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Crecimientoy acumulacion de prolinaen dos
genotipos de cafia de azUcar sometidos
asalinizacion con cloruro de sodio

Growth and proline accumulation in two sugarcane
genotypes under sodium cloride salinization

M. Garcial y E. Medina?
Resumen

Se evaluaron en condiciones de cobertizo, dos genotipos de cafia de aztcar
con respuesta diferencial ante las sales: PR692176 (tolerante) y V78-1 (sensible),
a fin de obtener informacion sobre las causas de ese comportamiento diferencial.
Las plantas crecieron en un sustrato artificial (arena) irrigado con solucion
nutritivay cuando tuvieron dos meses de edad se iniciaron los riegos con solucién
nutritiva a la que se afiadié cloruro de sodio (100 mM). Se determinaron algunos
componentes del crecimiento y la acumulacién de prolina en raices y en hojas de
diferentes edades. La salinizacion con NaCl tuvo efecto negativo sobre el crecimiento
de ambos genotipos, pero en el genotipo resistente el area foliar, peso seco de
raices y la relacion peso seco del sistema radical/peso seco del sistema aéreo, se
redujeron menos. La acumulacién de prolina aument6 en las plantas salinizadas,
especialmente en raices y en las vainas foliares, siendo ese incremento mayor
para el genotipo sensible, excepto en la lamina foliar de la hoja mas recientemente
expandida (hoja TVD).
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Abstract

Two sugarcane genotypes differing in salinity response were evaluated:
PR692176 (salt tolerant) and V78-1 (salt sensitive), in order to get information
about the causes of that differential behavior. The plants grew in an artificial
substrate (sand) irrigated with nutrient solution and after two months they were
subjected to salinization with sodium chloride (100 mM). Some growth parameters
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and proline accumulation in roots and leaves of different ages were studied. So-
dium chloride salinization affected the growth in both genotypes, however, the leaf
area, root dry weight and root dry weight/shoot dry weigh ratio were less reducted
in the resistant genotype. Proline accumulation was increased in response to salin-
ization, mainly in roots and sheaths. Proline accumulation in the plants under
salinization was greater in the sensitive genotype than in the resistant genotype,
except in the blade of the leaf forming the top visible dew lap (TVD leaf).

Key words: sugarcane, salinity, growth, proline.

Introduccion

En Venezuela, una proporcién
importante de los suelos utilizados para
el cultivo de la cafia de azucar estan
afectados por problemas de salinidad
(20). La presencia de “peladeros” en
zonas dedicadas a la explotacion
comercial de este rubro se ha atribuido
en muchos casos a un alto contenido
de sales en los suelos y/o en las aguas
de riego (18), lo cual ha llevado a
considerar la salinidad como uno de los
problemas importantes en este cultivo.

La cafia de azucar es un cultivo
moderadamente sensible a las sales
(15) y se ha sugerido que a valores de
conductividad eléctrica (CE) en la pasta
saturada sobre los 2-3 dS m?, no se
afecta el crecimiento y rendimiento de
este cultivo, pero que a valores de 7 dS
m-, ocurre un 50% de reduccién en el
crecimiento (4). Sin embargo,
diferencias en el grado de tolerancia a
las sales entre genotipos han sido
sefaladas tanto en evaluaciones de
campo (28, 9), como en ensayos de
invernadero (3, 31, 16), siendo escasa
la informacién disponible en cuanto a
las causas de ese comportamiento
diferencial en comparacion con lo que
se conoce para otros cultivos.

Comunmente, la tolerancia alas
sales en los cultivos es medida
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mediante la ecuacién de respuesta del
rendimiento de Mass y Hoffman (15).
No obstante, algunas caracteristicas
del crecimiento, cuya determinacién
puede realizarse en etapas tempranas
del desarrollo, se han usado como
indicadores de la variabilidad genética
de los cultivos para tolerancia a las
sales (25). En el caso de la cafa de
azucar se conoce poco al respecto y por
ello algunos autores han destacado la
importancia de ese tipo de informacion
para este cultivo (29).

Un aspecto de gran relevanciaen
la respuesta de los cultivos a las sales
es el ajuste osmético, es decir, el in-
cremento neto en la cantidad de solutos
osmoticamente activos en los tejidos.
Ese ajuste osmético se alcanza
mediante la acumulacion de iones
inorganicos, o a través de la sintesis
de solutos organicos, entre los cuales
la prolina es uno de los osmolitos mas
ampliamente distribuidos en plantas
superiores. Los iones inorganicos son
determinantes en el ajuste osmético y
se acumulan preferencialmente en
vacuolas, mientras que solutos
organicos como la prolina,
glicinbetaina, sacarosa, manitol y
otros se conocen como “solutos com-
patibles” pues se acumulan
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principalmente en el citoplasma, sin
causar inhibicion de la actividad
enzimatica y ademas impiden la
deshidratacién del citosol por la
reduccién en el potencial hidrico
derivada de la acumulacién de sales
en vacuolas (23).

Por lo general laacumulacién de
prolina se incrementa cuando las
plantas estan afectadas por condiciones
de sequia o salinidad y se ha
considerado que ese incremento
confiere resistencia contra estos dos
tipos de estrés (13). En el caso especifico
de la cafia de azUcar existen algunas

evidencias de la acumulacién de este
aminoéacido en plantas bajo estrés
hidrico (21, 27), siendo escasa la
informacién disponible en plantas
sometidas a estrés por sales.

El presente trabajo tiene como
objetivo estudiar algunas
caracteristicas morfolégicas del
crecimiento y del patrén de
acumulacion de prolina en diferentes
organos de plantas de dos genotipos de
cafia de azucar, a fin de determinar
su posible vinculacién con la respuesta
diferencial ante el estrés salino por
cloruro de sodio en esos genotipos.

Materiales y métodos

El experimento se condujo en uno
de los cobertizos de la Facultad de
Agronomia de la UCV, en Maracay -
Edo. Aragua. Se utilizaron 2 genotipos
de cafa de azucar que se diferencian
en su respuesta a sales: PR692176 y
V78-1. De acuerdo a una evaluacion
en condiciones de cultivo en suelo
salino con predominio de cloruro de
sodio en el Bajo Yaracuy, el primer
genotipo fue considerado como
tolerante a sales, mientras que el
segundo se sefial6 como sensible (9).

Esquejes de una yema fueron
sembrados en germinadores
conteniendo arena lavada de rio y se
irrigaron con agua de chorro (CE: 0,18
dS mt) los primeros 5 dias.
Posteriormente, los riegos se hicieron
con una soluciéon nutritiva cuya
composicion se muestra en el cuadro
1, la cual se prepar6 siguiendo la
formula recomendada por Cabrera (5)
diluyéndose a ¥4 de su concentracion
normal durante los primeros 10 diasy
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a Y% los siguientes 15 dias.
Transcurrido el primer mes luego de
la siembra, se seleccionaron plantulas
homogéneas y se sembraron en bolsas
de polietileno de 10 kg de capacidad (1
planta/bolsa), llenas con arena lavada
de rio. A partir de este momento los
riegos se efectuaron con solucién
nutritiva completa (CE: 1,87 dS m?).
Un mes después del transplante
se inicio el periodo de salinizacién en 6
plantas de cada genotipo, mientras que
un grupo igual fue dejado como con-
trol. Para preparar la solucion de riego
salina, se anadié a la solucion
nutritiva cloruro de sodio hasta
alcanzar una concentraciéon de 100 mM
de NaCl (CE: 11,8dS m?). Las plantas
se dispusieron de acuerdo a un disefio
completamente aleatorizado unifacto-
rial y el periodo de salinizacion se
prolongd por espacio de 60 dias.
Finalizado el periodo de
salinizaciébn se seleccionaron
aleatoriamente 3 plantas de cada
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Cuadro 1. Composicion de la solucién base usada para riego.

Nutrimento Concentracion (mM)
Nitrogeno 13,9
Fosforo 2,1
Macro Potasio 41
Magnesio 0,5
Azufre 9.4
Calcio 3,8
Boro 9,3 x 103
Hierro 7,2x103
Micro Manganeso 3,6 x 103
Zinc 6,1x 103
Molibdeno 1,0x 10*
Cobre 1,6 x 103

Fuente: calculos propios a partir de Cabrera (5)

genotipo por tratamientoy en cada una
se efectuaron las siguientes medidas:
altura de planta (desde el ras del suelo
hasta el cuello de la hoja mas
recientemente expandida, también
llamada hoja TVD), nimero de brotes,
numero de hojas secas, nimero de hojas
verdesy area foliar de éstas. Para estimar
el &rea foliar se midi6 el ancho méximo
y el largo de cada hojay el areafoliar se
calculé a través de una ecuacion de
regresion obtenida previamente,
siguiendo la metodologia descrita por
Méndez (17) para cafia de azUcar. Estas
ecuaciones fueron, Area ... .= 12,6 +
0,62 largo x ancho (r*=0,98) y Area .
,=15,99 + 0,66 largo x ancho (r?=0,97).
Posteriormente se separo la parte radi-
cal de la parte aérea de cada planta y
cada porcion se seco por separado en
estufa a 70 °C por 3 dias, para obtener
los valores de peso seco.
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Otras 3 plantas de cada genotipo
por tratamiento fueron usadas para
determinar el contenido de prolina libre
en raices y hojas. En el primer caso se
usaron raices turgescentes, mientras
que en el segundo caso se tomo la hoja
mas recientemente expandida (hoja
TVD) y la ubicada por encima de ésta
(aun en expansion), seleccionandose
para la determinacion el tercio medio
de la lamina (sin incluir el nervio
medio) y la vaina foliar. La extraccion
de la prolina presente en los tejidos
mencionados se hizo en &cido
sulfosalicilico al 3% (p/v) y su
estimacion se realiz6 siguiendo la
metodologia propuesta por Bates et al.
(1). Toda la informacion obtenida se
analizé estadisticamente utilizando la
prueba no paramétrica de Kruskal —
Wallis.
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Resultados y discusion

Crecimiento. La salinizacion con
cloruro de sodio afectd negativamente
los 2 genotipos estudiados. Este efecto
se evidencié fundamentalmente
mediante una reduccion en el
crecimiento, acomparado por clorosisy
un quemado de las hojas que progreso
desde las hojas mas basales hacia las
apicales, siendo mas notorio este efecto
en el tallo primario. Este patron de
quemado en las hojas, se corresponde
con el gradiente decreciente en el efecto
toxico por Na*y Cl-entre hojas maduras
y jovenes que ha sido observado
previamente en este cultivo (12).

En los dos genotipos, la
salinizacion afecté poco el nimero de
brotes/planta y para esta variable no
se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas (cuadro 2). Sin
embargo, en ambas condiciones (con-
trol y salinizacion) PR692176 mostroé
unatendencia a desarrollar un nimero

ligeramente mayor de brotes, en
relacién a V78-1. Este comportamiento
también fue observado por Zérega et
al. (32) para la primera variedad,
creciendo en umbraculo y en suelo
salino. La capacidad de mantener un
elevado numero de brotes en
condiciones de salinidad, ha sido
considerada como una cualidad de
importancia en la tolerancia a las sales
en este cultivo, ya que un
macollamiento abundante posibilita
una mejor dilucién de las sales (29).
En cuanto a la altura (cuadro 2),
en PR692176 se observaron los
mayores valores tanto en las plantas
control como en las salinizadas,
encontrandose diferencias estadistica-
mente significativas entre los genotipos
para esta variable, en ambas
condiciones. Sin embargo, en este
genotipo las plantas salinizadas
tuvieron una reduccion de 53% en su

Cuadro 2. Valores promedio para algunas variables de crecimiento en
plantas de 2 genotipos de cafia de azucar, sometidos a
salinizacion con cloruro de sodio durante 60 dias.

Variedad/ No. Altura No. hojas No. hojas Area foliar
Tratamiento brotes (cm) verdes secas cm?

PR692176

(Tolerante)

Control 14 89 86 7 11830

Salinizadas 13 42 61 28 4389

V78-1

(Sensible)

Control 13 67 * 77 11 13617

Salinizadas 12 35* 57 30 3982

* Diferencia significativa entre genotipos a= 0,05
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altura, respecto a las del tratamiento
control, mientras que en V78-1 esa
reduccion fue del 47%. Un
comportamiento similar fue observado
por Syed y El-Swaify (24) en otros dos
genotipos de cafia de azUcar; estos
autores consideran que es posible que
la mayor produccién de brotes en los
genotipos mas tolerantes a las sales,
esté asociada a un menor incremento
en la altura de las plantas.

Respecto al nimero de hojas
verdes y al area foliar de éstas, no se
encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los genotipos
probados (cuadro 2). EI nimero de hojas
verdes fue reducido en un 32% en
PR692176 y en un 26% en V78-1,
respecto a las plantas control. Por el
contrario, la reduccion en el area fo-
liar fue de 63% en el primer genotipoy
71% en el segundo, lo que sugiere que
en presencia de NaCl, la tasa de
expansion foliar fue inhibida en menor

grado en PR692176. Esta cualidad ha
sido sefialada como muy importante en
la tolerancia a las sales en este cultivo
(29), ya que refleja una mejor
capacidad para mantener en
funcionamiento los tejidos fotosintéti-
camente activos, bajo esta condicion.
En el cuadro 3 se muestra el efecto
relativo de la salinizacion sobre la
acumulacion de biomasaen raicesyenel
vastago y sobre la relacién peso seco del
sistema radical/peso seco del sistema aéreo
(SR/SA). En los dos genotipos, la
acumulacion de biomasa en ambas
porciones de la planta se redujo
sensiblemente a causa de la salinizacion;
en PR692176 la reduccion en esta vari-
able respecto a las plantas control fue simi-
lar en las raices y en el vastago, pero en
V78-1 el efecto fue mas marcado en las
raices (figura 1). El andlisis estadistico
parapeso seco de raices, mostré diferencias
significativas entre los 2 genotipos, tanto
para las plantas control como en las

Cuadro 3. Valores promedio de peso seco de raices, peso seco del vastago
y relacién peso seco del sistema radical/peso seco del sistema
aéreo (SRISA) en plantas de dos genotipos de cafia de azUcar
sometidos a salinizacién con cloruro de sodio durante 60 dias.

Variedad/ Peso seco Peso seco Relacion
Tratamiento raiz (g) vastago (g) SR/SA
PR692176
(Tolerante)
Control 65 335 0,20
Salinizadas 24 126 0,19
V78-1
(Sensible)
Control 45 * 356 * 0,13 *
Salinizadas 11 * 121 0,10 *

* Diferencia significativa entre genotipos a= 0,05
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Figura 1. Efecto relativo de la salinizacién con cloruro de sodio du-
rante 60 dias, sobre la acumulacién de biomasa en raices y
en el vastago de 2 genotipos de cafia de azlcar.

tratadas, con los mayores valores de peso
seco de raices para PR692176 en ambos
casos. Esto indica que ademas de haber
un componente genético que favorece a
este genotipo, su habilidad paraacumular
biomasa en las raices es mayor aun en
condiciones de estrés salino, en
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comparacion a V78-1 (figura 2), lo que
podria representar una ventaja para la
primeravariedad en cuanto a su capacidad
para explorar y explotar el substrato de
crecimiento. Cabe indicar que la
capacidad para desarrollar un sistema
radical densoy ramificado en condiciones
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Figura 2. Vista comparativa del efecto de la salinizacién con cloruro
de sodio durante 60 dias, sobre el desarrollo del sistema radi-
cal en plantas de 2 genotipos de cafia de azucar.
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de salinidad, se ha considerado como de
importanciaen latoleranciaalas salesen
cafiade azlcar (29).

En lo que respecta a la biomasa
aérea, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre
los genotipos sélo para las plantas con-
trol, siendo V78-1 el genotipo que
acumula méas biomasa aérea. En
condiciones de salinidad, la reduccion
en la biomasa aérea fue ligeramente
mayor en V78-1 (figura 1); no obstante,
esa diferencia entre los genotipos no
resulté estadisticamente significativa.

En cuanto a la relacion peso seco
del sistema radical/peso seco del
sistema aéreo (SR/SA) se encontraron
diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los genotipos, tanto para
las plantas control como en las
salinizadas, correspondiendo en ambos
casos el mayor valor de esta relacién a
PR692176 (cuadro 3). Este comporta-
miento refleja una mayor inversion de
asimilados hacia el desarrollo de raices
en este genotipo, en comparacion con
el genotipo sensible. La relacién SR/
SA puede variar con el ambiente,
siendo ademas una caracteristica
hereditaria; se considera que una
mayor relaciéon SR/SA es tipica de
especies y/o genotipos relativamente
tolerantes al estrés hidrico (11). Cabe
indicar que el genotipo PR692176 es
también considerado como tolerante a
déficit hidrico (30).

Acumulacién de prolina. Tal
como se muestra en la figura 3, la
salinizacién provoc6 un incremento en
la acumulacién de prolina en los 2
genotipos, que varié con el érgano
considerado, la edad foliar y la posicion
dentro de cada hoja (IAminas o vainas
foliares). En las plantas control no se
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encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la
acumulacion de prolina entre los
genotipos, en ninguno de los 6rganos
considerados. Por el contrario, en las
plantas salinizadas se obtuvieron
diferencias significativas entre los
genotipos en las vainas foliares y las
raices, correspondiendo en ambos casos
los mayores valores al genotipo sen-
sible.

En el caso de las laminas foliares,
el aumento en la acumulacion de
prolinaen respuesta al tratamiento con
cloruro de sodio no resultd
estadisticamente significativo ni a
nivel de las hojas maduras, ni en el
caso de hojas en expansion. En la hoja
TVD ese incremento fue ligeramente
mayor en PR692176, mientras que en
hojas en expansion ocurrié lo contrario.
En ambos genotipos se observé un
gradiente decreciente en la
concentracion de este aminoacido en-
tre la lamina de hojas maduras y en
expansion, que fue menos acentuado
en VV78-1. Colmer et al. (6) encontraron
un patrén similar, en laminas foliares
de 2 genotipos de trigo, uno sensible y
el otro tolerante a sales. Por otra parte,
Madan et al. (14) y Soliman y Doss (22)
trabajando con genotipos de Brassica
juncea L. y tomate respectivamente,
sometidos a estrés salino, encontraron
un gradiente creciente en la
acumulacién de prolina entre hojas
maduras y en expansion.

En las vainas foliares, el incre-
mento en la acumulacién de prolina
en condiciones de salinidad fue mayor
en el genotipo sensible, especialmente
en las hojas en expansion.
Contrariamente a lo observado en la
lamina, en este caso se evidencié un
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Figura 3. Efecto de la salinizacién con cloruro de sodio sobre la
acumulacion de prolina en diferentes 6rganos de plantas
de dos genotipos de cafia de azdcar sometidas a salinizacion
con NaCl durante 60 dias. Lamina hoja expandida (L-HTVD);
lamina hoja en expansion (LHJ); vaina hoja expandida (V-
HTVD); vaina hoja en expansion (V- HJ). *: diferencia
significativa entre genotipos a= 0,05

gradiente creciente en la acumulacion
de este aminoacido entre la vaina fo-
liar de hojas maduras y la de hojas en
expansion. Esta elevada acumulacion
de prolina podria ser causada por un
efecto de deshidratacién debido a la
excesiva acumulacion de Na*y/o Cl-en
el apoplasto celular (7), o bien, debido
a un efecto directo de toxicidad a causa
de la retencién preferencial de esos
iones a nivel de las vainas foliares.
Este ultimo mecanismo ya ha sido
observado en plantas de sorgo
sometidas a estrés salino (2).

En el caso particular de plantas
de cafia de azUcar sometidas a estrés
por sales, la escasa informacién
disponible solo se refiere a la lamina
foliar de la hoja TVD, en cuyo caso
nuestros resultados coinciden con lo
reportado por Viqueira et al. (27),
guienes encontraron un incremento en
la concentracion de este aminoacido en
la lamina de hojas TVD de variedades
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creciendo en suelos salinos del Valle
de Guantanamo (Cuba), siendo ese in-
cremento mayor en la época de
precipitaciones escasas y en las
variedades mas tolerantes a sequia.

Una mayor acumulacion de
prolina frecuentemente se ha
vinculado con una mayor tolerancia al
estrés por sales y/o por sequia (13). En
tabaco se han producido plantas
transgénicas que sobreproducen
prolina, mejorando asi su tolerancia a
las sales (10). Sin embargo, también
se han obtenido evidencias de una
mayor acumulacion de este
aminoacido en genotipos sensibles a
sales, en relacion a los tolerantes (22,
19, 8, 6), lo que sugiere que la
respuesta en cuanto a la acumulacion
de prolina es compleja y en algunos
casos, mas que una causa de tolerancia
a sales, podria ser un sensor del grado
de estrés al que esta sometido la
planta.
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Conclusionesy recomendaciones

Los resultados obtenidos en esta
investigacion, no revelan diferencias
marcadas en la respuesta a la
salinizacién con cloruro de sodio, en los
dos genotipos investigados. Sin em-
bargo, este comportamiento no puede
ser generalizado para otros tipos de
salinizacion, y/o otras etapas del ciclo
ontogenético de las plantas, aspectos
estos que deberan ser abordados en
trabajos futuros.

De las variables de crecimiento
estudiadas, las que confieren ventajas
al genotipo PR692176 sobre VV78-1 son:
altura de planta, acumulacién de
biomasa en las raices y relacion peso
seco del sistema. Todas esas
caracteristicas estan asociadas
también con la tolerancia a estrés por
sequia.

AUNn cuando PR692176 acumula
mas biomasa en las raices que V78-1,
seria recomendable realizar un estudio
mas minucioso a nivel de esta porcion
de la planta ya que la capacidad de la
planta para explorar y explotar el
substrato de crecimiento, esta

fuertemente influenciada por otras
caracteristicas morfolégicas y/o
anatémicas de las raices, tales como:
longitud, diametro, superficie radical,
grado de desarrollo del sistema vascu-
lar, etc.

En cuanto a la acumulacién de
prolina, los resultados obtenidos en esta
investigacion destacan la importancia
del estudio de la acumulacion de este
aminoacido en diferentes 6rganos,
especialmente en raices y en vainas
foliares, 6rganos en los que las
diferencias entre los genotipos usados
resultaron estadisticamente
significativas. La evaluacion del papel
de la prolina en la adaptacién de la cafia
de azucar a condiciones de estrés
salino, se aclararia mejor si se hacen
estudios adicionales en los que se
incluyan otras sales y se relacionen
medidas osmdticas, con la
acumulacion no sdélo de este
aminoacido, sino también de iones
inorgéanicos y otros solutos com-
patibles.
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