UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
CAMPUS LOS ANGELES
ESCUELA DE CIENCIAS Y TECNOLOGIAS

Departamento de Ciencias y Tecnhologia Vegetal

RESPUESTAS DIFERENCIALES EN LA TOLERANCIA A LA SALINIDAD
EN POBLACIONES DE Colobanthus quitensis Kunth (Bartl.).

MEMORIA DE TiTULO PARA
OPTAR AL TITULO DE INGENIERO

EN BIOTECNOLOGIA VEGETAL

FRANCISCA BELEN ARROYO MARIN
LOS ANGELES - CHILE

2023



RESPUESTAS DIFERENCIALES EN LA TOLERANCIA A LA SALINIDAD EN
POBLACIONES DE Colobanthus quitensis Kunth (Bartl.).

Alumna

Profesora Guia

Profesor Co-guia

Jefe de Carrera

Directora de Departamento

Francisca Belén Arroyo Marin

Ingeniero en Biotecnologia Vegetal

Dra. Marely Cuba Diaz
Profesor Titular

Bidlogo

Dr. Ariel Salvatierra Castro
Investigador Centro de Estudios Avanzados en
Fruticultura (CEAF)

Tecnologo Médico

Doctor en Ciencias, M. Ingenieria Genética Vegetal

Ing. Pedro Lindor Quiroz Hernandez
Profesor Instructor

Ingeniero en Ejecucién forestal

Dra. Marely Cuba Diaz
Profesor Titular

Biélogo






AGRADECIMIENTOS

Al mirar hacia atras y ver el largo camino recorrido en mi formacién profesional, solo me

gueda agradecer a las personas que formaron parte de este largo proceso.

Primero agradecer a mis Padres, por su amor y apoyo incondicional, por los valores
entregados, por cada palabra de aliento cuando veia todo cuesta arriba y por, sobre todo,

ensefiarme que perseverando se pueden cumplir los suefios.

Agradecer también a mi hermana y futura colega Maria José, mi compafiera de vida, de
alegrias, tristezas, locuras y aventuras, gracias por tu contencion y apoyo incondicional en
este proceso, por ser mi cable a tierra, por animarme y a veces retarme cuando queria tirar

todo por la borda.

Agradecer a mi profesora guia Marely Cuba Diaz, quien, a pesar de ser una persona muy
ocupada en su dia a dia, con toda la entrega y paciencia del mundo me ayudo, apoyo y

aconsejo para poder llevar a cabo esta investigacion.

También agradezco a todos los docentes que brindaron sus conocimientos, apoyo y

sabiduria a lo largo de mis estudios universitarios.

Y como no agradecer también a mis amigos y compafieros de carrera Paula, Sergio,
Christian y a todas las personitas que forman parte del Laboratorio de Biotecnologia y
Estudios Ambientales, por el tiempo compartido, la buena disposicion, las risas, anécdotas

y por sobre todo la buena onda.

Finalmente agradecer al proyecto VIRD N°220.418.012-INV el cual hizo posible esta

investigacion.



INDICE GENERAL

N =T 0] 16 o0 [N R 18
2 REVISION BIBLIOGRAFICA ...ttt 21
2.1 Efecto del estrés salino en plantas ........ccccceeiiiiiiiiiiiiiieeiiciee e 21
2.2 Mecanismos de tolerancia a la salinidad en plantas ............cccccooviiiiieeiinnnnnnn. 22
2.3 EQUIlIDIIO OSMOLICO ..o 24
2.4 TOXICIOAA TOMICE 1. ittt ittt e e et ettt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s nnnenbbeeeeeees 24
2.5 ESIr@S OXI@LIVO ..ooiiii ittt ettt et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e 24
2.6 ColobaNtNUS QUITENSIS ... ..ttt ettt ettt ettt e e e e e e e e e eeeeeennnnnaes 25
2.6.1  DISTIDUCION ceeiiiiiiiiiiieeeeee ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 25
2.6.2 Morfologia de [@ ESPECIE ..cooeeiieeeeeeie et e e e e e e 25
2.6.3 Variabilidad morfologica de C. QUITENSIS ...coiviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 26
2.6.4 Antecedentes de estudios previos relacionados con salinidad............... 27

B HIPOTESIS ..ttt ittt etttk h s et ek e R 2Rt ARttt en e 29
4 OBUIETIVOS . ittt et et e eean s 29
5 MATERIALES Y METODOS ......coooiiiiiiitiiie e eitaitae e eeeaeeanasaneesreeeteseseeseeaessesanes 30
5.1  Material VEOETA ...... oottt bttt e 30

5.2 Evaluacion morfo-fisiologica en plantas in vitro de C. quitensis (Experimento

5.2.1 Medios de cultivo para propagacion de material vegetal in vitro............. 31

5.2.2 Ensayo de salinidad para plantulas in vitro de 5 poblaciones de C.

(0T O TN =] RS TE PTPPOPUPPPPPPPPPPPPRTRN 32

5.2.3 Evaluaciones morfo-fisiolégicas en 5 poblaciones de C. quitensis. ....... 32
5.2.4 Cuantificacion deiones Na™/ K ... 33
5.3 Ensayo de tolerancia a concentraciones altas de NaCl (Experimento 2)....... 34



5.3.1

5.3.2

5.3.3

Material vegetal y medios de CUltiVO. .......ccouviiiiiiiiiiiic e 34

Ensayo de evaluacién a la tolerancia de NaCl en poblaciones de C.
JUITENSIS . ittt ettt e e e e e e ettt e et bbb e e e e e e e e e e e e e eeennnnnnans 34

Evaluaciones morfo-fisiolégicas en 3 poblaciones de C. quitensis. ....... 34

5.4 Evaluacién de la tolerancia en plantulas recién germinadas (Experimento 3)..

............................................................................................................................. 35

5.4.1 Material Vegetal...........oiiiiiiiiiii i 35

5.4.2 Desinfeccion de Semillas ...t 35

5.4.3 Medios de cultivo para germinacion y tratamiento con NaCl. .................. 35
5.4.4 Ensayo de tolerancia a NaCl de semillas germinadas para 5 poblaciones

(0 LI O o LU L =T ST 36

5.5  ANAliSiS @SIAUISTICOS. ... ..ccoiiiiiiiiiii ettt a e et et 37

B  RESULT ADOS ... e et e et et e et et e e e st et et e e e en e e enn e e eennaenee 38

6.1 Experimento 1: Evaluacion morfo-fisiolégica en plantas in vitro de C.

[0 LU T 0 = S PPN 38
6.1.1 Aparicion de botones floralesS.........ccoooeiiiiiiiiii i 38
6.1.2  MOTTAITAAM ..cooeiieiiii ettt bbb e e e e e e e e e e e e e eenenennaaas 38
G0 G T O o T o ] 1 S PP PPPPPPPPPPPPPPPPP 39
00 I S oY o 10 Lo o ] - T 42
6.1.5 Longitud radiCUlar ... ... e 43
6.1.6  BIiOMASA tOTAl ...oovviiiiiiiiiiiiei e 44
6.1.7 Contenido de iones presentes en las diferentes poblaciones de C.

(o LU T = PP 44

6.2 Experimento 2: Ensayo de tolerancia a concentraciones altas de NaCl......... 47
6.2.1  MOTTAIAAG ..o 47
B.2.2  ClOTOSIS 1ttt ittt ettt e e e e e e e e e e e e 47



6.2.3  LoNQitud radiCUlAr .......coeeiiiiiie e 49

6.2.4  BIiOmMaASa FOlIAr ......uuii s 50
6.2.5 Biomasa radiCUlar...........oooiiiiiiiiii e 51
6.2.6 Eficiencia fotosintética (FV/FM) ......cooieiiiiiiiii e 52
6.2.7 indice de rendimiento fotoSiNtELtICO (P1) .....c.coveueeeeeeieeeeee e, 52

6.3 Experimento 3: Evaluacion de la tolerancia en plantulas recién germinadas. 53

G 20 B 1Y (o =0 = o P PPRRRRURPUPRPPTRR 54
TR 20 O o T o 1] 1= PP PPPPUPUPPUPUPPPTP 54
6.3.3  LONQItUd FAAICUIAE ..eeii e e e e e e e e e e e e eaanaas 55
6.3.4  BIOMAS@A LOTAI ..oviiiiiiiii ittt 56
7 DISCUSION . ... ittt it ietestnceeeeeteeeee st st s b st e e s et A2 ek e bt et e R eb bttt ee et ene e e e e 58

7.1 Experimentol: Evaluacion morfo-fisiologica en plantas in vitro de C. quitensis

7.2 Experimento 2: Ensayo de tolerancia a concentraciones altas de NaCl. ....... 62

7.3 Experimento 3: Evaluacion de la tolerancia en plantulas recién germinadas. ..

............................................................................................................................. 64
8 CONCLUSIONES ....cooiiiitiesietieneeeeeeeeesineeeeesese et aensasessasssnnsannasesesssssnsnesesessssensessensnns 67
9 BIBLIOGRAFIA ... .o ettt e eae s s e e e stn et et eateanee e eaeansensessesreaneeanes 69
0 T YN0 1RO 80



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Sitios de recoleccion de las poblaciones de Colobanthus quitensis. ................... 30

Tabla 2: Escala de clorosis establecida para evaluacion de plantulas de Colobanthus

[0 011 1=T 0 ] TP SSPPPPPPPTP 33

Tabla 3: Mortalidad en las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). Se evaluaron todos

[0S tratamieNtoS @ 10S 40 TIaS. .. cuee i 47

Tabla 4: Mortalidad en las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis recién
germinadas sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM vy

400mM). Se evaluaron todos los tratamientos a 10s 15 dias. .......ccccceeeeeeeiiiiiiieiccciiieee, 54



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Mapa de ubicacién de los sitios de muestreo estudiados de Colobanthus quitensis:
a) Ubicacion geografica de las poblaciones de América del Sur, b) mapa de contorno del
pasaje de Drake y, c) el area de ampliacion del archipiélago de las Shetland del Sur con la
isla Rey Jorge y laisla Livingston. Poblacion La Vega (pV); poblacion Laredo (pL); poblacion
La Marisma (pPA); poblacion Arctowski (pA); poblacién Punta Hannah (pH). Modificado de
(o Tol = A= 1B 20 ) PPN 31

Figura 2: Numero de botones florales en plantas de Colobanthus quitensis en las cinco
poblaciones estudiadas, sometidas a diferentes concentraciones de NaCl a los 60 dias.
Valores expresados en numeros de botones florales. Poblacion Arctowski (pA); poblacién
Punta Hannah (pH); poblacién La Marisma (pPA); poblacion Laredo (pL); poblacion La Vega
(0 Y TS 39

Figura 3: Porcentaje de mortalidad acumulado para cada tratamiento salino en poblaciones
de Colobanthus quitensis. Evaluacion de mortalidad por poblacién cada 15 dias hasta el dia
60. Poblacion Arctowski (pA); poblacion Punta Hannah (pH); poblacion La Marisma (pPA);
poblacion Laredo (pL); poblacion La Vega (PV)......cvieeeeeiiiiieeeeeeiiieeees e e eeeeiieaeeeeeananas 40

Figura 4: Clorosis para cada tratamiento salino en poblaciones de Colobanthus quitensis.
a) poblacion Arctowski (pA); b) poblacion Punta Hannah (pH); c) poblacion La Marisma
(pPA); d) poblacion Laredo (pL); e) poblacién La Vega (pV). El porcentaje de clorosis se
relaciona con el promedio de plantas que presentan amarillamiento segun Tabla 2. Se

evaluaron todos los tratamientos a los 60 dias del ensay0..................oovvvciiiiiiiieeeeeeeeen, 41

Figura 5: Longitud foliar de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas
a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM). a)
poblacién Arctowski (pA); b) poblacion Punta Hannah (pH); c) poblacion La Marisma (pPA);
d) poblacion Laredo (pL); e) poblacion La Vega (pV). Se evaluaron todos los tratamientos a

los 60 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05). ..........ccccccvevrreennnn. 42

Figura 6: Longitud radicular de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM).
a) poblacion Arctowski (pA); b) poblacion Punta Hannah (pH); c) poblacién La Marisma

8



(pPA); d) poblacion Laredo (pL); e) poblacion La Vega (pV). Se evaluaron todos los

tratamientos a los 60 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05). ....43

Figura 7: Biomasa de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM). a) poblacion
Arctowski (pA); b) poblacion Punta Hannah (pH); c) poblacién La Marisma (pPA); d)
poblacion Laredo (pL); e) poblacién La Vega(pV). Se evaluaron todos los tratamientos a los

60 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05). .........cccccvveieviieeriennnnn. 44

Figura 8: Contenido de iones Nat+ y K+ presentes en plantas de Colobanthus quitensis
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM).
pA. poblacion Arctowski; pH. poblacion Punta Hannah; pPA. poblacion La Marisma; pL.

poblacion Laredo; pV. poblacion La VEega. .........ccoovveeieiiiiiiiiiiaae e e e eeeeeee e e e e e e e 46

Figura 9: Clorosis en poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a diferentes
concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a) poblacién Punta Hannah
(pH); b) poblacién La Marisma (pPA); c) poblacion La Vega. El porcentaje de clorosis se
relaciona con el total de las plantas que presentan amarillamiento. Se evaluaron todos los

tratamientos a 10S 40 dias A€l ENSAYO. ........uuurriiiiiiiiiiiiiiii ittt 48

Figura 10: Longitud radicular de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacién Punta Hannah; b) poblacion La Marisma; ¢) poblacion La Vega. Se evaluaron
todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias significativas
(0 O 01 T P PPPPP 49

Figura 11: Biomasa foliar de diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a) poblacion Punta
Hannah; b) poblacion La Marisma; c) poblacion La Vega. Se evaluaron todos los

tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05). ....50

Figura 12: Biomasa radicular de diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacion Punta Hannah (pH); b) poblacién La Marisma (pPA); c) poblacion La Vega (pV).



Se evaluaron todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias

SIGNIfICALIVAS (P>0,05). ..iiiiiiiiii e e e e e e 51

Figura 13: Eficiencia fotosintética de tres poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas
a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a) poblacién Punta
Hannah (pH); b) poblacién La Marisma (pPA); c) poblacion La Vega (pV). Se evaluaron
todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias significativas
(O O 01 TSSO PPPPPP 52

Figura 14: indice de rendimiento fotosintético (Pl) de tres poblaciones de Colobanthus
quitensis sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM vy
400mM). a) poblacion Punta Hannah (pH); b) poblacion La Marisma (pPA); c) poblacion La
Vega (pV). Se evaluaron todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican
diferencias significativas (P>0,05). ... i 53

Figura 15: Clorosis en las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis recién
germinadas sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM vy
400mM). a) poblacién La Marisma (pPA); b) poblacion Laredo (pL). El porcentaje de clorosis
se relaciona con el total de las plantas que presentan amarillamiento. Se evaluaron todos

los tratamientos a 10S 15 dias del €NSAY0. ...coeecoiiiiiiiiiie i et 55

Figura 16: Longitud radicular en poblaciones de Colobanthus quitensis recién germinadas
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacion La Marisma (pPA); b) poblacién Laredo (pL). Se evaluaron todos los tratamientos
a los 15 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p>0,05). ........cccccccverrnnn. 56

Figura 17: Biomasa total en poblaciones de Colobanthus quitensis recién germinadas
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacion La Marisma (pPA); b) poblacion Laredo (pL). Se evaluaron todos los tratamientos

a los 15 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p>0,05). ........cccccceveerenn. 57

10



Figura Anexo 1: Registro fotografico poblacion Arctowski (pA) para determinacion de
clorosis en evaluaciones morfo-fisiologicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis

sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM).

Figura Anexo 2: Registro fotografico poblacion Punta Hannah (pH) para determinacién de
clorosis en evaluaciones morfo-fisiologicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis

sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM).

Figura Anexo 3: Registro fotografico poblacion La Marisma (pPA) para determinacion de
clorosis en evaluaciones morfo-fisiolégicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis

sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM).

Figura Anexo 4: Registro fotografico poblacion Laredo (pL) para determinacion de clorosis
en evaluaciones morfo-fisiolégicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM)................. 83

Figura Anexo 5: Registro fotografico poblacion La Vega (pV) para determinacién de clorosis
en evaluaciones morfo-fisiologicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM). ............... 84

Figura Anexo 6: Presencia de semillas viables germinando en botones florales de

Colobanthus quitensis Propagado N VITFO. ......uceeeurrn.eeeeeiuii e eeaaannn e eeeeentaeeeeeennnaeeeeeennnnnes 85

Figura Anexo 7: Registro fotogréafico de ensayo de tolerancia a NaCl con 3 poblaciones de
Colobanthus quitensis in vitro. pH. Poblacion Punta Hannah; pPA. Poblacion La Marisma,;

(O AV =lo] o] F= Tt (o ] o N I AV =T - USSR 86

Figura Anexo 8: Registro fotografico de ensayo de tolerancia a NaCl de plantulas recién

germinadas de Colobanthus quitensis. pPA. Poblacién La Marisma..........ccccoeevvveeeeeenenn.e. 87

Figura Anexo 9: Registro fotografico de ensayo de tolerancia a NaCl con plantulas recién

germinadas de Colobanthus quitensis. pL. Poblacion Laredo. ...........ccccceeeeevviiiiiieeeeeninnnn. 87

11



Figura Anexo 10: Porcentaje de germinacion de 5 poblaciones estudiadas de Colobanthus
quitensis. pA. poblacién Arctowski; pH. poblacion Punta Hannah; pPA. poblacién La
Marisma; pL. poblacién Laredo; pV. poblacion La Vega. .......cccceevveieeeiiiiiiieiiiiciiee e 88

12



LISTA DE ABREVIATURAS

o AlIA

e ANOVA
e APX
e BAP
o CAT
e CI

e FV/IFm
e g/L

e GPX
e GST
e HXO»
e K*

e mg/L
e mM

e msnm
e M

e MS

e Na*

e NaCl
o Oy

e pA

e pH

e pL

e pPA

e pVv

e p

o PI

e ROS

Acido Indol-3-acético
Analisis de varianza
Ascorbato peroxidasa
6-bencilaminopurina
Catalasa

lon cloruro

Eficiencia fotosintética
Gramo por litro
Glutation peroxidasa
Glutation-s-transferasa
Perdxido de hidrégeno
lon potasio

Miligramo por litro
Milimolar

Metro sobre el nivel del mar

Molar

Medio de cultivo Murashige Skoog

lon sodio

Cloruro de sodio

lon superoxido
Poblacion Arctowski
Poblacion Punta Hannah
Poblacion Laredo
Poblacion La Marisma
Poblacion La Vega

Valor p

Rendimiento fotosintético

Especies reactivas de oxigeno

13






RESUMEN

Las plantas, al ser organismos sésiles, estan constantemente expuestas a diferentes
agentes bioticos y abidticos que pueden causarle estrés, siendo la salinidad uno de los mas
perjudicial. Este tipo de estrés lo perciben las plantas por medio de la salinidad presente en
los suelos, causandoles alteraciones fisioldgicas y metabdlicas que afectan negativamente
su crecimiento y desarrollo, conduciendo a reducciones en la biomasa y el tamafio de las
plantas, fases vegetativas prolongadas, y en muchos casos, reducciéon en el rendimiento y
la muerte por estrés hidrico. Diferenciar mecanismos de respuestas entre variedades o
poblaciones de especies que presentan diferentes rangos de tolerancia, es vital para
comprender los mecanismos de respuestas a salinidad en plantas. Por lo que en esta
investigacion se utilizaron variables morfo-fisiolégicas para establecer diferencias en la
tolerancia, o sensibilidad, a la salinidad en poblaciones de la especie extremdfila

Colobanthus quitensis a partir de un estudio en condiciones controladas (in vitro).

Las poblaciones de C. quitensis se distribuyen en zonas costeras (latitudes mayores) y de
mayor altitud (latitudes menores). Las costeras son expuestas a salinidad por medio de
inundacién o spray marino, por lo que se hipotetiza que éstas tendrian mayor tolerancia a
la salinidad que las que crecen lejanas a la costa o mayor altitud. Se realizaron tres
experimentos en condiciones controladas en presencia de salinidad, para 5 poblaciones de
C. quitensis (tres de zonas magallanicas, dos de costa y una de pradera; y otras dos de
costa de zonas antarticas) con el fin de identificar y categorizar las distintas poblaciones en
tolerantes o sensibles segun su respuesta morfo-fisiolégica. Se evaluaron concentraciones
medias-bajas de NaCl (OmM, 50mM 100mM, 150mM y 200mM), concentraciones altas de
NaCl (300mM y 400mM) en plantulas in vitro y recién germinadas. Estas ultimas solo en
tratamientos salinos de alta concentracion. Las poblaciones magallanicas presentaron una
mejor tolerancia al incremento de las concentraciones de NaCl, mientras que las
poblaciones antarticas presentaron reduccién en la biomasa y el crecimiento radicular,
proponiéndose que estas pudiesen ser menos tolerantes a la salinidad. Por otro lado, las
poblaciones pV, pL y pPA, mostraron contenidos estables de iones K* con el incremento de

los iones Na*, lo que también podria indicar una mayor tolerancia en estas poblaciones. Las
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poblaciones pH, pPA y pV mostraron sobrevida y poca variacion morfo-fisiolégica hasta los

400mM de NaCl mostrando tolerancia de la especie hasta esa concentracion salina.
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ABSTRACT

Plants, being sessile organisms, are constantly exposed to different biotic and abiotic agents
that can cause stress, salinity being one of the most detrimental. This type of stress is
perceived by plants through the salinity present in soils, causing physiological and metabolic
alterations that negatively affect their growth and development, leading to reductions in
biomass and plant size, prolonged vegetative phases, and in many cases, reduction in yield
and death due to water stress. Differentiating response mechanisms among varieties or
populations of species with different tolerance ranges is vital to understand the mechanisms
of salinity responses in plants. Therefore, in this research, morpho-physiological variables
were used to establish differences in tolerance, or sensitivity, to salinity in populations of the
extremophilic species Colobanthus quitensis from a study under controlled conditions (in

vitro).

The populations of C. quitensis are distributed in coastal areas (higher latitudes) and higher
altitudes (lower latitudes). Coastal populations are exposed to salinity through flooding or
sea spray, so it is hypothesized that these would have greater tolerance to salinity than those
growing far from the coast or at higher altitudes. Three experiments were carried out under
controlled conditions in the presence of salinity, for 5 populations of C. quitensis (three from
Magellanic areas, two from the coast and one from the prairie; and another two from the
coast of Antarctic areas) in order to identify and categorize the different populations as
tolerant or sensitive according to their morpho-physiological response. Low-medium NaCl
concentrations (OmM, 50mM, 100mM, 150mM and 200mM), high NaCl concentrations
(300mM and 400mM) were evaluated in in vitro and newly germinated seedlings. The latter
only in high concentration saline treatments. Magellanic populations showed better tolerance
to increased NaCl concentrations, while Antarctic populations showed reduced biomass and
root growth, suggesting that they may be less tolerant to salinity. On the other hand, the pV,
pL and pPA populations showed stable K+ ion contents with increasing Na+ ions, which
could also indicate a greater tolerance in these populations. The pH, pPA and pV populations
showed survival and little morpho-physiological variation up to 400 mM NaCl, showing

tolerance of the species up to this salinity concentration.
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1 INTRODUCCION

Las plantas, al ser organismos sésiles, estan constantemente expuestas a diferentes tipos
de estrés bidtico y abidtico. Uno de los mas importantes es el estrés salino, el cual produce
alteraciones fisiologicas y metabdlicas, afectando negativamente el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Aguero, 2018), ocasionando la pérdida de turgencia en las hojas, marchitez,
clorosis (Kotagiri y Kolluru, 2017), deficiencias nutricionales y toxicidad por iones Na* y CI-
(Sharif et al., 2019). Ademas, el estrés salino, viene acompafiado por el estrés oxidativo
debido a la alta produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales interfieren
en el metabolismo normal de las células y causan dafio oxidando en proteinas, ADN, lipidos

y otras macromoléculas (Sarker et al., 2018).

La intensificacion en la investigacion basica y la comprension a fondo de como se producen
las respuestas al estrés salino y los mecanismos de tolerancia a esta condicion abidtica en
plantas, permitird proponer medidas para evitar el dafio de manera efectiva y mejorar la
tolerancia a la salinidad en cultivos de interés econémico (Khan et al., 2016). Las variables
e indicadores asociados con la germinacion, crecimiento de plantulas, desarrollo y
estructura radicular, son criterios ampliamente usados para la seleccion de especies,
genotipos, variedades o cultivares tolerantes a la salinidad (Munns & Tester, 2008). El estrés
salino regula en gran medida la formacién y el desarrollo de los pelos radiculares lo que
podria indicar una funcion en la deteccion de sefnales ambientales sobre las cuales las
plantas se adaptan en condiciones de estrés (Robin et al., 2016). Las plantas para superar
estas condiciones salinas modifican la arquitectura de su raiz para reducir las areas

expuestas al estrés por sal (Gallace, 2020).

En la actualidad, existen numerosas publicaciones sobre la superficie de suelo afectada por
la salinidad, estimandose en unos 1000 millones de hectareas (lvushkin et al., 2019). Se ha
evidenciado que en especies que habitan en marismas, dunas y manglares la capacidad
para tolerar la salinidad depende en gran medida de la zona en donde crecen las plantulas
y de las formas de contacto de estas especies con la salinidad. Colobanthus quitensis Kunth.
(Bartl) (Caryophyllaceae), es la unica planta dicotiledénea que vive de forma natural en la

Antartica y, ademas, se distribuye por la cordillera de Los Andes hasta el sur de México
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(Cuba-Diaz et al., 2019). En esta especie, se ha descrito una tolerancia moderada a la
salinidad (Cuba-Diaz, et al., 2017), ademas de mecanismos de tolerancia relacionados con
temperaturas congelantes, altas intensidades luminicas, fuertes vientos y adaptacion al
cambio climatico, considerandose en algunos casos el desarrollo de ecotipos (Gianoli et al.,
2004; Torres-Diaz et al., 2016). Ademds, esta especie muestra una considerable
variabilidad genética y fenotipica entre y dentro de sus poblaciones (Cuba-Diaz, et al., 2017)
por lo que seria interesante estudiar las diferentes formas en la que estas poblaciones se
encuentran expuestas a la salinidad. Todo lo anteriormente mencionado, ha llevado a
considerar la especie como un excelente candidato en estudios de mecanismos de
tolerancia a condiciones abidticas extremas. En varios de sus habitats, C. quitensis esta
expuesta a condiciones de salinidad, ya sea por embate directo de las olas, espray marino
0 mareas altas (Rajaniemi y Barrett, 2018). Junto con los mecanismos de resistencia a la
congelacion, se han producido otras adaptaciones bioquimicas y morfo-fisiolégicas durante
la evolucion, lo que permitio la supervivencia y propagacion en el duro entorno antartico
(Bertini et al., 2022). En condiciones controladas, individuos de varias poblaciones han
revelado respuestas morfo-fisiologicas y bioquimicas diferenciadas, mientras algunos
regulan su crecimiento sin efectos negativos otros realizan ajustes en la sintesis de
compuestos compatibles como prolina o azucares, o despliegan mecanismos de
detoxificacion celular por incremento de actividades enzimaticas relacionadas con
regulacion de los niveles de ROS (Castel, 2015; Klagges, 2015; Cuba-Diaz et al., 2017;
Arriagada, 2017).

Como ya se ha descrito el desarrollo de ecotipos para ciertos factores ambientales y la
respuesta a la salinidad en esta especie (Castel, 2015; Klagges, 2015), se puede suponer
gue la respuesta poblacional diferenciada a la salinidad podria estar mas asociada con
adaptaciones a los sitios de procedencia que a la tolerancia intrinseca de la especie,
encontrando poblaciones sensibles y tolerantes a lo largo de su distribucion. Por otro lado,
la respuesta en poblaciones tolerantes también podria asociarse con el tipo de mecanismo
de respuesta que estas poseen, las cuales varian segun la incidencia de salinidad en su
habitat, dependiendo de la forma en la que reciben la influencia marina. En este estudio
desarrollado a partir del proyecto VIRD N° 220.418.012-INV titulado “Estudio de los
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mecanismos diferenciales de tolerancia a salinidad en poblaciones de Colobanthus
quitensis”, se estudiaran cinco poblaciones de C. quitensis para diferenciar si son sensibles
o tolerantes a la salinidad en base a las respuestas morfo-fisioldgicas frente a diferentes

concentraciones de NaCl en condiciones controladas.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Efecto del estrés salino en plantas

La salinidad es la medida de la cantidad de sal presente en el suelo y el agua. Afecta
alrededor del 20% de la tierra en todo el mundo, siendo la mayoria areas cultivables en
donde las condiciones salinas se pueden atribuir a los efectos del agua de mar o al riego

con agua que tiene cantidades excesivas de cloruro de sodio (NaCl) (Liu et al., 2020).

Esta problematica ha causado un impacto negativo en las funciones morfolégicas y
biogquimicas de las plantas, perjudicando su crecimiento y desarrollo a través del estrés
hidrico, la citotoxicidad debido a la absorcion excesiva de iones como el sodio (Na*) y el
cloruro (CI) y el desequilibrio nutricional (Isayenkov y Maathuis, 2019), dando como
resultado plantas de menor tamafo, fases vegetativas prolongadas y en muchos casos la
muerte por estrés hidrico (Garcia et al., 2018), lo cual limita su produccion de biomasa y
distribucion espacial (Sanchez-Bernal et al., 2020). Ademas, se genera una reduccion en el
rendimiento, comprometiendo la calidad y cantidad de los productos vegetales (Zorb et al.,
2019).

La salinidad del suelo, ademas de influir negativamente en las plantas, también influye en
la productividad agricola y la calidad del suelo y del agua, particularmente en las regiones
aridas y semiaridas, lo que provoca la pérdida de areas cultivables y la degradacion de la
tierra (Balkanlou et al., 2020). En estas areas, las sales tienden a acumularse en el suelo
debido a las elevadas condiciones de evaporacion que elevan el estrés osmotico e influyen
negativamente en la disponibilidad de agua del suelo para las plantas (Talat, 2020). Las
condiciones climaticas cambiantes determinadas por el calentamiento global y el aumento
de la aridez contribuiran a la salinizacion de los suelos hidro morficos (Okur y Orcen, 2020)
y empeoraran en muchas regiones debido al cambio climatico (Zorb et al., 2019). El
aumento de la temperatura provoca una expansion de la evapotranspiracion, y la
disminucién de la precipitacion provoca una reduccién en la capacidad de lixiviaciéon de sal

de la precipitaciéon (Minhas et al., 2020).

Tanto la tolerancia como la sensibilidad a la sal de un cultivo especifico dependen de su
capacidad para extraer agua y nutrientes de los suelos salinos y para evitar la acumulacion

excesiva de iones de sal en los tejidos (Kaleem et al., 2018). La acumulacion de iones puede
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causar una reduccién en las concentraciones citoplasmaticas de K*y deficiencias en las
concentraciones de Ca?*, Mg?*, y NOs", o las de otros minerales, en tejidos vegetales (Liu
et al., 2020) dando como resultado un desequilibrio i6nico (Isayenkov y Maathuis 2019).
Esta reduccién puede deberse principalmente a que los sitios de absorcion de K* en la raiz

también absorben Na* del suelo, originando asi, un antagonismo (Saldafa et al., 2017).

Las plantas evaluan las condiciones de estrés, transmiten las sefiales de estrés especificas
y luego inician la respuesta contra ese estrés (Kaleem et al., 2018). Es por esto por lo que
han desarrollado una serie de adaptaciones para tolerar la salinidad, incluyendo cambios
morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares (Rahneshan et al., 2018), que regulan
la adaptacion y tolerancia de las plantas al estrés por salinidad. Estos cambios afectan el
crecimiento y desarrollo de la planta en diferentes niveles de organizacion, por ejemplo,
pueden reducir la ganancia de carbono fotosintético y la tasa de crecimiento de la hoja,
aumentando la relacion raiz/parte aérea y el contenido de clorofila, ademas de cambios en
la anatomia de la hoja que finalmente conducen a la prevencion de la toxicidad de los iones,
manteniendo y limitando la pérdida de agua para proteger el proceso de fotosintesis (Kumar
et al., 2018).

2.2 Mecanismos de tolerancia a la salinidad en plantas

La tolerancia a la salinidad varia de unas plantas a otras (Zorb et al., 2019), por lo que se
pueden diferenciar dos tipos de plantas en funcion a la tolerancia a la sal: haldfitas y
glicéfitas. Las haldfitas son aquellas plantas resistentes o tolerantes a la sal y pueden
completar su ciclo de vida en suelos que contengan mas de 200 mM de NaCl (Meng et al.,
2018). Durante la evolucién, han desarrollado diferentes estrategias morfoldgicas,
anatémicas y fisiolégicas para poder proliferar en ambientes con alto contenido de sal
(Grigore et al., 2014), generando mecanismos fisioldgicos y moleculares que incluyen la
acumulacion de solutos compatibles, la regulacion de la absorcion de iones y la sintesis de
enzimas antioxidantes (Zhang y Shi, 2013; Gupta y Huang, 2014; Rahman et al., 2021). Por
otra parte, estan las glicofitas, y son aquellas plantas afectadas por la salinidad e incapaces

de soportar altas concentraciones salinas como lo hacen las halofitas (Ismail y Horie, 2017).

Segun Santos et al., (2016). La tolerancia a la sal entre las plantas es una variable continua,

con especies que difieren entre las que mueren con solo 25 mM de NaCl (p. ej., garbanzos,
22



Flowers et al., 2010) y las que sobreviven a concentraciones de NaCl cercanas a 1M (p.
ej., Tecticornia spp: English & Colmer, 2013). El parametro mas importante para separar
una haldfita de especies mas sensibles ha sido la concentracion de sal (NaCl). Chapman
(1942) establecié una linea divisoria en NaCl al 0,5% (alrededor de 86 mM), es decir,
alrededor de una sexta parte de la salinidad del agua del océano (aproximadamente 480
mM Na * y 560 mM CI *) y mas recientemente, Flowers y Timothy (2008) sugirieron un limite
de NaCl 200 mM para separar lo que podria llamarse haléfitas verdaderas (euhaléfitas) de

plantas de cultivo relativamente tolerantes como la cebada.

Las plantas, en general, han desarrollado adaptaciones anatomicas y fisiolégicas que les
permiten sobrevivir y, en el caso de las halofitas, promover un mejor crecimiento bajo
condiciones salinas (Acosta-Motos et al., 2017). Los mecanismos por los cuales las plantas
toleran la salinidad son complejos tanto desde el punto de vista genético como fisioldgico
(Ismail y Horie, 2017). Las respuestas fisiolégicas que se ocasionan bajo estrés por salinidad
incluyen un potencial hidrico reducido, disminucion en la transpiracion y una mayor
eficiencia en el uso del agua, el indice de area foliar y la tasa de germinacion (H. Zhang et
al., 2017). Los cambios bioguimicos incluyen la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), la translocacién desproporcionada de nutrientes, el dafio del sistema de
membranas y el deterioro de la maquinaria fotosintética (Chourasia et al., 2021). Los
componentes de defensa antioxidantes participan en la desintoxicacion de ROS, donde la
accion concertada de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos ayudan a eliminar las
moléculas de ROS (Tiwari et al. 2021a; 2021b). Una alta concentracion de NaCl genera una
reduccion en la tasa fotosintética y una produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
como el peroxido de hidrogeno (H202), los radicales hidroxilos (OH"), los superéxidos (02°)
(Castillejo, 2020), ademas de la sobreexpresion de genes, que conducen a una mayor
cantidad y actividad de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation-S-transferasa (GST)/glutatién peroxidasa (GPX) (Kumar et al., 2018).

A partir de ello, los mecanismos de tolerancia a la sal implican una interaccién compleja de
varios genes, factores de transcripcion, y proteinas que intervienen en el mecanismo de

tolerancia a la salinidad en los tejidos subterraneos de los cultivos. Existen diversas
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estrategias tendientes a restaurar y mantener el equilibrio osmético, evitar la toxicidad iénica

y hacer frente al estrés oxidativo (Shabala y Munns, 2017).

2.3 Equilibrio osmoético

Frente al efecto osmotico producido por el exceso de sales en la solucion del suelo, la
estrategia para tolerar el estrés es el ajuste osmotico. Este implica la acumulacion de
moléculas en el citoplasma, con el objetivo de contrarrestar la presibn osmotica externa
(Shabala y Munns, 2017). La mejor forma de acumular estas moléculas es por medio de la
absorcién de solutos organicos, pero estos no se encuentran en altas concentraciones en
la solucion del suelo. Es por esto por lo que las plantas sintetizan prolina, azucares solubles,
glicina, betaina, los que ademas de equilibrar los potenciales osmoticos, tienen funcion

antioxidante y protectora (Tang et al., 2015).

2.4 Toxicidad idnica

El estrés salino provoca toxicidad i6nica en las células vegetales debido a que se junta una
gran cantidad de iones Na*. El Na*en suelos salinos es téxico para las plantas debido a
gue posee efectos adversos sobre la nutricion, las actividades enziméticas citosolicas, la
fotosintesis y el metabolismo (Flowers, 2004). La tolerancia a la salinidad en las plantas no
es solo tolerancia contra la toxicidad del Na*, sino también una adaptacion a sus efectos
secundarios, como la deficiencia/agotamiento del agua (Liang et al., 2018). Las plantas bajo
la toxicidad por Na*reducen el K*. En las células vegetales que toleran la salinidad, se
mantiene el K* citosdlico en un ambiente con una alta concentracion de Na*, siendo un factor
clave para determinar la capacidad de tolerar la salinidad. La capacidad de las plantas para
mantener una proporcion alta de K*/Na* citosolico es probablemente uno de los

determinantes clave de la tolerancia a la salinidad en plantas (Maathius, 1999).

2.5 Estrés oxidativo

El oxigeno es indispensable en las plantas, se encuentra involucrado en la respiracion
mitocondrial y en la fosforilacién oxidativa generando energia. Durante el metabolismo, las
especies reactivas de oxigeno (ROS) activan el oxigeno. Estas ROS poseen una fuerte
capacidad oxidativa y causan dafio a la membrana citoplasmatica, disfuncion metabdlica
irreversible y muerte celular (Dhindsa et al., 1982). La eliminacién del exceso de ROS en

condiciones de alta salinidad puede atribuirse a metabolitos antioxidantes no enzimaticos
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de bajo peso molecular y a agentes enzimaticos como la superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) (Zhao et al., 2020; Wang et al., 2016).

2.6 Colobanthus quitensis

2.6.1 Distribucion

La Antartica es conocido por ser uno de los ecosistemas mas antiguos del mundo y por
poseer uno de los ambientes mas severos de la tierra, caracterizado principalmente por baja
disponibilidad de nutrientes, alta radiacion UV, temperaturas muy bajas, fuertes vientos,
aerosoles marinos y extrema aridez, ya que recibe escasas precipitaciones liquidas y el
agua se encuentra principalmente en forma de hielo, lo cual es un obstaculo para cualquier

especie vegetal que se desarrolle en la zona (Cuba-Diaz et al., 2017; Hereme et al., 2020).

Solo dos especies de plantas vasculares han podido colonizar de manera natural los
ecosistemas antarticos maritimos, siendo una de ellas Colobanthus quitensis (Saéz et al.,
2019). C. quitensis (Kunth) Bartl. perteneciente a la familia Caryophyllaceae, comunmente
conocida como perla antartica o clavelito antartico. Tiene una distribucién amplia que va
desde los 17°N (México) hasta los 68°S (Peninsula Antartica) y rangos altitudinales que van
desde los 0 a los 4200 m s.n.m. (Smith et al., 2003; Convey 2012; Cuba-Diaz et al., 2019).
Ademas, se extiende en las islas Malvinas, las islas Subantarticas de Georgia del sur,
Orcadas del sur, Shetland del sur y por la costa oeste de la Peninsula Antértica (Pisano,
1972).

2.6.2 Morfologia de la especie

Colobanthus quitensis es una hierba perenne, y es la Unica planta dicotiledénea descrita en
el ecosistema antértico. Su morfologia y anatomia consta de hojas largas, inclusive mas
largas que las ramillas, las que son extendidas y herbaceas (Pisano, 1976). Es de tamafio
pequefio, alcanzando una altura minima de 1,5 cm hasta una altura maxima de 8 cm
aproximadamente (Smith et al., 2003), sus hojas varian en forma y poseen un apice un tanto
mucronado o en algunos casos entero, con un margen membranoso. Presenta tallos simples
o ramificados, y cada rama puede alcanzar a medir entre 0,5 a 2 cm, a las que les crecen
brotes distales, siendo esta caracteristica la que le permite constituir cojines compactos que

alcanzan a medir varios cm de diametro (Smith et al., 2003).
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Para adaptarse completamente a las condiciones antarticas, esta especie tuvo que
desarrollar una estrategia de reproduccion generativa, que seria eficiente en condiciones
climaticas extremas (Gielwanowska et al., 2011). C. quitensis produce abundantes flores
casi todos los afos, pero los veranos cortos y frescos a menudo hacen que las semillas

pierdan viabilidad (Convey, 1996).

Los patrones de crecimiento de las plantas antarticas con condiciones ambientales en
constante cambio son muy desafiantes y plantean dificultades en la adaptacion y
supervivencia de la flora antartica (Singh et al., 2018). El estudio de los aspectos fisiolégicos,
ecolégicos y bioquimicos de estas plantas son una herramienta valiosa para comprender la
distribucion de la biodiversidad de la especie bajo la influencia de las condiciones climaticas
en las que se encuentra y asi, poder proporcionar una base de referencia util para evaluar

los posibles cambios futuros en la biodiversidad de la Antartida (Singh et al., 2018).

2.6.3 Variabilidad morfolégica de C. quitensis

La variabilidad morfolégica puede verse influenciada por varios factores ambientales, como
el grado de exposicion, la disponibilidad de agua u otras condiciones abibticas estresantes
(Gianaoli et al., 2004), como también por su distribucion latitudinal y altitudinal, ya que es
comun encontrar diferentes fenotipos en poblaciones a diferentes altitudes y latitudes
(Haider et al., 2011). Las condiciones ambientales predominantes en la Antartica son fuertes
vientos, temperaturas muy bajas, baja disponibilidad de nutrientes, alta radiacion UV y
aerosoles marinos, los cuales son obstaculos para cualquier especie vegetal (Convey et al.,
2014). Estos factores han ocasionado una baja diversidad y simplicidad de este ecosistema

extremo.

A C. quitensis se le ha atribuido alta plasticidad fenotipica y diferenciacion tanto en atributos
morfolégicos como fisiolégicos (Sierra-Almeida et al., 2007; Molina-Montenegro el al., 2012;
Torres-Diaz et al., 2016). En Chile, C. quitensis se puede encontrar a lo largo de los Andes,
generalmente en vegas a gran altura en el norte, pero cerca del nivel del mar en el
sur (Hoffmann et al., 1998).

Se ha establecido la clasificacion de dos ecotipos para C. quitensis entre las poblaciones

antarticas (Base Arctowski, Bahia Almirantazgo, Isla Rey Jorge/Shetland del Sur)y
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poblaciones andinas (Cerro la Parva/Region Metropolitana, Chile) a través de estudios de
adaptacion al frio, caracteristicas morfoldgicas y secuencias espaciadoras transcritas
internas (ITS) (Gianoli et al., 2004). Segun Gianoli et al. (2004), esta diferenciacion
ecotipica, explicada como una respuesta influenciada por el ambiente extremo, es
principalmente causada por el estrés por heladas, el cual es un factor selectivo que actua

sobre una linea de tiempo.

En un analisis de la diversidad genética de esta especie realizado por Koc et al., (2018), se
demostré que, a pesar del bajo nivel de polimorfismo detectado por el método de
genotipificacion utilizado (9,57%), se encontré una alta diferenciacion poblacional (FST =
0,6241), revelando tres agrupamientos de poblaciones denominados como Grupo Norte y
Grupo Sur, y un tercer grupo conformado solo por la poblacion del Parque Nacional
Conguillio, Chile. En esta especie existe una clara diferenciacion entre poblaciones
continentales e insulares al evaluar parametros como longitud y ancho de hoja, longitud de

la raiz principal y diametro de la corona (Cuba-Diaz et al., 2017).

2.6.4 Antecedentes de estudios previos relacionados con salinidad

C. quitensis al ser una especie que se encuentra en diferentes habitats, constantemente
esta expuesta a diferentes condiciones desfavorables. En el territorio antartico, se encuentra
expuesta a temperaturas bajas todo el afo, vientos fuertes, radiacion UV elevada, déficit
hidrico, baja disponibilidad de nutrientes, aerosoles de agua salada y cobertura de nieve
todo el afio (Cuba, 2011). Por otro lado, las poblaciones que habitan en las diferentes areas
de la Patagonia, se ha registrado que existe una permanente exposicion de alguna de ellas
a la salinidad, como son aquellas existentes en las cercanias de la Laguna San Rafael, la

cual durante ciertos periodos sufre anegamiento por agua salada (Pisano, 1988).

En los estudios que han reportado la evidencia de tolerancia a la salinidad en poblaciones
de C. quitensis, se han incluido los trabajos realizados por Castel (2015); Klagges (2015) y
Arriagada (2016), en donde los autores, en condiciones in vitro y de jardin comun,
sometieron plantulas de diferentes poblaciones (costeras y no costeras; antarticas y de
Patagonia) a diferentes concentraciones salinas (OmM a 150mM de NaCl). Algunos de estos

resultados arrojaron que en algunas poblaciones hubo presencia de desarrollo radicular,
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aumento en la clorosis debido al aumento de sal y no se observaron diferencias significativas

en cuanto a longitud radicular, foliar, ni eficiencia fotosintética.

Considerando todos los antecedentes recopilados de la especie frente a la salinidad es que
se genera un interés por estudiar el comportamiento de algunas poblaciones frente a una
exposicion mayor de salinidad, para asi dilucidar los distintos mecanismos de tolerancia o

respuestas morfofisioldgicas que cada una de ellas genere frente a este tipo de estres.
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3 HIPOTESIS

El despliegue diferencial de respuestas morfo-fisioldégicas en poblaciones de Colobanthus
quitensis a la salinidad permite categorizarlas en tolerantes y sensibles, siendo las
poblaciones costeras las mas tolerantes.

4 OBJETIVOS

Objetivo General

Diferenciar poblaciones de C. quitensis sensibles y tolerantes a salinidad en base a las
respuestas morfo-fisiologicas frente a diferentes concentraciones de NaCl en condiciones

controladas.
Objetivos Especificos

> Establecer las respuestas morfologicas y fisiologicas de cinco poblaciones de C.
quitensis sometidas a diferentes concentraciones de salinidad (OmM,
50mM,100mM,150mM y 200mM) en condiciones in Vitro.

» Determinar la tolerancia de tres poblaciones de C. quitensis en condiciones in vitro
sometidas a concentraciones mas altas de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM).

> Evaluar la tolerancia a la salinidad (OmM, 200mM, 300mM y 400mM) en plantulas

recién germinadas de C. quitensis.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

Se utilizaron plantas de C. quitensis previamente establecidas in vitro en la coleccion de
plantas vasculares antérticas del Laboratorio de Biotecnologia y Estudios Ambientales de la
Universidad de Concepcion, Campus Los Angeles. Para el estudio comparativo entre
poblaciones se estudiaron plantulas provenientes de cinco poblaciones: Arctowski (62°09’S;
58°28'W) recolectada en las cercanias de la Base Polaca Arctowski, Isla Rey Jorge entre
los 3-23 m s.n.m.; Punta Hannah (62°39’S; 60°37°’W) recolectada en la Isla Livingstone a 10
m s.n.m.; Laredo (52°568’S; 70°49'W) recolectada en el sector de bahia Laredo al norte de
Punta Arenas a 158 m s.n.m.; La Marisma (53°22’S; 70°58’'W) recolectada en Punta Santa
Maria, al sur de Punta Arenas a1 m s.n.m.; y La Vega (52°41’S; 70°56’0) recolectada en la
finca INIA Kampanaike al norte de Punta Arenas a 16 m s.n.m. (Tabla 1, Fig. 1), las cuales
representan ecosistemas con presencia de condiciones salinas diferentes; aerosoles
marinos en Antartica (pA y pH), inundaciones costeras en Punta Arenas (pL y pPA) y
pradera sometida a deshidratacion por pastoreo intensivo (pV). El criterio de seleccién de
las plantas (provenientes del cultivo in vitro) fue la longitud total de cada una de ellas. Se
tomaron 80 plantas por poblacion con diferentes fechas de propagacion y al azar se
homogenizo el material vegetal seleccionando cada una de las plantas hasta un tamafio de
1,5 cm, debido a que existian diferencias morfologicas entre las poblaciones en estudio
(Cuba-Diaz et al., 2017).

Tabla 1: Sitios de recoleccion de las poblaciones de Colobanthus quitensis.

POBLACION |ABREVIATURA SITIO DE RECOLECCION COORDENADAS | ALTITUD
Artowski pA Arctowski, Isla Rey Jorge 62°09'S; 58°28'W | 3-23m snm
Punta Hannah pH Isla Livingstone 62°39'S; 60°37'W | 10m snm
Laredo pL Sector Laredo, Norte de Punta Arenas 52°58'S; 70°49'W | 158m snm
La Marisma pPA Zona Marisma, Punta Arenas 53°22'S;70°58'W | 1msnm
LaVega pVv Finca INIA Kampanaike, Norte de Punta Arenas | 52°41'S; 70°56'0 | 16m snm
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Figura 1: Mapa de ubicacion de los sitios de muestreo estudiados de Colobanthus quitensis:
a) Ubicacion geografica de las poblaciones de América del Sur, b) mapa de contorno del
pasaje de Drake y, c) el area de ampliacion del archipielago de las Shetland del Sur con la
isla Rey Jorgey laisla Livingston. Poblacion La Vega (pV); poblacién Laredo (pL); poblacién
La Marisma (pPA); poblacion Arctowski (pA); poblacién Punta Hannah (pH). Modificado de
Koc et al. (2018).

5.2 Evaluacion morfo-fisiolégica en plantas in vitro de C. quitensis (Experimento 1)

5.2.1 Medios de cultivo para propagacion de material vegetal in vitro.

Para el desarrollo de todos los experimentos se utilizé medio MS (Murashige & Skoog,
1962), al 100% de concentracion (4,43g/L), sacarosa al 3%, 6-Bencilaminopurina (BAP) 0,5
mg/L, Acido indol-3-acético (AlIA) 0,25 mg/L, se ajusto el pH a 5,7 £ 2, se adicioné agar al
0,7% y diferentes volumenes de NaCl desde una solucion stock a 1M, para obtener una
concentracion final de OmM (control), 50mM, 100mM, 150mM y 200mM. Una vez listo el
medio se autoclavé a 120°C a 1 atm de presién por 15 minutos. Transcurrido este tiempo y

una vez que el medio alcanz6 una temperatura de 50°C, se adicioné Tiosulfato de plata
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(STS) estéril hasta alcanzar una concentracién de 10uM. Debido a que el reactivo no es
termoestable, se procedié a adicionar el STS bajo camara de flujo laminar, previamente
esterilizado por filtracion. Posteriormente se procedié a dispensar 25mL del medio en los
frascos de vidrio de 250 mL, teniendo un total de 40 frascos por poblacion, por tanto, para

cada concentracién se tenia un total 8 frascos.

5.2.2 Ensayo de salinidad para plantulas in vitro de 5 poblaciones de C. quitensis.

Bajo camara de flujo laminar, se trabajaron las plantulas de las diferentes poblaciones de C.
quitensis por separado, las plantulas se dejaron momentaneamente en una placa Petri
estéril para retirarles las hojas amarillas y traspasarlas a los frascos que contenian el medio
con cada tratamiento de salinidad. El efecto del NaCl fue evaluado con un N=80 para cada
una de las diferentes concentraciones salinas, por lo que se utilizaron 10 plantulas por frasco
con un total de 40 frascos por poblacion. Se realizaron evaluaciones no destructivas los dias
15, 30, 45y 60 dias. Al dia 60, ademas, se evaluaron variables cuantitativas de morfologia
y se tomaron muestras para analizar otras variables fisiologicas, bioquimicas y moleculares,

en donde estas dos ultimas seran analizadas como parte de otro estudio dentro del proyecto.

5.2.3 Evaluaciones morfo-fisiologicas en 5 poblaciones de C. quitensis.

A los 60 dias se evaluaron las variables no destructivas tales como; mortalidad, nimero de
botones florales y clorosis del total de plantulas por tratamiento por poblacion. La mortalidad
se evaluo determinando el porcentaje acumulado de plantulas muertas durante los 60 dias
del ensayo. El nimero de botones florales se determind a partir de la diferencia (delta) del
total de botones generados en cada tratamiento salino respecto al control para cada
poblacion. La clorosis se evalué al dia 60 por medio de registro fotografico (Fig. A1-A5), de
las plantulas por cada tratamiento salino y por poblacion. Para ello se establecio una escala
de clorosis (Tabla 2). Al dia 60, se procedi6 a evaluar las variables morfolégicas de cada
poblacién. Para ello se evalu6 al azar un N=5 con 3 réplicas para cada tratamiento salino,
en donde se midio la longitud foliar (mm) y longitud radicular (mm) con la ayuda de un Caliper
(TRUPER e=0,02mm). Se consideré como biomasa solo el peso seco. Para evaluar el peso
fresco, por poblacion, se tomaron 15 plantulas de cada tratamiento al azar. Estas se lavaron
con agua destilada retirando la totalidad del medio de cultivo evitando que se rompa la raiz,

se secaron cuidadosamente con toalla de papel y se llevaron a la balanza analitica
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(RADWAG as220/c2 e=1mg). Posteriormente se guardaron las muestras en un sobre de
papel rotulado con el nombre de la poblacidén y la concentracion salina correspondiente a
cada tratamiento. Para determinar el peso seco, los sobres ya rotulados con las muestras
se llevaron a una estufa de secado por 4 dias a 37 + 0,2°C con el fin de deshidratar el
material vegetal. Una vez calculada la biomasa, se juntaron las muestras por tratamiento y
por poblacién para realizar un andlisis preliminar del contenido de iones (Na*, K*, Mg*? y
Ca®?).

Tabla 2: Escala de clorosis establecida para evaluacion de plantulas de Colobanthus

quitensis.
Escala de Clorosis
Porcentaje de S
J. Criterio de escala
clorosis
100°% Planta totalmente clordtica
75% Planta clordtica con apice v dos pares de hojas verdes
50% Planta con la mitad de hojas verdes
25% Planta con dos pares de hojas basales clordticas
0% Planta totalmente verde

5.2.4 Cuantificacion de iones Na*/ K*

Este analisis fue realizado en colaboracion con la Unidad de Bioguimica y Biologia Molecular
del Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatan (CICY), México por MC. Maria de
Fatima Medina Lara. Para la cuantificacion de iones Na*/K* se utilizaron reactivos y
solventes de grado analitico. Los estandares de Potasio y Sodio (1000 ppm) fueron
comprados de Sigma Chemical Co. (USA).

Se pesaron 0,1 gramos de las muestras secas en crisoles y se sometieron a un proceso de
calcinacion en una mufla empleando temperaturas de 250°C por 1 h y luego de 500°C por
3 h, posteriormente se terminaron de digerir las muestras en 5 mL de una solucién de HCI
al 40% sobre una placa de calentamiento hasta secarse, seguidamente se recuperaron los
iones en agua destilada y se aforé6 en matraces de 25 mL. Finalmente se retiraron las
cenizas por filtracion (Whatman 42) y las muestras se almacenaron en viales de plastico
para su posterior analisis. (Metodologia del laboratorio de suelos forestales, Universidad de

Florida, Implementada por Armando Escamilla y Mary Mcleod).
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Para la determinacion de iones por absorcion atdmica, la concentracion de cada elemento
se determiné por flama, empleando el equipo de absorcion atdbmica modelo AAnalyst 200
(PerkinElmer, MA, USA), siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante del
equipo para el analisis de cada elemento, haciendo uso de las curvas de calibracion

correspondientes.

5.3 Ensayo de tolerancia a concentraciones altas de NaCl (Experimento 2)

5.3.1 Material vegetal y medios de cultivo.

Para el ensayo se utilizaron tres poblaciones de C. quitensis debido a la falta de material
vegetal en las demas poblaciones. Para ello, se seleccion6 una poblacion representativa de
cada zona estudiada previamente. Se utiliz6 una poblacion proveniente de la Antartica
(Punta Hannah), otra poblacion proveniente de Punta Arenas, Chile (La Marisma) y otra
poblacién de pradera (La Vega) (Fig. 1). Para el ensayo de tolerancia a NaCl, cada planta
fue propagada in vitro en tubos de ensayos, en medio MS al igual que en el experimento
anterior y concentraciones mas altas de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). Una vez
autoclavado el medio e incorporado el STS, se procedié a dispensar 5mL del medio en los
tubos de ensayo, se utilizaron 12 tubos por cada concentracion evaluada, para un total de

48 tubos por poblacién.

5.3.2 Ensayo de evaluacion a la tolerancia de NaCl en poblaciones de C. quitensis.

Bajo camara de flujo laminar, se trabajaron las plantulas de las diferentes poblaciones de C.
quitensis por separado. A cada plantula se le retiraron las hojas amarillas y se colocé un
individuo por tubo de ensayo, el cual contenia el medio con cada concentracion de salinidad.
Todas las evaluaciones se realizaron a los 40 dias del ensayo, donde se midié mortalidad,
clorosis, longitud radicular, biomasa foliar y radicular, eficiencia fotosintética (Fv/Fm) e indice

de rendimiento fotosintético (PlI).

5.3.3 Evaluaciones morfo-fisioldgicas en 3 poblaciones de C. quitensis.

La mortalidad fue evaluada a los 40 dias para cada individuo por poblacion, para asi calcular
un porcentaje de plantulas muertas. La clorosis se evaluo a los 40 dias, en donde se midi6
cada una de las plantulas por cada tratamiento salino y por poblacién. Para ello se usoé la
misma escala de clorosis (Tabla 2) establecida en el experimento 1. El largo de raiz se

obtuvo por medio de fotografias, las cuales fueron analizadas con el software ImageJ v1.53t,
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en donde primeramente se estableci6 una escala con una longitud conocida y
posteriormente se procedio a marcar el largo de la raiz para conocer su longitud. Los datos
obtenidos fueron analizados posteriormente por el programa STATISTICA v12.0. Para la
evaluacion de las variables morfolégicas de cada poblacién, la plantula se separé en parte
aérea y radicular y se pesaron por separado. La medicion de la eficiencia fotosintética
(Fv/Fm) y el rendimiento fotosintético (PI), se le realizé a cada una de las poblaciones de C.
quitensis estudiadas y en cada una de las concentraciones salinas, para lo cual se utilizé un
fluorimetro Hansatech PEA, en donde se midi6 una hoja a cada planta, las cuales fueron
oscurecidas por pinzas por 30 minutos y para posteriormente medir el valor de Fv/Fmy Pl

siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.4 Evaluacion de latolerancia en plantulas recién germinadas (Experimento 3)

5.4.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de C. quitensis previamente recolectadas y almacenadas en el
Laboratorio de Biotecnologia y Estudios Ambientales, Universidad de Concepcion, Campus
Los Angeles. Para el ensayo se utilizaron semillas de C. quitensis de las mismas
poblaciones mencionadas anteriormente, dos de procedencia Antartica (Arctowski y Punta
Hannah), dos con procedencia de Punta Arenas, Chile (La Marisma y Laredo) y una

poblacion de pradera (La Vega).

5.4.2 Desinfeccion de semillas

Las semillas se desinfectaron bajo camara de flujo laminar siguiendo el protocolo de
desinfeccion de semillas establecido por Cuba-Diaz et al., (2017). Se eliminé el etanol con
la ayuda de una Micropipeta y se le incorpord una solucion de hipoclorito de sodio (cloro
comercial) al 5%, se agito en vortex por 7 minutos y posteriormente se descartd. Por ultimo,
las semillas se lavaron 3 veces con agua desionizada estéril y se almacenaron en sus

respectivos tubos con agua destilada estéril hasta el dia siguiente.

5.4.3 Medios de cultivo para germinacion y tratamiento con NacCl.
El medio de germinacion se prepar6 en un frasco Schott de 500mL, al cual se le adicion6
agua destilada y sacarosa al 3%, se ajusto el pH a 5,7 £ 2 y se le agreg6 agar al 0,7%.

Seguidamente el medio se esterilizé6 en una autoclave a 120°C a 1 atm de presiéon por 15
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minutos. El medio se dispenso6 en 25 placas Petri redondas estériles bajo camara de flujo

laminar.

Para el tratamiento salino se prepararon los medios de cultivo en frascos Schott de 1000mL.
El medio se dispensé en placas Petri cuadradas estériles, en donde para cada poblacion se

utilizarian dos placas por tratamiento salino.

5.4.4 Ensayo de tolerancia a NaCl de semillas germinadas para 5 poblaciones de C.
qguitensis

Bajo camara de flujo laminar, se sembraron con la punta de una micropipeta esteéril

aproximadamente 200 semillas por poblacion de C. quitensis en medio agar-sacarosa, las

cuales se desinfectaron previamente el dia anterior. Se llevaron a una camara de

crecimiento por 30 dias a temperatura de 22+2°C y fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas

oscuridad.

Debido a que el porcentaje de germinacion varié entre las poblaciones de C. quitensis (Fig.
A10), de todas las semillas que alcanzaron a germinar hasta el dia 30, se seleccion6 un
nuamero similar de plantulas con 2 pares de hojas verdaderas para todas las poblaciones.
Las plantulas seleccionadas se trabajaron bajo camara de flujo laminar y se llevaron a los
diferentes medios salinos (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). Estos medios se trabajaron en
de forma vertical, en donde previamente se corto y retird una tira del medio de la parte
superior de la placa Petri cuadrada. Las plantulas fueron posicionadas cuidadosamente con
pinzas en la zona donde se retiré la banda de medio, las placas se taparon con papel craft
para oscurecer la zona de las raices y se llevaron a una camara de crecimiento con
temperatura de 22+2°C y fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad por 15 dias. Las
diferentes poblaciones de C. quitensis se trabajaron por separado. Debido a que el
porcentaje de germinacion variaba entre las poblaciones, teniendo poblaciones con un alto
porcentaje de germinacion y otras con porcentaje nulo, el efecto del NaCl se evalu6 con un
n= 40 para la poblacion pPA en las diferentes concentraciones salinas y n=12 para pL en
concentraciones de OmM, 300mM y 400mM. A los 15 dias se realizaron evaluaciones de
mortalidad, clorosis, longitud radicular y biomasa total siguiendo las metodologias descritas

previamente en el experimento 2.
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5.5 Analisis estadisticos.

Los experimentos (experimento 1) se realizaron con un disefio completamente al azar,
donde se seleccionaron las plantulas desde frascos de cultivos con diferentes fechas de
propagacién usando como criterio de seleccion que tuvieran un tamafio de 1,5 cm, tal como
se describié anteriormente. Para cada poblacion se usaron 80 plantas por tratamiento (n
muestral), las cuales se distribuyeron en 8 frascos de cultivo con 10 plantas cada uno,

utilizandose un total de 400 plantas por poblacion y tratamiento salino.

Para el ensayo con concentraciones mas altas (experimento 2), se usaron 12 plantas por
tratamiento salino (n muestral) las cuales fueron propagadas individualmente en tubos de

ensayo, utilizdndose un total de 48 plantas por poblacion.

Para las mediciones del largo radicular en los experimentos 2 y 3 se utilizo el software
ImageJ (v.53t), en donde por medio de fotografias a las plantulas y una medida conocida se

procedid a evaluar la longitud de cada una de las raices de cada tratamiento por poblacion.

Las diferencias estadisticas entre los tratamientos y el control se desarrollaron mediante
ANOVA de una via y aplicando el test HSD de Tukey, usando el software STADISTICA
(v12.0). Los gréaficos fueron desarrollados utilizando el promedio £ DS con el programa
SigmaPlot (v12.0). Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos
(p > 0.05).
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6 RESULTADOS

6.1 Experimento 1: Evaluacion morfo-fisiolégica en plantas in vitro de C. quitensis

6.1.1 Aparicion de botones florales
La aparicion de botones florales se determind por poblacion calculando un valor delta a partir
del control (Fig. 2). Para eso, se resto el total de botones florales presentes a los 60 dias de

cada concentracion salina, por poblacién con su respectivo control.

En la fig. 2 se puede observar que pL en concentraciones salinas de 100mM y 150mM
presentd un mayor numero de botones florales que el control. La poblaciéon pV en
concentracion de 50mM también desarroll6 un mayor nuimero de botones florales en
comparacion al control, niumero que fue disminuyendo a medida que aumentaba la
concentracion salina. El resto de las poblaciones presentaron menos botones florales que

los cuantificados en el tratamiento control.

6.1.2 Mortalidad

Todas las poblaciones mostraron bajos (menor al 12%) porcentajes de mortalidad (Fig. 3) a
excepcion de pA y pV, que presentaron porcentajes mayores en el tratamiento control en
los dias 45 y 60, llegando a 21% en la poblacion pA. La mayoria de las poblaciones
comenzaron a aumentar su porcentaje de mortalidad a partir del dia 30, pero no se puede
establecer una clara relacion de esta mortalidad con el incremento de la salinidad en el

medio.
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Figura 2: Numero de botones florales en plantas de Colobanthus quitensis en las cinco
poblaciones estudiadas, sometidas a diferentes concentraciones de NaCl a los 60 dias.
Valores expresados en numeros de botones florales. Poblacién Arctowski (pA); poblaciéon
Punta Hannah (pH); poblacion La Marisma (pPA); poblacién Laredo (pL); poblacion La Vega

(pV).

6.1.3 Clorosis
El porcentaje de clorosis se evalud en todas las poblaciones y en todos los tratamientos a
los 60 dias del ensayo (Fig. 4). Se eligieron 4 frascos al azar con 10 plantas cada una, para
asi evaluar un total de 40 plantas, las cuales se agruparon segun el porcentaje de clorosis
con los criterios establecidos en la Tabla 2. Se observo presencia de clorosis en diferentes
porcentajes en todas las poblaciones y tratamientos. Para todas las poblaciones y
tratamientos el mayor porcentaje de clorosis observada fue del 50%. Aunque la
concentracion mas alta de NaCl evaluada (200 mM), causé los mayores promedios de
plantas con clorosis igual o superior al 50%, se puede observar que en el control (0 mM de
NaCl) también se observaron altos porcentajes de clorosis (Fig. 4), por lo que tampoco se
logro establecer una clara relacion entre la clorosis y el incremento de la salinidad en el
medio.
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Figura 3: Porcentaje de mortalidad acumulado para cada tratamiento salino en poblaciones de Colobanthus quitensis.
Evaluacion de mortalidad por poblacién cada 15 dias hasta el dia 60. Poblacion Arctowski (pA); poblacién Punta Hannah (pH);
poblacién La Marisma (pPA); poblacion Laredo (pL); poblacion La Vega (pV).
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poblacién Punta Hannah (pH); c) poblacié Laredo (pL); e) poblacién La Vega (pV). El

porcentaje de clorosis se relaciona con el prome as ( tan amarillamiento segun Tabla 2. Se evaluaron

todos los tratamientos a los 60 dias del ensayo.
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6.1.4 Longitud foliar

Todas las poblaciones estudiadas mostraron una tendencia a aumentar la longitud foliar con
el incremento de la concentracion de NaCl (Fig. 5), excepto en pA, donde se observé una
disminucién significativa en la concentracion de 200 mM (Fig. 5a). Esta misma poblacion
mostro valores de longitud foliar significativamente mas altos en presencia de 100 mM de la
sal (Fig. 5a). Las poblaciones pH y pL (Figs. 5b y 5d) no mostraron diferencias significativas
respecto del control para ninguna de las concentraciones evaluadas. Mientras que pPA y
pV mostraron incrementos significativos en su longitud foliar a 50 y 100 mM y a 150 mM,

respectivamente (Figs. 5¢c y 5e).
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Figura 5: Longitud foliar de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas
a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM). a)
poblacién Arctowski (pA); b) poblacion Punta Hannah (pH); c) poblacién La Marisma (pPA);
d) poblacion Laredo (pL); e) poblacion La Vega (pV). Se evaluaron todos los tratamientos a

los 60 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05).
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6.1.5 Longitud radicular

En todas las poblaciones estudiadas se observa como tendencia un incremento en la
longitud radicular en presencia de las concentraciones mas bajas evaluadas, aunque solo
se observan diferencias positivas y significativas en las poblaciones pPA 'y pL (Fig. 6 cy d).
Para el resto de las poblaciones y concentraciones las diferencias observadas no fueron
significativas estadisticamente, excepto para pH donde si se evidenciéo una disminucion
significativa de la longitud radicular en las concentraciones de 150 y 200 mM de NacCl (Fig.
6b).
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Figura 6: Longitud radicular de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM).
a) poblacion Arctowski (pA); b) poblacion Punta Hannah (pH); c) poblacion La Marisma
(pPA); d) poblacion Laredo (pL); e) poblacion La Vega (pV). Se evaluaron todos los

tratamientos a los 60 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05).
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6.1.6 Biomasa total

En general, la biomasa no se vio afectada con el aumento de la concentracion salina, mas
bien se observa una tendencia al incremento en biomasa con el incremento en la
concentraciéon de NaCl (Fig. 7). Solo en pA se observa una disminucion significativa de la
biomasa a 200mM de NaCl (Fig. 7a). Situacion similar se observa en pV en las
concentraciones de 100 y 150 mM, pero en 200 mM no se observan diferencias respecto
del control (Fig. 7e). En el resto de las poblaciones el incremento en la biomasa es positivo
en relacion directa a la concentracion de NacCl, lo que se observa a partir de los 150 mM de
NaCl en pH, a los 100 mM en pPA y desde los 50 mM en pL (Fig. 7 b, c y d).
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Figura 7: Biomasa de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y 200mM). a) poblacion
Arctowski (pA); b) poblacion Punta Hannah (pH); c) poblaciéon La Marisma (pPA); d)
poblacion Laredo (pL); e) poblacion La Vega(pV). Se evaluaron todos los tratamientos a los

60 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05).

6.1.7 Contenido de iones presentes en las diferentes poblaciones de C. quitensis.
Las muestras utilizadas para determinar biomasa se juntaron por concentracioén y por cada

poblacién de C. quitensis y se realizo un analisis del contenido de iones. Las poblaciones
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pA y pH mostraron una disminucion en el contenido de iones K* directamente relacionado
con el incremento en el contenido de iones Na*. Mientras que las poblaciones; pPA, pLYy pV
no mostraron ningun efecto en respuesta al incremento en la concentracion de NacCl, ya que
los contenidos de iones K* se mantienen mas 0 menos constantes a pesar del incremento

en el contenido de iones Na* (Fig. 8).
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6.2 Experimento 2: Ensayo de tolerancia a concentraciones altas de NaCl

Las concentraciones de NaCl evaluadas (Experimento 1) no permitieron discriminar entre
poblaciones tolerantes y sensibles, al menos con las variables analizadas. Por lo tanto, se
procedié a un segundo experimento con concentraciones de NaCl mas altas, ya en el rango
de tolerancia de plantas descritas como haléfitas con el propdsito de detectar diferencias de
tolerancia entre poblaciones. En este segundo experimento solo se utilizaron 3 poblaciones
representativas de la distribucién geografica en estudio debido a la escasez de material

vegetal.

6.2.1 Mortalidad
Se evaluo la mortalidad de 12 plantas por tratamiento, por poblacién al dia 40 del ensayo,
en donde se observo un porcentaje considerablemente bajo para la poblacién pHy pPAy

nulo para la poblacién pV (Tabla 3).

Tabla 3: Mortalidad en las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). Se evaluaron todos
los tratamientos a los 40 dias.

Poblacion Abreviatura| Tratamiento Dia40 | % Mortalidad
OomM 0 0%
200mM 0 0%
Punta Hannah pH 300mM 0 0%
400mM 4 8%
OmM 0 0%
) 200mM 0 0%
La Marisma pPA 300mM 0 0%
400mM 1 8%
OomM 0 0%
200mM 0 0%
La Vega PV [300mMm 0 0%
400mM 0 0%
6.2.2 Clorosis

El porcentaje de clorosis fue analizado usando los criterios descritos en la tabla 2, a partir

de la cuantificacion de la observacion directa mediante registro fotografico (Fig. A7). La
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poblacién pH, mostré un incremento en el porcentaje de clorosis en relacion directa con el
incremento de la concentracion salina (Fig. 9a), lo que se evidencia con al aumento en el
namero de plantas con un 75% de clorosis a partir de los 200 MM de NaCl y con una planta
con clorosis del 100% a 400mM. La poblacion de La Marisma (pPA), si bien mostro
diferentes porcentajes de clorosis, no fueron muy diferentes de los observados en el control,
por tanto, no se evidencian claros efectos de las concentraciones de NaCl evaluadas en
esta variable para pPA (Fig.9b). Por su parte, pV mostré los porcentajes de clorosis mas
bajos, entre 0y 25% sin claras diferencias entre el control y los tratamientos. Solo una planta

mostré clorosis del 75% en la concentracion mas alta evaluada (Fig. 9c).
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Figura 9: Clorosis en poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a diferentes
concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a) poblacién Punta Hannah
(pH); b) poblacién La Marisma (pPA); c) poblacion La Vega. El porcentaje de clorosis se
relaciona con el total de las plantas que presentan amarillamiento. Se evaluaron todos los

tratamientos a los 40 dias del ensayo.
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6.2.3 Longitud radicular

Las poblaciones pH y pV mostraron efectos negativos en la longitud radicular en respuesta
a todas las concentraciones de NaCl evaluadas, excepto a 300 mM de NaCl para pV, que,
aungue mostré tendencia a la disminucién, no mostré diferencias significativas respecto del
tratamiento control (Fig. 10.a y 10.c). En pPA, no se observaron diferencias significativas

respecto del control, ni entre las concentraciones evaluadas (Fig. 10.b).
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Figura 10: Longitud radicular de las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacién Punta Hannah; b) poblacion La Marisma; c) poblacion La Vega. Se evaluaron
todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias significativas
(p>0,05).
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6.2.4 Biomasa Foliar

El analisis de biomasa foliar (Fig. 11) mostrd un incremento de esta, a pesar de las altas
concentraciones de NaCl evaluadas. Este incremento fue significativo para 200 y 300 mM
de NaCl en pH (Fig. 11.a) y para las tres concentraciones evaluadas en pPA (Fig. 11.b). En
la poblacion pV, si bien no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y
el control, se observa una ligera tendencia a la disminucion en la biomasa en la mas alta

concentracion evaluada (Fig. 11.c).
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Figura 11: Biomasa foliar de diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a) poblacién Punta
Hannah; b) poblacibn La Marisma; c) poblacibn La Vega. Se evaluaron todos los

tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias significativas (p>0,05).
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6.2.5 Biomasaradicular

La biomasa radicular evidencié diferencias en las respuestas entre las poblaciones
analizadas y en las concentraciones de NaCl evaluadas (Fig. 12). Las poblaciones pHy pV,
mostraron una disminucién significativa en su biomasa radicular en todas las
concentraciones evaluadas, excepto en 200mM para pH, donde no se observaron
diferencias significativas respecto del tratamiento control (Fig. 12a y c). Por su parte, pPA
no mostré diferencias significativas entre el control y los tratamientos de 200mM y 400mM,
pero si un incremento significativo en presencia de 300mM de NaCl respecto del control y
los 200mM (Fig. 12b).
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Figura 12: Biomasa radicular de diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacién Punta Hannah (pH); b) poblacién La Marisma (pPA); c) poblacion La Vega (pV).
Se evaluaron todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias
significativas (p>0,05).
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6.2.6 Eficiencia fotosintética (Fv/Fm)
En ninguna de las tres poblaciones estudiadas se observaron efectos de las

concentraciones de NaCl evaluadas en la eficiencia fotosintéticas expresadas como Fv/Fm.

a ., pH b pPA
, 1,0
038 a a a a a
=1 =3 T = T 0,8 a - a
T 1
0,6 - ]
E s 08
[S. [T
- -
& it
0,4 - 0,4 -
0,2 4 0,2 4
0,0 T : r r 0.0 T T T T
omM 200mid 300mM 400mM Oomi 200mM 300mM 400mM
v
C o d
0.8 - a
. - k
2 T
0.6 -
£
w
-
=
'S
0.4
0.2 4
0.0 - - - -
omi 200mi 300mM 400mM

Figura 13: Eficiencia fotosintética de tres poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas
a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a) poblacion Punta
Hannah (pH); b) poblacién La Marisma (pPA); c) poblacion La Vega (pV). Se evaluaron
todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican diferencias significativas
(p>0,05).

6.2.7 Iindice de rendimiento fotosintético (PI)

Segun los resultados obtenidos, la poblacion pH y pPA no presentaron diferencias
significativas entre el control y sus respectivos tratamientos, pero si muestran una tendencia
a disminuir el potencial fotosintético a medida que aumenta la concentracion salina (Fig. 14a

y b). En la poblacién pV, si se observaron diferencias significativas entre el control y las

52



concentraciones salinas evaluadas, pero sin diferencia significativa en los valores de Pl

entre las concentraciones de NaCl aplicadas (Fig. 14c).
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Figura 14: indice de rendimiento fotosintético (Pl) de tres poblaciones de Colobanthus
quitensis sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM vy
400mM). a) poblacion Punta Hannah (pH); b) poblacion La Marisma (pPA); c) poblacién La
Vega (pV). Se evaluaron todos los tratamientos a los 40 dias. Letras diferente indican

diferencias significativas (p>0,05).

6.3 Experimento 3: Evaluacién de la tolerancia en plantulas recién germinadas

El andlisis de tolerancia a la salinidad (NaCl) en plantulas recién germinadas se dificultd por
el bajo o nulo porcentaje de germinacion obtenido en las diferentes poblaciones. Solo se
obtuvieron suficientes plantulas en dos poblaciones de Punta Arenas (Chile), La Marisma
(pPA) y Laredo (pL) (Fig. A8 y A9).
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6.3.1 Mortalidad

Del total de 10 plantas estudiadas para pPA para cada tratamiento salino, a los 15 dias se
obtuvo un porcentaje de mortalidad de 20% para el tratamiento con 300mM de NaCl y de
10% para la concentracion de 400mM. Mientras que en pL se obtuvo un 50% de mortalidad
en las concentraciones de 300mM y 400mM, aunqgue esto se evalué con un total de 4 plantas

por tratamiento (Tabla 4).

Tabla 4: Mortalidad en las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis recién
germinadas sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM vy

400mM). Se evaluaron todos los tratamientos a los 15 dias.

Poblacién |Abreviatural Tratamiento] Dial5 |% Mortalidad
0 mM 0 0%
La Marisma pPA > [l 0 0%
300 mM 2 20%
400 mM 1 10%
0 mM 0 0%
Laredo pL 300 mM 2 50%
400 mM 2 50%

6.3.2 Clorosis

El analisis de clorosis de las plantas recién germinadas evidencié un incremento en el
porcentaje de amarillamiento directamente proporcional a las concentraciones de NacCl
evaluadas en pPA (Fig. 15.a), con un incremento en el nimero de plantas con 75% de
clorosis desde los 200mM. Para la poblacion pL, a pesar del pequefio tamafio experimental,
se pudo observar un incremento en la clorosis con el incremento de las concentraciones de
NaCl evaluadas, observandose plantas totalmente cloréticas a los 300mM y 400mM de NacCl
(Fig. 15.b).
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Figura 15: Clorosis en las diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis recién
germinadas sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM vy
400mM). a) poblacion La Marisma (pPA); b) poblacién Laredo (pL). El porcentaje de clorosis
se relaciona con el total de las plantas que presentan amarillamiento. Se evaluaron todos

los tratamientos a los 15 dias del ensayo.

6.3.3 Longitud radicular

En la poblacion pPA, no se observaron diferencias significativas en la longitud radicular entre
los diferentes tratamientos y el control, pero si entre las concentraciones de 200mM y
300mM (Fig. 16a). Para la poblacion pL, el experimento solo se pudo realizar con tres
tratamientos (0, 300 y 400 mM de NaCl) debido al bajo porcentaje de germinacion obtenido.
En esta poblacién no se observaron diferencias significativas en la longitud radicular en

ninguna de las concentraciones evaluadas (Fig. 16b).
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Figura 16: Longitud radicular en poblaciones de Colobanthus quitensis recién germinadas
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacién La Marisma (pPA); b) poblacion Laredo (pL). Se evaluaron todos los tratamientos

a los 15 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p>0,05).

6.3.4 Biomasa total

La poblacion pPA no presenté diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
salinos evaluados, pero si de estos con respecto al control, con un incremento significativo
en la biomasa total en presencia de las diferentes concentraciones de NaCl (Fig. 17.a).
Mientras que para pL, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos (Fig.
17.b).
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Figura 17: Biomasa total en poblaciones de Colobanthus quitensis recién germinadas
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 200mM, 300mM y 400mM). a)
poblacién La Marisma (pPA); b) poblacién Laredo (pL). Se evaluaron todos los tratamientos

a los 15 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p>0,05).

57



7 DISCUSION

La salinidad en los suelos, en primera instancia, impacta negativamente en las funciones
fisiolégicas y bioquimicas de las plantas, perjudicando su crecimiento y desarrollo
resultando en plantas de tamafio pequeiio, fases vegetativas prolongadas, reducciones en
su biomasa y en muchos casos provocando reduccion en el rendimiento y la muerte por
estrés hidrico. Por ello, en esta investigacion utilizamos variables de la morfofisiologia para
intentar establecer diferencias en la tolerancia, o sensibilidad, a la salinidad en poblaciones
de la especie extremdfila C. quitensis a partir de un estudio en condiciones controladas (in

vitro).

7.1 Experimentol: Evaluacion morfo-fisiolégica en plantas in vitro de C. quitensis

La aparicion de apices, botones florales o flores en cultivo de tejidos es considerada una
variable de estrés (Joyce et al., 2003), debido a que generalmente las semillas producidas,
si se producen son inviables. Durante la puesta a punto de protocolos de cultivo de tejidos
para C. quitensis Cuba-Diaz et al. (2014), consideraron la aparicion de floracibn como una
variable negativa. En cambio, durante otras investigaciones y el desarrollo de protocolos de
micropropagacion y conservacion en la coleccion in vitro de plantas antarticas del
Laboratorio de Biotecnologia y Estudios Ambientales, se ha observado el desarrollo de
floraciébn con semillas viables, que incluso germinan directamente en la flor (Fig. A6) en
individuos de varias poblaciones de C. quitensis. Debido a esto, en esta investigacion la
aparicion de botones florales se determind mediante el establecimiento de un delta o
diferencial entre el nimero de botones aparecidos en los tratamientos con diferentes
concentraciones de NaCl y el tratamiento control. Solo en las poblaciones pV, en 50 mM y
pL en 100 y 150 mM se observé un numero mayor de botones florales que en el control (Fig.
2). Por lo que en general, se podria especular que la presencia de NaCl impide o disminuye
la aparicion de botones florales al encontrarse en menor numero que el control.
Previamente, en un estudio similar con poblaciones de C. quitensis donde se evalué el
efecto de NaCl a 0, 50 y 150 mM, se observé un incremento significativo de botones y apices
florales en directa relacion con la concentracion de la sal en pPA 'y pC (poblacion Conguillio,

Parque Nacional Conguillio, Regiéon de La Araucania), siendo mayor y desde los 30 dias de
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exposicion en pPA (Castel, 2015). Esta ambigiedad en los resultados sugiere que deben
profundizarse las investigaciones de estas variables durante la optimizacion de protocolos
de cultivo de tejidos en la especie y sus poblaciones. Por otro lado, se requiere determinar
si las semillas que se producen en estas flores in vitro en presencia de diferentes
concentraciones de NaCl son igualmente viables como en los casos observados en el

laboratorio.

El porcentaje de mortalidad se mantuvo bajo en todos los tratamientos salinos, menor al
6%, y con respecto a los controles. La poblacion pA presentdé un mayor porcentaje de
mortalidad en el control seguido por pV a partir del dia 30 (Fig. 3). La mortalidad observada
en las diferentes poblaciones parece estar mas asociada a las condiciones del cultivo de
tejidos que al tratamiento de salinidad. En estudios previos Castel (2015), evalud la muerte
de plantulas de C. quitensis, en donde en ninguna de las poblaciones estudiadas (pC, pPA
y pPar- La Parva, Cerro La Parva, Region Metropolitana) se observo muerte de plantas ni
necrosis a pesar del amarillamiento que presentaban a los 90 dias del ensayo salino
(concentracion maxima utilizada 150mM). A partir de estos resultados, con mayor mortalidad
en los controles que en las plantas sometidas a diferentes concentraciones de NaCl, se

podria especular que la presencia de salinidad mejora el desempefio de la especie.

Aungue se observa cierta tendencia al aumento de la clorosis (en porcentaje) con el
incremento de la concentracion de NacCl, es relevante el hecho de que en las plantas
controles de todas las poblaciones, se observan un alto nimero de plantas con 50% de
clorosis (Fig. 4), Por lo que con esta variable no puede establecerse una relacion directa
con el incremento de la salinidad. Castel (2015), aunque también observo un incremento de
la clorosis (amarillamiento) con el paso del tiempo y con las concentraciones de NacCl
evaluadas, tampoco pudo establecer una relacion directa con la salinidad. La clorosis
observada podria estar mas asociada a las condiciones y respuesta de la especie al cultivo
de tejidos que a efectos por el tratamiento con salinidad. Segun lo descrito por Lu et al.
(2022) , las hojas cloréticas a menudo son inducidas por la acumulacién excesiva de iones
Na* y la falta de iones K* en las hojas lo cual es causado por el estrés salino. Otra de las
razones por las que se genera el amarillamiento en las hojas y principalmente en la base de

las hojas es debido a la acumulacién de Na* y CI en esas dos regiones (Gebauer et al.,
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2004). Previamente, se ha informado que esta especie presenta altos porcentajes de
clorosis en cultivo in vitro, situaciéon que se ha mejorado con el uso de tiosulfato de plata
(STS) en el medio de cultivo (Cuba-Diaz et al. 2014).

La poblacion pA evidencié los mayores efectos negativos en su crecimiento en presencia
de la mayor concentracion de NaCl (200mM), con una disminucion significativa en su
biomasa (Fig. 7.a) y en la longitud foliar (Fig. 5.a), no mostré diferencias significativas
respecto del control y las otras concentraciones evaluadas en la longitud radicular (Fig.6.a).
La poblacion pV mostré una disminucion significativa en su biomasa en las concentraciones
de 100mM y 150mM de NaCl (Fig. 7.e) y en la longitud foliar en presencia de 200 mM de
NaCl (Fig. 5.e), pero no mostro diferencias significativas en la longitud radicular en ninguno
de los tratamientos. La poblacion pH mostré un incremento significativo en su biomasa en
las concentraciones 150 y 200 mM (Fig. 7.b), en cambio en esas mismas concentraciones
se observo una disminucion significativa en su longitud radicular (Fig. 6.b). En cambio, las
poblaciones pL y pPA muestran tendencia a ser favorecidas significativamente en estas
variables de su crecimiento, principalmente en concentraciones mas bajas de salinidad,

pero sin presentar diferencias significativas con respecto al control.

A diferencia de las variables hasta ahora analizadas, estas 3 variables; biomasa, longitud
foliar y radicular, nos permiten establecer cierto criterio para definir orden de tolerancia al
NaCl en las poblaciones estudiadas, mostrandose que bajo estas condiciones
experimentales, las poblaciones antarticas (pA y pH), muestran menor tolerancia que las
poblaciones magallanicas, y dentro de esta grupo, aparentemente las poblaciones pL y pPA
presentan la mayor capacidad de tolerar |la salinidad respecto de pV. Pero mas estudios y
la determinacién de otras variables bioquimicas y moleculares podrian entregar mayores
antecedentes sobre los mecanismos de tolerancia de estas poblaciones y especie. Castel
(2015), igualmente observo respuestas diferenciales entre las poblaciones estudiadas, pPA
mostro valores significativamente mas altos de biomasa, longitud radicular y foliar después
de 90 dias sometida a concentraciones bajas (50 mM), y mantuvo valores sin diferencias al
control a 150 mM, por su parte, pPar no mostro diferencias en ninguno de los tratamientos
evaluados, pero pC mostré disminucion significativa en estas variables a 150 mM de NaCl.

Esta misma autora, observd que la tolerancia a la salinidad ademas de estar relacionada
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con la tasa de crecimiento afectd la tasa fotosintética, la cual disminuyd a altas
concentraciones de salinidad en la poblacion mas afectada (pC). Segun Tuteja (2007),
cuando las concentraciones de NaCl se encuentran sobre los 100mM, se genera una
inhibicion de crecimiento debido a que las concentraciones son toxicas para el metabolismo
celular. En un estudio similar, pero en condiciones de jardin comun, Klagges (2015) evalu6
el efecto de la salinidad (0, 50 y 150 mM) de NacCl, encontré tendencias similares a las
obtenidas en este trabajo y a lo informado por Castel (2015). La poblacién pPA parecio ser
favorecida con las concentraciones més bajas de NaCl y sin diferencias significativas entre
el control y 150 mM de NaCl, pPar no mostro variaciones en ninguna de las variables morfo-
fisiologicas analizadas, pC mostro efectos significativamente negativos en algunas de las
variables y pA mostré los mayores efetos negativos en su crecimiento, aunque con
respuestas bioquimicas que dan cuenta de mecanismos de adaptacion a la condicién de
salinidad y una alta capacidad de recuperacion después de ser excluida de la presencia de
salinidad. Estos resultados sugieren le necesidad de aumentar las concentraciones de NaCl
para determinar el limite de tolerancia de las diferentes poblaciones y que se requiere el
andlisis de otras variables bioquimicas y moleculares que permitan mejorar la comprension

sobre los mecanismos de adaptacion de la especie y sus poblaciones.

La relacion el sodio (Na*) / potasio (K*) es un factor importante que influye en la tolerancia
de las plantas a la salinidad. Las plantas tolerantes a la sal difieren de las sensibles a la sal
en que poseen una baja tasa de transporte de Na* /K* a las hojas, y tienen la capacidad de
compartimentar estos iones en vacuolas para asi evitar |a toxicidad i6nica por sales (Munns,
2002). La acumulacién de iones Na* principalmente en las hojas, disminuye la relacion
K*/Na*, y una baja concentracion citosolica de K* /Na* inhibe la actividad enzimatica y la
sintesis de proteinas (Machado y Serralheiro, 2017). En cambio, en las plantas sensibles a
la salinidad, se ha observado una relacibn Na*/K* mas alta, ya que hay una mayor
acumulacion de Na* en las hojas y una menor capacidad de transportar iones K*. En todas
las poblaciones estudiadas se observé un incremento en el contenido de iones Na*
directamente relacionado con el incremento de la concentracion de NaCl en el medio de
cultivo (Fig. 8). Dentro de todas las poblaciones pV mostré los mas altos contenidos de iones

K*, los cuales no variaron con el incremento del contenido de iones Na*, similar
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comportamiento se observo en pL y pPA, mientras que en las poblaciones antarticas si se
pudo observar una disminucion en el contenido de iones K* directamente proporcional al
incremento del contenido de iones Na*, llegando a observarse relaciones Na*/K* igual o
menor a 1 (Fig. 8). Estos analisis, aunque preliminares y que solo muestran tendencias,
permiten reafirmar que las poblaciones magallanicas parecen tolerar mejor la salinidad, pero
abre nuevas interrogantes sobre la poblacion pV, que, aun mostrando efectos negativos en
Su crecimiento en presencia de altas concentraciones de NaCl, no presenta alteraciones en

los contenidos de K* en presencia de altas concentraciones de NaCl.

7.2 Experimento 2: Ensayo de tolerancia a concentraciones altas de NaCl.

Los resultados obtenidos a partir del experimento 1, si bien permitieron especular sobre
ciertas tendencias a tolerar mejor la salinidad en unas poblaciones mas que otras, ofrecen
una interrogante con relacién a cuanto mas podrian tolerar las poblaciones en estudio de C.
quitensis. A partir de esto, se decidio realizar un segundo ensayo con plantas in vitro
aumentando las concentraciones de salinidad a las que fueron sometidas (200, 300 y 400
mM de NaCl). Debido a la falta de material vegetal, este ensayo se realizé con 3 poblaciones
(pH, pPA y pV), teniendo una poblacion representativa de cada zona geografica estudiada
anteriormente. No se cuenta con antecedentes de estudios de salinidad en esta especie con

concentraciones tan elevadas de NacCl.

La mortalidad de los tejidos en condiciones de salinidad puede estar asociadas el equilibrio
Na*/K*. Las plantas méas sensibles no pueden controlar el transporte de Na*; por lo que,
grandes cantidades de este ion se translocan al brote induciendo la muerte de la planta
(Maathuis, 2014; Roy et al., 2014) y la regulacion de la homeostasis de K* es esencial para
la adaptacion de la planta al estrés biético y abiético. pH y pPA presentaron un 8% de
mortalidad de plantas, lo que equivale a 1 planta en la concentracién de 400mM (Tabla 3).
Pero esos resultados no explican una relacion directa de este resultado con la aplicacion de

concentraciones mas altas de NacCl.

La poblacion pH es la Unica que muestra un incremento de la clorosis en relacion directa
con el incremento de la concentracion de NaCl (Fig. 9.a). Por su parte, pPA presenta mayor
clorosis en general, pero sin relacion con las concentraciones salinas (Fig. 9.b), lo que

podria estar mas asociado con la respuesta de ésta al cultivo de tejidos. pV presenté menor
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porcentaje de clorosis donde solo se registraron plantas con hasta un 25% de clorosis (Fig.
9.c). Esto podria deberse a que la planta posee una capacidad para mantener la
homeostasis de los iones, lo que provoca que no se acumulen iones Na* en las hojas, por

consiguiente, que no se presente amarillamiento (Roy et al., 2014).

La poblacion pPA mostré un incremento significativo en su biomasa foliar y radicular en 200
y en 300 mM de NacCl, respectivamente (Fig. 11.b y 12.b) y aunque no mostro diferencias
significativas, también se observé una tendencia a un mayor desarrollo radicular a una
concentracion de 300 mM de la sal (Fig. 10.b). pH present6 un aumento de la biomasa foliar
a los 200 y 300 mM, en cambio, tanto la biomasa como la longitud radicular se vieron
afectados significativamente con el incremento en la concentracion de NaCl (Figs. 12.ay
13.a). En este experimento y respecto de estas variables, pV mostro el peor desempefio
con valores significativamente negativos tanto en la biomasa como en la longitud radicular
en presencia de la sal (Figs. 12.c y 13.c), aunque no mostré diferencias significativas en la
biomasa foliar. Esto podria estar asociado a que el estrés por salinidad induce un estrés
osmatico e idnico que conduce a un crecimiento retardado en términos de longitud del tallo
y raiz, peso fresco y seco (Abbas et al., 2015). Segun lo descrito por Batista-Sanchez et al.
(2019), la disminucién en la capacidad de absorber nutrientes y agua (impuestos por la
salinidad), restringe el crecimiento y desarrollo del area foliar, lo que afecta la produccién
de biomasa total de la planta. En un estudio realizado por Mazén Suéstegui et al. (2018), a
medida que aumentaban las concentraciones de NaCl se evidencié una disminucion en la

biomasa fresca de la parte aérea en plantulas de dos variedades de albahaca (Napoletano
y Emily).

Para observar si existia alguna relacion entre los efectos sobre el crecimiento y la capacidad
fotosintéticas en estas plantas en presencia de altas concentraciones salinas, en este
ensayo se evalu6 Fv/Fm que mide la eficiencia de la captura de luz en el fotosistema Il (PSII)
y la eficiencia del transporte de electrones en el sistema fotosintético general y Pl que evalla
la eficiencia del transporte de electrones en el PSIl de la fotosintesis. La primera variable
(Fv/Fm) no evidencio diferencias significativas para ningun tratamiento ni poblacion (Fig.
13). En cambio, en la evaluacion de Pl si se observd una disminucion significativa para pVv

respecto al control (Fig. 14.c). Tanto el indice de rendimiento fotosintético (PI) como el
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cociente de la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) son indicadores indirectos del rendimiento
cuantico del fotosistema Il (PSII) (Torressi et al., 2014). Gupta (2019), describe Pl como la
informacion combinada sobre el rendimiento de PSIl y la reduccion de los aceptores de
electrones entre sistemas y la reduccion de los aceptores finales de PSI. Strasser et al.
(2004), describe el parametro Fv/Fm como una reduccion en la eficiencia fotoquimica de
PSIl y una perturbacién o dafio al aparato fotosintético, la cual ha sido utilizada para detectar
alteraciones en el sistema fotosintético causadas por diferentes condiciones de estrés, tanto
abidticos como bidticos. El que Fv/Fm se haya mantenido estable y Pl haya variado puede
deberse a que el estrés salino afecta la eficiencia del transporte de electrones en el PSlI,
disminuyendo el flujo de estos y aumentando la disipacion de energia en forma de calor, lo
gue podria generar un impacto en Pl al medir |a eficiencia real del PSIl en condiciones de

luz variable

Este experimento, aunque con la debilidad de no poder incluir todas las poblaciones
estudiadas en el experimento 1, nos permite avances en el conocimiento sobre tolerancia a
la salinidad en C. quitensis. En primer lugar, que el limite de tolerancia a la salinidad (NaCl)
de esta especie, en las poblaciones analizadas, supera los 400mM de NaCl. Segundo, que
a pesar de que la poblacién pV, hasta los 200mM mostré signos de ser mas tolerante, al
enfrentar concentraciones mas elevadas, ve disminuido su desemperfio y crecimiento. No
obstante, mas variables deben ser analizadas en respuesta a estas concentraciones y
nuevos estudios que permitan evaluar el limite superior de tolerancia de la especie deben

ser realizados.

7.3 Experimento 3: Evaluacion de la tolerancia en plantulas recién germinadas.

Debido a que el experimento de salinidad solo se habia probado en plantas provenientes
de ensayos in vitro, se realiz6 un tercer experimento a partir de plantulas recién germinadas,
para lo cual se colocaron a germinar semillas de las 5 poblaciones originales (pA, pH, pPA,
pL y pV). De estas 5 poblaciones solo germinaron casi en un 100% plantulas de pPA y un
porcentaje muy bajo de pL, en el resto de las poblaciones no se alcanz6 un porcentaje de
germinacion suficiente para llevar a cabo el ensayo (Fig. A10). Esta variabilidad en el
porcentaje de germinacion de las mismas poblaciones en diferentes estudios puede estar

asociada a las condiciones de recoleccion y almacenamiento de semillas previas a cada
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estudio, asi como a las condiciones que prevalecen durante la época de crecimiento (Cuba-
Diaz et al., 2019) . Se ha sugerido que las semillas de C. quitensis, al menos en la Antartica,
entran en un proceso de latencia secundaria, cuya liberacion ocurre cuando las condiciones

ambientales aseguran el crecimiento y desarrollo futuro (Gielwanowska et al., 2011).

Dentro de las evaluaciones que se realizaron al finalizar los 15 dias del ensayo, se registro
que el porcentaje de mortalidad fue mayor que en los ensayos anteriores debido a la
concentracion de NaCl que se utilizé y al tamafio de las plantas. En cuanto al porcentaje de
clorosis, se observd mayormente en pPA, siendo el tratamiento de 300mM el que presentd
mas plantas con 100% de clorosis. pPA mostré un incremento significativo en la biomasa
total entre todos los tratamientos respecto al control, en cambio en pL no hubo diferencias
significativas en ningun tratamiento. En relacion con el largo radicular, se observo
congruencia con el ensayo 2, donde no se observaron diferencias significativas para
ninguna de las 2 poblaciones. Este experimento, aunque no muy significativo, por la baja
representatividad de poblaciones y el bajo n muestral, corrobora la tolerancia de la especie
a la salinidad, aun en estados de desarrollo iniciales y que en pPA la aplicacion de salinidad

aparentemente favarece el crecimiento.

La tolerancia a la salinidad varia de unas plantas a otras, por lo que se han diferenciado 2
tipos en funcion a la tolerancia a la sal. Las halofitas son aquellas plantas resistentes o
tolerantes a la sal y pueden completar su ciclo de vida en suelos que contengan mas de 200
mM de NaCl (Meng et al., 2018). Generalmente se encuentran en el océano, en las zonas
costeras, los bosques de manglares y las regiones deseérticas, ya que sus caracteristicas se
adaptan evolutivamente para resistir la alta salinidad (Soundararajan et al., 2019) y las
glicofitas son aquellas plantas afectadas por la salinidad e incapaces de soportar altas
concentraciones salinas. Segun Bose et al. (2015), para que una planta tolere la sal, esta
debe tener la capacidad de regular la absorcion de iones Na* y ClI- mientras mantiene las
concentraciones citoplasmaticas de iones K* y Mg* necesarias para la activacion esencial

de las enzimas.

De acuerdo con lo revisado en la literatura y con respecto a algunos resultados, se podrian
categorizar a algunas poblaciones de C. quitensis como tolerantes a la salinidad y con

algunas respuestas que podrian incluirlas dentro de las haléfitas. Se requieren mas estudios
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y por el momento esperar los resultados bioquimicos que estan en curso en el marco del
proyecto de investigacion donde se realizé esta investigacion, para ver si se pueden definir
dentro de las poblaciones estudiadas, mecanismos diferenciales de tolerancia a la salinidad
asociados a adaptaciones al ambiente en habitan las diferentes poblaciones.
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8 CONCLUSIONES

>

En concentraciones salinas hasta 200mM hubo una reduccion de la biomasa y
crecimiento radicular de ambas poblaciones antarticas (pAy pH), por lo que se podria
decir que toleran las altas concentraciones de salinidad, pero muestran algunos
signos de sensibilidad, en cambio, bajo las mismas concentraciones salinas, las
poblaciones magallanicas (pL, pPA y pV) toleraron mejor las concentraciones de

NaCl, ya que aumentaron tanto su biomasa como su crecimiento radicular y foliar.

Aparentemente, la presencia de iones Na* en el medio no afecta la absorcion de
iones K*en las poblaciones pV, pL y pPA, lo cual podria ser un indicador de que hay
cierto mecanismo de tolerancia a la salinidad en estas poblaciones, ya que
mantuvieron altas concentraciones de iones K+, las cuales no mostraron variacion al

aumentar la concentracion de NacCl.

Las poblaciones magallanicas pV, pL y pPA (costeras y no costeras), presentaron
mayor tolerancia al aumentar la concentracion salina a 400mM, en donde se aprecio

un mayor efecto en su desarrollo radicular.

En concentraciones mas altas de NaCl (hasta 400mM), la poblacion pV mostré mayor

sensibilidad incluso, mas que la poblacion antartica pH.

Al analizar las plantulas en estado inicial (post germinacion), se pudo corroborar que

esta tolerancia se mantiene aln en estas condiciones.

Debido a esto, se rechaza parcialmente la hipotesis de este trabajo, ya que, dentro de las

poblaciones de C. quitensis estudiadas no hay poblaciones sensibles y aparentemente, la

poblacién no costera (pV), no es mas sensible que el resto de las poblaciones costeras, tal

como se observa en el experimento 1.

Si bien los resultados nos indican una tendencia de hacia dénde se podrian catalogar las

diferentes poblaciones de C. quitensis estudiadas, es necesario analizar los ensayos

biogquimicos que quedaron en curso y, quizas, realizar algun estudio que involucre genes y

concentraciones mas altas de NaCl, para asi tener una mejor vision de los mecanismos de
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tolerancia a la salinidad de las poblaciones estudiadas y asi poder catalogarlas con mayores

bases en tolerantes o sensibles y quizas catalogar alguna de ellas como haldfita.
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10 ANEXOS

PA OMmM
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PA 200mM

Figura Anexo 1: Registro fotografico poblacion Arctowski (pA) para determinacion de clorosis en evaluaciones morfo-
fisiolégicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM,

150mM y 200mM).
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Figura Anexo 2: Registro fotografico poblacion Punta Hannah (pH) para determinacion de clorosis en evaluaciones morfo-
fisiologicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM,
150mM y 200mM).
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Figura Anexo 3: Registro fotografico poblacion La Marisma (pPA) para determinacion de clorosis en evaluaciones morfo-

fisiologicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM,

150mM y 200mM).
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Figura Anexo 4: Registro fotogréfico poblacion Laredo (pL) para determinacién de clorosis en evaluaciones morfo-fisiologicas
de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM y

200mM).
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Figura Anexo 5: Registro fotografico poblacién La Vega (pV) para determinacion de clorosis en evaluaciones morfo-

fisiolégicas de 5 poblaciones de Colobanthus quitensis sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (OmM, 50mM, 100mM,

150mM y 200mM).
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Figura Anexo 6: Presencia de semillas viables germinando en botones florales de

Colobanthus quitensis propagado in vitro.
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Figura Anexo 7: Registro fotografico de ensayo de tolerancia a NaCl con 3 poblaciones de Colobanthus quitensis in vitro. pH.

Poblaciéon Punta Hannah; pPA. Poblacion La Marisma; pV. Poblacion La Vega.
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Figura Anexo 8: Registro fotografico de ensayo de tolerancia a NaCl de plantulas recién
germinadas de Colobanthus quitensis. pPA. Poblacion La Marisma.

Figura Anexo 9: Registro fotografico de ensayo de tolerancia a NaCl con plantulas recién
germinadas de Colobanthus quitensis. pL. Poblacién Laredo.
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Figura Anexo 10: liadas de Colobanthus

quitensis. pA. pob ; PPA. poblacion La

Marisma; pL. pobla
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