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RESUMEN

Las plantas han desarrollado varios mecanismos protectores para contrarrestar el estrés salino, uno de
ellos es la acumulacion de solutos compatibles como prolina y glicina betaina. Sin embargo, algunos
cultivos como el tomate no acumulan glicina betaina, ante esto surge la alternativa de la aplicacion
exogena de estos compuestos. En este trabajo, se propuso evaluar el contenido de prolina en relacion al
estado hidrico en plantulas de Solanum lycopersicum var. Rio Grande “tomate” pretratado con diferentes
concentraciones de glicina betaina y cultivadas en diferentes niveles de salinidad. Plantulas fueron
tratadas con glicina betaina a concentraciones de 0, 1 y 10 mM, y luego sometidas a cloruro de sodio: 0,
100 y 200 mM agregada esta sal a la solucion de riego. Después de 10 dias de tratamiento se cuantifico
prolina y contenido relativo de agua. El contenido de prolina aumentd con el grado de salinidad y la
aplicacion de Glicina betaina 1 mM produjo un aumento significativo en NaCl 100mM.
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ABSTRACT

Plants have developed various protective mechanisms to counteract the salt stress; one of them is
accumulation of compatible solutes such as proline and glycine betaine. However, some crops such as
tomato not accumulate glycine betaine, this alternative to the exogenous application of these compounds
arises. In this paper, we proposed evaluate content of proline in relation to water status in seedlings of
Solanum lycopersicum var. Rio Grande "tomato" pretreated with different concentrations glycine betaine
and grown under different levels salinity. Seedlings were treated with glycine betaine concentrations 0, 1
and 10 mM, and then subjected to sodium chloride: 0, 100 and 200 mM this salt added to the irrigation
solution. After 10 days treatment was quantitated proline and relative water content. Proline content
increased with the degree salinity and application of 1 mM glycine betaine was significant increase in 100
mM NaCl.
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INTRODUCCION

Las plantas exhiben una respuesta dual frente al estrés salino que implica una respuesta temprana y otra
tardia; la primera, esta relacionada al estrés osmotico resultado del potencial hidrico negativo del suelo
salino y la segunda, a la acumulacion de Na* en tejidos foliares!. Solamente plantas con mecanismos
adaptativos pueden evitar el efecto adverso de la salinidad?. El ajustamiento osmético a nivel fisiologico,
es un mecanismo adaptativo involucrado en la tolerancia a la sequia o salinidad, el cual permite mantener
la turgencia celular bajo condiciones de déficit hidrico y contrarrestar los efectos de una répida
disminucion en el potencial hidrico foliar3- Esto ultimo ocurre por la acumulacion de altas concentraciones
de iones inorgénicos o solutos organicos de bajo peso molecular. Si bien ellos juegan un rol crucial en el
crecimiento de plantas superiores bajo condiciones salinas, su contribucion varia entre especie, cultivares
y entre diferentes compartimentos dentro de una misma planta.

En el tiempo, las plantas han desarrollado varios mecanismos protectores para contrarrestar el estrés
abiotico tal como el frio, sequia y salinidad. Uno de los mecanismos es la acumulacion de solutos
compatibles4. Estos solutos son pequefios metabolitos organicos solubles en agua, no toxicos a altas
concentraciones que permiten a las células retener agua para evitar disturbios y permitir funciones
normales cuando son expuestas a estrés abidtico’. Se incluyen entre los solutos compatibles a polioles,
azucares, aminoacidos y betainas, los cuales difieren entre especies®.

Hay evidencia que glicina betaina y prolina juegan un rol adaptativo en mediar el ajuste osmdtico y
proteger las estructuras subcelulares en plantas estresadas, estabilizando reacciones fotosintéticas, la
estructura de proteinas extrinsecas del complejo fotosintético II, y sintesis de ATP y activacion de
enzimas®.’7-8.9

La glicina betaina es la mejor betaina conocida, molécula bipolar pero eléctricamente neutra a pH
fisiologico®, es un aminodcido derivado, soluble en agua, no toxico, incoloro, naturalmente sintetizado en
varias especies vegetales; sin embargo, muchas especies cultivadas importantes tipo papa o tomate son
incapaces de acumularlo®. Es sintetizada a tasas elevadas en plantas bajo estrés abidtico!®!1, Los niveles de
acumulacion de GB son correlacionados con el aumento de la tolerancia por las plantasé. Muchas
investigaciones revelan también que la acumulacion de prolina contribuye al ajuste osmético y tolerancia
de las plantas expuestas a condiciones ambientales desfavorables. Por lo que se ha considerado como una
respuesta universal de las plantas bajo estrés. La acumulacion de prolina por deshidratacion debido a un
déficit hidrico o por aumento de la presion osmotica es la evidencia del rol que juega la prolina en la
osmorregulacion en plantas sometidas a los factores ambientales que producen el estrés hidrico.

En diversas especies la sintesis de glicina betaina es promovida por estrés por sequia y sal'2 como un
soluto compatible que regula el balance osmotico intracelular; pero también ha sido demostrado su rol
para estabilizar proteinas extrinsecas!3, mantener la estructura de la membrana!4, proteger el fotosistema II
y sintesis de ATP contra los efectos inhibitorios del NaCl!s. Se ha encontrado, por ejemplo, que glicina
betaina se acumula bajo estrés salino en trigo!® y en varias especies de Caryiophyllaceae, Convolvulaceae,
Compositae y Solanaceae!’.

El tomate es una de las hortalizas mas importantes y de amplia distribucion en el mundo!$; sin embargo,
la salinidad puede reducir el rendimiento en las cosechas!®, pero también se reporta que la salinidad
mejora la calidad de los frutos al aumentar los solidos solubles totales, contenido de acido, y color?0. Se ha
observado que muchas plantas cultivadas como las de tomate naturalmente no acumulan glicina betaina!2,
Ante este hecho, la aplicacion exdgena de soluciones compatibles ha sido sugerida como un enfoque
adicional, alternativo a la ingenieria genética para mejorar la productividad de los cultivos bajo
condiciones de estrés2!.

La aplicacion exdgena de glicina betaina aumenta en el vegetal su tolerancia a estrés por sequia y salino,
puede mejorar el crecimiento y supervivencia de numerosas especies bajo condiciones de estrés y
estabiliza, efectivamente, la estructura cuaternaria de enzimas, proteinas y mantiene un estado altamente
ordenado de las membranas cuando concentraciones de sal o temperatura son extremas!0.22.23.24,



Las plantas de tomate no son capaces de sintetizar glicina betaina, pero son capaces de tomarlo cuando
es aplicado exdgenamente a las hojas?s. Ellas han sido consideradas que pueden servir de un buen sistema
modelo para investigar el uso de la aplicacion exdgena cuando las plantas crecen en estrés ambiental.
Estudios preliminares han mostrado, que la adicion exogena de solucidon compatible a raices de plantas
jovenes de tomate indujo tolerancia a las condiciones de estrés; sin embargo, en plantas maduras de
tomate sensitiva a sales se ha reportado que ni prolina ni glicina betaina son capaces de contrarrestar los
efectos del estrés salino2¢. Este comportamiento nos lleva a considerar que la edad de la planta a la cual es
expuesta a glicina betaina exdgena juega un rol critico en su respuesta al estrés salino.

En este trabajo se propone evaluar el contenido de prolina en relacion al estado hidrico (contenido
relativo de agua) en plantulas de Solanum lycopersicum var. Rio Grande “tomate” pretratado con
diferentes concentraciones de glicina betaina y cultivadas en diferentes niveles de salinidad, conseguida
por concentraciones crecientes de NaCl.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo.

En este trabajo se utiliz6 plantas de S. lycopersicum Var. Rio Grande, obtenidas a partir de semilla
botanica certificada expendida comercialmente. Las semillas se colocaron a germinar en bandejas de
polietileno sobre papel toalla humedecido con agua destilada y cubiertas con una pelicula de plastico para
mantener la humedad. Los sistemas de germinacion fueron colocados en oscuridad hasta que los tallos de
las plantulas alcanzaron un tamafio de 2 — 2.5 cm de longitud. Este material fue trasplantado y mantenido
en recipientes de polietileno de 350 ml de capacidad, conteniendo solucion nutritiva La Molina hasta que
se establecid el primer par de hojas verdaderas, luego se traspasaron a recipientes de 1000 ml. Las
plantulas crecieron en condiciones de invernadero a una temperatura de 25 °C + 2 0 C hasta que tuvieron 4
semanas de edad, tiempo por el cual fueron mantenidas en solucion nutritiva adecuadamente aireada.
Aplicacion de glicina betaina y NaCl.

La aplicacion de glicina betaina se realizé en dos etapas, cuando las semillas fueron embebidas y cuando
las plantulas provenientes de estas semillas desarrollaron el primer par de hojas verdaderas. En ambos
casos, se aplico glicina betaina a las concentraciones de 0, 1.0, 10 mM; luego de dos horas del
pretratamiento con glicina betaina fueron expuestas a NaCl a las concentraciones de 0, 100 y 200mM por
10 dias.

Tanto para semillas como plantulas, éstas se distribuyeron en 3 grupos, cada uno conformado por 30
individuos, luego, completamente al azar se procedio a la aplicacion de glicina betaina por aspersion y
agregando Na Cl a la solucion nutritiva. Se consider? tres replicas para cada tratamiento.

Cuantificacion de prolina.

Para cuantificar prolina se utilizé el método descrito por Bates y cols.??, se utiliz6 0,5 g de tejido foliar o
de raiz. Cada muestra fue congelada en nitrégeno liquido y homogenizada con acido sulfosalicilico al 3%.
El residuo fue removido por centrifugacion a 13000 g por 10 min. Luego, 500 pl del extracto se hizo
reaccionar con 500 pl de acido acético glacial y 500 pl de ninhidrina acida a 100°C por una hora. La
reaccion fue detenida en bafio con hielo. El croméforo conteniendo la prolina fue extraido con 1 ml de
tolueno. La prolina fue cuantificada en un espectrofotometro Hewlett Packard 8452, a 520 nm, usando L-
prolina en la elaboracion de la curva de calibracion. La cantidad de prolina fue expresada en microgramos
por gramo de peso fresco. Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento.

Determinacion del contenido relativo de agua (CRA).

Para determinar el CRA, se utiliz6 la primera hoja completamente expandida a partir del apice de la
planta, después de los respectivos tratamientos con glicina betaina y NaCl. Se registr6 el peso fresco (PF)
de las hojas tan luego fueron retiradas de la planta. Luego se determin el peso targido (PT), para lo cual,
las hojas fueron colocadas en agua desionizada por 24 horas, después de este tiempo, las hojas fueron
sacadas del agua, secadas sobre papel de filtro y pesadas. Finalmente, las hojas fueron secadas a 80°C
hasta obtener un peso constante y se registro el peso seco (PS). El contenido relativo de agua se determin6
mediante la formula: CRA = (PF — PS/P T — PS) x 100. Se consider? tres repeticiones por tratamiento.



Evaluacion y analisis estadistico de datos.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias segun la prueba de significaciéon de Duncan con un nivel de confianza de 95%. Se
uso el paquete estadistico Statgraphics plus 5.1.

RESULTADOS

Las plantulas de S. Ilycopersicum Var. Rio Grande, tratadas con glicina betaina y cultivadas en
soluciones con diferentes concentraciones de NaCl, mostraron cambios en el contenido prolina y el
contenido relativo de agua.

El contenido de prolina en plantulas tratadas con glicina betaina 0 mM y cultivadas con 100 y 200 mM
de NaCl mostraron un aumento significativo con respecto al control (0 mM de NaCl), alcanzando los
valores mas altos a 200 mM, aumentando hasta 2.4 veces con respecto a las plantulas control (Fig. 1). Al
comparar el contenido de prolina en plantulas tratadas con 0, 1 y 10 mM de glicina betaina y cultivadas
con 0 y 200 mM de NaCl no mostraron diferencias significativas; sin embargo, se observo diferencias
significativas cuando las plantulas crecieron en NaCl 100 mM y fueron tratadas con glicina betaina
10mM.
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Fig. 1. Contenido de prolina en hojas de Solanum [ycopersicum L. var. Rio Grande, tratada con diferentes
concentraciones de glicina betaina y cultivada en concentraciones crecientes de NaCl por 10 dias. Las barras
verticales representan el error estandar (n = 3).

El contenido relativo de agua (CRA) disminuy6 significativamente en S. /ycopersicum var. Rio Grande
después de ser expuestas a diferentes concentraciones de NaCl (Fig. 2). Mostro los valores mas bajos a
200 mM de NaCl y 0 mM de glicina betaina (74 %); al comparar los promedios de las plantulas tratadas
con 0, 1 y 10 mM de glicina betaina en las plantulas cultivadas con 0, 200 mM de NaCl no se encontrd
diferencias significativas en el CRA. En las plantulas cultivadas con 100 y 200 mM de NaCl se observo un
aumento en el CRA, mas solo este aumento fue significativo entre los tratamientos 0 y 1 mM de glicina
betaina en aquellas que crecieron en una concentracion de 100 mM de NaCl.



DISCUSION

En diversos trabajos se ha reportado la acumulaciéon de prolina en tejidos, o6rganos de las plantas
sometidas a varios tipos de estrés, entre ellos al estrés salino y que el aumento temporal de estos
compuestos es importante en la respuesta de la planta al estrés. Los resultados obtenidos en este trabajo,
muestran aumento significativo en el contenido de prolina en hojas de Solanum [ycopersicum L. var. Rio
Grande tratado con diferentes concentraciones de NaCl. Estos resultados concuerdan con los encontrados
en tejido foliar de tres especies de tomate, Lycopersicon esculentum, L. peruvianumy Solanum pennellP3;
asi también con los resultados observados en hojas y tallos de dos cultivares de tomates, cultivados in
vitro con la adicion de NaCl a una concentracion de 160 Mm?°. La disminucion de la turgencia es el
disparador de la acumulacion de prolina en plantas sujetas a condiciones de sequia ya que la pérdida de
turgencia activa una compleja secuencia de eventos adaptativos correlacionados al nivel de estrés.
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Fig 2. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande, tratada con
diferentes concentraciones de glicina betaina y cultivada en concentraciones crecientes de NaCl por 10 dias. Las
barras verticales representan el error estandar (n = 3).

La aplicacion exogena de glicina betaina en plantas estresadas por sales ha sido descrita hace varias
décadas y su funcién ha sido relativamente bien caracterizada3?. Cuando glicina betaina es aplicada
exdgenamente, ésta penetra en los tejidos foliares pronto, después de la aplicacion y es rapidamente
traslocada a las raices, meristemos y hojas es expansion?s. Estos investigadores también han demostrado
que glicina betaina queda sin metabolizar en los tejidos de la planta por varias semanas. Este
comportamiento de glicina betaina estaria justificando el aumento del contenido de prolina en las plantulas
de tomate tratadas con este metabolito, ya que ademas se menciona que una vez que la glicina betaina es
traslocada a los 6rganos de la planta, actia como un osmoprotector en las células3!. Si bien las plantas de
tomate no acumulan normalmente glicina betaina!2, se ha demostrado que glicina betaina es tomada
rapidamente cuando es aplicada foliarmente y acumulada en sus hojas a varios niveles dependiendo de la
concentracion aplicada32.

El aumento de sales en la solucion del suelo ocasiona disminucion de los potenciales hidrico y osmotico,
lo cual se refleja en el estado hidrico de la planta; es decir, la planta tiende a perder agua. Ante esta
situacion, la planta debe mantener un potencial hidrico mas negativo que el sustrato para asegurar la
absorcion de agua y poder mantener una adecuada hidratacion de sus tejidos33.



En el presente trabajo se observd disminucion del contenido relativo de agua (CRA) en Solanum
lycopersicum var. Rio Grande cuando fue expuesta a diferentes concentraciones de NaCl. Este
comportamiento en el contenido relativo de agua estaria relacionado con la capacidad de respuesta de las
especies al aumento de sales en el sustrato, es decir a su capacidad para generar potenciales hidricos que le
permitan mantener la turgencia celular. En las plantas expuestas a concentraciones elevadas de sales,
deben ocurrir cambios en el flujo de agua de tal manera que las células y los tejidos se adapten a esta
situacion. La absorcion de agua se lleva a cabo gracias al mayor potencial osmotico de la raiz con respecto
al suelo y que ocurre en cuanto las células dejan de estar turgentes34. Estas condiciones posiblemente se
generan en las plantas de tomate tras la sintesis y acumulacion de solutos compatibles, ayudados también
por la aplicacion exdgena de glicina betaina. Prolina y glicina betaina mejoran el estado hidrico de plantas
estresadas. Tales efectos pueden ser debidos a la inhibicion del eflujo de agua via efecto de estos solutos
sobre la estabilidad de la membrana y sobre la transpiracion reducida via efecto de la regulacion
estomatica, ademas de que estos solutos pueden estar involucrados en la osmorregulacion3.

También podria estar participando en el mantenimiento del estado hidrico de las plantas la actividad de
las acuaporinas, proteinas canales de membrana (PIP), que juegan un papel dindmico clave en el control
del movimiento del agua en las células de la raiz, y las proteinas TIP a nivel del tonoplasto, responsables
del control del agua transcelular, para restablecer y mantener la homeostasis celular de los cambios en el
potencial osmético celular ocasionado por las sales3¢; donde la Glicina betaina aplicada exdgenamente
estaria contribuyendo a mantener un estado altamente ordenado de las membranas cuando
concentraciones de sal o temperatura son extremas?4. La aplicacion de prolina y glicina betaina reduce el
dafio de la membrana, mejora la toma de K+ y el crecimiento. Ambos solutos mejoran la desestabilizacion
de proteinas y la proteccion de membranas!4,

CONCLUSIONES

o E] estrés salino generado por NaCl aument6 el contenido de prolina en plantulas de S. /ycopersicum
var. Rio Grande.

e La aplicacion de glicina betaina aumento el contenido de prolina en plantas de S. /ycopersicum
expuestas a NaCl 100 mM.

¢ El NaCl causa disminucion en el contenido relativo de agua y aumento del contenido de prolina en
hojas de S. Iycopersicum var. Rio Grande.
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