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CONTENIDOS DE PROLINA, GLICINA BETAINA Y PROTEINAS
SOLUBLES TOTALES EN 12 VARIEDADES CUBANAS
DE TRIGO EN CONDICIONES SALINAS

L. Argentel® D. R. Lopez, L. M. Gonzalez, |I. Fonsecay E. Ortega

ABSTRACT. Proline, glicine betaine and total soluble protein
contents were determined in 12 Cuban wheat varieties, of T.
aestivum and T. durum species, growing under saline
conditions. Thus, two experimental variants were conducted
based on a concentrated nutrient solution. The first treatment
became salty with NaCl to an electric conductivity of 8 dS.m™
and the control treatment without applying NaCl. This test
was performed under hidropony conditions and treatments
were applied from sowing time until 45 days after seed
germination, when determinationswererecorded. Dataobtained
inthe control and stresstreatmentswere compared by t-student
test for 5 and 1 % significant levels. Asaresult, an important
increment of proline content was obtained in most varieties,
theaccumulation in foliage being bigger thanin roots. Glicine
betaine content was highly significant just in wheat varieties
of T. durum species. Total soluble protein content showed a
rather variable behaviour, even among varietiesfrom the same
species, that iswhy it was not considered an efficient indicator
of salinity tolerance. The varieties Cuba-C-204, INIFAT RM-36,
INIFAT RM-37 and INIFAT RM-26 showed the highest proline
accumulation.

Keywords: proline, glicine, betaine, proteins, wheat,
sainity

INTRODUCCION

La mayoria de las especies de cultivo consideradas
glicdfitas han desarrollado a lo largo del tiempo mecanismos
de tolerancia a la salinidad. De ahi se pueden diferenciar
especies glicdfitas tolerantes, moderadamente tolerantes
y otras que no toleran la salinidad, que son clasificadas
por susceptibles (1). Actualmente, se trabaja por
incrementar la tolerancia a la salinidad mediante la
introgresion de genes a partir de especies silvestres con
tolerancia a este tipo de estrés, pero este proceso resulta
extremadamente engorroso y lento, lo que trae el riesgo
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RESUM EN: En esteexperimento sedeterminaronloscontenidos
de prolina, glicina betainay proteinas solubles totales en 12
variedades cubanas de trigo, de las especies T. aestivumy
T. durum, cultivadas en condiciones salinas. Para ello se
montaron dos variantes experimentales basadas en una solucion
nutritiva concentrada. El primer tratamiento se salinizd con
NaCl aunaconductividad eléctricade 8 dS.m™ y €l tratamiento
control sin aplicar NaCl. Este ensayo serealizd en condiciones
dehidroponiay lostratamientos se aplicaron desde el momento
de la siembra hasta los 45 dias de germinadas las semillas,
cuando serealizaron las determinaciones. L os datos obtenidos
en los tratamientos control y de estrés se compararon por la
pruebadet-student paralosnivelesdesignificaciondel 5y 1 %.
Como resultado se obtuvo un significativo incremento del
contenido de prolina en la mayoria de las variedades, siendo
mayor laacumulacionen el follgequeenlasraices. El contenido
de glicina betaina solo fue altamente significativo en las
variedades de trigo de la especie T. durum. El contenido de
proteinas solubles totales presentd un comportamiento muy
variable, incluso entre variedades de lamisma especie, por 1o
que no se considerd un indicador eficiente de toleranciaala
salinidad. Lasvariedades CubaC-204, INIFAT RM-26, INIFAT
RM-37 e INIFAT RM-26 fueron las de mejor acumulacion de
prolina.

Palabrasclave: prolina, glicina, betaina, proteinas, trigo,
salinidad

de que cuando se obtenga una variedad, el nivel de
salinidad del suelo se haya incrementado, dado funda-
mentalmente por la significativa velocidad de salinizacion
de los suelos (2). Una de las técnicas mas adecuadas
para la mitigacién de los efectos adversos de la salinidad
es la seleccion de cultivares con tolerancia natural para
este caracter (3).

Durante el estrés salino las plantas activan diferentes
mecanismos fisioldgicos para asegurar la homeostasis
iGnica. Uno de ellos es el ajuste osmatico. Ante el inminente
aumento en la concentracion de Na*y ClI* en el suelo, la
planta garantiza disminuir el potencial osmatico y, en
consecuencia, el hidrico en las células de los diferentes
organos, evitando la toxicidad i6nica y la interferencia en
la asimilacion de cationes importantes, por lo que se
induce a nivel de gen la sintesis de compuestos organicos
osmoéticamente activos entre ellos la prolina, glicina-
betaina y se modifica el metabolismo proteico (2). Muchos
de los osmolitos y proteinas de estrés tienen funciones
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especificas bien descritas y otros probablemente
desintoxican las plantas de agentes estresantes o las
previenen de posibles dafios en su estructura (4). En algunos
organos de las plantas, ciertas sustancias como la prolina,
betaina, glicina betaina, varios carbohidratos y proteinas,
como la osmotina, se sintetizan y ello ha sido empleado
como un patrén importante para la seleccién de genotipos
tolerantes a este tipo de estrés (5, 6), por lo que su estudio
en el germoplasma disponible en condiciones de salinidad
puede emplearse, conjuntamente con otros indicadores
fisiolégicos y bioquimicos, para la identificacién de
tolerancia al estrés salino.

En la presente investigacion se exponen algunos de
los resultados en este sentido, en un germoplasma de
trigo conformado por variedades cubanas, las cuales estan
siendo objeto de investigacion y cultivo en condiciones
salinas en la region oriental de Cuba, donde otras especies
muestran susceptibilidad a la salinidad del suelo.

MATERIALES Y METODOS

Las variedades se establecieron en condiciones de
hidroponia, en el invernadero del laboratorio de Fisiologia
Vegetal, Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
México, Unidad «Guerrero Negro», con el objetivo de
determinar el comportamiento de las variedades en el nivel
critico de salinidad encontrado, tomando como criterios
de seleccidn algunos indicadores del régimen hidrico y
osmotico.

Se conformaron flotadores rectangulares de
poliespuma de 30x20 cm (7) y se seccionaron en cuatro
partes con una superficie de 15x8.5 cm, donde se
establecieron 20 semillas por cada seccion, que se
ubicaron de forma alineada para un total de 80 semillas
por variedad. Al fondo de los flotadores se colocé una
malla plastica con orificios de 4 mm?. Los flotadores se
ubicaron en bandejas plasticas rectangulares transparentes
de 50x39 cm, cubiertas con papel aluminio para evitar la
entrada lateral de luz. En cada bandeja se establecieron
dos variedades. La siembra se hizo a las 7:00 a.m. Se
afiadio un volumen inicial de cinco litros de soluciones,
hasta completar un volumen final de 18 litros, que conformaron
los tratamientos. Los flotadores se mantuvieron plena-
mente sobre el aguay se emplearon varillas de suspension,
para evitar la hiperhidricidad en las semillas. La aireacion
de las soluciones, en cada bandeja, se realizé con bombas
aireadoras (Mellin 2,8), que distribuian el aire a cada
bandeja con mangueras plasticas transparentes de 3 mm
de didmetro. Las variedades empleadas en el estudio se
describenenlaTablal.

Tratamientos. Estos consistieron en la aplicaciéon de dos
soluciones nutritivas, que se describen a continuacion:
T.: tratamiento salino: solucién nutritiva (8) salinizada a
base de NaCl con una conductividad eléctrica de 8 dS.m™
T,: tratamiento control: solucion nutritiva (9), siguiendo
las exigencias nutricionales del cultivo, con una
conductividad eléctrica de 0,36 dS.m™.
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Tabla I. Variedades empleadas y especies a que

pertenecen
No. Variedad Especie
1 Cuba-C-204 T. aestivum
2 INCA TH 32 W T. aestivum
3 INCA TH 24 N T. aestivum
4 INCA TD 18 T. durum
5 INCATD 16 E T. durum
6 INIFAT RM-30 T. aestivum
7 INIFAT RM-26 T. aestivum
8 INIFAT RM-29 T. aestivum
9 INIFAT RM-31 T. aestivum
10 INIFAT RM-36 T. aestivum
11 INIFAT RM-32 T. aestivum
12 INITAT RM-37 T. aestivum

Las soluciones nutritivas de los dos tratamientos
establecidos se ajustaron a un pH de 6.0 empleando el
medidor PH 40S. La conductividad eléctrica se midié por
un conductimetro MQ-EC.

Los tratamientos se dispusieron mediante un arreglo
experimental completamente aleatorizado. Cada variedad
se repitio cuatro veces en ambos tratamientos.

Variables evaluadas

Contenido de prolina. Se midi6 de acuerdo con el método
descrito (10). Una masa de 0.50 g de tejido foliar tomada
al azar de la parte media alas 10:00 a.m. en cada érgano
evaluado, replicada cuatro veces, se congeld en nitrégeno
liqguido y homogenizé con &cido sulfosalicilico (3 %). El
residuo se separo por centrifugacion a 13000 revoluciones
durante 10 min. Luego, 500,0 pL del extracto se hicieron
reaccionar con 500,0 pL de acido acético glacial y 500,0 pL
de ninhidrina a 100°C por una hora. La reaccion se detuvo
en bafio con hielo. El complejo cromoéforo-prolina se
extrajo con 1,0 mL de tolueno. La prolina se cuantificé en
un espectrofotometro Hewlett Packard 8452 a 520 nm,
usando L-prolina para la curva de calibracion.

Contenido de glicina betaina. Este contenido foliar (GB)
se determind siguiendo el método descrito (11). En las
12 variedades una masa de 2 g de follaje de 15 plantas,
de la parte media del follaje, tomadas al azar en cada
tratamiento, fue finamente molida y agitada mecanicamente
con 20 mL de agua deionizada durante 24 h a una tempe-
ratura de 25°C. Posteriormente, las muestras se filtraron
y el filtrado se diluyé a 1:1 con 2 N H SO. Las alicuotas
se almacenaron a 4°C durante 16 h; posteriormente, se
centrifugaron a 10000 rpm durante 15 min a una temperatura
de 0°C. El sobrenadante se separé suavemente con un
capilar de cristal. Los cristales se disolvieron en 9 mL de
1,2-dicloroetano. Después de 2 h de reposo, se midio la
absorbancia a 365 nm, en un espectrofotdmetro Hewlett
Packard 8452, utilizando Glicin betainato ionizado (GBI)
para la curva de calibracion.

Contenido de proteinas solubles totales. Una muestra de
1.0 g de material fresco finamente cortado se deposito en
un mortero y se macerdé. La extraccion se realizé con
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40,0 mL de una solucién buffer de fosfato a pH 6.86,
preparado a partir de fosfato de potasio, solucion que se
adiciond lentamente mientras se efectuaba la extraccion.
El extracto se decant6 en tubos de centrifugacién de 50 mL
y se centrifug6 a 10000 rpm durante 7 min. Finalmente,
la solucion sobrenadante separada se trasvasd a matraces
volumétricos de 50 mL. Se emple6 papel filtro no. 3 en el
filtrado, para prevenir la transferencia de residuos. Se
agreg6 un volumen de 0.25 mL del reactivo Folin-Ciocalteu
diluido (concentracion acida 1M). El contenido de proteinas
solubles totales se cuantificO mediante fotometria de
absorcion en un espectrofotémetro Hewlett Packard 8452,
a una longitud de onda de 750 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de prolina. Este se incremento
significativamente en las plantas sometidas al medio
salino en todas las variedades estudiadas, existiendo una
amplia variabilidad en los resultados. En las variedades
Cuba-C-204, INIFAT RM-30, INIFAT RM-36 e INIFAT RM-26,
los valores del contenido de prolina en las raices se
incrementaron en 10+1.42 mg.g* mf, siendo estas las
variedades que mas acumularon. Similar comportamiento
se presento en el follaje, con un incremento superior a
los 20 mg.g™* mf en las vainas y superior a 30 mg.g™* mf
en las hojas. Las variedades INIFAT RM-31, TH 24 N,
INCA TD 18 e INCA TD 16 E presentaron el menor
incremento del contenido de prolina en el medio salino
con un promedio de 3+0.37 mg.g* mf (Tabla I1). Este
incremento en las variedades pudo haber tenido lugar para
realizar el ajuste osmético en funcién de este compuesto
osmoticamente activo, con vistas a mantener el potencial
osmatico y, en consecuencia, el hidrico a un nivel muy
bajo, que permitiera absorber el agua en condiciones de
estrés salino. Entre todas las variedades, INIFAT RM-36
e INIFAT RM-26 fueron las que mas prolina acumularon.

Las variedades que toleran ciertos niveles de
salinidad, al ser sometidas a condiciones salinas
después de la germinacion, realizan un rapido ajuste

osmotico, generalmente en funcién de compuestos orgéa-
nicos (prolinay glicina betaina) y asi reducen el potencial
hidrico celular. Paralelamente, reducen la conductividad
hidraulica de las raices y sus membranas, para evitar la
entrada de iones téxicos; por ello, el crecimiento inicial
en algunas especies se retarda (12). Una vez lograda la
homeostasis, se puede restablecer el crecimiento (13).

Se ha sugerido que la prolina participa en multiples
roles en la tolerancia de las plantas al estrés, actuando
como mediador del ajuste osmético (7, 14), estabilizador
de proteinas y membranas, inductor de genes relacionados
con latolerancia al ajuste osmotico mediante mecanismos
de regulacion génica (15), fuente de carbono y nitrégeno
facilmente disponible en la rehidratacion celular (16), fuente
de equivalentes de reduccion del catabolismo de prolina,
para sostener la fosforilacién oxidativa y generacion de
ATP durante la recuperacion del estrés. Ademas, ayuda
al control de la acidosis del citosol y puede mantener la
relacion NADH/NAD™ a valores compatibles con el
metabolismo (13), y ayuda alas células a superar la tension
oxidativa-cosechador de especies reactivas de oxigeno- (14).
En muchas especies de cereales como en trigo
T. aestivum y cebada, en condiciones de estrés salino,
la acumulacion de prolina ha sido atribuida a un aumento
de su biosintesis (17), debido a la induccion de la actividad
de la enzima «1-pirrolina-5-carboxilasa sintetasa (P5CS)
y la alta concentracion de acido glutamico (18).

En un estudio realizado al analizar 30 cultivares de
Triticum aestivum L. sometidos a estrés salino, el contenido
de prolina en hojas aumentd 15.2 veces en 19 cultivares
considerados como tolerantes a sales, mientras que en
los cultivares moderadamente tolerantes aument6 7.8
vecesy en un cultivar considerado susceptible se encontré
un aumento de prolina solo de 5.4 veces en relacién con
el control, cuando se aplicé una concentraciéon de NacCl
de 16 dS.m™*, ademas de que en las variedades de mayor
acumulacion de prolina fueron las de mayor ajuste
osmotico (14). Un comportamiento similar se ha obtenido
en otras especies como el maiz (16).

Tabla Il. Contenido de prolina en raices, vainas y hojas de las plantas de variedades estudiadas en medio

salino y control

Variedad Prolina (mg.g™* mf) (raices) Prolina (mg.g* mf) (vainas) Prolina (mg.g* mf) (hojas)
Control Salino Control Salino Control Salino
Cuba-C- 204 1,23 11,34** 4,75 23,55** 7,21 37,15**
INCA TH 32w 1,35 7,89*%* 3,92 23,91** 5,42 32,31**
TH 24 N 1,43 7,11** 2,47 21,34** 5,46 31,79**
INCA TD 18 3,52 6,97** 1,43 18,55** 3,72 23,13**
INCATD 16 E 3,68 7,19** 2,17 16,13** 4,11 20,49**
INIFAT RM -30 1,89 12,09** 3,22 24,15** 6,84 31,72*%*
INIFAT RM -26 1,56 10,46** 2,17 21,41** 5,97 36,68**
INIFAT RM -29 1,34 7,95 ** 2,43 23,34** 4,86 30,31**
INIFAT RM -31 1,46 7,46** 2,12 24,13** 4,75 32,45*%*
INIFAT RM -36 1,43 13,09** 2,63 19,84** 6,13 34,66**
INIFAT RM -32 1,31 7,53** 2,44 25,62** 4,76 25,62**
INIFAT RM -37 1,88 12,10** 3,11 21,47** 6,78 35,54**

* y ** representan diferencias significativas para el 5y 1 % respectivamente por la prueba de t-Student
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La obtencion de plantas genéticamente modificadas
con mayor capacidad de acumulacién de compuestos
organicos con funcién protectora: prolina, betaina y glicina
betaina, ha resultado en fenotipos con mayor tolerancia a
salinidad (17). La modificacion de otros factores: moléculas
sefial, factores de transcripcion, etc., también tiene efecto
en la respuesta de la planta y son objetivos promisorios
en la busqueda de tolerancia por el efecto pleiotrépico
gue tienes sobre los genes y proteinas de estrés (18).

Sin embargo, se ha planteado que el aumento de

prolina es solamente uno de los factores que ayuda a las
células a mantener el bajo potencial osmético y, en
consecuencia, el potencial hidrico, mientras que otros
procesos deben llevarse a cabo para aumentar la habilidad
de las plantas, a fin de tolerar la deficiencia fisiologica de
agua y vencer el estrés osmotico, para sostener su
crecimiento y desarrollo mediante la sintesis de otros
compuestos osméticamente activos como la glicina
betainay las proteinas solubles totales (16).
Contenido foliar de glicina betaina. Este se increment6
significativamente en el follaje de la mayoria de las
variedades en el tratamiento salino, pero su incremento
medio general solo fue de 2,3 mg.g™ ms respecto a los
valores obtenidos en el tratamiento control (Figura 1). Un
elemento significativo en el estudio realizado fue que las
variedades de T. durum acumularon mas glicina betaina
gue las de trigo harinero y su incremento ascendié a mas
de 10 mg.g™* ms en el follaje; sin embargo, estas variedades
de trigo duro fueron las que menos prolina acumularon.
Actualmente, se han obtenido variedades de T. durum
gue sintetizan mas glicina betaina que prolina y han
mostrado mayor tolerancia a la salinidad.
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* y ** representan diferencias significativas y altamente significativas
por la prueba de t-Student para el 5y 1 % respectivamente

Figura 1. Contenido de glicina betaina en plantulas
delas variedades estudiadas en condiciones
de salinidad

En muchas especies de un género determinado
responden de manera muy diferente a la salinidad por su
capacidad de sintesis, acumulacion de compuestos
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osmaéticamente activos y ajuste osmotico. Es algo dificil
asegurar que en tales condiciones se acumula solo un
tipo de compuesto osméticamente activo (19, 20). Dentro
de los compuestos organicos que generalmente se
sintetizan a nivel celular para el ajuste osmético en
condiciones de salinidad o sequia, se encuentran la glicina
betaina y prolina, siendo este Ultimo aminoacido el de
mayor contribucion a la adaptacion de vegetales a estos
tipos de estrés abibticos (21, 22).

Contenido de proteinas solubles totales. Este se increment6
significativamente en algunas variedades en el medio salino
respecto al control, mientras que en otras disminuy6
(Figura 2). En algunas variedades de la especie T. aestivum
se produjo una disminucion del contenido de proteinas solubles
totales, probablemente para elevar la concentracion de
aminoacidos libres en el citosol y asi disminuir su potencial
hidrico y mantener la entrada de agua. En este caso, INIFAT
RM-36, INIFAT RM-26, INIFAT RM-30, INIFAT RM-37 y
Cuba-C-204 e INCA TH 24 N fueron las variedades con
disminuciones mas significativas. En las variedades de la
especie T. durum INCATD 16 Ee INCATD 18y las de
T. aestivum INIFAT RM-29, INIFAT RM-31, INIFAT RM-32, el
contenido de proteinas solubles totales se incrementé.
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Figura 2. Contenido de proteinas solubles totales en
las variedades detrigo en condiciones desalinidad

En condiciones de salinidad, en muchas especies
de cereales, primeramente se produce un incremento del
contenido de proteinas solubles totales, pero estos valores
van descendiendo debido a la actividad de las proteasas,
para emplear los aminoacidos en el recambio proteico,
como fuente de energia, fuente carbonada o nitrogenada,
ademas de emplear, en un primer paso, los aminoacidos
para el incremento de la concentracion de compuestos
osmaGticamente activos y asi asegurar la disminucion del
potencial osmatico y, en consecuencia, el potencial hidrico
celular (23). Este proceso quizas fue el que se produjo en
las variedades estudiadas.
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Entrigo se ha planteado que existen dos mecanismos
de tolerancia a la salinidad en funcién del metabolismo
proteico: en un primer momento se produce un incremento
significativo del contenido de proteinas solubles y estos
valores pueden mantenerse en dependencia de las
necesidades energéticas y osméticas de la planta. En un
segundo momento, fundamentalmente en variedades mas
sensibles, se produce de inmediato una significativa
protedlisis para elevar la concentracion de solutos en el citosol
y mantener el potencial hidrico en valores inferiores al del
suelo, asegurando la entrada de agua. Las especies y
variedades que no incluyen sodio y, por consiguiente, no se
produce interferencia en la asimilacion de potasio, degradan
mas rapidamente las proteinas que las incluyentes (24).

Los resultados del presente estudio contribuyen a la
evaluacion de la tolerancia a la salinidad en el
germoplasma de trigo que se emplea en Cubay ofrecen
un elemento importante sobre el funcionamiento vegetal
en condiciones adversas como la salinidad de los suelos,
visto en funcién de modificaciones fisiolégicas y
bioguimicas que garantizan el metabolismo celular y
macroscopicamente la productividad.

Actualmente, el comportamiento de estas y otras
variables fisiolégicas, bioquimicas y agronémicas estan
siendo objeto de estudio, para la introduccién y validacién
de variedades tolerantes a la salinidad en la regién oriental
de Cuba (25), asegurando un acercamiento a la rentabilidad
de los suelos salinos y el incremento de la biodiversidad
de especies en ecosistemas fragiles y degradados.
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