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CONTENIDO DE CLOROFILA E IONES EN LA VARIEDAD
DE TRIGO HARINERO CUBA-C-204 EN CONDICIONES

DE ESTRES SALINO

L. Argentel® D. R. Lopez, L. M. Gonzélez, R. C. Lépez, E. GOmez,

R. Girén e |. Fonseca

ABSTRACT. Chlorophyll (a) content and ion accumulation
were determined at different plant organs of a Cuban bread
wheat variety, Cuba-C-204, by applying different salinity
stress levels by NaCl adjusted to electric conductivities (CE)
of 4, 8 and 12 dS.m™, and a control treatment with distilled
water and CE of 0.02dS.m™. Dry matter accumul ation per organ
and root/shoot relationship was also calculated. Such
determinations were performed at seedling and flowering
stages following the validated methodol ogies. A chlorophyll
content reduction was recorded as salt concentrations
increased, which werejust significant between the control and
12 dS.m™. Therewasasignificant negative correl ation between
chlorophyll content and Na in leaves during both stages
studied, whereas the other microelements did not show this
behavior. A root dry weight reduction was recorded as salt
concentration increased. When evaluating |leaf cation content,
therewas anegative correlation between K*and Na' contents,
which proves there isanutritional interference as an adverse
salinity effect on the wheat variety studied. Conseguently, as
aresult of the nutritional effect, chlorophyll content decreased
significantly when CE surpassed 8 dS.m™.
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INTRODUCCION

Entre los mecanismos que explican la capacidad de
las especies vegetales para tolerar el estrés salino se
encuentra el ajuste osmético (1); tal término es utilizado
para definir la disminucién del potencial osmético celular
en las plantas superiores, como resultado de la acumu-
lacién activa de solutos en respuesta a una situacion
estresante por déficit hidrico o salinidad (2). De este
modo, las plantas regulan su potencial osmotico hasta
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RESUMEN. Se determinaron el contenido declorofila(a) y la
acumulacion de iones en diferentes 6rganos de las plantas de
la variedad cubana de trigo harinero Cuba-C-204, aplicando
diferentes niveles de estrés salino por NaCl gjustados a
conductividadeseléctricas (CE) de4, 8y 12dS.m™, y untrata-
miento control con aguadestiladay CE de0.02 dS.m™. Secal-
culo, ademés, la acumulacion de materia seca por 6rgano y
relacionraiz/follgje. Talesdeterminaciones seredizaronenlas
fenofases de plantulay floracién siguiendo las metodol ogias
validadas. Se encontré una disminucion del contenido de
clorofilas amedida que se incrementaron las concentraciones
desdes, quesolofueron significativasentred control y 12 dS.m™.
Seregistro unacorrel acion negativasignificativaentre e con-
tenido declorofilasy sodio enfollaje durantelas dosfenofases
estudiadas, mientras que los restantes microelementos no
mostraron este comportamiento. Se produjo una disminucién
del peso seco de laraiz a medida que aument6 la concentra-
ciondesaes. Enlaevaluacion del contenido foliar de cationes,
se encontré correlacion negativa entre los contenidos de K™y
Na’, lo quedemuestralaexistenciadeinterferencianutricional
como efecto adverso de la salinidad en la variedad de trigo
estudiada. Como consecuenciadel efecto nutricional, el con-
tenido de clorofilas disminuy6 significativamente cuando CE
superd los8 dS.m™.

Palabrasclave: trigo, toleranciaalasal, salinidad, clorofilas

conseguir que el potencial hidrico de la célula sea similar
o0 menor al del medio que larodea (3).

El ajuste osmético implica, por una parte, la absor-
cion y acumulacién de iones salinos procedentes del
medio y, por otra, la biosintesis endégena de solutos or-
ganicos. Aunque ambos mecanismos, por lo general,
operan conjuntamente, su importancia relativa varia entre
especies y genotipos, incluso entre distintos tejidos de
la misma planta (4).

Se han descrito muchos sintomas fisiol6gicos aso-
ciados a la toxicidad de los iones a partir de determina-
dos niveles criticos de salinidad, tales como interferencia
en la acumulacion de otros iones importantes (potasio)
para el metabolismo y la toxicidad, debido al exceso de
sodio y cloro fundamentalmente. Como consecuencia se
afectan los procesos vitales de los distintos 6rganos y
tejidos, la actividad enzimética y funcionalidad de las
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membranas: transporte y selectividad (5); se inhibe la fo-
tosintesis (6) y el consumo energético se incrementa para
poder subsistir al estrés (7). Por ello, el estudio de la
acumulacion de estas sales en el interior de las plantas,
una vez sometidas a condiciones estresantes, pudiera
ser un rasgo importante de tolerancia al estrés.

Por la importancia del cultivo de los cereales y, en
particular, el trigo, que esta siendo objeto de experimen-
tacion en Cuba, pais que presenta zonas con significati-
vos niveles de salinidad, este trabajo contiene parte de
los resultados de un estudio realizado en la variedad Cuba-
C-204, sometida a cuatro niveles de estrés salino, eva-
luando los indicadores contenido de clorofila, acumula-
cién de iones y ganancia de materia seca. Con los resul-
tados aqui mostrados se tiene una informacion preliminar
sobre la inclusion de iones en variedades cubanas y su
relacion con la tolerancia a la salinidad.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en condiciones

semicontroladas, en la casa de cultivos protegidos del
Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal de la Uni-
versidad de Granma, Bayamo, Cuba.
Variantes experimentales. Se establecieron cuatro va-
riantes experimentales, que consistieron en aplicar rie-
gos con agua salinizada por NaCl ajustada a
conductividades eléctricas (CE) de 4, 8 y 12 dS.m™; el
tratamiento control consistio en riegos con agua de bue-
na calidad y una CE de 0.02 dS.m™. Todos los riegos se
realizaron hasta la capacidad de campo, controlando la
humedad del suelo por el método gravimétrico.

Se tomaron semillas al azar de la variedad cubana
de trigo harinero Cuba-C-204, las cuales fueron suminis-
tradas por el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA) y se pusieron a germinar, a razon de cuatro por
maceta plastica, con capacidad para 8 kg de suelo vertisol (8)
de concentracion de sales conocidas.

En el andlisis de suelo se determinaron el PO, por el
método de Oniani, K O por fotometria de llamay el méto-
do de Oniani, K*y Na* por fotometria de llama, Ca** y Mg**
por complexometria, pH . por el método potenciométrico,
las sales solubles totales por conductimetria (1:5), la ma-
teria organica por el método de Walkley-Black, el nitroge-
no por el método de Kjeldhal, el CO",, HCO",, Cl'y SO*, por
los métodos unificados de la Direccion General de Suelos
y Fertilizantes del MINAGRI.

Estos andlisis se realizaron segun los procedimientos
normalizados de operacion establecidos en el laboratorio.

Evaluaciones. Todas se realizaron en las fenofases de
plantulay floracién.
Determinacién del contenido de clorofila a. Se siguié la
metodologia de Lichtenthaler y Wellburn (9) y se realiza-
ron cinco repeticiones.

Se pes6 un gramo de tejido foliar, se corté en peque-
filos pedazos y se maceraron con alcohol etilico (96 v/v);
se filtr6 a través de un papel de filtro de poros finos y se
completd hasta un volumen de 50 mL con alcohol. Poste-
riormente, se leyd la absorbancia a 665, 649 y 470 nm
para la clorofila a, b y los carotenos, respectivamente, y
se calcul6 la concentracién de pigmentos en mg (mL de
extracto)?, seglin las ecuaciones siguientes. Esta eva-
luacion se realizé en los estadios de plantula y floracion:

C,=13.95A —6.68A,,
dondeA,,., A, ,—absorbanciaa 470, 649y 665 nm

Determinacion del contenido de iones. Se realiz6 en el
laboratorio de bioquimica de la Facultad de Ingenieria de
la universidad de Granma.

Después de determinar el peso fresco de las mues-
tras, estas se lavaron con agua destilada. Posteriormen-
te, se introdujeron en bolsas de papel para su secado en
la estufa, DK 83 de fabricacion japonesa, a una tempera-
tura de 75°C durante 72 horas.

Los cationes y el fésforo fueron extractados con una
muestra de acidos (H_SO,; HNO_; HCIO,) en proporcion
1:10:4 (v/v) respectivamente. Las concentraciones de Ca,
Mg, K, Zny Fe en el extracto se determinaron mediante
espectroscopia de absorcion atomica empleando un
espectrofotémetro SHIMATSU AA-660.

El fosforo se calculé por el método de azul molibdeno.
El cloro, los nitritos, nitratos y sulfatos fueron extractados
con agua en ebullicién y su concentracion se determiné
por cromatografia de iones mediante un cromatografo
SHIMATZU HIC-6A.

El nitr6geno total se calcul6 por el método de micro
Kjeldahl, utilizando en su digestidn acido salicilico y sul-
furico. Después de finalizado el proceso de digestion, la
solucion fue diluida convenientemente para la
cuantificacion de N-NH,, considerado como nitrégeno to-
tal, mediante el método de Nessler, empleando un
espectrofotémetro HITACHI-1100. La absorbancia de las
soluciones se determin6 a una longitud de onda de 420 nm.
Analisis estadisticos. Se determin6 la media y su error
estandar para todos los indicadores evaluados en ambas
condiciones y se establecieron las diferencias entre los
tratamientos, un andlisis de varianza de clasificacion sim-
ple y mediante la prueba de comparacién mdltiple de
medias de MDS para un nivel de significacion del 5y 1%,

CE (dS.m™) pH MO cuando existieron diferencias entre los tratamientos. Se
inicial final (%) calculd, ademas, el coeficiente de correlacién entre los
0.32 4.63 6.4 2.96 valores de microelementos y el contenido de clorofila.

Composicion de las sales
Na* K* cat Mg? clt S0~  COjy HCO4 N P K"
(meq/100g de suelo) Tota (%) (mg/100 g)
2.34 0.04 0.48 0.36 0.82 0.66 0.0 0.54 0.01 5.66 18

33



Contenido de clorofila e iones en la variedad de trigo harinero Cuba-C-204 en condiciones de estrés salino

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de clorofila (a) disminuyé en la medida
gue se incrementaron las concentraciones salinas en
ambas fenofases desde el control hasta 12 ds.m™, mien-
tras que en los restantes tratamientos no existieron dife-
rencias (Figura 1). Este comportamiento indica estabili-
dad a medida que los niveles de salinidad se incrementan.
Sin embargo, las investigaciones sobre el efecto que pro-
voca la salinidad en la concentracion de pigmentos
fotosintéticos son abundantes y coincidentes, y tienden
arevelar que tales afectaciones son fundamentalmente
debidas a la destruccién de los cloroplastos y a un au-
mento de la actividad de la enzima clorofilasa, afectando
la sintesis de clorofilas (1, 5).
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Niveles de salinidad (dS/m)

Figura 1. Contenido de clorofila a en las fenofases
de plantulay floracién en condiciones de
estrés salino

Se encontr6é que, en condiciones salinas, en esta
variedad no se produce una disminucion pronunciada del
contenido de clorofilas durante la floracion respecto al
estadio de plantula. Este resultado contradice lo obteni-
do anteriormente en Cuba en relacion con la susceptibili-
dad del trigo a la sal en estadio de floracion. La suscepti-
bilidad fenoldgica del trigo a la salinidad es un tema muy
discutido y no todos los resultados convergen (6, 7).

Se ha estudiado que, en condiciones salinas, tam-
bién pueden surgir problemas con la disponibilidad de
micronutrientes, aunque la influencia de la salinidad so-
bre sus concentraciones en las plantas depende tanto de
la planta como del micronutriente considerado (9). Distin-
tos estudios muestran que la concentracion de hierro
aumentaba con la salinidad en plantas de guisante (10),
tomate, soyay calabaza (11), arroz (12), y disminuia en
cebada y maiz (13). La concentracién de manganeso
aumentaba en cebada, arroz, remolacha azucarera, to-
mate y disminuia en calabaza, guisante y maiz. Por otra
parte, la concentracion de zinc aumentaba en cebada,
judia, soya, tomate y calabaza, pero disminuia en maiz.
La salinidad incrementa los efectos de la toxicidad del
micronutriente en plantas de trigo cultivadas en soluciones
nutritivas con alta concentracion del micronutriente (14).

Mediante el andlisis de correlacion, se determing la
relacién entre el contenido de clorofila y diversos elemen-
tos quimicos implicados en funciones metabdlicas y fi-
siolgicas de las plantas evaluadas en los estadios de
plantulas y floracién (Tabla ).

Tabla I. Coeficientes de correlacion entre el conte-
nido de clorofilay la concentracion de di-
versos iones en el follaje en las fenofases
de plantula y floracion

Elemento Coeficientes de correlacion (r?)
Estadio de plantula Estadio de floracion

Nitrogeno 0.31 0.03
Fosforo 0.59 0.08
Calcio 0.04 0.01
Magnesio 0.20 0.05
Potasio 0.09 0.01
Sodio -0.74* -0.76*
hierro 0.05 0.02
Zinc 0.53 0.06

Desde décadas anteriores, se ha informado que el
estrés por salinidad durante la etapa vegetativa suprime
el crecimiento de todos los 6rganos de la planta, aunque
el crecimiento de la raiz es menos afectado que el de la
parte aérea (15). Al incrementarse la concentracion de
sales, el peso seco de la raiz disminuy6 con la salinidad;
esta reduccién se acentu6 significativamente en las plan-
tas cultivadas con 12 dS.m™ de NaCl (Figura 2).

Peso seco de raiz (g/planta)

0 T T T 1

0 4 8 12
NaCl (nM)

Figura 2. Efecto de la concentracion de NaCl en el
peso seco de la raiz de la variedad de
trigo Cuba-C-204

Las plantas generalmente mantienen una proporcion
caracteristica entre raiz/follaje. Cuando esta proporcion
es afectada, la respuesta inmediata de la planta es dis-
minuir la acumulacién de materia seca en ambas partes
y muchas veces trata de compensar la pérdida mediante
un rapido crecimiento de la parte afectada, para restable-
cer la proporcién raiz/follaje que la caracteriza (16).
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En este estudio la relacidn raiz/follaje disminuyé con
el incremento de la salinidad y estas reducciones fueron
significativas (Tabla I1).

Tabla Il. Efecto de la salinidad inducida por NaCl en
la relacidn raiz/follaje e indice de creci-
miento (IC) del follaje fresco y seco después
de 20 dias de tratamientos

NaCl Relacion IC IC
(ds.m®) raiz/follgje (peso fresco)  (peso seco)
0 0.5152+0.061 a 100.0a 100.0a
4 0.3954+0.147b 836b 77.1c
8 0.4077+0.088 b 82.3b 85.4b
12 0.3741+0.145 c 70.2¢c 73.1d

IC= Peso en tratamiento salino*100/peso en control
Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas
para p<0.05 de acuerdo a la prueba de MDS

El efecto negativo del estrés salino en la reduccion
del crecimiento de laraiz y el follaje, asi como de larela-
cioén raiz/follaje es conocido desde tiempo atras, pero no
ocurre en todas las especies (17).

La reduccion del crecimiento de las plantas bajo estrés
salino es debido a una alteracién en la tasa fotosintética y
modificacion en el metabolismo de los carbohidratos. La
produccion de biomasa y relacion raiz/follaje son criterios
comunmente utilizados para seleccionar individuos con
tolerancia a la salinidad, ya que el efecto inhibitorio que
causa el estrés salino sobre estas variables de crecimien-
to es mas notable en los cultivares sensibles a la salinidad
gue en los tolerantes de la misma especie (18).

El indice de crecimiento del follaje disminuyd
significativamente con el incremento de NaCl en los tratamien-
tos. Es bien conocido que el crecimiento de las plantas es
el resultado directo de una masiva y rapida expansion de
las células jovenes producidas por las divisiones
meristematicas (19). Sin embargo, la expansion celular tan-
to en raices como en hojas puede ser inhibida por la salinidad
(20), reduciendo el crecimiento como sucedio en este estudio.
Contenido de cationes en las raices de la variedad de
trigo Cuba-C-204 y su relacion con la tolerancia a la
salinidad. El contenido de Ca?'y Mg* en las raices no
mostraron diferencias significativas entre las diferentes
variantes experimentadas (Figura 3); sin embargo, el con-
tenido de K*y Na** si varié estadisticamente, producién-
dose correlacion negativa entre ellos. Este resultado esta
muy acorde con lo planteado sobre los efectos
nutricionales de la salinidad en las plantas. Generalmen-
te, se produce una interferencia por parte del sodio en la
absorcion de otros cationes como el K*. Este efecto es
propuesto como defensa para el organismo vegetal (21),
como via para elevar la concentracion de solutos en las
células y, por consiguiente, mantener un potencial hidrico
mas bajo que el del suelo, y asi garantizar la absorcion
de agua, pero tiene como resultado que si se incrementa
la concentracion de Na*incluido, se produce la toxicidad
idnica. Como consecuencia de estos efectos primarios,
a menudo ocurren otros estrés como el dafio oxidativo.
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Figura 3. Contenido de cationes en las raices ex-
puesto adiferentes tratamientos de NaCl

El papel delién Ca* en la respuesta de las plantas a
la salinidad resulta esencial, por su funcion estructural
en lamembranay su efecto sobre la actividad de algunos
trasportadores iénicos (22). Aunque con los resultados
de este experimento no puede ser sefialado, se ha repor-
tado que la presencia de Ca** puede reducir la magnitud
del efecto negativo de la salinidad en el crecimiento (23).

En la presente investigacién la reduccién de la ab-
sorcién de K* por el estrés salino coincide con lo reporta-
do anteriormente (6, 17, 24). La toxicidad que sufren las
plantas por sales de sodio es causada por el reemplazo
de K" por Na* en importantes reacciones bioquimicas (25).
Contenido de cationes en el follaje de la variedad de trigo
Cuba-C-204 y su relacién con la tolerancia a la salinidad.
El contenido de K™ disminuyd significativamente con el
incremento de NaCl en los tratamientos, mientras que el
Na* se acumulé mayormente en los tratamientos de 8 y
12 dS.m™. El contenido de K* disminuy6 y también se
observé que se redujo en los tratamientos de mayor con-
tenido de NaCl, aunque estas diferencias no fueron signi-
ficativas (Figura 4).

—s—Ca ——Mg —a—K ——Na

§0.6 A

12
dS/m

Figura 4. Contenido foliar de cationes a diferentes tra-
tamientos de NaCl en estadio de plantula
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Se encontré que el contenido de Ca?* y Mg?* dismi-
nuyé ligeramente con el incremento de NaCl para un nivel
superior a 8 dS.m™; sin embargo, para niveles menores
hubo un ligero incremento de su concentracion, aunque
estadisticamente estos no fueron significativos. Uno de
los primeros resultados que revelaron desequilibrios
nutricionales en las plantas, como consecuencia de la
presencia de iones salinos, se alcanzaron en estudios
de nutricién del Ca**, comprobandose en judias que la
absorcion de Ca* depende de la relacién Na‘*/Ca?*. Asu
vez, numerosos estudios muestran que la concentracion
de K* en la planta disminuye al aumentar la salinidad o la
relacién Na*/Ca* en el medio (26).

El contenido foliar de Na* se incrementé
significativamente, conforme se elevd la concentracion de
NaCl en los tratamientos. La disminucién del contenido
de potasio pudo haberse producido por la desestabiliza-
cion de la bomba Na*/K*. Las variaciones que se produ-
cen en la concentracion Na'/K*en las células ha sido un
tema muy discutido (23, 27), por su relacién con la tole-
rancia a la salinidad.

En los programas de mejora genética para la tole-
rancia a este tipo de estrés se trabaja en la introgresion
de genes que confieran tolerancia, basada en la estabili-
zacioén de la bomba Na*/K* en condiciones de estrés sa-
lino. Una de las aproximaciones a estos estudios ha sido
con el empleo de métodos estadisticos y mapeo
gendmico, con lo que se consigue asociar el fenotipo de
un caracter cuantitativo con marcadores genéticos a tra-
vés del analisis de loci de caracteres cuantitativos o QTL
(quantitative trait locus) (28).

El analisis genético por QTL permite emplear un
namero manejable de variables asociadas a un caracter
fisioldgico complejo: por ejemplo, absorcidn, selectividad
y compartimentacion idnica (29). En arroz, cultivo en el
gue la tolerancia se asocia con la exclusién de Na*y a
una mayor capacidad de absorcién de K*, la capacidad
de mantener una alta relacion K*/Na* esta regida por la
accion de genes aditivos y dominantes (30). Reciente-
mente, se encontraron QTL asociados a la absorcion de
K*y Na", y la selectividad K*/Na*, que podrian emplearse
como marcadores en la mejora genética por tolerancia a
salinidad en cebaday centeno (31). Se encuentra en es-
tudio el trigo (32).

El K" es uno de los principales solutos empleados
para el ajuste osmatico celular (25, 30, 33) y, por esta
razén, uno de los factores mas evaluados para determi-
nar tolerancia a la salinidad es la capacidad de las plan-
tas para mantener una elevada relacion K*/Na*, que le
permita llevar a cabo funciones fisioldgicas y bioquimicas
gue perturban el exceso de Na*.

La reduccién en la absorcién de K* en la planta por
el Na* es un proceso competitivo. Aunque las plantas
tienen una selectividad alta de K* con respeto a Na*, can-
tidades excesivas de K* pueden tener un efecto negativo
(34). Quizés por ello, a pesar de los numerosos estudios
gue indican la disminucién en la absorcion y traslocacion
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de K*en las plantas cultivadas en sustratos donde predo-
mina el Na*, hay pocos datos que demuestren que la
adicion de K™ en dichas condiciones mejore el desarrollo
de las plantas (35). Sin embargo, la disminucion de la
relacion Na*/Ca? por adicion de Ca* a la solucién nutriti-
va si recupera eficazmente los niveles de K* intracelular,
aumentando la tolerancia de la planta a la salinidad (36).
Ademas de este clasico desequilibrio i6nico, una dismi-
nucion de la concentracion de NO," en la planta en condi-
ciones salinas, ha sido ampliamente documentada en
distintas condiciones experimentales y con diferentes
especies de plantas (37). Sin embargo, a pesar de la
drastica reduccion de la concentracion de NO, en la hoja
como respuesta a la salinidad, aumentan o al menos no
disminuyen diversas fracciones nitrogenadas, como el
contenido en prolina, betaina y aminoacidos o proteinas
solubles totales (38). Estos resultados contradicen que
la deficiencia de nitrégeno per se sea un efecto toxico de
la salinidad (39).

Por otra parte, se ha comprobado que el NaCl puede
también inducir toxicidad de fésforo en algunas especies como
maiz (40), sésamoy en ciertas variedades de soya (16).

Los estudios de la tolerancia al estrés salino basa-
dos en indicadores fisioldgicos tales como la absorcion,
retencion o exclusion de iones, es una de las vias mas
efectivas para la exploracién del germoplasma disponi-
ble. En el caso particular del trigo, que esta siendo objeto
de introduccién y validacion en la region oriental de Cuba,
donde el 55 % de los suelos dedicados a la agricultura
son afectados por la salinidad, permiten discriminar va-
riedades con tolerancia a esta condicion estresante. Ac-
tualmente, en la region oriental se cuenta con 19 varieda-
des de trigo, las cuales estan siendo estudiadas en base
a indicadores fisiolégicos, bioquimicos y moleculares muy
precisos, que permiten su caracterizacién en cuanto al
grado de tolerancia a este tipo de estrés (41).
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