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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el efecto del sulfato de calcio (CaSO,) sobre la
fisiologia y morfologia de Ananas comosus sometida a estrés salino, quince
plantas se cultivaron en macetas, con medios estériles, a concentraciones de
0, 150 mmol.m™® de NaCl y 150 mmol.m™® de NaCl con 10 mmol.m™ de
CaSO0.. El efecto de estos tratamientos sobre la productividad se determind
con base al niumero y largo de hojas, niumero de raices, biomasa fresca y
seca de todas las plantas. La fisiologia se evalué cuantificando la acidez
titulable, clorofila, proteinas, carbohidratos y prolina en hojas siguiendo la
metodologia estandar. Todas las plantas sobrevivieron a los tratamientos.
Los parédmetros morfolégicos evaluados no variaron con los tratamientos
aplicados. En cuanto a los parametros fisiolégicos, la acidez titulable,
correspondiente al malato, no varid entre tratamientos, sin embargo, la
correspondiente al citrato fue mayor en el tratamiento 150 mmol.m™ de NaCl.
Los contenidos de clorofila a y b, en el tratamiento salino, variaron respecto
al control, mientras en el tratamiento con calcio se mantuvieron; la clorofila
total disminuy6 en el tratamiento salino, mientras que se increment6 en el
tratamiento salino con calcio. ElI contenido de proteinas no presento
diferencias entre tratamientos. El contenido de carbohidratos disminuyo en el
tratamiento salino. La prolina disminuyd respecto al tratamiento control. En
conclusioén, la productividad de las plantas de pifia no se vio afectada al ser
cultivada en presencia de NaCl ni en NaCl méas calcio; no obstante, la
presencia de calcio mejor6 las concentraciones de la clorofila y
carbohidratos. Estos resultados permiten recomendar el cultivo de pifia en
cualquier zona del estado Sucre y de la regién oriental del pais.



INTRODUCCION
Las plantas pueden enfrentar situaciones de estrés durante su
crecimiento, las cuales son producidas tanto por factores bioticos como
abidticos. Estas situaciones, dependiendo de su intensidad y duracion
pueden reducir la vitalidad de las plantas, dafiandolas e incluso causandoles
la muerte. También pueden inducir una serie de cambios adaptativos
especificos que conllevan a mejorar su funcionamiento mientras dura la

situacion de estrés (Reigosa et al., 2004; Taiz y Zeiger, 2006).

Los principales factores abibticos que causan estrés en las plantas
son la toxicidad por iones especificos, alta concentracion salina en los
suelos, acidez/alcalinidad, déficit o exceso de agua, temperaturas extremas,
ozono, heridas, viento, presién, sonido, campos magnéticos y eléctricos.
Estos factores ocasionan restricciones en el crecimiento del vegetal y la
productividad de los cultivos (Reigosa, 1992; Larcher, 1995; Lichtenthaler,
1998).

En las plantas, las altas concentraciones salinas causan dos
problemas fundamentales, uno es el efecto del estrés hidrico ocasionado por
la disminucién del potencial osmético del medio de enraizamiento, el otro es

la toxicidad i6nica y desbalance nutricional (Barcel6 et al., 2005).

Existen mecanismos estructurales, fisioldgicos y bioquimicos de
tolerancia que permiten que las plantas puedan continuar con sus funciones
vitales en situaciones de alta salinidad. Cada cultivo vegetal responde de
manera particular a este tipo de estrés; en algunos casos producen
rendimientos aceptables a altas concentraciones de sales, mientras que en

otros son sensibles a las bajas salinidades (Serrano, 1996).

Las plantas realizan cambios en sus mecanismos que mejoran la
eficiencia en el uso del agua (Tal, 1971; Shannon, 1979; Hale y Orcultt,

1987). Entre los mecanismos estructurales destacan la eliminacion del



exceso de sales a través de glandulas o tricomas secretores (Rozema et al.,
1985; Sykes y Wilson, 1988), restriccion del transporte hacia 6rganos vitales
y acumulacion de sales en dérganos viejos, absorcion selectiva de iones por
las raices (Romero-Aranda et al., 1998; Taiz y Zeiger, 2006). Otros cambios
estructurales incluyen modificacién de la densidad e indice estomatico (Salas
et al., 2001; Kakani et al., 2003; Benavides et al., 2004), cambios en el grosor
de la cuticula y paredes celulares, incremento de la suculencia, asi como la
disposicion de cristales en los tejidos (Poblete et al.,, 1991; Ramos et al,
2004).

Existen compuestos denominados osmolitos, que protegen a las
células de la desecacion al mantener una alta osmolaridad intracelular

(concentracion osmatica) (Diccionarios Oxford-Complutense, 2000).

Muchas veces los cambios estructurales se combinan con un complejo
de respuestas bioquimicas y moleculares, que abarcan la produccién de
proteinas de estrés y osmolitos compatibles. Se ha sugerido que tales
respuestas probablemente desintoxican a las plantas del agente estresante o
previenen posibles dafios en su estructura. Otras veces, osmolitos
producidos como prolina y glicinabetaina, varios carbohidratos y proteinas
participan en el ajuste osmotico, funcionando como osmorreguladores.
También, la produccidon de metabolitos secundarios garantiza una mayor
tolerancia al factor estresante (Romero-Aranda et al., 1998; Taiz y Zeiger,
2006; Flowers y Colmer, 2015)

La prolina es el osmolito acumulado mas comun en plantas como
respuesta al estrés salino (Parida y Das, 2005). Esta protege a la membrana,
organelos, proteinas y otras macromoléculas frente a dafios graves debido al
alto contenido de iones sodio (Na*) y cloro (CI). Funciona como restaurador
radical, permite la afluencia de agua en el citosol y sirve como reserva de

nitrogeno para ser utilizado durante la recuperacién de tejidos (Sairam y



Tyagi, 2004; Parida y Das, 2005). El aumento del contenido de prolina bajo
estrés salino en muchas plantas se debe a la sintesis de novo de prolina
(Hsiao, 1973; Yeo, 1998; Girija et al, 2002).

Por otra parte, algunas experiencias han demostrado que el calcio
(Ca) puede ayudar a remediar los efectos adversos de la salinidad en
plantas. El calcio es un nutriente esencial para la planta y tiene un rol en las
actividades metabdlicas, tal como la estabilizacion y mantenimiento de la
integridad de las membranas, transduccion de sefiales mediante mensajeros
secundarios, el control de la actividad enzimatica y la regulacién del

transporte ionico (White y Broadley, 2003; Martinez-Ballesta et al., 2006).

Los cultivos en suelos salinos requieren de un adecuado suministro de
Ca para controlar la severidad de la toxicidad i6nica, particularmente en
cultivos susceptibles al NaCl (Qadir et al., 2001). Concentraciones elevadas
de Ca" en soluciéon nutritiva mitigan los efectos adversos del cloruro de
sodio (NaCl) al inhibir la toma de sodio (Na") y reducir la fuga del potasio (K*)
citosdlico desde la membrana radical (Kaya et al., 2002), reestableciendo los

niveles adecuados de K.

Muchas veces, las funciones fotosintéticas de las plantas se ven
afectadas por la disponibilidad de agua, por ello, muchas hacen uso de
mecanismos fotosintéticos especializados a la hora de mejorar su eficiencia
respecto al uso de agua. Estos mecanismos son especializaciones de la
fotosintesis tradicional (C3), denominandose metabolismo Ca. El
metabolismo acido crasulaceo (CAM) es un tipo de metabolismo C4, el cual
permitié a algunas plantas adaptarse a medios donde hay baja disponibilidad
de agua, mejorando la eficiencia en el uso del agua (WUE, water use
efficiency) en habitats aridos, de alta irradiacion y luminosidad, que induce el
cierre de los estomas previniendo la pérdida de agua via evapo-

transpiracion. En las plantas CAM, durante la noche los estomas se abren y



el dibéxido de carbono (CO,) es fijado principalmente como &cido malico
(malato), luego durante el dia, y con los estomas cerrados, el &cido malico es
descarboxilado para producir CO,, el cual es utilizado en la fotosintesis
(Cushman, 2001; Borland y Taybi, 2004).

El metabolismo CAM emplea la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC’ASA) para la captura del CO, atmosférico y respiratorio,
proporcionando asi un medio rico en CO; para la fotosintesis C3 mediada por
la Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) y reduciendo la
fotorespiracion en gran parte del fotoperiodo. El cierre de estomas en
periodos de luz y el cese casi completo de la transpiracion, es la base para la
alta WUE de las plantas CAM. Adicionalmente, la separacién temporal del
metabolismo CAM provee plasticidad para mejorar la ganancia de carbono
en respuesta a las condiciones cambiantes del ambiente (Borland et al.,
2009).

El CAM se expresa en aproximadamente un 7% de especies de
plantas vasculares (Winter y Smith, 1996), algunas de estas son cultivadas e
incluyen a Ananas comosus (pifia), Opuntia ficus-indica (tuna), Agave
sisalana (sisal), A. tequilana (maguey) y Aloe vera (sabila), las cuales pueden
lograr cerca de su maxima productividad en zonas donde la precipitacién es
escasa (precipitacion anual aproximadamente de 300 mm) o la tasa de
evapotranspiracion sea tan grande que las precipitaciones sean insuficientes

para cultivos tipo C3y C4.

La pifia es una monocotiledonea perenne perteneciente a la familia
Bromeliaceae. Se destaca como un cultivo frutal importante de regiones
tropicales y subtropicales. Posee una inflorescencia y fruto terminal, el cual
es una buena fuente de vitaminas A, B y C, calcio, fosforo y hierro; el peso
fresco del fruto contiene ademas un 75 a 83 % de azucaresy 7 a 9 % de
acido citrico (Flath, 1980). Los cultivares de pifia se sitian sobre 60 ° de

latitud y producen hasta 86 toneladas métricas (TM) de fruta por hectarea; el



valor comercial internacional del producto fresco, sin incluir la fruta
procesada, fue registrado por 1,9 billones de ddlares anuales en 2003
(FAOSTAT, 2005).

Mientras que los efectos de la salinidad sobre el crecimiento y los
procesos metabdlicos estdn bien documentados en otras plantas,
conocimientos sobre el efecto del CaSO, como aliviador de este tipo de
estrés, son escasos. Se conocen estudios previos en pifia que se han
enfocado, mayormente, en plantulas producidas in vitro. Chen et al. (2002)
consiguieron que los niveles de citrato en A. comosus se mantenian
constantes a lo largo del dia, concluyendo que los niveles de citrato pueden
estar relacionados a los requerimientos de intensidad y periodos de luz,
segun el cultivar. Bajo cultivo de tejidos, en presencia de NacCl, el crecimiento
de explantes de pifia se redujo, mientras que el contenido de prolina y malato
se incrementd (Zain y Abdullah, 2007). También se ha observado reduccion
en la concentracibn de pigmentos fotosintéticos, incremento de azUcares
solubles y prolina y mejor acumulacion de N, P, Ky Ca (Hamed y Ali, 2007).
Para plantulas producidas in vitro se ha sefialado que hay una actividad
fotosintética tolerante a un ambiente bajo estrés salino (Villalobos et al.,
2012). También se ha tratado de aclimatar plantulas de pifia in vitro a la
salinidad para mejorar su tolerancia en campo a la salinidad, demostrandose
gue son relativamente tolerantes (lbrahim, 2013). Un estudio determiné que
la actividad especifica y concentracién de la enzima proteolitica bromelina

variaba en funcién de los niveles de salinidad (Vilanova-Neta et al., 2014).

Como se ha sefialado, la pifia es considerada un cultivo relativamente
tolerante a la salinidad (Moscoso, 1995). Debido a la falta de informacion
sobre los mecanismos y estrategias adaptativas de la pifia a la salinidad, se
realizd la presente investigacion con el proposito de contribuir al
entendimiento de los mecanismos de tolerancia al estrés salino en estas

plantas en respuesta a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NacCl)



en presencia de calcio, asi como servir de iniciativa para promover su cultivo

en tierras poco productivas del estado Sucre.



METODOLOGIA

Material vegetal

Las plantulas de pifia que se utilizaron en esta investigacion
provinieron de hijuelos (chupones) extraidos de rizomas de plantas adultas,
las cuales fueron amablemente cedidas por el pifiacultor Antonio José
GOmez, de la comunidad de “Pantanillo Arriba”, Cumana, estado Sucre,
Venezuela. Estas se cultivaron bajo condiciones naturales, en un sitio
cerrado, en macetas, con sombra parcial, en el patio de la vivienda del autor
(10°26'53.88"N, 64° 9'41.27"0).

Aclimatacion y aplicacién

Se seleccionaron 15 plantulas de tamafio homogéneo vy
morfolégicamente similares, se les retiraron restos de tejido y hojas secas en
la zona del rizoma. Luego se sembraron en macetas con 500 g de arena de
rio lavada con una capa basal de granza, ambas lavadas y estériles. Se
aplicaron dos riegos semanales, o cuando fuese conveniente, con agua
filtrada y solucién nutritiva de Hoagland (Ross, 1974) hasta su enraizamiento;
luego de dos meses se aplicaron los tratamientos. Inicialmente, luego del
enraizamiento, se contaron el nimero de hojas y se midieron. Los
tratamientos aplicados estuvieron definidos como: TO (control: 0 mmol.m™ de
NaCl), T1 (Salino: NaCl a 150 mmol.m™) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150
mmol.m™ + CaSO, a 10 mmol.m™). Durante cuatro meses, se aplicaron los
tratamientos cada 12 dias, con riegos cada 3 dias (500 ml), primero, la
aplicacion del tratamiento, luego, un riego con agua filtrada y finalmente, un
riego con solucién nutritiva y se siguid asi por cuatro meses. Cada
tratamiento constd de cinco plantas por tratamiento (n = 5), distribuidas en el

area de cultivo aleatoriamente.

Durante el periodo de estudio se observaron y fotografiaron las

plantas para describir posibles cambios morfol6gicos que pudieran aparecer.



Parametros morfoldgicos
Para la determinacion de los cambios morfolégicos en las hojas, al

final del periodo de aplicacion de tratamientos, se contd el nUmero de hojas.
Se promedio la longitud foliar de todas las hojas de cada planta y se conto el

numero de raices.

Biomasa fresca, biomasa seca y porcentaje del contenido de agua
Al final del periodo de aplicacién de tratamientos, todas las plantas se

cosecharon y pesaron para determinar la biomasa fresca total (BFT).
Después, se secaron en la estufa hasta peso constante a 70°C y se
determind la biomasa seca total (BST) mediante la suma de la biomasa seca
radical (BSR) y la biomasa seca foliar (BSF).

Para determinar el porcentaje de contenido de agua, se usé la

siguiente ecuacion (Marschner, 1995):

. Biomasa Inicial — Biomasa Final
Contenido de agua (%) Biomasa Inicial x100

Clorofilay acidez titulable
Para determinar la variacion en la concentracion de clorofila se

homogenizaron 0,25 g.ml™ de tejido foliar fresco (de una hoja intermedia) en
acetona al 80% con una pizca de carbonato de calcio (CaCOj3) para
neutralizar los acidos del tejido. EI macerado se filtr6 y se le determiné la

absorbancia a 665 nm y 649 nm en un espectrofotbmetro Shimadzu.

La concentracion de Clorofilas a, b y total se determind aplicando las

siguientes ecuaciones las cuales seran expresadas en mg.g™ de BF:

Clorofila a = 13,7 X Ages - 5,76 X Asag
Clorofila b = 35,6 X Agag - 7,6 X Asss
Clorofila (a+b) total = Chl a + Chl b (Wintermans y De Motts, 1965)



Para cuantificar la variacion diurna/nocturna de acidez titulable del
tejido foliar, se siguid la metodologia modificada a partir de Ball et al. (1991) y
Herrera et al. (2008). El ultimo dia del experimento se colectaron entre las
06:00 y 07:00 h y entre las 18:00 y 19:00 h tres discos foliares de una hoja
por muestra. Estas muestras se pesaron (g de biomasa fresca), se colocaron
en inyectadoras con embolo y se congelaron inmediatamente hasta su uso.
La savia se extrajo por centrifugacion una vez descongelado el tejido,
colocando cada inyectadora dentro de tubos de centrifuga y centrifugandolos
posteriormente a velocidad de 2000 rpm. El extracto colectado se diluyé
hasta 20 mly se determind la acidez titulable por titulacion con NaOH 10 mM
hasta alcanzar un pH entre 7.0 (malato) y 8.0 (citrato) utilizando un
potenciometro. La concentracion de protones por gramo de tejido fresco
(umol H*.g™) se calculé a partir de la siguiente expresion:

X ml (NaOH agregados parapH 7 v 8)x 10 mM

g biomasa fresca

pmol H+/g =

Los resultados se expresaron como AH* (umol H*. g™), a partir de la

diferencia de la acidez titulable diurna/nocturna (Silvera et al., 2005).

Proteinas, carbohidratos y prolina en hoja
Proteinas

Para determinar el contenido de proteinas, se coseché tejido foliar

fresco (de una hoja intermedia), éste se secciond, peso y congelo.

Para detectar los cambios en las concentraciones de proteinas se
prepararon extractos crudos (0,25 g.ml?) de las muestras de cada
tratamiento con NaOH 0,1N, luego se centrifugaron, la cuantificacion de las
proteinas se realizé en el sobrenadante por el método de Lowry et al. (1951)
usando como estandar una solucién de suero de albumina bovina (BSA) (1

mg.ml™).

Carbohidratos



Para la determinacion del contenido de carbohidratos, se cosechoé
tejido foliar fresco, proveniente de una hoja intermedia, el cual luego se

secciong, se peso y se congeld.

La estimacion de los carbohidratos se hizo a partir de los azlcares
totales, en los extractos preparados para proteinas, con el método Fenol-
Sulfarico de Dubois et al. (1956). Para ello, se mezclaron 2 ml del
sobrenadante con 2 ml de fenol al 5% en tubos digestores, en un bafio
helado. A los tubos se les afiadié 4 ml de H,SO,, se dejaron reposar por 15
min y se determind su absorbancia a 490 nm. La concentracion de azucares

totales se determiné utilizando glucosa (100 pg.ml™) como estandar.

Prolina
Se determind el contenido de prolina a partir de tejido foliar fresco,
proveniente de una hoja intermedia, el cual luego de cosechado se secciong,

se peso y se congeld.

El contenido de prolina se determind mediante el método de
ninhidrina, como lo describen Ghoulam et al. (2002). Para ello, se tomaron
0,2 ml de los sobrenadantes preparados para proteinas y se diluyeron con
0,3 ml de metanol puro, luego se agregé a cada uno 0,5 ml de una mezcla de
acido acético glacial y acido ortofosférico (fosférico) 6 mol.L™ (3:2 V/IV) y 25
mg de ninhidrina; seguidamente se incubaron a 100°C por 1 h, luego
sufrieron un shock térmico en un bafio de hielo, para finalmente agregarles
2,5 ml de tolueno. La mezcla se agitdé vigorosamente y la absorbancia de la
fase superior se determind a 528 nm. El contenido de prolina se obtuvo

usando una curva estandar de prolina (60 pg.ml™).

Andlisis estadistico
Los resultados de los estudios morfolégicos y fisioldégicos fueron

contrastados a través de un ANOVA doble con cinco replicas (n=5) por

tratamiento. De existir diferencias en la variable estudiada con respecto al
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factor (concentracion de NacCl), se aplico una prueba a posteriori de Duncan
(Sokal y Rohlf, 1979).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas de pifia (Ananas comosus) evaluadas en esta
investigacion tuvieron un desarrollo normal, formacion constante de hojas y

crecimiento continuo.

El nimero de hojas (Tabla 1) no presentd diferencias significativas
para el factor estudiado (P=0,7672; p>0,05). Del mismo modo, el nUmero de
raices no present6 diferencias significativas entre tratamientos (P=0,9055;
p>0,05), sin embargo, las plantas del tratamiento no salino (Fig. 1) tuvieron
un mejor desarrollo que las demas, con hojas de mayor turgencia y un color
mas verde. Las plantas del tratamiento salino produjeron hojas de menor
tamafio respecto al tratamiento no salino, con una coloracion verde pélida y
deshidratadas. Las plantas del tratamiento salino con calcio produjeron las
hojas de menor tamafo de la investigacién, con coloracion verde palida y
deshidratadas. No se observaron sintomas como marchitez ni clorosis debido
a los tratamientos. En cuanto al desarrollo radical, todas las plantas
produjeron raices largas y sanas. Las plantas del tratamiento salino con

calcio produjeron el mayor numero de raices.

Figura 1. Plantas de Ananas comosus sometidas a tres tratamientos salinos
por 4 meses. TO (control: 0 mmol.m> de NaCl), T1 (Salino: NaCl a 150
mmol.m>) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m™+ CaSO, a 10 mmol.m>).
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Tabla 1. Numero de hojas, longitud foliar total y nimero de raices de Ananas
comosus sometida a tres tratamientos salinos por 4 meses.

Tratamiento NuUmero de hojas Longitud foliar total (cm) NuUmero de

raices
TO 20,8 + 3,27 19,29 + 4,55 38,4 + 14,76
T1 22,2+6,6 ns 16,8 £ 2,85 ns 41,2 + 8,6 ns
T2 20,2+ 4,76 ns 15,66 + 4,45 ns 41,8+ 14,2 ns

TO (control: 0 mmol.m™ de NaCl), T1 (Salino: NaCl a 150 mmol.m”) y T2 (Salino + Ca: NaCl

a 150 mmol.m™+ CaS0, a 10 mmol.m'3). Los valores representan las medias y la desviacion
estandar (X + ES, n=5), ns = no significativo.

La disminucién en el niamero de hojas en todos los tratamientos,
incluido el no salino, tal vez se debid a procesos normales de senescencia,

sin embargo, tal disminucién no fue significativa.

Estos resultados coinciden con los de Elhag y Elzain (2012), donde el
namero de hojas de explantes de pifia sometidos a altas concentraciones de

NaCl (120 mMol/L), presentaron disminucion, pero esta no fue significativa.

Contrario a lo que resefia esta investigacion, Garcia (2008) observo
gue Aloe vera tratada con NaCl disminuyé el nimero total de hojas. Por otra
parte, Garcia y Medina (2009), encontraron que, al tratar plantas de cafia de

azucar con NaCl y suplementar con CacCl,, el numero de hojas disminuyo.

La longitud total de las hojas no tuvo variacion en ninguna de las
concentraciones estudiadas (Tabla 1). Quintana et al. (2012), encontraron
que agrupaciones de células esclerénquimaticas y el largo de los haces
vasculares en pifia sometidas a estrés salino no variaron cuando se
comparaba un tratamiento testigo con tratamientos medianamente salinos
con CacCl,, lo cual se podria relacionar con la no variaciéon de la longitud

foliar.

Otros estudios realizados en pifia en condiciones in vitro han
demostrado que a medida que los niveles de salinidad aumentaban, menor
era la longitud foliar, debido a que la sal actuaba como inhibidor de la division
celular, expansion foliar y namero de hojas de las plantas (Parida y Das,
2005; Zain y Abdullah, 2007).
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Hamed y Ali (2007) e Ibrahim (2013) encontraron que, en presencia de
salinidad, el nimero de raices de plantas de pifia in vitro, era menor que en

ausencia de la misma, lo cual difiere de lo aqui encontrado.

Las plantas CAM, especificamente las pertenecientes a la familia
bromeliaceae, tienen la capacidad de detener la produccion de raices
absorbentes para evitar el ingreso de sal, inclusive algunas otras, como las
cactaceas, sacrifican sus raices absorbentes en suelos salinos y forman
nuevas en temporada de lluvia, cuando los suelos son lavados (Lluttge,
2010), pudiendo explicar esto, la no diferencia del nimero de raices entre

tratamientos.

La biomasa fresca total (BFT) no present6 diferencias significativas
entre tratamientos (P=0,9599; p>0,05; Tabla 2). La biomasa seca foliar (BSF)
no vario significativamente entre tratamientos (P=0,8089; p>0,05). De igual
forma, la biomasa seca radical (BSR) no tuvo diferencias significativas entre
tratamientos (P=0,8224; p>0,05). La biomasa seca total (BST) no difirié
significativamente entre tratamientos (P=0,8025; p>0,05). El contenido de
agua no vario entre tratamientos (P=0,9467; p>0,05; Tabla 3).

Tabla 2. Valores de biomasa y porcentaje de contenido de agua de Ananas
comosus sometida a tres tratamientos salinos por 4 meses.

Trat. BFT BSF BSR BST % C. Agua

TO 88,08 + 35,2 19,7 + 5,39 8,2+ 1,05 27,95+ 6,2 65,7+ 9,1
T1 92,45+28,7ns 223+4,6ns 8,8+2ns 31,1£6,5ns 64,9+ 6,03 ns
T2 87,05+30,7ns 22,08+9,65ns 855+1,16 ns 30,6 +10,76 ns 64,2 +6,55ns

(Trat= Tratamiento. BFT= Biomasa fresca total. BSF= Biomasa seca foliar. BSR= Biomasa
seca radical. BST= Biomasa seca total). TO (control: 0 mmol.m™ de NaCl), T1 (Salino: NaCl a

150 mmol.m'3) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m™+ CaSO, a 10 mmol.m's). Los valores
representan las medias y la desviacion estandar (X £ ES, n=5), ns = no significativo.

Pérez et al. (2003), sefalaron que la salinidad no afecté la biomasa
fresca en plantas de pifia, lo cual coincide con lo encontrado en este trabajo.

A diferencia de estos resultados, Zain y Abdullah (2007) encontraron que a
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salinidad media (65 — 200 mmol.m™), la biomasa seca aumenté con respecto

al control.

Los resultados encontrados para los parametros morfologicos, pueden
respaldar la idea de que la pifia, a la concentracion probada, no vio afectada
su productividad, tal vez por tener caracter de resistencia frente a ésta
concentracion o por respuestas y/o mecanismos fisiologicos propias de la

especie.

Para cuantificar la acumulacion de citrato, extractos foliares se
titularon a pH 8 y se evidenciaron diferencias significativas, con mayor valor
en el tratamiento salino (T1l), con respecto a los otros tratamientos; el
tratamiento salino con calcio (T2), tuvo un valor intermedio (P=0,049; p>0,05;
Fig. 2). La acumulacion de malato no presenté diferencias significativas entre
tratamientos (P=0,9092; p>0,05; Fig. 2).

Se ha demostrado que la acumulacion de citrato se da en algunas
especies en presencia de estrés hidrico, ya que es mas ventajoso para el
ahorro energético que el malato, evitando la pérdida de ATP (Winter y Smith,

1996; Chen et al., 2002), puede que esto coincida con lo aqui encontrado.

El citrato puede contribuir significativamente a la distribucion diurna y
nocturna del carbono, lo cual se hace importante bajo estrés hidrico severo.
El citrato es también conocido por ser una substancia bufer efectiva. Su
acumulacion vacuolar por su parte permite la acumulacion considerable de
los acidos totales (acidez titulable) mientras que el control del pH vacuolar es
mantenido (Luttge, 2001).

A diferencia de lo encontrado en esta investigacion, Zain y Abdullah
(2007), consiguieron que el contenido de malato disminuyé a
concentraciones medias de salinidad (~135 mmol.m™ de NaCl). Bajo
contenido de malato en las plantas indica una alta tasa de descarboxilacion a

partir del CO; interno para actividades del CAM (Borland y Taybi, 2004), que,

15



en condiciones de estrés, como la aqui evaluada, son las presentadas por

las células.

La asimilacion de CO, depende de la actividad nocturna de la enzima
Fosfoenol Piruvato Carboxilasa (PEPC'ASA), la cual fija el CO, al
fosfoenolpiruvato (PEP), para formar oxaloacetato (OAA) o Acido
Oxaloacético. EI OAA es reducido rapidamente a malato por la Malato
deshidrogenasa (MDH), el cual es transportado y almacenado en las grandes
vacuolas como acido malico, haciendo que la acidez cambie. Luego, en el
siguiente periodo de iluminacion, el CO, es asimilado en los cloroplastos
(Andrade et al., 2007).
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Figura 2. Acidez titulable (AH") de hojas de Ananas comosus sometida a tres
tratamientos salinos por 4 meses. TO (control: 0 mmol.m™ de NaCl), T1
(Salino: NaCl a 150 mmol.m™®) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m™ +
CaSO, a 10 mmol.m™). Los valores representan las medias y la desviacién
estandar (X + ES, n=5), ns = no significativo. Las letras sobre las barras
indican diferencias entre los tratamientos, segun Duncan.

El hecho de que la acidez titulable para cuantificar los niveles de

malato, no haya sido afectada significativamente (Fig. 2), refleja que el
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tratamiento salino impuesto no cambié el patron de asimilacion nocturna de

CO; en las hojas de A. comosus.

El contenido de clorofila a (Fig. 3) presentd diferencias significativas
entre tratamientos, siendo menor en T1 (P=0,030; p>0,05). Similarmente, el
contenido de clorofila b también varié significativamente entre tratamientos
(P=0,0006; p>0,05), con un menor contenido en T1. La clorofila total
presentd diferencias significativas entre las concentraciones probadas,
siendo menor en T1 (P=0,0048; p>0,05).

La disminucién en el contenido de pigmentos de plantas expuestas a
niveles altos de NaCl (150 mmol) se ha encontrado en numerosos estudios
(Singh y Dubey, 1995; Gonzalez y Ramirez, 1998; Delfine et al, 1999;
Shabala et al, 2005). Por otra parte, semejante reduccion en el contenido de
pigmentos (clorofila a y b) bajo condicion de estrés salino se observé en
varias especies de plantas como las mencionadas por Fayek et al. 2005;
Mualla, 2001 y 2005, en oliva y banana comparados con un control en fase
de multiplicacion. Este efecto se debe principalmente a que la entrada de los
iones toxicos interrumpe el metabolismo celular. También la degradacion de
la clorofila y destruccién de los cloroplastos se ha sefialado como una causa
de la degeneracion fotosintética que afecta a las plantas estresadas (Ashraf,
1989; Everard et al., 1994; Castrillo y Trujillo, 1994). Esto va acompafiado
por un aumento de la actividad de la enzima clorofilasa, que afecta la
sintesis/degradacion de la clorofila (Spyropoulus y Maurommatis, 1998). La
reduccion de la biosintesis de clorofila puede ser una respuesta aclimatativa
al estrés y no un efecto desfavorable en si, en el sentido de economizar
energia y disminuir la captacién de energia luminosa para evitar estrés

fotooxidativo (Silveira et al, 2009).
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Figura 3. Contenido de pigmentos (A, B, C) de Ananas comosus sometida a
tres tratamientos salinos por 4 meses. TO (control: 0 mmol.m™ de NaCl), T1
(Salino: NaCl a 150 mmol.m®) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m™ +
CaS0, a 10 mmol.m™). Los valores representan las medias y la desviacién
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estandar (X = ES, n=5). Letras distintas sobre las barras indican diferencias
entre los tratamientos, respecto al no salino, segin Duncan.
La disminucion en el contenido de clorofila en una planta bajo estrés,

se debe a la destruccion de pigmentos y la inestabilidad del complejo
pigmento-proteina (Levitt, 1980). Una de las causas asociadas a la
degradacion o destruccion de pigmentos es la salinidad. La reduccion del
contenido de pigmentos de la planta también puede deberse a la reduccion
en la absorcién de algunos iones como magnesio (Mg) y hierro (Fe), los
cuales estan involucrados en la formacion de cloroplastos bajo condicién de
estrés y/o como respuesta al aumento de inhibidores del crecimiento como

etileno y 4cido abscisico (Singer et al. 1993; El-Bagoury et al. 1999).

El contenido de proteinas no presento diferencias significativas para el
factor estudiado (P=0,2728; p>0,05; Fig. 4).
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Figura 4. Contenido de proteinas de Ananas comosus sometida a tres
tratamientos salinos por 4 meses. TO (control: 0 mmol.m™ de NaCl), T1
(Salino: NaCl a 150 mmol.m™®) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m™ +
CaSO, a 10 mmol.m™). Los valores representan las medias y la desviacion
estandar (X £ ES, n=5), ns = no significativo.
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En algunas ocasiones ha sido reseflado que las plantas pueden
combinar ciertos cambios estructurales con un complejo de respuestas
bioquimicas y moleculares, que abarcan la produccién de proteinas de estrés
y osmolitos compatibles. Se ha sugerido que tales respuestas probablemente
desintoxican a las plantas del agente estresante o previenen posibles dafios
en su estructura. En base a esto, pudiera esperarse que bajo la condicién de
estrés salino aplicada en este estudio, las plantas tratadas mostraran cierto
aumento en el contenido de proteinas antiestrés, o bien que mostraran una
disminucién en el contenido de proteinas asociada a una protedlisis debida a
un desbalance de nutrientes (Cavagnaro et al.,, 2006; Song et al., 2006)
propulsor a su vez de un desequilibrio de los nutrientes involucrados en la
sintesis de proteinas y en la fotosintesis, lo cual puede causar inhibicion de
estos procesos (Vieira-Santos et al., 2001), asi como la degradacion de

pigmentos clorofila a y clorofila b (Di Martino et al., 2003).

Asi, ha sido reportado, por ejemplo, que un aumento en el contenido
de proteinas en plantas estresadas tiene funciones protectoras, debido a que
las nuevas proteinas compensan las proteinas desnaturalizadas, reparan
dafios, mantienen la integridad celular, ayudan en la sintesis de sustancias
osmoprotectoras (prolina, pinitol y otros osmolitos organicos), excretan iones
toxicos o previenen su entrada a las partes sensibles de la planta (Littge et
al. 1993, Garcia et al. 1997, Hauser y Horie 2010), por ello, los resultados
agui encontrados pueden indicar que estas plantas, posean otros
mecanismos para conllevar las situaciones de estrés, como pudiera ser la

degradacion de carbohidratos.

Muchas proteinas inducidas por la sal han sido identificadas y
clasificadas en dos grupos: proteinas de estrés salino, acumuladas solo
debido al estrés salino, y proteinas asociadas al estrés, que responden a
otros factores (Murillo-Amador et al., 2014), por ello, es posible que en esta

investigacion, al medirse el contenido total de proteinas en comparacién con
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el control, no se presentaron diferencias significativas ya que el stock de
proteinas se mantuvo, sin la aparente presencia de proteinas asociadas a

estrés salino.

En el contenido de carbohidratos, respecto al factor concentracion,
existieron diferencias significativas (P=0,0006; p>0,05), siendo mayor en T2 y

TO en el muestreo final y menor en T1 (Fig. 5).
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Figura 5. Contenido de carbohidratos de Ananas comosus sometida a tres
tratamientos salinos por 4 meses. TO (control: 0 mmol.m™ de NaCl), T1
(Salino: NaCl a 150 mmol.m™®) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m™ +
CaS0, a 10 mmol.m™). Los valores representan las medias y la desviacién
estandar (X = ES, n=5). Letras distintas indican diferencias, segin Duncan.

Se ha demostrado que las células expuestas a estrés osmoético
tienden a redireccionar el carbono y usarlo como osmorregulador mediante la
acumulacion de solutos comunes, azucares inductores, aminoacidos, acidos
organicos e iones (especialmente K) y otros osmolitos de proteccion

metabdlica llevando a la retencion de agua (Hanafy et al., 2002).

Bajo estrés por sequia y/o salinidad algunas plantas pueden

responder degradando o acumulando carbohidratos. (Soussi et al., 1999; Jin
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et al., 2007; Nerd y Nobel, 2008; Zheng et al., 2009). Ceusters et al. (2009)
concluyeron que plantas CAM realizan un uso flexible del pool de
carbohidratos almacenados durante la aclimatacion y recuperacion de sequia
severa manteniendo el balance energético y el carbono presente en las
hojas, por ello, se puede decir que la salinidad ocasioné la degradacién de

los carbohidratos en T1.

En cuanto al contenido de prolina, existieron diferencias significativas
en el factor estudiado (P=0,00001; p>0,05; Fig. 6), ya que éste disminuy6 en
los dos tratamientos (T1 y T2) al compararlos con TO.

Estos resultados son opuestos a los conseguidos en investigaciones
realizadas en explantes de pifia in vitro e in vivo (Zain y Abdullah, 2007;
Hamed y Ali, 2007), donde la salinidad, como factor estresante, aumento el

contenido de prolina.
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Figura 6. Contenido de prolina de Ananas comosus sometida a tres
tratamientos salinos por 4 meses. TO (control: 0 mmol.m™ de NaCl), T1
(Salino: NaCl a 150 mmol.m™®) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m™ +
CaSO, a 10 mmol.m™). Los valores representan las medias y la desviacién
estandar (X + ES, n=b5). Letras distintas indican diferencias entre
tratamientos, segun Duncan.
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La acumulacién de prolina bajo estrés salino se puede referir a genes
que controlan dicha acumulacion, denominados “genes de tolerancia
osmotica”, el cual gobierna la produccidén de moléculas como la betaina y la
prolina que protegen las células y sus constituyentes frente a la
deshidratacion. La prolina es considerada como el osmolito protector del
citoplasma necesario para la adaptacion al estrés (Maharix, 1991).

Se traz6 como meta en esta investigacion, contrastar el efecto
tedricamente dafino de la salinidad por cloruro de sodio con un remediador,
previamente estudiado, como lo es el calcio. Los resultados no fueron los
esperados en muchas de las variables estudiadas, como en los estudios
morfologicos, donde el nimero de hojas, biomasa fresca, biomasa seca y
contenido de agua no variaron significativamente al compararse los tres

tratamientos.

En la evaluacién del funcionamiento del aparato fotosintético, la
variacion de acidez titulable del citrato mostré incrementos en el tratamiento
salino, del resto se mantuvo indistinto en los demas. El contenido de
pigmentos disminuyé en el tratamiento salino, mientras que en el tratamiento
con calcio se mantuvo e incluso en algunos casos, como en la clorofila total,
fue mayor que el control, sin embargo, la menor disminucién se dio en el
tratamiento con calcio. El contenido de carbohidratos, en plantas sometidas a
estrés salino, disminuyd, pudiendo deberse esto a la degradacion de los
mismos. Esto pudiera corroborar la hipétesis del calcio como remediador del

aparato fotosintético.

Las otras variables fisiolégicas evaluadas como el contenido de
proteinas y prolina, no tuvieron las respuestas esperadas. En condiciones de
estrés, el contenido de proteinas puede variar, sin embargo, los tratamientos
probados fueron similares al control. De igual forma, el contenido de prolina
no fue el esperado, ya que, respecto al control, en ambos tratamientos

disminuyo.
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En los parametros morfoldégicos no se pudo evaluar el efecto del
sulfato de calcio, esto debido a que no ninguno de estos parametros mostro

respuesta negativa frente a la aplicacion de los tratamientos.

En cuanto a la evaluacion de los parametros fisiologicos, que sirvieron
para evaluar el funcionamiento del aparato fotosintético, el sulfato de calcio
tuvo el efecto remediador esperado. Mientras que, en los demas parametros,

fue indistinto su uso o no tuvo el efecto esperado.

Con los resultados aqui encontrados, se puede concluir que el cultivo
de la pifia es viable en cualquier zona del estado Sucre, inclusive en zonas
aridas y con presencia de sal en el suelo, como lo es la Peninsula de Araya,

dado a la tolerancia de la misma ante el estrés salino y la falta de agua.
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CONCLUSIONES
Los parametros morfologicos no presentaron cambios al someterse a

estrés salino respecto al control.

Los valores de biomasa y contenido relativo de agua no tuvieron

cambios significativos al someterse a estrés salino, respecto al control.

El estrés salino afectd la acumulacion de citrato respecto al control,
aumentandola, mientras que en el tratamiento con calcio tuvo un valor
intermedio; la acumulacion de malato se mantuvo en todos los tratamientos.
El contenido de clorofila disminuy6 en el tratamiento salino, sin embargo, en

el tratamiento con calcio se mantuvo similar al control.

El contenido de proteinas no varié en los tratamientos probados,
pudiendo no ser éste parametro, una forma de conllevar el estrés salino. El
contenido de carbohidratos disminuyé debido a la degradacion como
respuesta al estrés salino, mientras que, en el tratamiento con calcio,
presenté similar comportamiento que el control. La prolina disminuy6é en
todos los tratamientos respecto al control, siendo ésta una respuesta

inesperada.

En parametros morfolégicos, el efecto del sulfato de calcio no pudo ser
evaluado, ya que Ananas comosus mostro tolerancia ante la concentracion
salina probada. En la evaluacion del aparato fotosintético (acidez titulable,
clorofila y contenido de carbohidratos) tuvo un efecto remediador para los
efectos de la salinidad. En los otros parametros fisioldgicos, para proteinas,
no pudo ser evaluado su efecto, ya que aparentemente Ananas COmMoOsuUs
utiliza otros mecanismos para conllevar situaciones de estrés, y en prolina,
los resultados inesperados no permitieron evaluar el efecto del sulfato de

calcio.
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RECOMENDACIONES

Continuar esta investigacion utilizando mayores concentraciones
salinas en los tratamientos, ademas de un control negativo para cada uno de

los tratamientos.

Realizar investigaciones similares en periodos de tiempo suficiente
para que se dé el ciclo de vida completo de A. comosus. Realizar los mismos

estudios fisiolégicos en periodo de floracién y produccién de frutos.
Considerar variables anatomicas en futuras investigaciones.
Estudiar mas variedades de A. comosus.

Probar concentraciones distintas de CaSQO,, con el fin de obtener

mejores resultados.

Aumentar el niumero de muestras por tratamientos para obtener

resultados mas precisos.

Realizar pruebas similares en plantas con menor tiempo de vida
(reproduccién de soma clones — in vitro), con el fin de tener efectos mas

notorios.
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Apéndice 1.- Curva de calibracién de proteinas (estandar de albumina de suero
bovino) en hojas de Ananas comosus sometida a tres tratamientos salinos por 4
meses: TO (control: 0 mmol.m-3 de NacCl), T1 (Salino: NaCl a 150 mmol.m-3) y T2
(Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m-3 + CaSO4 a 10 mmol.m-3).
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Apéndice 2.- Curva de calibracién de los carbohidratos totales (estandar de
glucosa) en hojas de Ananas comosus sometida a tres tratamientos salinos
por 4 meses: TO (control: 0 mmol.m-3 de NaCl), T1 (Salino: NaCl a 150
mmol.m-3) y T2 (Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m-3 + CaS04 a 10 mmol.m-

3 ).
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Apéndice 3.- Curva de calibracién de la prolina (estandar de prolina) en hojas
de Ananas comosus sometida a tres tratamientos salinos por 4 meses: TO
(control: 0 mmol.m-3 de NaCl), T1 (Salino: NaCl a 150 mmol.m-3) y T2
(Salino + Ca: NaCl a 150 mmol.m-3 + CaS0O4 a 10 mmol.m-3).
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