7
@
Qv
fd
-
Q
=
- 5
Q
O
e
m O
"
©
O
-
D
O
Q
O (
O
Qv
=
S
O
qu
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Respuestas a la
salinidad en varias
especies halofitas

adaptadas a diferentes
habitats

Alumno: Elena NUnez Cuerda

Julio, 2020



7))
Q
Qv
fd

-

D
E
o N
D
O

X
LL]

)
©
O

-
Q@
O
L
O
©

Qv
=

-

O

qu
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Facultad de§
Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Respuestas a la
salinidad en varias
especies halofitas

adaptadas a diferentes
habitats

Alumno: Elena NUinez Cuerda

Firma:



INDICE

RESUMEN. ..t s s s s s s rn s s s n s nnnnennns 1
Y = 2 2.7 028 P 2
1. INTRODUGCCION. ..tttttuuuuuuuuaseeseseseeeeeeeeesnsssssssnsnssaaasasssssesesernnnsnnnnnoens 3
1.1. Plantas hal6fitas y glicOfitas.....oviiiiiiiiiiiiii e, 3
1.2. Germinacion de halofitas....cvcvvvriiiiiiirir e 4
1.2.1. Estrategias de adaptacion de haldfitas a diversos habitats...... 5

I B I U1 VA €T g1 =T = AU TSP 7
1.4.10N€S Y OSMOIITOS . tuiuiiiiiiiii e s s s nne 7
1.5. Fotosintesis y energia metaboliCa.....covviiiiiiiiiiiiiiiiiir e 9
1.6. Sistemas antioXidanteS...cuuevririreririrr s e e 10
1.7. Fitohormonas en la germinacion de halofitas.....ccoevevivienrieiennnnn.n. 11

1.8. Especies halofitas objeto de estudio...cvevieiiiriiiniiriniiiieeeeeee, 12
1.8.1. Plantago albicans............ccoiiiiiiiii 12

1.8.2. Plantago lanceolata...............ccooveiiiiiiii e, 12

1.8.3. JUNCUS @CULUS. ...t 13

1.8.4. JUNCUS EffUSUS. .. ..veitii e 13

1.8.5. Limonium COSSONIANUM ... ..uuuttitieiteeieaeeeee e eaene 14

1.8.6. LIMONIUM algarvensSe. ........c.oiueiiiiiie i eeeaaanns 15

FZ O L= 0 I Y R 15
3. MATERIALES Y METODOS. .. cctuietuueeerrnnereennesesnsersnesesnnssesnsesrnnseennns 16
3.1. Obtencién y conservacion de las semillas............c.cccoceiiiiiinnnnn.... 16
3.2. Experimentos de germinacion...........c.ccocviiiiiiiiiicnire e 16
3.3. Cuantificacion de 0SmOIitos...........ccceiiiiiiiiiii 18

3.4. ANAliSis @StadiStiCO...ouuunn it ———— 20



4. RESULTADOS. ...ttt s s s s na s s s sn s s n s n e es 20

4.1. Respuesta a la salinidad de Plantago albicans........cccvecvivivnnnn... 20
4.2. Respuesta a la salinidad de Plantago lanceolata.........c.cvevveiainens 22
4.3. Respuesta a la salinidad de JUNCUS @CUtUS....cvveverierirrnriarinrnnnnn. 24
4.4. Respuesta a la salinidad de Juncus effusuS......ccccveverviivnvvnnnnnne. 25
4.5. Respuesta a la salinidad de Limonium cossonianum................... 27
4.6. Respuesta a la salinidad de Limonium algarvense..........cc.cccvuee.. 28
ST 5] 15T U L] [ N 29
5.1. Estudio comparativo entre las dos especies de Plantago............ 30
5.2. Estudio comparativo entre las dos especies de JUNCUS.............. 32
5.3. Estudio comparativo entre las dos especies de Limonium.......... 34
6. CONCLUSIONES......ciiiieiiirieiiinrernrere s s s s s s s s s s s s s e s e nannnsas 36

7. BIBLIOGRAFIA. .. ettt eee e et e et e e e e e e e e e e eaae e s e e e e e e enn e, 38



RESUMEN

Las plantas halofitas poseen diversos mecanismos de adaptacion que les permiten
habitar multitud de ambientes, a pesar de un elevado nivel de salinidad y aridez en
el medio donde crezcan, de manera que estas plantas desarrollan diferentes
estrategias para tolerar mejor el estrés. Este estudio muestra las respuestas a la
salinidad durante la etapa germinativa (la etapa mas sensible al estrés salino) de
varias especies de haldfitas recogidas de diferentes habitats. Las especies
seleccionadas son dos especies del género Plantago (P. albicans y P. lanceolata),
dos especies del género Juncus (J. acutus y J. effusus) y dos especies del género
Limonium (L. cossonianum y L. algarvense), expuestas a diferentes concentraciones
salinas (0, 100, 200 y 300 mM NaCl), llevando a cabo un estudio comparativo entre
especies del mismo taxon, sobre la germinacion, velocidad de germinacion, y
contenido de prolina y glicina betaina (osmolitos implicados en la adaptacion al
estrés). El estudio de estos mecanismos fisiol0gicos aporta informacion que permite
comprobar las especies que presentan mayor capacidad germinativa, mayor
produccion de osmolitos y por tanto mayor tolerancia al estrés, y asi poder investigar
su utilizacion como alternativa a los cultivos tradicionales en sustratos salinos, sus
aplicaciones medicinales, su capacidad fitorremediadora y la posible transferencia

génica a cultivos sensibles.

Palabras clave: estrés salino, germinacion, indice de Timson, osmolitos, Plantago,

Juncus, Limonium



ABSTRACT

Halophyte plants have various adaptation mechanisms that allow them to inhabit
many environments, despite a high level of salinity and aridity in the environment
where they grow, so that these plants develop different strategies to better tolerate
stress. This study shows the responses to salinity during the germination stage (the
stage most sensitive to salt stress) of various species of halophytes collected from
different habitats. The selected species are two species of the genus Plantago (P.
albicans and P. lanceolata), two species of the genus Juncus (J. acutus and J.
effusus) and two species of the genus Limonium (L. cossonianum and L.
algarvense), exposed at different saline concentrations (0, 100, 200 and 300 mM
NaCl), carrying out a comparative study between species of the same taxon, on
germination, germination speed, and content of proline and glycine betaine
(osmolytes involved in adaptation to the stress). The study of these physiological
mechanisms provides information that allows verifying the species that have greater
germination capacity, greater production of osmolytes and therefore greater
tolerance to stress, and thus be able to investigate their use as an alternative to
traditional crops in saline substrates, their medicinal applications, its

phytoremediation capacity and possible gene transfer to sensitive crops.

Key words: saline stress, germination, Timson's index, osmolytes, Plantago, Juncus,

Limonium



1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos seésiles, es decir incapaces de moverse para buscar el
medio ambiente mas adecuado para su crecimiento, por tanto han desarrollado una
serie de respuestas para adaptarse a vivir en diferentes condiciones adversas. El
estrés medioambiental y el biético han ejercido una gran presién, a lo largo de
millones de afios de evolucion sobre las plantas, lo que ha permitido a éstas
desarrollar unas estrategias a nivel genético, bioquimico, fisiol6gico, anatémico y
morfologico que les permiten en mayor o menor medida evitar o tolerar el estrés
(Tadeo y Gomez-Cadenas, 2008). Hoy en dia los estreses que mas afectan a la
agricultura son el estrés hidrico y el salino, ya que producen la mayoria de pérdidas
de cultivos agricolas en todo el mundo. La salinidad y la sequia ejercen varios
efectos negativos sobre la germinacion, el crecimiento y desarrollo, incluyendo
deéficit hidrico, reduccion en la actividad fotosintética, desequilibrio nutricional,
toxicidad i6nica, dafios en las membranas y alteraciones metabolicas debido a la
acumulacion de los EROS (especies reactivas de oxigeno) (Gupta y Huang, 2014).
Por tanto, estudiar plantas que presentan resistencia a estos estreses, y conocer
sus mecanismos de tolerancia, asi como sus aplicaciones practicas puede servir
para seleccionar aquellas especies dutiles como alternativa a los cultivos
tradicionales, con fines agricolas, farmaceuticos, o industriales, y su genoma puede
servir como base para la transferencia genética de aquellos genes que permiten la
tolerancia al estrés en plantas sensibles (Golldack et al., 2014; Panta et al., 2014;
Zhou et al., 2015).

1.1. Plantas Halofitas y Glicofitas
Las plantas pueden dividirse en glicofitas y haléfitas segun su sensibilidad a la sal.
Las glicofitas (la mayoria de cultivos agricolas) son afectadas en su crecimiento, por
bajas concentraciones de sal (<100 mM NaCl), sin embargo, las haldfitas muestran
tolerancia incluso a elevados niveles de sal (1000 mM NaCl) (Flowers y Colmer,
2008).Dependiendo de su demanda de sal, pueden dividirse en halofitas obligadas y
facultativas. Las obligadas necesitan sal para crecer y desarrollarse, mientras que
las facultativas pueden crecer en ambientes moderadamente salinos y no salinos.
Por otro lado, las haldfitas han colonizado todo tipo de medios ambientes, asi

podemos distinguir las hidrohaléfitas (manglares y especies de marismas salinas



costeras y del interior), las xerohaléfitas que viven en suelos salinos secos, aunque
con temporadas de precipitaciones (zonas tropicales y templadas), y las psamofitas
(viven en zonas aridas como los desiertos), y por ultimo tenemos a las plantas
extremdfilas que son aquellas que pueden germinar y reproducirse bajo condiciones
extremas de alta salinidad en el medio en el que crecen (= 500 mM NacCl) (Gul et al.,
2012; Yuan et al., 2019). Numerosos estudios se han llevado a cabo comparando
los mecanismos de tolerancia de las halofitas respecto a las glicéfitas, pero también
puede ser interesante comparar hal6fitas del mismo taxdén con diferencias en la
tolerancia a la sal, recogidas en diferentes zonas y por tanto con condiciones
ambientales diversas para asi profundizar en las estrategias utilizadas por estas
plantas frente al estrés hidrico y salino.

Kumari et al. (2015) han revisado una serie de publicaciones que se centran en la
protedémica, metabolémica e ionomica de las plantas halofitas, las cuales conducen
a la conclusion principal de que estas plantas presentan mecanismos bioquimicos
de tolerancia mas eficientes que las plantas sensibles. Por ejemplo, regulan y
acumulan algunas de las proteinas implicadas en la proteccion y estabilizacion de la
maquinaria fotosintética, también presentan mayor eficiencia a la hora de conservar
bajos niveles de Na’ en el citoplasma ya que la mayoria de estos iones son
transportados a la vacuola, y presentan una mayor eficiencia en el uso del agua.
Otro aspecto es la gran eficiencia de las haldfitas para eliminar los EROS, debido a
su alta capacidad antioxidante, de manera que pueden proteger el aparato

fotosintético y las membranas biolégicas (Ozgur et al., 2013; Pilarska et al., 2016).

1.2. Germinacion de halofitas

La germinacion es una etapa critica en el ciclo de vida de las plantas, y la sequia y
la salinidad del suelo puede prevenir o inhibir el desarrollo de las semillas, debido al
efecto osmético y a la toxicidad i6énica que producen estos tipos de estreses.
Estrategias como la produccion de un banco de semillas, la regulacion de la
dormancia y la produccién de semillas heteromérficas en algunas especies, son
métodos eficaces para asegurar la supervivencia de la siguiente generacion (Gul et
al., 2012; Liu et al., 2018).

La germinacion se define como la serie de procesos morfogenéticos, metabdlicos

y fisiolégicos que conducen a la obtencién de una planta viable. Esta etapa junto



con la floracion son las mas sensibles a los estreses abioticos (Flowers y Colmer,
2008), por tanto, conocer la tolerancia de diferentes haldfitas, primero en la etapa
germinativa y luego en el crecimiento y desarrollo, puede ayudarnos a seleccionar
aquellas especies mas productivas para diferentes fines como agricultura biosalina,
fitorremediacidn, restauracién ecologica y rehabilitacion de zonas degradadas u
otras areas contaminadas, asi como profundizar en sus estrategias de tolerancia al
estrés.

Frente a una situacion estresante, las plantas hal6fitas pueden optar por llevar a
cabo mecanismos de tolerancia o de evitacion del estrés. En el caso de la
tolerancia, las semillas muestran una elevada tasa de germinacion, incluso a
elevadas concentraciones salinas, sin embargo, la planta que presenta mecanismos
de evitacion, mas bien lleva a cabo un mecanismo de recuperacion, que consiste en
germinar una vez haya pasado la situacion de estrés en la semilla (Zhang et al.,
2015).

1.2.1. Estrategias de adaptacion de halofitas a diversos habitats

El heteromorfismo que presentan ciertas semillas de haldfitas consiste en la
capacidad de la planta de producir semillas de diferente morfologia (forma, peso,
tamanfo, cubierta protectora, etc.) con el fin de que éstas puedan sobrevivir en
medios extremos y cambiantes. Asi, las semillas de mayor tamafo presentan una
tasa de germinacion mayor que las semillas pequefias bajo condiciones salinas
(Wang et al., 2018). Una de las especies dimorficas estudiadas con mas detalle es
Suaeda salsa, esta haldfita presenta semillas de color marron y semillas de color
negro, junto con otras caracteristicas que le permiten germinar en la época mas
adecuada para hacer frente a diferentes condiciones salinas en su habitat (Song y
Wang, 2015). Asi mismo, las semillas marrones de algunas haléfitas muestran una
mayor concentracion de fitohormonas como el ABA (acido abscisico), lo que
permite la acumulacion de proteinas de almacenamiento, y un aumento de tamafio
del embrién y del peso de la semilla (Wang et al., 2015). Xu et al. (2017) han
demostrado que las semillas marrones de algunas especies acumulan mas
cantidad de iones inorganicos (Na*K*,CI,Ca*?) que las semillas negras, lo que
favorece la imbibiciébn y conduce a una mayor actividad de transportadores que

controlan la homeostasis i6nica, consiguiendo mejorar la germinacién frente al



estrés salino. Ademas, las semillas marrones muestran mayor acumulacion de
osmolitos organicos (como la betaina), los cuales intervienen en procesos de
ajuste osmoético, proteccion de membrana, desintoxicacion de EROS y sefalizacion.
Otros estudios de esta misma especie han descubierto una mayor acumulacion de
ceras en la capa que envuelve a las semillas negras que en la envoltura de las
semillas marrones, de manera que esta capa es caracteristica de semillas latentes
(sensibles), mas que de semillas no latentes (tolerantes), en donde la capa es mas
fina y por tanto mas permeable (Song et al., 2017).

Otra estrategia de haldfitas es la formacion de un banco de semillas, que tiene
como obijetivo principal garantizar la perpetuacién de las poblaciones. Al revisar los
resultados de los experimentos de Cao et al. (2012) con la hal6fita Suaeda
corniculata subsp. mongdlica, (original de China) se observdé que las semillas
negras sufrian un ciclo anual de latencia y no germinaban hasta que las lluvias de
verano posibilitaban que la salinidad disminuyera y provocara la emergencia de las
semillas hacia la superficie, mientras que las semillas marrones se mantuvieron sin
latencia e iniciaron una germinacion, menos estricta, en un rango mas amplio de
temperatura y salinidad, con una germinacion mas temprana, lo que las dota de una

importante ventaja selectiva en el medio ambiente en el que viven.

La latencia de las semillas es otro mecanismo adaptativo de las haldfitas frente el
estrés salino. Algunas fitohormonas como ABA y GA (acido giberélico) intervienen
en este proceso, la primera inhibiendo y la segunda estimulando la germinacion. La
planta puede mostrar una latencia variable dependiendo del contenido endégeno de
estas hormonas y de la sensibilidad que muestren las semillas. Generalmente el
ciclo de latencia se compagina con las condiciones ambientales, rompiéndose
cuando las condiciones son lo mas favorables posibles para la semilla y
permitiendo la germinacion (Li et al., 2016).

Las haldfitas,después de un shock salino (es decir, cuando las condiciones
estresantes de salinidad se ven disminuidas), se recuperan, permitiendo una buena
germinacién en condiciones sin sal. Por ejemplo, las investigaciones realizadas con
la haldéfita anual Cakile maritima, muestran que bajo condiciones de estrés salino,
evita la germinacion, pero cuando llega un periodo favorable en el que la lluvia

estimula el aumento del potencial hidrico externo (fase de recuperacion), la haléfita



pone en marcha una germinacion rapida con el sucesivo establecimiento de

plantulas, lo que supone una importante ventaja ecoldgica (Debez et al., 2018).

1.3. Luzytemperatura
Algunos factores ambientales que afectan al proceso de germinacion de semillas
son la luz y la temperatura, que al combinarse con la salinidad, provocan distintas
respuestas de adaptacion en estas plantas. Generalmente las haldfitas estan
habituadas a germinar mayoritariamente en condiciones de luz, a diferencia de la
mayoria de cultivos agricolas, que germinan en oscuridad como consecuencia de la
domesticacion que el agricultor ha sometido a las semillas durante las précticas
agricolas (Gupta y Huang, 2014). Gran parte de los haldfitos poseen estructuras
adaptativas para sobrevivir en zonas aridas donde la temperatura es muy elevada,
y germinan durante periodos lluviosos, cuando aumenta la humedad y disminuye la
temperatura (cuando se alcanzan los 25°C aproximadamente). Un ejemplo de
semillas dimorficas se encuentra en la especie Atriplex rosea, cuyas semillas
negras muestran mas sensibilidad a la temperatura que las marrones, de manera
gue las bajas temperaturas (5/15°C) perjudican la germinacién de semillas negras
independientemente de si estan sometidas o no a una situacion de estrés (Khan et
al., 2004).0Otras haldfitas muestran adaptaciones interesantes que pueden ser
aprovechadas a nivel practico, como el caso de Salsola imbricata, cuyas semillas
tienen la capacidad de germinar en afios mas secos de lo normal, cuando las
precipitaciones en el periodo de crecimiento son tempranas, de forma que su
empleo en la regeneracion de dunas degradadas del desierto resulta bastante

viable (Elnaggar et al., 2018).

1.4. lonesy osmolitos
La ionémica es el conjunto de compuestos inorganicos que aparecen en el estudio
de un grupo de plantas, como son los nutrientes minerales y los oligoelementos.
Hay que tener en cuenta que ante determinadas situaciones (diferentes etapas del
desarrollo, modificaciones genéticas, tolerancia a determinados tipos de estrés...)
los constituyentes inorganicos variaran en las diferentes partes de la planta (Kumari
et al., 2015). Por lo tanto, durante un periodo de estrés salino o de sequia, la

absorcién y distribucion de iones minerales cambiaran, con el fin de conseguir la



adaptacion a sustratos salinos y secos y suavizar los efectos adversos que este

ambiente pueda causar en la planta (Kumari et al., 2015).

Para que la célula vegetal presente un funcionamiento normal y eficiente, se debe
de mantener una elevada relacion K'/Na’. Para evitar la toxicidad del Na®
acumulado en el citosol como consecuencia del estrés salino, las haléfitas recurren
principalmente a la exclusiobn y compartimentacion intracelular, ademas de
potenciar los sistemas antiporte H'/Na* de las membranas y la recirculacién de Na*
fuera del brote (Shi et al., 2003). Se ha estudiado con detalle la tolerancia a la sal
de las haldfitas Atriplex lentiformis y Chenopodium quinoa a elevadas
concentraciones de NaCl, observandose que las células radiculares rapidamente
activan el mecanismo de la H*- ATPasa con el fin de recuperar los valores
originales del potencial de membrana y asi expulsar Na* del citosol a través de un
gradiente electroquimico de H* (Bose et al., 2014b). En estas mismas condiciones,
la extremofila Mesembryanthemum crystallinum regula la expresion de
determinados transportadores de K*, logrando estabilizar la concentracion de este
ion en el citosol (Su et al., 2003). El aumento de Na* en el citosol también provoca
que la absorciéon de Ca™ y Mg*'se vea mermada, incluso descienda la asimilacion
del carbono en algunas haléfitas. EI Ca™ actia como sefializador de la situacion de
estrés salino, pues al iniciarse el periodo estresante se eleva temporalmente su
concentracion en el espacio extracelular, por ello es importante mantener un

adecuado equilibrio de iones en la célula (Zehra et al., 2012).

Previo a la germinacién, la acumulacién de osmolitos o solutos compatibles en
semillas crecidas bajo salinidad disminuye el potencial hidrico, facilitando la
imbibicidn (es decir la toma de agua desde el suelo a la semilla) y posibilitando una
rapida germinaciéon (Gupta y Huang, 2014). Los osmolitos son compuestos
organicos de diversa estructura quimica que no interfieren en el metabolismo
celular, incluso a elevadas concentraciones y que se encargan principalmente de
proteger la estructura celular y mantener el equilibrio osmético, entre estos
osmolitos se encuentran los azucares libres (manitol y pinitol), la prolina (Pro), la
glicina-betaina (GB), colina-O-sulfato, etc. (Gupta y Huang, 2014). Ante condiciones
de salinidad, las haldfitas tienden a disminuir la concentracion de algunos
aminoécidos libres como cisteina, arginina y metionina, mientras que aumentan la

concentracion de otros como la prolina. La Pro es un soluto compatible que
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incrementa frente a condiciones de estrés en haldfitas, interviniendo en mdltiples
funciones antioxidantes tales como protector de las membranas bioldgicas,
secuestrador de los EROS y estabilizador del fotosistema Il, también reduce la
peroxidacion lipidica, contribuye a la estabilizacidon de las estructuras subcelulares y
puede inducir la expresion de genes de defensa antioxidante (Kaur y Asthir, 2015).
La GB es otro importante osmolito que se acumula en haldfitas durante las
condiciones estresantes, este osmolito posee una estructura Unica que le permite
reaccionar tanto con dominios macromoleculares hidrofébicos como hidrofilicos,
entre los que pueden encontrarse algunos tipos de enzimas y complejos proteicos
(Gupta y Huang, 2014). Participa en funciones tales como: mitigacion del estrés
mediante el aumento de la osmolaridad, proteccidncelular frente al dafio oxidativo
mediante la reduccion de EROS, y ademds, adquiere un importante papel en la
proteccion del aparato fotosintético frente a dafios provocados en el periodo de
estrés (Gupta y Huang, 2014). Se ha demostrado que la aplicacion de este osmolito
como aerosol foliar conduce a estabilizar el crecimiento y la fotosintesis (Ahmad et
al., 2013). La acumulacion de azucares es otro mecanismo protector de las
haldfitas en situaciones de estrés salino, estos azUcares sirven para erradicar los
EROS y para el almacenamiento de carbono (Gupta y Huang, 2014). Los polioles
son otro tipo de osmolitos capaces de intervenir en diferentes reacciones organicas
gracias a que aportan una gran cantidad de grupos hidroxilos funcionales. Los
alcoholes de azucar son un tipo importante de polioles, y pueden clasificarse en
ciclicos (pinitol) y aciclicos (manitol). Este tipo de osmolitos actian como
chaperonas de bajo peso molecular, expulsan EROS y ademas intervienen en la
proteccion y estabilizacion de enzimas y estructuras de membrana sensibles a la

deshidratacion y al dafio ionico (Gupta y Huang, 2014).

1.5. Fotosintesis y energia metabdlica
Los suelos salinos tienen la capacidad de influir negativamente sobre las plantas,
afectando al proceso de fotosintesis, mediante la disminucion de CO, intracelular
gue se provoca debido al cierre de los estomas (Redondo-Gomez et al., 2007). Ante
esta situacion las plantas haléfitas pondran en marcha una serie de mecanismos,
como la regulacién diferencial de distintas proteinas de los fotosistemas y del ciclo
de Calvin. Entre las proteinas del fotosistema |l destaca la proteina OEE (oxygen-

evolving enhancer protein), que interviene en la oxidacion del H,O en este



fotosistema y que se disocia facilmente bajo condiciones salinas estresantes
(Kumari et al.,, 2015). Otras proteinas importantes del fotosistema son las que
intervienen en la captacion de luz del PSI, como la CAB 2 (Chlorophyll a-b binding
protein 2), ademas de las proteinas de la luz del tilacoide, como TL18 y TL19,
ambos tipos de proteinas han sufrido disminucion de su expresion génica en
condiciones de estrés salino, lo cual es indicativo de la capacidad de este tipo de
estrés para reducir la fotosintesis (Zhang et al., 2012). Por otro lado, la proteina
Rubisco se encarga de fijar el CO;en el ciclo de Calvin, por lo tanto, su presencia en
las hojas es proporcional a la tasa fotosintética, cuyas variaciones a su vez
guedaran reflejadas en la cantidad de Rubisco (Kumari et al., 2015). Un incremento
en la cantidad de subunidades grande y pequefia de la Rubisco permite sintetizar
mas compuestos azucarados, volviendose mas eficiente en la tolerancia a la sal
(Kumari et al., 2015). Las condiciones estresantes que impone el ambiente salino
también afectan a la transferencia de electrones y los gradientes electroquimicos de
membrana, interfiriendo en la sintesis de ATP y NADPH, por ello la planta responde
mediante la regulacion de su metabolismo energético (Kumari et al., 2015). Las
haléfitas pueden aumentar la sintesis de ATP en condiciones estresantes para
invertirlo en mecanismos defensivos como la sintesis de solutos compatibles (Zhang
et al., 2013). En el analisis protedbmico que llevaron a cabo Wang et al. (2008) sobre
la halofita Physcomitrella patens se observo un incremento de la sintesis de ATP y
de la actividad ATP-asa ante un incremento de salinidad. Por tanto, ante
condiciones de estrés salino, la planta incrementa la eficiencia de su metabolismo
energeético, llevando a cabo una regulacion especifica de los metabolitos implicados
en la biosintesis de ATP, aumentando la produccion de energia para poder

sobrevivir a situaciones estresantes (Kumari et al., 2015).

1.6. Sistemas antioxidantes
Los EROS afectan a la fisiologia de la planta de forma negativa al causar graves
dafos oxidativos a las principales moléculas que intervienen en el metabolismo
(ADN, proteinas, pigmentos y membranas) (Yu et al., 2011). Sin embargo, estas
moléculas, tienen un papel beneficioso,en el sentido de que advierten a la planta
para que ponga en marcha el mecanismo de componentes antioxidantes
(enzimaticos y no enzimaticos) necesario para adaptarse a las elevadas

concentraciones de sal (Abogadallah, 2010). Uno de los componentes antioxidantes
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mas importantes es el enzima SOD (superdxido-dismutasa), que en situaciones de
estrés convierte el anion superoxido (O2) en perdxido de hidrégeno (H.0,) y O..
Otro enzima valioso en la lucha contra el dafio oxidativo, en este caso fotosintético,
es la Ferredoxina-NADP reductasa (FNR). Algunos compuestos no enzimaticos que
también intervienen en este campo son solutos compatibles como la Pro, la GB, las
poliaminas, o los polioles, todos con la habilidad de destruir los radicales hidroxilos
(HO), los mas lesivos para la planta por su capacidad de producir peroxidacién
lipidica (Bose et al., 2014a).

1.7. Fitohormonas en la germinacion de halé6fitas
Las fitohormonas son mensajeros quimicos que aparecen a concentraciones
enormemente bajas. La elevada concentracion de sal influye en la regulacion de la
sintesis de estas fitohormonas. Por ejemplo, el ABA es sintetizado cuando aparecen
condiciones de estrés hidrico, de manera que ante la escasez de agua aumenta su
concentracion, lo que induce al cierre de estomas para disminuir la transpiracion y
conservar el contenido de agua en los tejidos (Kumari et al., 2015).También se ha
demostrado que un aumento en la sintesis de acido jasmoénico (JA) en Arabidopsis
thaliana frente a elevadas concentraciones de sal, eleva la expresion de un gen
involucrado en la sintesis de acido giberélico (GAs), el gen DWARF3 (Kumari et al.,
2015). Otra fitohormona relacionada con el estrés es el etileno, que puede llevar a
cabo una regulacion positiva o negativa dependiendo de la especie haldfita
considerada (Bueno et al., 2015). Kazan et al. (2015) observaron, en Arabidopsis,
un aumento en los niveles de ACC (1-acido aminociclopropano-1-carboxilico), un
precursor del etileno, que llevd a la reduccion de la tolerancia, sin embargo, en la
variedad mutante Arabidopsis sstl (soil salinity tolerant 1), el aumento de los niveles
de etileno se tradujo en un aumento de la tolerancia al regular los niveles de Na*/K".
Asi, se puede decir que la regulacion de la tolerancia por parte de las fitohormonas
es un mecanismo complejo en el que se cruzan e interaccionan multitud de vias de

regulacion de distintos reguladores del crecimiento.
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1.8. Especies halofitas objeto de estudio

1.8.1. Plantago albicans

Plantago albicans (Fam. Plantaginaceae) es una herbacea perenne con ramas
cortas terminadas en hojas dispuestas en roseta, corola con tubo glabro y capsula
con dos semillas. Se distribuye por el sudoeste de Asia hasta Iran, asi como por
toda la region mediterrdnea, estableciéndose sobre suelos salinos de ambientes
aridos y semiaridos, por lo que generalmente la planta se encuentra expuesta a
condiciones de estrés hidrico y salino (Veiga-Barbosa y Pérez-Garcia, 2014). Sus
semillas estan dotadas de una cubierta mucilaginosa caracteristica que permite la
absorcion de agua, ademas de incrementar la superficie de contacto entre semilla 'y
suelo, por lo que es una estructura importante para la germinacion (Western, 2012).
La capacidad de germinacion de esta especie depende en gran medida de su
distribucion biogeogréafica, de manera que en ambientes aridos y deseérticos las
semillas germinan en tandas sucesivas, y en regiones humedas germinan
inmediatamente (Puech et al., 1998). Esta especie sobrevive en un amplio rango de
temperaturas (5-30°C), pudiendo germinar durante una gran parte del afilo, aunque
encuentra las condiciones iddéneas a 25°C y tras un corto periodo de lluvias que
aprovechan para conseguir el establecimiento rapido de plantulas (Veiga-Barbosa y
Pérez-Garcia, 2014). Esta haldfita es considerada una importante planta medicinal
al presentar compuestos bioactivos antioxidantes, como flavonoides y polifenoles,

gue evitan dafios derivados de algunas enfermedades (Samout et al., 2016).

1.8.2. Plantago lanceolata

Plantago lanceolata (Fam. Plantaginaceae) es una herbacea perenne de 70cm de
altura, con hojas lanceoladas y flores blanquecinasque se distribuye por la mayor
parte de paises europeos, habitando sustratos secos de zonas aridas y semiaridas
gue son frecuentes en la regiébn mediterranea (Sarihan et al., 2005). Es capaz de
crecer en condiciones de luz y oscuridad, y la competencia de otras especies como
algunas especies pratenses, no afecta a su germinacién (Pons y Van der Toorn,
1988). Esta especie es cultivada para la produccion de pastos o forraje, y ademas,
posee un importante principio activo, la “aucubina”, que es utilizado en medicina
para tratar tumores, trastornos respiratorios e infecciones viricas y microbianas

(Acosta de la Luz et al., 2000; Sarihan et al., 2005). La mejor época para su
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siembra es el otofio (octubre y noviembre), cuando encuentra las condiciones
ambientales iddéneas y no sufre el ataque de hongos fitopatégenos, de manera que
las semillas pueden germinar a los 5-7 dias desde la siembra (Acosta de la luz et
al., 2000).

1.8.3. Juncus acutus

Juncus acutus (Fam. Juncaceae) es una herbacea perenne, con un rizoma corto,
una inflorescencia compacta y una gran bractea, alcanza los 2m de altura y se
distribuye por la region mediterranea y Europa occidental (distribucion
subcosmopolita), apareciendo a menudo en humedales y marismas, Yy
ocasionalmente en zonas salinas del interior, sobre suelos humedos que sufren el
caracteristico periodo seco mediterrdneo, suelos que son ricos en cloruros y
sulfatos y que a veces presentan textura arenosa (Vicente et al., 2007; Boscaiu et
al., 2011). Normalmente esta especie germina en zonas con mucha cobertura
vegetal y raramente se presenta en suelos desnudos en forma de individuos
aislados (Martinez-Sanchez et al., 2006). Segun Christofilopoulos et al. (2016),
J.acutus podria ser una valiosa herramienta fitorremediadora en el tratamiento de
aguas residuales urbanas e industriales con mezcla de contaminantes organicos e
inorganicos. Estos investigadores demostraron que esta planta fue capaz de
eliminar elevadas concentraciones de contaminantes organicos tales como
ciprofloxacina, sulfametoxazol y bisfenol A y metales pesados (Cr,Ni,Cd, y el Zn),
con una eficacia de eliminacion del 96%. Ademas, acumulé elevadas
concentraciones de metales pesados en raices y hojas sin manifestar signos
visibles de toxicidad. Por otro lado, Qasem (2015) destaca la gran variedad de
propiedades medicinales e industriales que posee J.acutus (cura de dolencias

estomacales y eccemas de la piel y suministro de aceites, fibra y madera).

1.8.4. Juncus effusus

Juncus effusus (Fam. Juncaceae) es una herbacea cespitosa (con aspecto de
césped) de 25-140 cm, con un rizoma horizontal ramificado, con inflorescencias de
25 flores o mas y una unica bractea, de distribucion subcosmopolita, apareciendo en
la mayor parte del territorio peninsular (Romero Zarco, 2010). Ocupa habitats
hamedos con sustratos acidos y aireados donde hay fluctuaciones del nivel freatico,

habitats abiertos o ensombrecidos, por lo que es una especie tolerante a diversas
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condiciones ecoldgicas, lo que la convierte en una especie competidora, sobre todo
con arboles jovenes (McCorry y Renou, 2003). En su estudio sobre el crecimiento
de J. effusus, Lazenby (1955), concluye que la humedad disponible es el factor
limitante en el asentamiento inicial de plantulas, y las especies competidoras (hierba
y trébol en este caso) afectan a la planta en etapas posteriores del desarrollo. J.
effusus cuenta con numerosas aplicaciones en el campo de la medicina y la
ecologia. Esta especie, que es dominante en campos de arroz abandonados en
Corea, ha sido utilizada en la creacion de habitat para Nannopya pygmaea, una
especie de libélula en peligro de extincién (Yoon et al., 2011). Por otro lado, Xia et
al. (2020) han desarrollado una interesante aplicacion industrial basada en la
fabricacion de un adsorbente de tintes en aguas residuales, sintetizado a base de
fibras celulésicas de J. effusus combinadas con un polimero obtenido a partir de
conchas de crustaceos, el quitosano, en definitiva, un preparado sostenible,
biodegradable y econdmico. Ademas, esta especie ha sido utilizada durante siglos
en la medicina tradicional china, y actualmente,cientificos como Zhao et al. (2018)
han conseguido aislar tres nuevos fenantrenos (principales compuestos bioactivos

de J. effusus) con actividad antimicrobiana.

1.8.5. Limonium cossonianum

Limonium cossonianum (Fam. Plumbaginaceae) es una hal6fita endémica de zonas
de acantilados y praderas del sureste de la Peninsula ibérica e Islas Baleares,
pudiendo aparecer en marismas del interior (Giménez Luque et al., 2013). Esta
especie puede ser muy Util en programas de restauracion de la cubierta vegetal del
sustrato de zonas semiaridas. En su estudio acerca de la influencia de haldfitos
mediterraneos sobre las propiedades microbiologicas y bioquimicas del sustrato
rizosférico, Caravaca et al. (2005), concluyen que el sustrato desarrollado bajo L.
cossonianum presenta una elevada actividad deshidrogenasa (oxidorreductasa del
suelo relacionada con la respiracibn microbiana), ademas de contener gran

cantidad de agregados estables que protegen la fraccidén organica.
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1.8.6. Limonium algarvense

Limonium algarvense (Fam. Plumbaginaceae) es un endemismo del suroeste
peninsular (Cadiz, Huelva y zona del Algarve portugués), presente en marismas
y dunas costeras (Rodrigues et al., 2016). Entre sus componentes biolégicos
activos destacan los compuestos fendlicos (catequina, acido salicilico, acido
galico, acido cumarico...), que se encuentran muy concentrados en las flores y
gue poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Estos pueden ser
ingeridos en infusiones naturales con la finalidad de eliminar EROS y algunos
mediadores pro-inflamatorios como el NO (6xido nitrico), involucrados en
enfermedades como cancer, trastornos cerebrales y afecciones inflamatorias
(Rodrigues et al., 2016). Ademas, las bebidas naturales antioxidantes con
mezcla de L. algarvense Erben y Camellia sinensis (L.) Kuntze (té verde) tienen
la capacidad de retardar el avance de enfermedades como el Alzheimer o la
diabetes mellitus tipo 2, al inhibir la actividad de ciertas enzimas que contribuyen
al desarrollo de estas enfermedades (Rodrigues et al., 2019).

2. OBJETIVOS

El objetivo principal fue llevar a cabo estudios comparativos sobre la capacidad
germinativa y velocidad de germinacién de diferentes especies de haldfitas
pertenecientes a varios taxones, recogidas de diferentes habitats y sometidas a
diferentes concentraciones salinas, para averiguar su mayor o menor grado de
tolerancia a la salinidad. El hecho de centrar el estudio en la primera etapa del
desarrollo de la planta se debe a que la germinacion es la fase en la que la
planta se muestra mas sensible frente al estrés. Concretamente se ha realizado
un andlisis de 6 especies de haldfitas pertenecientes a 3 familias diferentes,

comparandose las halofitas pertenecientes a la misma familia.
Los objetivos especificos fueron:

- Distinguir la morfologia de las semillas de las diferentes especies de haléfitas

e identificar casos de heteromorfismo.

15



- Estudiar el comportamiento germinativo de las especies haléfitas a diferentes
concentraciones salinas, entre 0 y 300 mM NacCl, para distinguir su grado de
tolerancia a la salinidad.

- Comparar la velocidad de germinacion de las especies pertenecientes a la
misma familia.

- Determinar la cantidad de osmolitos acumulados (prolina y glicina-betaina) en
las plantulas germinadas.

- Estudiar la relacién entre la acumulacion de osmolitos y la tolerancia al
estrés.

- Reuvisar las aplicaciones de cada una de las haldfitas estudiadas con el fin de
promover su utilizacibn en programas innovadores de fitorremediacion,

medicina, industria u otros campos.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Obtenciony conservacion de las semillas
Seis especies de haldfitas, presumiblemente con diferente grado de tolerancia al
estrés, fueron utilizadas para la experimentacion. Las semillas fueron adquiridas, en
Septiembre de 2019, através de la empresa “Semillas Cantueso S.L.” en Palma del
Rio (Cdrdoba), encargada de recolectar, almacenar, conservar y vender semillas de
plantas autéctonas silvestres de la Peninsula Ibérica. Las semillas se mantuvieron
durante varias semanas refrigeradas (4C°) en oscuridad, en sobres impermeables,

hasta su utilizacion en la experimentacion (aproximadamente 1 mes).

3.2. Experimentos de germinacion
En condiciones de esterilidad se prepararon distintas soluciones salinas de cloruro
sédico (por ser la sal mas perjudicial en la mayoria de los casos para las plantas) a
diferentes concentraciones: Control OmM (agua destilada estéril), 200mM, 200mM,
300mM y 400mM NacCl. Esta dltima concentracion no fue introducida en resultados
por tener un efecto totalmente inhibitorio para las 6 especies de haldfitas. Por otra
parte, la esterilizacion superficial de las semillas se llevé a cabo por inmersion en
solucion de hipoclorito sédico (1-2 %) durante 2-5 minutos (segun el tamafio y
dureza de la semilla), posteriormente las semillas fueron lavadas con agua destilada
estéril para asegurarnos de haber eliminado toda la lejia. Dentro de la Camara de

Flujo Laminar, las semillas fueron sembradas en placas Petri de 90mm de diametro
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(25-100 semillas aprox./placa segun tamafio de la semilla),a las que previamente se
les coloc6 un papel de filtro estéril en la base y se les afiadi6é entre 3-4 ml de la
solucién de NaCl correspondiente, obteniendo entre 6 a 15 repeticiones (placas)
para cada tratamiento, segun el porcentaje de germinacion fuera mayor o menor en
la especie. Las condiciones de germinacion utilizadas (luz y temperatura) fueron las
mas adecuadas para cada haldfita, para ello se tuvo encuenta la bibliografia
consultada de estas especies y la base de datos eHALOPH
(http://lwww.sussex.ac.uk/affiliates/halophytes/).

Las semillas de Plantago albicans(L.) y Plantago lanceolata(L.) (Familia
Plantaginaceae), procedentes de la Sierra de Cazorla, se sembraron a 0 mM, 100
mM, 200 mM, y 300 mM NacCl, en placas Petri que fueron sefalizadas con nombre
de la especie, concentracion de NaCl y namero de repeticion, y finalmente selladas
con parafilm para evitar la evaporacion excesiva. Posteriormente, todas las placas
se llevaron a una camara de crecimiento con las siguientes condiciones
experimentales: densidad del flujo foténico (PPDF) 450 pmol photons m-?s™, (400—
700 nm), proporcionado por Sylvania Cool White (Osram Sylvania Inc., Danvers,
MA, USA) y Osram Dulux Superstar (Osram Sylvania Inc., Danvers, MA, USA)
lamparas, fotoperiodo 16 h/ 8 h (dia /noche) respectivamente, temperatura (dia) 25 +
1 °Cy (noche) 16 + 1 °C, y una humedad relativa entre 55-75% (Bueno et al.,
2017). Se observo que las semillas de Plantago de estas 2 especies seleccionadas
son dimorficas (semillas de mayor tamafio y semillas de tamafio mas pequefio, entre
4 a 2 mm) y aspecto mucilaginoso (Fig. 1A). Se observé que en condiciones
experimentales de laboratorio (placa Petri) el porcentaje de germinacion era similar
para semillas grandes y pequenfas, por tanto se utilizaron las de mayor tamafio para

conseguir mayor material vegetal.

Las semillas de Juncus acutus(L.) Torr. ex. Retz y Juncus effusus(L.) (Familia
Juncaceae) (Fig. 1B), procedentes del litoral atlantico, se sembraron hasta una
concentracion maxima de 300mM de NaCl, y se llevaron a la camara de cultivo,
programada a 25°C y fotoperiodo 16 h luz/8h oscuridad, humedad del 55-75%, es

decir, con las mismas condiciones comentadas anteriormente.

Las semillas de Limonium cossonianum Kuntze y Limonium algarvense Erben

(Familia Plumbaginaceae) fueron recolectadas en la Sierra de Cazorla para la
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primera especie y en el litoral atlantico para la segunda especie, y se sembraron en
placas Petri hasta una concentracion maxima de 300mM de NaCl, que se llevaron a
una cadmara de germinacion, programada a 25°C (dia) y 15°C (noche) y fotoperiodo
12h luz/12h oscuridad, segun las referencias consultadas en la bibliografia.

Para realizar un correcto seguimiento de la germinacién de estas especies, se
registro diariamente el n° de semillas germinadas con respecto al n° total de semillas
para cada placa (% de germinacion), considerando que la semilla estaba germinada
cuando se pudo observar la emergencia de la radicula (utilizacién de lupa binocular
para semillas muy pequefias). El tiempo de duracion del experimento fue de 20 dias

para todas las especies.

Ademas se ha calculado el indice de Timson (IT), que muestra la velocidad de
germinacién para cada especie y concentracién salina, su féormula es IT= ZGH,
donde G es el porcentaje de germinacion de semillas a intervalos de 1 o 2 dias, y t
es el total de dias del periodo de germinacién. Un mayor valor de G indica un indice

de germinacién mas rapido (Easton y Kleindorfer, 2009).
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Fig.1. Semillas mucilaginosas de Plantago albicans (2-4mm) (1A) y semillas de Juncus effusus

(2mm) (1B) observadas a la lupa.

3.3. Cuantificacion de osmolitos
El contenido de Pro fue determinado por el método de Bates et al. (1973), a partir de
(0.1-0.2 mg) de plantulas completas obtenidas después de 20 dias de siembra, y
congeladas en nitrégeno liquido hasta su utlizacion (Fig. 2). La Pro fue
homogeneizada con &cido sulfosalicilico al 3%, el extracto fue centrifugado a 1000 x

g durante 10 min. Un volumen del sobrenadante fue mezclado con un volumen de
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solucién de ninhidrina y un volumen de &cido acético glacial, e incubados a 95°C
durante 1h. en oscuridad, posteriormente fue enfriada en bafio de hielo y la muestra
se extrajo con 2 volumenes de tolueno y agitada durante 15 a 20 s. Finalmente, la
fase organica e inorganica fueron separadas, y la absorbancia de la fase organica
conteniendo el grupo croméforo fue determinada a 520 nm usando un
espectrofotometro (VARIAN Cary 4000 UV-VIS) para cuantificar la cantidad de
prolina, utilizando tolueno como blanco. La concentracion de Pro fue determinada

usando una curva estandar.

La GB fue determinada de acuerdo al protocolo para haléfitas de Al Hassan et al.
(2016), a partir del de Grieve y Grattan (1983). EI material vegetal fue
homogeneizado en un mortero con 2ml de agua Mili-Q y extraido con 1-2 dicloro-
etano; la absorbancia de la solucion fue medida a longitud de onda de 365 nm., para
ello se utilizé el mismo espectrofotometro (VARIAN Cary 4000 UV-VIS) que se
utilizé para la determinacion de Pro. La concentracion de GB fue determinada
usando una curva estandar. Todos los resultados de osmolitos se expresaron en

umoles g™* peso fresco.
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Fig. 2. Plantulas de Plantago albicans tras 10 dias de siembra en 0
Mm NaCl (2A), 100 mM NacCl (2B) y 200 mM NaCl (2C).
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3.4. Anaélisis estadistico
Todos los analisis estadisticos sobre germinacion de semillas, indice de Timson y
contenido enddgeno de osmolitos en plantulas de 20 dias representaban la media +
ES de entre 6 a 15 repeticiones por tratamiento (segun porcentaje de germinacion
obtenido), llevados a cabo usando el software Statgraphics Centurion XVII
proporcionado por la Universidad de Jaén. Diferencias entre medias (P< 0.01)

fueron analizadas usando el test de rango multiple de Tuckey.

4. RESULTADOS

4.1. Respuestaalasalinidad de Plantago albicans
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Fig. 3. Porcentaje de germinacion de semillas de Plantago albicans (3A) expuestas a diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100, 200 y 300 mM). indice de Timson (velocidad de germinacion) (3B).
Contenido de Prolina (3C). Contenido de Glicina betaina (3D). Los valores representan la media + ES
(n=6-15). En todas las gréficas las diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos
(prueba de Tuckey; P <0.01)

P. albicans utiliza 6 dias para conseguir estrategias que le permitan germinar
adecuadamente, presentando el maximo de germinacion en el control (0 mM NacCl)
(Fig. 3A). La sal provoca una drastica reduccion del porcentaje de germinacion a

medida que su concentracion aumenta en el medio de incubacion, de manera que a
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300 mM NaCl la germinacion se reduce un 96%. El maximo de germinacion se
localiza a los 9 dias para 0 y 100 mM de NaCl (80% y 60% de germinacién
respectivamente), a los 14 dias para 200mM (28% de germinacion) y a los 7 dias
para 300mM (3% de germinacion), con diferencias significativas para todos los
tratamientos (P < 0.01), después la germinacion se mantiene constante hasta el final
de la experimentacion (dia 20). Por otra parte, el aumento de salinidad ha
provocado una disminucion en la velocidad de germinacién de estas semillas. El
valor maximo de I.T. se alcanza en condiciones no salinas, llegando a reducirse un
95,4% para 300mM con respecto al control (o lo que es lo mismo, la velocidad es 21
veces menor a 300mM que en el control) (Fig. 3B). Con respecto al contenido de
osmolitos se puede decir, en general, que la Pro alcanza valores superiores a los de
GB en todos los tratamientos y que ambos osmolitos alcanzan su maxima
concentracion a 300 mM NacCl (Fig. 3C y 3D). La Pro muestra una concentracion
similar para 0 mM y 100 mM, mientras que a 200mM y 300mM se observa un
marcado aumento, llegando a alcanzar una concentracion 2,4 veces superior a la
del control para 300 mM (Fig. 3C), por otra parte, la GB aumenta su concentracion
ante la situacion de estrés con respecto al control, llegando a aumentar hasta un
47% para 300 mM NaCl, aunque este osmolito bajo tratamiento salino aumenta
respecto al control, no se presentan diferencias significativas entre tratamientos

salinos (Fig. 3D).
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4.2. Respuesta alasalinidad de Plantago lanceolata
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Fig. 4. Porcentaje de germinacién de semillas de Plantago lanceolata (4A) expuestas a diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100, 200 y 300 mM). indice de Timson (velocidad de germinacion) (4B).
Contenido de Prolina (4C). Contenido de Glicina betaina (4D). Los valores representan la media £ ES
(n=6-15). En todas las graficas las diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos (prueba de Tuckey; P <0.01)

P. lanceolata presenta un comportamiento similar en la germinacion a P. albicans,
puesto que también al séptimo dia comenzd a observarse germinacion en el control.
No obstante, esta se inhibe por completo a 300Mm NaCl, por lo que su nivel
maximo de tolerancia se alcanza a 200 mM NaCl, presentando diferencias
significativas (P< 0.01) en todos los tratamientos salinos, al igual que sucede en P.
albicans. El control alcanza su primer maximo de germinacion a la semana de la
siembra (54% de germinacion), apareciendo un pequefio repunte una semana
después (56% de germinacion); las semillas expuestas a 100 mM alcanzan la
maxima germinaciéon en el dia 19 (25% de germinacién) y las de 200 mM lo
alcanzan el dia 18 (14% de germinacién) (Fig. 4A). En este caso, el tratamiento
salino ha producido inhibicién, pero también retraso de la germinacion con el
aumento de concentracion salina (inicio de germinacién a los 9 dias para 100 mM

NacCl, e inicio de germinacion a los 12 dias para 200 mM NaCl). En la grafica del
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indice de Timson (Fig. 4B) se observa como el aumento de la concentracién salina
provoca una disminucion en la velocidad de germinacion. El Indice de Timson es
maximo en condiciones sin estrés y llega a reducirse en un 75% a 200 mM con
respecto al control, siendo estos valores inferiores a los obtenidos por P. albicans.
En cuanto a la acumulacién de osmolitos, se observa un comportamiento similar que
para P. albicans, los niveles de Pro son superiores a los de GB para todos los
tratamientos, alcanzando la maxima concentracibn ambos osmolitos a 300 mM. La
Pro muestra niveles similares para 0 y 100 mM, y mas elevados para 200 mM,
concretamente un 45,7% superiores (Fig. 4C). Por otro lado, la GB muestra valores
similares para 0 y 100 mM, y experimenta un marcado incremento a 200 mM,
llegando a duplicar los valores del control (Fig. 4D), pero estos valores fueron
inferiores a los de P. albicans sobre todo para la Pro.

Estos datos demuestran que ambas especies tienen una estrategia similar de
germinacion, sin embargo, P. albicans parece ser mas tolerante a la sal que P.
lanceolata, pues ésta Ultima solo alcanza un 25% de germinacion a 100 mM
(muestra una gran sensibilidad a la sal) en contraste con el 60% que alcanza P.
albicans para esta misma concentracion (Fig. 3A y 4A). El efecto de la salinidad
sobre la Pro es similar en ambas especies. En ambos casos el contenido de Pro es
similar entre 0 y 100 mM NaCl y aumenta notablemente a 200 mMNaCl (a esta
concentracion el contenido es aproximadamente el doble que en 0 y 100 mM NacCl),
de manera que, en ambos casos el estrés salino induce a la acumulacion de Pro
para que la planta pueda realizar un pequefio ajuste osmatico que le permita tomar
agua y germinar. Ademas, este osmolito estd en mayor cantidad que la GB, por lo
gue juega un papel mas importante en la tolerancia al estrés en estas haldfitas. Por
otro lado, el efecto de la salinidad sobre la GB varia un poco entre ambas especies:
en P. albicans el contenido de GB aumenta significativamente a 100 mM de NaCl,
manteniéndose este valor constante para los demas tratamientos, y en P. lanceolata
no aumenta significativamente hasta 200 mM, cuando alcanza el doble de contenido

gue en el control.
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4.3. Respuesta alasalinidad de Juncus acutus
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Fig. 5. Porcentaje de germinacién de semillas de Juncus acutus (5A) expuestas a diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). indice de Timson (velocidad de germinacion) (5B).
Contenido de Prolina (5C). Contenido de Glicina betaina (5D). En la figura 3A para 100Mm, los dias 4 y
5 se corresponden con “a”, y a partir del dia 6 con “b”. Los valores representan la media + ES (n=6-15).
En todas las gréaficas las diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba de
Tuckey; P <0.01)

Juncus acutus parece tener un mecanismo mas eficaz de tolerancia en la
germinacion, pues solo tarda 3 dias en germinar a 0 y 100 mM NacCl, y 5 dias para
200 mM NaCl. Una concentracion salina de 100 mM no provoca descenso en la
germinacién, pues a esta concentracion la planta muestra practicamente la misma
germinacién que en el control, aunque para 200mM ya se observa una drastica
disminucion y una diferencia significativa (P < 0.01) respecto a 0 y 100 mM NacCl.
Las semillas de todos los tratamientos obtienen su nivel maximo de germinacion a
los 7 dias, alcanzandose sobre un 73% y un 71% de germinacién para 0 y 100 Mm
respectivamente, y un 25% para 200 Mm (inhibicion de la germinacion a 200 mM
NacCl), después la germinacién se mantiene constante hasta el final del experimento
(dia 20) (Fig. 5A). La velocidad de germinacion se ve afectada a partir de 200Mm

(3%) en comparacion con los tratamientos de 0 y 100 mM NaCl, que muestran
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similares valores de velocidad de germinacion (10% y 8% respectivamente) (Fig.
5B). En lo referente al contenido de osmolitos, se puede observar un contenido
enddégeno de Pro superior al de GB, este contenido de Pro ha aumentado
progresivamente con el aumento de concentracion salina, llegando a aumentar en
un 41% a 200 mM NaCl con respecto al control (Fig. 5C), por otro lado, en cuanto al
contenido de GB no existen diferencias significativas entre tratamientos, y es poco
acumulado por la plantula (Fig. 5D).

4.4. Respuestaalasalinidad de Juncus effusus

A Juncus effusus 6B Juncus effusus

T omimac 100mM Nact 200 mhi Hacl BOMmMNaCl 2100mMNaCl 8200 mMNaCl
100
20 aaaaaaaaaaaaaaada a
80 = = . I _
70
80
50
a0
30

Germinacion (%)

E IR e

Indice de Timson (% / dia)

6 b
10 b € c€cccccegeCC s
0 2 ¢
12345678 91011121314151617 181920 a f—
Tiempo (dias de germinacion)
6C Juncus effusus 6D Juncus effusus
BOMmNaCl B100mMNaCl ®200mM NaCl B0 MmNaCl B100mMNaCl B200mM NaCl
—_ ! & 1
oo - 09
- 08 =)
1 08
& o7 3
o = 07
2 os E s
g2 os A
2 04 ] 05
" . £ 04
g o b a s 0
2 0.2 b g 03
x 02 a
s | - £ 01 ° ’
o o ,
2 [ [ 2|

Fig. 6. Porcentaje de germinacion de semillas de Juncus effusus (6A) expuestas a diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Indice de Timson (velocidad de germinacién) (6B).
Contenido de Prolina (6C) Contenido de Glicina betaina (6D). Los valores representan la media £
ES (n=6-15). En todas las graficas las diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos (prueba de Tuckey; P <0.01)

Juncus effusus es la que presenta una germinacion mas rapida en condiciones no
estresantes, ya que germina el primer dia que se siembra, y tan solo tarda 3 dias en
germinar a una concentracion de 100Mm de NaCl. Sin embargo, a 200 Mm la
germinacién no se produce hasta el dia 9, por lo tanto el aumento en la
concentracion de NaCl produce un retraso en la germinacién, ademas de tener un

efecto inhibitorio en el porcentaje de germinacién. El nivel maximo de germinacién
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es alcanzado en el 4° dia para el control (77% de germinacién), en el 7° dia para
100 Mm (23% de germinacién) y en el 10° dia para 200Mm (5% de germinacion)
(Fig. 6A). Por otro lado, el aumento de salinidad provoca una drastica disminucion
de la velocidad de germinacion, que disminuye un 84% para 100 Mmy un 97% para
200 Mm con respecto al control (Fig. 6B). En cuanto al contenido de osmolitos, se
puede observar como la planta presenta un contenido enddégeno de Pro y GB muy
reducido, la planta aumenta la acumulacion de Pro de forma sutil ante el aumento
de salinidad, llegando a aumentar su concentracibn en un 43% a la maxima
concentracion salina (200 mM NacCl) con respecto al control (Fig. 6C). El contenido
de GB, por otra parte, muestra un aumento todavia mas leve que el de Pro, tanto
gue no llega a ser significativo entre los distintos tratamientos (Fig. 6D).

Ambas especies muestran similar viabilidad de sus semillas, y también ambas
sufren una inhibicion de la germinacion con el aumento de salinidad, aunque J.
effusus parece ser menos tolerante que J. acutus, ya que su nivel maximo de
germinacion a 100 mM es de un 23%, en contraste con el 70% que alcanza J.
acutus para esta misma concentracion (para las mismas concentraciones salinas J.
effusus se ve mas perjudicada). Otro indicador de que J. effusus es menos tolerante
es la drastica disminucién que sufre la velocidad de germinacién ante el aumento de
salinidad. J. acutus, por otro lado, presenta una velocidad de germinacion de partida
(0 mM) bastante inferior a la de J. effusus (la mitad de velocidad), sin embargo, esta
sufre una menor disminucion ante un aumento de salinidad (se adapta mejor). En
cuanto al contenido de osmolitos se puede decir que ninguna de las dos especies
lleva a cabo una gran acumulacion de Pro y GB bajo estrés salino, de manera que
los bajos contenidos enddgenos en estas dos especies indican que estos osmolitos
no tienen un papel fundamental en el ajuste osmaético durante la primera etapa de

crecimiento de la planta.
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4.5. Respuestaalasalinidad de Limonium cossonianum
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Fig. 7. Porcentaje de germinacion de semillas de Limonium cossonianum (7A) expuestas a diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100, 200 y 300 mM). indice de Timson (velocidad de germinacion) (7B).
Contenido de Prolina (7C) Contenido de Glicina betaina (7D). En la Fig. 5A, los dias 3, 4,5, 6,7y 8
para 100mM presentan las mismas diferencias significativas que el resto de dias para este
tratamiento (“b”). Los valores representan la media + ES (n=6-15). En todas las graficas las
diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba de Tuckey; P <0.01)

Limonium cossonianum exhibe una rapida germinacion (mecanismo de tolerancia
eficaz) para 0 y 100 mM de NaCl (germina a los 2 dias), aunque el aumento de
concentracion salina (200 y 300 mM NacCl) provoca disminucion y retraso en la
germinaciéon (germina a los 5 y 9 dias respectivamente). La maxima germinacion se
alcanza a los 9 dias para 0 y 100 mM (87% y 76% de germinacion
respectivamente), y a los 12 dias para 200 y 300 mM (42% y 7% de germinacion
respectivamente), manteniéndose constante hasta el final del experimento (dia 20)
(Fig. 7A). La gréfica del indice de Timson (Fig. 7B) muestra como la velocidad de
germinacién a 100 mM mantiene semejantes valores a los del control (no existen
diferencias significativas), sin embargo, experimenta una marcada disminucién para
200 mM y 300 mM (disminucion del 63% y 94% respectivamente con respecto al
control) (P < 0.01). En cuanto al contenido de osmolitos se observa un contenido

enddégeno de Pro superior al de GB, la Pro experimenta una acumulacion suave y
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progresiva, el aumento es mas marcado para 100mM con respecto al control
(aumento del 27%) y después se estabiliza (Fig. 7C). Para el contenido de GB no
existen diferencias significativas entre tratamientos, existe un aumento infimo en

100 y 200 mM con respecto al control y después incluso disminuye de nuevo para
300mM (Fig. 7D).

4.6. Respuestaalasalinidad de Limonium algarvense
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Fig. 8. Porcentaje de germinacion de semillas de Limonium algarvense (8A) expuestas a diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100, 200 y 300 mM). indice de Timson (velocidad de germinacion) (8B).
Contenido de Prolina (8C). Contenido de Glicina betaina (8D). En la figura 6A, los dias 5, 6 y 7 para
100mM presentan las mismas diferencias significativas que el resto de dias para este tratamiento
(“b”). Los valores representan la media = ES (n=6-15). En todas las gréficas las diferentes letras
indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba de Tuckey; P <0.01)

Limonium algarvense, al igual que L. cossonianum, utiliza mecanismos de tolerancia
para germinar rapidamente ante situaciones no estresantes (OmM) y a 100mM,
germinando a los 3-4 dias en ambos casos, y de nuevo aparece un retraso y una
disminucién en la germinacion para 200 y 300 mM, utilizando en estos casos hasta
7y 10 dias, respectivamente para desarrollar mecanismos de tolerancia, por tanto L.
algarvense ralentiza el proceso de germinacion mas que L. cossonianum (Fig. 8A).

Esta especie, ademas, muestra un aumento de la germinacion mucho mas
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progresivo con el transcurso de los dias, llegando a alcanzar los maximos de
germinacion al final del experimento en todos los tratamientos menos en 300mM,

concretamente lo alcanza a los 19 dias para 0, 100 y 200 mM (80%, 70% y 50% de
germinacion respectivamente) y a los 11 dias para 300 mM (12% de germinacion).
Por otro lado, el aumento de concentracion salina provoca una disminucion
progresiva en la velocidad de germinacién, que muestra su mayor valor a 0 mM y
disminuye hasta un 77% para la méaxima concentracion salina (300mM) con
respecto al control (Fig. 8B). En relaciéon al contenido de osmolitos se puede
observar que para el contenido de Pro no hay diferencias significativas entre
tratamientos, de manera que no es acumulada ante condiciones estresantes (Fig.
8C), sin embargo, la concentracion de GB, aunque para 100 mM mantiene los
mismos niveles que en condiciones no estresantes (0 mM), si que aumenta para
200 mM, manteniéndose esta concentracion aumentada para 300 mM (aumento del
38%) (Fig. 8D). Ademas es importante resaltar que los niveles endégenos de GB

son mas elevados que los de Pro.

5. DISCUSION

En este estudio, dos especies de Plantago, dos especies de Juncus y dos especies
de Limonium fueron seleccionadas para profundizar en los mecanismos que utilizan
las halofitas para germinar y sobrevivir en condiciones salinas, comparando dos

especies de cada familia con diferente sensibilidad a la sal.

5.1. Estudio comparativo entre las dos especies de Plantago

Con respecto a las dos especies de Plantago, una semana aproximadamente sera
necesaria para desarrollar estrategias que les permitan estar en condiciones
adecuadas para germinar incluso en condiciones no salinas. Sus semillas pequefias
y mucilaginosas van embebiéndose de agua lentamente hasta producirse la
emergencia de la radicula. Aunque presentan dimorfismo (tamafio de semillas
diferente), en los experimentos de laboratorio no se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la germinacion de los dos tipos de semillas, por lo que se
eligieron las mas homogéneas y de mayor tamafio para tener mayor cantidad de
material vegetal para la experimentacion. No obstante, aunque las dos especies

pueden germinar en condiciones salinas, P. albicans comienza su germinacion al 6°
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dia, alcanzandose rapidamente casi el 80% de semillas germinadas en el dia 9,
mientras que P. lanceolata demuestra un retraso (inicio de la germinacién para 200
mM NaCl en el dia 12) y una drastica disminucién significativa de la germinacion
conforme la concentracion salina incrementa, de manera que a 300 mM NaCl no
hay germinacién. En general, en especies menos tolerantes, un retraso en la
germinacion y un lento crecimiento son esenciales para la supervivencia en
condiciones salinas, permitiendo la sintesis de compuestos de defensa frente al
estrés (Fig. 3 y 4). En otras especies de haldfitas como Cakile maritima, Suaeda
salsa, Phragmites australis y Spartina alterniflora se han encontrado estrategias
parecidas (Ellouzi et al., 2011; Xiao et al., 2016). Los datos comparativos entre las
dos especies sugieren que P. albicans tiene mecanismos mas eficaces para tolerar
la exposicion de sal (sobre todo a 100 y 200 mM NacCl) que P. lanceolata. En ambas
especies, la tolerancia a la salinidad disminuye progresivamente con el tiempo de
exposicion a la sal, siendo la germinacion con las diferentes soluciones salinas
siempre mas bajas que el control, y con diferencias significativas para todos los
tratamientos (P< 0.01). El efecto dafiino de la sal se debe al estrés osmatico y/o
toxicidad ionica en la semilla (Kumari et al.,, 2015), no obstante, existe una gran
variedad de tolerancia a la salinidad en las especies de Plantago tal como ha sido
demostrado por Al-Hassan et al. (2016). La velocidad de germinacion de las
semillas (Indice de Timson) depende de la velocidad de absorcion de agua.
Plantago lanceolata absorbe agua mas lentamente desde la solucion salina, y por
tanto retrasa el tiempo de emergencia de la radicula. Esta lenta velocidad en la toma
de agua puede dificultar la reparacion de dafios en las membranas biolégicas como
consecuencia del estrés salino, permitiendo la exudacion de solutos y la entrada de
iones toxicos (Na*) en las semillas. Con el incremento de la salinidad y el tiempo de
exposicion, el dafio puede llegar a ser importante y afectar a la germinacion
disminuyéndola considerablemente (Liu et al., 2010). Sin embargo, en P. albicans el
I.T. demuestra una mayor velocidad de germinacion, que junto con los mayores
valores de porcentaje de germinacién indican la mayor tolerancia a la salinidad de
esta Ultima especie. Por otro lado, una de las estrategias utilizadas por las haldfitas
para mantener las apropiadas condiciones osmoticas es realizar el ajuste osmotico.
Este ajuste osmético por acumulacion de Na* en la vacuola va acompafado de la
acumulacién de solutos organicos en el citoplasma para mantener un adecuado

balance entre la vacuola y el citoplasma, sin interferir en ninguna ruta metabdlica de

30



la célula (Gupta y Huang, 2014). Este ajuste osmoético se realiza por la presencia de
osmolitos que tienen un papel osmoprotector estabilizando proteinas vy
macromoleculas bajo condiciones de estrés, asi como secuestro de los EROS para
evitar la peroxidacion lipidica de las membranas, e incluso como sefalizador
molecular implicado en la induccion de cambios en el patrén de expresién génica
(Kaur y Asthir, 2015). Generalmente se asume que cada familia de plantas usa
preferentemente un componente particular (osmolito), y en el caso de la Familia
Plantaginaceae el sorbitol es el mayor osmolito funcional en esta familia de plantas
(Slama et al., 2015). No obstante, la prolina y la glicina-betaina son los osmolitos
mas comunes usados en angiospermas para mantener el balance osmético celular.
En un estudio realizado por Tipirdamaz et al. (2006), se encontré que estos dos
osmolitos estaban omnipresentes en 51 haldfitas muestreadas en diferentes
regiones de Tunez. Quisimos saber la importancia del los osmolitos Pro y GB en la
etapa germinativa de las semillas objeto de estudio. Una clara acumulacion de Pro
fue detectada en plantulas de P. albicans y P. lanceolata, a todos los niveles de sal
ensayados (especialmente a las concentraciones mas elevadas). En otras especies
de Plantago también se han encontrado altas cantidades de este osmolito (Al
Hassan et al., 2016). Estos autores consideran que el transporte y secuestro de
iones toxicos en la vacuola y la alta concentracion de osmolitos tales como el
sorbitol, pero también la prolina y la glicina betaina en el citoplasma pueden ser
utilizados para el balance osmdético y por tanto ser mecanismos eficaces usados por
las especies de Plantago para tolerar la salinidad. En nuestro caso se ha detectado
Pro y GB a todas las concentraciones salinas estudiadas, sobre todo Pro se
acumula a 200 y 300 mM NaCl, la GB presenta valores similares en todos los
tratamientos salinos en P. albicans, por otro lado en P. lanceolata existe un
comportamiento similar de acumulacion para los dos osmolitos, siendo mas
abundantes a la mas alta concentracion salina (200 mM NaCl). Es interesante
destacar que la especie P. albicans, con mas capacidad y velocidad germinativa
frente a la salinidad, es la que presenta mayor acumulacion de estos osmolitos
frente a menores valores en P. lanceolata con menor capacidad germinativa. Por lo
tanto, podemos dilucidar que la especie mas tolerante (P. albicans) se adapta mas
rdpidamente a las concentraciones salinas del ambiente, para la germinacion,
mientras que P. lanceolata necesita mas tiempo para germinar, siendo sus niveles

de osmolitos mas bajos que en la primera especie, lo cual puede indicar que tanto
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Pro como GB pueden tener un significativo papel en la tolerancia de las dos
especies estudiadas cuando las condiciones de estrés se hacen mas fuertes. A
parte de intervenir en el balance osmoético, Cuin y Shabala (2005, 2007) también
demostraron que estos osmolitos pueden contribuir a la reduccion de la pérdida de
K" desde las células en presencia de altas concentraciones de sal. Las plantas de P.
albicans en condiciones no estresantes muestran el doble de contenido de Pro y GB
que las plantulas de P. lanceolata, por lo que se podria dilucidar que P. albicans ya
cuenta con mecanimos de tolerancia innatos, mientras que P. lanceolata lo adquiere
ante una situacion de estrés, estas mismas estrategias se han encontrado en otras
especies de Plantago (Al Hassan et al., 2006). La acumulacién de osmolitos en el
citoplasma, junto con la compartimentalizacion celular, (entrada de iones Na* a la
vacuola) para el balance osmatico, y la activacion de sistemas antioxidantes para
eliminar los radicales libres, también pueden contribuir a conseguir una mayor
tolerancia a la salinidad. La mayor eficacia en estas estrategias conseguira que la

planta sea mas tolerante.

5.2. Estudio comparativo entre las dos especies de Juncus

Las semillas de Juncus son de tamafio muy pequefio (tamafio = 2mm), por lo que la
planta puede producir una gran cantidad de semillas; esto implica la posibilidad de
producir un “banco de semillas” de manera que haya la posibilidad de encontrar
siempre semillas en el suelo dispuestas a germinar cuando lleguen las condiciones
mas favorables. El hecho de tener pocas reservas nutritivas implica que una vez que
la semilla encuentra las condiciones oOptimas (luz, temperatura y humedad) para
germinar, se desarrolle rapidamente una plantula con su primer par de hojas para
poder realizar fotosintesis, con lo cual se asegura su supervivencia, antes de que se
acaben las pocas reservas nutritivas que contiene la semilla (Bueno, 2019). A raiz
de los datos de germinacion observados en J. acutus vy J. effusus (Fig. 5y 6), y una
vez que la semilla se embebe de agua (entre 2 a 4 dias) la germinaciéon es muy
rapida y maxima en el control (0 mM NaCl) tal como ocurre en la mayoria de
haléfitas. Sin embargo a medida que aumenta la concentracion salina existe una
“inhibicion dependiente de concentracidén” para las dos especies, de manera que a
mayor concentracion de solucidén salina, mayor es la inhibicion en la germinacion
(100 y 200 mM NacCl), tal como ocurre en otras especies de este taxdn recogidas en

diferentes zonas mediterraneas (Boscaiu et al., 2011), lo cual indica que el NacCl
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tiene un efecto inhibitorio sobre la toma de agua por la semilla. Por tanto, la rapida
germinacion puede ser una estrategia adaptativa de estas dos especies para
conseguir un rapido establecimiento de la plantula, una vez que las condiciones
medioambientales sean O&ptimas en su habitat natural. Por otro lado, las
concentraciones elevadas de Na' dafian las membranas plasmaticas o influyen
negativamente en el flujo de K* en los embriones o en la plantula, el K* es activador
de al menos 50 enzimas en la célula y el Na* puede sustituirlo produciéndose dafios
irreparables en el metabolismo celular (Gupta y Huang, 2014). A raiz de los datos
obtenidos sobre (%) de germinacion y velocidad de germinacion (I.T.), J. acutus es
mas tolerante al estrés que J. effusus ya que tanto los valores de semillas
germinadas como el I. T. son superiores en la primera especie, esto indica que
tendra mayor éxito en el habitat salino donde se desarrollen. No obstante parece
existir tanto un efecto osmotico e idnico que afecta negativamente a la germinacion

en las dos especies bajo condiciones salinas.

Los osmoprotectores mas frecuentes en la familia Juncaceae encontrados sobre
todo en hojas son los azlcares (sacarosa, fructosa y glucosa) (Gil et al., 2011). No
obstante, la presencia de otros osmolitos como la Pro y la GB son muy frecuentes
en la mayoria de halofitas. Los valores de estos osmolitos observados en las
graficas 5 C,D y 6 C,D son muy bajos en ambas especies, sobre todo el contenido
de GB que no fue significativo con el tratamiento salino para ninguna de las dos
especies de Juncus. Estos osmoreguladores no parecen desempefiar un importante
papel protector en las plantulas debido a sus bajos contenidos enddgenos, por tanto
otro tipo de estrategias deben utilizar estas especies para conseguir tener éxito en la

germinaciéon en condiciones medioambientales salinas.

Juncus pertenece al grupo de especies haldfitas monocotiledéneas, en este
sentido este grupo de plantas, que pueden crecen en suelos con alta salinidad,
limitan la toma de Na* y CI" desde el suelo a la semilla o a la planta, impidiendo que
dafie al embrion o llegue a la parte aérea, en concreto a las hojas perjudicando
drasticamente la fotosintesis ya que puede alterar membranas, pigmentos y
enzimas (Al Hassan et al., 2016). Las especies sobre todo con cubierta dura juegan
un papel importante como barrera protectora frente a un medio con alta
concentracion de iones. De manera que el Na* puede ser compartimentalizado en la

cubierta de la semilla disminuyendo su concentracién en el embrion, por lo cual
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puede proteger a éste de la toxicidad idnica para asegurar la viabilidad de la semilla
y por tanto ser un mecanismos adaptativo en condiciones ambientales salinas (Song
et al., 2005). Por lo tanto, en las especiesde Juncus estudiadas, podria darse un
mecanismo similar, la cubierta de las semillas podria ejercer mayor efecto protector
que la presencia de osmoreguladores durante la primera etapa de germinacion,
compartimentalizado los iones toxicos en la cubierta de la semilla y dejando libre al
embrion. No obstante con el desarrollo de la planta, estos osmolitos si seran
importantes durante el crecimiento y desarrollo de la planta.

5.3. Estudio comparativo entre las dos especies de Limonium

Las plantas pertenecientes a la familia Plumbaginaceae comprenden un gran
namero de especies (500-700 especies) con un alto grado de tolerancia a la
salinidad y a condiciones de sequia, aunque algunas especies presentan diferencias
dependiendo del habitat en el que crezcan (Labbe, 1962). Hemos observado que las
dos especies de Limonium (situadas en habitats diferentes) presentan un aumento
lento y gradual sobre el porcentaje de la germinacion conforme aumentan los dias
de experimentacion. Pero mientras L. algarvense (de zonas mas humedas y frias)
presenta un retraso en la germinacion, de manera que a 300 mM NaCl deben pasar
10 dias para comenzar a observarse la emergencia de la radicula, y el valor maximo
de semillas germinadas se alcanza el dia 19 (0,100, 200 mM NaCl), en L.
cossonianum (recogidas de zonas mas calurosas y secas) se alcanza el maximo de
germinacion en el dia 9 (0 y 100 mM NaCl) y en el dia 12 para (200 y 300 mM
NacCl). Este rapido aumento de la germinacion en L. cossonianum puede ser debido
a que esta especie esta acostumbrada en su habitat natural a aprovechar la época
mas humeda para germinar rapidamente y asentarse como plantula, antes de que
llegue la época de sequia, mientras que L. algarvense (al vivir en zonas de litoral)
tiene que soportar bajas temperaturas y los aerosoles salinos procedentes del mar,
ademas de la salinidad del suelo (es decir un estrés mas persistente), asi, necesita
varias semanas para desarrollar mecanismos de tolerancia que le permiten tener
éxito en la germinacién (por lo que ralentiza este proceso) para dotarse de
estrategias que le permitan asegurarse el éxito en la etapa germinativa
(osmoprotectores, compartimentalizacion de iones, activar sistemas antioxidantes
para eliminar los EROS). El I.T. refleja el comportamiento en la velocidad de

germinacién, y en este caso es L. cossonianum la que presenta valores mas
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elevados en concordancia con los resultados de las graficas de germinacién (Fig. 7
y 8).

La mayoria de miembros de esta familia acumulan colina-O-sulfato y B-alanina
betaina como componentes osmoprotectores, junto con prolina, azicares y glicina
betaina durante el desarrollo de las plantas (Slama et al., 2015). Nuestro estudio, en
la etapa germinativa de las dos especies de Limonium, indica que los osmolitos Pro
y GB presentan un comportamiento diferente para realizar el ajuste osmético y
proteger sus estructuras celulares. Mientras que la GB se acumula mas en L.
algarvense, la Pro se acumula en mayor cantidad en L. cossonianum. Normalmente
la Pro se acumula méas rapidamente que la GB, lo que indica que la Pro esta
implicada en la respuesta de la planta en las primeras horas de estrés, mientras que
la acumulacién de GB se realiza mas lentamente y en ambientes mas persistentes
(Hassine et al., 2008). Por otro lado, la Pro estaria mas relacionada con el estrés
osmotico y en poblaciones crecidas en el interior, por lo tanto mas relacionadas con
la sequia, mientras que la acumulacion de GB tiene una sintesis mas lenta, es mas
estable que la Pro y mas altamente metabolizable (Hassine et al., 2008). Estos
hallazgos pueden explicar nuestros resultados, L. cossonianum mas adaptada a
climas con periodos aridos germina rapidamente, sintetizando también rapidamente
Pro como osmoprotector frente al estrés, mientras que L. algarvense acumula GB,
osmolito que se acumula mas lentamente en situaciones de estrés salino y
relacionado con la lenta germinacién de esta especie. Por lo tanto, estas dos
especies podrian utilizar un set de solutos para llevar a cabo el ajuste osmotico en
condiciones de estrés, pero la proporcidon de cada componente podria variar de
acuerdo a la poblacion considerada y las condiciones medioambientales en donde

hayan crecido las plantas (Hassine et al., 2008).
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6. CONCLUSIONES

Ambas especies de Plantago utilizan un mecanismo de tolerancia (lenta imbibicion
de la semilla) que les permite sintetizar los compuestos necesarios para hacer frente
al estrés, aunque P. albicans cuenta con mecanismos de tolerancia mas eficaces al
exhibir mayor capacidad germinativa y velocidad de germinacion que P. lanceolata,
ademas de mostrar una mayor acumulacion de los osmolitos Pro y GB, lo que le

permite realizar un pequefio ajuste osmatico y germinar mas rapidamente.

Por otro lado, las diminutas semillas de J. acutus y J. effusus procedentes de un
banco de semillas, muestran un mecanismo de tolerancia eficaz, en el que pueden
germinar rapidamente (rapida imbibicion de agua) en cuanto aparecen las
condiciones favorables para ello y asi asegurar el establecimiento y supervivencia
de las plantulas, su cubierta protectora frente a la toxicidad idnica puede utilizarse

como estrategia frente al estrés.

Por ultimo, en el caso de las especies de Limonium destaca su diferente
respuesta a la salinidad, probablemente relacionada con el habitat que ocupan. L.
cossonianum germina mas rapidamente para evitar la época seca patente en su
habitat, y L. algarvense, que esta habituada a soportar un estrés prolongado en la
zona del litoral, necesita mas tiempo para desarrollar los mecanismos de tolerancia
gue aguanten el prolongado periodo de estrés. La GB esta relacionada con estos
mecanismos de tolerancia persistentes, por lo que su acumulacién es mayor en L.
algarvense, mientras que la mayor acumulacibn de Pro, caracteristica de

mecanismos de tolerancia rapidos, se da en L. cossonianum.

Asi, se puede observar como diferentes especies haldfitas pertenecientes a la
misma familia, pueden exhibir distintos niveles de tolerancia, incluso diferentes
mecanismos de tolerancia dependiendo del habitat ocupado, como en el caso de las

dos especies de Limonium.

El estudio de la ecofisiologia de estas plantas resulta interesante por la gran
variedad de aplicaciones que ofrecen. Ambas especies de Plantago destacan por
sus metabolitos secundarios con capacidad antioxidante eficaces contra diversas
enfermedades; J. acutus y J. effusus aportan su gran capacidad fitorremediadora en

la eliminacion de contaminantes presentes en aguas residuales, posibilitando la
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fabricacion de preparados eficientes y respetuosos con el medio ambiente; L.
cossonianum constituye una valiosa herramienta en programas de restauracion
vegetal y L. algarvense destaca por las propiedades antioxidantes vy

antiinflamatorias de sus componentes bioactivos.
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