Estos compuestos pueden interactuar en caminos complementarios o antagénicos para
otorgar proteccion frente a un estrés bidtico o abibtico (Balderas-Hernandez et al., 2013).
Debido a que los meristemas vegetales son tejidos de crecimiento activo donde predomina la
divisién 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). De esta manera, la plasticidad integrada en el desarrollo de las
plantas involucra la comunicacion a larga distancia entre diferentes 6rganos y diferentes

cambios en los niveles hormonales del vastago y raiz, teniendo las fitohormonas un papel
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esencial (Sachs, 2005; Albacete et al., 2008). La fitohormona &cido abscisico (ABA)
desempefia un papel importante en la adaptacion de las plantas a distintos tipos de estrés
ambiental estando particularmente involucrada en la respuesta frente a estrés abiotico,
especialmente hidrico y salino. Sin embargo, la bibliografia sobre el papel del ABA en
haldfitas es casi inexistente. Los resultados de este trabajo mostraron que la longitud y la
biomasa radical de plantas de P. strombulifera, tanto controles como tratadas, se incrementd
cuando a las plantas se les aplic6 ABA, lo cual podria deberse a que esta hormona
incrementa la relacion raiz/parte aérea (Alves y Setter, 2004; Peleg y Blumwald, 2011). En
concordancia, cuando se utilizaron los inhibidores de la sintesis de ABA, fluridona y
tungstato de sodio, no se observaron cambios en la biomasa radical y la relacion raiz/parte
derea disminuy6. Una respuesta similar fue observada en plantas de arroz, a las cuales se les
aplico ABA vy fluridona. Las plantas con ABA mostraron mayor tolerancia a la salinidad,
mientras que con fluridona la tasa de crecimiento de las plantas fue afectada drasticamente
por la salinidad con una mayor concentracion de sodio en las hojas y, en consecuencia, las
plantas mostraron mayor sensibilidad a la salinidad (Saeedipour, 2011).

Por otro lado, las plantas haldfitas se caracterizan por su capacidad para ajustar el
potencial agua de sus tejidos a un nivel mas negativo que el potencial agua del suelo en el
cual estan creciendo, de esta manera el crecimiento y la supervivencia de estas plantas
depende de la acumulacién de iones y solutos compatibles para el mantenimiento de la
turgencia y ajuste osmotico (Munns y Tester, 2008). La capacidad de mantener su estado
hidrico a medida que disminuye el potencial hidrico del suelo se refleja en el contenido
hidrico de la planta. En este trabajo, se observé que las plantas de P. strombulifera tratadas
con sales mostraron igual contenido de agua radical y en parte aérea que las plantas
controles. La habilidad para mantener un contenido hidrico similar a los controles pone de
manifiesto que parte de la tolerancia a salinidad en esta especie se debe a que es capaz de
realizar ajuste osmoético y de esta manera es menos vulnerable al estrés. El contenido hidrico
de la planta esta relacionado a la conductancia estomatica. Es ampliamente conocida la
accion del ABA en el cierre estomaético, se sabe que el aumento de esta hormona causa un
incremento en los niveles de calcio citosélico, el cual actia como segundo mensajero
activando canales aniénicos localizados en la membrana plasmatica, lo cual conduce a la
despolarizacion de la membrana plasmatica, salida de potasio, pérdida de turgencia y
volumen de las células guarda para finalmente lograr el cierre estomatico (Siegel et al.,
2009). Al analizar los resultados sobre transpiracion en las plantas de P. strombulifera
mostraron que esta variable disminuyé con la salinidad. Tanto en glicéfitas como en
haldfitas, la transpiracion disminuye con el incremento de la exposicion a salinidad (Inan et
al., 2004.b). La transpiracion es un aspecto critico en el transporte de iones necesario para la

tolerancia a salinidad permitiendo la entrada de iones al xilema desde las células corticales
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de la raiz y la subsecuente salida del xilema hacia las células del vastago. De esta manera, el
vuelco de las sales al vastago puede ser draméaticamente influenciado por la funcién
estomatica. Por otro lado, las plantas tratadas a las cuales se les aplico ABA disminuyeron su
transpiracion, esto se deberia a que la hormona estudiada produce el cierre estomatico. Esta
disminucion en la apertura estomatica frente a condiciones de salinidad previene la excesiva
pérdida del agua y principalmente reduce el movimiento de iones hacia la parte aérea durante
la exposicion a salinidad. A medida que aumentd la concentracion de sal en el medio y se
aplico ABA a las plantulas tratadas con NaCl, éstas presentaron menor transpiracion en
comparacion a los otros tratamientos, lo cual permitiria una mayor eficiencia en el uso del
agua. Esta mayor eficiencia en el uso del agua, también se pone de manifiesto con los
valores de contenido hidrico observados en estas plantas. Por lo tanto, las plantas tratadas
con NaCl y con la mezcla de sales mostraron una respuesta adaptativa mayor, la cual se
acentuo6 con el agregado de ABA que permite reducir la tasa de transpiracion y lograr una
mayor eficiencia en el uso del agua. En concordancia con la accion del agregado de ABA,
los inhibidores de sintesis de la hormona, tungstato y fluridona aplicados a las plantas
mantuvieron la transpiracion a niveles semejantes a los de plantas controles o superandolas.
Sin embargo, es destacable que en contraposicion a lo mencionado anteriormente, las
plantulas de P. strombulifera tratadas con Na,SO,4 y con el agregado de ABA registraron la
mayor tasa transpiratoria en la mas alta concentracion de sal (yo: -2,6 MPa), llegando a
superar a aquellas que no se les aplicd ABA, lo cual podria indicar que, en presencia de esta
sal, el agregado de ABA no inhibe la apertura ni promueve el cierre de los estomas,
resultando en un aumento de la pérdida de agua por la planta, que conducen a que las
plantulas tratadas con sulfato posean menor tolerancia. Estos datos corroboran datos previos
obtenidos en el laboratorio en donde se demostr6 mediante el andlisis de los niveles
enddgenos de ABA en las plantas tratadas con Na,SO,4 que el efecto tdxico del anion sulfato
podria estar relacionado a una falla en la sefializacion del ABA y no en la concentracion
enddgena de ABA confirmando resultados previos (Llanes et al., 2014).

Como otros constituyentes celulares, el nivel de azlcares es afectado por estrés (Prado
et al., 2000). Kerepesi y Galiba (2000) reportaron que el contenido de azlcares como
glucosa, fructosa y sacarosa se incrementd por la exposicién a NaCl en plantas de trigo. Sin
embargo, Alamgir y Ali (1999) informaron que el contenido de azlcares solubles se
incrementd en algunos genotipos de arroz, pero disminuyd en otros. En nuestros
experimentos, la concentracion de carbohidratos solubles totales aument6 de manera
concomitante al incremento en la concentracion de sales, siendo més notorio en raices que en
hojas, lo que sugiere un efecto en el particionamiento del carbono véastago/raiz. Estos
resultados se correlacionan con el mantenimiento y/o la induccién de la elongacion de la raiz

a bajos potenciales osmoticos, como respuesta adaptativa a la sequia y salinidad (Balibrea et
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al., 2000), asi como también al incremento notable en fibras y tejidos lignificados observado
en trabajos previos (Reinoso et al., 2004; 2005). Ademas, las variaciones en el contenido de
carbohidratos totales muestran que el particionamiento de fotoasimilados es un proceso
regulado hormonalmente (Moreno et al., 2011; Murcia et al., 2015), aunque el mecanismo
involucrado en halofitas es desconocido. En este sentido, Murcia et al. (2015) demostraron
como ABA modifica la distribucion del carbono en plantas de Vitis vinifera cv. Malbec. En
estas plantas, las aplicaciones exdgenas de ABA mejoraron la distribucion del carbono en los
frutos de la vid mediante la modificacion de la carga del floema, la anatomia de los vasos
conductores, principalmente del area del floema, la expresion de transportadores de azucares
especificos en hojas y bayas, demostrando la conexién entre las hormonas y el rol de los
azlcares. No obstante, este tipo de estudios son escasos en situaciones de salinidad y casi
nulos en halofitas. En este trabajo, las aplicaciones de ABA en las plantas de P.
strombulifera incrementaron el transporte de carbohidratos hacia la raiz en todas las plantas
tratadas, mientras que las aplicaciones de fluridona o tungstato de sodio incrementaron el
contenido de carbohidratos en hojas. Asi, este efecto del ABA vy sus inhibidores podria
relacionarse a la accion del ABA sobre varios mecanismos protectores dependiente del
mismo en los cuales uno de ellos es la regulacion de la relacion raiz/parte aérea (Alves y
Setter, 2004; Peleg y Blumwald, 2011). Lo que estaria generando que la planta particione
mas carbohidratos hacia raiz para incrementar el crecimiento de ésta, en el intento de
mantener el crecimiento y supervivencia de la planta en condiciones de salinidad. Otros
mecanismos protectores dependiente del ABA, con el mismo propoésito, citados por los
autores anteriores son reduccion del area foliar, proteccion del aparato fotosintético,
regulacién de la sintesis de etileno y el ajuste osmotico, mediante la regulacién de canales
i6nicos (principalmente en raiz) como de la sintesis de solutos compatibles, teniendo un rol
muy importante los carbohidratos. Asi los resultados en el contenido de carbohidratos
solubles totales en raices y hojas de P. strombulifera, aumento y disminucion
respectivamente, confirma el efecto del ABA sobre los carbohidratos. En la variable biomasa
radical presentd el mismo efecto, es decir que plantas aplicadas con ABA incrementaron la
biomasa radical, efecto que se podria explicar por lo dicho anteriormente en el cual la
aplicacién de ABA maodifica la relacion de particion de raiz/parte aérea (Peleg y Blumwald,
2011). Notablemente, al comparar los carbohidratos entre los tratamientos salinos, en el
potencial mas bajo -2,6 MPa, mas alla de la tendencia que se observa al aplicar ABA, las
plantas tratadas con Na,SO, mostraron disminucién en el contenido de carbohidratos en las
plantas a las que se les aplicd6 ABA al ser comparadas con las tratadas con NaCl y la mezcla
de sales tanto en parte aérea como en las raices e inclusive al compararlas con las plantas a
las que se les aplico tungstato y fluridona. Esta respuesta sugiere que la presencia de sulfato

en el medio provoca un desbalance en el metabolismo y en la particién del carbono y un
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desvio de estos recursos energéticos hacia la sintesis de otros metabolitos secundarios mas
complejos como la sintesis de ligninas en raices. Este desbalance del metabolismo del
carbono no puede ser modificado por el ABA exd6geno sugiriendo nuevamente una falla en la
sefializacion del ABA en estas plantas.

Por lo tanto, teniendo en cuenta las respuestas evaluadas en este trabajo, variables de
crecimiento, contenido hidrico, transpiracion y el contenido de carbohidratos y c6mo estos
varian en los tratamientos salinos y en las aplicaciones exdgenas, y considerando que ABA
es una de las sefiales primarias que desencadenan diferentes eventos bioquimicos y
moleculares luego de la percepcidn de una situacion de estrés, este trabajo demuestra que los
diferentes tipos de sales (efecto i6nico), las distintas concentraciones (efecto osmotico) de las
mismas y el agregado de ABA o de sus inhibidores interactian generando respuestas que
modifican diferencialmente el crecimiento y el desarrollo vegetal de la haléfita P.
strombulifera. Ademas, mas alla de la accion del ABA, existen evidencias para afirmar que
los carbohidratos por si mismos poseen un rol fundamental en la tolerancia a la salinidad en
varias especies de haldfitas (Gil et al., 2013). Asi, un aumento de la tolerancia a la salinidad
se ha observado en paralelo al aumento intracelular de los niveles de carbohidratos solubles
(Alla et al., 2012; Ibgal et al., 2015). La participacion de los carbohidratos en la tolerancia
podria implicar el mantenimiento del potencial osmético, la estabilizacion de membranas y
la disminucion del estrés oxidativo. Asi, las respuestas diferenciales observadas en el
contenido de carbohidratos entre plantas tratadas con NaCl y Na,SO, junto a las aplicaciones
de ABA como asi también con las aplicaciones de los inhibidores de su sintesis podria
reflejar la mayor tolerancia frente a la sal NaCl y la mejor tolerancia Na,SO,. En este
sentido, este trabajo junto al andlisis del metaboloma de P. strombulifera, realizado
previamente en el laboratorio donde se desarroll6 este trabajo, permiten confirmar que los
carbohidratos constituyen una red interconectada finamente regulada para mantener el
equilibrio metabolico segln la demanda frente a los diferentes tratamientos salinos (Llanes et
al., 2015). Asi, este trabajo contribuye al conocimiento sobre el rol fundamental del ABA y
los carbohidratos, sus correlaciones y los entrecruzamientos de sefiales entre esta hormona y
la regulacion de numerosas respuestas frente a salinidad, la cual se demostr6 mediante la

aplicacién exdgena de ABA y de los inhibidores de su sintesis.
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