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RESUMEN

Se realiz6 un estudio del efecto de la salinidad sobre el metabolismo de prolina en Agave
fourcroydes, con el objetivo de evaluar cémo el estrés por salinidad puede afectar a este
metabolito clave en la adaptacién de diversas plantas a condiciones de estrés abiotico. La
hipotesis planteada fue que, al igual que en otras especies, el estrés por salinidad también

modificaria los niveles de prolina en Agave fourcroydes.

Se establecieron diversos objetivos: (1) Evaluar el impacto del estrés salino en el
metabolismo de prolina en Agave fourcroydes; (2) Determinar la tolerancia de la planta al
estrés salino; (3) Evaluar las modificaciones en el contenido de prolina bajo diferentes
condiciones de estrés salino; y (4) Analizar la expresion de los genes P5CS, P5CR y PDH,

que estan involucrados en el metabolismo de prolina, bajo condiciones de estrés salino.

Para abordar este proyecto, se realizé un estudio experimental con 63 plantas jovenes de
Agave fourcroydes, que fueron cultivadas en una solucion nutritiva Hoagland antes de ser
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (0 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM).
Se evaluaron las respuestas al estrés salino a través de la cuantificacioén de sodio y potasio
en raices y hojas, utilizando espectrofotometria de absorcién atdmica tras una digestion
acida de los tejidos. El contenido de prolina se determind mediante un meétodo con
Ninhidrina, y la expresion génica de los genes P5CS, P5CR y PDH se analiz a través de

PCR con cebadores especificos y analisis de transcritos.

La justificacion de este estudio radica en el desafio significativo que representa la alta
salinidad del suelo para los cultivos agricolas en México, incluyendo el agave. La
acumulacion de prolina en respuesta al estrés salino juega un papel crucial en la adaptacion
de las plantas, ayudando a mantener la homeostasis osmotica y la turgencia celular.
Entender los niveles de prolina en Agave fourcroydes tiene implicaciones importantes para
mejorar la resistencia de estos cultivos al estrés salino, contribuyendo a la sostenibilidad

agricola.

Los resultados muestran que las plantas expuestas a concentraciones crecientes de NaCl
presentan un deterioro morfoldgico notable. Sin embargo, los niveles de prolina en las hojas

aumentan significativamente en respuesta a la concentracion de NaCl, con un incremento



observandose a partir de 150 mM durante un periodo de estrés de hasta 60 dias. Estas
conclusiones sugieren que la acumulacion de prolina en Agave fourcroydes esta
estrechamente relacionada con la concentracion de NaCl, proporcionando informacién
valiosa para la seleccion de variedades mas resistentes e incluso la mejora de la produccion

agricola en suelos salinos.



ABSTRACT

A study of the effect of salinity on proline content in Agave fourcroydes was conducted to
evaluate how salinity stress can affect this key metabolite in the adaptation of various plants
to abiotic stress conditions; the hypothesis was that, as in other species, salinity stress would

also modify proline levels in Agave fourcroydes.

Several objectives were established: (1) to evaluate the impact of salt stress on proline
metabolism in Agave fourcroydes; (2) to determine plant tolerance to salt stress; (3) to
evaluate modifications in proline content under different salt stress conditions; and (4) to
analyze the expression of P5CS, P5CR and PDH genes, which are involved in proline

metabolism, under salt stress conditions.

To address this project, an experimental study was conducted with 63 young plants of Agave
fourcroydes, which were grown in a Hoagland nutrient solution before being subjected to
different concentrations of NaCl (0 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM). Responses to
salt stress were evaluated through the quantification of sodium and potassium in roots and
leaves using atomic absorption spectrophotometry after acid digestion of the tissues. Proline
content was determined by a Ninhydrin method, and gene expression of P5CS, P5CR and

PDH genes was analyzed by PCR with specific primers and transcript analysis.

The rationale for this study lies in the significant challenge that high soil salinity poses to
agricultural crops in Mexico, including agave. Proline accumulation in response to salt stress
plays a crucial role in plant adaptation, helping to maintain osmotic homeostasis and cell
turgor. Understanding proline levels in Agave fourcroydes has important implications for
improving the resistance of these crops to salt stress, contributing to agricultural

sustainability.

The results show that plants exposed to increasing concentrations of NaCl show a
remarkable morphological deterioration. However, proline levels in leaves increase
significantly in response to NaCl concentration, with an increase being observed starting at
150 mM during a stress period of up to 60 days. These findings suggest that proline

accumulation in Agave fourcroydes is closely related to NaCl concentration, providing



valuable information for the selection of more resistant varieties and even the improvement

of agricultural production in saline soils.



INTRODUCCION

INTRODUCCION

En México, la agricultura enfrenta desafios significativos debido al aumento del contenido
de sales en los suelos, lo cual conduce a problemas relacionados al estrés abiético conocido
como salinidad. La salinidad del suelo afecta negativamente el crecimiento y la
productividad de las plantas, limitando su capacidad para prosperar en condiciones
adversas. Esta problematica es particularmente relevante para cultivos de alto valor
economico como los agaves, plantas que son fundamentales y multifuncionales en diversas
industrias, desde la produccion de bebidas hasta la fabricacion de productos

agroindustriales.

El estrés salino induce una serie de respuestas fisioldgicas y bioquimicas en las plantas.
Uno de los mecanismos de adaptacién mas criticos es la acumulacion de prolina, un
aminoacido que actua como osmoprotector. La prolina ayuda a mantener la homeostasis
osmotica y la turgencia celular, permitiendo a las plantas tolerar la salinidad. Ademas de su
funcion osmdtica, la prolina actia como estabilizador de proteinas y membranas celulares.
En este sentido, su acumulacién protege a las proteinas de los dafios provocados por el
estrés oxidativo inducido por la salinidad, gracias a su capacidad para formar enlaces de
hidrogeno con las proteinas, lo que contribuye a mantener su estructura terciaria y

funcionalidad.

La falta de informacion especifica sobre esta especie puede limitar nuestra comprension
sobre su capacidad para adaptarse a suelos salinos, y de esta manera afectar la seleccién

y manejo de variedades tolerantes en la practica agricola.

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar cémo el estrés salino afecta el

metabolismo de prolina en Agave fourcroydes.

Esta investigacion es crucial para comprender como Agave fourcroydes se adapta al estrés
salino, ya que al identificar cémo el estrés salino afecta el contenido de prolina y la expresion
génica en esta especie, este estudio puede proporcionar una base cientifica para
desarrollar estrategias de manejo y seleccion de variedades tolerantes. Este conocimiento
puede ayudar a mejorar la sostenibilidad y la productividad de los cultivos de agaves,

contribuyendo asi a la viabilidad econdmica y ambiental de la agricultura en suelos salinos.




INTRODUCCION

Se espera que los resultados de este estudio revelen la relacion entre el estrés salino y la
acumulacion de prolina en Agave fourcroydes, y nos proporcione informacion valiosa sobre

la tolerancia a la salinidad en esta planta.
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ANTECEDENTES

1.1. ¢QUE ES LA SALINIDAD?

La salinidad del suelo es una medida de la cantidad total de sal soluble en el suelo. A
medida que aumentan los niveles de sales, las plantas extraen agua del suelo con menor
facilidad, lo que agrava las condiciones de estrés hidrico. La alta salinidad del suelo también
puede causar desequilibrios de nutrientes, provocar la acumulacion de elementos téxicos
para las plantas y reducir la infiltracién de agua si el nivel de un elemento de sal, el sodio,
es alto (Kotuby-Amacher et al., 2000; EI-Ramady et al., 2024).

1.2 CARACTERISTICAS DE LOS SUELOS SALINOS Y SODICOS

Cuando las sales se acumulan en los suelos por encima de un limite critico, estos se
denominan suelos salinos. La meteorizacion de los minerales de los materiales originales
es la principal fuente de sales solubles en los suelos. Otra fuente importante es el agua de
mar en las regiones costeras y estuarinas, asi como la deposicion atmosférica, el ascenso
por capilaridad de las aguas subterraneas, las filtraciones y el agua de riego. Las sales se
agregan continuamente a los suelos y, al mismo tiempo, algunas sales se eliminan
continuamente del sistema del suelo por erosion y lixiviacion donde hay agua disponible.
En algunos casos, la lixiviacién es muy baja y las sales solubles se acumulan en el suelo.

A veces, una capa de sales se acumula en la superficie del suelo en forma de costra de sal.

En los suelos se encuentra una variedad de sales solubles; algunas de estas sales
proporcionan nutrientes a las plantas, pero cuando se acumulan en cantidades excesivas,
se vuelven dafinas para las plantas en crecimiento. Algunos suelos contienen iones de
sodio intercambiables en exceso con o sin sales en exceso; se les llama suelos sodicos.
Los suelos sédicos son altamente dispersos e impermeables, de reaccion extremadamente
alcalina y producen deficiencia de algunos nutrientes y toxicidad de otros (McCauley &
Jones, 2005).

La salinidad del suelo puede ser un evento natural o puede ser antropogénico. Muchos

suelos se han vuelto salinos por una mala gestion del agua. Alrededor del 23% de las tierras
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cultivadas del mundo son salinas y el 37% son sddicas (Khan y Duke 2001). Casi la mitad
de la superficie irrigada esta gravemente afectada por la salinidad y la sodicidad
secundarias (Flagella et al. 2002). Sin embargo, el criterio para juzgar la salinidad del suelo
no es la cantidad de sales presentes en el suelo, sino la conductividad eléctrica del extracto
de saturacion del suelo (ECe) (Richards, 1954).

1.2.1 SUELOS SALINOS.

En México, un problema relacionado con el clima es la desertificacion, la cual afecta
alrededor del 22.17% del territorio nacional. El pais cuenta con diferentes tipos de suelo,
siendo el leptosol el mas comun (28.3% de la superficie nacional), seguido del regosol
(13.7%), feozemas (11.7%) y calcisol (10.4%). Este ultimo se encuentra principalmente en
las regiones aridas de México, como Chihuahua, Aguascalientes, Baja California, Coahuila,
Durango, Nuevo Ledn, Sonora y Zacatecas (SEMARNAT, 2017). En estas condiciones, las
sales y los minerales pueden regular la produccién de metabolitos vegetales secundarios,
como las saponinas, al aumentar o disminuir las vias de sefalizacion, beneficiando asi a la
planta al participar en mecanismos de defensa vegetal e interacciones ambientales (Lozano
etal., 2017). Aunque la salinidad del suelo es potencialmente dafina para la planta, puede
aumentar la produccion o inducir sintesis de novo de metabolitos secundarios en plantas

cultivadas in vitro (Espinosa-Leal et al., 2018).

Los suelos salinos contienen sales solubles que afectan negativamente el crecimiento de

la mayoria de las plantas de cultivo.

Las sales naturales en suelos salinos incluyen principalmente cloruros (Cl) y sulfatos (SO4*

) de sodio (Na*), calcio (Ca?*), magnesio (Mg?*) y potasio (K*), aunque domina el NaCl.

Los suelos salinos generalmente tienen buenas propiedades fisicas; suelen ser porosos y
permeables. La lixiviacién en estos suelos con agua de baja salinidad tiende a dispersar los
suelos salinos de textura fina, lo que da como resultado una baja permeabilidad al agua y
al aire. El crecimiento irregular de los cultivos, la quema de hojas y las costras de sal blanca

son indicadores de la salinidad del suelo.
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1.2.2 SUELOS SALINO-SODICOS

Los valores de pH de estos suelos suelen ser inferiores a 8.2. Estos suelos tienen exceso
de sales solubles y exceso de sodio intercambiable. Las sales dominantes en suelos salino-
sodicos son cloruros y sulfatos de sodio, calcio y magnesio junto con carbonatos vy
bicarbonatos. Las condiciones fisicas de estos suelos son buenas siempre que existan altos
niveles de salinidad. La alta concentracion de sales mantiene los coloides floculados y bien
agregados. La lixiviacion de sales puede causar dispersion y degradacién acompafada de

la estructura del suelo y pérdida de permeabilidad al agua (Qadir y Schubert, 2002).
1.2.3 SUELOS SODICOS

Los suelos sddicos (no salinos) contienen una alta proporcién de sodio intercambiable (mas
del 15%) en superficies coloidales que mantienen las particulas dispersas y evitan que se
unan a los agregados. Asi, el exceso de sodio intercambiable tiene un efecto adverso sobre
las propiedades fisicas, quimicas y nutricionales del suelo. Los contenidos de sales neutras
son bajos; las sales presentes en los suelos soédicos son capaces de sufrir hidrolisis alcalina.
Predominan los carbonatos y bicarbonatos de Na*, Ca?" y Mg?*. El pH de la pasta de tierra
saturada es superior a 8,2; en algunos casos, puede llegar a 10,5. La materia organica
dispersa y disuelta presente en la solucion del suelo de algunos suelos altamente sédicos
les da un color oscuro por lo que estos suelos se llamaban anteriormente suelos alcalinos

negros (Jaramillo, 2002).
1.3 SALINIDAD EN PLANTAS

La tolerancia a la salinidad en las plantas esta influenciada por una combinacion de factores
relacionados con la planta misma, el suelo, el ambiente y sus interacciones (Gonzalez-
Romero et al., 2011). Sin embargo, cuando las plantas se exponen a altos niveles de
salinidad, especialmente en especies lefiosas, pueden experimentar diversos sintomas,
como la quema y defoliacion de las hojas. En cultivos como Medicago sativa (alfalfa) la alta
salinidad reduce el rendimiento, mientras que la relacion hoja-tallo aumenta, influyendo en

la calidad del forraje.

Los arboles frutales, hortalizas y plantas ornamentales son mas sensibles a la sal que los

forrajes o los cultivos extensivos. Ademas, ciertas variedades, cultivares o raices pueden
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tolerar niveles mas altos de sal que otros. Las plantas son mas sensibles a la alta salinidad
durante las etapas de plantula, inmediatamente después del trasplante y cuando estan
sujetas a otros estreses (por ejemplo, enfermedades, insectos, nutrientes) (Munns et al.,
2008).

El clima y el riego también influyen en la tolerancia a la salinidad. A medida que el suelo se
seca, las sales se concentran en la solucion del suelo, aumentando el estrés salino. Por lo
tanto, los problemas de sal son mas graves en condiciones calidas y secas que en
condiciones frias y humedas. Es posible que sea necesario aumentar la frecuencia de riego
y aplicar agua por encima de la demanda de la planta durante los periodos calidos y secos

para minimizar el estrés por salinidad (Lamz & Gonzalez, 2013)

Como reportan Shrivastava & Kumar (2015), la salinizacion del suelo es un factor
importante que contribuye a la pérdida de productividad de los cultivos. Aunque dificil de
estimar con precision, la superficie de suelos salinizados esta aumentando, y este

fendmeno es especialmente intenso en las zonas agricolas de riego.

Las sales afectan el crecimiento de las plantas debido al aumento de la presion osmética
del suelo y a la interferencia con la nutricion de las plantas. Una alta concentracién de sal
en la solucién del suelo reduce la capacidad de las plantas para adquirir agua, lo que se
conoce como el efecto osmético o de déficit de agua de la salinidad. El dafio ocurre cuando
la concentracién es lo suficientemente alta como para comenzar a reducir el crecimiento
del cultivo. El efecto osmaético de la salinidad induce cambios metabdlicos en la planta
idénticos a los causados por el "marchitamiento” inducido por estrés hidrico y muestra

pocas diferencias de genotipo (Lauchli, A., et al., 2007).

Ademas, el estrés salino reduce el crecimiento de las plantas debido a toxicidades de iones
especificos y desequilibrios nutricionales o una combinacién de estos factores (Munns et
al., 2008). De hecho, los efectos de la salinidad en la reduccion del crecimiento de las
plantas son un proceso dependiente del tiempo, Munns et al, (1995) propusieron un modelo
de dos fases para representar la respuesta del crecimiento de las plantas a la salinidad. La
primera fase es muy rapida y la reduccion del crecimiento se atribuye al desarrollo de un
déficit hidrico. La segunda fase se debe a la acumulacion de sales en el brote a niveles

toxicos y es muy lenta. A pesar de que este modelo se ha demostrado en Brassica oleracea
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var. ltalica (brécoli), la importancia relativa de los dos mecanismos en la reduccién del

rendimiento es dificil de evaluar con confianza porque se superponen.

De manera similar a otros tipos de estrés abibtico, el estrés salino perjudica el crecimiento
y la reproduccion de las plantas de diversas formas. Provoca desequilibrios en los nutrientes
y hormonas, toxicidad por iones, estrés oxidativo y osmotico, ademas de incrementar la
vulnerabilidad de las plantas a enfermedades. No obstante, el estrés salino puede causar
dafio o incluso la muerte de las plantas principalmente de tres formas. La alta concentracion
de sal en el suelo altera su porosidad y conductividad hidraulica, lo que reduce el potencial
hidrico del suelo. Esto provoca estrés hidrico debido a la disminucion del potencial hidrico,
lo que lleva a condiciones de sequia fisioldgica y, en consecuencia, a la desestabilizacion
de la membrana celular y la degradacion de proteinas por los efectos téxicos de diversos

iones, principalmente el sodio (Na*) (Hasanuzzaman & Fuijita,, 2022)

La salinidad afecta la fotosintesis al disminuir la disponibilidad de CO2 como resultado de
las limitaciones de difusion y una reduccion del contenido de pigmentos fotosintéticos
(Ashraf, et al., 2013).

Otra referencia es la acumulacion de sal en Spinacia oleracea (espinacas) inhibe la
fotosintesis, principalmente al disminuir la conductancia de los estomas y del mesdfilo al
CO- y al reducir el contenido de clorofila, lo que puede afectar la absorbancia de la luz
(Alvino et al., 2000). En Raphanus sativus (rabano), alrededor del 80% de la reduccién del
crecimiento a alta salinidad podria atribuirse a la reduccion de la expansion del area foliar
y, por lo tanto, a una reduccion de la intercepcion de la luz. El 20% restante del efecto de la
salinidad sobre el crecimiento probablemente se debi6 a una disminucion en la
conductancia estomatica. La salinidad reduce la capacidad fotosintética total de la planta a
través de la disminucion del crecimiento de las hojas y la inhibicion de la fotosintesis, lo que

limita su capacidad de crecimiento (Yeo, A., 2007).

La acumulacion de sal en la zona de la raiz provoca el desarrollo de estrés osmético y altera
la homeostasis de los iones celulares al inducir tanto la inhibicion de la absorcién de
elementos esenciales como K*, Ca?" y NOs como la acumulaciéon de Na* y CI. Las
deficiencias de las plantas de varios nutrientes y los desequilibrios nutricionales pueden ser

causados por la mayor concentracion de Na* y CI en la solucion del suelo derivada de la
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competencia idnica (es decir, Na*/Ca?*, Na*/K*, Ca?*/Mg?* y CI' /INOs™ en tejidos vegetales)
(Grattan et al., 1992).

El estrés salino provoca diversos cambios fisiolégicos y metabdlicos en las plantas,
afectando su germinacion, fotosintesis, procesos biosintéticos y crecimiento general. La
respuesta a la salinidad varia entre cultivos; las glicéfitas generalmente muestran una
disminucion en crecimiento y rendimiento, mientras que las haldfitas pueden prosperar y
reproducirse en condiciones salinas. Con niveles osméticos mas altos en la interfaz raiz-
suelo, la acumulacion de Na* y CI en el follaje causa un impacto mas lento, reduciendo el
crecimiento de los brotes, limitando la expansion de las hojas y frenando la formacion de
yemas laterales (Hasanuzzaman, & Fujita, 2022) Frente al estrés salino, las células
vegetales acumulan solutos compatibles y redistribuyen iones para adaptarse al bajo
potencial hidrico del suelo. También aumenta el contenido endégeno de acido abscisico
(ABA), lo que maodifica la expresion genética bajo estrés salino. Ademas, el incremento en
los niveles de iones como Na* y CI puede provocar toxicidad iénica al alterar la homeostasis
idnica y reducir la disponibilidad de nutrientes esenciales, afectando asi el crecimiento y
metabolismo de las plantas (Munns, R., 2011). La combinaciéon de estrés osmdético y
toxicidad idnica genera estreses secundarios que pueden perjudicar la germinacion,

crecimiento y desarrollo de las plantas (Munns & Tester, 2008).

Entre los diversos efectos negativos del estrés salino, una de las principales limitaciones
para el crecimiento y la productividad de las plantas es la notable disminucién de la
fotosintesis (Yan et al., 2012). Esta reduccion en la actividad fotosintética bajo condiciones
salinas se debe principalmente a la disminucién de la conductancia estomatica, que resulta
del cierre parcial de las estomas, o a la destruccion de los sistemas de pigmentos
fotosintéticos en el tejido del mesofilo, provocada por la acumulacion de iones toxicos a
través de la transpiracion (Munns 2002, Parida et al., 2004).

Zrib et al., (2009) observaron una disminucién en la biomasa vegetal, el area foliar y el
crecimiento en diferentes cultivos de hortalizas bajo estrés salino. Los efectos del estrés
salino en la arquitectura/morfologia de la raiz actualmente son poco conocidos. Sin
embargo, se ha informado que la biomasa de la raiz generalmente se ve menos afectada

por el exceso de salinidad que los érganos por encima del suelo.
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Diversos estudios han documentado que el estrés salino causa una reduccion en el
crecimiento de las plantas, como se ha observado en cultivos de tomate (Romero-Aranda
et al., 2001), algoddn (Meloni et al., 2001) y remolacha azucarera (Ghoulam et al., 2002).
No obstante, la tolerancia a la salinidad varia entre especies y cultivares, asi como entre
los distintos parametros de crecimiento observados. Por ejemplo, Khan y Aziz (2001)
descubrieron que las plantas de Rhizophora mucronata alcanzaron su crecimiento 6ptimo
con un 50% de agua de mar, y que este crecimiento disminuyo con incrementos adicionales

en la salinidad.

Los sintomas visuales de dafo por sal en el crecimiento de las plantas aparecen
progresivamente. Los primeros signos de estrés por sal son el marchitamiento, las hojas
amarillentas y el retraso en el crecimiento. En una segunda fase, el dafio se manifiesta
como clorosis de las partes verdes, quema de la punta de la hoja y necrosis de las hojas, y

las hojas mas viejas se queman (Shannon et al., 1998).

La salinidad en el suelo se produce cuando hay una elevada cantidad de sales solubles, lo
cual puede restringir el crecimiento de las plantas e incluso llevar a su fallecimiento. La
severidad de esta limitaciéon aumenta en proporcion a la concentracion de sales (Mass y
Nieman, 1997).

Existen diferentes formas de expresar la salinidad del suelo, ya sea por la cantidad de sales
disueltas por unidad de volumen (g/L), o por medio de la conductividad eléctrica, que es la
medida mas utilizada en la actualidad y hace referencia a la concentracion total de sales en
la solucion del suelo expresada como extracto de saturacion (Pizarro 1985; Kijne et al.,
1998).

La presencia de salinidad en el suelo puede causar diversos impactos negativos en el
desarrollo de las plantas, incluyendo la germinacion, el crecimiento vegetativo y el
desarrollo reproductivo, ademas de tener efectos indirectos en la productividad de las
plantas a través de la afectacién de microorganismos simbiéticos beneficiosos (Castellanos,
2016).

La salinidad afecta el crecimiento y la produccién de los cultivos, ya que reduce el potencial

hidrico del suelo, disminuyendo asi la disponibilidad de agua y creando un desequilibrio
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nutricional. El exceso de elementos como el sodio y el cloro puede interferir con la nutricion
mineral y el metabolismo celular, provocando efectos a diferentes niveles, desde la
reduccion de turgencia y crecimiento hasta la pérdida de la estructura celular. La salinidad
también puede afectar la fotosintesis, principalmente reduciendo el area foliar, el contenido
de clorofila y la conductancia estomatica, lo que puede disminuir la eficiencia del
fotosistema Il. Ademas, la salinidad puede interrumpir temporalmente el ciclo celular y la
diferenciacién, lo que se traduce en un crecimiento limitado y menos células en los
meristemos. (Chinnusamy et al., 2005; Parida y Das, 2005; Amini et al., 2007; Vijayan et
al., 2008; Chaves et al., 2009;).

La salinidad afecta negativamente a las plantas a través de dos mecanismos principales:
estrés osmotico y toxicidad idnica. El estrés osmaético, que ocurre a corto plazo, resulta de
la absorcion de Na* y CI7, los cuales disminuyen el potencial osmético entre las raices y la
solucion del suelo, reduciendo asi la disponibilidad de agua (Abbasi et al., 2016). Por otro
lado, la toxicidad i6nica, causada por altas concentraciones de Na*y CI7, interfiere con la
absorcién de nutrientes (Tavakkoli et al., 2011). La toxicidad del cloruro de sodio (NaCl)
esta vinculada a la conductividad eléctrica (CE), un indicador de la tolerancia de la planta
al estrés salino (Isla y Aragués, 2010). La tolerancia de los cultivos disminuye cuando la CE
supera 2 dSm-", aunque algunas plantas pueden prosperar incluso a 8 dSm-". Mas alla de
este umbral, el crecimiento y el rendimiento de las plantas se ven negativamente afectados.
Las semillas germinan de manera deficiente en condiciones salinas (Ullah y Bano, 2019), y
la salinidad reduce el nivel enddgeno de fitohormonas, lo que inhibe el establecimiento de
plantulas (Egamberdieva y Kucharova, 2009). Si las plantas se siembran durante la primera
fase de salinidad, el crecimiento de los brotes se vera comprometido en etapas posteriores
(El Sayed, 2011; Wakeel et al., 2011). Aunque las plantulas pueden mantener un
crecimiento normal en la segunda fase de salinidad, el rendimiento final se vera afectado.
La salinidad también causa varios deterioros fisiolégicos en las plantas, como la reduccién
de la conductancia estomatica, lo que limita la fijacion de carbono y altera las actividades
cataliticas de las enzimas involucradas en este proceso, ademas de danar los pigmentos
fotosintéticos (Omoto et al., 2012). Se ha observado una disminucion significativa en la
biomasa de brotes y raices en plantas cultivadas en suelos salinos (Kalhoro et al., 2016;
Genc et al., 2019).
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1.4 AGAVES COMO MODELO DE ESTUDIO.

El género Agave spp, es endémico de América, se distribuye desde el sur de Estados
Unidos hasta Colombia y Venezuela, la conforma aproximadamente 200 especies y 75 %

se encuentran en México (Garcia et al., 2010).

En el territorio mexicano se alberga la mayor diversidad de especies del género Agave en
el mundo (Garcia-Mendoza et al., 2019). Es el principal ambiente de divergencia evolutiva
natural de este género y la principal area de manejo y domesticacion de los agaves
(Colunga-Garcia Marin et al., 2017).

El género Agave, comunmente conocido como maguey, esta compuesto por 206 especies

endémicas de las Américas (Garcia-Mendoza, 2011).

Se ha sugerido que las especies de agaves se diversificaron rapidamente con la
coincidencia de una mayor aridez de zonas de América del Norte con una mayor diversidad
de especies polinizadoras, lo que favorecié la hibridacién de las especies de Agave (Good-
Avila et al., 2006).

Las plantas de Agave son nativas de varias regiones, incluyendo México, América Central,
el suroeste de EE. UU. y las Islas Canarias. El 75% de las especies conocidas se
encuentran en México, y de ellas, el 74% son endémicas. Los agaves pulqueros son una
industria importante en México con un valor de mas de $42 millones de délares. Los agaves,
como A. americana, A. atrovirens, A. mapisaga y A. salmiana, se estan estudiando como

fuentes comerciales de alcohol y nutracéuticos.

Por otra parte, la mayoria de los estudios sobre el género Agave se han realizado a nivel
poblacional utilizando marcadores de huellas genéticas de ADN. Utilizando marcadores
moleculares de microsatélites (SSR), Figueredo et al. (2015) encontraron que A. inaequides
especie utilizada para la produccion de mezcal y pulque presenta alta diversidad genética
y baja estructuracion, siendo esta diversidad genética asociada principalmente con el

ambiente o la region de origen de las muestras.
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Los agaves se adaptan a diversos habitats y suelos, algunos pueden crecer en condiciones
extremas como en suelos con bajos nutrientes, suelos salinos o contaminados con iones

metalicos (Garcia-Mendoza, 2002).

En las zonas aridas y semiaridas de México, los agaves o magueyes tienen una gran
importancia ecolégica, econdmica y cultural. Desde la época prehispanica, se les ha dado
valor como alimento, fuente de fibras y material para construccion de viviendas, asi como
materia prima para la elaboracion de bebidas fermentadas y destiladas. Los magueyes
pueden encontrarse desde el nivel del mar hasta los 3400 m.s.n.m., principalmente en
comunidades xerodfitas debido a las caracteristicas morfoldgicas, anatomicas vy fisiologicas
que les permiten sobrevivir con poca humedad (Garcia Mendoza, 2002; Garcia, 2007;
Schulte, 2009).

Las especies de Agave pueden crecer en diferentes tipos de sustratos, incluyendo suelos
de origen igneo y maritimo, en climas tanto calidos como templados, y en condiciones tanto
secas como humedas. Esta capacidad sugiere que tienen mecanismos de adaptacion
variados a las condiciones ambientales. Estudios también han demostrado que distintas
especies de Agave tienen diferentes respuestas a la temperatura, con algunas especies
como A. lechuguilla y A. salmiana teniendo intervalos mas amplios de temperatura 6ptima
para la germinacion, mientras que otras especies tienen una respuesta 6ptima asociada
con las condiciones térmicas especificas de sus lugares de origen. (Ramirez-Tobias et al.,
2012).

Las especies pertenecientes al género Agave utilizan el proceso metabolico CAM (acrénimo
en inglés de "Crassulacean Acid Metabolism"), el cual maximiza la eficiencia del agua al
absorber CO; durante la noche, permitiendo asi la adaptacion de estas plantas a ambientes
aridos con limitada disponibilidad de agua (Nobel, 1998; Cushman et al., 2015; Zhang et
al., 2016). El aumento en el uso del agua dulce para la produccioén agricola, indica que los
cultivos que sean mas resistentes al calor y sequia, seran esenciales para lograr sistemas
sostenibles de produccién de biomasa en el futuro. Debido a su eficiente uso del agua, los
magueyes se han contemplado como fuentes de materias primas bioenergéticas para ser
cultivados en tierras agricolas semiaridas, degradadas o abandonadas, con el fin de

recuperar suelos secos (Cushman et al., 2015).
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Por lo tanto, los agaves son un recurso fitogenético valioso, ya que representan una
alternativa para el desarrollo sostenible y poseen una alta capacidad bioproductiva, incluso
en ambientes con baja disponibilidad de agua y temperaturas extremas (Colunga et al.,
2007).

1.41 AGAVE FOURCROYDES

El Agave fourcroydes es una planta suculenta que forma parte de la familia Asparagaceae.
Es conocida por su capacidad de producir fibras largas y fuertes que son comercialmente
importantes. La planta se cultiva ampliamente en México y es originaria de la peninsula de
Yucatan. Se caracteriza por tener un tallo grueso y lefioso, sus hojas tienen un alto
contenido en fibra y son de mas de un metro de longitud, por lo que puede medir hasta 2,5
metros de diametro y con un tallo de hasta 1,2 metros de altura. Forma una roseta de hojas
en forma de espada de unos 100-200 cm de alto y 10-15 cm de ancho. Sus hojas son de
color verde grisaceo y tienen espinas marginales triangulares de 3 a 6 mm de longitud.
Tiene un ciclo de vida largo, de hasta 20 afios, y produce alrededor de 200 a 250 hojas
(Trujillo et al. 2023.) Esta planta es cultivada principalmente por su fibra, que se extrae de
las hojas, la cual es utilizada en la fabricacion de cuerdas, sacos, cordeles y otros productos

textiles.

Fig. 1 - Agave fourcroydes y fibra extraida de sus hojas (FIRCO, 2017).
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1.4.2 CULTIVO DE AGAVE

El cultivo de Agave es de largo plazo, ya que, dependiendo la especie, requiere de al menos
cuatro afos para alcanzar la madurez de sus hojas y su maximo rendimiento se logra entre
los doce y quince afos. Si se suministran los nutrientes adecuados y se riega con la
cantidad adecuada de agua, se pueden obtener hasta tres toneladas por hectarea. Para el
cultivo de Agave, se recomienda una distribucion en filas con una separacién de un metro
entre plantas y dos metros entre filas. Es importante eliminar las malas hierbas y trazar los
surcos de acuerdo a la direccion del viento predominante. El terreno debe tener una buena
capacidad de drenaje ya que el exceso de humedad puede afectar negativamente a los
agaves. Las temperaturas ideales para su crecimiento son alrededor de 30°C durante el dia
y 15°C durante la noche, ya que los agaves son vulnerables a las heladas cuando la

temperatura es inferior a 3°C.

Los agaves son capaces de sobrevivir en ambientes donde otros organismos no lo harian
debido a su alta tolerancia a la deshidratacion. Este tipo de adaptacion es tipico de las
plantas xerofitas, que estan especializadas en soportar la falta de agua durante periodos.
(Nobel, 2011). No obstante, la carencia de agua inhibe el crecimiento, como se ha
documentado en Agave tequilana (Pimienta-Barrios et al., 2006) y en plantulas de A.
salmiana (Pefia-Valdivia et al., 2009). Desde el punto de vista ecolégico, la supervivencia
en condiciones extremas es importante. Sin embargo, cuando los magueyes son cultivados
como materia prima para producir mezcal, la velocidad de crecimiento es una caracteristica
importante, pues determina el tiempo en que la planta madurara y podra ser aprovechada
(Sanchez, 1989).

La suculencia y la cuticula gruesa permiten a los magueyes almacenar el agua, asi
mantienen potenciales de agua (y) elevados en sus tejidos (Andrade y Nobel, 1997). La
apertura estomatica nocturna, tipica de la ruta fotosintética CAM, permite la absorcion de

diéxido de carbono cuando la pérdida de agua es poca (Nobel, 2011).

1.4.3 TOLERANCIA DE LOS AGAVES

La acumulacion de prolina en la raiz de plantulas de Agave salmiana se ha considerado
como una respuesta al estrés hidrico (Pefia-Valdivia y Sanchez-Urdaneta, 2009); resultados

similares se han sefalado para Aloe barbadensis (Delatorre-Herrera et al., 2010). Se
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propone que la acumulacion de prolina constituye un efecto protector debido a la estabilidad
de su molécula, a su capacidad de proteger la integridad de las proteinas y de mejorar la
actividad de diferentes enzimas (Szabados y Savouré, 2010). Por otro lado, el déficit de
humedad también promueve cambios en la distribucion de biomasa entre 6rganos (Achten
et al., 2010). Al respecto, se sugiere que un valor mayor del indice raiz/vastago, cuando
hay restriccion de humedad, es una respuesta favorable para la planta debido a la
posibilidad de aumentar la absorcién de agua a través del sistema radical y disminuir la

pérdida a través del vastago.
1.5 SALINIDAD EN AGAVES

En algunas especies de Agave, como A. utahensis, la alta concentracion de NaCl en el
suelo puede causar una deficiencia de iones, incluidos Ca?, K* y Mg?*, debido a la
competencia por la absorcion (Bergsten et al., 2016). Este fendmeno se debe a la
competencia por la absorcion de iones entre la sal (NaCl) y los iones esenciales. Cuando
la concentracion de NaCl en el suelo es alta la sal compite con los iones esenciales por los
sitios de absorcion en las raices de la planta, los iones de sodio (Na*) pueden reemplazar
a los iones esenciales en los sitios de absorcion, reduciendo la disponibilidad de Ca%*, K*y
Mg2* para la planta y esto puede llevar a una deficiencia de estos iones esenciales,
afectando negativamente el crecimiento y desarrollo de la planta. Este proceso implica
varios mecanismos: competencia ionica, inhibicion de la absorcion y la alteracion del
equilibrio iénico (Bergsten et al., 2016). Sin embargo, el NaCl puede actuar como elicitor de
la produccion de saponinas, esto se debe al estrés abidtico, sefalizacién celular, alteracion
del equilibrio idnico (Puente-Garza, et al., 2021). Las saponinas son metabolitos
secundarios producidos naturalmente por las plantas debido al estrés bidtico (Reichert et
al., 2019).

La capacidad de los agaves para tolerar la salinidad varia segun la especie; por ejemplo,
se ha encontrado que los niveles de conductividad eléctrica (CE) superiores a 3,0 Mp
reducen significativamente el crecimiento de las raices y los brotes de las plantulas de
Agave deserti (Nobel y Berry, 1985). Ademas, se ha observado que los pesos secos de los
brotes y las raices de A. parryi disminuyen a una CE de 5,0 dS'm -' (Schuch y Kelly, 2008).
En otro estudio, se encontré que las plantas de A. sisalana expuestas a 10 dS-m -' de NaCl

y 10 dS-m -' de CaClI? tenian una reduccion del peso seco del 40% después de 5 meses
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(El-Gamassy et al., 1974). Sin embargo, un estudio diferente encontré que la salinidad no
afecto el crecimiento de Agave americana hasta niveles de 9,0 dS-m -' (Miyamoto, 2008).
En resumen, la capacidad de diferentes especies de agave para tolerar la salinidad varia y

depende de varios factores.
1.6 SODIO

El sodio es el sexto elemento mas abundante en la corteza terrestre, donde comprende un
2,8% (Lutgens y Tarbuck 2003), y, después del cloruro, es el segundo soluto mas
abundante en los océanos. En este ultimo, normalmente prevalece en concentraciones
cercanas a los 470 mM, y estas pueden ser aun mas altas en areas de alta evaporacion y

precipitaciones limitadas, como las regiones cercanas a los 30° de latitud.

En general, el ion sodio (Na+) no es necesario para el crecimiento, desarrollo ni
reproduccion en la mayoria de las plantas terrestres. Sin embargo, hay una excepcion
notable: algunas plantas C4, como Atriplex spp., Kochia childsii, mijo y ciertas gramineas
C4, requieren Na+ para su crecimiento 6ptimo. Ademas, algunas especies necesitan
pequenas cantidades de Na+ para facilitar procesos especificos, como la absorcién de
piruvato en los cloroplastos mediante un mecanismo de cotransporte Na+-piruvato, segun

estudios recientes (Furumoto et al., 2011).

1.6.1 MECANISMOS DE TRANSPORTE DE SODIO EN LAS PLANTAS

Keisham, M. et al. (2018) sefalan que el Na* entra a la célula mediante sistemas de
transporte como los canales catidnicos no selectivos (NSCC) y transportadores como HAKS
y HKT (ver Fig. 2). Este Na* es detectado por un mecanismo sensorial aun no identificado,
lo que activa la cascada de sefializacién de Ca?*. El incremento en la concentracion de Ca?*
en el citosol, provocado por el estrés salino, es percibido por SOS3, una proteina sensora
de Ca?* que esta miristoilada. SOS3 se une a SOS2, lo que activa su funcién quinasa. El
complejo formado por SOS2 y SOS3 se encuentra en la membrana plasmatica, donde
SOS2 fosforila SOS1, activando su funciéon de antiportador de Na*/H*, facilitando asi la
expulsion de Na* de la célula. Este complejo SOS2/SOS3 también inhibe el transporte de
Na* a través de los transportadores HKT (ver Fig. 2). Ademas, el Na* se elimina a través de

un nuevo mecanismo que involucra una ATPasa putativa sensible a la ouabaina (OU). El
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Na* también se compartimenta dentro de las vacuolas a través de NHX, un intercambiador

de Na*/H*, como respuesta al estrés salino.

Para mayor claridad: NSCC se refiere a los canales catidnicos no selectivos; HAK5 es un
transportador de potasio de alta afinidad; HKT son transportadores de potasio de alta

afinidad; SOS significa "excesivamente sensible a sal"; y NHX es un intercambiador Na*/H*".

Na*

Ca*-gated channels
Apoplast
1 SOS1
P CYKOSDN
5 H Putative ouabain-

sensitive ATPase

K
Na*

Vacuole

Fig. 2 - Sistema de transporte de sodio en plantas (Keisham, et al., 2018).
1.7 TOLERANCIA A LA SALINIDAD

La variacion en la tolerancia a la salinidad en las especies dicotiledéneas es incluso mayor

que en las especies monocotiledéneas. (Munns & Tester, 2008).

Las plantas difieren mucho en su tolerancia a la salinidad, como se refleja en sus diferentes
respuestas de crecimiento. De los cereales, el arroz (Oryza sativa) es el mas sensible y la

cebada (Hordeum vulgare) es la mas tolerante.
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El trigo harinero (Triticum aestivum) es moderadamente tolerante y el trigo duro (Triticum
turgidum ssp. durum) lo es menos. El pasto de trigo alto (Thinopy rum ponticum, syn.
Agropyron elongatum) es un pariente haldfito del trigo y es una de las especies
monocotiledéneas mas tolerantes; su crecimiento procede a concentraciones de sal tan

altas como en el agua de mar.

Algunas legumbres son muy sensibles, incluso mas sensibles que el arroz (Lauchli, 1984.);
la alfalfa (Medicago sativa) es muy tolerante, y las haléfitas como el arbusto salado (Atriplex

spp.) contindan creciendo bien a salinidades mayores que la del agua de mar.

Muchas haldfitas dicotiledéneas requieren una concentracion bastante alta de NaCl (100—
200 mM) para un crecimiento optimo (Flowers, et al.,1977). Arabidopsis, en comparacion
con otras especies en condiciones similares de luz y humedad (es decir, con altas tasas de
transpiracion), es una especie sensible a la sal. Esta planta sensible puede proporcionar
conocimientos limitados sobre los mecanismos de tolerancia a la salinidad a menos que se
la compare con un pariente tolerante como Thel lungiella halophila. Las diferencias entre
estas dos especies se destacan por sus respuestas a NaCl 100 mM en condiciones de alta
transpiracion. La exposicion continua a 100 mM no permite que Arabidopsis complete su
ciclo de vida (Sickler, et al., 2007), pero tiene poco efecto sobre la tasa de crecimiento de

Thellungiella.
1.8 ABSORCION Y TRANSPORTE DE Na* EN PLANTAS

La tolerancia a la salinidad de las plantas es una funcién de la exclusién de Na*, la tolerancia
de los tejidos a Na'y la tolerancia osmética (Munns & Tester 2008) se basa en grado
variable en cada uno de estos tres componentes, incluso dentro de una sola especie
(Rajendran, Tester & Roy 2009). El centro de estos tres mecanismos de tolerancia a la
salinidad es el transporte de agua e iones (principalmente Na*, K* y CI), tanto dentro como
a lo largo de la planta y, como tal, es probable que este transporte esté altamente

interconectado con la tolerancia a la salinidad.

Muchos procesos de transporte de Na* se centran en el control de la absorcién de Na* por
las raices y la subsiguiente distribucion de Na* en el tejido de la planta para minimizar la

cantidad de Na* que llega al tejido del brote (exclusion de Na* del brote, que abarca todos
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los procesos de transporte de Na* en la raiz y los brotes, que minimizan el transporte de
Na* al brote); o para minimizar el dafio causado por el Na* acumulado (a través de una
particion cuidadosa del Na* dentro de las células). En varias especies de cereales, se ha
encontrado que la tolerancia a la salinidad se correlaciona positivamente con la exclusién
de Na*, lo que indica que la exclusién de Na* del brote es el componente principal de la
tolerancia a la salinidad (Tester & Davenport 2003), aunque otras especies, como

Arabidopsis, dependen en menor medida de la exclusion de Na* (Mgller & Tester 2007).
1.9 PROCESOS DE TRANSPORTE DE Na* EN LA INTERFAZ SUELO-RAIZ

Tanto el gradiente de concentracion como el diferencial de voltaje a través de la membrana
plasmatica favorecen la entrada pasiva de Na* desde la solucion del suelo al citoplasma de
las células epidérmicas y corticales de la raiz (Cheeseman 1982). La entrada de Na*
también puede ocurrir en las células endodérmicas en la punta de la raiz que no han
desarrollado una banda de Caspary en las células endodérmicas en estado | sin lamelas
de suberina; sin embargo, para las células endodérmicas mas maduras, la absorcién de
iones a través de la membrana plasmatica es poco probable (Moore et al. 2002). Para las
plantas que transpiran y crecen en suelo salino, la acumulaciéon neta de Na* dentro de una
célula epidérmica de la raiz ocurre ya que, a pesar de que la salida activa de Na* ocurre a
tasas significativas, la salida de Na* es insuficiente para contrarrestar la entrada pasiva

unidireccional (Davenport et al., 1997).
1.10 PROLINA

La prolina es el osmolito endégeno mas comun que es acumulado bajo varios estreses
abidticos, incluida la salinidad (Slama et al., 2015). Cuando se aplica como compuesto
exdgeno a los cultivos, la prolina puede mejorar la tolerancia a la salinidad. Por ejemplo, en
plantas de Zea mays estresada por sal, la aplicacion foliar de prolina aumento el crecimiento
y el rendimiento de la planta (Alam et al., 2016). Los efectos benéficos de la aplicacion de
prolina exdgena sobre la tolerancia al estrés salino han sido objeto de varias revisiones. Por
ejemplo, Ashraf y Foolad (2007) se centraron en el efecto de la prolina exégena sobre la
germinacion de semillas, el crecimiento de plantulas y la relacion Na*/K*. Meena et al.

(2019) consideraron algunos efectos benéficos de la prolina exdgena en la tolerancia de las
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plantas a diferentes entornos, como la reduccion de la toxicidad idnica, la fijacion biolégica

de nitroégeno y la expresién génica relacionada con la tolerancia a la sal.
1.10.1 METABOLISMO DE LA PROLINA EN LAS PLANTAS

En las plantas superiores, la biosintesis de prolina se produce a través de dos vias que
dependen de la disponibilidad relativa de los sustratos alternativos, glutamato (Glu) y
ornitina (Orn). La via Glu comienza con la pirrolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS) que usa
ATP y NAD(P)H+H" para reducir Glu a glutamato-semialdehido (GSA), que se convierte
espontaneamente en pirrolina-5-carboxilato (P5C). Luego, la P5C se reduce a prolina por
la accion de la P5C reductasa (P5CR) utilizando NADPH y H*. En la mayoria de las especies
de plantas, P5CS esta codificado por dos genes, P5CS1y P5CS2, mientras que P5CR esta
codificado por un solo gen (Szabados y Savouré, 2010). Sin embargo, en algunas especies
como Medicago truncatula, P5CS posiblemente esté codificado por tres genes (Nguyen et
al., 2013).

La ruta de Orn se ha considerado como una ruta alternativa para la biosintesis de prolina.
La ornitina - & -aminotransferasa (OAT) transamina a Orn para producir GSA y P5C, que
luego se reduce a prolina por la accién de P5CR (Mansour y Ali, 2017). De acuerdo con
You et al. (2012), lineas transgénicas de arroz que sobreexpresan constitutivamente OAT
producen niveles mas altos de prolina que el tipo salvaje, o que apunta a un papel mas
fundamental de la via Orn en la biosintesis de prolina. La sobreexpresion de OAT conduce

a un aumento en la produccién de prolina, ya que se esta potenciando la ruta de biosintesis.

Aunque los genes y enzimas involucrados en la biosintesis de prolina han sido bien
estudiados, el uso preferencial de Glu u Orn como sustrato aun no esta claro. Algunos
autores han informado que la via preferida depende de la etapa de desarrollo, teniendo la
via Orn un papel particularmente crucial en el desarrollo de las plantulas (Schmid et al.,
2005). Otros, han documentado que la preferencia de la ruta depende de la especie. De
hecho, AbdElgawad et al. (2015) notaron que la via Glu que involucra a P5CS y P5CR es
predominante en gramineas, mientras que la via Orn con OAT y P5CR es predominante en

leguminosas.
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Fig. 3 - Metabolismo de prolina en plantas (Khanna-Chopra, R., 2019).

La prolina es una molécula eficaz como osmoprotector y molécula de sefalizacion en las
plantas debido a su estructura ciclica y su grupo amino secundario diferente a los
aminoacidos proteinogénicos. Ademas, la prolina juega un papel esencial en el
metabolismo primario como aminoacido libre y componente de proteinas (Singh et al.,
2015). Se ha demostrado que su acumulacion esta positivamente correlacionada con la
tolerancia al estrés en las plantas, ya que se acumula en el citosol sin dafiar las estructuras
celulares y es crucial para la adaptacion fisiolégica al estrés (Sadeghipour 2020). La prolina
también puede mejorar la estabilidad de las proteinas, proteger la integridad de las
membranas y facilitar la activacion de las enzimas, lo que aumenta la capacidad de las
células para absorber agua vy resistir el estrés (Hayat et al., 2012). A pesar de ser
considerada como un osmolito, también se sabe que la prolina tiene propiedades
antioxidantes, quelantes de metales, estabilizadores de proteinas, eliminadores de ROS e
inhibidores de la muerte celular programada. Estudios han demostrado que la aplicacion

exdgena de prolina puede aumentar la tolerancia al estrés en las plantas al contribuir a los
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mecanismos de tolerancia al estrés y mejorar la respuesta a futuras condiciones
estresantes (Burritt, 2012; Dar et al., 2016; Butt et al., 2016; Hossain et al.,2019).

El nivel de prolina dentro de las células vegetales esta controlado por la biosintesis, el
catabolismo y el transporte entre células y compartimentos celulares (Liu & Wang, 2020).
En las plantas, el pirrolina-5-carboxilato (P5C) es el precursor confirmado para la biosintesis
de prolina, y la ornitina ciclodeaminasa (OCD), la pirrolina-2-carboxilato reductasa (P2CR)
y la delta-1-pirrolina-5-carboxilasa reductasa (P5CR) son las tres enzimas involucradas en
la biosintesis de prolina en los procariotas (Hossain et al., 2019). Varias enzimas regulan
las vias de sintesis y degradacién de prolina en las plantas (Singh et al., 2015). La
acumulacion de prolina en las plantas bajo condiciones de estrés se debe no solo al
aumento de la sintesis, sino también a la inactivacién de las vias de degradacion, lo que
resulta en la acumulacion de prolina (Delauney et al., 1993). La activacion de la delta-1-
pirrolina 5-carboxilasa sintetasa (P5CS) y P5CR y la inhibicion de las enzimas oxidantes de
prolina como la pirrolina deshidrogenasa (Pro DH) y la delta-1-pirrolina 5-carboxilasa

deshidrogenasa (P5CDH) contribuyen a la acumulacién de prolina en las células vegetales.

La produccion y degradacion de prolina en las plantas esta regulada por diferentes procesos
en distintos compartimentos celulares (Szepesi et al., 2018). La sintesis de prolina se lleva
a cabo mediante dos vias, la via Glu y la via Orn, y ambas tienen Glu y Orn como
precursores de la prolina (Liu & Wang, 2020) (ver Figura 3). La via Glu es la principal via
de sintesis de prolina, mientras que la via Orn se considera una via alternativa que ocurre
en condiciones de desarrollo y nitrdgeno supradptimo (Da Rocha et al., 2012). La via Glu
se convierte en la principal via de produccién de prolina bajo estrés por deficiencia de
nitrégeno y/u otros estresores (Armengaud et al., 2004). La biosintesis de prolina a partir
de Glu tiene lugar en el cloroplasto y/o el citoplasma y se lleva a cabo en dos pasos
enzimaticos: P5CS reduce Glu a GSA vy luego se convierte en P5C, que P5CR reduce a
prolina. Para este proceso se requieren dos NADPH y se consume un ATP (Meena, M., et

al., 2019). La degradacion de prolina, por otro lado, tiene lugar en las mitocondrias.
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Fig. 4 - La via metabdlica de sintesis de prolina en plantas a través del

glutamato y la ornitina.

En la mayoria de las plantas, la velocidad de la biosintesis de prolina se ve limitada por el
primer paso, el cual puede ser regulado por diversos factores como ABA, modificaciones
epigenéticas y corte y empalme alternativo que afectan la expresion de P5CS, una enzima
que tiene dos isoformas y cataliza el primer paso de la sintesis de prolina a partir de
glutamato (Armengaud et al., 2004). Aunque en la mayoria de las plantas solo se encuentra
un gen que codifica la enzima P5CR, en Arabidopsis existen dos genes involucrados en la
formacion de la enzima P5CS, siendo P5CS1 el principal contribuyente a la acumulacion
de prolina durante el estrés, mientras que P5CS2 es importante para el desarrollo y el

crecimiento embrionario (Funck et al., 2020).

El catabolismo de la prolina de vuelta a glutamato también ocurre en la mitocondria
mediante dos pasos enzimaticos, y tanto la biosintesis como el catabolismo utilizan el
intermediario comun P5C (Dar et al., 2016). Durante el catabolismo, la prolina es convertida
en P5C por medio de la enzima prolina deshidrogenasa o prolina oxidasa (PDH o POX) y
la P5C deshidrogenasa (P5CDH) que produce glutamato a partir de P5C. En Arabidopsis y
tabaco, solo un gen ha sido identificado que codifica PSCDH, mientras que dos genes
codifican PDH. Ademas, durante el estrés abidtico, la transcripcion de PDH se activa por
rehidratacion, pero se suprime por deshidratacién, lo que previene la degradacién de prolina
(Hayat et al., 2012).

1.10.2 EFECTO DE LA PROLINA DURANTE EL ESTRES SALINO

La aplicacion exdgena de prolina puede mejorar efectivamente la tolerancia de las plantas
al estrés salino a través de la regulacion del metabolismo de la prolina endoégena, en parte

logrado a través de la expresion diferencial de genes especificos relacionados con la
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prolina. Por ejemplo, de Freitas et al. (2018) demostraron que la aplicacion foliar de prolina
a Z. mays dio como resultado una disminucion en la actividad de P5CS y un aumento en
PDH bajo estrés salino. Se informaron resultados similares en Sorghum bicolor estresado
por sal. Agregar prolina exdgena condujo a una disminucion en la actividad de P5CS tanto
en Eurya emarginata estresada como no estresada, pero a un aumento en la actividad de
PDH solo en plantas no estresadas (Zheng et al., 2015). Bajo estrés salino, el cebado o
priming de semillas de Triticum aestivum con prolina exégena disminuyo6 significativamente
el contenido de prolina y P5C con una reduccioén en la actividad de P5CS, mientras que la
actividad de PDH aumenté significativamente (Rady et al., 2019).). El efecto de la prolina
exoégena sobre la expresion de PDH también es reportado por Kiyosue et al. (1996) y
Nakashima et al. (1998) en A. thaliana. Deuschle et al. (2001) reportaron que, ademas de
la PDH, la prolina exégena aumenté los niveles de transcripcion de PSCDH y sugirieron que
esta respuesta puede proteger a las plantas contra la toxicidad de la prolina. Sin embargo,
otros autores como Nounjan et al. (2012) han demostrado que la aplicacion de prolina
exogena aumentd significativamente la expresion de P5CS y P5CR en Oryza sativa

estresada por sal.

La induccion de la acumulacion de prolina bajo estrés ocurre usualmente debido al aumento
de la sintesis de novo y no parece depender tanto de eventos de protedlisis (Heuer, B.,
2010). La reduccién en la turgencia es probablemente el desencadenante principal para la
acumulacion de prolina en plantas bajo estreses relacionados con la 6smosis como sequia,
estrés térmico y salinidad. Estas condiciones usualmente inducen el cierre estomatico,
limitando la absorcion de carbono y posteriormente disminuyendo el consumo de NADPH
por el ciclo de Calvin, agotando el pool del aceptor de electrones NADP +. Las plantas bajo
estrés también muestran cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial que
impiden que la prolina alcance su sitio de oxidacion. También demuestran una
incorporacion deteriorada de prolina a las proteinas para mantener altos niveles de prolina

libre en el citoplasma y los cloroplastos (Heuer, B., 2010).
1.10.3 DETECCION, SENALIZACION Y TRANSPORTE DE PROLINA.

La prolina tiene diferentes funciones en las plantas durante el crecimiento y desarrollo y la
exposicion a estrés bidtico y abidtico. Por lo tanto, el contenido de prolina y su transporte

en las plantas son esenciales para la produccion de cultivos en mayor calidad y cantidad.
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En condiciones de estrés abibtico, el transporte de prolina depende de las senales
ambientales (Meena et al.,2019).

El metabolismo de la prolina en las plantas se ha investigado durante mas de 40 afos, pero
se sabe poco sobre las vias de sefalizacion (Hayat et al., 2012). Junto al metabolismo de
la prolina, el transporte intracelular de prolina tiene lugar entre el citosol, los cloroplastos y
las mitocondrias. El transporte de prolina y su cantidad en diferentes tejidos como el xilema
y el floema estan influenciados y controlados por la glutamina sintetasa (Mondal et al.,
2021). La glutamina es la primera molécula nitrogenada organica que se transamina para
producir otros aminoacidos o compuestos que contienen N (Pratelli & Pilot, 2014). En
plantas no estresadas, la prolina se acumula en las vacuolas, mientras que bajo estrés
abidtico se detecta un alto contenido de prolina en el citosol (Gagneul et al., 2007). Ademas,
bajo diferentes tensiones, la prolina representa hasta el 80 % del conjunto total de
aminoacidos libres en comparacion con menos del 5 % en condiciones normales. Esta
mayor acumulacion de prolina en condiciones de estrés se atribuye a una biosintesis
mejorada y una degradacion limitada de esta molécula (Kaur et al., 2017). Se cree que la
biosintesis de prolina esta controlada por enzimas que se encuentran en el citosol, como
P5CS1, P5CS2 y P5CR, mientras que la degradacion de prolina se realiza por enzimas
presentes en las mitocondrias, como PDH1/ERD5, PDH2, P5CDH y OAT (Szabados, &
Savouré, 2010). El transporte de prolina a través de la membrana plasmatica se realiza
mediante dos grandes grupos de transportadores: el aminoacido-poliamina-organocation
(APC) y la familia de transportadores de aminoacidos (ATF), cada uno de los cuales se
divide en subfamilias. La familia ATF incluye permeasas de aminoacidos (AAP),
transportadores de lisina e histidina (LHT), transportadores de L-prolina (ProT), permeasas
de aminoacidos/auxina (AAAP), transportadores de y-aminobutirato (GAT), transportadores
de aminoacidos aromaticos y neutros, y proteinas similares a transportadores de
aminoacidos. La familia APC esta compuesta por transportadores de aminoacidos/colina,
transportadores de poliaminas H* (PHS) y transportadores de aminoacidos cationicos (CAT)
(Hossain et al., 2021).
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JUSTIFICACION

La salinidad excesiva en los suelos es un problema creciente en México, afectando
negativamente la productividad y calidad de los cultivos agricolas, incluyendo el Agave.
Esta investigacion busca abordar este desafio mediante el estudio del papel de la prolina

en la adaptacion de las plantas a la salinidad del suelo.

La literatura sugiere que la prolina juega un papel crucial en la respuesta de las plantas al
estrés abidtico, como la salinidad. Sin embargo, se requiere una comprensién mas profunda
de los mecanismos involucrados en la sintesis y acumulacion de prolina en condiciones de

salinidad.

Comprender los niveles de prolina en Agave fourcroydes, tiene importantes implicaciones
en la agricultura y la biotecnologia. La seleccion de variedades con mayores niveles de
prolina podria mejorar la tolerancia al estrés inducido por la salinidad en los cultivos de
agaves. Este enfoque podria contribuir significativamente a mitigar los efectos negativos de
la salinidad del suelo en la produccion agricola y promover la sostenibilidad de los sistemas

de cultivo.
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HIPOTESIS

Si el estrés por salinidad modifica los contenidos de prolina en diferentes especies,

entonces este tipo de estrés pudiera tener los mismos efectos en Agave fourcroydes.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del estrés salino (NaCl) sobre el metabolismo de prolina en plantas de

henequén (Agave fourcroydes).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar la tolerancia al estrés salino en Agave fourcroydes.

e Evaluar las modificaciones del contenido de prolina en condiciones de estrés salino
en A. fourcroydes.

¢ Analizar la expresion de los genes P5CS, P5CR y PDH bajo condiciones de estrés

salino involucrados en el metabolismo de prolina en A. fourcroydes.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Ffecto de 1a

Diversas concentraciones
de NaCl en distintos
tiempos en plantas de

henequén

Tamafio de raices, hojas y
drea radicular

salinidad

Cuantificacidén de sodio y
potasio en raices

Respuesta al metabolismo
de Prolina

Cuantificaciébn de prolina
en raices y hojas

Expresién
semicuantitativa de P5CS,
P5CR y PDH en agave
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CAPITULOII
MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal empleado fueron 63 plantas de A. fourcroydes provenientes de cultivo
de tejidos, adaptadas a condiciones de invernadero durante 12 meses. Posteriormente se
transfirieron en recipientes de plastico con vermiculita y con soluciéon Hoagland a 1/5 de su
fuerza i6nica durante un mes y posteriormente se adiciond a esta solucion las
concentraciones de NaCl correspondientes a cada tratamiento (OmM, 25mM, 50mM,
100mM, 150 mM NaCl) regandose cada 3 dias hasta la cosecha de cada tratamiento, en

cada dia correspondiente (15,30 45 y 60 dias respectivamente).
2.2. CUANTIFICACION DE SODIO Y POTASIO

En cada tiempo de cosecha (15,30 45 y 60 dias) las plantas fueron seccionadas en raices
y hojas; ambos tejidos fueron pesados y secados durante 72 h en una estufa a 65 °C hasta
tener peso constante; se pesaron 0.25 g de la muestra, se colocaron en crisoles de
porcelana y se llevaron a calcinar a 250 °C por una hora y a 500 °C por tres horas mas.
Posteriormente, se realizé la digestion acida de los tejidos con 5 mL de HCI al 40% sobre
una placa de calentamiento, se le adicioné 1 mL de HCI al 100% y se afor6 a 25 mL de
agua desionizada hasta su posterior lectura. La determinacion del contenido de K*/Na* en
hojas y raices se realizé6 en un espectrofotometro de absorcion atémica modelo 2380
Perkin-Elmer (Norwalk, CT, USA).

2.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROLINA EN RAICES Y HOJAS

Para determinar el contenido de prolina se utiliz6 la metodologia descrita por Bates et al.
(1973) modificada y el protocolo reportado por Escalante Magafa (2020). ElI material
vegetal (peso fresco) de raiz y hoja (0.1 gr) se macero y se homogenizé con 1 mL de acido
sulfosalicilico (3%), posteriormente se colectd el extracto y se centrifugd a 14,600 x g
(13,000 rpm) por 10 min. En un tubo nuevo se adicionaron 200 uL de acido acético glacial,
200 pL de ninhidrina acida y 200 pL del sobrenadante del extracto vegetal (mezcla de

reaccion), los cuales se incubaron a 96-100 °C por 60 min., posteriormente, los tubos se
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incuban en hielo para detener la reaccién. La extraccion de la muestra se realizo
adicionando 1 mL de tolueno a la mezcla de reaccion, la cual previamente fue agitada
vigorosamente por un tiempo de 20 segundos hasta la separacion de las fases organica y
acuosa. En una cubeta de cuarzo se transfiere la fase organica que contiene al croméforo

y se realiza la lectura a una absorbancia a 520 nm.

El tolueno fue utilizado como blanco; y la concentracién de prolina se determiné a partir de
una curva de concentracion estandar calculada con base al peso fresco (usualmente
expresado como microgramo por gramo o micromol por gramo de peso fresco,

respectivamente) de donde se partio.
2.4 EXTRACCION DE ARN TOTAL Y SINTESIS DE ADNc

Se utilizaron tejidos de raiz y hojas (0.1 gr) de plantas de A. fourcroydes, que se

encontraban bajo las condiciones mencionadas anteriormente.

Para la extraccion del ARN total de los tratamientos con NaCl, se utilizé la metodologia del
TRIZOL. En breve se tomé 0.1 gr de tejido (hoja y raiz) pulverizado, se transfirié a un tubo
Eppendorf de 2 mL y se anadido 1 mL del reactivo de TRizol mezclando por inmersion.
Posteriormente, se centrifugd durante 10 min a 12 000 rpm a 4°C. El sobrenadante se
transfirid a un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 mL y se le adicionaron 200 uL de cloroformo,
para posteriormente mezclarlo en vortex por 15 segundos he incubarlo por 3 min a
temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm por 15 min a 4°C, se
tomo la fase acuosa superior, se transfirio a un tubo nuevo y se le adicionaron 500 uL de
isopropanol frio al 100% para incubar las muestras durante 10 min a temperatura ambiente.
Después se centrifugd a 12 000 rpm por 10 min a 4°C, se removi6 el sobrenadante y se
lavé la pastilla con 1 mL de etanol al 75%, se mezclod en vortex 10 segundos y se centrifugd
a 7 500 rpm por 5 min a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y la pastilla se dejo secando de
10 a 40 min. Se resuspendio el ARN total en 50 yL de agua con DEPc (dietilpirocarbonato)
estéril. La integridad del ARN se evalu6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1%,
tefiido con bromuro de etidio. Para la cuantificacion las muestras de ARN de cada
tratamiento, se cuantifico en el equipo NANODROP 2000 (Thermo SCIENTIFIC).
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Para evitar posibles contaminaciones con ADN gendmico, el ARN total (5 yL) se tratd con
un mix de DNAsa | (2 pL), regulador de DNAsa (2 uL) y agua libre de DNAsa (6 uL)
incubando a 37 °C por 30 min y la reaccion se detendra con una solucién STOP (EDTA) a
65 °C por 10 min.

Posteriormente, se procedio a realizar la sintesis de la primera cadena de ADNc mediante
transcripcion reversa. Por lo que se prepararon diluciones a 100 ng/uL de cada muestra.
Se mezclaron 15uL del ARN tratado con 2uL de Oligo dT y 3uL de agua (Volumen final
20uL). Se incubd a 70°C. por 10 min. Y posteriormente se dejo reposando en hielo durante
10 min. Se preparo la mezcla de la RT con: 1uL transcriptasa reversa, 4uL regulador de
reaccion, 1uL dNTP’s, 2.6uL MgCl., 0.5uL RNAsin, 5.9uL agua libre de nucleasas (Volumen
final =15uL). Se mezclaron los volumenes de la reaccion de oligo dT y de RT para un
Volumen final de 35uL. Se incubo a 25°C. por 5 min. e inmediatamente se incubé de nuevo
a42°C. por 60 min. La RT se inactivé incubando a 70°C por 15min. Finalmente se cuantifico
el ADN complementario y se prepararon diluciones de 100 ng/uL para su posterior

amplificacién con el gen de interés.

2.5. EXPRESION SEMICUANTITATIVA DE LOS GENES P5CS, P5CRY PDHEN AGAVE
SOMETIDA A ESTRES POR NaCl.

Una vez obtenido el ADNc se procedera a evaluar los niveles de transcritos de P5CS, P5CR
y PDH a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los cebadores
especificos para A. fourcroydes, los cuales fueron disefiados con base en las secuencias

de los genes de interés.

Para la obtencion de las secuencias de los genes de interés (P5CR, P5CS, PDH) se
utilizaron bases de datos como NCBI y Phytozome, y se utilizaron como referencia
secuencias de especies cercanas a Agave fourcroydes (Agave tequilana, Yucca aloifolia,

Yucca filamentosa, Asparagus officinalis).

Se realizé un alineamiento entre estas especies para analizar y tomar los sitios conservados
en las secuencias para el disefio de los cebadores, los cuales se disefiaron empleando el

programa Oligo.
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La secuencia de los cebadores para AfP5Cres: F P5CR 90 5 GTC CGG CGT CCT CCC
CCC TT 3’; R_P5CR_349 5 ACC CTG ATT ACT CGT CGA TG 3’ (fragmento corto) y
R_P5CR 584 5 AGG AAG ACC AGC AGC CAC AC 3 (fragmento largo).

Para AfP5CS la secuencia de los cebadores es: F_ P5CS 30 5 CGT CAA GCG CAT TAT
CGT CA 3’; R_ P5CS 233 5 TGG GGG TTT TTG GAG ATC AG 3’ (fragmento corto) y
R_P5CS_524 5 TGC CAA CAG AGC CGC TAA AC 3’ (fragmento largo).

Para AfPDH la secuencia de lo cebadores es: F PDH_17 5 GAATCC TCG CCA ACA AAA
CC 3; R PDH_184 5 AGG ATG GCC AGC GAG CGG AC 3 (fragmento corto) y
R_PDH_584 5 CGG GTC TTT CTT CTG CCA TC 3’ (fragmento largo).

Posteriormente, se utilizaran estos cebadores para evaluar los niveles de transcritos de
P5CS, P5CR y PDH mediante una PCR, asegurandonos de que las condiciones de
reaccion seran las adecuadas para cada cebador, utilizando también controles positivos y

negativos.

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé con un analisis ANOVA de una via, y se utilizé la prueba

de comparacién de medias de Tukey utilizando el software SigmaPlot® versién 12.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 RESULTADOS.
Para esta etapa inicial se trabajo con plantas de Agave fourcroydes que son provenientes

de cultivo de tejidos y fueron adaptadas a condiciones de invernadero durante casi 12
meses.

Fig. 5 - Material de partida A) Plantas en condicion de invernadero. B) Plantas

de Agave fourcroydes en el sustrato.

A partir de ese material fueron seleccionadas 63 plantas, homogéneas en el tamafio y
numero de hojas. Como se observa en la figura 5, las plantas seleccionadas fueron
trasplantadas en recipientes de plastico con sustrato después de 60 dias de aclimatacion
se comenzo6 la adicidon de las diferentes concentraciones de NaCl para la colecta de
muestras y su analisis. Las plantas fueron sometidas a diversas concentraciones de NaCl
(0, 25, 50, 100, 150 mM) y el monitoreo de estas se realizé a los 15, 30, 45 y 60 dias de
cultivo posteriores al tratamiento.
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Fig. 6 - Plantas de A. fourcroydes sometidas a diferentes tratamientos de NaCl.
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En la figura 6 se muestran las plantas de A. fourcroydes bajo diferentes condiciones: sin
tratamiento (testigo) y expuestas a concentraciones variables de NaCl (0, 25, 50, 100 y 150
mM). A los 15 dias, no se observan diferencias en tamafo entre las plantas testigo y
aquellas tratadas con 0 mM de NaCl. Sin embargo, en los demas tratamientos se pueden
apreciar ligeras diferencias en el tamano respecto a las plantas control, aunque estos

cambios no son marcados.

A los 30 dias del tratamiento con NaCl, se evidencian diferencias en el sistema radicular y
en el numero de hojas en comparacion con el dia 15 y las plantas control. Ademas, se
observa una ligera disminucion en el tamafio de las plantas tratadas con 150 mM de NaCl

respecto a su estado a los 15 dias y a las plantas control.

A los 45 dias, se notan afectaciones mas notorias en la raiz y la altura de las plantas,
especialmente en las concentraciones de 100 y 150 mM de NaCl, en comparacion con las

afectaciones en el dia 30 y las plantas control.

A los 60 dias de tratamiento se observa una disminucion en el tamafio de las plantas de
agave dependiente de la concentracion de NaCl, siendo la disminucion mas drastica a 150
mM. También fue evidente una disminucién en la longitud y nimero de hojas en los
tratamientos con 25-150 mM de NacCl, principalmente a la mayor concentracion. El sistema
radicular disminuy6 con las concentraciones de NaCl, y se observé cambios en la coloraciéon
de las raices, estas fueron mas oscuras (marrén) en comparaciéon con el control. Los
sintomas mas drasticos del estrés salino en las plantas de agave se observaron a la mayor
concentracion, 150 mM de NaCl (Figura 6). Esto pudiera ser debido a que las plantas
adultas de Agave suelen tolerar niveles altos de sales mediante un ajuste osmético, que
implica la reduccion del contenido de agua y un aumento en los iones Na* y CI en los brotes
(Schuch y Kelly, 2008). Ademas, estas plantas pueden evitar la acumulacion de sal en sus
hojas como una adaptacion al estrés salino. Sin embargo, debido a que las plantas
estudiadas aqui eran plantas joévenes, desconocemos la capacidad de estas para

almacenar sales.
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Fig. 7 - Comparacion del nimero de hojas de A. fourcroydes tratadas con
diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC). Las
barras indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales
diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey
(n=63, P<0.01).

La caracterizacion de los parametros fisiolégicos de las plantas en este estudio es de vital
importancia como referente para interpretar los resultados derivados de los experimentos
de estrés, por lo cual, se estudiaron las caracteristicas fisiologicas de crecimiento de las
plantas en dicho estudio y se cuantificé el niumero de hojas, tamafio de la planta, asi como

el peso fresco de hojas y raices.

En la figura 7 se presentan los resultados del numero de hojas en plantas tratadas con
diferentes concentraciones de NaCl. Los datos indican que las principales diferencias se
observan en la concentracion de 0 mM al dia 60, asi como en las concentraciones de 100
y 150 mM en los dias 30 y 45. Para los demas tratamientos y tiempos no se detectaron
diferencias significativas. Las plantas demostraron tolerancia a pesar de las altas
concentraciones de NaCl, esto debido a que el numero de hojas no disminuyé tanto en
comparacion de las concentraciones mas bajas con las mas altas. El efecto de la
concentracion de NaCl hasta 25 mM en el numero de hojas no fue significativo, excepto en
la concentracion de 0 mM al dia 60. Ademas, los efectos del estrés salino sobre las

caracteristicas morfoldgicas de Agave fourcroydes fueron minimos. Esto es consistente con
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el estudio de Aloe vera (Derouiche et al., 2023), que mostré6 como diferentes
concentraciones de NaCl afectan las caracteristicas de las hojas en la planta Aloe brevifolia.
En ese estudio, concentraciones de hasta 51 mM de NaCl no tuvieron un efecto significativo
en el numero y grosor de las hojas. Asimismo, a una concentracién de 155 mM de NaCl,
los efectos del estrés salino fueron minimos, registrandose s6lo una disminucion del 15%
en el grosor de las hojas y menos de tres hojas adicionales en comparacion con las plantas

de control no expuestas a salinidad.
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Fig. 8 - Comparacion de la altura da las plantas de A. fourcroydes tratadas con
diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC). Las
barras indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales
diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey
(n=63, P<0.01).

En la figura 8 se muestra la cuantificacion de la altura de las plantas de A. fourcroydes
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento. En esta
grafica, los resultados muestran que las principales diferencias estan entre la concentracion
de 0 mM al dia 60, con la concentracion de 0 mM del dia 0 y 150 mM en el dia 60. Esto
coincide con lo reportado por Miyamoto (2008) quien encontré6 que las plantas de A.
americana mostraban una alta tolerancia a niveles elevados de sal y no experimentaron
reduccién en su crecimiento cuando se regaban con agua con una conductividad eléctrica
(CE) de 9,4 dS'm-".
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Fuentes y Rodriguez (1988) revelaron que la altura de las hojas y los brotes se reducia al
aumentar la salinidad en diferentes Aloe spp.; también Kock (1980) Upchurch (1981) y
Nobel y Berry (1985) obtuvieron los mismos resultados sobre Agave spp. El éxito en
establecerse en niveles tan elevados de salinidad sugiere que al menos algunas especies
de Agave muestran una notable capacidad de tolerancia a la sal. Varios estudios previos
han demostrado el efecto negativo del estrés salino en el desarrollo de varias plantas: okra
(Gouveitcha et al. 2021), tomates (Kinsou et al. 2019), habas (Benidire et al. 2015), chiles
(Kpinkoun et al. 2019), azafran (Mzabr et al. 2017) y romero (Chetouani et al. 2019).
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Fig. 9 - Comparacion del Peso Fresco de Raices de A. fourcroydes tratadas
con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC).
Las barras indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales
diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey
(n=63, P<0.01).
En la figura 9 se muestran los resultados de la comparacion del peso fresco de raices de
A. fourcroydes tratadas con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de
crecimiento. En cuanto a los resultados obtenidos, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos y entre los diferentes dias de evaluacion. Sin embargo,
a los 60 dias del experimento se observa una tendencia en la disminucién del peso fresco

a partir de 50 mM de NaCl. Schuch y Kelly (2008) encontraron que cuando se riega con
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agua con una CE de 5 dS-m -, los pesos secos de las plantas de A. parryi en macetas
disminuyeron en un 33% en comparacion con las plantas cultivadas en el campo expuestas
a condiciones de baja salinidad (0,6 dS-m -'). Esto indica que algunas plantas de Agave de
la misma especie pueden ser mas tolerantes a la salinidad que otras. Estos datos de peso
fresco coinciden con los estudios de Bergsten (2013) donde A. parryi se desempefia bien
en niveles de CE de hasta 6,0 dS/m1. En cambio, Miyamoto (2008) descubrié que el
crecimiento de las plantas de A. parryi de un afo de edad se redujo significativamente a
9,4 dS-m -
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Fig. 10 - Comparacién del Peso Fresco de hojas de A. fourcroydes tratadas con
diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC). Las
barras indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales
diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey
(n=63, P<0.01).
En la figura 10 se muestra la comparacion del peso fresco de hojas de A. fourcroydes
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento. Los
resultados muestran diferencias significativas en el peso fresco de las hojas solo en el dia
60 entre el tratamiento testigo y 150 mM de NaCl. Sin embargo, considerando que los datos
pasaron la prueba de normalidad, la desviacion estandar es muy grande en algunos

tratamientos. En general, la desviacion estandar es mayor en los tratamientos con
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concentraciones mas altas de NaCl y en los dias de crecimiento mas tardios. Estas
diferencias se hacen mas evidentes estadisticamente a la concentracion de 150 mM en el
dia 60 de cultivo, pero también podemos comentar que las tendencias en los dias 30 y 45,
de igual forma, son a la disminucion del peso fresco de las hojas, aun no mostrando
diferencias estadisticas. Esto podria deberse a que las concentraciones mas altas de NaCl
tienen un mayor efecto sobre el crecimiento de las plantas, lo que resulta en una mayor
variabilidad en el peso fresco de las hojas. Ademas, los dias de crecimiento mas tardios
podrian estar asociados con una mayor variabilidad ambiental, lo que también podria

contribuir a una mayor desviacion estandar.

Es importante destacar que los datos obtenidos son el resultado de un estudio a corto plazo
con plantas de agave expuestas a estrés salino durante 60 dias de tratamiento; por tal
motivo, no fue posible observar diferencias estadisticas entre las concentraciones. Para
agaves la tasa de crecimiento es lenta y a nivel fenotipico es muy dificil encontrar tales
diferencias a corto plazo, aun estando sometidas a un estrés severo como el de 150 de
NaCl, por lo que, los parametros fisioldgicos pudieran no darnos una respuesta clara del

efecto.

Las plantas de Agave son originarias de México y tienen un papel importante en la industria
de alimentos funcionales. Los agaves crecen, fundamentalmente, en suelos secos y
desérticos, que tienen un alto contenido de sal; sin embargo, se sabe poco sobre su

respuesta a las condiciones de salinidad (Puente-Garza et al., 2021)

La cuantificacién de Na* y K* es importante como parametros directamente relacionados
con la tolerancia de las especies vegetales al estrés salino. El contenido de sodio y potasio
en hojas y raices se determino por absorcion atomica mediante una digestion acida de las

hojas y raices.
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Fig. 11 - Comparacion del contenido de Na* en raices de A. fourcroydes
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de
crecimiento (DDC). Las barras indican la desviacion estandar. Los asteriscos
indican las principales diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante
la prueba de Tukey (n=63, P<0.01).

El Na*, es toxico para la gran mayoria de las plantas, principalmente en las plantas
glicofitas. Este elemento se encuentra en concentraciones muy bajas en el citoplasma de
las células y se acumula en vacuolas; el sistema de toma de Na* no depende del consumo
de energia celular ya que este se interioriza de manera pasiva a favor de su gradiente
electroquimico y modifica una serie de vias metabdlicas que deben ser atendidas a nivel

celular con precision.

En la figura 11 se muestran los resultados del contenido de Na* en las raices de A.
fourcroydes tratadas con diferentes concentraciones de NaCl. Podemos observar que a
partir de las concentraciones de 25 mM de NaCl hay un aumento en comparacién con las
concentraciones de 0 mM en todos los casos, esta tendencia es mas pronunciada en los
primeros DDC (15 y 30 dias) y se estabiliza en losDDC posteriores (45 y 60 dias), sin
embargo, a partir de los 25 mM comienza a disminuir el contenido de Na* en raices al

aumentar las concentraciones de NaCl en las plantas.
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Al dia 30 no hay diferencia en el contenido de Na* entre los tratamientos, incluyendo el
control. A los 45 dias de tratamiento, el contenido de Na* incremento al doble en las raices
de los tratamientos 25 y 50 mM de NaCl; también se observd un aumento de Na* en las
otras dos concentraciones de sal. El contenido de Na* se mantuvo al dia 60 y no se
observaron diferencias entre los tratamientos con NaCl, pero si entre el tratamiento 25 mM
y el testigo. Al no observaron un aumento en el contenido de Na* entre los tratamientos, es
posible que exista una saturacion en el transporte de este ion o un equilibrio por una

adaptacion a las condiciones de exceso de sodio.

La relacion K*/Na* es importante como uno de los parametros para determinar el grado de
tolerancia de alguna especie a salinidad en los suelos, por lo que se hace indispensable
cuantificar los contenidos de K* y determinar la relacion K*/Na*. La relacion entre el sodio
(Na*) y el potasio (K*) en las plantas de Agave es crucial para comprender si la retencion

de K es un factor de tolerancia al estrés salino en agaves.

10
N 0V
1 25 mM
B 50mM RAIZ
8 | 1 100mMm
. BN 150mM
»
o
‘TO') 6
N
2
o
0w 4t .
i .
(@)
o
2 -

15 30 45 60
DIAS DE TRATAMIENTO

Fig. 12 - Comparacion del contenido de K* en raices de A. fourcroydes tratadas
con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC).
Las barras indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales
diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey
(n=63, P<0.01).
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En la figura 12 se muestra la cuantificacion del contenido de K* en raices de A. fourcroydes
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl. El contenido de K fue mayor en el
tratamiento testigo, y menor en los tratamientos con NaCl, principalmente con altas
concentraciones como 100 mM y 150 mM de NaCl. El contenido de K* disminuy6 con el
tiempo, con la concentracion de NaCl. Este resultado era el esperado pues el incremento
en los contenidos intracelulares de Na* provoca una despolarizacion de la membrana y por
ende una fuga de K* hacia el exterior de la célula a través de los canales de rectificacion
saliente de K* (KOR) o canales cationicos no selectivos (NSCC). Es congruente observar
que al dia 60 de tratamiento, el contenido de K* se reduce en todos los tratamientos con
NaCl (25-150 mM); por lo tanto, esto nos permite concluir que la retencién de K no es un

mecanismo de tolerancia en agaves (Shabala y Pottosin, 2014) por lo menos en nuestro

estudio.
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Fig. 13 - Relaciéon de K*/Na* en raices de A. fourcroydes tratadas con
diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC). Las
barras indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales
diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey
(n=63, P<0.01).
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La figura 13 ilustra la relacion K*/Na* (potasio/sodio) en raices de Agave fourcroydes
sometidas a diferentes concentraciones de NaCldurante 60 dias de tratamiento. La
disminucion de la relacién K*/Na* en raices refleja un aumento en la concentracion de Na*
y una disminucion en la concentracion de K*. Una relacion mayor a 1 indica que la planta
esta reteniendo potasio y esto es de vital importancia para su tolerancia. Por otro lado, una
relacion >1 indica que las concentraciones intracelulares de Na* son mayores que las de
K*, indicando un desbalance i6nico y posible toxicidad. Por ejemplo, aunque Na* también
es un cation monovalente, no es capaz de sustituir al K* en sus funciones bioldgicas. La
figura muestra la relacion K*/Na* menor a 1 en raices de los tratamientos con NaCl (25-
150mM), siendo la relacion K/Na 20.5 en los dias 45 y 60 del experimento. Este cambio en
el equilibrio idénico puede tener diversas consecuencias fisiolégicas, tales como la
disminucion de la absorcion de K*, la acumulacion de Na* en las células o el cierre de
estomas. La desviacion estandar observada en la relacion K*/Na* en raices puede atribuirse
a diversos factores, como la variabilidad natural de las plantas, la heterogeneidad del suelo
en cuanto a la disponibilidad de Na* y K*, y las condiciones ambientales durante el

crecimiento, como la temperatura, la humedad y la luz solar.

Por tanto, los resultados del analisis muestran la capacidad de las plantas de A. fourcroydes
para acumular Na+ en sus raices, esto contrario a lo que asumimos es un sintoma de
susceptibilidad al estrés salino. Por lo que, esta acumulacion de Na® puede tener
consecuencias fisioldgicas negativas si no se acompafa de mecanismos para mantener

una relacion K*/Na* favorable.

Rios-Ramirez et al., (2021) demostraron que, en Agave angustifolia, las plantas con
suministro adecuado de potasio crecieron mas y fueron mas vigorosas en comparacion con
aquellas con deficiencia de potasio. Ademas, las plantas expuestas a altos niveles de sodio
mostraron una disminucion en la relacion K*/Na*, afectando negativamente su crecimiento
y desarrollo. Esto concuerda con estos resultados respecto a que las altas concentraciones

de NaCl afectan el desarrollo de los agaves.

Por otro lado, Rodriguez y colaboradores (2023), reportaron un estudio sobre como
diferentes niveles de potasio y sodio en suelo afectan el crecimiento de Agave durangensis.
Los resultados muestran que las plantas cultivadas en suelos con niveles adecuados de
potasio tienen mejor crecimiento, mayor produccion de biomasa y mejor salud general. Lo

anterior tiene un impacto en este analisis, ya que con base a eso se puede concluir que las
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plantas expuestas a altos niveles de NaCl muestran sintomas de estrés y reduccion en la

relacion K*/Na*, lo que impacta negativamente su crecimiento.

25
HEEE 0mM -
/1 25 mM HOJA
oo | HEE 50mM
O 3 100mm
. I 150mM
F'U) %%
& 45t
Ke)
X
X))
o L
a 10
@)
()]
5 -

15 30 45 60
DIAS DE TRATAMIENTO

Fig. 14 - Comparacioén del contenido de Na* en hojas de A. fourcroydes
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de
crecimiento (DDC). Las barras indican la desviacion estandar. Los asteriscos
indican las principales diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante
la prueba de Tukey (n=63, P<0.01).

En la figura 14 se muestra el contenido de sodio en las hojas de las plantas tratadas con
NaCl. Los resultados indican que el contenido mas alto de sodio se obtuvo en el dia 60 con
las concentraciones de 50 y 150 mM. El segundo tratamiento con mayor cantidad de sodio
también se observo en el dia 60, pero con una concentracion de 100 mM. Por otro lado,
también existieron diferencias en las condiciones con menor cantidad de sodio,
especificamente en el dia 15 y en el dia 60 con una concentracion de 0 mM. Estos
resultados sugieren que la cantidad de sodio de las hojas de las plantas aumenta con el
tiempo y con mayores concentraciones de NaCl. Sin embargo, en ausencia de sal (0 mM),
las plantas mantienen un bajo contenido de sodio en las hojas, incluso en los periodos mas
largos de tratamiento. Esto destaca la capacidad de las plantas para acumular sodio en

respuesta al estrés salino, lo que puede ser un indicador importante de su tolerancia y
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adaptacion a estos ambientes. Sin embargo, el sodio puede acumularse en exceso en las
células de la planta, provocando toxicidad y rompiendo la homeostasis idnica, lo que inhibe
muchas enzimas y procesos metabolicos. Para combatir el exceso de sodio, las plantas
tolerantes a la salinidad (haldfitas) emplean estrategias como la compartimentacion del
sodio en la vacuola, evitando su acumulacién en el citoplasma y protegiendo asi sus

funciones celulares criticas (Ariza, 2012).
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Fig. 15 - Comparacion del contenido de K* en hojas de A. fourcroydes tratadas

con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC).

Las barras indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales

diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey
(n=63, P<0.01).

En la figura 15 se muestra el contenido de potasio en las hojas de A. fourcroydes. El
tratamiento con la mayor cantidad significativa de K* se observa en el dia 15 a una
concentracion de 25 mM de NaCl. En el dia 60 el mayor contenido de K* registrado fue en
la concentracion de OmM. En el caso de los tratamientos del dia 15, 30 y 45, se pudo
observar que apartor de 50mM de NaCl habia una disminucién en el contenido de K*. En el
trabajo de Lastiri et al. (2017), se encontré que la concentracion de K* es mas baja en

plantas como pasto ryegrass (Lolium perenne), avena (Avena sativa) y cebada (Hordeum
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vulgare) cuando estan estresadas por salinidad en comparaciéon con los tratamientos sin
estrés. Esto sugiere que el potasio es un mecanismo clave de tolerancia al estrés salino,

debido a su capacidad para mantener la turgencia celular, el ajuste osmotico y el

crecimiento.
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Fig. 16 - Relacion de K*/Na* en hojas de A. fourcroydes tratadas con diferentes
concentraciones de NaCl a diferentes dias de crecimiento (DDC). Las barras
indican la desviacién estandar. Los asteriscos indican las principales diferencias
(**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante la prueba de Tukey (n=63,
P<0.01).

La figura 16 muestra la relacion K*/Na* en hojas de A. fourcroydes sometidos a diferentes
concentraciones de NaCl, en este resultado, se puede observar que una relacién mayor a
1 en los tratamientos a los 25 y 30 dias lo que indica que los contenidos de K* son superiores
a los de Na*, mostrando, es estos tiempos, una tendencia a la tolerancia de estas plantas,
a pesar de estar acumulando Na* de manera significativa en las hojas, sin embargo las
plantas cultivadas 45 y 60 dias en presencia de las diferentes concentraciones de Na*
muestran una relacion menor a 1, lo que indica que el Na* estd ocupando espacios

destinados a K* en el citosol celular.
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Con la cuantificacion de esta relacion se pueden identificar los efectos del estrés salino en
el transporte de los iones en estudio, concluyendo que a medida que se incrementan los

contenidos de Na*, el transporte de K* hacia el exterior celular se hace mas activo.

En condiciones de estrés salino provocado por NaCl, las plantas tipicamente absorben
grandes cantidades de Na*, lo que resulta en una disminucién de los niveles de K* en sus
tejidos (Hasegawa et al., 2000). Las plantas tolerantes a la sal generalmente acumulan Na*
en sus tallos y hojas, mientras que las plantas sensibles no lo hacen. Ning et al. (2005)
observaron que en Aloe vera sometido a estrés salino, los niveles de Na* y Cl- aumentaron
con la concentracién de sal, mientras que los niveles de K* y Ca?" mostraron una tendencia
opuesta. El Na* se acumul6 principalmente en el tallo, con cantidades menores en las hojas
y raices, mientras que el CI" se concentro principalmente en las hojas, con menor presencia

en tallos y raices.

Zheng et al. (2004) encontraron que, en plantulas de Aloe vera bajo estrés por NaCl, tienen
un significativo aumento de Na* y CI- en secciones transversales de raices y hojas, mientras
que la absorcion de K* y Ca?* en las raices y su transporte a las hojas fueron inhibidos.
Blumwald et al. (2000) sugieren que, bajo alta salinidad, el Na* puede entrar en la célula
debido a que sus radios idnicos hidratados son similares a los del K*, lo que dificulta que
los transportadores discriminen entre estos dos iones. Las plantas utilizan diversas
estrategias para limitar la entrada de Na* en las células, por ejemplo, la expulsion de Na*
fuera de la célula. Otro mecanismo que evita la toxicidad i6nica es la compartimentacion de

Na* en vacuolas para mantener la homeostasis idnica.

En un estudio de Murillo-Amador et al. (2014), se observo una alta acumulacién de K* en
las hojas de Aloe vera bajo moderado estrés por NaCl, indicando una absorcion eficiente
de K*. Este hallazgo coincide con la propuesta de Jacoby (1998), quien sugirié que la
acumulacion de K* ayuda a la planta a adaptarse a la salinidad al actuar osméticamente y
evitar la entrada de Na™ en las raices y brotes. La relacion Na*/K* también se ha propuesto
como un indicador fitofisiolégico para evaluar la sensibilidad de las plantas al estrés por
NaCl (De Lacerda et al., 2005). Estudios adicionales han demostrado que una alta relaciéon
Na*/K* puede indicar trastornos metabdlicos como reduccién en la sintesis de proteinas y
actividades enzimaticas, asi como un aumento en la permeabilidad de la membrana (Brady
etal., 1984).
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Uno de los mecanismos que utilizan las plantas para contrarrestar los efectos de los
diferentes estreses abioticos es el incremento en los contenidos de prolina, reportado como
marcador para determinar si una planta tiene niveles altos niveles de estrés, de ahi la

importancia de su estudio.

Para determinar el contenido de prolina en raices y hojas de A. fourcroydes se utilizo la
metodologia descrita por Bates et al. (1973) modificada y reportada por Escalante (2020).
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Fig. 17 - Comparacion del contenido de prolina en hojas de A. fourcroydes
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de
crecimiento (DDC). Las barras indican la desviacion estandar. Los asteriscos
indican las principales diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante
la prueba de Tukey (n=63, P<0.01).

En la figura 17 se muestran los resultados del contenido de prolina en hojas de A.
fourcroydes tratadas con diferentes concentraciones de NaCl. Se puede observar que
existe una tendencia a que los contenidos de prolina incrementen a medida que
incrementan las concentraciones de NaCl, haciendo énfasis en la concentracion de 50 mM,
y con algunas excepciones, por ejemplo, las plantas sometidas a 25 mM, y que estos
incrementos dependen del tiempo en el cual la planta esta sometida a la presion del estrés
salino y de la concentracion de NaCl a la cual estan expuestas. De igual forma, el contenido

de prolina fue mayor en concentraciones menores a 150 mM de NaCl en los diferentes dias
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de tratamiento, siendo las de mayor contenido de prolina las plantas con 100 mM de NaCl
en el dia 30. Se puede sugerir que la acumulacion de prolina en esta especie ante estrés
salino es muy selectiva, los mayores contenidos no se presentan en las mayores
concentraciones de NaCl a excepcion del dia 30 de tratamiento en 100 mM de NaCl. Lo
mas probable es que la respuesta al estrés salino en esta especie sea diferente a otras

especies, e inclusive a plantas del mismo género.
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Fig. 18 - Comparacién del contenido de prolina en raices de A. fourcroydes
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl a diferentes dias de
crecimiento (DDC). Las barras indican la desviacion estandar. Los asteriscos
indican las principales diferencias (**valor mas alto, *valor mas bajo), mediante
la prueba de Tukey (n=63, P<0.01).

En la figura 18 se muestran los resultados del contenido de prolina en raices de A.
fourcroydes tratadas con las distintas concentraciones de NaCl. Se pudo observar que el
contenido de prolina aumentdé drasticamente con la concentracion mas alta de NaCl
(150mM) a los 60 dias. Por otro lado, el contenido de prolina fue muy similar en los demas
dias con las distintas concentraciones de NaCl, a excepcion del contenido de prolina en el
dia 30 con la concentracion de 150 mM y el dia 60 con la concentracion de 100 mM de

NaCl, donde dicho contenido fue mas bajo que en los demas tratamientos.
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Durante el estudio, se encontré que las concentraciones menores a 150 mM de NaCl en el
dia 60, resultaron en mayores niveles de prolina en todas las etapas del tratamiento. En el
dia 30, las plantas con una concentraciéon de 100 mM de NaCl mostraron el contenido mas

alto de prolina en comparacién con otras concentraciones evaluadas

Un estudio reciente por Derouiche et al., (2023) en tres especies de Aloe (A. vera, A.
brevifolia y A. arborescens) reportan un aumento de prolina bajo estrés salino. El contenido
mas alto de prolina se registré en Aloe brevifolia, lo que demuestra su adaptacion. La prolina
reduce el posible efecto osmoético, o que permite a las plantas soportar la falta de agua
(Nana, R., et., 2009). Resultados similares han sido reportados en arroz (Joseph et al.,
2015). También se observd que la prolina aumenta en hojas de Hibiscus tuberosus con
riego de agua de mar (Xiao-Hua et al., 2009), lo que probablemente reduce el potencial
hidrico foliar bajo estrés salino (Chu et al., 1974). También, se encontrd que la prolina se
acumula en plantulas de alcachofa de Jerusalén bajo estrés salino como una proteccion
contra el dano foliar (Huang et al., 2013), también se relaciona a este aminoacido con el
estrés por sequia (Delatorre-Herrera et al., 2010). Los estudios indican que la prolina,
siendo un aminoacido estable (Balibrea et al., 1999), se acumula en plantas de Aloe bajo
estrés hidrico, aunque menos notablemente que en otras especies como la soja, donde
puede aumentar hasta un 400% (Lobato et al., 2008). Estos estudios destacan el papel
crucial de la prolina como un mecanismo adaptativo en las plantas frente a diversas formas

de estrés ambiental, incluyendo la salinidad y la sequia.

En el caso de Agaves sp., Pefia-Valdivia et al., (2009) reportan que las raices de A.
salmiana acumulaban prolina de 1,6 a 2,1 mmol mg-1 de peso seco bajo condiciones de
estrés hidrico (-2,5 MPa). Ademas, Langlé-Arguello et al., (2019) investigaron los efectos
del déficit hidrico en las caracteristicas fisioldgicas, morfoldgicas y la generacion de prolina
en las raices y examinaron el impacto del riego restringido (-3,5 MPa) en ocho especies de
Agave. En plantas de la especie A. americana sometida a estrés hidrico (30% PEG y riego
restringido) los contenidos de prolina claramente incrementan a medida que el estrés
aumenta (Alfaro-Corres et al., 2023); el comportamiento de nuestro modelo es similar frente
a un estrés diferente, sin embargo, como se mostré en la Fig. 19 el contenido de prolina

aumentod en raices ante una alta concentracion de NaCl como lo fue 150mM en el dia 60.
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Fig. 19 - Efecto del NaCl sobre los niveles de expresion de los
genes de P5CS, P5CR y PDH en hojas de A. fourcroydes.

En la figura 19 se ilustran los resultados obtenidos al evaluar el efecto del NaCl sobre los
niveles de expresion de P5CS, P5CR y PDH en plantas de A. fourcroydes las cuales fueron
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (0, 50, 150 mM) durante 60 dias; y el gen
G3P fue utilizado como control de carga. Para determinar los niveles de los transcritos
implicados en el metabolismo de prolina, se realizé previamente una extraccion de ARN

total, asi como la sintesis de ADNc para cada tratamiento.

Para el gen P5CS, se observé un ligero incremento en los niveles de transcritos a medida
que aumentaba la concentracion de NaCl en donde 150 mM de NacCl, se pudo observar el

mayor nivel de expresiéon de P5CS.

Para el caso de P5CR (comparandolo con P5CS), hubo un aumento en la expresién de este

transcrito, siendo la de 50 mM de NaCl la de mayor expresion.

Por otro lado, con PDH, se pudo observar que el nivel de expresién disminuyo a 150 mM,
asi como también a OmM, por lo que 50mM fue la concentracion que obtuvo el nivel de

expresion mas alto.
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3.2 DISCUSION

Bergsten y colaboradores (2016), observaron variabilidad natural en la tolerancia a la
salinidad entre especies de agaves; siendo A. utahensis sensible, A. parryi y A. weberi.
especies tolerantes. Esta variabilidad puede explicarse por diferencias genéticas y
fisiologicas entre las especies, que les permiten contrarrestar el estrés por salinidad. La
sensibilidad de A. utahensis a la salinidad plantea desafios para su conservacion en
regiones donde la salinizacion de los suelos es un problema creciente. Es fundamental
considerar esta limitacion al seleccionar especies para proyectos de restauracion en areas
degradadas. Aunque el estudio no profundiza en los mecanismos fisioldgicos que subyacen
a la tolerancia a la salinidad en las especies de agaves, se pueden plantear algunas
hipétesis. Es probable que las especies tolerantes hayan desarrollado mecanismos para
limitar la absorcion de iones de sodio, para compartimentalizar los iones en vacuolas, o para
producir compuestos osmoprotectores que les permitan mantener el equilibrio hidrico. Tal
como fue en el caso de esta investigacion, en dénde se pudo observar que las plantas de
Agave fourcroydes demostraron cierta tolerancia a pesar de las altas concentraciones de
NaCl, mostrando algunos efectos del estrés salino sobre las caracteristicas morfolégicas,
tanto como en el numero de hojas, altura de la planta y peso fresco de raices. Sin embargo,
dada la naturaleza robusta de la especie y el tiempo de evaluacion, no se puede descartar
la posibilidad de que efectos mas sutiles a nivel fisiolégico y molecular se manifiesten con

el tiempo.

Por otra parte, Hernandez en 2019, evalud el efecto del riego con soluciones de NaCl,
Na,SO4y NaHCO; con 5, 10, 15y 20 dS'm -' en el crecimiento, y concentracién de azucares
y prolina de plantas de A. salmiana de 12 semanas de edad. El numero de hojas y el
crecimiento de las hojas nuevas no se afectaron con ningun nivel de salinidad de NaCl. En
cuanto a la acumulaciéon de biomasa, los tratamientos con NaCl y Na>SO4 no afectaron a
A. salmiana. Las concentraciones de azucares totales disminuyeron significativamente con
los tratamientos con NaCl y NaHCOas. Por otro lado, las diferencias en la concentracién de
prolina en hojas con el NaCl y NaHCOs; no fueron significativas, sin embargo, la
concentracion de prolina en la raiz incremento significativamente con NaCl, respecto a las
plantas testigo. Como conclusion obtuvieron que no existe relacion entre el contenido de
azucares totales y de prolina con la tolerancia al estrés salino de A. salmiana provocado

por Na;SO4 y NaHCOs;. Ademas, el aumento del contenido de prolina en las raices de A.
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salmiana muestra una relacién positiva con la tolerancia a la salinidad con 16.78 dS-m -' de
NaCl.

Por otro lado, Alfaro y colaboradores en 2023 obtuvieron como resultado que la
acumulacion de prolina en las plantas sometidas a riego restringido refuerza la idea de que
la prolina actia como un osmorregulador crucial en la respuesta al estrés hidrico. Los
hallazgos del estudio son coherentes con investigaciones anteriores que sugieren que la
prolina es un marcador confiable de estrés hidrico en plantas. Sin embargo, el aumento de
la concentracién de prolina en condiciones in vitro, comparado con las condiciones de suelo,
puede indicar diferencias en los mecanismos de adaptacién al estrés entre estos dos
entornos. Esto sugiere que las condiciones in vitro pueden inducir una respuesta de estrés
mas pronunciada. También el estudio evalué la respuesta de Agave americana L. al déficit
hidrico, comparando el efecto del riego restringido en condiciones de suelo con el uso de
polietilenglicol (PEG) in vitro. Los resultados mostraron una disminucién en la biomasa bajo
condiciones de déficit hidrico en ambos contextos. Comparaciones con estudios previos en
diferentes especies de Agave revelaron variaciones en la respuesta a la sequia, con
algunas especies mostrando un incremento en la biomasa de la raiz mientras que otras no.
La observacién de que especies como A. angustifolia, A. tequilana, A. asperrima, A.
lechuguilla, y A. striata aumentan la biomasa de la raiz bajo estrés hidrico. La capacidad de
aumentar la biomasa de la raiz puede ser una adaptacion especifica que permite una mayor
absorcion de agua en ciertas especies, lo cual puede ser crucial para su supervivencia en

condiciones aridas.

Moghbeli y colaboradores en 2012 mostraron un efecto contrastante hacia los resultados
obtenidos en esta investigacion respecto a el estrés salino, ya que, en su investigacion,
obtuvieron un impacto negativo en casi todas las caracteristicas evaluadas. En dicha
investigacion analizaron en la especie Aloe los efectos de la salinidad sobre el nimero de
hojas, la altura de la planta y el peso de la raiz, donde identificaron que la salinidad restringe
la capacidad de las plantas para crecer y desarrollarse de manera 6ptima. El efecto del
estrés salino se vuelve mas pronunciado con el tiempo, y las plantas sometidas a altos
niveles de salinidad experimentan una reduccion mas pronunciada. Esta tendencia es
relevante para entender como el estrés salino afecta a las plantas a lo largo de su desarrollo.
Los resultados de este estudio concuerdan con Shabala y Mackay (2011) que han

demostrado que la salinidad afecta negativamente el crecimiento de las plantas.
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Los resultados obtenidos en este trabajo, son consistentes con investigaciones previas que
documentan la reduccién en la altura de las hojas y el numero de brotes con el incremento
de salinidad en plantas como Aloe y Agave. Esta reduccion puede atribuirse a la toxicidad
de iones especificos (Na* y CI7) y a la dificultad de las plantas para mantener el equilibrio
hidrico y osmético bajo condiciones salinas (Munns y Tester, 2008). La disminucién en el
crecimiento y el rendimiento con mayores niveles de salinidad subraya la sensibilidad de
estas plantas a las condiciones de estrés salino. Por lo cual, la disminucién en la altura de
la planta, el peso de la planta, el peso de la hoja con el aumento de la salinidad y el tiempo
de muestreo refleja la influencia negativa del estrés salino prolongado. La disminucién
progresiva en estos parametros con el tiempo indica que las plantas no solo sufren de
efectos inmediatos negativos debido a la salinidad, sino que también experimentan una
acumulacion de estrés que afecta su crecimiento y produccion a largo plazo. Esto se puede
comparar con nuestros resultados, ya que el Agave fourcroydes es una especie que es
conocida por su lento crecimiento y su longevidad en donde los primeros afios, la planta se
dedica a desarrollar un sistema radicular fuerte y a producir hojas basales (Trujillo et al.,
2023). Se destaca que en base a esto y al compararlo con estudios previos, es necesario
que el analisis sobre el impacto de la salinidad en el henequén se extienda durante un
periodo mas largo, acorde con las etapas de su desarrollo y edad, para poder determinar
con mayor precision el impacto que tiene la salinidad a largo plazo en el desarrollo de esta

especie.

Mustafa (1995) encontré que niveles bajos de salinidad (0,1%) pueden promover el
crecimiento en Aloe vera, mientras que niveles mas altos (0,4%) tienen efectos negativos.
En este punto destacamos que esta especie tarda entre 18 y 24 meses en madurar por
completo en comparacion con el henequén que tarda entre 4 y 6 afios (Trujillo et al., 2023).
Esto sugiere que la tolerancia a la salinidad puede variar entre especies y que el impacto
de la salinidad puede ser mas severo de lo que se observa en estudios con diferentes

metodologias o condiciones experimentales.

Casierra-Posada y colaboradores en 2017, nos muestra que en Furcraea hexapetal la
acumulacion de materia seca en los tallos aumentd, mientras que en las hojas disminuy6
con el incremento en la concentracion de NaCl. Esto puede reflejar un mecanismo de
adaptacion donde la planta redirige recursos hacia estructuras menos afectadas por el

estrés salino. Asi mismo, se demostré que esta especie puede tolerar niveles de salinidad
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hasta 60 mM de NaCl sin efectos severos en el crecimiento o la composicion de las hojas.
Esto es relevante para la seleccidn de cultivos en suelos salinos, ya que esta especie podria
ser viable en regiones con niveles moderados de salinidad. Sin embargo, a concentraciones
mas altas (90 mmol de NaCl), la planta muestra signos evidentes de estrés, lo que limita su
viabilidad en condiciones mas salinas. La tolerancia de Furcraea hexapetala a niveles
moderados de salinidad concuerda con estudios que reportan la capacidad de algunas
especies de Agave y Aloe para manejar salinidad en suelos (Miyamoto, 2008; Schuch y
Kelly, 2008). Sin embargo, la respuesta ante concentraciones mas altas de NaCl refuerza
la idea de que, aunque algunas especies sean tolerantes, estas aun tienen limites en su

capacidad para soportar niveles elevados o prolongados de salinidad.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

3.3 CONCLUSIONES GENERALES

1. La altura de hojas, numero de hojas, peso fresco de hojas y raices

fue disminuyendo a medida que las concentraciones de NaCL aumentaban.

2. Larelacion K*/Na* en hojas es diferente que, en raices, indicando que las raices
acumulan mas Na* que K*, mientras que en hojas la relacion sucede de manera

inversa, protegiendo a las hojas de la toxicidad por estrés salino.

3. El contenido de prolina en hojas depende de la concentracion de NaCl aplicada
siendo la concentracion de 150 mM la que produce un incremento de este
aminoacido durante el tiempo de estrés al que se somete, en este caso hasta 60

dias.

4. EIl contenido de prolina en raices no depende de las concentraciones de Na*
aplicada, solo hay un incremento significativo a los 60 dias de cultivo y a 150
mM de NaCl, lo que pudiera indicar que solo hay una respuesta significativa a

tenores altos de salinidad.

5. El efecto de 150mM de NaCl sobre los niveles de expresion de P5CS y P5CR
fue similar al nivel de expresion del gen G3P, Sin embargo, el nivel de expresion

de PDH disminuyo.

6. Los resultados obtenidos para corroborar la tolerancia a la salinidad de la

especie Agave fourcroydes no son concluyentes.
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3.4 PERSPECTIVAS

1. Corroborar la relacion entre la expresion de los genes y el nivel de Prolina en A.

fourcroydes bajo estrés por salinidad.

2. Realizar los mismos estudios bajo condiciones in vitro para conocer el posible

comportamiento de A. fourcroydes.

3. Para una comprension mas completa de la dinamica del contenido de K* y Na* en
raices de A. fourcroydes, se podrian realizar investigaciones adicionales que
consideren variables y factores relevantes como las caracteristicas del suelo, las

practicas de riego o las condiciones climaticas.

4. Seria imprescindible analizar e investigar que otros mecanismos de tolerancia tiene
henequén ante la salinidad y como el metabolismo de la planta puede influir en

dichos mecanismos.

5. Aunque se pudo identificar que la prolina desempeid un papel en la respuesta del
A. fourcroydes al estrés salino, seria interesante realizar la evaluacion de los efectos

de NaCl a largo plazo.
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