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RESUMEN

El perdéxido de hidrogeno (H20;) y el acido salicilico (AS) son
compuestos sefializadores de potencial utilidad para el manejo agronémico del
estrés en las plantas cultivadas. El presente trabajo se realizé con el objetivo de
estudiar la respuesta de las plantas bajo estrés a la aplicacion exdégena de
estos compuestos, se sometieron las semillas de melén a un pretratamiento
durante 12 horas en soluciones de acido salicilico (AS) a concentraciones de
102y 10™ M, perdxido de hidrogeno (H-02) en concentraciones de 1y 2 mM.
Posteriormente las semillas fueron transferidas a soluciones salinas con NaCl a
diferentes concentraciones (0, 100, 150 mM) para su germinacién en el
laboratorio. A continuacién las semillas germinadas fueron llevadas al
invernadero y colocadas en charolas con sustrato. Las semillas tratadas con
H>02 1 mM mostraron mejor y mas rapida germinacion en NaCl. Igualmente las
plantulas provenientes de semillas tratadas con H;O, mostraron mejor
crecimiento en el invernadero. Por su parte el pretratamiento con AS no mostro

ningun efecto positivo sobre la germinacion o el crecimiento.



INTRODUCCION

Durante los ultimos setenta y cinco afios, el meléon mexicano ha
mantenido su participacion en el mercado internacional debido a su alta calidad.
Ademas, la importancia econémica y social de la produccion de melén a escala
nacional, ha hecho de esta, una fuente muy interesante en la generacién de
empleos y en la captacion de divisas en nuestro pais ocupando el tercer lugar

como producto agropecuario.

Sin embargo afo tras afio, el estrés ambiental causa grandes pérdidas a
los productores que se dedican al cultivo de melén. En particular la salinidad
afecta negativamente la produccion en al menos un tercio de las superficies

sembradas, alcanzando aproximadamente el 40% del total del area cultivable.

Una alternativa para el manejo del estrés en plantas es aumentar o
reforzar la tolerancia intrinseca de las mismas. Dicha tolerancia surge de la
accion de respuestas de adaptacion que son potencialmente manipulables.
Entre las mencionadas respuestas se encuentra la sintesis de acido salicilico

(AS) y de especies reactivas de oxigeno como el O, y el H,05.



El H,O, parece actuar de forma dual. Por un lado causa dafio por
oxidacion al DNA, proteinas y lipidos dando lugar en casos extremos a la

muerte celular.

Por otro lado parece funcionar como senalizador, encargado de iniciar las
respuestas de defensa, en aquellas condiciones ambientales adversas que
involucran dafio oxidativo como la patogénesis, el estrés por baja temperatura,

por sequia y por salinidad.

Por su parte el acido salicilico funciona como inductor de proteinas de
defensa contra los patégenos, ademas de regular la actividad de diversas
enzimas que modifican el ambiente redox y el nivel de las especies reactivas de
oxigeno en la célula. Se ha reportado que la aplicacién exdégena de H,O, 6 AS

en plantulas induce resistencia al estrés de baja o alta temperatura.

Por lo anteriormente planteado se considera necesario el estudio del
H>O, y el acido salicilico como alternativas para el manejo del estrés en un

cultivo tan importante econdmicamente como es el caso del melon.



OBJETIVO

El objetivo del presente estudio fue determinar si el pretratamiento de las
semillas de meldn con soluciones acuosas de H,O, y AS daba lugar a mayor
éxito en la germinacién en un medio salino con NaCl y si dicha manipulacién

generaba modificaciones en la adaptacion y crecimiento de las plantulas.

HIPOTESIS

En el presente trabajo se plantea que los pretratamientos de las semillas
de meldn con soluciones a base, de H,O, y AS aumentan el porcentaje de
germinacién en un medio salino con NaCl causando modificaciones en la

adaptacion y crecimiento de las plantulas.



MATERIALES Y METODOS.

Localizacion.

El presente trabajo de investigacion se realizo en los meses de Enero y

Febrero del afo 2000, en el Departamento de Horticultura de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro, que tiene su domicilio en Buenavista Saltillo

Coahuila, cuyas coordenadas geograficas responden a los 25° 22" Latitud

Norte, 101°00” Longitud Oeste con una altitud de 1743 msnm.

Material Utilizado.

Material Vegetativo.

Se emplearon semillas de melén (Cucumis melo L.) del cultivar Top
Mark, con un 90% de germinacién producida por la empresa de semillas Norton

Seed Co.



Establecimiento del experimento.

Se inicio con la realizacion de pruebas preliminares de salinidad con
cloruro de sodio (NaCl) a diferentes concentraciones (50, 100, 150, y 200 mM);
con los resultados obtenidos se eligié un rango de concentracion de salinidad

para los trabajos posteriores.

Se sometido a las semillas de meléon a un pretratamiento con acido
salicilico (AS) a concentraciones de 102y 10 M, peréxido de hidrégeno (H.0,)
en concentraciones de 1y 2 mM y un testigo con agua destilada manteniéndose
sumergidas las semillas durante 12 horas en las soluciones mencionadas. La
razon de utilizar esas concentraciones radica en que son las reportadas como

encontradas en células que se mantienen bajo estrés.

Posteriormente las semillas de cada pretratamiento se lavaron con agua
destilada y se colocaron en cajas petri de vidrio con papel filtro como sustrato,
se anadieron soluciones de NaCl a diferentes concentraciones (0, 100,
150 mM) funcionando de esta manera como medio salino de germinacion, las
semillas fueron mantenidas durante 9 dias en este medio, dentro de una
camara de incubacion (FORMA/SCIENTIFIC, Marietta Ohio, modelo 3282) a

una temperatura constante de 26°C.



Después de realizar el pretratamiento a las semillas y observar su
germinacion durante nueve dias, se transplantaron las pequefia plantulas de
cada tratamiento en charolas de poliestireno expandido de 200 cavidades, con
peat moss (Sunshine No. 3) como sustrato, dentro del invernadero 3 del
Departamento de Horticultura. Se observo el crecimiento de las plantulas en el
invernadero durante nueve dias posteriores a la transferencia. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar con tres repeticiones tanto

para la parte realizada en el laboratorio como en el invernadero.

Variables evaluadas.

Numero de semillas germinadas:

En lo que respecta a esta variable, el conteo se inicio a partir del dia 3
hasta el dia 9 después de la siembra, cada caja petri que contenia 35 semillas
fue contabilizada por separado, contando el numero de semillas germinadas. Se

considerd germinada una semilla cuando esta mostré emisién de la radicula.

Biomasa de las plantulas.

Esta variable fue tomada de acuerdo al peso que marco la balanza
analitica (AND HR-120) para todos los tratamientos, considerando 2 plantas
por repeticion, para de esta manera estimar la biomasa producida en 9 dias

después del transplante.



REVISION DE LITERATURA.

Salinidad de los suelos.

La acumulacion de sales en la capa arable de los suelos causa una
perdida parcial o completa de la productividad de los suelos. Este es un
fendmeno mundial, las causas son multiples y puede ser antropogénico o de

origen natural (Gupta y Abrol, 1990).

Los problemas de salinidad en los suelos son muy comunes en las zonas
aridas y semiaridas, pero los suelos afectados con sales también pueden estar
presentes en las zonas con clima humedo, especialmente en las costas (Abrol,

1986; Harris 1990; Zekri y Parsons, 1992).

Mas de 400 millones de hectareas arables en el mundo estan afectadas
por la presencia de sales solubles en los suelos. En México, los suelos
afectados con este tipo de problemas alcanzan una superficie aproximada al

40% del total del area cultivable (Zapata y Rodriguez, 1995; Pessarakli, 1991).

Aunque las condiciones necesarias para el desarrollo de los suelos afectados son

las mismas, generalmente estan relacionadas con la calidad del agua de riego y las



propiedades del suelo, aun asi el tipo y la intensidad puede variar de acuerdo con el

clima, el manejo del agua y del suelo con los cultivos (Pla, 1988).

La salinidad de un suelo puede tener principalmente tres origenes
diferentes. En primer lugar que se trate de un asentamiento salino de por si, es
decir, suelos formados sobre yacimientos salinos, antiguas cuencas marinas,
rocas que liberen gran cantidad de sales solubles, etc. En segundo término que
exista una capa freatica alta y con elevado contenido en sales, que acumula en
el suelo cada vez que crece su nivel. Y en tercer lugar que la salinidad sea
debida a los aportes salinos del agua de riego empleada (0 a un aporte
incontrolado de fertilizantes); esta ultima forma es la mas grave y sobre ella

podemos ejercer acciones de control (Alarcon, 2001).

Se estima que en México existen 800,000 has afectadas por drenaje
deficiente y salinidad en diferentes grados. La CNA y la IMTA, en coordinacion
con diversas asociaciones de usuarios de distritos de riego, han implementado
un programa para la rehabilitaciéon de suelos ensalitrados o con manto freatico
somero. Este programa se apoya en el uso de tecnologia desarrollada por el
instituto que involucra el empleo de imagenes de satélite y sensores
electromagnéticos portatiles para seleccionar areas afectadas por salinidad y
drenaje deficiente, el disefio optimo de redes de sistemas de drenaje parcelario
y la aplicacion de practicas para la gestion de este tipo de suelo (CONACYT,

1999).



Efectos de la salinidad en el cultivo de melon.

De un 10 hasta un 15% de las semillas sembradas en los cultivos de
melén de la region de Paila, Coah. no germinan. Se supone que una
componente importante de este problema corresponde a la salinidad del suelo.
Ademas de los gastos directos de semilla y mano de obra para la resiembra,
esta situacién parece induce también perdidas lamentables en la cosecha
causadas por el retraso y por la falta de uniformidad en la época de corte (Siller

M, Comunicacion personal).

En 4reas agricolas con elevadas concentraciones de sal en el suelo, algunas
hortalizas se enfrentan con problemas al tomar agua que tiene un potencial quimico bajo,
ademds de encontrarse con altas concentraciones potencialmente toxicas de iones de

sodio, carbonato y cloro (Salisbury y Roos, 1994).

Tanto la germinacién como el crecimiento del melén se ven fuertemente
influenciados por las condiciones de salinidad del suelo, ya que es una especie
de moderada tolerancia a la salinidad, tanto del suelo (CE de 2,2 dS.m'1) como
del agua de riego (CE de 1,5 dS.m™), algunos autores han estimado que cada
incremento en una unidad sobre la conductividad del suelo, supone una

reduccion del 7,5 % de la produccién (Krarup H. et al., 1999 )

Estrés oxidativo



Peroxido de hidrogeno (H.O5).

Uno de los factores que causan dafio durante las condiciones
ambientales adversas es la produccion en exceso de especies activas de
oxigeno (EAQO), como es el caso peroxido del hidrégeno (H202). Se sabe que
dicho dano causado por estrés de oxidacion ocurre en las plantas expuestas a
bajas y altas temperaturas, particularmente en combinacion con alta irradiancia,
sequia, radiacion UV, exposicién a contaminantes atmosféricos (O3 6 SO,) y

suelos con exceso de sales solubles (Dirk | y M.V Montagu, 1995).

El H,O, parece jugar un papel importante en la transduccion de sefiales
durante las interacciones planta-patégeno. La muerte celular hipersensible
asociada con las interacciones planta-patégeno se caracteriza por un rapido

choque oxidativo.

El H,O, producido durante el choque oxidativo funciona como disparador
local de la muerte celular programada de las células afectadas, causando
ademas el rapido entrelazamiento (cross-linking) de las proteinas de la pared
celular, una conocida respuesta de defensa frente a los patdégenos (Bradley et

al., 1992; Levine et al., 1994).

Por otro lado, el H,O, parece actuar como molécula senalizadora
induciendo la transcripcion de los genes de defensa, tales como la glutatién S-

transferasa y GPX en las células cercanas (Levine et al., 1994)



Acido salicilico (AS).

El AS pertenece a un grupo muy diverso de sustancias conocidas como fenolicos.
En las plantas los compuestos fendlicos, relacionados con el llamado metabolismo
secundario, estdn involucrados en gran cantidad de actividades de regulacién en las
plantas. En particular diferentes estudios muestran la importancia de AS en los procesos
fisiologicos y de adaptacion de las plantas (Raskin, 1992). Es probable que el AS tenga
algtin papel regulador sobre el balance de oxidacion / reduccion de las células vegetales,
y ello tal vez explique la capacidad del AS de inducir respuestas tan variadas:
fisioldgicas, morfogénicas y adaptativas en las plantas. Lo anterior se sigue a partir del
comprobado efecto del AS sobre la actividad de catalasa y otras enzimas que controlan
el nivel de las EAO (Raskin, 1992), asi como sobre la oxidasa alternativa mitocondrial

(Murphy et al., 1999).

El AS aplicado de forma exdgena en concentracién de 102 a 10® M aument la
biomasa de plantas de soya (Gutiérrez-Coronado et al., 1998), el rendimiento de trigo
(Lopez Tejeda et al., 1998) al igual que el rendimiento y la calidad de diversas hortalizas
segun se desprende de los resultados de diferentes trabajos experimentales del grupo de
Gutiérrez Coronado adscrito al Instituto Tecnoldgico de Sonora. El AS comenz6 a
sobresalir como molécula sefializadora en plantas cuando se descubrio su papel como
inductor de la termogénesis en plantas de la familia Araceae (Raskin, 1992). Poco
después se demostrd su importancia en las reacciones de defensa contra los patogenos
(Malamy et al., 1990). Asimismo el AS parece relacionarse con la adaptacion de las
plantas a los ambientes extremos, y esto pudiera convertir a este compuesto y sus

derivados en herramientas para el manejo agronomico del estrés.



RESULTADOS Y DISCUSION

El NaCl determind un retraso en la germinacion asi como una
disminucién en el éxito de la germinacién (Cuadro 1). Para las semillas
germinadas en agua destlada (0 mM NaCl) los mejores resultados
correspondieron al pretratamiento testigo. La situacion fue diferente sin
embargo en los medios salinos, en ellos se observdé una ventaja clara del
pretratamiento con H;O, (Cuadro 1 y Fig. 2) en comparaciéon con el

pretratamiento testigo o con AS.

Entre las respuestas adaptativas frente al estrés de salinidad se
encuentran la sintesis y acumulacion de compuestos osmoactivos asi como la
induccién del sistema de defensas antioxidantes y de captura de especies
reactivas de oxigeno (Yeo A, 1998). En el presente estudio la exposicién de las
semillas al H,O, y al AS se realizé siguiendo la hipétesis de que la exposicidon
controlada a los sefializadores mencionados daria lugar a una respuesta
adaptativa mas oportuna y, por lo tanto, a una mas alta tasa de germinacion en
el medio salino. Los resultados obtenidos parecen confirmar la hipétesis para el
H>0O,. Resultados analogos fueron reportados para las semillas de lechuga

bajo estrés salino (Cafaveral et al., 2000)



Cuadro 1. Valores promedio del Numero de semillas germinadas por caja petri

en los conteos realizados entre los dias tres y nueve después del inicio del

experimento.

Tratamientos
Pretratamientos 0 mM 100 mM 150 mM
NaCl NaCl NaCl
Testigo 23.24d° 14.05b 8.71b
AS 10* M 22.62 cd 14.14 b 8.81 bc
AS 10° M 0.24 a 00 a 0.0 a
H,O, 1 mM 20.53 be 18.05c 12.86 d
H,O; 2 mM 19.76 b 13.05b 10.33 ¢

Valores con la misma letra dentro de columnas son iguales de acuerdo a la

prueba de Duncan a una P < 0.05.

28 - -
100 mM NaCl
24 |
20 |

16 |

12 ¢ \

SEMILLAS GERMINADAS

DIAS TRANSCURRIDOS

]

i

7

o ¢ PO

testigo
1.0 mM H.O.,
2.0 mM H.O.,

1210 M AS

Figura 1. Valores promedio y error estandar del numero de semillas germinadas

por caja petri en el medio de 100 mM de NaCl. La flecha en el grafico indica la

curva correspondiente al numero de semillas germinadas en el pretratamiento

de 1 mM HzOz.



El AS mostré un fuerte efecto negativo sobre la germinacion al aplicarse
en 102 M, mientras que en 10 M no fue estadisticamente diferente al testigo.
El AS es un compuesto que imparte tolerancia a alta temperatura en plantulas
(Dat et al., 1998); asimismo inhibe la actividad de catalasa (Chen et al.,1993),
promoviendo la sintesis de H,O, que induce las respuestas iniciales de defensa
frente al estrés en las plantas (Dirk | y M.V Montagu 1995). Por ello se esperaba
inicialmente que el pretratamiento con AS tuviese un efecto parecido al del
H,O,. Es probable que esta respuesta indique que la sefalizacién del estrés

salino en las semilla involucre una via independiente del AS.

En cuanto a la biomasa de las plantulas trasplantadas en invernadero se
encontré que las provenientes del medio sin NaCl no mostraron diferencia
significativa frente al testigo, a excepcién de aquellas cuya semilla fue
pretratada con AS 10% M las cuales presentaron una biomasa
significativamente menor. En cambio, en aquellas plantulas provenientes del
medio con NaCl 100 mM se encontré un efecto positivo y significativo del
pretratamiento de la semilla con H,O, 1 mM (Fig. 3). Se observé asimismo un
efecto positivo del H,O, 2 mM en las plantulas cuya semilla germind en NacCl

150 mM.

En un trabajo realizado con microplantas de papa al afadir AS 6 H,O»
en el medio de cultivo in vitro se reporto que la termotolerancia se mantuvo por
mas de un mes después de la aplicacion inicial (Lépez-Delgado et al., 1998). En

el presente estudio el pretratamiento de la semilla con H,O, dio lugar a un



incremento en la biomasa de las plantulas, dicha diferencia fue observada
nueve dias después del trasplante. Por otra parte, no se observd diferencia
significativa entre la biomasa de las plantulas cuya semilla fue germinada en las

diferentes concentraciones de NaCl.

2.8
100 mM HacCl

24t —I—

2

1.6 |

12

0.8

04

PESO FRESCO TOTAL (g planta™

TESTIGO 2 mMH,0,
1mMMH,0, 107 M AS
PRETRATAMIENTO

Figura 2. Promedio y error estandar de la biomasa de plantulas de melén en
invernadero después de 9 dias de crecimiento. Las semillas de los diferentes
pretratamientos fueron germinadas en el medio de 100 mM NaCl y transferidas
a charolas con peat moss. Obsérvese el efecto positivo del pretratamiento con

1 mM de HzOz.



CONCLUSIONES

El pretratamiento de las semillas de melén con H,O, 1 mM dio lugar a

mas rapida y mejor germinacion en medio salino.

La biomasa de las plantulas después del trasplante fue asimismo mayor

en las semillas pretratadas con H,O..

Por su parte el AS present6 efectos no significativos o negativos sobre la

germinacién y biomasa.
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