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RESUMEN

La caraota (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo cuyo rendi-
miento se reduce marcadamente en suelos salinos. Se condujo
un experimento en cobertizo con las variedades ‘Tacarigua’ y
‘Montalban’, a fin de estudiar el impacto de la salinidad so-
bre el crecimiento, el daiio oxidativo foliar y el contenido de
algunos metabolitos secundarios antioxidantes presentes en las
hojas de este cultivo. Plantas de quince dias de edad fueron es-
tresadas con 40 u 80mol'm> de NaCl; a los 7 y 14 dias después
de iniciado el estrés salino (ddes) se determiné el contenido re-
lativo de clorofila mediante la lectura de valores SPAD, grado
de peroxidacion lipidica (GPL), concentracion de alcaloides,
fenoles totales y flavonoides en la hoja y, ademas, se estimo
drea foliar total, biomasa aérea y radical, y relacion biomasa

radical/biomasa del vastago (R/V) a los 14 ddes. La concen-
tracion de 80mol'm> de NaCl fue letal para ambas variedades,
mientras que a 40mol'm> se redujeron todas las variables de
crecimiento, excepto la relacion R/V en ‘Tacarigua’. Con base
en los valores SPAD y GPL, ‘Montalban’ mostro mayor dario
oxidativo a nivel foliar que ‘Tacarigua’. A los 14 ddes, en las
plantas estresadas se incrementd la concentracion de alcaloides
y flavonoides y disminuyo el contenido de fenoles totales, mos-
trando ‘Tacarigua’ mayor contenido de los primeros dos meta-
bolitos que ‘Montalban’. Estos resultados muestran diferencias
genotipicas en la respuesta a la salinidad en este cultivo, con
ventajas para ‘Tacarigua’ sobre ‘Montalban’.

Introduccion

La salinidad en los suelos
es uno de los principales fac-
tores ambientales que limitan
la productividad agricola, de-
bido a la sensibilidad que ma-
nifiestan la mayoria de las
plantas cultivadas ante este
tipo de estrés (Maas, 1990).
La distribucion de suelos sali-
nos es amplia y ha venido
aumentando progresivamente,
restringiendo el uso de las
tierras de vocacion agricola a
nivel mundial, por lo que es
necesario que se concentren
esfuerzos en la comprension
de los mecanismos fisiologi-
cos de respuesta ante el estrés
salino, a fin de generar infor-
macion util que pueda ser
usada en programas de mejo-

ramiento genético dirigidos a
incrementar su tolerancia a la
salinidad en los cultivos (Pit-
man y Léuchli, 2002).

La presencia de sales en el
suelo inhibe el crecimiento de
las glicofitas debido a que pro-
vocan alteraciones en el balan-
ce hidrico, relaciones ionicas,
distribucion de asimilados y
otros procesos fisioldgicos y
bioquimicos (Willadino y Ca-
mara, 2005; Munns y Tester,
2008). Adicionalmente, en las
plantas sometidas a estrés sali-
no, se incrementa la produc-
cidon de especies activas de
oxigeno (EAO), debido a la
alteracion en la transferencia
de electrones durante los pro-
cesos de fotosintesis y respira-
cion (Silveira et al., 2005; Ab-
dul et al., 2009), lo que provo-

ca procesos degenerativos de
biomoléculas, tales como pe-
roxidacion de lipidos (Shalata
y Tal, 1998; Silveira et al.,
2005), oxidacién de aminoaci-
dos y fragmentacion de protei-
nas (Bartels y Sunkar, 2005),
inhibicion de actividad enzi-
matica (Gueta-Dahan et al.,
1997), y dafios estructurales
en acidos nucleicos (Sairam y
Tyagi, 2004) y en otras biomo-
léculas como la clorofila (Al-
ves Da Costa et al., 2005;
Zhao et al., 2007), todo lo
cual va en detrimento de las
funciones vitales de la planta.

El funcionamiento del sis-
tema antioxidante en condi-
ciones salinas es relevante
debido a su funcion protec-
tora, controlando la prolife-
racion de EAO. Este sistema

incluye compuestos enzima-
ticos, asi como metabolitos
no enzimaticos de naturaleza
muy variada (Abdul ef al.,
2009). Dentro del segundo
grupo se incluyen los meta-
bolitos secundarios; no obs-
tante, es poco lo que se co-
noce sobre su accion depura-
dora (Hadacek, 2002) y su
relacion con la capacidad de
adaptacion a diferentes tipos
de estrés abiotico, entre ellos
la salinidad (Ali y Abbas,
2003; Wahid y Ghazanfar,
2006; Ksouri et al., 2007).
La caraota (Phaseolus vul-
garis L.) es un cultivo de
gran importancia en Vene-
zuela, pero en los ultimos
afios su produccion ha decre-
cido considerablemente en el
pais y se ha sefialado que la
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EFFECT OF SALINITY ON GROWTH, OXIDATIVE DAMAGE AND FOLIAR CONCENTRATION OF SOME
SECONDARY METABOLITES IN TWO BEAN (Phaseolus vulgaris L..) VARIETIES

Marina Garcia, Grisaly Garcia Gil and Maria Elena Sanabria
SUMMARY

The yield of black bean (Phaseolus vulgaris L.) is strongly
reduced on saline soils. A greemhouse experiment was con-
ducted with the varieties ‘Tacarigua’ and ‘Montalban’, in order
to determine the impact of salinity on growth, oxidative dam-
age and the possible role of some secondary metabolites on the
antioxidant response of this crop. Fifteen days-old plants were
stressed with NaCl (40 or 80mol'm?); at 7 and 14 days after
saline stress (dass), relative chlorophyll content (RCC), lipid
peroxidation grade (LPG) and alkaloids, total phenols and fla-
vonoids concentration were determined; also total foliar area,
root and shoot biomass and root biomass/shoot biomass ratio

(R/S) were measured at 14 dass. Concentration of 80 mol m
NaCl resulted lethal for both varieties, and at 40 mol m? all
the growth variables were reduced, except R/S in Tacarigua’.
Based on RCC and LPG values, ‘Montalban’ showed higher
oxidative damage than ‘Tacarigua’. At 14 dass, concentration of
alkaloid and flavonoid was increased and total phenols content
decreased in both varieties, showing ‘Tacarigua’ a higher con-
tent of the first two metabolites than ‘Montalban’. These results
showed genotypic differences in response to salinity in this crop,
with advantages in ‘Tacarigua’ over ‘Montalban’.

EFEITO DA SALINIDADE SOBRE O CRESCIMENTO, DANO OXIDATIVO E ACUMULACAO FOLIAR DE
METABOLITOS SECUNDARIOS EM DUAS VARIEDADES DE Phaseolus vulgaris L.

Marina Garcia, Grisaly Garcia Gil e Maria Elena Sanabria

RESUMO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma cultura sensivel a sais
e o seu rendimento é fortemente reduzido neste tipo de solos. Foi
conduzido um experimento sob condigbes de estufa com as varie-
dades ‘Tacarigua’ e ‘Montalban’, a fim de determinar o impacto
da salinidade sobre o crescimento dano oxidativo foliar e o con-
teudo de alguns metabolitos secundarios em folhas dessa cultu-
ra. Plantas de quinze dias de idade foram estressadas com NaCl
(40 mol-m? ou 80 molm>); 7 e 14 dias apds o inicio do estres-
se salino (ddes). Foi determinado o conteudo relativo de clorofi-
la mediante leitura de valores SPAD, grau de peroxidagdo lipidica
(GPL) e concentragdo de alcaldides, fendis totais e flavonoides;
além foram determinadas a area foliar, biomassa aérea e radicular

e relagdo biomassa radicular/biomassa aérea (SR/AS) 14 ddes. A
concentrag¢do de 80 mol m? de NaCl foi letal para ambas as va-
riedades, enquanto que com a concentrag¢do 40 mol m? todas as
variaveis de crescimento foram reduzidas, exceto a relagdo SR/SA
na variedade ‘Tacarigua’. Baseado nos valores de SAPD e GPL,
‘Montalban’ mostrou maior dano oxidativo do que ‘Tacarigua’.
Em plantas estressadas observou-se incremento do conteudo de al-
caloides e flavondides e diminui¢do do conteudo de fendis totais,
mostrando ‘Tacarigua’ o maior conteudo dos primeiros dois meta-
bolitos do que ‘Montalban’. Esses resultados mostram diferencas
genotipicas na resposta a salinidade nesta cultura, com vantagens
para ‘Tacarigua’ sobre ‘Montalban’.

salinidad de los suelos es
uno de los factores que limi-
ta su productividad (Morros,

con propiedad antioxidante
en las variedades de caraota
(Phaseolus vulgaris L.) ‘Ta-

ron: densidad de flujo foto-
nico 625umol-m?s7!, tempe-
ratura diurna promedio

previamente esterilizada con
calor. Se colocaron tres se-
millas por bolsa y luego de

1992; Villafane, 2000). Esta
especie es sensible a las sa-
les; sin embargo, se ha de-
mostrado una gran variabili-
dad intraespecifica en su
respuesta ante este factor
estresante (Moreno-Limon et
al., 2000; Gama et al., 2007,
Campos et al., 2009). En
cuanto al papel de los meta-
bolitos secundarios en la
respuesta de este cultivo
ante condiciones salinas, se
conoce muy poco.

El objetivo de esta investi-
gacion consistié en estudiar
el efecto del estrés salino
provocado con NaCl sobre el
crecimiento, dafio oxidativo y
acumulacion foliar de algu-
nos metabolitos secundarios

carigua’ y ‘Montalban’ du-
rante la fase juvenil del culti-
vo, a fin de verificar si exis-
ten diferencias genotipicas
entre éstas ante la salinidad
del sustrato y su posible vin-
culacion con el comporta-
miento del sistema antioxi-
dante de este cultivo.

Materiales y Métodos

El experimento se realizé en
un umbraculo del Instituto de
Botanica Agricola, Facultad de
Agronomia, Universidad Cen-
tral de Venezuela, Maracay,
Venezuela, (10°17'14"N vy
67°36'02"'0), a 480 msnm.
Las condiciones climaticas
dentro del umbraculo fue-
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35°C, temperatura nocturna
promedio 23°C y humedad
relativa promedio 57%. Se
utilizaron las variedades de
caraota ‘Tacarigua’ y ‘Mon-
talban’, ampliamente usadas
por los productores del pais.
Las semillas fueron suminis-
tradas por el banco de ger-
moplasma de la Unidad de
Conservacion de Recursos
Fitogenéticos, INIA/Ceniap,
Maracay, Venezuela, y antes
de la siembra, las mismas
fueron desinfectadas con
cloro comercial al 3% y bac-
tericida Phyton.

Para la siembra se usaron
bolsas negras de polietileno
de 4kg de capacidad, conte-
niendo arena lavada de rio

la emergencia se realiz6é un
raleo para dejar solo una
planta, conformando una po-
blacion de 72 plantas (36
plantas/genotipo). El riego se
efectud con agua de grifo
los primeros tres dias des-
pués de la siembra (dds) y a
partir de alli, con una solu-
cion nutritiva preparada si-
guiendo la formula recomen-
dada por Cabrera (2003),
cuya composicion (mol-m?)
es 13,9 N; 2,1 P; 4,1 K; 0,5
Mg; 9,4 S; 3,8 Ca; 7,2x1073
Fe; 3,6x107 Mn; 1,6x107 Cu;
9,3x10-3 B; 1x10* Mo; y
6,1x10- Zn. Esta solucién se
aplico diluida al 50% de su
concentracion hasta el octa-
vo dds, cuando se inici6 el
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riego con soluciéon nutritiva
completa.

Transcurridos 15 dds se
inici6 la salinizacion de las
plantas, afladiendo a la solu-
ciéon base de riego NaCl
40mol'm™ (salinidad modera-
da) u 80mol-m- (salinidad
alta). Paralelamente se dejo
un grupo control. Esas con-
centraciones se seleccionaron
con base en la conductividad
eléctrica umbral de la carao-
ta, estimada en 1dS-m’!
(Maas, 1990), lo que equiva-
le a ~10mol'm~ de NaCl.
Para ambos genotipos se dis-
tribuyeron aleatoriamente un
total de 12 plantas por cada
tipo de solucién de riego
aplicada; la concentracion de
las soluciones salinas se in-
crement6 en forma progresi-
va para evitar que las plan-
tas sufrieran shock osmético,
alcanzando la concentracion
de NaCl deseada al quinto
dia, a partir del cual se
mantuvo el lapso de estrés
por 14 dias. Cabe indicar
que 7 dias después de inicia-
do el estrés salino (ddes), las
plantas regadas con
80mol-m~ de NaCl mostra-
ron una clorosis fuerte y a
los 14 ddes la mayoria de
las mismas habia muerto.
Por tal razon, este tratamien-
to no se considero para la
estimacion de las variables
que se describen seguida-
mente.

Crecimiento

Al final del experimento
(14 ddes) se determind en
tres plantas por tratamiento
el area foliar total, biomasa
del vastago, biomasa de rai-
ces y la relacion biomasa de
raices/biomasa del vastago
(R/V). Para estimar el area
foliar, todas las hojas trifo-
liadas y los protofilos de
cada planta se llevaron a un
medidor de area foliar mar-
ca CI-202 (CID Inc., Camas,
WA, EEUU). Para la deter-
minacion de biomasa, se
separ6 el vastago y el siste-
ma radical de cada planta y
se secaron las muestras en
una estufa (70°C) durante
tres dias; posteriormente, se
registrdo el peso seco de
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cada componente y se cal-
culé la relacion R/V.

Contenido relativo de
clorofila

La estimacion de esta va-
riable se realizo a los 7 ddes
y a los 14 ddes en tres plan-
tas por tratamiento, usando
para ello un método no des-
tructivo consistente en medir,
en cuatro posiciones distintas
de la primera hoja trifoliada
de cada planta, la absorban-
cia foliar de luz utilizando
un medidor portatil SPAD-
501 (Minolta Corp., Ramsey,
NJ, EEUU), el cual registra
esta medida como un valor
numérico llamado unidades
SPAD (soil plant analysis
development), que ha mostra-
do una correlacion alta con
la estimacion de la concen-
tracion de clorofila usando
métodos espectrofotométricos
(Caires et al., 2005).

Peroxidacion de
lipidos

Esta determinacion
se realizd en tres plan-

nesys 20 (Thermo Instru-
ments, Madison, WI, EEUU)
a 532 y 600nm. La concen-
tracion de TBARS se calculd
por la diferencia de las dos
absorbancias entre el coefi-
ciente de extincion del acido
tiobarbitrico (155m-M"-cm™),
y el resultado expresado en
nmol-g?.

Concentracion de
metabolitos secundarios

Para determinar el conte-
nido de metabolitos secunda-
rios se usaron muestras de la
misma hoja utilizada para la
estimacion del grado de pe-
roxidacion lipidica, pero en
este caso se tomo el peso
fresco del material foliar y
luego éste se macerd en eta-
nol 96% por 48h a 27°C;
posteriormente se obtuvo un
filtrado que se concentrd a
presion reducida en un rota-

TABLA 1 ,
VALORES PROMEDIO DE AREA FOLIAR Y BIOMASA AEREA

bolito respectivo durante la
corrida, la cual fue aislada
para su cuantificacion (Vas-
quez et al., 2008) y el resul-
tado expresado en pg-g! de
peso fresco.

El analisis estadistico de
los resultados se hizo segun
un disefilo completamente
aleatorizado, en un arreglo
de tratamientos factorial 2x2
(2 variedades y 2 tipos de
solucion de riego, control y
40mol'm3 de NaCl), para un
total de cuatro tratamientos
con tres repeticiones cada
uno. Se efectud un analisis
de varianza (ANOVA) de
dos vias, y en el caso de
aquellas variables donde se
obtuvieron diferencias signi-
ficativas, se realiz6 una
prueba de medias de Tukey,
mediante el programa Statis-
tix version 8.0.

Resultados

EN DOS VARIEDADES DE CARAOTA
SOMETIDAS A ESTRES SALINO CON 40mol'm?
NACL DURANTE LA FASE JUVENIL

tas por tratamiento Factores Area foliar Biomasa aérea
> 2

sobre muestras de la . (cm?) (g)

primera hoja trifolia- Variedad

da, las cuales fueron Tacarigua 957,90 +485,11 a 4,56 £1,64 a

preservadas en frio Moqtalbén . 856,84 +438,01 a 4,52 £143 a

(-18°C) hasta su proce- Solucién de riego

samiento. Se siguié el ~ Control 1316,50 +164,15 a 5,89 £0,35 a

método propuesto por  NaCl 498,20 + 67,54 b 3,19 40,51 b

Cakmak 'y Horst Variedad - solucién de riego 0,505 ns 0,479 ns

(1991). Al momento de
iniciar la determina-
cion se prepard un ex-
tracto del material ve-
getal usando 0,1% &ci-
do tricloroacético, luego se
centrifugd, se obtuvo el so-
brenadante y al mismo se
afiadié una solucion de 0,5%
acido tiobarbiturico y 20%
acido tricloroacético. Las
muestras se incubaron a 95°C
durante 30min y la reaccion
se detuvo utilizando hielo.
Posteriormente se hizo la es-
timacion de sustancias reacti-
vas al acido tiobarbiturico
(TBARS), que es una medida
indirecta del grado de oxida-
cion de los lipidos de las
membranas celulares. Para
ello se midi6 la absorbancia
en un espectrofotometro Ge-

vapor BrinkmannM? (West-
bury, NY, EEUU) obtenién-
dose asi el extracto etanoli-
co. La cuantificacion de al-
caloides, fenoles totales y
flavonoides se realiz6 por
cromatografia ascendente de
capa fina, utilizando croma-
tofolios de silica gel (Merck
AL TCL 20x20cm, silica/gel
60 F,s,) y los solventes espe-
cificos indicados por Marca-
no y Hasegawa (2002) para
cada uno de estos metaboli-
tos. Una vez revelados los
cromatofolios se observé un
area irregular, correspon-
diente al ascenso del meta-

Valores corresponden a las medias tdesviacion estandar. Letras distintas dentro de
cada factor indican diferencia significativa (P<0,01) de acuerdo a la prueba de
medias de Tukey. ns: interaccion no significativa.

Crecimiento

La salinidad afecto nota-
blemente el crecimiento en
las dos variedades de carao-
ta estudiadas, siendo ese
efecto mas drastico en las
plantas  tratadas con
80mol'm3 de NaCl, las cua-
les a los 7 ddes mostraron
clorosis intervenal en las
hojas trifoliadas y necrosis
en los protoéfilos, mientras
que a los 14 ddes 75% de
ellas habia muerto, lo que
evidencia que esta concen-
tracion salina fue letal para
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TABLA II
VALORES PROMEDIO DE BIOMASA RADICAL Y
RELACION BIOMASA RADICAL/BIOMASA AEREA (R/V),
EN DOS VARIEDADES DE CARAOTA SOMETIDAS
A ESTRES SALINO CON 40mol-m?® NACL DURANTE

LA FASE JUVENIL

40mol-m3 de NaCl,
esta variable disminu-
y6 muy ligeramente en
‘Tacarigua’ y se redu-
jo significativamente
en ‘Montalban’ (Figu-

Variedad / Solucion de riego

Biomasa radical

Relacion biomasa

ra 1). A los 14 ddes,

(2) (R/V) el valor SPAD en las

Tacarigua plantas control aumen-
Control 3.41 40,194 a 0,57 £0,04 a té en relacion al ob-
NaCl 1,86 0,061 b 0.61 +0.09 a servado a los 7 ddes,
Montalban siendo este efecto ma-
Control 3,81 £0,187 a 0,72 0,07 a yor en ‘Montalban’
NaCl 0,70 £0,081 ¢ 0,24 0,02 b que en ‘Tacarigua’,
Variedad - solucion de riego 0,000%%* 0,000%** manteniéndose entre

ellas la misma tenden-

Valores corresponden a las medias *desviacion estandar. Letras distintas dentro de cada
columna indican diferencia significativa (P<0,01) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey.
** Interaccion altamente significativa.

ambas variedades. La apli-
cacion de 40mol'm> de
NaCl redujo significativa-
mente el area foliar y la
biomasa aérea, en una mag-
nitud similar en las dos va-
riedades estudiadas, lo que
refleja la no significancia
de la interaccidon genotipo-
solucion de riego para estas
dos variables (Tabla I).

En cuanto al sistema radi-
cal, la salinizacién con
40mol'm- provoco una dis-
minuciéon del peso seco de
las raices en las dos varie-
dades probadas, pero en la
variedad ‘Montalban’ esa
reduccién fue de mayor
magnitud que en ‘Tacari-
gua’, raz6én por la cual la
interaccién genotipo-solu-
cion de riego resultd esta-
disticamente significativa
para esta variable (Tabla II).
En cuanto a la relaciéon bio-
masa de raices/biomasa del

vastago (R/V), en la varie-
dad ‘Tacarigua’ esta rela-
ciéon no se afectd con la sa-
linidad, mientras que en
‘Montalban’ la misma se
redujo significativamente;
este comportamiento explica
la significancia de la inte-
raccion genotipo-solucién
salina para la relacion R/V
(Tabla II).

Contenido relativo de
clorofila

En cuanto al contenido re-
lativo de clorofila, expresado
como valores SPAD, ¢l com-
portamiento de las dos varie-
dades estudiadas fue distinto
en los dos periodos conside-
rados. A los 7 ddes, las plan-
tas control de ‘Montalban’
mostraron un valor significa-
tivamente mayor que las de
‘Tacarigua’, mientras que en
las plantas tratadas con

cia descrita para ese
primer lapso, en tanto
que en las plantas es-
tresadas, las dos varie-
dades mostraron una
reduccidn significativa del
valor SPAD, aunque en
‘Montalban’ esta disminucién
fue mas severa (Figura 1).

Peroxidacion de lipidos

En los dos periodos consi-
derados, el grado de peroxi-
dacion lipidica en las plantas
control fue significativamen-
te mayor en ‘Montalban’ que
en ‘Tacarigua’ (Figura 2). La
aplicacion de la solucion de
riego salina provoc un au-
mento significativo en esta
variable, respecto al valor
encontrado en las plantas
control en ambos genotipos
y en los dos periodos consi-
derados. Tanto a los 7 ddes,
como a los 14 ddes, la mag-
nitud del aumento en el gra-
do de peroxidacion de lipi-
dos, respecto al tratamiento
control, fue mayor en ‘Mon-
talban’, lo que refleja un gra-

50 800 -
EJ control O NaCl a a O control I NaCl
a b =1 b =
o OB b b ¢ 600 b
T = Q c —F
& 301 o g 5
F g 400
o c b
< 20 * c |
> 1 o d
é 200 -
10 ~ @ |
0 0
Tacarigua Montalban Tacarigua ‘ Montalban Tacarigua Montalban Tacarigua ‘ Montalban
7 ddes 14 ddes 7 ddes 14 ddes

Figura 1. Contenido relativo de clorofila (valor SPAD)
en la primera hoja trifoliada, en dos variedades de
caraota tratadas con 40mol'm= de NaCl, a los 7 y 14
dias después de iniciado el estrés salino (ddes). Le-
tras distintas en cada periodo de estrés indican dife-
rencia estadistica segtn la prueba de medias de

Tukey (P<0,05).

Figura 2. Grado de peroxidacion de lipidos expresado
como contenido de sustancias reactivas al acido tio-
barbitirico (TBARS), en la primera hoja trifoliada,
en dos variedades de caraota tratadas con 40mol-m™
de NaCl, a los 7 y 14 ddes. Letras distintas en cada
periodo de estrés indican diferencia estadistica segun

la prueba de medias de Tukey (P<0,05).
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do de estrés oxidativo mas
pronunciado en esa variedad,
siendo mayor la diferencia
entre ambos genotipos du-
rante el primer lapso de es-
trés considerado.

Concentracion foliar de
metabolitos secundarios

La acumulacion foliar de
alcaloides en las plantas con-
trol fue mas alta en ‘Tacari-
gua’ que en ‘Montalban’ en
los dos periodos evaluados,
siendo la diferencia entre am-
bas variedades sustancial-
mente mayor a los 7 ddes
(Figura 3a). Asimismo se ob-
servo que a los 14 ddes, la
primera variedad mostré un
descenso notable en el conte-
nido de este metabolito, en
comparacion a lo observado
en el periodo anterior, mien-
tras que en la segunda varie-
dad éste se incremento (Figu-
ra 3a). En cuanto a las plan-
tas tratadas con NaCl, a los
7 ddes no se encontraron di-
ferencias significativas en la
concentracion de alcaloides,
respecto a las plantas control,
en ninguna de las dos varie-
dades, mientras que en la
fase prolongada de estrés (14
ddes), se observd un incre-
mento significativo en el con-
tenido de este metabolito en
ambos genotipos, en relacion
a lo observado en las plantas
control. Cabe indicar que
para los dos periodos consi-
derados, el contenido foliar
de alcaloides en las plantas
bajo estrés salino fue mayor
en ‘Tacarigua’ que en ‘Mon-
talban’ en un 78 y 24%
aproximadamente, para el
primer y segundo lapso de
estrés, respectivamente.

En cuanto a la concentra-
cion de fenoles totales, en las
plantas control ésta fue signi-
ficativamente mayor en ‘Ta-
carigua’ que en ‘Montalban’
a los 7 ddes, y a los 14 ddes
su contenido fue similar en
las dos variedades. En este
ultimo lapso la acumulacion
de fenoles totales se redujo
en ambos genotipos, respecto
a la observada en el periodo
previo (Figura 3b). La salini-
zacion durante 7 dias, no
provoco cambios en la acu-
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noles totales en ‘Taca-
rigua’, mientras que en
‘Montalban’ ésta se re-
dujo significativamente.
A los 14 ddes, el con-
tenido foliar de fenoles
totales disminuy6 sig-
nificativamente en las
dos variedades, con re- 0
lacion al de las plantas

del tratamiento control,
siendo esa reduccidon 120
de 42 y 55% en ‘Taca-
rigua’ y ‘Montalban’,
respectivamente (Figu-
ra 3b).

En relacion a los fla-
vonoides, a los 7 ddes
no se detectd la pre-
sencia de este metabo- 0

Alcaloides (mg-gpf)

80

40

Fenoles totales (mg-gpf)

lito secundario ni en 25 -

las plantas control, ni
en las estresadas,
mientras que en el se-
gundo lapso evaluado
(14 ddes), solo en las
plantas tratadas con
40mol-m~ de NaCl se
evidencid la presencia
de flavonoides, siendo
su contenido significa-
tivamente mayor en
‘Tacarigua’ que en
‘Montalban’.

20

Flavonoides (mg-gpf)

Discusion

Los efectos descritos
del estrés salino im-
puesto sobre el creci-
miento en las dos variedades
estudiadas confirman la alta
sensibilidad a la salinidad de
este cultivo, el cual seglin
Maas (1990) es uno de los
mas sensibles a este factor es-
tresante. El tratamiento con la
concentracién salina alta
(80mol'm™) resulté letal para
las plantas, lo cual pone en
evidencia el marcado efecto
toxico de esta sal para las va-
riedades utilizadas. No obstan-
te, este comportamiento no
puede extrapolarse a condicio-
nes salinas de campo, ya que
en el suelo la salinidad por lo
comun es producto de la com-
binacion de distintas sales, y
el efecto toxico de las sales
simples es mucho mayor, com-
parado con el que provocan
las mezclas de sales (Garcia y
Medina, 2010). La solucion
salina con 40mol'm~ de NaCl

844

[

[Jcontrol I NaCl

al (2009), quienes detectaron

40 1—

una reduccion similar en el

T

area de los protofilos y la

acumulaciéon de biomasa

aérea, respecto al grupo

control, en las dos varieda-

des probadas en el presen-

te estudio cuando éstas
fueron estresadas con

b b 1 CH
- . NaCl (40mol'm?) durante

la fase plantular.
En las dos variedades el
tratamiento con 40mol'm™

de NaCl provocé una re-

duccién de la biomasa de

raices, pero la magnitud de
la misma fue sustancial-

mente mayor en la vaiedad
‘Montalban’ que en ‘Taca-
rigua’. Adicionalmente, la

relacion biomasa de la
raiz/biomasa del vastago
(R/V) no se afect6 en ‘Ta-

carigua’ pero en ‘Montal-
ban’ experimentd una re-
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b
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duccioén significativa, lo
que demostrd la capacidad
del primer genotipo para
mantener la proporcion de
asimilados destinados al
crecimiento del sistema

Tacarigua ‘ Montalban

7 ddes 14 ddes

Figura 3. Contenido foliar de alcaloides (a),
fenoles totales (b) y flavonoides (c) en dos va-
riedades de caraota tratadas con 40mol'-m= de
NaCl, a los 7 y 14 ddes. Letras distintas en
cada periodo de estrés indican diferencia esta-
distica segun la prueba de medias de Tukey
(P<0,05). ND: valor no detectado.

afectd notablemente el area
foliar y la acumulacion de bio-
masa aérea, sin diferencias
notables entre las dos varieda-
des. Este comportamiento se
corresponde con evidencias
previas en este cultivo. Neu-
mann et al. (1988) encontraron
una reduccién de 28% en el
area foliar de plantas de un
cultivar de caraota, al aplicar
100mol'm= de NaCl durante
tres dias, mientras que Ashraf
y Bashir (2004) observaron un
descenso del 50% del area fo-
liar en plantas tratadas con
35mol'm3 de NaCl durante 45
dias. Brugnoli y Lauteri (1991)
reportaron marchitez total de
las hojas de una variedad de
caraota al inducir estrés salino
con 50mol'm? de NaCl por un
lapso de 37 dias. Estos resulta-
dos coinciden ademés con lo
encontrado por Campos et al.

Tacarigua ‘ Montalban

radical bajo la condicion
salina impuesta, lo cual no
ocurriéo en ‘Montalban’.
Este hallazgo resulta de
interés ya que se ha de-
mostrado en especies como
el sorgo (Boursier y Léu-
chli, 1990) y en cafia de
azucar (Garcia y Medina,
2010), que aquellos genoti-
pos con mayor relacion raiz/
vastago usualmente tienen ma-
yor capacidad para enfrentar el
efecto osmotico provocado por
la salinidad y, por consiguien-
te, son menos sensibles al es-
trés salino.

Similarmente, Gama et al.
(2007) encontraron, en plantu-
las de caraota, un aumento en
la relacion raiz/vastago en los
genotipos que presentaron ma-
yor sobrevivencia bajo estrés
salino, mientras que lo contra-
rio ocurri6é en aquellos que
mostraron el efecto mas adver-
so ante las sales. Campos et
al. (2009) estresaron las mis-
mas variedades usadas en este
estudio con 40mol'm® de NaCl
durante la fase plantular y en-
contraron un incremento en la
relacion raiz/vastago respecto
a las plantas control, siendo
éste de mayor magnitud en

‘Tacarigua’ que en ‘Montal-
ban’, lo cual sugiere que la
tendencia de la primera varie-
dad para sostener un desarro-
llo adecuado de raices en con-
diciones salinas, es consistente
durante toda la etapa de desa-
rrollo vegetativo de esta espe-
cie. Sin embargo, el crecimien-
to de la parte aérea es afecta-
do en forma similar por la sa-
linidad en las dos variedades,
tanto en fase plantular como
en la juvenil. Es posible que el
mantenimiento de la relacion
raiz/véastago en condiciones de
salinidad tenga un impacto
favorable en fases posteriores
de la ontogenia de ‘Tacarigua’,
permitiéndole enfrentar mejor
el efecto de estrés hidrico im-
puesto por el estrés salino.

En cuanto al contenido re-
lativo de clorofila en la hoja,
las plantas no estresadas de
‘Montalban’ mostraron un
valor sustancialmente mayor
que las de ‘Tacarigua’ en los
dos periodos evaluados, lo
cual puede considerarse como
una cualidad favorable para
la primera variedad, tomando
en cuenta el papel central de
este pigmento en la fotosinte-
sis. Sin embargo, en las plan-
tas de ‘Tacarigua’ sometidas
a la condicion salina, el con-
tenido relativo de clorofila
solo disminuy6 en el periodo
de estrés mas prolongado,
mientras que en ‘Montalban’
éste se redujo significativa-
mente en los dos lapsos eva-
luados, y a los 14 ddes la
magnitud de esa disminucion
fue mas pronunciada en este
segundo genotipo. Esa reduc-
cion puede deberse a la inhi-
biciéon en la sintesis de pre-
cursores de la clorofila, lo
cual por lo comun se acentua
a medida que se prolonga el
periodo de estrés (Koca et
al., 2007). Asimismo, estu-
dios previos en genotipos de
sorgo (Netondo et al., 2004)
y de avena (Zhao et al.,
2007) con tolerancia salina
diferencial, han mostrado una
tendencia clara a una mayor
reduccién en el contenido de
clorofila y en la eficiencia
fotosintética en los genotipos
mas sensibles a las sales, res-
pecto a aquellos de menor
sensibilidad. Con base en
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esto, podria inferirse una
sensibilidad menor al estrés
salino impuesto en ‘Tacari-
gua’ en relacién a ‘Montal-
ban’, siendo este comporta-
miento mas evidente cuando
la duracion del estrés fue
mas breve.

Por otra parte, bajo la con-
dicion salina el grado de pe-
roxidacion de lipidos en los
dos periodos considerados fue
mayor en ‘Montalban’ que en
‘Tacarigua’, siendo la diferen-
cia entre ambas variedades
mas evidente en el lapso de
estrés mas corto, lo que su-
giere una mayor proliferacion
de especies activas de oxigeno
(EAO) en la primera varie-
dad. Tomando en cuenta que
la peroxidacion lipidica ha
sido reconocida por diferentes
autores como un indicador del
dafo oxidativo inducido por
la salinidad (Hernandez et al.,
2001; Koca et al., 2007), estos
resultados evidencian una me-
jor proteccion contra el dafo
oxidativo en ‘Tacarigua’, es-
pecialmente cuando el periodo
de estrés es mas breve.

Al analizar el efecto del
tratamiento salino sobre la
acumulacion foliar de metabo-
litos secundarios, se determi-
né que en los dos materiales
genéticos evaluados el conte-
nido de alcaloides no varid
significativamente a los 7
ddes, pero a los 14 ddes éste
aument6 en ambas variedades.
La concentracion de fenoles
totales disminuy6 en ‘Montal-
ban’ a los 7 ddes y se redujo
en ambas variedades a los 14
ddes, mientras que el grupo
de los flavonoides solo fue
detectado en las plantas sali-
nizadas, en el lapso de estrés
mas prolongado, siendo su
contenido significativamente
mayor en ‘Tacarigua’. Con
base en estos resultados, pue-
de inferirse que los alcaloides
y flavonoides pudieran tener
un papel importante en la
proteccion antioxidante ante el
estrés salino en caraota, espe-
cialmente a medida que este
se prolonga, ejerciendo proba-
blemente una accioén depura-
dora de las EAO, e inhibiendo
el efecto de estrés oxidativo
que éstas provocan. Por el
contrario, los fenoles conside-

rados en su totalidad, no pa-
recen tener un papel en la
respuesta antioxidante de las
variedades estudiadas.

Es de hacer notar que en la
variedad ‘Tacarigua’, a los 14
ddes la concentracion de alca-
loides y flavonoides fue signi-
ficativamente mayor que en
‘Montalban’, lo que sugiere
una mayor proteccion antioxi-
dante ante el estrés salino
impuesto en la primera varie-
dad cuando el lapso del mis-
mo fue mas largo. Anitha y
Kumari (2006) y Ahmad et
al. (2008) han mostrado un
efecto estimulante del NaCl
sobre la sintesis de alcaloides
en plantas medicinales. Asi-
mismo, en genotipos de ceba-
da (Ali y Abbas, 2003) y de
cafia de azucar (Wahid y
Ghazanfar, 2006), se ha des-
crito un incremento significa-
tivo en la produccion de fla-
vonoides en respuesta al es-
trés salino, lo cual coincide
con lo observado en las varie-
dades de caraota estudiadas
cuando el periodo de estrés se
hizo més prolongado. Cabe
resaltar que los flavonoides,
poseen la capacidad de limitar
la peroxidacion mediante la
modificacion del arreglo de
lipidos estructurales, reducien-
do la fluidez de la membrana,
lo cual restringe la difusion
de los radicales libres y con
ello el grado de estrés oxida-
tivo (Ali y Alqurainy, 2006).

Conclusiones

En condiciones salinas la
variedad ‘Tacarigua’ se com-
porté mejor que ‘Montalban’,
en cuanto a su capacidad
para sostener una inversion
adecuada de asimilados hacia
el desarrollo del sistema radi-
cal y una relacion raiz/vasta-
go mas alta, lo cual puede
conferirle ventajas para cre-
cer en condiciones de cultivo
en suelos con salinidad mo-
derada, al permitirle explorar
mejor el sustrato para enfren-
tar la condicion de suplencia
hidrica restringida que impo-
ne la salinidad. Dada la im-
portancia de este caracter, el
mismo podria ser util en pro-
gramas de mejoramiento ge-
nético, como criterio para la
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seleccion de materiales de
caraota que toleren mejor la
salinidad. El estrés salino
induyjo disminucién en el con-
tenido relativo de clorofila e
incrementd la peroxidacion
de lipidos a nivel foliar, y
esos efectos fueron mas pro-
nunciados en ‘Montalban’
que en ‘Tacarigua’, lo que
refleja una mejor proteccion
antioxidante en esta Ultima
variedad. A los 14 ddes, las
plantas salinizadas de las dos
variedades mostraron un au-
mento en el contenido foliar
de alcaloides y flavonoides y
una disminucién de fenoles
totales, lo que indica un posi-
ble papel protector de los dos
primeros metabolitos secunda-
rios ante el estrés oxidativo,
especialmente cuando el es-
trés salino se prolonga. Bajo
la condicion salina impuesta,
la concentracion foliar de al-
caloides y flavonoides fue
mas elevada en ‘Tacarigua’,
lo que sugiere un posible pa-
pel de esos dos metabolitos
en mejorar la respuesta de la
caraota al estrés salino.
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