Nutricion mineral y fotosintesis en plantulas de algarrobo blanco,
Prosopis alba (Fabaceae), en estrés salino
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ABSTRACT: Mineral nutrition and photosynthesis of Prosopis alba
(Fabaceae) seedlings under saline stress. Algarrobo blanco (Prosopis
alba G.) is a species of forest significance native to the Western Chaco
phytogeographic region. Despite being considered saline-tolerant, the
physiological mechanisms that endow the species with such charac-
teristics have not been dilucidated. This paper aimed to evaluate the
impact of saline stress upon the mineral nutrition and photosynthesis
of algarrobo blanco seedlings. The seedlings were grown hydroponi-
cally in 5| containers using a 25% Hoagland nutritive solution with or
without the supplementation of 500 mM of NaCl and kept in growth
chamber. Daily samples were taken to quantify both the Na*, K, CI,
NO, concentrations and the nitrate reductase enzymatic activity; the
chlorophyll a fluorescence emission was also measured. Root and leaf
biomasses were determined after seven days of treatment. An entirely
randomized experimental design with ten repetitions was used and
the data analyzed with ANOVA and the Tukey Test. The saline stress in-
hibited the development of the aerial part but had no effect on the root
development causing the increase of the root/aerial part ratio. Salinity
made the leaf Na* and Cl-concentrations increase and those of K* and
NO, decrease; however, the K* concentrations kept high throughout
the entire test. Together with a decrease in the NO, concentration, a
lower nitrate reductase activity occurred out of the fourth day of treat-
ment. A decrease in the values of gP and F /F_and an increase in the
NPQ that altogether indicates that saline stress caused photoinhibition
was also observed. These results show that the species tolerates saline
concentrations equivalents to sea water; the increase in the root/aerial
part rate and the high leaf concentrations of K* under saline-stress con-
ditions may both be highlighted as its physiological adaptations to sa-
line environments. Growth inhibition occurs because of the decrease in
the nitrate reductase activity and photoinhibition.

Key words: saline stress, nitrogen metabolism, chlorophyll a fluores-
cence, Prosopis alba.

RESUMEN: El algarrobo blanco (Prosopis alba G.) es una especie nativa
de la region fitogeogréfica del Chaco Occidental. Pese a que es consi-
derada tolerante a la salinidad, los mecanismos fisiologicos que le con-
fieren dicha caracteristica no han sido dilucidados. Este trabajo tuvo
como objetivo evaluar el impacto del estrés salino sobre la nutricion
mineral y la fotosintesis, en plantulas de algarrobo blanco. Las plan-
tulas se cultivaron hidropénicamente con o sin la suplementacion de
500 mM de NaCl. Se realizaron mediciones de emision de fluorescencia
de la clorofila a, y se cuantificaron las concentraciones de Na*, K*, Cl,
NO, y la actividad nitrato reductasa (ANR). Luego de 7 dias de trata-
miento se determiné la biomasa de raices y hojas. Se utilizé un disefio
experimental completamente aleatorizado, con 10 repeticiones y los
datos se analizaron con ANOVA y Test de Tukey. El estrés salino inhibio
el crecimiento de la parte aérea y no afectd el crecimiento radicular. La
salinidad aumentd las concentraciones foliares de Na*y Cl, y disminu-
y0 las concentraciones de K* y NO, y la ANR. También se observé una
disminucion en los valores de gP, F /F 'y ETR, con un aumento en NPQ,
demostrando que el estrés salino produjo fotoinhibicion.

Palabras clave: estrés salino, metabolismo del nitrégeno, fluorescencia
de la clorofila a, Prosopis alba.
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Entre los estreses abidticos, la salinidad constituye
una de las principales limitantes en la produccién ve-
getal, tanto en biomasa como en érea foliar (Bybordi &
Ebrahinmian, 2011). Aproximadamente la quinta parte
de los 2 800 millones de hectareas cultivables del plane-
ta estan afectadas por la salinidad, situacién que tiende a
agravarse (Ben Dkhil & Denden, 2010).

Las especies del Género Prosopis resultan muy intere-
santes para la restauracion de areas degradadas afecta-
das por procesos de salinizacion, ya que son altamente
tolerantes al estrés salino, y presentan maderas con ex-
celentes propiedades fisicas y mecanicas (Velarde, Felker
& Degano, 2003).

El algarrobo blanco (Prosopis alba G.) es una especie
arborea de importancia forestal del Chaco Occidental,
empleada en muebleria y carpinteria, que presenta
frutos aptos para el consumo humano y como forraje.
Habita las zonas bajas mas himedas en las sabanas con
suelos arenosos, formando cinturones alrededor de las
depresiones salinas (Giménez & Moglia, 2003). Si bien el
algarrobo blanco es considerado tolerante al estrés sali-
no, no se conocen los mecanismos fisioldgicos involucra-
dos en su adaptacion a dichas condiciones.

En muchas especies, la salinidad causa una disminu-
cién en la absorcién de K, Ca™?, NO,, y P, aumentando
las relaciones Na*/Ca*?, Na*/K*, Ca*’/Mg**y CI'/NOs' (Zang
etal, 2012). Las alteraciones en las concentraciones y re-
laciones de iones, pueden afectar procesos metabolicos,
como la fotosintesis, la sintesis de acidos nucleicos, la ac-
tividad de enzimas, la respiracién, la absorcién de iones,
e incluso la actividad microbiana en las raices (Carillo,
Annunziata & Pontecorvo, 2011; Siddiqui, Mohammad,
Khan, Mohamed & Al-Whaibi 2012).

Generalmente el nitrégeno es el nutriente que mas
limita el crecimiento de las plantas en la mayoria de los
suelos, y tanto su absorcién como su metabolismo pue-
den ser afectados por el estrés salino (Miura, 2013).

La nitrato reductasa (NR- EC 1.6.6.1.) es la primera en-
zima en la ruta de reduccién del nitrato, para su poste-
rior asimilacion. Su actividad catalitica esta sujeta a una
compleja regulacion, en respuesta a diferentes estimu-
los ambientales. El efecto de la salinidad sobre la acti-
vidad nitrato reductasa depende de muchos factores,
tales como la especie, fuente de nitrégeno, edad de la
planta, concentracién salina, y tiempo de exposicion al
estrés. Se ha reportado una disminucién significativa
en la actividad NR en hojas de Brassica juncea (Siddiqui,
Mohammad, Khan, Mohamed & Al-Whaibi 2012), ge-
notipos sensibles de trigo (Carillo et al.,, 2008; Yousfi,
Serret, Marquez, Voltas & Araus, 2012), tomate (Gong et
al., 2013), algodén (Kawakami, Osterhuis & Snider, 2013),

girasol (Ebrahimian & Bybordi, 2011), Vigna unguiculata
(Magalhaes de Aragao, Silva, Lima & Silveira, 2011) y ho-
jas y raices de dlamo (Ehlting et al., 2007) sometidas a es-
trés con NaCl. Por el contrario, el estrés salino incremento
la actividad nitrato reductasa en raices de pepino (Reda,
Migocka & Klobus, 2011) y tomate (Debouba, Maaroufi-
Dghimi, Suzuki, Ghorbel & Gouia, 2007).

El impacto del estrés salino sobre la fotosintesis pue-
de evaluarse a través del andlisis de variables de emisidn
de fluorescencia de la clorofila a. Se trata de un méto-
do no destructivo y muy sensible, capaz de detectar
alteraciones en la etapa fotoquimica, antes de que la
planta muestre sintomas visibles (Naumann, Young &
Anderson, 2007).

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el impacto del
estrés salino sobre la nutricion mineral y la fotosintesis,
en plantulas de algarrobo blanco.

MATERIALES Y METODOS

El germoplasma para la realizacién de este trabajo se
extrajo de un bosque P. alba desarrollado al margen de la-
gunas temporales, en la localidad de Maco (27°5120"Sy
64°13'27"W), Provincia de Santiago del Estero, Argentina.
Se seleccionaron al azar 50 arboles, cosechandose 50 fru-
tos de cada uno de ellos, que fueron posteriormente al-
macenados en heladera a 5°C hasta su utilizacién, para
evitar el ataque de insectos. Las semillas se extrajeron
manualmente de los frutos, y se trataron con un corte
en la posicion distal respecto al embrién, para facilitar su
imbibicion durante la germinacidn. La siembra se realizé
empleando toallas de papel humedecidas con agua des-
tilada, que se incubaron en camara de crecimiento por
un lapso de 15 dias a 25°C y bajo un fotoperiodo de 12
horas.

Las plantulas asi obtenidas, se cultivaron hidropénica-
mente en cdmara de crecimiento, en recipientes de cinco
litros (20 plantulas por recipiente) conteniendo solucion
nutritiva de Hoagland al 25% con o sin la suplementa-
cion de 500mM de NaCl (Silva et al., 2013).

Las pérdidas por transpiracién se compensaron me-
diante el agregado de agua destilada, manteniendo
constante el nivel de solucion en los recipientes. El pH
se ajustd a 6,5 mediante la adicién de KOH o H,SO, 0,1 N.

Diariamente se realizaron mediciones de emisién de
fluorescencia modulada de la clorofila a, y se tomaron
muestras de hojas, para determinar las concentraciones
de Na*, K+, Cl'y NO3'y.Ia actividad NR in vivo.

Al cabo de 7 dias de tratamiento las plantas se retira-
ron de la solucién nutritiva, se lavaron con agua destilada,
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y se secaron en estufa de ventilacion forzada a 60°C, para
luego determinar la biomasa de raices y hojas. El experi-
mento se repitié dos veces.

Las concentraciones de Na*, K*, Cl'y NO, se cuantifica-
ron de acuerdo a la metodologia descripta por Malavolta,
Vitti y Oliveira (1989). Siguiendo dicho protocolo, los io-
nes Na‘y K* se extrajeron mediante digestion con una
mezcla de HNO,/HCIO, y analizaron a través de espectro-
metria de llama. El ion CI se determin por titulacién con
nitrato de plata, y el NO," se extrajo con agua destilada
y se cuantificé espectrofotométricamente por nitracién
del 4cido salicilico, a 410nm.

La actividad nitrato reductasa se cuantificd segun el
método de Klepper, Flesher Y Hageman (1971), con al-
gunas modificaciones. Para ello, 100 mg de hojas se
infiltraron con bomba de vacio en 2mL de solucion de
incubaciéon conteniendo: buffer fosfato 0,1M pH 7,5
KNO, 0,05M y 1% v/v isopropanol. La incubacion se rea-
lizé durante 1 hora, a 30°C en oscuridad. Para estimar la
cantidad de nitrito formado, se adicion6 1 mL de sulfa-
nilamida 1% en HCI 1N, y dicloruro de N (1-naftil) etilen-
diamina 0,02%; agitando los tubos de ensayo en vortex
durante 1 minuto. Se leyé la absorbancia de la solucién
resultante, a 540nm mediante el uso de un espectrofoté-
metro. La concentracion de proteinas se determiné me-
diante el método de Bradford (1976) utilizando albumina
sérica bovina como estandar, y la actividad NR se expresé
como pmol NO, mg™ proteina h™.

La fluorescencia de la clorofila a se midié utilizando
un fluorometro portétil (Walz GmbH Eichenring, 691090
Effeltrich, Germany) entre las 8:00a.m y 11:00p.m. Los va-
lores de las variables relacién fluorescencia variable/fluo-
rescencia maxima (F /F ), quenching fotoquimico (qP),
quenching no fotoquimico (NPQ) y tasa de transporte
de electrones (ETR) se calcularon de acuerdo a Maxwell
y Johnson (2000).

Se utilizd un diseno experimental completamente
aleatorizado, con diez repeticiones y los datos se analiza-
ron con ANOVA y Test de Tukey.

RESULTADOS

El estrés salino inhibié el crecimiento de la parte aérea;
al cabo de 7 dias de tratamiento las plantulas incubadas
en 500mM de NaCl presentaron una biomasa aérea 46%
menor que el testigo (Cuadro 1). El crecimiento de las rai-
ces no fue afectado por la salinidad, por lo que la relacién
raiz parte aérea se incremento.

La inhibicion del crecimiento de la parte aérea estuvo
asociada con alteraciones en la homeostasis idnica.

CUADRO 1
Biomasa de parte aérea, raices y relacion raiz parte aérea
en plantulas de P. alba, luego de 7 dias de incubacién
en solucién nutritiva de Hoaglad 25% con o sin la adicién
de 500mM de NaCl*

NaCl (mM) Parte aérea (g) Raices (g) Raiz/Parte aérea
0 1,32a 0,51a 0,39a
500 0,71b 0,60 a 0,84b

* En cada columna, valores seguidos por la misma letra no difieren sig-
nificativamente por el Test de Tukey al 5%.

La concentracion foliar de Na* se increment6 a partir
primer dia de incubacion en la solucion salina, alcanzan-
do su maximo valor en el sexto dia, con tenores proximos
a2mol kg™ PS. En el testigo la concentracién se mantuvo
constante en valores préximos a 0,03mol kg PS (Fig. TA).

La concentracion de K* se mantuvo constante hasta el
tercer dia, y luego manifesté una disminucién gradual; al
cabo de 7 dias de tratamiento salino fue 28% menor que
en el testigo, cuyos valores no se modificaron a lo largo
del ensayo (Fig. 1B).

La concentracion de Cl- fue considerablemente menor
que la de Na*, y se incrementé recién luego de 3 dias de
incubacion en medio salino, alcanzando un valor maxi-
mo al quinto dia (Fig. 1C):

La concentracién de nitrato mostré una pronunciada
disminucion a partir del cuarto dia de tratamiento salino,
y al finalizar el ensayo fue tres veces menor que en las
plantas del testigo (Fig. 1D).

La actividad de la enzima nitrato reductasa en el testi-
go se incrementd con el transcurso del tiempo (Fig. 2A).
Contrastando con dicha tendencia, en las plantulas so-
metidas a estrés salino la actividad de esta enzima mos-
tré un aumento pronunciado a partir del primer dia de
incubacién en la solucién salina, y una disminucién brus-
ca en el cuarto dia. Al cabo de 7 dias la actividad nitrato
reductasa en plantulas crecidas en presencia de 500 mM
de NaCl fue 300% inferior al testigo.

El estrés salino inhibié la etapa fotoquimica de la fo-
tosintesis en plantulas de algarrobo blanco, a partir del
cuarto dia de tratamiento salino (Fig. 2B, Cy D). A finali-
zar el ensayo los valores de qP y F /F_ fueron 25%y 15%
menores que el testigo, respectivamente (Fig. 2 B, D),
mientras que NPQ fue 35% mayor que el testigo (Fig. 2C).
La tasa de transporte de electrones fue muy sensible a
la salinidad, observandose una disminucion del 50% con
respecto al testigo a partir del quinto dia de tratamiento
salino (Fig. 3).
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Fig. 1. Concentraciones de Na* (A), K* (B), CI (C), y NO, (D), en hojas de Prosopis alba cultivadas en solucion nutritiva de Hoagland
al 25%, con o sin suplementaciéon de 500mM NacCl. Valores seguidos por la misma letra minuscula entre tiempos y la misma letra
mayuscula entre tratamientos, no difieren significativamente segun el test de Tukey al 5%.

DISCUSION

El estrés salino inhibio el crecimiento de la parte aé-
rea de algarrobo blanco, y no afecté la biomasa de raices,
aumentando la relacién raiz/parte aérea (Cuadro 1). Esta
respuesta morfoldgica es considerada un indicador de
tolerancia a los estreses hidrico y salino, ya que permite
aumentar la superficie del suelo explorada por las raices,
y asi incrementar la disponibilidad de agua (Reginato,
Sgroy, Llanes, Cassan & Luna, 2012).

Una respuesta similar fue reportada en Prosopis rus-
cifolia, una especie lefosa haldfita nativa del Chaco
Occidental (Meloni, Gulotta & Martinez, 2008). En dicha
especie el incremento en la relacidn raiz/parte aérea se
acentud con la adicion de calcio a la solucidn nutritiva,
incrementandose la tolerancia a la salinidad (Meloni,
Silva & Bolzén., 2015).

En el Chaco Occidental, las condiciones de semiaridez,
con una elevada evapotranspiracion, hacen que las sa-
les se concentren en la superficie del suelo (Meloni et al.,
2008). Por tanto, el desarrollo de un gran sistema radical

pivotante, le permite a las plantulas profundizar en el
perfil, donde la concentracion salina es menor.

El estrés salino increment6 las concentraciones de Na*
y Cl-en la parte aérea (Fig. 1A, C); sin embargo, los niveles
de CI fueron bajos, y considerablemente inferiores a los
reportados en Schinopsis lorentzii, una especie sensible
al estrés salino también nativa de la region del Chaco
Occidental (Meloni et al., 2008). Este resultado sugiere
que algarrobo blanco restringe la traslocaciéon de iones
toxicos a la parte aérea, almacenandolo principalmente
en raices.

La exclusién de iones toxicos de la parte aérea ha
sido considerada como un mecanismo de tolerancia
al estrés salino (Munns & Tester, 2008), y puede justifi-
car el desarrollo de esta especie en suelos salinos sédi-
cos. Un comportamiento similar ha sido reportado en
Prosopis ruscifolia; una especie pionera en la sucesion
vegetal del Chaco Occidental, capaz de tolerar concen-
traciones de NaCl equivalentes al agua de mar (Meloni &
Martinez, 2009).

Reginato et al. (2012) calificaron a P. strombulifera,
como una especie haléfita que excluye al Na* de la parte
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Fig. 2. Actividad nitrato reductasa (A), quenching fotoquimico (B), quenching no fotoquimico (C), y relacién F /F_en hojas de
Prosopis alba cultivadas en solucion nutritiva de Hoagland al 25%, con o sin suplementacién de 500 mM NaCl. Valores seguidos por
la misma letra minuscula entre tiempos y la misma letra mayuscula entre tratamientos, no difieren significativamente segun el test

de Tukey al 5%.
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Fig. 3. Tasa de transporte de electrones (ETR) en hojas de
Prosopis alba cultivadas en solucién nutritiva de Hoagland al
25%, con o sin suplementacion de 500 mM NacCl. Valores segui-
dos por la misma letra mintscula entre tiempos y la misma letra
mayuscula entre tratamientos, no difieren significativamente
segun el test de Tukey al 5%.

aérea, y asociaron ese comportamiento, con una precoz
suberificacién y lignificacién de la endodermis.

La exclusién del Na* de las hojas también puede lo-
grarse mediante su secuestro en las vacuolas de la raiz,
limitando su traslocacién a la parte aérea, o recupe-
randolo del xilema de la raiz, antes de alcanzar el tallo,
a través de transportadores de alta afinidad por el K*
(HKT) (Munns & Tester, 2008). Recientemente Munns et
al. (2012) demostraron que, en trigo, el gen TmHKT1; 5-A
ubicado en el locus Nax2, codifica para un transportador
con alta selectividad para el Na*, localizado en la mem-
brana plasmética de las células de la raiz circundantes a
los vasos del xilema. Esa ubicacion le permitiria retirar el
Na* de los vasos del xilema y reducir su transporte hacia
las hojas. Los ensayos a campo comprobaron que la pre-
sencia de ese gen disminuyd la concentracién de Na* en
las hojas e increment6 en 25% la produccién de granos.
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Pese a que el NaCl disminuyé las concentraciones de
K*en hojas a partir del cuarto dia de tratamiento (Fig. 1B),
éstas se mantuvieron elevadas a cabo de los 7 dias de en-
sayo. El K* juega un rol crucial en la activacién de mas de
50 enzimas, en el que no puede ser sustituido por el Na*
(Chen et al.,, 2005). El mantenimiento de la homeostasis
Na*/K* es crucial en la tolerancia al estrés salino y ha sido
sugerida como un importante criterio de selecciéon para
la tolerancia a la salinidad (Siddiqui et al., 2009; 2012).

Meloni (2012) demostré que la acumulaciéon de Na*
en hojas y raices de plantulas de Prosopis ruscifolia cre-
cidas en presencia de 400mM de NaCl puede revertirse
mediante la suplementacion de 5mmol I' de CaSO,, per-
mitiendo un incremento en las concentraciones de K*y
en la biomasa. De este modo, la manutencion de altas
concentraciones de K* en P. alba también corresponde a
un mecanismo de tolerancia a la salinidad, y esta asocia-
da a homeostasis del Ca*2 en sus tejidos. Esta podria ser
una estrategia comun en especies del género Prosopis en
la region fitogeogréfica del Chaco Occidental.

Elestréssalino disminuy6 la concentracién NO, al cabo
de 7 dias de tratamiento (Fig. 1D) Carillo, Mastrolonardo,
Nacca y Fuggi, (2005) obtuvieron resultados similares
en plantulas de trigo bajo condiciones de estrés salino,
sugiriendo que el CI inhibe el ingreso del NO, al xilema
de la raiz. Alternativamente, el Cl'y el NO, podrian com-
petir a nivel de plasmalema o tonoplasto en las células
de la hoja.

Una vez que el nitrato es absorbido debe ser reduci-
do, antes de ser asimilado. Este paso clave en la asimila-
cién del nitrégeno, es catalizado por la nitrato reductasa,
produciendo nitrito, que posteriormente es reducido a
amonio (Yousfi et al., 2012). La respuesta de la actividad
NR de plantulas crecidas en presencia de NaCl, se ca-
racterizd por un rapido incremento inicial, sequido por
una importante inhibicion a partir del cuarto dia de tra-
tamiento (Fig. 2A).

La disminucion en la actividad NR observada a par-
tir de cuarto dia de tratamiento coincidié con una dis-
minucién en las concentraciones de nitrato (Fig. 1D). La
actividad NR depende fuertemente de la concentracién
de nitrato, ya que el propio sustrato induce su sintesis
de novo (Carillo, et al., 2005). De este modo, las respues-
tas a largo plazo estarian mediadas por el suministro de
nitrato, que a su vez depende de la transpiracién y por
ende de la apertura estomatica, que puede disminuir
como consecuencia del estrés salino (Gong et al.,2013;
Kawakami et al., 2013).

El cierre estomatico, con la concomitante disminucién
en la fijacion de CO,, es una respuesta caracteristica de
las plantas sometidas a estrés salino (Munns & Tester,

2008). Como consecuencia de ello, estas plantas suelen
estar expuestas a un exceso de energia luminosa, que
puede ocasionar dafnos en la etapa fotoquimica. De este
modo, bajo condiciones naturales de crecimiento, el es-
trés salino es frecuentemente acompanado por estrés
luminoso (Zang et al., 2012).

El estrés salino inhibié la etapa fotoquimica de la foto-
sintesis en plantulas de algarrobo blanco, disminuyendo
los valores de gP y aumentando NPQ (Fig. 2B, C). También
se observé una marcada disminucion en la tasa de trans-
porte de electrones, a partir del quinto dia de tratamien-
to salino (Fig. 3).

La variable gP representa la energia utilizada en la
fotosintesis, mientras que NPQ es la energia disipada
como calor. Los resultados obtenidos indican que una
menor proporcion de energia luminosa fue utilizada en
la etapa fotoquimica de la fotosintesis, aumentando la
disipacién de energia como calor. Por otra parte, el au-
mento de los valores de NPQ indica que especie posee
la capacidad de mitigar los efectos negativos del estrés
a nivel de cloroplastos, ya que estas organelas tienen la
capacidad de disipar el exceso de energia de excitacién
(Pinnola et al., 2013).

La relacion F /F representa la eficiencia maxima del
fotosistema Il; un bajo valor de F/F. indica un uso inefi-
ciente de la energia absorbida y fotoinhibicién. (Murchie
& Lawson, 2013). La relacién F /F_ disminuy6 a partir del
cuarto dia de incubacién en 500mM de NaCl (Figura 2 D),
coincidiendo con un incremento en los valores de NPQ
(Fig. 2Q). Estos resultados indican que pese a que la espe-
cie aumenté la disipacion de energia como calor, a largo
plazo este mecanismo fue insuficiente para compensar
los efectos deletéreos del estrés. Como consecuencia de
ello se produjeron dafos irreversibles en la etapa foto-
quimica de la fotosintesis, y fotoinhibicion.

Se concluye que P. alba tolera concentraciones salinas
equivalentes al agua de mar; como adaptaciones fisiolo-
gicas a ambientes salinos se destaca el incremento de la
relacién raiz/parte aérea, y las altas concentraciones fo-
liares de K* en dichas condiciones. La inhibicion del cre-
cimiento estd dada por una disminucién en la actividad
nitrato reductasa y fotoinhibicion.
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