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Prefacio

El presente trabajo se realiz6é en el DICTUS (Departamento de Investigaciones
Cientificas de La Universidad de Sonora), Hermosillo, Sonora y en el CIBNOR (Centro
de Investigaciones Biologicas del Noroeste), La Paz, B. C. S. como requisito para
obtener el titulo de Doctor en Ciencias en el Uso, Manejo y Preservacion de Los
Recursos Naturales con Orientacion en Agricultura Sustentable.

El documento de tesis esta sustentado en dos publicaciones propuestas y
comprometidas en el Plan Trabajo Individual del sustentante (PTI):

1.- Ayala-Astorga, G. 1. Alcaraz-Meléndez, L., Pacheco-Ayala F. and Alejandro E.
Castellanos V. 2008. Effect of sodium chloride on Paulownia imperialis (Siebold &
Zuccarini) and Paulownia fortunei (Seemann and Hemsley) plants growing in vitro.
Agrochimica (en prensa).

2.- Ayala-Astorga, G. I. and Alcaraz-Meléndez. 2008. NaCl effect on protein, proline,
TBARS and Pigments in Paulownia imperialis (Siebold & Zuccarini) and Paulownia
fortunei (Seemann and Hemsley) in vitro. Biocell ( enviada, en revision)

Otras actividades realizadas como parte integral del Plan de Trabajo Individual son:

1.- Ayala-Astorga G. ., L. Alcaraz-Meléndez y F. Pacheco-Ayala. Contenido de sodio,
potasio, calcio y magnesio en plantas de Paulownia bajo estrés salino in vitro. V
Congreso del Noroeste. I Nacional en Ciencia Alimentarias y Biotecnologia. Del 7 al 12
de Noviembre, 2005. Universidad de Sonora. Hermosillo, Sonora, México.

2.- Ayala-Astorga G. 1. y L. Alcaraz-Meléndez. Efecto del Cloruro de sodio sobre el
peso fresco y peso seco de Paulownia imperialis in vitro. V Symposio Internacional
sobre la flora silvestre en Zonas Aridas. 29 al 31 de Marzo. 2006.

3.- Ayala-Astorga G. 1. y L. Alcaraz-Meléndez. Efecto del cloruro de sodio sobre
prolina y pigmentos en Paulownia imperialis (Siebold & Zuccarini) y Paulownia
fortunei (Sieemann & Hemsley) propagadas in vitro. Seminarios de La Academia de
Ciencias Agricolas. La Paz, Baja California Sur. Mayo, 2007.

4.- Ayala-Astorga. G. I. and L. Alcaraz-Meléndez. Efecto del cloruro de sodio sobre
proteinas, enzimas y peroxidacion de lipidos de la membrana en Paulownia imperialis y
Paulownia fortunei in vitro. En el VIII simposio Internacional sobre Flora Silvestre en
Zonas Aridas, del 12 al 15 de Marzo de 2008. La Paz, Baja California Sur, México.
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Resumen

En el presente estudio se desarroll6 la técnica de cultivo de tejidos para propagar
Paulownia imperialis y Paulownia fortunei y para llevar a cabo los experimentos. Se
germinaron semillas de ambas especies en medios de cultivo WPM, ya desarrolladas las
plantulas y con tamafio uniforme, de dos a tres meses de edad, se transfirieron a medios
de cultivo conteniendo cloruro de sodio en diferentes concentraciones y se llevaron a
cabo los analisis en dos periodos de tiempo, al cabo de los cuales se realizaron
diferentes analisis bioquimicos, fisiologicos y estructurales para conocer los efectos del

estrés salino sobre ambas especies de Paulownia.

Inicialmente se probd el medio de cultivo WPM con cloruro de sodio en
concentraciones de: 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500 y 1000 mM. Los resultados
obtenidos sobre los efectos de la salinidad por cloruro de sodio en Paulownia imperialis
y Paulownia fortunei in vitro indicaron que el cloruro de sodio en las concentraciones
probadas afectdé negativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas debido a que
las plantas de ambas especies murieron a las dos semanas en los medios de cultivo
conteniendo los niveles mas elevados de NaCl. Por lo que se probaron otros rangos de
concentraciones de cloruro de sodio que fueron: 0, 20, 40, 60, 80 y 160 mM y se
llevaron a cabo las determinaciones a los 15 y 30 dias de peso fresco en hojas, tallos y
raices, peso seco en hojas, tallos y raices, contenido de humedad en hojas, tallos y
raices, area foliar, observaciones al microscopio, pigmentos, composicion ionica de
Na', K", Ca"™ y Mg++ en hojas, tallos y raices, relacion K'/Na®, TBARS, determinacion

de proteinas y peroxidasas, determinacion de catalasa y determinacion de prolina a los

XV



30 dias. Se determinod fotosintesis, respiracion, transpiracion, conductancia estomatica,

WUE y Ci/Ca en 19 y 26 dias.

Los resultados muestran que el sodio tiene efectos toxicos en ambas especies de
Paulownia, provocando un desequilibrio de los nutrientes reduciendo el peso fresco y el
peso seco asi como el area foliar, también se disminuyeron los pigmentos como
clorofila a y clorofila b, B-caroteno y violaxantina. Ademas se produjo un desbalance en
las funciones metabolicas con el subsecuente desequilibrio en las reacciones fisiologicas
de las plantas afectando el contenido de prolina y proteinas, la actividad de enzimas, asi
como fotosintesis.

Los resultados de este estudio indican que ambas especies se pueden considerar
moderadamente tolerantes al estrés provocado por cloruro de sodio aunque se observo

una mejor adaptacion de Paulownia imperialis a las condiciones de salinidad moderada.
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Abstract

This study deals with tissue culture techniques that were developed to propagate
Paulownia imperialis and Paulownia fortunei and to conduct experiments. Seeds of
both species were germinated in WPM culture medium. Once the seedlings developed
to a standar size, two to three months old, they were transferred to a culture medium
containing sodium chloride in different concentrations. Biochemical, physiological and
structurals analysis were performed in two periods of time to know the effects of saline

stress on both Paulownia species.

Initially we tested WPM culture media with sodium chloride at concentrations:
0, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500 and 1000 mM. The results on the effects of salinity
by sodium chloride in Paulownia imperialis and Paulownia fortunei in vitro showed
that sodium chloride concentrations adversely affected the growth and development of
plants because the plants of both species died after two weeks in the culture medium
with higher levels of sodium chloride. We tested other WPM culture medium WPM
with different levels of sodium chloride with: 0, 20, 40, 60, 80 and 160 mM and
performed determinations at 15 and 30 days of fresh weight in leaves, stems and roots,
dry weight in leaves, stems and roots, water content in leaves, stems and roots, leaf area,
observations with the scanning electron microscope, pigments, ionic composition such
as Na', K, Ca™ and Mg' " in leaves, stems and roots, relationship K'/Na" and TBARS,
determination of protein and peroxidases, catalase, and proline content at 30 days and
determinations of photosynthesis, respiration, stomata conductance, WUE and Ci/Ca in

19 and 26 days.
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The results show that the sodium has toxic effects on both species of Paulownia,
causing an imbalance of nutrients by reducing the fresh weight and dry weight as well
as leaf area, and also decreased chlorophyll a and chlorophyll b, B-carotene and
violaxanthin. In addition there was an imbalance in metabolic functions with the
resulting disruption in the physiological reactions of plants to affect proline and proteins

content, enzyme activity as well as photosynthesis.

The results of this study indicate that both species can be considered moderately

tolerant to stress caused by sodium chloride although observed better adaptation of

Paulownia imperialis in the moderate salinity conditions.
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1. ANTECEDENTES

Las plantas en su vida enfrentan diferentes cambios ambientales que en ocasiones son
condiciones adversas para su sobrevivencia. Entre esas condiciones perjudiciales para los

vegetales se encuentra la salinidad, la cual constituye un problema serio a nivel mundial.

Las aguas de riego contienen algunas sales que eventualmente contribuyen a la
salinidad de los suelos ocasionando pérdidas en la agricultura debido a que la sal en esos
suelos dafia a las células, 6rganos y tejidos del vegetal lo que repercute negativamente en
las plantas inhibiendo su crecimiento provocando la disminucion en la productividad de los
cultivos. Para estos tipos de suelos es necesario buscar nuevas técnicas para incrementar el

rendimiento de los cultivos asi como su calidad.

Debido a la problematica existente, se deben buscar alternativas para regiones con
suelos salinos, por lo cual es necesario seleccionar debidamente plantas tolerantes a la

salinidad para efectuar plantaciones en esos suelos y poder asi aprovecharlos.

La propagacion asexual de plantas, especificamente la propagacion asexual por
cultivo de tejidos, constituye una ventaja para llevar a cabo estudios tendientes a lograr
mejoramiento de plantas con la posibilidad de aplicarlas en la obtencion de caracteristicas
determinadas que son importantes en la agricultura como la tolerancia a factores

ambientales adversos como es el cloruro de sodio.



El género Paulownia es originario de China y Japdn, pertenece a la familia
Scrophulariaceae. También se le conoce como kiri, princess 6 empress. Su nombre lo recibe
en honor a Ana Paulovna, Gran Duquesa (1795-1865) hija del Zar Pablo I de Rusia. Es un
arbol caducifolio que alcanza una altura de 10 a 30 metros. Se cultiva como arbol de
alineacion, formando grupos en jardines y como cortinas en caminos. Por sus grandes hojas

y flores decorativas son utilizados como ornamental y como especies de intercultivos.

La importancia de este género, radica en que son arboles productores de madera de
muy buena calidad, con la cual es posible construir marcos de espejos, de pinturas, asi
como también instrumentos musicales, muebles, pipas para fumar y postes. Es importante
para la produccion de papel. De su madera se puede hacer carbon para ser utilizado en

juegos pirotécnicos.

Se ha comprobado que Paulownia crece bien en suelos pobres y tiene capacidad de
adaptacion a diferentes tipos de climas por lo cual es importante considerar su
implementacién con posibilidades de forestacion. Tiene habilidad para recuperar areas
estresadas ecoldgicamente. Su sistema radicular penetra suelos compactados y
contaminados. Es un fitorremediador incrementando el contenido orgénico de suelos

degradados.

El arbol de Paulownia puede ser una alternativa para hacer productivos los suelos

de las regiones aridas y semiaridas en nuestro pais por lo que podrian ser utilizados.



2. INTRODUCCION

2.1 Salinidad

Uno de los problemas que afectan seriamente a la agricultura es la salinidad en los
suelos, ya que inhibe el crecimiento de las plantas y disminuye la productividad de las
cosechas, un suelo con una conductividad eléctrica de 4 dSm™ (mmhocm™) (40 mM) o
mayor, se considera suelo salino (Rathinasabapathi, 2000; Cramer, 2002; Munns, 2002;
Chinnusamy et al., 2005) pero se ha visto que algunos cultivos horticolas se ven seriamente
afectados si la conductividad eléctrica en la zona de enraizamiento es mayor de 2 dSm™
(Sanchez and Silvertooth, 1996). Se considera que 1.5 billones de hectareas de terreno estan
afectadas por la salinidad, constituyendo uno de los problemas méas grandes que
actualmente perjudican a la agricultura (Song et al., 2006). De los 237 millones de
hectéreas de riego en el mundo, en 1992, la FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) estimé que unos treinta millones de hectareas estaban dafadas por la
salinidad y se encontraban seriamente afectadas aproximadamente de sesenta a ochenta
millones (Prieto, 1998).

En un suelo salino, las sales dafian a las células, tejidos y organelos de las plantas
(Cha-um, 2006). La salinidad por sodio (Zhi and Spalding, 2004) en los suelos va en
aumento y se prevee provocaran serios problemas en mas del 50% de las tierras agricolas
para el ano 2050 (Wang et al., 2003) y perjudicar las cosechas en muchas regiones
(Hasegawa et al., 1986; Graifenberg et al., 1996; Kumar et al., 2003). El estrés por

salinidad provoca severos dafios en las plantas, como inhibicidn de la actividad enzimatica,



disminucién de la entrada de nutrimentos en las raices, desnaturalizacién de proteinas y
estructuras de la membrana. Sin embargo, la respuesta completa de las plantas al estrés por
sales no se ha entendido claramente (Tsugane ef al., 1999), tal vez porque es necesario
efectuar investigaciones de los mecanismos moleculares y fisioldgicos del desequilibrio de
los nutrimentos ocasionado por la sal como un componente en el estrés por salinidad en los
vegetales (Song et al., 2006).

Se ha mencionado que la sobrevivencia, biomasa y altura de la planta son
caracteristicas suficientes para conocer la tolerancia a la salinidad de los vegetales (Munns,
2002), también que la morfologia es uno de los principales factores que influyen en la
sobrevivencia y el crecimiento de las plantas. Los cambios en la morfologia influyen en la
capacidad de los vegetales para aceptar los nutrientes, agua, luz y es importante entender la
respuesta morfologica cuando crecen en estrés salino para conocer el grado de tolerancia a
ese estrés (Sun and Dickinson, 1995). La deficiencia de uno o mas minerales esenciales
puede ocasionar estrés nutrimental y afectar el crecimiento de los vegetales (Matthew,
2007). Con la salinidad se desencadena en las plantas un estrés osmotico, lo cual reduce la
disponibilidad de agua por la planta y un estrés idnico que afecta al metabolismo y
disponibilidad de nutrientes por los vegetales (Sanchez et al., 2008).

Con el fin de tolerar la salinidad, las plantas han desarrollado un sistema
antioxidante para eliminar a las especies reactivas de oxigeno (ROS), también denominadas
especies activas de oxigeno (AOS) (Shalata and Tal, 1998; Vranova et al., 2002), las cuales
se acumulan debido a la salinidad (Chinnusamy and Zhu, 2003). Las ROS pueden dafiar a
las células iniciando procesos destructivos como peroxidacion de lipidos, oxidacién de

proteinas, dafios a clorofilas y a acidos nucleicos (Apse, 2002). Sin embargo, las enzimas



antioxidantes como peroxidasas y catalasas y los antioxidantes no enzimaticos como los
carotenoides son claves en la destoxificacion de ROS (Andrews, 2002). La modulacion de
la actividad de esas enzimas puede ser determinante en la tolerancia de las plantas a estrés
ambiental. Se ha estudiado la relacion de la salinidad y enzimas antioxidantes (Alscher et
al., 1997; Sankhla et al., 2006). Se ha reportado que la peroxidasa disminuye con
estrés salino en tomate (Lycopersicon esculentum L.) (Mittova et al., 2004), mientras que
en cebolla (Allium cepa) dicha enzima se incrementd en condiciones salinas (El-baky et al.,
2003). Catalasa se incrementd en cebolla con al aumentar la salinidad (El-baky et al.,
2003), en constraste disminuy6 la catalasa con el incremento de la salinidad en el arbol
frutal de Zizipus spp. (Sankhla et al., 2006). También se ha reportado que el aumento de la
salinidad ha provocado la degradaciéon de pigmentos como clorofila a y clorofila b en
espinacas (Spinacia oleraceae) (Di Martino et al., 2003).

Cuando las plantas se someten a estrés, como condiciones salinas acumulan
compuestos osmoprotectores en respuesta a ese estrés. También se les denomina osmolitos
(Cushman, 2001) 6 solutos compatibles porque atin cuando se encuentren en elevadas
concentraciones no son toxicos (McNeil et al., 1999), no interfieren con las reacciones
bioquimicas normales (Bohnert et al, 1995) y pueden favorecer que se efectien las
reacciones bioquimicas en las plantas (Tester and Davenport, 2003). Hare y colaboradores
(1998) propusieron que el incremento en la acumulacion de osmolitos 6 de estos
compuestos osmoprotectores u osmoprotectantes en plantas constituye una estrategia para
aumentar por lo menos una etapa en la tolerancia al estrés. Uno de los compuestos mas
comunes que se acumulan en este tipo de condiciones salinas, es la prolina (Chinnusamy et

al., 2005), este aminoacido se acumula debido a que se activa su sintesis y porque se



inactiva su degradacion (Nanjo ef al., 1999; Borsani et al, 2003; Kishor et al., 2005). Aun
cuando la acumulacion de prolina puede ser diferente entre las especies de plantas que se
encuentren en condiciones de estrés, existen dudas entre la habilidad que desarrollan las
plantas para la acumulacion de prolina en estrés y la tolerancia al estrés por salinidad. La
tolerancia relativa al estrés por cloruro de sodio, puede deberse al efecto de la acumulacioén
de prolina sobre el crecimiento, no sobre la tolerancia (Maggio et al., 2002). Sin embargo,
Sairam y Tyagi mencionan que en plantas existe una fuerte correlacion entre los niveles
altos de prolina y la capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales de salinidad
elevada (Sairam and Tyagi, 2004), ya que la acumulacién de ciertos metabolitos como la
prolina, podria servir como una valvula segura para ajustar el estado celular redox durante
el estrés (Cushman, 2001), ademas, por estudios genéticos y generacion de transgénicos, se
ha confirmado que la prolina puede incrementar la tolerancia al estrés abiodtico en plantas
(Xiong, and Zhu, 2002).

Por otro lado, en la gran mayoria de las plantas que estan en estrés salino, el proceso
de fotosintesis diminuye, pero se ha observado que muchas especies son capaces de
sobrevivir en condiciones extremas de sal (Maslenkova ef al., 1995) y la tasa fotosintética
de algunas especies que toleran suelos salinos, puede permanecer sin variacioén en altas
concentraciones de sal (Longstreth and Nobel, 1979). La salinidad influye sobre varias
funciones metabodlicas en las plantas no halofitas, afectando la fotosintesis, respiracion,
reacciones enzimaticas, sintesis de carbohidratos, asi como el transporte de los productos
de la fotosintesis y su uso en la produccion de nuevos tejidos afectando asi el crecimiento
de las plantas (Kozlowski, 1997). Los estudios efectuados con los arboles lefiosos Acacia

nilotica y Acacia tortilis, que crecen en ambientes secos de Africa y Asia, sefialan que son



capaces de crecer en suelos salinos, sin embargo, su repuesta al potencial de agua fue
diferente debido a la pérdida de hojas, ya que A. fortilis pierde mas temprano sus hojas que
A. nilotica (Mehari et al., 2005).

Se han efectuado numerosas investigaciones sobre la respuesta fisiologica de
diferentes especies a la salinidad empleando técnicas de cultivo de tejidos, como los
experimentos realizados con vid (Troncoso et al., 1999; Cavagnaro et al., 2006), papa
(Farhatullah and Raziuddin, 2002); mora (Harinasut et al., 2003), dlamo (Watanabe et al.,
2000), arroz (Cha-um et al., 2004a) y el arbol del neem (Cha-um et al., 2004b) y se ha
concluido que el cultivo de tejidos proporciona un medio eficiente para llevar a cabo dichos

estudios.

2.2 Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos vegetal es una técnica que consiste en aislar una porcion de la
planta que se cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica definida en
condiciones ambientales controladas. Constituye el area de la biotecnologia vegetal que se
ha convertido en una herramienta muy valiosa para el humano, ofreciendo alternativas para
la solucion de un gran nimero de problemas relacionados con los vegetales, ya que ofrece
técnicas que permiten la manipulacion de plantas tendientes a su mejoramiento (Villalobos
and Thorpe, 1993). Una de estas alternativas es la micropropagacion, que es la propagacion
asexual de cualquier tejido de la planta en un ambiente de temperatura, luz y humedad
controlado. En la actualidad, el cultivo de tejidos, tiene muchas aplicaciones entre las que

se pueden citar: micropropagacion O clonacion in vitro de plantas, produccion de



metabolitos secundarios, conservacion de germoplasma, ademas, unido a las técnicas de
ingenieria genética, han hecho posible la transferencia directa de genes a los vegetales, con
lo cual se abren las posibilidades para el mejoramiento de plantas cultivadas y la obtenciéon
de nuevos productos a partir de ellas (Pérez et al., 1999). Asi se han regenerado una gran
cantidad de plantas herbaceas y lenosas (Fiorino and Loreti, 1987). También, se ha
realizado el establecimiento in vitro de callos friables a partir de embriones inmaduros de
naranja dulce (Citrus sinensis Osb.) cultivares “Acosta 6” y “Washington navel” y naranja
agria (C. aurantium L.) (Jiménez y Guevara, 1995) para posteriormente regenerar plantas
completas con caracteristicas homogéneas. Se ha utilizado el cultivo de tejidos para obtener
arboles de manzano (Malus domestica Borkh.) (Mc Means et al., 2006).

Villalobos y Thorpe, (1995), mencionaron que la primer especie lefiosa que se logréd
regenerar mediante el cultivo de tejidos fue el dlamo blanco (Populus tremuloides) que es
un arbol maderable, asi como la primer gimnosperma fue Pinus palustris a partir de
embriones. El olivo también se ha regenerado exitosamente a través del cultivo de tejidos
(Jain and Ishii, 2003), logrando crecimiento vegetativo y florecimiento in vitro (Chaari-

Rkhis et al., 2006).

2.3 Cultivo de tejidos de Paulownia

Paulownia también ha sido objeto de estudios utilizando el cultivo de tejidos, como
los trabajos efectuados por Rao (1993) con cortes de peciolos de Paulownia fortunei en
medio de cultivo MS con 4 muM de ANA y 20 muM de BAP, a los siete dias de

incubacion de los cultivos, se observaron tallos en el 80% de las muestras, las que



facilmente enraizaron a las trece semanas. Con Paulownia elongata se obtuvo alta
frecuencia en la regeneracion de plantas (93.7 % de eficiencia) utilizando medio de cultivo
de Murashige and Skoog (MS) con 0.1 mgL™" de ANA (4cido a-naftalenacético) y 1 mgmL
" de BAP (bencilaminopurina), lograron 100% de enraizamiento al utilizar medio de cultivo
WPM (Woody Plant Medium) con 1 mgmL™' de AIB (Acido Indol-3-butirico), al
transplantar las plantas al suelo presentaron cerca de 100% de sobrevivencia (Ipekci et al.,
2001). Paulownia elongata se ha regenerado por cultivo de tejidos, obteniendo multiples
tallos de rapida regeneracion a partir de puntas de peciolos al utilizar medio de cultivo de
Murashige y Skoog (MS) con 4 uM de acido a-naftalenacético (ANA) mas 20 pM de BAP,
los tallos se desarrollaron en mas de 80 % de las plantas obtenidas (Dimps ef al., 1993).
Ipekci y Gozukirmizi (2003) desarrollaron un sistema reproducible para embriogénesis
somatica a partir de hojas y tejidos internodales de Paulownia elongata, para lo cual
utilizaron combinaciones de los reguladores de crecimiento 6-BAP, acido indol-3-
acético (AIA), ANA, cinetina (KIN) y tiazuron (TZD). Los embriones obtenidos se
encapsularon para producir embriones sintéticos.

En el presente estudio se aprovecho el cultivo de tejidos para efectuar estudios de

salinidad con cloruro de sodio en Paulownia imperialis y Paulownia fortunei.

2.4 Descripcion de la planta de Paulownia

El género Paulownia es originario de China y Este de Asia, estd representado por

nueve especies que se han introducido a Australia, Japon, Corea, Estados Unidos (desde



Montreal hasta Florida, asi como en Missouri y Texas), en México también se encuentra
pero no en grandes cantidades. Fue introducida por su valor ornamental durante el siglo
XIX, es un arbol caducifolio que alcanza alturas que van de los nueve hasta los treinta
metros en su madurez (Bonner, 1995).

Su ubicacion taxondmica se sefiala a continuacion:

REINO Vegetal

DIVISION Embryophita

SUBDIVISION Angiospermas

CLASE Dicotiledoneas

FAMILIA Scrophulariaceae

GENERO Paulownia

SUBGENERO Paulownia

ESPECIES imperialis (tomentosa), fortunei, elongata, catalpifolia

NOMBRES COMUNES Paulownia, arbol de la princesa, kiri, arbol empress

Son arboles adaptables y de crecimiento rapido, caducifolio. El tronco llega a medir
un metro de diametro, sus raices alcanzan una longitud de hasta nueve metros de
profundidad, es de copa ancha y ramas ascendentes. Sus hojas son opuestas y llegan a
medir de 13 a 25 cm de longitud y 60 cm de ancho, la anchura de la copa puede sobrepasar

facilmente los diez metros (http://www.agrodesierto.com/paulownia.html) (Figuras 1y 2).
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2.4.1. Florecimiento, fructificacion y reproduccion

Presenta flores perfectas de colores blancas, azules y violetas (Figura 2), en forma
de paniculas terminales de hasta 25 cm de longitud, entre Abril y Mayo antes de que
emerjan las hojas, los frutos son ovoides, en forma de capsulas dehiscente de 3 a 4 cm de
longitud, toman una coloracion café cuando estan maduras en Septiembre y Octubre y

persisten en el arbol en el Invierno.

2.4.2. Descripcion de las semillas
Las semillas estan envueltas por una capa delgada, transparente, liviana, parecen

pequedias alas de 1.5 a 3 mm de longitud, cuando la capsula se rompe y se abre en el arbol

son facilmente diseminadas por el viento (http://www.agrodesierto.com/paulownia.html).

Los arboles comienzan a desprender su semilla de los ocho a los diez afos de edad.

2.4.3. Colecta, extraccion y almacenamiento de semillas

Los frutos secos se pueden colectar y abrir con la mano antes que los arboles
dispersen sus semillas, también se pueden colectar cuando todavia estén verdes pero se
deben secar completamente para su extraccion. Un método de extraccion es colocar las
capsulas secas en bolsas, las semillas y los fragmentos de céapsulas pueden después
separarse por el aire.

Paulownia se reproduce principalmente por semillas. Sus flores son muy llamativas
y debido a que aportan gran cantidad de materia organica son enriquecedoras del suelo.
Para una buena floracion es fundamental que los arboles se poden, la poda debera ser ligera

y después de la floracion.
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2.4.4. Caracteristicas del cultivo de Paulownia

Prefiere suelos ligeros y ricos pero crece bien en suelos arenosos y es resistente al
frio. P. elongata y los hibridos de P. fortunei con P. elongata soportan temperaturas de
hasta menos veinte grados Celcius. Se ha visto que los vientos fuertes pueden danar arboles

ya establecidos (http://www.agrodesierto.com/paulownia.html).

El grado de tolerancia al pH varia en las diferentes especies: P. elongata y P.
tomentosa soportan pH de 5 a 8.9. Los arboles ya desarrollados son resistentes a

condiciones de aridez y sequia (http:/www.agrodesierto.com/paulownia.html), se ha

comprobado que las diferentes especies tienen habilidad para absorber calcio y magnesio,
observandose que se desarrollan adecuadamente en suelos pobres
(htpp//www.idrc.ca/library/document/071235/071235e.htm). Son arboles ornamentales, por
lo que son utilizados en parques, campos de golf, paseos, ciudades, zonas industriales, etc.

Se cultiva como arbol de alineacion y formando grupos en jardines. Los arboles se
pueden cosechar desde el primero al segundo afio para la produccion de postes y para la
produccion de madera pueden ser cosechados desde los cinco a diez afios

(http://www.agrodesierto.com/paulownia.html).

Se considera que el arbol de Paulownia ahorra agua porque en una sola temporada
de crecimiento es capaz de alcanzar un gran desarrollo, mientras que en otras especies se
necesitan varios afos para que puedan alcanzar un determinado crecimiento, como el pino
(30 afios). Ademas de ahorrar agua, su capacidad de crecimiento es de las mas altas del
reino vegetal. Paulownia podria ser plantada en zonas elevadas y secas ya que estos arboles
constituyen una alternativa rentable y menos agresiva ecoldgicamente que otras especies ya

establecidas como el eucalipto (http://www.agrodesierto.com/paulownia.html).
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La atencion a nivel mundial del género Paulownia se esta incrementando ya que es
una planta econdmicamente importante debido a que son arboles productores de madera
ligera de muy buena calidad, con la cual es posible construir marcos para espejos y
pinturas, asi como también instrumentos musicales como guitarras de muy bajo costo,
pipas para fumar, muebles, armarios, puertas y postes para diferentes usos
(http://www.idrc.calibrary/document/071235/071235¢.htm). Es una madera muy resistente
ya que no se tuerce, no se deforma ni agrieta, es facil de trabajar, admite una gran variedad
de  acabados, permite el uso de pinturas barnices 'y  adhesivos

(http://www.agrodesierto.com/paulownia.html). El procesado para la produccion de papel

es rentable atn cuando es de madera ligera, debido a que no contiene resinas y aceites por
lo cual los costos de produccion se disminuyen (http://www.xerics.com/paulownia.html).

Ademas es posible utilizarla como forraje.

2.4.5 Paulownia imperialis

Es un arbol caducifolio, de copa ancha y ramas ascendentes, llega a medir de 10 a
18 m de altura y de didmetro 60 cm (Lazova et al., 2004). Hojas opuestas de 13-25 cm de
longitud. De color verde fuerte a oscuro, con peciolos grandes cuando son jovenes. Sus
flores son de forma piramidal, de 30 a 40 cm en paniculas terminales, son acampanadas de
aproximadamente 5 cm de longitud, se forman en el otoflo permaneciendo cerradas hasta la
primavera, (http://www.arbolesornamentales.com/Paulowniatomentosa.htm). También se
denomina Bignonia tomentosa; tomentosa debido a los finos tricomas que cubren sus hojas

(http://www.agrodesierto.com/paulownia.html). Se cultiva en algunas regiones templadas y
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subtropicales de México, su principal uso es como arbol de sombra y ornato en parques y
jardines y en orillas de caminos; por la belleza de sus flores de color azul-violeta, se ha
utilizado en la fabricacion de pulpa para papel (Niembro, 1990). Paulownia imperialis (syn.
P. tomentosa) es muy importante en los Estados Unidos debido a que hace mas de 150 afios

aproximadamente que se naturalizo (Bergmann, 2003).

Figura 1. Paulownia imperialis (syn. P. tomentosa)

(http://www.arbolesornamentales.com/Paulowniatomentosa.htm).
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2.4.6. Paulownia fortunei

Son arboles que alcanzan 22 m de altura y el tronco 70 cm de didmetro. Sus hojas
son simples de 12 a 20 cm de longitud en forma de corazédn, de flores grandes en racimos,
muy olorosas, de color violeta, aparecen en la mitad de la primavera. Sus frutos se
presentan en capsulas ovales de 2.5 a 4 cm de longitud, con pequenas y numerosas semillas
aladas. (http:/ www.cnr.vt.edu/DENDRO/dentrology/syllabus2/factsheet.cfm?ID=895).
Crece bien en suelos con pH de 5 a 8. Es la especie que presenta tolerancia a una gran
diversidad de climas, ya que crece bien en climas mediterraneos, tropicales y subtropicales,
soportando temperaturas de diez grados bajo cero

(http://www.agrodesierto.com/paulownia.html). Paulownia fortunei puede alcanzar una

altura de 8 m en cinco afios, su madera se utiliza para repoblacion forestal, rehabilitacion de

suelos, y tiene alto potencial como especie agroforestal (Muthuri ef al., 2005).
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Figura 2. Paulownia fortunei

(http://www.cnr.vt.edu/DENDRO/dentrology/syllabus2/factsheet.cfm?ID=895)

La seleccion de plantas tolerantes a la salinidad es una buena alternativa para las
regiones con problemas de suelos salinos en los que se pudieran efectuar plantaciones para
poder aprovechar ese tipo de suelos.

Por lo anteriormente mencionado, en el presente estudio se pretende propagar a
Paulownia imperialis y Paulownia fortunei por cultivo de tejidos y determinar los niveles
de tolerancia a salinidad por cloruro de sodio in vitro. Asi como elucidar los mecanismos
bioquimicos, fisiologicos y estructurales de P. imperialis y P. fortunei en diferentes

concentraciones de salinidad por cloruro de sodio.
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3. HIPOTESIS

El incremento en la concentracion de cloruro de sodio, asi como el incremento en el
tiempo de exposicion de los cultivos afecta el desarrollo y sobrevivencia de las plantas
glicofitas, por lo que se esperaria la disminucion en la biomasa y sobrevivencia en
Paulownia imperialis y Paulownia fortunei, debido a que sus respuestas bioquimicas,

fisiolodgicas y estructurales seran alteradas al ser sometidas a estrés por cloruro de sodio.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la tolerancia a salinidad por cloruro de sodio de Paulownia

imperialis y Paulownia fortunei bajo condiciones de desarrollo in vitro.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar en que concentraciones de cloruro de sodio P. imperialis y P.
fortunei pudieran sobrevivir a la toxicidad del sodio.

Evaluar el efecto del cloruro de sodio en estructuras vegetativas de P.
imperialis y P. fortunei tomando como parametros peso fresco, peso seco, contenido de
humedad, area foliar, nimero de estomas y nimero de tricomas.

Evaluar las respuestas bioquimicas y fisiologicas de P. imperialis y P.
fortunei al incrementarse el contenido de cloruro de sodio en el medio de cultivo analizando
contenido de cationes en los tejidos, proteinas totales, enzimas, prolina, pigmentos y

actividad fotosintética.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Germinacion de semillas

Las semillas de Paulownia imperialis y Paulownia fortunei se desinfectaron
(esterilizacion o asepsia superficial) para lo cual se sumergieron en etanol al 96% durante
dos segundos, pasado este tiempo se sumergieron en hipoclorito comercial al 20% durante
cinco minutos, se lavaron cinco veces con agua destilada estéril, y se inocularon
asépticamente en frascos conteniendo 20 ml de medio de cultivo WPM (Trigiano and Gray,

2000) estéril (ver anexo).

5.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo WPM (Woddy Plant Medium) se prepard con agua destilada, el
pH se ajustd a 5.8 y se esterilizé a una temperatura de 121°C y 15 libras de presion durante
quince minutos en autoclave modelo Market Forge Sterilmatic. Cuando el medio de cultivo

se solidifico, se llevo a cabo la inoculacion de las semillas en los frascos de cultivo.

5.3 Establecimiento in vitro

La siembra de semillas en condiciones in vitro, se realizdé en la campana de flujo
laminar modelo Edge Gard Hood, la cual proporcion6 un ambiente aséptico, ya sembradas
las semillas en el medio de cultivo, se incubaron en un cuarto de cultivos con temperatura
de 25+2°C, humedad relativa de 70% y fotoperiodo de 16 horas luz.

Las plantas germinadas en condiciones in vitro de dos o tres meses de edad y un

tamano uniforme de 80 a 90 mm, se transfirieron a medios de cultivo con cloruro de sodio
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para llevar a cabo los ensayos de salinidad, sometiendo las plantas a estrés con cloruro de
sodio. Inicialmente se efectuaron pruebas con las siguientes concentraciones de cloruro de
sodio: 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500 y 1000 mM

Posteriormente se probaron las concentraciones de cloruro de sodio: 0, 20, 40, 60,

80 y 160 mM.

A los quince y a los treinta dias, asi como a los 19 y 26 dias de incubacion se

efectuaron los analisis que se muestran en la figura 3.
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Se sacaron las plantas de los frascos de cultivo, se cortaron y pesaron las hojas,
tallos y raices para registrar la biomasa, obteniendo de manera directa el peso fresco. Para
determinar el peso seco, cada una de las partes de la plantula se coloco en estufa a 70°C
hasta peso constante y se pesaron. Se tomaron las muestras por separado de cinco plantas
de todas las concentraciones de cloruro de sodio, tanto de 15 como de 30 dias de

incubacion. Se efectuaron tres repeticiones en diferentes experimentos.

5. 4 Contenido de humedad
El contenido de humedad se midié de acuerdo a Torres (1983) con la relacion: (Peso

fresco-Peso seco)/ Peso seco” x 100

5.5 Area foliar
El 4rea foliar se midi6 en hojas de las plantas a los 15 y 30 dias por medio del

programa Color it y el programa NIH Image 1.62.

5.6 Numero de estomas y tricomas

Para determinar el nimero de estomas mm™ y niimero de tricomas mm™ en hojas se
utiliz6 el microscopio electronico de barrido (marca Hitachi S-30000N), fijando discos de
hojas de 10 mm, sumergiéndolos en buffer de 4cido cacodilico 0.1 M y glutaraldehido 2.5%
(pH 7.0-7.4), después se refrigeraron por 10-12 horas y se lavaron colocandolas dos veces
en agua destilada por 30 minutos. Después se sumergieron en alcohol etilico 30% por 30

minutos, después se colocaron en alcohol etilico 50% por 30 minutos y en alcohol etilico
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70% durante 30 minutos siguiendo la técnica para fijar muestras de acuerdo a Hayat (1972).
Se colocaron en etanol (70%), después en etanol al 96% y 100%. Después se deshidrataron
con CO; hasta punto critico en un secador SAMDRI-PWT-3B. Después las muestras se
cubrieron con paladio con vacio (DESK II, Denton Vacuum). Las muestras se analizaron en
el microscopio electronico de barrido (SEM) S-3000 Hitachi Company. También se
hicieron cortes transversales de los discos de hojas y se fijaron en portaobjetos para ser

observadas en el microscopio optico (Carl Zeizz STD, 25).

5.7 Determinacion de Pigmentos

Los pigmentos se analizaron utilizando el HPLC (Modelo1100, Hewlett Packard,
Palo Alto, California) se tomo la parte aérea de tres plantas de cada concentracion de
cloruro de sodio, incluyendo al testigo, tanto de plantas de quince como de treinta dias de
incubacidn, se cortaron rapido y perfectamente con luz tenue colocdndose en botellas de
vidrio muy bien tapados, se congelaron y se liofilizaron, se pesaron de 1 a 3 mg y se
colocaron en tubos eppendorff, bien sellados, se afiadid6 1 ml de acetona grado HPLC al
100%, se etiquetaron y se incubaron durante 24 horas a -20°C, pasado este tiempo se
centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos a 5°C. El sobrenadante se recuperd con pipetas
pasteur de vidrio limpias y se guardaron en frascos viales color &mbar, posteriormente se
leyeron en el HPLC (Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucion). Para la separacion de los
pigmentos se utilizd el método descrito por Vidussi et al, 1996 con una fase movil
conjugando dos soluciones: Solucién A fue una mezcla de metanol-acetato de amonio IN

(70/30v/v) y la soluciéon B: metanol grado HPLC al 100%. La fase estacionaria utilizada fue
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una columna de 10 cm de longitud, 0.45 cm de didmetro y rellenas con particulas de silice
de 5 um (Hypersil C8). El detector utilizado fue un arreglo de diodos con un rango de
longitud de onda de 190-900 nm. Los pigmentos que se determinaron fueron: clorofila a,

clorofila b, B-caroteno y violaxantina.

5.8 Composicion ionica

Para el analisis de los iones (Na, K, Ca y Mg) se secaron hojas, tallos y raices por
separado segun la técnica de AOAC Internacional, (AOAC, 1998), en estufa a 70°C hasta
peso constante, se molieron en molino (Wiley GE mod 5SKH390N5525A) con malla
numero 20, de acero inoxidable. Se pesaron 100 mg de cada muestra de ambas especies con
las concentraciones ya mencionadas de NaCl y se colocaron en frascos de plastico
perfectamente sellados. Los frascos de plastico se lavaron perfectamente con agua y jabon,
se enjuagaron con agua deionizada, se mantuvieron en acido clorhidrico durante cuatro
dias, se sumergieron en agua deionizada durante cuatro dias, después se enjuagaron
nuevamente con agua deionizada y se secaron a temperatura ambiente, se mantuvieron libre
de polvo y humo en ambiente cerrado para ser analizadas posteriormente. La muestra se
incinerd a 450° por dos horas en una mufla marca Lindberg (Chapman, 1997). Se
realizaron tres repeticiones. Se determind sodio, potasio calcio y magnesio en el
espectrofotometro de absorcion atomica marca Perkin-Elmer 3030, el gas utilizado para la
flama fue el acetileno. Para la lectura del Na se utiliz6 la longitud de onda de 589 nm y para
leer el K se utilizdé 766.5 nm, el calcio se leyo con una longitud de onda de 422.7 nm, para

el Mg fue 285.2 nm.
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5.9 Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas solubles se hizo de acuerdo al método
Bradford (Bradford, 1976), que consiste en utilizar el colorante azul de Coomassie, que en
respuesta a la concentracion de proteinas, reacciona con los residuos de aminoacidos
basicos, especialmente la arginina. Se prepard una curva estandar con suero de albimina
bovina. Se colocaron 100 mg de tejido en tubo de ensaye con 2 ml de buffer de fosfatos 0.1
M a pH de 7.0, se homogeniz6 a 7000-12000 rpm, dependiendo del tejido. Se centrifugd a
3000 rpm 15 min a 4°C. El sobrenadante se recupero, se diluyeron las muestras 1:100 con
la solucion de homogenizacion.

Para preparar la curva estdndar: En microplaca se adicion6: 155 pL de agua
destilada, 45 pL del colorante Bradford, 25uL del estandar de albumina. Se analiz6é por
triplicado. Se prepar6 la muestra y se hizo la grafica correspondiente y los célculos se
realizaron de acuerdo a la ecuacion de la recta: y=mx+b, donde “x” es la concentracion de
proteina (mg/ml); “y” es la absorbancia, “b” es la ordenada al origen, “m” es la pendiente y

“FD” es el factor de dilucion. X=[(y-b)]* FD

5. 10 Determinacion de peroxidasas

Para determinar peroxidasas, se utilizo la técnica descrita por Bergmeyer,
(Bergmeyer, 1974).

1. Buffer de fosfatos 0.1 M a pH de 7.0.

Disolver Na;H,PO4 0.1M y Na,HPO4 3H,0 0.1M en 1000 ml de agua deionizada.

2. Solucion de guaiacol 20.1mM.
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Diluir 0.224 ml de guaiacol (densidad 1.11 mgL™) en 100 ml de agua deionizada, mantener
en refrigeracion.

3. Solucion de perdxido de hidrogeno (0.042%=12.3mM).

Diluir 14pl en 10 ml de agua deionizada.

Preparar y utilizar en el mismo momento.

Con pipetas, transferir en cubetas o celdas de cuarzo:

1. Buffer de fosfatos 2.9ml

2. Solucién de guaiacol 50ul

Muestra 200ul

3. Solucion de H,O, 30ul

Leer a 436 nm de absorbancia en espectrofotometro cada 30 segundos. La actividad
especifica se determind con la siguiente formula:
Act. esp.= (V/ E x d x v x Conc. de proteina) xAE/At=u/mg
Donde:

V= Volumen final del ensayo

E= Coeficiente de extincion

d= Patron de la luz= Icm

v=volumen de la muestra utilizada en el ensayo

Conc. de proteina= mg/ml

AE= Cambio de extincion

At= Intervalo de tiempo entre medidas
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5. 11 Determinacion de TBARS (Peroxidacion de lipidos)

Los hidroperoxidos y aldehidos lipidicos que resultan de la peroxidacion de la
membrana celular reaccionan con el 4cido tiobarbitirico (TBA), para formar
malodialdehido (MDA), el cual es un pigmento rosa cristalino con absorcion de 525 a 535
nm.

En un tubo se colocaron 2 ml de solucion salina 0.9% con pH 7.0. El tubo siempre
estuvo en hielo y se agregaron 100 mg de tejido fresco. Se homogenizo6 a una velocidad de
7000 a 12000 rpm.

En tubos eppendorf de 1.5ml se anadi6 250uL del homogenizado. Todas las
muestras se analizaron por triplicado. Se incubd a 37° C de temperatura en un bafio de
agua con los tubos de la curva estandar durante quince minutos, pasado este tiempo, se
sacaron los tubos y se colocaron en bafio de hielo para detener la reaccion. A cada tubo se
adicioné 500uL de solucion de TBA (Acido tiobarbitirico) (Sigma T5500), el cual debe
estar en constante agitacion. Los tubos se colocaron en bafio de agua con una temperatura
de 90° C agitando por diez minutos. Los tubos se mantuvieron cerrados y se colocaron en
bafio de hielo hasta enfriar. Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos a 4° C de
temperatura. El sobrenadante se transfirid6 a celda de plastico para espectrofotoémetro
(Jenway 6505 UV/Vis) con pipeta de transferencia de 1.5 mL. El sobrenadante se leyo a
532 nm. Se calibr6 al aire. La cantidad de TBARS se calculd con una curva estdndar
utilizando 1,1,3,3-tetrahetoxipropano en etanol grado reactivo diluido con solucion salina
0.9% con 0.8 M de HCL/12.5% de TCA y 1% de TBA por 10 minutos a 100° C (Persky, et

al. 2000).
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5. 12 Determinacion de catalasa

La determinacion de catalasa se hizo de acuerdo a Aebi, (1984). Se
homogenizan 100 mg de tejido fresco en 2ml de solucion salina 0.9% a pH 7.0, se
centrifugd a 300 rpm durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se mantuvo en hielo. El
espectrofotometro se calibré con agua destilada en celda de cuarzo a 240 nm. Las muestras
se analizaron por triplicado. Se registr6 la absorbancia a 240 nm cada 15 segundos durante
tres minutos. Se calculd el cambio de absorbancia a 240 nm por minuto como la pendiente
de la recta en la gréfica.
La actividad de la catalasa se determind con la ecuacion siguiente:

Unidades de catalasa/ml=0.0394X1000

Donde 0.0394 es el coeficiente de extincion del H,O; a 240 nm.

La concentracion de proteina en cada muestra se corrigio con la formula:

Unidades de catalasa/mg de proteina=0.0394X1000/mg/ml de proteina en la muestra.

5. 13 Determinacion de Prolina

La prolina se analizé cuando las plantas tenian 30 dias en condiciones de salinidad
utilizando el HPLC (Varian, Palo Alto, CA. modelo 9012) de acuerdo a la técnica descrita
por (Vazquez et al., 1995). Se tomo¢ la parte aérea de tres plantas de cada concentracion de
cloruro de sodio, incluyendo al testigo, se cortaron colocandose en frascos de vidrio de 5 ml
se taparon, se congelaron, posteriormente se liofilizaron, se pesaron 300 mg y se colocaron
en tubos eppendorff, se afiadi6 1 ml de acetona calidad HPLC, se etiquetaron y se
refrigeraron durante 18 horas, pasado este tiempo se centrifug6. El sobrenadante se recogid

con pipetas pasteur de vidrio limpias y se guardaron en frascos viales. Se prepard el
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extracto con la muestra, con TCA (Acido tricloroacético) (Sigma T6399), 0.4 M de buffer
borato y solucion NBD-CI (7-cloro-4-nitrobenzo 2 oxa-1,3-diazol) (2 mgmL™ en metanol),
se agitaron y la mezcla se calent6 a 60° C por cinco minutos, la reaccion se pard anadiendo
50 uL de HC1 1 M y por enfriamiento de la mezcla a 0° C por 30 minutos. Se analizaron en
el HPLC. Se inyectaron 10 pL de la muestra a la columna (89-200-E3) de 10 cm de largo
por 4.6 mm de didmetro, con tamafio de particula de 3 um. La fase movil (A) se prepard
con buffer de acetato de sodio 0.1M y pH 7.2, como modificadores organicos se utilizaron
metanol y tetrahidrofurano (900:95:5 v/v/v) (Sigma Chemical Co.) Para la fase movil (B) el
solvente utilizado fue metanol grado Merck. Los solventes se filtraron con filtros de 0.22
um (Milipore corporation). Se usé estandar de prolina (Pierce Chemical Co.). El flujo fue 1

mLmin™ de 25 a 29°C. El tiempo re reaccion para la prolina fue de cinco minutos.

5. 14 Determinacion de Fotosintesis

La fotosintesis se midi6 a los 19 y 26 dias de incubacion, se utilizd el equipo para
medir fotosintesis, modelo LCA-4 (ADC BioScientific). Se tomaron tres plantas completas
de cada concentracion de cloruro de sodio de ambas especies y se analiz6 la fotosintesis en
la tercera hoja verdadera de cada planta en luz y oscuridad. Con este equipo, también se
determind respiracion, transpiracion, conductancia estomatica y se calculd la tasa
instantanea de eficiencia de uso de agua (WUE) obtenida de la relacion fotosintesis sobre

transpiracion, también se calculé CO; interno/CO, externo (Ci/Ca).
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5. 15 Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres repeticiones. Para determinar
diferencias significativas entre tratamientos se utilizo el analisis de varianza de una via. Al
existir diferencias significativas entre tratamientos se efectu6 la prueba de LSD de
comparacion de medias, con un nivel de significancia del 95%. Los resultados se analizaron

estadisticamente por medio del programa StatGraphic, version Plus para windows 1.4.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Respuestas de las estructuras vegetativas al estrés por cloruro de sodio.
6.1. 1. Altura de P. imperialis y P. fortunei

Las plantas de ambas especies de Paulownia, desarrolladas en condiciones in vitro
en los medios nutritivos con las concentraciones de 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500 y
1000 mM de cloruro de sodio en la primer semana de incubacién tomaron coloraciones
amarillentas y se necrotizaron en las concentraciones altas de salinidad. Los sintomas
tipicos de la toxicidad por sales son caida de hojas y necrosis; en el olivo (Olea europaea
L.), estos sintomas aparecen por encima de 50 mM de NaCl, siendo mas severos en
elevadas concentraciones de sal; en la variedad de olivo, tolerante “kalamata” no se
observaron sintomas de toxicidad en 200 mM de NaCl (Chartzoulakis, 2005), el cloruro de
sodio incrementa los iones sodio en tejidos de las plantas y la acumulacion de esos iones
causa necrosis en las hojas (Turhan and Eris, 2007); en este estudio, a las dos semanas de
incubacion solamente las plantas con las concentraciones menores de cloruro de sodio: 50,
75 y 100 mM tanto de P. imperialis como P. fortunei, mostraron 43 mm de altura con 50
mM de NaCl; 23 mm y 32 mm con 75 mM y 13 mm y 6 mm de altura con 100 mM de
NaCl respectivamente (Figura 4), como se puede observar, las plantas disminuyeron la
altura y murieron con 200 mM de NaCl y concentraciones mayores. Estos resultados
concuerdan con lo establecido por Wahome que las plantas responden al estrés salino
disminuyendo su tasa de crecimiento formando hojas mas pequeias y menor cantidad de
ellas, disminuyendo su altura (Wahome, 2003), sugiriendo que la tolerancia de las plantas a

la salinidad puede ser determinado por su altura.
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Figura 4. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre la altura (mm) de Paulownia
imperialis y Paulownia fortunei in vitro en dos semanas de incubacion.

Debido a los resultados anteriores y considerando que el crecimiento de Paulownia
se vid seriamente afectado cuando el contenido de sales totales alcanza 170 mM (Yu,
1998), se utiliz6 la escala recomendada por Allison y colaboradores (Allison et al., 1977),
donde muestra los parametros de tolerancia a la salinidad de los cultivos (Apéndice: Tabla
1). De acuerdo a los resultados preliminares en el presente trabajo ya no se utilizaron las
concentraciones de cloruro de sodio de: 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500 y 1000 mM vy el
experimento se realizd con: 0, 20, 40, 60, 80 y 160 mM de cloruro de sodio (Ver

equivalencias en el apéndice; Tabla 2).
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6. 1. 2 Determinacion de biomasa

Paulownia imperialis

En la figura 5, se muestran los valores de peso fresco, peso seco de P. imperialis en
15 y 30 dias de incubacion en la cual se observa una disminucion significativa del peso
fresco y peso seco en raices, tallos y hojas al incrementarse la salinidad. En la
concentracion de 160 mM de NaCl, se observd inhibicion del crecimiento (Figura 6), lo
cual indica dafios a las células debido a los efectos perjudiciales del cloruro de sodio
reduciendo la acumulacion de biomasa. Estos resultados concuerdan con los trabajos
efectuados por El-Sayed y colaboradores (1995) al trabajar con P. tomentosa var. Pallida
en donde obtuvieron disminucion del crecimiento. El peso seco de raices en 30 dias y el
peso seco de tallos en 15 dias de P. imperialis fueron iguales que el presentado por el
testigo en la concentracion de 20 mM de cloruro de sodio; en experimentos efectuados con
Vignia radiata se obtuvieron resultados similares (Kumar and Sharma, 1989). El peso
fresco de hojas de pera (Pisum sativum L.) se disminuyé con 70 mM de NaCl (Hernandez
et al., 1993). En experimentos efectuados con arroz (Oriza sativa), no hubo produccion de

biomasa en siete dias con 75y 150 mM de NaCl (Moradi and Ismail, 2007).
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Figura 5. Efecto del cloruro de sodio sobre el peso fresco y peso seco (mg) de P. imperialis
en 15y 30 dias. 0 (control), 1(20 mM NaCl), 2 (40 mM NaCl), 3 (60 mM NacCl), 4 (80 mM
NaCl) y 5 (160 mM NaCl). Las letras denotan una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre concentraciones de NaCl en 15 y 30 dias para los distintos 6rganos.
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Figura 6. Paulownia imperialis mostrando su crecimiento en las condiciones de salinidad
en 30 dias.
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Paulownia fortunei

Una vez determinado el peso fresco en raices, tallos y hojas en plantas de P.
fortunei, a los 15 y 30 dias de su cultivo en las condiciones de salinidad, no se observéd un
efecto en hojas y tallos en la disminucion de estos parametros a los 15 dias con 20 mM de
cloruro de sodio. Sin embargo, en el peso seco si se observo efecto en hojas en 15 dias
desde la concentracion de 40 a 160 mM de NaCl y en 30 dias disminuy¢ significativamente
en todos los niveles de salinidad, en tallos en 15 dias disminuy6 significativamente con 80
y 160 mM mientras que a los 30 dias se observo la reduccion significativa en el peso seco
con 60, 80 y 160 mM, en raices a los 15 dias disminuy¢ el peso seco con 60, 80 y 160 mM
de NaCl y en 30 dias se redujo significativamente en todos los niveles de salinidad (Figuras
7 y 8). En experimentos efectuados con clavel en condiciones salinas, de 0 a 80 mM de
NaCl, el peso del tallo se redujo significativamente en la concentracion de 20 mM
(Shannon and Noble, 1995). En Lesquerella fendleri, observaron que al incrementarse la
salinidad, el peso seco disminuyo (Grieve et al., 1999). La salinidad reduce el acceso de
agua por la planta y disminuye el crecimiento del vegetal, el exceso de sales causa dafios
celulares a través del proceso de transpiracion en las hojas y por toda la planta, por lo que el

crecimiento se inhibe (Munns et al., 2006).
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Figura 7. Efecto del cloruro de sodio sobre el peso fresco y peso seco (mg) de P.
fortunei en 15 y 30 dias. 0 (control), 1(20 mM NaCl), 2 (40 mM NaCl), 3 (60 mM NaCl), 4

significativa (p<0.05) entre concentraciones de NaCl en 15 y 30 dias para los distintos

(80 mM NaCl) y 5 (160 mM NaCl). Las letras denotan una diferencia estadisticamente
organos.
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Figura 8. Paulownia fortunei mostrando su crecimiento en 30 dias de salinidad.
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6.1.3 Contenido de humedad

En P. imperialis el contenido de humedad en hojas con 15 dias disminuy6
significativamente con el tratamiento salino, pero se observd una recuperacion con 60 mM
de NaCl, en 30 dias disminuyé significativamente con 40 mM de NaCl. En tallos se
observo una reduccion significativa con 80 y 160 mM de NaCl, mientras que en 30 dias no
se observaron diferencias. En raices con 15 dias disminuyé significativamente este
parametro con 160 mM de cloruro de sodio y en 30 dias disminuy6 significativamente con
20 mM de NaCl (Tabla 1). El estrés salino ocasiona cambios en el contenido de agua y
distribucion de los iones provocando dafios moleculares, disminucion del crecimientoy la

muerte de las plantas (Zhu, 2001).

Tabla 1. Efecto del NaCl (mM) sobre el contenido de humedad (%) en Paulownia
imperialis en 15 y 30 dias

Contenido de humedad (%)

NaCl Raices Tallos Hojas

mM [dias |15 30 15 30 15 30
0 56+19ab | 62+25a |61+9.7b |66+£28a |76+6.32 a |67+10 a
20 61+£22ab | 35+£22b |47+26bc |54+13 a |45+£13b |48+19 ab
40 55423ab |57+11lab |72+5ab  |62+3a |[54+£20b [27+7 b
60 78+9a 571la |85+£5a 51£29 a |73+8a 57+26a
80 53+20ab | 74+9a 61+14b |63+21a [44+10b |51+23 ab
160 39+16b 76+7a 51+£22b 64+15a |43+13b 51+22 ab

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre tratamientos de cloruro de sodio
en 15 y 30 dias. Media=DS(n=5).

En hojas de P. fortunei con 15 dias en los niveles de 40, 60, 80 y 160 mM de

salinidad se obsevd una disminucion significativa en el contenido de humedad, mientras
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que con 30 dias, la reduccion significativa de este parametro se observéd con 60 y 80 mM de
cloruro de sodio. En tallos con 15 dias en 60 mM y con 30 dias en 40 mM se observd una
disminucién significativa respectivamente, en raices con 15 dias no se observaron
diferencias significativas mientras que en 30 dias se observo una disminucion significativa
con 60 mM de NaCl (Tabla 2). Se ha visto que la pérdida de agua ocasionada por alta
salinidad en los tejidos genera deshidratacion vegetal y se caracteriza por el incremento en
la concentracion de solutos y constituye uno de los grandes estreses abidticos mas

importantes para la productividad de los cultivos (Zyalalov, 2004).

Tabla 2. Efecto del NaCl (mM) sobre el contenido de humedad (%) en Paulownia
fortunei en 15 y 30 dias

Contenido de humedad (%)

NaCl Raices Tallos Hojas
mM |dias |15 30 15 30 15 30
0 5617 a|43+12 bc |61£7 ab 88+2 a 6843 a 7349 a

20 58+17a|73+6ab |67+13a 67+430a |79+3a |72+lla

40 58+19a|59+5ab | 48426 ab 38£32b |44+23b |62+6 ab

60 5113 a|40+18c |37+22b 78+11a |44+25b |48+14b

80 52+16a|59+6a |65+24a 52422 ab  |42+13b |47£15D

160 55+13 a | 60+22 ab | 43425 ab 84+7 a 46+16b |68+17a

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre tratamientos de cloruro de sodio
en 15y 30 dias. Media=DS(n=5).
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6.1.4 Area foliar

Tanto en Paulownia imperialis como en Paulownia fortunei, el area foliar se redujo
significativamente con el incremento de la salinidad (Figura 9), afectando la expansion
foliar; la reduccion en el crecimiento de la hoja ocasiona la disminucidn en el crecimiento
de la planta (Cramer, 2002) (Figuras 5 y 7). El estrés por cloruro de sodio afecto la
expansion de la hoja provocando la disminucion del area foliar. Brugnoli and Bjérkman
(1992), observaron una reduccion del area foliar en algodén por la salinidad. En guayaba
(Psidium guajava) reportaron resultados similares (Tavora et al., 2001). En plantas de fresa
con 8.5, 17 y 34 mM de cloruro de sodio el area foliar disminuy6 (Turhan and Eris, 2007),

asi como en mostaza (Brassica juncea L. Czern & Coss) cv. varuna con 25 y 50 mM de

NaCl (Shah, 2007).
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6.1.5 Numero de estomas y tricomas

Los estomas y tricomas de ambas especies se observaron con el microscopio
electronico de barrido y se contaron en las plantas tratadas con diferentes concentraciones
de cloruro de sodio.

En la figura 10a se observa tricoma en haz de hojas de P. imperialis sin cloruro de
sodio y en el envés se muestran estomas y tricoma (Figura 10b). No se observaron estomas
en el haz. (Tabla 3). Mientras que en el envés, se observd que disminuyeron los estomas a
medida que se incrementd la concentracion de NaCl en ambos periodos de incubacién
(Tabla 3) (Figura 10c). En 15 dias de incubacion el nimero de tricomas detectado no vario
con respecto al control en todas las concentraciones de cloruro de sodio probadas. En 30
dias de incubacion, al incrementarse las concentraciones de cloruro de sodio en el haz, se
observd una disminucion en el numero de tricomas. El nimero de tricomas en el envés, no
presento variacion con respecto al testigo en las concentraciones de NaCl probadas, en 15
dias el numero de tricomas en haz y envés fueron similares. En estudios realizados con
almendra en estrés salino, encontraron que el cultivar Truoito tiene la habilidad de
mantener los estomas abiertos en concentraciones altas de salinidad (Noitsakis et al., 1989),
se observaron resultados similares en el presente estudio, como lo muestran las figuras 10c,
10d y 10f en donde se observan abiertos la mayoria de los estomas a los 30 dias con 40, 60
y 160 mM de NaCl respectivamente. En la figura 10e se puede observar haz con células

epidérmicas colapsadas debido al exceso de cloruro de sodio.
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Tabla 3. Nimero de estomas mm™ y tricomas mm~ en haz y envés de hojas de
Paulownia imperialis con cloruro de sodio en 15 y 30 dias de incubacion

Estomas Tricomas
Haz \ Envés Haz | Envés
Dias Dias

NaCl (mM) | 15 30 |15 30 | 15 30 | 15 30
0 0 0 |580 620 | 20 240 | 20 20
20 0 0 |200 420 | 20 20 | 20 20
40 0 0 |400 460 | 20 20 | 40 40
60 0 0 | 440 220 | 20 20 | 20 20

80 0 0 |400 340 | 20 20 | 20 0
160 0 0 |280 260 | 20 20 | 20 20
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Figura 10. Imagen digital (100 p) de P. imperialis mostrando: a) tricoma en haz sin sal.
b) estomas y tricoma en envés sin sal. ¢) estomas y tricoma en envés en 40 mM de NaCl
en 30 dias. d) estomas y tricoma en envés en 60 mM de NaCl en 30 dias. e) haz en 160
mM de NaCl en 30 dias y f) envés en 160 mM en 30 dias.




P. fortunei

La Tabla 4 muestra el nimero de estomas mm™ y tricomas mm™ en P. fortunei con
las concentraciones de cloruro de sodio probadas. En la figura 11a se muestra el haz del
control y en la figura 11b se muestran estomas y tricoma en envés del control. La figura
11c muestra el haz en 60 mM de cloruro de sodio en 30 dias y en la figura 11d se observan
los estomas en el envés en la misma concentracion de NaCl. El nimero de tricomas
observado presento ligera variacion con respecto al testigo en ambos tiempos de incubacién
en el haz, solamente en 30 dias no hubo tricoma con 80 mM de cloruro de sodio. En las
figuras 11 e y f se observan haz y envés con células epidérmicas colapsadas en 160mM de
NaCl. En el envés se observé igual nimero de tricomas con respecto al testigo en 15 dias
de incubacion, mientras que en 30 dias no mostraron diferencias con respecto al testigo en
las concentraciones de 40, 60 y 160 mM, observando cero en 20 y 80 mM de NaCl (Tabla
4). En experimentos efectuados con Zoysiagrass, se observo que a medida que se
increment6 la densidad de los tricomas, se aumento la tolerancia a la sal (Marcum et al,
2003), en el presente estudio, con P. imperialis y P. fortunei no se observaron estos

resultados.
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Tabla 4. Nimero de estomas mm y tricomas mm~’ en haz y envés de hojas de
Paulownia fortunei con cloruro de sodio en 15 y 30 dias de incubacion

Estomas Tricomas
Haz | Envés Haz | Envés
Dias Dias

NaCl (mM) | 15 30 15 30 | 15 30 | 15 30
0 0 0 580 620 | 40 20 | 20 20

20 0 0 280 500 | 20 40 | 20 0

40 0 0 240 180 | 40 40 | 20 20

60 0 0 500 520 | 20 20 | 20 20

80 0 0 180 140 | 40 0 |20 0

160 0 0 340 340 | 20 200 | 20 20
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Figura 11. Imagen digital (100 p) de P. fortunei mostrando: a) haz sin sal. b)
estomas y tricoma en envés sin sal. ¢) estomas en haz con 60 mM de NaCl en 30
dias. d) estomas y tricoma en envés en 60 mM. e) haz en 160 mM en 30 dias. f)
Envés en 160 mM en 30 dias.
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6.2 Respuestas bioquimicas al estrés por cloruro de sodio

6.2.1 Determinacion de Pigmentos

Paulownia imperialis

La tabla 5 muestra los pigmentos analizados con el HPLC, como se puede observar,
el contenido de clorofila @ no cambié con 40 mM de cloruro de sodio comparado con el
control en Paulownia imperialis. Sin embargo, disminuyé significativamente en las
concentraciones de 60, 80 y 160 mM de cloruro de sodio, esto se observé en el tiempo de
incubacion de 15 dias, en 30 dias de incubacion la clorofila a disminuy¢ significativamente
en todos los niveles de salinidad, probablemente se debi6 a que ademas de incrementarse la
concentracion de cloruro de sodio, se aument6d el tiempo de incubacion y las plantas
presentaron necrosis por lo que el contenido de clorofila disminuy6 (Tabla 5).

El contenido de clorofila b en 15 dias no vari6 con respecto al control en las
concentraciones 20 y 40 mM de cloruro de sodio (Tabla 5), mientras que en las
concentraciones de 60, 80 y 160 mM de NaCl presentaron una disminucion significativa. A
los treinta dias de incubacion la clorofila b se redujo significativamente. Di Martino y
colaboradores, (2003) trabajando con plantas de espinaca (Spinacia oleraceae), encontraron
que disminuy¢ el contenido de clorofila de las hojas en estrés salino. En trigo (7riticum
durum cv. Gediz-75) el contenido de clorofila disminuyé con 100 mM de NaCl (Tuna et
al., 2008).

A los quince dias, solo se observd disminucion significativa en el contenido de -
caroteno en las concentraciones de 80 y 160 mM de NaCl (Tabla 5), mientras que a los

treinta dias las muestras que estuvieron sometidas en la concentracién menor de cloruro de
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sodio (20 mM) fue igual al testigo disminuyendo el contenido de B-caroteno con 60, 80 y
160 mM de cloruro de sodio utilizados. El estrés salino causé reduccion del crecimiento y
muerte de las plantas y el f-caroteno disminuy6 y no funcioné como antioxidante debido al
deterioro mostrado por las células y los tejidos de las plantas en las concentraciones de 80 y
160 mM de cloruro de sodio.

El contenido de violaxantina en P. imperialis (Tabla 5) se observé igual que el
contenido de violaxantina en el control en 40 mM de cloruro de sodio a los quince dias,
mientras que a los treinta dias, se observd una disminucion significativa con respecto al
testigo en todas las concentraciones de cloruro de sodio indicando que el tiempo de
exposicion con los niveles de salinidad probados, influyé sobre el contenido de pigmentos
en las plantas. Esta disminucion del pigmento pudiera ser por su conversion a zeaxantina,
como resultado del estrés salino sobre la fotosintesis y la incapacidad de Paulownia de
llevar a cabo la fotosinteis en estos niveles de salinidad y disipar el exceso de energia. En
trabajos efectuados con la halofita Atriplex centralasiatica con cloruro de sodio de 0 a 400
mM, el contenido de clorofila a+b y B-caroteno permanecieron sin variar al incrementarse

las concentraciones de cloruro de sodio (Qiu ef al., 2003).
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Tabla 5. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre pigmentos (ngug'l) de la parte
aérea de Paulownia imperialis en 15 y 30 dias de incubacion

NaCl
mM

20
40
60
80
160

Clorofila a Clorofila b [-caroteno Violaxantina
Dias Dias Dias Dias
15 30 15 30 15 30 15 30
6.45+1.5a 3.1840.1 a 1.66£0.3a 0.90+0.01a 0.62+0.2ab 0.18+0.02a 0.34+0.08a 0.15+0.01a
476t 1.40b 1.5+0.9b 1.30+0.3a 0.46+0.02b  0.55t0.4ab 0.13+0.1ab 0.28+0.08b 0.06+0.03b

6.14£ 0.3ab  1.54£1.3b 1.64t0.1a 0.47+0.4b 0.74£ 0.06* 0.08£0.07bc  0.37£0.04ab  0.06+0.06b
2.52+ 03¢ 0.57+0.3b 0.75+£0.03b 0.25 £0.04bc  0.25+0.1bc  0.05£.0lbc  0.14+0.03c  0.02+0.01b
2.27 +0.5¢ 0.004+0.001b 0.77£0.1b  0.05£0.05c  0.24£0.1bc  0.007£0.01 ¢ 0.14£0.02c  0.005+0.004b
1.45 +£0.3¢c 0.68+0.9b 0.45+0.05b 0.0.04+0.04 ¢ 0.19+0.1c ~ 0.027+0.03 ¢ 0.09£0.04c  0.003£0.002b

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones en 15 y 30 dias.
Media+DS (n=3).

Paulownia fortunei

La Tabla 6 muestra el contenido de los pigmentos analizados en Paulownia
fortunei. En 15 y 30 dias de incubacién el contenido de clorofila a en el testigo, fue igual
que el presentado por las plantas desarrolladas en las concentraciones de 20 y 40 mM de
NaCl disminuyendo significativamente con 80 y 160 mM de NaCl a los quince dias,
mientras que a los treinta dias este pigmento disminuy6 significativamente con 80 y 160
mM de cloruro de sodio.

El contenido de clorofila b se observé igual al presentado por el control en las
concentraciones de 20 y 40 mM de cloruro de sodio, disminuyendo significativamente en
las concentraciones de 80 y 160 mM de NaCl en 15 dias. En 30 dias se observé menor

contenido de clorofila b en todas las muestras con las concentraciones de cloruro de sodio
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probadas (Tabla 6). En plantas de fresa encontraron que al aplicar 0, 8.55, 17.10 y 34.21
mM de cloruro de sodio, el contenido de clorofila total no vari6 (Turhan and Eris, 2005),
mientras que en estudios efectuados con pera (Pisum sativum L.), el contenido de clorofila
disminuy6 con 70 mM de NaCl (Hernandez et al., 1993) y en trigo (Triticum durum) se
observo una degradacion de clorofila con 150 mM de NaCl (James ef al., 2002).

El contenido de B-caroteno en el testigo y de las plantas que estuvieron en
concentraciones bajas de NaCl no vari6 en quince dias, mientras que en treinta dias, este
pigmento disminuy6 significativamente con el aumento de la salinidad impuesta (Tabla 6).
En experimentos efectuados con alamo (Populus x canescens), con 25 y 100 mM de
cloruro de sodio, el contenido de carotenoides disminuyd en 20 dias (Bolu and Polle,
2004).

El contenido de violaxantina en el testigo fue igual que el presentado por las plantas
que se trataron con 40 mM de NaCl en quince dias y disminuy6 significativamente al
incrementarse las concentraciones de cloruro de sodio, a los 30 dias de incubacion, el
contenido de violaxantina disminuy¢ significativamente al aumentar las concentraciones
de NaCl (Tabla 6). En trabajos efectuados con algas encontraron un aumento en los
carotenoides al aplicar cloruro de sodio (Masojidek et al., 2000), mientras que en cebada
(Hordeum vulgare L.) con 20, 60, 120 y 190 mM de NaCl no observaron cambios en los
pigmentos (Morales et al., 1992).

Los resultados muestran que al incrementarse el tiempo de exposicion de las

plantas con las concentracioes de cloruro de sodio utilizados, el contenido de pigmentos
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analizados disminuy6 en ambas especies, debido a los efectos toxicos de la salinidad por
cloruro de sodio que ocasiono dafios en los tejidos.

Cuando las plantas se enfrentan a estrés salino generan especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Yildirim ef al, 2004) que son compuestos toxicos y dafan a las
membranas y macromoléculas. Las plantas han desarrollado estrategias y compuestos
antioxidantes para desechar esos compuestos toxicos. Con el incremento de la defensa
antioxidante, las plantas pueden aumentar la tolerancia a factores de estrés. Entre los
compuestos antioxidants estdn los carotenoides (Wang et al., 2003). Los resultados
muestran que los carotenoides disminuyeron con el tratamiento salino por cloruro de sodio
en ambas especies de Paulownia (Tablas 5 y 6), por lo cual no ejercieron su funcién

antioxidante.

Tabla 6. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre pigmentos (ngug'l) de la parte
aérea de Paulownia fortunei en 15 y 30 dias de incubacién

NaCl Clorofila a Clorofila b -caroteno Violaxantina
(mM)
Dias Dias Dias Dias
15 30 15 30 15 30 15 30

0 9.30 £1.9a 240+2.0a 2.62+0.5a 0.726+0.5a  0.721£0.04ab  0.14£0.1 a 0.48 +0.1a 0.111£0.09 a
20 899+3.4a 0.10£0.06b  2.494+09 a 0.056+£0.03b  0.76*0.1a 0.01£0.006b  0.44+0.09ab  0.042+0.002b
40 6.65£2.5ab  0.9+0.5ab 1.76 £0.7ab 0.249+0.2b 0.58+0.1 ab 0.06£0.04ab  0.35t+0.1ab  0.024+b
60 6.28+2.1abc 0.05+0.03b 1.68+0.5abc  0.033%0.1b 0.59+0.2ab 0.006+0.04b  0.32+0.09b  0.002+0.001b
80 3.03+2.1bc 0.07£0.05b  1.31 +0.4bc 0.033+0.008b 0.50+0.1bc 0.004+0.003b  0.24+0.05bc  0.002+0.001b
160 2.26 +0.6¢ 0.03£0.02b  0.6452+0.1c  0.025+£0.01b  0.24+0.07¢ 0.004+0.003b  0.12+£0.01c  0.0008+0.0002b

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones en 15 y 30 dias.
Media£DS (n=3).
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6.2.2 Composicion ionica

Paulownia imperialis

Las plantas sometidas a los tratamientos con cloruro de sodio presentaron necrosis a
medida que se incrementaron los niveles de salinidad, sin embargo algunas de ellas
mostraron formacion y crecimiento de nuevos tallos con 20 mM de NaCl. El-Sayed et al,
(1995) encontraron que se incrementd la formacion de tallos en P. tomentosa var. Pallida
con 0.86 y 30.8 mM de cloruro de sodio, mientras que con 61.6 y 246.4 mM de NaCl, las
plantas mostraron disminucion del crecimiento, estos resultados son similares a los
resultados obtenidos en el presente estudio. En 30 dias la parte aérea de las plantas de P.
imperialis presentaron necrosis y murieron en los niveles de 80 y 160 mM de NaCl
indicando claros sintomas de la toxicidad de los iones (Tester and Davenport, 2003).
Sodio en hojas

El contenido de sodio se incrementd significativamente con respecto al control a
medida que se incrementaron los niveles de salinidad, tanto en 15 como en 30 dias de
incubacion (Tabla 7). En estudios efectuados con uva encontraron que la severidad del dafio
provocado por la sal se incrementd con el aumento de los niveles de salinidad y el tiempo
de exposicion de los cultivos a la sal (Sivritepe and Eris, 1999).
Potasio en hojas

El contenido de potasio disminuyd comparado con el testigo, con excepcion de la
concentracion de 60 mM de NaCl. En el tiempo de incubacion de 30 dias, el contenido de
potasio disminuy6 significativamente, probablemente es el resultado de las interacciones
Na:K (Cramer, 2002), estos resultados son diferentes a los reportados con los experimentos

efectuados con callos de Vignia radiate (L) Wilczek var. Radiate con 300 molm™ de
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cloruro de sodio (Kumar and Sharma, 1989), debido a que esta especie es tolerante a altas
concentraciones de salinidad.
Calcio en hojas

El contenido de calcio disminuyd significativamente con respecto al control, en
ambos tiempos de incubacion (Tabla 7), lo cual probablemente se debio a la interaccidon con
iones sodio (Cramer, 2002).
Magnesio en hojas

El contenido de magnesio disminuyo significativamente con respecto al control en
ambos tiempos de incubacion probados (Tabla 7), lo cual puede deberse al exceso de sodio
que causa una disminucion en la absorcion de otros cationes (Troncoso et al., 1999).
Sodio en tallos

En los tallos de (Tabla 7) se increment6 significativamente el contenido de sodio en
15 y en 30 dias de incubacion. Se ha reportado que en plantas sometidas a estrés salino, se
acumulan iones sodio en sus tejidos (Turhan and Eris, 2007).
Potasio en tallos

El contenido de potasio en los tallos disminuy¢ significativamente con el aumento
en las concentraciones de cloruro de sodio (60, 80 y 160 mM) (Tabla 7), indicando que la
salinidad influy6 sobre los tallos en los niveles mas altos. Para lograr un mejor crecimiento
de los vegetales, el potasio debe estar en cantidades adecuadas y en este estudio se observo
una reduccidon en el crecimiento en ambas especies (Figuras 6 y 8), asi como una

disminucién en el peso fresco y el peso seco (Figuras 5y 7).
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Calcio en tallos

Se observdé una disminucion significativa en el contenido de calcio con el
incremento del NaCl (Tabla 7).
Magnesio en tallos

A medida que se incrementaron las concentraciones de cloruro de sodio, disminuy6
significativamente el contenido de magnesio en tallos de P. imperialis (Tabla 7),estos
resultados sugieren que la salinidad altera el transporte de iones afectando el contenido de
iones en las plantas (Cramer, 2002) y es similar a los resultados reportados por Tattini
(Tattini et al., 1992) al tratar plantas de olivo con diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (mM), el contenido de potasio, calcio y magnesio disminuyeron con el incremento de
los niveles de salinidad.
Sodio en raices

Con el incremento de la salinidad, se elevo significativamente el contenido de sodio
en raices de Paulownia imperialis tanto en 15 como en 30 dias (Tabla 7). Las raices
mostraron mayor concentracion de sodio que las hojas y tallos. Los medios por los cuales
entra el sodio en las plantas no estan bien definidos (Flowers, 2004). Wahome (2003),
reportd que la acumulacion de iones sodio en raices de Pistachia spp mejoro la adaptacion
de las plantas en estrés salino.
Potasio en raices

En las concentraciones de 60, 80 y 160 mM de NaCl, se observo una disminucion
significativa de potasio, sugiriendo que la acumulacién de potasio se afectdé con
concentraciones elevadas de cloruro de sodio. Con niveles adecuados de potasio en las

raices se logra el crecimiento continuo de las plantas (Cramer et al, 1985) y en ambas
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especies se redujo el crecimiento (Figuras 5 y 7), comparativamente en plantas de fresa
reportaron resultados similares (Turhan and Eris, 2004). En tallos y raices de sorgo
encontraron una disminucion en los niveles de potasio, al incrementar la salinidad

(Nentondo et al., 2004).

Calcio en raices

En la Tabla 7 se observa que el contenido de calcio disminuy6 significativamente al
incrementarse la salinidad.
Magnesio en raices

El cloruro de sodio indujo una disminucion del contenido de magnesio en
Paulownia imperialis, Turhan and Eris (2004) encontraron en raices de plantas de fresa,
que el contenido de magnesio disminuy6 mientras se incrementaron las concentraciones de
cloruro de sodio, en estudios efectuados con olivo encontraron resultados similares (Tattini

etal., 1992).
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Tabla 7. Efecto del cloruro de sodio sobre la composicion iénica en hojas,
tallos y raices de Paulownia imperialis en 15 y 30 dias de incubacion

NaCl Na' (%) K (%) Ca™ (%) Mg (%)
(mM) Dias Dias Dias Dias
15 30 15 30 15 30 15 30
Hojas
0 0.12e¢ 0.1d 1.51a 222a 0.60a 0.54 a 0.17a 0.16 a
20 0.54d 059c¢ 139a 1.48b 0.18¢ 0.20 be 0.12ab 0.10b
40 1.06¢c 098c 146a 1.32b 0.21b 0.22b 0.11b 0.10b
60 1.61b 2.02b 090D 1.25b 0.16¢ 0.19 be 0.09b 0.09 be
80 1.23¢  2.05b 144ab 137b 0.17c¢ 0.19 be 0.07b 0.08 bc
160 375a 3.68a 1.80a 1.55b 0.21b 0.17 ¢ 0.10b 0.06 ¢
Tallos
0 023e 023f 333a 387a 0.70a 0.60 a 0.15a 0.15a
20 0.89d 090e 2320 334b 026D 0.30 ¢ 0.15a 0.14a
40 145¢ 145d 2.19b 245¢  0.20¢c 0.23b 0.10b 0.12b
60 2.67a 3.16b 1.30d 1.28d 021bc 0.22b 0.10b 0.11b
80 1.38¢c  2.63c¢c 1.32d 1.70d  0.18c 0.21b 0.10b 0.11b
160 225b 6.83a 1.77c 1.57d  0.20c 0.20b 0.09 ¢ 0.11b
Raices
0 026d 035e 1.77a 1.78a  0.38a 0.36a 0.12a 0.10a
20 0.88d 0.84d 1.79a 1.79a 0.10cd 0.12¢ 0.11ab 0.11a
40 20c 1.12d 198a 1.90a 0.15b 0.15b 0.09 a 0.10a
60 3.09b 1.66c 1.14bc 121b 0.13c¢c 0.12¢ 0.08 b 0.06 b
80 248bc 401b 1.64ab 1.64ab 0.15b 0.13 be 0.07bc  0.06b
160 526a 923a 0.10c 1.30b 0.10d 0.11¢ 0.05¢ 0.04 b

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones de NaCl en 15
y 30 dias. Media=DS (n=3).
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Paulownia fortunei

Las plantas de Paulownia fortunei en 15 dias de incubacion, creciendo en 20 mM de
NaCl presentaron color verde, tricomas facilmente visibles en la parte aérea de las plantas,
con un promedio de crecimiento de 3 cm. Las plantas con 40 mM de NaCl tuvieron
formacion de nuevos tallos, los tricomas se podian observar en la parte aérea de las plantas
y presentaron un promedio de crecimiento de 2 cm, mientras que las plantas en 60 mM de
NaCl, presentaron formacion de nuevas raices con promedio de crecimiento de 1 cm,
tricomas visibles en la parte aérea y sus hojas presentaron necrosis. Las hojas de las plantas
con 80 mM de NaCl se necrotizaron, sus tallos presentaron formacion de nuevos brotes.
Las hojas, tallos y raices de las plantas que estuvieron en la concentracion de 160 mM de
NaCl, presentaron necrosis y finalmente murieron. En experimentos efectuados con papa
(Mahmood and Raziuddin, 2002) con 0, 170, 340, 510 y 680 mM de NacCl, se observo una
disminucion gradual en el tamafio de las plantas de papa con el incremento en los niveles
de cloruro de sodio, en 680 mM de sal las plantas no lograron sobrevivir.
Sodio en hojas

La Tabla 8 muestra que el contenido de sodio aument6 significativamente con
respecto al control en hojas de P. fortunei en 15y 30 dias de incubacion.
Potasio en hojas

El contenido de potasio disminuy6 significativamente con el incremento de los
niveles de NaCl utilizados (Tabla 8), contrario a estos resultados, en plantas de espinacas
encontraron que el contenido de sodio no vari6 significativamente y la concentracion de

potasio no disminuy¢ significativamente (Di Martino et al., 2003).
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Calcio en hojas

El contenido de calcio en P. fortunei disminuy6 significativamente al incrementarse
la salinidad (Tabla 8).
Magnesio en hojas

El contenido de magnesio no presentd diferencias significativas en 15 dias de
incubacion. En experimentos efectuados con plantas de tomate al someterlas en estrés de
sal no presentaron diferencias significativas en el contenido de sodio, potasio, calcio y
magnesio (Del Amor et al, 2001). El contenido de magnesio en P. fortunei disminuyd
significativamente en 30 dias de incubacion (Tabla 8).
Sodio en tallos

Los tallos de P. fortunei presentaron un aumento significativo en el contenido de
sodio en las concentraciones de cloruro de sodio probadas en ambos tiempos de incubacion
Potasio en tallos

El contenido de potasio disminuyo significativamente (Tabla 8) con el incremento
de las concentraciones de cloruro de sodio.
Calcio en tallos

El contenido de calcio disminuyé significativamente con las concentraciones de
NacCl utilizadas. En 30 dias de incubaciéon en 20 mM de NaCl presento el valor mas alto
(Tabla 8). En experimentos efectuados con arroz, presentaron resultados similares
(Yamamoto et al., 2003).

Magnesio en tallos
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El contenido de magnesio en la concentracion de 160 mM de NaCl no mostr6
diferencias comparado con el control tanto en 15 como en 30 dias de incubacion, mientras
que en 15 dias de incubacion, en el nivel de salinidad de 80 mM de NaCl present6 el mas
alto valor y en 30 dias, el valor mas alto lo presentd en la concentracion de 20 mM de
cloruro de sodio (Tabla 8). En experimentos efectuados con vid, el contenido de magnesio
disminuy6 significativamente con 100 mM de NaCl mientras que en 150 mM de NaCl se
incremento con respecto al testigo (Garcia and Charbaji, 1993).

Sodio en raices

Las raices presentaron un incremento significativo en el contenido de sodio en 15y
en 30 dias de incubacién (Tabla 8), resultados similares se han reportado con tomate en
condiciones salinas (Cuartero y Fernandez, 2003).

Potasio en raices

El contenido de potasio en 15 dias de incubacidon disminuy6 significativamente en el
nivel mas alto de cloruro de sodio probado, mientras que se incrementd en las
concentraciones menores de NaCl (20 y 40 mM). En 30 dias de incubacion, el potasio se
incremento en las plantas que estuvieron en 20 mM de cloruro de sodio y permaneci6 igual
al incrementarse los niveles de salinidad (Tabla 8).

Calcio en raices

El contenido de calcio disminuyo6 significativamente en 15 dias de incubacion,

mientras que en 30 dias present6 alto porcentaje en 20 mM de cloruro de sodio.
Magnesio en raices
En las concentraciones utilizadas de cloruro de sodio en 15 dias, las raices

permitieron la entrada de magnesio, mostrando cantidades similares al control (Tabla 8), en
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30 dias el contenido de magnesio disminuy¢ significativamente en los niveles de 40 a 160
mM de NaCl. En experimentos efectuados con uva el contenido de magnesio disminuy6
significativamente con 100 mM de cloruro de sodio y con 150 mM se presentd un
incremento en magnesio con respecto al control (Garcia and Charbaji, 1993). El
desequilibrio nutrimental ocasionado por la toxicidad por sales afecta la absorcion y
transporte de iones como potasio, calcio y magnesio entre otros (Munns, 2002), lo cual se

puede observar en los resultados obtenidos en ambas especies de Paulownia.
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Tabla 8. Efecto de cloruro de sodio (mM) sobre la composicion ionica de hojas,

tallos y raices de Paulownia fortunei en 15 y 30 dias en incubacion

NaCl Na' ©%) K* (%) Ca™ (%) Mg ™ (%)
(mM) Dias Dias Dias Dias
15 30 15 30 15 30 15 30
Hojas
0 0.13¢ 0.30c 3.01a 2.69 a 0.50 a 0.18 b 0.16 a 0.11a
20 0.74 bc 0.60 c 2.89a 2.29a 0.17b 0.18 b 0.16 a 0.09 a
40 0.93 bc 0.88bc 1.83b 1.75b 0.18 b 0.19b 0.13a 0.12a
60 1.76 ab 2.85a 2.05b 1.58b 0.21b 0.16 b 0.11a 0.08 a
80 225a 1.50 b 1.90 b 2.03ab 0.16b 0.28 a 0.13a 0.12a
160 230a 330a 2.63ab 1.65b 0.16 b 0.18b 0.14a 0.07 a
Tallos
0 0.27c 0.14¢ 524 a 427 a 0.71a 028ab 0.13¢ 0.09b
20 0.56 c 045e 395bc  4.55a 0.25b 03%9ab 0.20b 0.12a
40 1.90 bc 1.39d 341bc 250D 0.25b 0.26ab 0.17cd 0.11ab
60 2.55b 2.18 ¢ 2.52¢ 1.93b 023bc 0.29ab 0.17cd 0.10ab
80 1.67 bc 2.77b 321c¢ 236D 0.28 b 0.18b 0.27a 0.06 c
160 793 a 420a 2.79¢c 2.05b 0.16 ¢ 0.19b 0.12d 0.09b
Raices
0 0.16 d 0.17 f 238D 2420 0.36a 0.12b 0.15b 0.09 c
20 0.49d 1.15e 348 a 340 a 0.12b 0.17 a 0.17b 0.16 a
40 1.19¢ 1.59de 3.51a 2470 0.14b 0.11b 0.18ab 0.11b
60 1.93b 217cd  195bc 226D 0.12b 0.13b 0.13b 0.09 c
80 1.70 b 234bc  242bc 257Db 0.13b 0.09 ¢ 0.14b 0.05d
160 343 a 3.07a 1.80c 2420 0.11b 0.11bc  0.10bc 0.05d

Las letras muestran una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre
concentraciones de NaCl en 15 y 30 dias. Media=DS (n=3).
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6.2.3 Relacion (K'/Na")

En raices, tallos y hojas de ambas especies, al incrementarse los niveles de
salinidad se disminuy6 la relacion K'/Na" en 15 y 30 dias (Tabla 9). Paulownia fortunei en
todos los organos presentd niveles mas elevados de la relacion K'/Na™ que los mostrados
por Paulownia imperialis. El incremento en los iones sodio y la disminucion en el
contenido de los iones potasio, asi como la relacion K'/Na', se puede deber a la
competencia entre los iones sodio y potasio con los sitios de absorcion en las raices de las
plantas (Bhivare and Nimbalkar, 1984). La capacidad de las plantas para mantener alta la
relacion K'/Na', en el citosol, es importante para la tolerancia a la sal (Maathuis and

Amtmann, 1999).
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Tabla 9. Relacion K'/Na" de Paulownia imperialis y Paulownia fortunei en los niveles
de salinidad

NaCl (mM) P. imperialis P. fortunei
Hojas
Dias 15 30 15 30
0 12.58 22.20 23.15 8.97
20 2.57 2.51 3.91 3.92
40 1.38 1.35 1.97 1.99
60 0.56 0.62 1.16 0.55
80 1.09 0.67 0.84 1.35
160 0.48 0.42 1.14 0.50
Tallos
0 14.48 14.43 19.41 30.50
20 2.61 3.41 7.05 10.11
40 1.51 1.48 1.79 1.80
60 0.49 0.41 0.99 0.87
80 0.96 0.65 1.92 0.86
160 0.79 0.23 0.35 0.49
Raices
0 6.81 5.09 15.69 14.24
20 2.03 2.13 7.12 2.96
40 0.99 1.70 2.95 1.55
60 0.37 0.73 1.01 1.04
80 0.66 0.41 1.43 1.10
160 0.02 0.14 0.64 0.79
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6.2.4 Determinacion de proteinas
Paulownia imperialis

La Tabla 10 muestra el contenido de proteinas en 15 dias de incubacion,
observandose que en 20 mM de cloruro de sodio el contenido de proteina fue mas alta que
el contenido de proteinas en el control, mientras que el contenido de proteinas determinada
en el control fue la misma que la presentada por las plantas que estuvieron en las
concentraciones de 40, 60 y 80 mM de cloruro de sodio y disminuy¢ significativamente en
la concentracion mas elevada de NaCl (160mM). Munns (2002), menciond que la toxicidad
por sales causa disminucion en la sintesis de proteinas. En 30 dias, el contenido de
proteinas fue muy similar en los niveles de 40 y 60 mM de NaCl y no presentaron
diferencias significativas con respecto al testigo, mostrando el valor mas alto con 160 mM
de NaCl. El incremento en los niveles de proteina en plantas con estrés salino, puede
significar que la salinidad promueva la fijacion de nitrégeno organico con lo cual se

favorece la sintesis de proteinas.

Paulownia fortunei

En la Tabla 10 se muestra que las concentraciones mas elevadas de proteinas
solubles se presentaron en las plantas que estuvieron sometidas en las concentraciones mas
altas de cloruro de sodio (80 y 160 mM), mientras que con 20 mM de cloruro de sodio se
observaron concentraciones de proteinas solubles similares a las encontradas en el testigo.
En 30 dias de incubacion las concentraciones mas altas de proteinas solubles se presentaron
cuando las plantas estuvieron en los niveles mas elevados de salinidad, el control presento

resultados similares que los presentados por las plantas que estuvieron en las
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concentraciones de 40, 60 y 80 mM de NaCl, mientras que en la concentracion de 20 mM
de NaCl se encontré el menor contenido de proteinas. En investigaciones con Vignia
unguiculata (L) Walp. Cultivar Vita 5, al someterla a estrés salino el contenido de proteinas
solubles no varid con respecto al control, mientras que en tallo presentd un incremento

significativo con 100 mM de cloruro de sodio (Franco ef al., 1999).

Tabla 10. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre proteinas (mgL'l) en Paulownia
imperialis y Paulownia fortunei en 15 y 30 dias

Paulownia imperialis Paulownia fortunei
Dias Dias
NaCl (mM) 15 30 15 30
0 1.075£0b | 0.109+£0.01b | 0.350+0 b 0.109+0.01¢
20 1.439+0a | 0.182+0a 0.53£0.26 b | 0.076+0.01d
40 1.196+0.2b | 0.109+£0.01b | 1.196+0.21 ¢ | 0.134£0.01c
60 1.075£0b | 0.096+0.02bc | 0.712+0 b 0.114£0.01¢
80 1.075+0b | 0.076£0.01c | 2.16+0 a 0.153+ 0 abc
160 0.591+£0.2¢ | 0.172+0.01 a | 1.80+0.51 a | 0.172+0.01 a

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones en 15 y 30 dias.
Media£=DS (n=3).

6.2.5 Determinacion de Peroxidasas

La Tabla 11 muestra la actividad especifica de peroxidasas en P. imperialis y P.
fortunei en 30 dias de incubacidn, se puede observar que en ambas especies la actividad
especifica de peroxidasas no varid en las concentraciones de NaCl probadas. El-baky y
colaboradores (2003), en experimentos con cebolla (Allium cepa L.) encontraron que la

actividad de peroxidasas se increment6 al aumentar las concentraciones de salinidad, en un
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trabajo reportado con frijol yorimén (Vigna unguiculata (L) Walp) se observard
incremento en peroxidasas con 200 mM de cloruro de sodio (Cavalcanti et al., 2004). Los
resultados de este estudio, muestran que en el tiempo en que se determind la enzima (30

dias), su actividad habia declinado.

Tabla 11. Efecto del cloruro de sodio sobre la actividad especifica de peroxidasas
(Umgproteina™) de Paulownia imperialis y Paulownia fortunei en 30 dias

NaCl (mM) | Paulownia imperialis Paulownia fortunei
0 0.003+0.001 a 0.0016x0.0003 a
20 0.0065+0.00 a 0.0746+0.011 a
40 0.004£0.002 a 0.0022+0.001 a
60 0.0061£0.005 a 0.00067£0.0002 a
80 0.005+0.002 a 0.0028+0.0002 a
160 0.0059+0.001 a 0.0063+0.0001 a

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones de NaCl en 15
y 30 dias de incubacioén. Media£DS (n=3).

6.2.6 Determinacion de TBARS (Peroxidacion de lipidos)

La prueba del acido tiobarbitirico (TBA) se utilizd6 para determinar
(Malonaldehido) MDA, como un producto final en la peroxidaciéon de lipidos. La Tabla 12
muestra que en 15 dias de incubacion en P. imperialis el contenido de TBARS, se
increment6 significativamente a medida que aumentaron los niveles de salinidad, las

plantas testigo y las plantas que estuvieron en 40 mM de NaCl presentaron resultados
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similares; con 60 y 160 mM de NaCl se incrementd significativamente, estos niveles de
peroxidacion de lipidos puede ser el resultado del estrés osmotico (prolina se incremento)
(Figura 12), causando una reduccion en la conductividad estomatica (Tabla 15).
Comparativamente en plantas de frijol yorimon (Vigna unguiculata) (H) Walp, se observo
un aumento en TBARS con 200 mM de NaCl (Cavalcanti et al., 2004). En 30 dias de
incubacion el testigo presento el valor mas alto, disminuyendo significativamente a medida
que se incrementaron las concentraciones de cloruro de sodio, lo cual indica dafios a los
tejidos por los iones toxicos.

En P. fortunei el contenido de TBARS en las plantas control y en las plantas que
estuvieron con 20 mM de cloruro de sodio no presentd diferencias significativas, mientras
que con 60 mM de NaCl, se observd el valor mas alto de TBARS y disminuyo
significativamente a medida que se incrementaron los niveles de cloruro de sodio en 15
dias de incubacion. En 30 dias de tratamiento, el contenido de TBARS aumento
significativamente con 20 mM de NaCl disminuyendo significativamente en todos los
niveles de cloruro de sodio utilizados (Tabla 12), comparando estos resultados en
experimentos realizados con cebolla (4l/lium cepa L.) reportaron resultados contrarios a los
obtenidos en el presente estudio, donde el contenido de TBARS se incrementd con las
concentraciones altas de sal (El-baky et al., 2003), como en P. imperialis, 1o que indica que
los tejidos de P. fortunei, son mas sensibles al incremento del cloruro de sodio, por lo cual

el contenido de TBARS disminuyd.
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Tabla 12. Efecto del cloruro de sodio sobre TBAR (nmolTBARSmg de proteina'l) en
Paulownia imperialis y Paulownia fortunei en 15 y 30 dias

NaCl Paulownia imperialis Paulownia fortunei
(mM)
15 30 15 30

0 359.7+34.1c¢ 9407.58+959.52 a 5787.97+530.67b 20270.08+2380.7b
20 | 924.25+69.49b 5676.98+660.18 b 4925.33£2197.92b | 36674.24+7443.71a
40 | 581.61£188.72bc | 2830.83+1383.68 ¢ | 3497.01£652.73bc | 7970.78+2735.98cd
60 | 3683.7+604.22a | 3980.91+£2408.76bc | 9805.7+4189.36a 11957.894+2230.53¢
80 1252.71£51.23b | 4209.09+£1429.57bc | 1163.58+78.88¢ 3688.68+587.05d
160 | 3703.24260.62 a | 2340.64+215.74 c 41.961+24.47c 3855.37+£617.08d

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones en 15 y 30 dias.
Media£DS (n=3).

6.2.7 Determinacion de catalasa

Como se puede observar en la Tabla 13, no hubo diferencias significativas en la

actividad de catalasa en P. imperialis en 30 dias de incubacion, mientras que en P. fortunei,

la actividad de la enzima disminuyo6 significativamente en 160 mM de NaCl con respecto al

control. En plantas de frijol yorimon (Vigna unguiculata (L) Walp) se observo que la

actividad de catalasa disminuy6 con 200 mM de NaCl (Cavalcanti et al., 2004), asi como
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en mulberry (Morus sp.) cultivar pei con 100 y 150 mM de NaCl (Harinasut et al., 2003).
Se ha visto que el estrés salino causé una disminucién en la actividad de catalasa en pera
(Pisum sativum) y arroz (Oriza sativa) mientras que en otras plantas se incrementd la
actividad de esta enzima como en Cicer arientinum (El-baky et al., 2003). En el presente
trabajo no se detectaron diferencias significativas debido a que posiblemente en ese tiempo
(30 dias), la enzima ya habia presentado su maxima actividad 6 tal vez no ejercié funcion

antioxidante para detoxificar a las especies reactivas de oxigeno.

Tabla 13. Efecto del cloruro de sodio sobre la actividad de catalasa (Umg de
proteina™) en Paulownia imperialis y Paulownia fortunei en 30 dias de incubacién

NaCl (mM) Paulownia imperialis Paulownia fortunei

0

0.17520.1 a 0.1+0.01 ab
20

0.17+£0.05 a 0.2+0.1 a
40

0.11+£0.08 a 0.09+0.01' b
60

0.15+0.04 a 0.13+0.01 ab
80

0.223£0.06 a 0.13+0.02 ab
160

0.2+0.1 a 0.06£0.04 b

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones en 15 y 30 dias.
Media£DS (n=3).
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6.2.8 Determinacion de Prolina

En Paulownia imperialis los resultados muestran un aumento en los niveles de
prolina al incrementarse las concentraciones de cloruro de sodio con respecto al control,
con 20 y 40 mM de NaCl, alcanzando su valor mayor en esta ultima concentracion de
cloruro de sodio, después disminuy¢d significativamente con 60, 80 y 160 mM de NaCl
(Figura 12). En experimentos con arroz (Oriz sativa) con sensibilidad al estrés salino, el
contenido de prolina en hojas se incrementd con 50 mM de NaCl y disminuy6 con 100 mM
de NaCl (Lutts ef al., 1999). Esta disminucion de prolina en las concentraciones altas de
cloruro de sodio, significa que no interviene como compuesto osmoprotector. Tal y
colaboradores (1979) mencionaron que la acumulacion de prolina durante el estrés
corresponde a dos funciones principales: Que prolina puede ser la principal fuente de
energia y de nitrogeno durante el metabolismo después del estrés y que puede actuar como
un regulador osmotico durante el estrés salino. Se esperaria un incremento de prolina como
un soluto compatible en condiciones salinas, en la figura 12, se observa que en P.
imperialis este aminoacido se incrementd en 60 mM de NaCl, con lo cual se esperaria que
la planta esté desarrollando una respuesta al estrés, sin embargo, el contenido de prolina

disminuyo significativamente en los niveles elevados de cloruro de sodio (80 y 160 mM).
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Figura 12. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre prolina (ugg™) en P. imperialis
en 30 dias. Valores no asociados con la misma letra son significativamente diferentes (P
<0.05).

Contrario a P. imperialis, en P. fortunei el contenido de prolina disminuyd
significativamente a medida que se incrementaron las concentraciones de NaCl,
observandose alto nivel en 60 de NaCl, disminuyendo en la concentracion de 80 mM para
volver a incrementar en 160 mM (Figura 12), mostrando diferencias significativas con
respecto al control en todos los niveles de salinidad. Esta disminucion de prolina significa
que no interviene como compuesto osmoprotector en las condiciones de salinidad por
cloruro de sodio probadas, ya que se esperaria el incremento de este aminoacido para
funcionar como compuesto osmoprotector en Paulownia en condiciones de salinidad

(Bohnert et al., 1995; Rathinasabapathi, 2000; Tester and Davenport, 2003). En
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experimentos efectuados con remolacha azucarera en diferentes concentraciones de cloruro
de sodio, encontraron resultados similares (Gzik, 1996). En ensayos llevados a cabo con
Quercus rugosa, la prolina se increment6 al incrementarse las concentraciones de cloruro
de sodio (Zamacona y Moreno, 2005). Dracup (1991) mencion6 que los niveles de prolina
se incrementan al aumentar las concentraciones de sal. La acumulacion de prolina en los
tejidos de las plantas, se atribuye a que se incrementa su sintesis y disminuye su
degradacion debido al estrés salino (Kishor et al., 2005). En experimentos con diferentes
variedades de sorgo (Sorghum bicolor) mostraron que la prolina no se relacion6 con la
tolerancia al estrés salino (Caplan et al., 1990), mientras que con arroz (Oriza sativa L.) la
prolina contribuy¢é a inhibir el crecimiento y a la disminucion de clorofila en condiciones

de salinidad (Garcia et al., 1997).
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Figura 13. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre prolina (ugg™) en P. fortunei en 30 dias.
Valores no asociados con la misma letra son significativamente diferentes (P <0.05).
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6.3 Respuestas fisioldgicas al estrés por cloruro de sodio
6.3.1 Fotosintesis en Paulownia imperialis

En la tabla 14 se observa que la fotosintesis a los 19 dias de incubacion fue
mayor en las plantas control que en las plantas que estuvieron sometidas en las condiciones
de salinidad y a medida que se incrementé la concentracion de NaCl la fotosintesis
disminuyd significativamente. Por otra parte, a los 26 dias de incubacidn, se observo
disminucion significativa a partir de los tratamientos de 40 mM y en el tratamiento con 160
mM. Se ha reportado que la salinidad influye sobre la fotosintesis (Kozlowski, 1997).
Longstreth y Nobel (1979) mencionaron que la salinidad puede afectar la fotosintesis a
nivel de estomas, dependiendo del tipo de salinidad, duracion del tratamiento, especies y de
la edad de la planta. El efecto de la salinidad en las plantas, es compleja, en niveles bajos o
elevados, en ocasiones se incrementa el rendimiento de la tasa fotosintética. Con salinidad
media o alta la fotosintesis en la hoja es severamente inhibida, una posible razon de esta
disminucion en la fotosintesis inducida por la sal podria ser la reduccion en el contenido de

clorofila, la cual esta asociada a la clorosis en hojas (Shabala et al., 2005).

6.3.2 Respiracion en Paulownia imperialis

Con respecto a la respiracion, en la tabla 14 se observa que a los 26 dias en hubo
diferencias significativas; los niveles de 20 y 60 mM de NaCl fueron estadisticamente
iguales y los niveles de 0, 40 y 80 fueron iguales entre ellos y diferentes significativamente

con los valores observados en 20 y 60 mM de cloruro de sodio.
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6.3.3 Transpiracién en Paulownia imperialis

La tabla 14 muestra los resultados de la transpiracion en P. imperialis tratada con
diferentes concentraciones de cloruro de sodio a los 19 y 26 dias, no se observaron
diferencias significativas. Robinson et al. (1997) mencionaron que tanto en plantas
haloéfitas como en las plantas no hal6fitas, la transpiracion generalmente tiende a declinar al
incrementarse la salinidad, lo cual no se observé en los resultados obtenidos con Paulownia
imperialis en ambos periodos de tiempos (Tabla 14). En experimentos efectuados con
(Pinus banksiana Lamb.) la transpiracion se redujo con el incremento de la salinidad por
cloruro de sodio (Franklin and Zwiazek, 2004) y en arroz (Oriza sativa) la transpiracion se
redujo con 75 y 150 mM de NaCl (Moradi and Ismail, 2007) y en frijol yorimén (Vigna

unguiculata (L) Walp) con 200 mM de cloruro de sodio (Cavalcanti et al., 2004).
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Tabla 14. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre la Fotosintesis,
Respiracion y Transpiracién en Paulownia imperialis

Fotosintesis Respiracion Transpiracion
(umolCO,m™s™) (umolCO,m*s™) (molH,Om™s™)
19 26 26 19 26
NaCl
(mM)

0 521£1.39a | 5.14+1.09a | -3.1620.61b 4.28+1.66a | 1.75£0.58 a
20 4.77+0.83 a | 8.45+1.23a |-538+0.42a 3.1241.32a | 1.91+0.17 a
40 1.51£0.6 b | 4.26+3.88b | -2.43+0.87b 4.54+1.2 a 1.91£0.75 a
60 -3.16£1.49b | 5.37+0.89 ab | -2.67+0.02 a 3.5t2.10 a 1.72+0.74 a
80 -0.13* 2.89£1.07b -2.95+0.87 b 4.67* 1.72+0.45 a
160 -3.8£2.00 b -10.96* -2.78%* 4.74t3.5 a 3.48%*

* Es solamente un dato
Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones de NaCl
en 19 y 26 dias. Media=ES (n=3).

6.3.4 Conductancia estomatica en Paulownia imperialis

En la tabla 15 se presentan los resultados de la conductancia estoméatica en 19 dias
de incubacion, donde se observa que en el analisis estadistico muestran que no hay
diferencia significativa en P. imperialis.

La conductancia estomatica en P. imperialis en 26 dias de incubacidn, se observa
que disminuy¢ significativamente en 40 mM de cloruro de sodio, mientras que con 60 mM
de NaCl se increment6 significativamente y después volvid a disminuir significativamente

en 80 mM (Tabla 15). La disminucion en la conductancia estomatica podria ser porque al
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incrementarse los niveles de salinidad se desencadena un déficit hidrico, el cual induce al
aumento de ABA (4&cido abscisico), el cual causa el cierre estomdtico. En experimentos
efectuados con tomate (Lycopersicon esculentum) variedades Daniela y Moneymarker, la
conductancia estomatica se redujo significativamente con 35 mM de cloruro de sodio
(Goykovic, 2007) y en trigo (Triticum durum) con 150 mM de cloruro de sodio disminuy6
la conductancia estomatica debido a la concentraciones de los iones toxicos en hojas (James

et al.,2002)

Tabla 15. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre la Conductancia
estomatica (mmolms™) en Paulownia imperialis

Conductancia estomatica (mmolm'zs'l)
Dias 19 dias \ 26 dias

NacCl

(mM)
0 184.74+£159.4 a 54.09£19.98 ab
20 130.022+67.56 a | 45.9346.96 ab
40 241.98+£106.84a | 27.7848.27b
60 105.41+94.18 a 127.08£70.4 a
80 207.424* 38.57+£15.57b
160 204.67£214.3 a 368.799*

*Es solamente un dato
Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones de
cloruro de sodio en 19 y 26 dias. Media+ES (n=3).

77



6.3.5 WUE (A/E) en Paulownia imperialis

En la tabla 16 se muestra el efecto del cloruro de sodio en las concentraciones
utilizadas en el presente estudio sobre la tasa instantdnea de eficiencia de uso de agua
(WUE) a los 19 dias en P. imperialis, se observa que no hubo diferencias significativas en
el tratamiento de 20 mM de cloruro de sodio con respecto al control, mientras que con el
incremento de las concentraciones de cloruro de sodio, WUE disminuy6
significativamente.

A los 26 dias, el promedio de la tasa instantanea de eficiencia de uso de agua
(fotosintesis /respiracion) disminuy6 al incrementarse los niveles de salinidad, sin embargo
estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Tabla 16), puede ser porque la

fotosintesis se inhibi6 (Tabla 14).

6.3.6 CO; interno sobre CO, externo (Ci/Ca) en P. imperialis

En 19 dias en el nivel menor de salinidad (20 mM) se observd una disminucion
significativa del CO, interno sobre CO, externo (Ci/Ca), mostrando un comportamiento
estadisticamente igual en los otros niveles de salinidad (Tabla 16), el nivel més alto lo
presentd con 60 mM de NaCl.

En 26 dias el valor mas alto de Ci/Ca, lo presentd el nivel de 60 mM de NaCl
disminuyendo estadisticamente en el control y en 20, 40 y 160 mM de cloruro de soio
(Tabla 16). En experimentos efectuados con trigo (7riticum durum) con 75 y 150 mM de

cloruro de sodio se redujo el CO; interno (James et al., 2002).
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Tabla 16. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre WUE y Ci/Ca en Paulownia
imperialis en 19 y 26 dias

WUE (A/E) Ci/Ca
Dias 19dias | 26 dias 19dias | 26 dias
NaCl
(mM)

0 1.31+0.19 a 5.26x1.78 a 0.92+0.011ab | 0.824+0.03 b

20 1.98+091 a 4.491091 a 0.914+0.009 b 0.85+0.01 b

40 0.1740.36 ab | 2.85+2.09 a 0.9540.018 ab | 0.87£0.3 ab

60 -0.53+0.15b | 3.36+1.91 a 0.96+0.030 a 0.90£0.01 a

80 -0.027* 2.05t1.04 a 0.96* 0.90£0.01 ab

160 -0.8910.24 b -1.41%* 0.95+0.025ab | 0.9927*

* Es solamente un dato
Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones de cloruro de
sodio en 19 y 26 dias. Media£ES (n=3).

6.3.7 Fotosintesis en Paulownia fortunei

En 19 dias se puede notar que en los niveles de 20, 40, 60 y 80 mM de cloruro de
sodio no hay diferencias significativas en la fotosintesis (Tabla 17) y que existe una
disminucioén significativa en la concentracion de 160 mM de NaCl con respecto al testigo,
se ha visto que la toxicidad por sales causa una reduccion en la fotosintesis (Munns, 2002).
En 26 dias de incubacion la fotosintesis disminuy6 significativamente con 40 mM de
cloruro de sodio para incrementarse significativamente en 60 mM de NaCl. No se
obtuvieron resultados con 80 y 160 mM de NaCl porque las plantas murieron. En
experimentos efectuados con Scirpus la fotosintesis se inhibi6 en la concentracion de 150
mM de cloruro de sodio (Pearcy and Ustin, 1984), mientras que con arroz (Oriza sativa) se

disminuy6 la fotosintesis con 75 y 150 mMde NaCl (Moradi and Ismail, 2007). El

79



contenido de clorofila es un indicador del proceso de fotosintesis y el hecho de que en P.
imperialis y P. fortunei haya disminuido la clorofila (Tablas 7 y 8) al incrementarse la
salinidad, demuestra que la fotosintesis se inhibid por el aumento de la salinidad (Cowan et
al., 1992), hay disminucion de biomasa (peso fresco y peso seco) (Figuras 5y 7), de
carotenoides (Tablas 7 y 8) (Amotz and Avron, 1997). La estabilidad de la clorofila es un
indicador de la capacidad de las plantas a la tolerancia al estrés y su disminucion en ambas

especies de Paulownia indica que no son tolerantes al estrés por cloruro de sodio.

6.3.8 Respiracion en Paulownia fortunei
En la tabla 17 se puede observar que en la respiraciéon no presentaron diferencias

significativas en las condiciones de salinidad efectuadas en el presente estudio.

6.3.9 Transpiracién en Paulownia fortunei

En la Tabla 17, se observa que la transpiracion en P. fortunei es estadisticamente
igual al testigo en 19 dias de incubacién en todas las concentraciones de cloruro de sodio
probadas, Robinson et al., (1997) mencionaron que tanto en plantas halofitas como en las
plantas no halofitas, la transpiracion generalmente tiende a declinar al incrementarse la
salinidad, lo cual puede deberse a que el potencial hidrico disminuy6 en las raices, sin
embargo los resultados con P. imperialis en ambos tiempos de incubacion, asi como P.
fortunei en 19 dias no mostraron variacion significativa, Unicamente los resultados
obtenidos con P. fortunei en 26 dias, en donde se observo un incremento significativo con
40 mM de cloruro de sodio en la transpiracion para disminuir significativamente en 0, 20, y

60 mM de NaCl de acuerdo a Robinson et al, (1997). En experimentos efectuados con fresa
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(variedad Camarosa), la transpiracion se redujo con 8.55, 17.10 y 34.21 mM de NaCl

(Turhan and Eris, 2007).

Tabla 17. Efecto del cloruro de sodio (mM) sobre la Fotosintesis, respiracion y
transiracion en Paulownia fortunei

Fotosintesis Respiracion Transpiracion
(umolCOzm'zs'l) (umolCO,m%s™) (moleOm'zs'l)
19 26 26 19 26
NaCl
(mM)
0 4.11+1.16 a2 | 6.56+1.36 ab | -1.48+0.60 a 4261097 a | 0.46+0.21Db
20 2.13+0.95 a 9.01£3.48 ab | -7.48+4.85 a 4.09+£1.60a | 0.78+0.43 b
40 -0.58%£1.07 a 1.46+0.44b | -4.25+£3.09 a 6.72£2.70a | 2.36£0.40 a
60 297£221a | 17.96t6.34a | -12.63£845a 3.01£1.89a | 0.87£0.2b
80 0.59£1.43 a 3.51+£1.38 a
160 -6.33£8.27b 6.3247.89 a

Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones de NaCl
en 19 y 26 dias. Media+ES (n=3).

6.3.10 Conductancia estomatica en Paulownia fortunei

En 19 y en 26 dias no se observaron diferencias significativas en la
conductancia estomatica de P. fortunei en las condiciones de salinidad por cloruro de sodio.
(Tabla 18). Lawlor (2002) menciond que la disminucion del contenido relativo de agua

(RWC) en hojas, disminuye progresivamente la conductancia estomatica. Sin embargo, con
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las condiciones de salinidad impuesta en P. fortunei no se observo tal disminucion. En
experimentos efectuados con Alternanthera philoxeroides, la conductancia estomatica
disminuy6 con el incremento en la salinidad (Longstreth et al., 1984). En experimentos
efectuados con mostaza (Brassica juncea L. Czern & Coss cv. Varuna) la conductividad
estomatica se redujo con 0, 25 y 50 mM de NaCl (Shah, 2007). En las glicofitas, los iones
sodio dafian la funcion estomadtica, lo cual influye negativamente en las plantas para poder

sobrevivir en condicione salinas (Robinson et al., 1997).

Tabla 18. Efecto del cloruro de sodio sobre la Conductancia estomatica (mmolm'zs'l)
en Paulownia fortunei en 19 y 26 dias

NaCl 19 dias 26 dias
(mM)
0 329.46+110 a 36.37+10.28 a

20 209.35£147.96 a 36.56+23.5a

40 200.61+12.25 a 45.06£0.26 a

60 209.45£186.03 a 19.55+4.68 a

80 125.31+£57.214 a
160

* Es solamente un dato
Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones en 19 y
26 dias. Media£ES (n=3).

6.3.11 WUE (A/E) en Paulownia fortunei
La Tabla 19 muestra el efecto del cloruro de sodio en las concentraciones utilizadas

en el presente estudio sobre la tasa instantanea de eficiencia de uso de agua (WUE) A/E, se
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observa que el valor mas elevado se present6 en 60 mM de NaCl y disminuy6
significativamente en 160 mM de cloruro de sodio, asi como en el testigo. En 26 dias no se
observaron resultados significativos, con lo cual se observa que ambas especies produjeron
resultados diferentes al ser sometidas a las concentraciones de cloruro de sodio
mencionadas. La acumulacion de algunos aminoacidos, como la prolina es la respuesta al
dafio producido por un metabolismo fotosintético alterado, en ocasiones, la prolina se

incrementa por el bajo contenido de agua (RWC) (Lawlor, 2002).

6.3.12 CO; interno sobre CO, externo (Ci/Ca) en Paulownia fortunei

En la Tabla 19 se observa el CO, interno sobre el CO, externo, en 19 dias se
observa una disminucion significativa en 60 mM de NaCl, mientras que en 26 dias no se
presentaron diferencias en las condiciones de salinidad en el presente estudio, lo cual se

puede atribuir al dafio causado a los tejidos, por lo cual la fotosintesis se afecto.
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Tabla 19. Efecto del cloruro de sodio sobre WUE y Ci/Ca en Paulownia
fortunei en 19 y 26 dias

WUE (A/E) Ci/Ca
19 dias | 26 dias 19 dias | 26 dias
NaCl
(mM)
0 0.98+0.19 b 5.14+0.41 a 0.93+0.009 a | 0.85+049 a
20 ] 0.65+0.29ab | 7.14+0.66 a 0.93+0.019 a | 0.87+0.008 a
40 |-0.02440.11 abc | 0.57+0.01 a 0.96+0.015 a | 0.92+0.009 a
60 | 1.2240.77 a 26.04+7.42a | 0.91+0.019b | 0.87+0.017 a
80 | 0.094+0.30 abc 0.94+0.012 ab
160 | -0.84+0.25 ¢ 0.95+0.050 ab

* Es solamente un dato
Las letras muestran diferencias estadisticas (P<0.05) entre concentraciones en 19 y
26 dias. Media=ES (n=3).
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede observar que
Paulownia imperialis tuvo una respuesta diferente comparada con Paulownia fortunei para
tolerar salinidad por cloruro de sodio en el medio de cultivo.

Es evidente que las concentraciones de cloruro de sodio utilizadas causaron una
disminucién en el crecimiento de las plantas de P. imperialis, lo cual fue observado
también en P. fortunei, ocasionado por la alta concentracion de iones sodio causando
toxicidad en los tejidos de las plantas provocando la muerte de ambas especies en los
niveles altos de salinidad (80 y 160 mM).

Los resultados muestran que P. imperialis acumulé mas Na™ en raices que P.
fortunei, ésto indica que P. imperialis es mas tolerante al estrés por cloruro de sodio,
debido a que el sistema radicular puede regular la entrada de iones de sodio.

Con respecto a la composicion idnica, los resultados indican que tanto Paulownia
imperialis como Paulownia fortunei pueden tolerar 60 mM de cloruro de sodio, ya que en
concentraciones mas altas que ese valor las plantas presentaron necrosis y murieron.

Los resultados obenidos en el presente estudio muestran la disminucién del
contenido de clorofila a, clorofila b, B-caroteno y violaxantina, por lo que no tuvieron
efecto antioxidante, no pudieron reducir el dafio provocado en los tejidos por la salinidad
debido a la cual se observd disminucion del crecimiento y muerte de las plantas.

Un indicador de la toxicidad del sodio en plantas sometidas a estrés, es la

disminucién de proteinas y la baja actividad de las enzimas que se determinaron
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(peroxidasas, catalasas) muestran dafio provocado por el efecto del cloruro de sodio en
ambas especies.

La inhibicion de la actividad de catalasa se presenta en muchas plantas sometidas a
estrés salino. El incremento observado tanto en P. imperialis como en P. fortunei en 15
dias de incubacion en el valor de TBARS puede indicar una peroxidacion de lipidos de los
componentes de la membrana celular causado por especies reactivas de oxigeno los cuales
se generan por el estrés oxidativo y los resultados demuestran que el estrés por cloruro de
sodio provoco un estrés oxidativo en P. imperialis y P. fortunei hasta 60 mM, como se
muestra por el incremento en la peroxidacion de lipidos, ocasionando pérdidas en
pigmentos. La acumulacion de prolina, disminucién de proteinas y de pigmentos son
respuestas fisiologicas de P. imperialis y P. fortunei provocado por el estrés por cloruro de
sodio.

En este estudio se observo una respuesta distinta entre ambas especies con respecto
a la acumulacién en los niveles de prolina en las concentraciones de cloruro de sodio a las
que fueron sometidas las plantas, lo cual sugiere una diferencia en la sensibilidad que
presentan a la tolerancia al estrés salino, se observa que P. imperialis es mas tolerante a las
condiciones de salinidad que P. fortunei.

Con respecto a la fotosintesis, respiracion, conductancia estomadtica, transpiracion,
resistencia estomatica y la tasa instantanea de eficiencia de uso de agua (WUE) (A/E), los
resultados obtenidos muestran una variacion entre las dos especies utilizadas en el presente
estudio, debido a que en condiciones de estrés con cloruro de sodio a las que fueron
sometidas las plantas, alteran su metabolismo y su desarrollo. Los resultados indican dafio

en fotosintesis de ambas especies con tiempo de exposicion al cloruro de sodio. P. fortunei
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mostré mayor sensibilidad al incremento de sal que P. imperialis, la cual mostrd una
respuesta positiva en fotosintesis al estrés salino. El estrés producido por cloruro de sodio
en Paulownia imperialis asi como en Paulownia fortunei se reflejé en un incremento de la
respiracion, debido al mayor costo metabolico necesario requerido para la tolerancia a las
sales. La menor resistencia al estrés salino estuvo asociada a mayores conductancias
estomaticas de las hojas, las cuales no son mantenidas al paso del tiempo, ya que se
observo que disminuyeron a los 26 dias. Las elevadas tasas iniciales de transpiracion, estan
asociadas a la deshidrataciéon de las hojas, debido al escaso control en la apertura
estomatica relacionada con el estrés de sal. Un mayor control estomatico a los 26 dias
observado en los resultados esta relacionado con la resistencia diferencial mostrada por
ambas especies al estrés salino. Debido a que el estrés salino ocasion6 una apertura
estomatica no uniforme.

Los resultados indican que ambas especies no toleraron los niveles elevados de
salinidad a los que se sometieron en el presente estudio, debido a que disminuyeron su
crecimiento y murieron en 80 y 160 mM de cloruro de sodio.

De acuerdo a estos resultados y a los parametros de Allison et al. (1977) y Ansari et
al. (1999) quienes consideran las especies moderadamente tolerantes a la salinidad en un
rango de 20 a 60 mM, las especies de Paulownia estudiadas se clasifican como
moderamente tolerantes al estrés salino.

El conocimiento de los mecanismos bioquimicos y fisiologicos en plantas de
Paulownia en estrés salino, permite idear estrategias para su manejo e implementacion en

condiciones de estrés.
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Por lo anterior, Paulownia imperialis se recomienda para ser plantada en suelos que
no sobrepasen los niveles de 60 mM de cloruro de sodio para iniciar reforestacion,

especialimente en zonas aridas y semiaridas.
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9. Apéndice I

Tabla 1. Escala de conductividad (milimhoscm'1 a 25° ).

Efectos Los Rendimientos | Solo cultivos | Poquisimos cultivos
despreciables |rendimientos |de muchos | tolerantes rinden | tolerantes rinden
a la salinidad. |de los cultivos |cultivos  son | satisfactoriamen |satisfactoriamente.
muy sensibles | restringidos. | te.
pueden ser
restringidos.
0 2 4 16 mmhoscm™

Fuente: Allison et al., 1977

Tabla 2. Concentraciones de cloruro de sodio utilizadas

Cloruro de Sodio *dSm’'
% mM mmhoscm™
0 0 0
0.128 20 2
0.256 40 4
0.384 60 6
0.512 80 8
1.024 160 16

*Fuente: Allison et al., 1977.
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Tabla 3. Composicion del medio de cultivo WPM

Sales

NH4NO;
CaNO3*4H,0
K2504
CaCl,+2H,0
MgSO4+7H,0
K,POq4

H;BO;
MnSO4*4H,0
ZnSO4*7H20
Na2Mo0O4*2H20
CU.SO4>!< 5 Hzo
FeSO4*7H,0
NazEDTA*szo

Vitaminas

M-INOSITOL
PIRIDOXINA-HCI
ACIDO NICOTINICO
TIAMINA-HCI
GLICINA

SACAROSA
AGAR

Fuente: Trigiano and Gray, 2000

mgmL'1

400
556
990
96
370
170
6.2
22.3
8.6
0.25
0.025
27.8
37.4

100
0.5
0.5
0.1
2.0

30000
8000
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