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RESUMEN

La salinizacion del suelo por causa del riego es un problema extendido mundialmente.
El meldn es un cultivo sensible a la salinidad en etapas iniciales. Se realizaron dos
series de experimentos para evaluar posibles efectos paliativos sobre el estrés salino
en el cultivo. Estos experimentos consistieron en: 1) diferentes formas de aplicacion
(imbibiciéon de semillas y riego) y concentraciones (10, 50 y 100 uM) de melatonina
exogenay, 2) el ‘priming” con dos agentes osméticos (NaCl y CaCly) y duraciones (2y 4
dias), en la germinacién y crecimiento inicial de plantas de melédn en condiciones de
salinidad. Se evalué el porcentaje de germinacién y crecimiento de las plantulas. Se
midid el contenido de clorofila total, lixiviacion relativa de electrolitos, contenido
relativo de agua, viabilidad de raices, contenido de prolina, contenido de
malondialdehido, actividad peroxidasa y catalasa, relacion Na*/K* en partes verdes y
liberacion K* por las raices. Se realizaron cortes anatémicos en hojas y tallos. La
germinacién en salinidad resultd incrementada con concentraciones de melatonina de
10 y 50 uM. El tratamiento de semillas y el riego en una concentracién 50 uM
mejoraron los parametros de crecimiento y las plantas tuvieron un mayor contenido
de clorofila y mejor respuesta en los parametros bioquimicos evaluados. Esto permite
aumentar el conocimiento de los mecanismos de accion de la melatonina aplicada en
plantas en situacion de estrés. No se observaron cambios anatédmicos. Para el “priming’

la mejor germinacion se obtuvo con los tratamientos NaCl y CaCl; con dos dias de

duracion en ambos casos. El crecimiento fue mayor en estos tratamientos y se registré
una mejora en los pardmetros bioquimicos, sin detectarse modificaciones anatémicas
en hojas vy tallos. Los resultadossugieren que la melatonina podria aliviar los efectos del
estrés salino. El "priming’, por su parte, también permitié aumentar la tolerancia a la
salinidad en esta especie. Estos resultados contribuyen a entender los mecanismos
involucrados en la respuesta a largo plazo en semillas y plantas en situaciones de

estrés salino.

Palabras clave: estrés salino; melatonina exdgena; ‘osmopriming’; germinacién; ROS
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SUMMARY

Soil salinization due to irrigation is a worldwide problem. Melon is a salinity sensitive
culture in early stages. Two series of experiments were carried out to evaluate the
effect of: 1) different application forms (seed imbibition y irrigation) and
concentrations (10, 50 y 100 uM) of exogenous melatonin and, 2) priming with two

osmotic agents (NaCl y CaClz) and durations (2 y 4 days), in germination and initial

growth of melon plants in saline environment. Germination percentage and growth of
seedlings were evaluated. Total chlorophyll content, relative electrolyte leakage,
relative water content, root viability, proline content, malondialdehyde content,
peroxidase and catalase activity, Na*/K* ratio in green parts y K* roots leakage were
measured. Anatomical cuts were made on leaves and stems. Germination in salinity
was increased with 10 y 50 pM melatonin concentrations. Seed treatment and
irrigation with 50 uM improved growth parameters and plants had a higher
chlorophyll content and better response in biochemical parameters evaluated. This
allows to increase our knowledge of the mechanisms of action of melatonin applied to
plants under stress. No anatomical changes were observed. As to priming the best
germination was obtained with the NaCl y CaCl, treatments with two days duration in
both cases. Growth was greater in these treatments and an improvement in the
biochemical parameters was registered, without anatomical modifications detected in
leaves and stems. Results suggest that melatonin may alleviate the effects of salt
stress. Priming also allows to increase the tolerance to salinity in this species. These
results contribute to understanding the mechanisms involved in the long-term

response in seeds and plants in salt stress.

Keywords: salt stress; exogenous melatonin; osmopriming; germination; ROS
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1. INTRODUCCION



Salinizacion del suelo

La salinidad y alcalinidad de los suelos se encuentran entre las mds perjudiciales
condiciones que afectan adversamente el crecimiento y rendimiento de las plantas.
Informes recientes (FAO, 2015) indican que, a nivel mundial, mas de 412 millones de
has estdn afectadas por salinidad, y 618 millones por sodicidad. Argentina se
encuentra entre los paises mds afectados por salinidad y alcalinidad en el mundo,
junto con Ucrania, Rusia, China, EE. UU., Canada, Sud Africa, y Australia (Taleisnik,

2019; Villagra et al., 2021).

Las causas de la salinidad del suelo pueden ser naturales o antrépicas. El primer caso,
gue recibe el nombre de “salinizacidn primaria’, es el resultado de una acumulacidn
natural prolongada de sales en el agua o el suelo que ocurre por el proceso natural de
descomposicion de rocas que contienen SO4%-, Ca?*, COs%, CI5, Na* y Mg?* (Jan et al.,
2015). Fluctuaciones del nivel de las napas o un drenaje deficiente pueden ser
responsables también de la salinizacion del suelo préximo a las raices (Jakeman et al.,
2016). En todos los casos, las condiciones climaticas y el manejo del agua pueden

intensificar este proceso (Yadav et al., 2011).

La salinizacidon por causas antrépicas, también llamada ’salinizacidon secundaria’, se
debe fundamentalmente a la aplicacion excesiva de fertilizantes (de Almeida Silva et

al., 2019) y al riego con agua salina (Ashraf et al., 2008; Hossain, 2020).

Las sales presentes en el agua de riego provienen de la meteorizacién de las rocas y se
acumulan a medida que se evapora o es consumida por los cultivos (Sanchez et al.,
2016). Se calcula que hasta 1000 Kg ha™ de sal son adicionados al suelo cuando se
aplica 1 m de ldmina de agua con una concentracién salina de 100 mg L (Camara y

Willadino, 2003).

Aunque el cultivo bajo riego representa solo el 15% del total de las tierras cultivadas,
dado que los rendimientos duplican lo producido en cultivos en secano, esto
representa un tercio de la produccién de alimentos en el mundo (Shrivastava y Kumar,

2015). Por este motivo, resulta improbable el abandono del riego como practica



comun, sino que podria esperarse un aumento de la aplicacion de esta practica

(Shabala y Munns, 2017).

Procesos fisioldgicos ocurridos en plantas en estrés salino

En plantas, el estrés puede definirse como cualquier condicion ambiental desfavorable
que altera el crecimiento, desarrollo, metabolismo, e incluso puede causar la muerte
(Lichtenthaler, 1996). La sequia, la salinidad y el calor son los tipos de estrés abidticos
gue mayormente afectan los cultivos, causando importantes pérdidas de rendimiento
(Borgohain et al., 2019). Asimismo, el estrés salino es considerado el factor abidtico
gue mas compromete la produccidon agricola en todo el mundo (Machado vy
Serralheiro, 2017). Este estrés, causado por el exceso de sales en el suelo, provoca
cambios en diferentes procesos fisiolégicos y metabdlicos, dependiendo de su
severidad y duraciéon y, eventualmente, puede inhibir la producciéon (Gupta y Huang,

2014).

El primer efecto producido por la presencia de iones es la reduccién del potencial

osmoético (Wo) de la solucion edafica (estrés osmético) (Singh et al., 2015).

La dindmica del agua en las plantas, suelo y atmésfera, se explica a través del concepto
de potencial hidrico (W), el cual se define como la energia libre del agua por unidad de
volumen, y se expresa en unidades de presion (MPa) (Kathpalia y Bhatla, 2018). El
movimiento de agua siempre se producira siguiendo un gradiente de W. En un sistema

particular, el W resulta de la suma de diferentes componentes (Nobel, 2020):

W=Wo+Wp+Wm+Wg

Donde Wo, Wp, Wm y Wg representan el potencial osmético, de presion, matrico y

gravitatorio respectivamente.

El Wo se refiere al efecto de los solutos en la reducciéon del W, razén por la cual siempre
serd negativo, a excepcidn del agua pura en donde Wo = 0 MPa (Kathpalia y Bhatla,
2018). El Wp, en tejidos vegetales, se debe a la presién ejercida por las paredes
celulares a medida que ingresa agua, el cual limitara, a partir de ciertos niveles, el
ingreso de agua a la célula (Nobel, 2020). El Wm se fundamenta en las fuerzas que

retienen moléculas de agua por capilaridad, adsorcion e hidratacion, principalmente
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en la pared celular y el citoplasma (Azcén-Bieto y Talon, 2008). El Wg es la accién de la
gravedad sobre la columna de agua, y solo se considera en arboles de gran altura

(Kathpalia y Bhatla, 2018).

Por lo tanto, la reduccién del Wo conducira a la consecuente reduccién de la capacidad
de absorcion por parte de las plantas (Singh et al., 2015). A nivel celular esto puede
afectar la estructura de diversas proteinas que requieren cierto nivel de hidratacion y
la pérdida de contenido de las vacuolas, afectando la estabilidad estructural generalce
las plantas (Litalien y Zeeb, 2020). Se dice entonces que las plantas se encuentran en
‘sequia fisioldgica” (Mahajan y Tuteja, 2005). En tales condiciones, similares a una
sequia, se incrementa el cierre estomatico disminuyendo la disponibilidad de CO2y en
consecuencia la fijacion de C (Ahmad y Sharma, 2008). Por otro lado, se inducen vias
de seializacién que hacen que las plantas acumulen sales a fin de reajustar el
gradiente osmodtico para permitir la entrada de agua (Deinlein et al., 2014). Sin
embargo, esta acumulacion de sales puede provocar toxicidad por iones (italien y

Zeeb, 2020).

La toxicidad por iones (fundamentalmente Na* y CI) es un segundo efecto de la
salinidad en plantas (Munns y Gilliham, 2015; Parihar et al.,, 2015). Esta toxicidad
conduce fundamentalmente a la acumulacién de especies reactivas al oxigeno (ROS,
del inglés ‘Reactive Oxygen Species’), que se produce como consecuencia de la
alteracion del equilibrio entre la produccién de ROS y las enzimas antioxidantes
capaces de neutralizarlos (Rejeb et al.,, 2014). A niveles relativamente bajos, estos
compuestos cumplen importantes funciones como moléculas transmisoras de senales
(Singh et al., 2019), proliferacién y division y muerte celular programada (Mittler,
2017). Sin embargo, cuando el delicado equilibrio entre generacion y neutralizacion de
ROS se ve alterado, estos afectaran numerosos procesos celulares mediante danos en
los acidos nucleicos, oxidacion de proteinas, oxidacion de lipidos de membrana y
degradacion de clorofila (Ashraf, 2009; Ashraf y Ali, 2008; Gill y Tuteja, 2010; Taibi et
al., 2016).

Por lo expuesto anteriormente, la medicidén indirecta del nivel de ROS, mediante la
estimacion de la actividad de enzimas antioxidantes, permite inferir el grado de estrés

gue puede estar sufriendo una planta. Asimismo, el contenido de clorofila también
4



puede ser un indicador del estrés, dado que en tales situaciones puede verse afectada

la sintesis e incrementada la degradacion.

Sumado a lo anterior, la estimacién del dafio de membranas es un indicador del grado
de estrés oxidativo. El producto final de la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados
es el malondialdehido (MDA). Esta molécula reacciona con el 4cido tiobarbiturico (TBA)
dando lugar a un compuesto rosado detectable mediante espectrofotometria (Hodges
et al.,, 1999). Ademads, la medicién de los electrolitos liberados por un tejido vegetal

puede relacionarse con la integridad de las membranas (Hnilickova et al., 2019).

En plantas sometidas a algun tipo de estrés suele producirse un aumento en el nivel de
prolina. La prolina es un aminoacido multifuncional que se acumula en plantas en
respuesta a diferentes tipos de estrés ambiental (salinidad, sequia, alta luminosidad,
radiacion UV, metales pesados, estrés oxidativo y biético) (Szabados y Savoure, 2010).
En situaciones de estrés salino u osmético cumple un rol importante como osmolito
compatible en el proceso de ajuste osmoético (Khanna-Chopra et al, 2019),
estabilizacién de estructuras subcelulares y proteinas (Kaur y Asthir, 2015),
neutralizacion de ROS (Hayat et al., 2012), regulacion del potencial redox y
almacenamiento y transferencia de energia y poder reductor (Rejeb et al., 2014). Por
lo tanto, la determinacion del nivel de prolina en plantas también puede utilizarse para

inferir el grado de estrés en plantas.

El exceso de Na*, debido a la similitud con el K*, puede provocar deficiencias de este
ultimo elemento debido a que muchos de los transportadores de K* no pueden
discriminar entre ambos iones (Isayenkov y Maathuis, 2019). Dado que el K* regula los
movimientos estomaticos, este se verd comprometido en situaciones de estrés salino
(Chakraborty et al., 2016). Por otro lado, a nivel celular, el K* cumple importantes
funciones en la activacion de enzimas, estabilizacion de la sintesis proteica,
neutralizacidon de proteinas cargadas negativamente y mantenimiento del pH citosdlico
(Hafsi et al., 2017; Wang y Wu, 2017). Por lo tanto, la deficiencia de este elemento

afectara el adecuado funcionamiento celular (Zhu et al., 2019).

El CI, si bien es un elemento esencial, en altas concentraciones puede resultar toxico

(Geilfus, 2018). Las funciones de este elemento estan asociadas a la fotosintesis,
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actuando como cofactor de la clorofila (Litalien y Zeeb, 2020), y al mantenimiento de la
turgencia celular (Bazihizina et al., 2019). El exceso de ClI" puede interferir con la
fotosintesis, causando clorosis y quemado de hojas (Litalien y Zeeb, 2020). Por otro
lado, este anidon puede competir con el NOs" y HoPO4™ causando una reduccidn en la

absorcion de N y P (Geilfus, 2018).

Estos efectos mencionados del estrés salino en plantas llevaran eventualmente a una
reduccion del rendimiento (Parihar et al., 2015), que es el efecto mas medible del

estrés salino en agricultura (Fig. 1).

Estrés salino

| | ) |

O | Toxicidad por Na y C | Alta absorcion de
Sequia Fisiologica | iones NayCl

I | l

Reduccion del Dafio de organelas y Desbalance
potencial osmotico metabalismo celular nutricional
N — L L

\ | Afectacion del | /

crecimiento

!

Menor rendimiento

Figura 1: Efecto del estrés salino en plantas (adaptado de Evelin et al. (2009))

Cultivo de meldn

El meldén (Cucumis melo L.) se cultiva en todas las regiones del mundo con clima
templado y poco lluvioso (Simsek y Comlekcioglu, 2011). La superficie mundial
destinada a este cultivo asciende a 1 millén de ha con una produccién de 28 millones
de Tn (FAOSTAT, 2022). En Argentina se cultivan unas 3000 ha (Fernandez Lozano vy
Budde, 2019), de las cuales el 50% corresponde a San Juan, 27% a Santiago del Estero,
14% a Mendoza, 6% a La Rioja y 3% a Salta (Bouzo comunic. pers.). Las variedades mas

cultivadas son "Rocio de miel’, "Amarillo” y ‘Reticulado’ o “Escrito” (Gatti, 2010).

Los principales condicionantes para el cultivo de meldn estan asociados a la

temperatura y salinidad. Las semillas de melén requieren temperaturas templadas
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para germinar (Wien, 1997), con un umbral minimo de 15 °C (Zolezzi et al., 2017).
Condiciones de baja temperatura durante o luego de la siembra, conducirdn a una
emergencia asincronica con el consecuente crecimiento desigual del cultivo (Singh et
al., 2001). Respecto de la salinidad, es considerado como moderadamente tolerante a

(Sharma et al., 2016; Silva et al., 2019; Tedeschi et al., 2011).

El cultivo de meldn se inicia a partir de la semilla botanica, cuyo tamafio se cuantifica
entre 32 a 50 semillas por gramo (Reche Marmol, 2008). La implantacién del cultivo
tradicionalmente se realizaba por siembra directa, aunque debido al elevado valor de
la semilla de los cultivares hibridos, como asi también a la obtencién de primicias, se
adopté el trasplante como método de propagacién (Cantamutto et al., 2001; Rodriguez
Torresi, 2011). La producciéon de plantines se realiza en bandejas multiceldas. El
volumen de celda habitualmente utilizado es de 26 cm3 (228 celdas por bandeja). Con
este volumen el trasplante debe realizarse con una hoja y media expandida a fin de
reducir el estrés postrasplante (Rodriguez Torresi, 2011). El meldn no tolera el
trasplante a raiz desnuda, por lo que siempre debe hacerse mediante el cepellén

(Galmarini et al., 2010).

Los marcos de plantacién varian entre los diferentes genotipos y el manejo cultural
gue seran expuestos. En la regiéon de Cuyo se suelen utilizar distancias de plantacién de
entre 1,5y 2,5 m entre surcos y 0,25 a 1,0 m entre plantas, utilizando densidades de

7500 a 12000 plantas por hectarea (Galmarini et al., 2010).

Mel6n y salinidad

El meldn es una de las primeras plantas en la cual se reportaron problemas de
salinidad (Kusvuran et al., 2007b; Navarro et al., 1999). Aunque es considerada una
especie moderadamente tolerante a la salinidad (Sharma et al., 2016; Tedeschi et al.,
2011), en las etapas de germinacion y crecimiento inicial se manifiesta como sensible
(Carvajal et al.,, 1998; Gola et al., 2019; Pinheiro et al., 2019). Esta sensibilidad
comienza a disminuir cuando el estrés es impuesto entre el establecimiento del fruto
(54 a 56 dias desde el trasplante) y el crecimiento de este (69 a 71 dias desde el

trasplante) (Botia et al., 1998; del Amor et al., 1999; Sivritepe et al., 2005).

Los efectos de la elevada salinidad en melén se manifiestan como reduccion o retraso
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de la germinacién (Suarez-Hernandez et al., 2019; Tanveer et al., 2012), reduccién de
la biomasa de las plantulas (Kusvuran et al., 2007b; Pinheiro et al., 2019) y la duracidn
foliar (Sivritepe et al., 2003). Todo ello puede conducir a la reduccién del rendimiento

(Huang et al., 2012).

Entre las estrategias para reducir los efectos adversos de la salinidad en melén se
incluyen, entre otras, practicas culturales como riego localizado (Reche Marmol, 2008),
riego con ldmina de lavado (Suarez-Hernandez et al., 2019), drenaje y riego con agua
de alta calidad (Ashraf y Foolad, 2005), enmienda del suelo (Sharma et al., 2016),
compuestos exogenos aplicados a las plantas (ej. prolina, potasio, calcio, etc.) (Jin et
al., 2019; Kaya et al., 2007; Rafig y Rizwana, 2005), injerto sobres pies resistentes a la
salinidad (San Bautista et al., 2011), tratamientos pre germinativos (Guzman y Olave,
2006; Sivritepe et al., 2005, 2003) y modificacion genética de las plantas (Bordas et al.,

1997). Cada una de ellas presenta ventajas y limitaciones.

Melatonina en plantas

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una molécula que fue aislada por
primera vez en la glandula pineal de los bovinos (Lerner et al., 1958). Los principales
roles en humanos y animales se refieren a la sincronizacidon del ritmo circadiano,
maduraciéon sexual, marcador enddcrino estacional para la reproduccién de muchas

especies estacionales y neutralizadora de radicales libres (Karasek y Winczyk, 2006). En

1995 fue detectada su presencia en plantas superiores (Dubbels et al., 1995; Hattori et
al., 1995). Desde entonces han aparecido diversas publicaciones reportando su rol en
la fisiologia de las plantas (Arnao y Hernandez Ruiz, 2015; Zhan et al., 2019; Zhang et
al., 2015).

Es poca la informacién acerca del lugar de sintesis de la melatonina en plantas. Sin
embargo, existe evidencia que indica la capacidad de las plantas de tomarla del medio
de cultivo (Paredes et al., 2009). Las funciones fisioldgicas de la melatonina incluyen
estimulacion del crecimiento de raices y tallos (Kim et al., 2016), generacién de nuevas
raices (Arnao y Herndndez Ruiz, 2007), retraso de la senescencia foliar (Wang et al.,
2012), reduccion de la degradacion de la clorofila (Arnao y Hernandez Ruiz, 2009),

mantenimiento de la respiracion mitocondrial (Turk y Genisel, 2019), entre otras.



Algunas de las ventajas de la aplicacion de melatonina en plantas reportadas son
mejora de la germinacion a baja temperatura (Han et al., 2017; Posmyk et al., 2009),
prevencion del estrés por altas temperaturas (Byeon y Back, 2014; Hernandez et al.,
2015), aumento de la tolerancia al frio (Li et al., 2019; Turk y Genisel, 2019) mejora de
la germinacién y crecimiento de las plantas en suelos contaminados (Posmyk et al.,
2008; Szafranska et al., 2016; Zhang et al., 2017) e incremento de la tolerancia al estrés

hidrico y salino (Li et al., 2017; Zhang et al., 2014).

Otros alcances de los estudios en la aplicacién de melatonina en plantas se muestran

en la Figura 2.
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Figura 2: Efectos reportados o propuestos de la aplicacion de melatonina en plantas

superiores (adaptado de Paredes et al. (2009)).

El principal mecanismo de accion de la melatonina en las plantas sometidas a
condiciones de estrés podria estar relacionado a una funcidn antioxidante (Allegra et
al., 2003; Li et al., 2014; Manchester et al., 2000). Los radicales libres y otras especies
reactivas al oxigeno son responsables de los dafios en la mayoria de las biomoléculas,
causando desérdenes fisioldgicos (Aguilera et al., 2015). Los compuestos antioxidantes

neutralizan estos excesos de radicales, conduciendo a una homeostasis celular (Ashraf,
9



2009). Se ha sugerido que la melatonina tendria la capacidad de neutralizar los agentes
oxidantes mas toxicos que son generados en las células, tales como el radical hidroxilo
(OH) y el anién peroxinitrito (ONOO"). Ademds, podria ser capaz de capturar oxigeno
(02), anidén superodxido (0y7), perdxido de hidrégeno (H20;), éxido nitrico (NOs’) y acido
hipocloroso (HCIO) (Aguilera et al., 2015). Diversos metabolitos, producidos cuando la
melatonina reacciona con radicales, son tambiénantioxidantes (Milczarek et al., 2010).
Sumado a lo anterior, la melatonina también seria capaz de activar enzimas

antioxidantes (Paredes et al., 2009) (Fig. 3).

/ /]'[elatnnina\\ )

Estimulacion . Supresion de | | Mantenimiento de

d . Captura directa enzimas Ia b tasi

€ enzimas de radicales libres| | . 4 OMEOSAsIs - MECANISMOS
antioxidantes oxidantes mitocondrial

Proteccion de proteinas, lipidos v ADN

EFECTOS
CELULARES

Proteccion de mitocondrias

Figura 3. Mecanismos de protecciéon de la melatonina contra el dafio oxidativo

(adaptado de Zhang y Zhang, 2014)

En melén existen muy pocos antecedentes de la utilizacién de melatonina. Wu et al.,
(2019) aplicaron melatonina y calcio a plantines de melén que luego fueron sometidos
a condiciones de salinidad y midieron una mayor actividad de enzimas antioxidantes y
un mejor crecimiento de las plantas. Zhang et al. (2017a, b) lograron aumentar la
tolerancia al frio luego de rociar las plantulas de melén con soluciones de melatonina.
No obstante, no hay trabajos que evaltuen diferentes dosis y formas de aplicacion de
melatonina y el efecto en el crecimiento, bioquimica y anatomia de las plantas

sometidas a estrés salino.
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‘Priming’
El ‘priming” es un tratamiento de semillas previo a la siembra que permite aumentar la

germinacion, la velocidad y sincronia de esta tanto en condiciones dptimas como

subdptimas (Dutta, 2018).

La germinacién comienza con la absorcién de agua (imbibicién) por parte de la semilla
seca. Esta hidratacién es un proceso de tres fases (Baskin y Baskin, 2014). En la Fase |
se produce una rdpida entrada de agua, debido fundamentalmente al potencial hidrico
(W) extremadamente negativo de las semillas secas (entre entre -350 y -50 MPa)
(Weitbrecht et al., 2011). Este proceso es fundamentalmente fisico, razén por la cual
también puede ocurrir en semillas muertas (Krishnan et al., 2004). En la Fase Il
disminuye el gradiente de W entre las semillas y el medio y el contenido de agua se
aproxima a un ‘plateau” (Weitbrecht et al., 2011). En esta fase tiene lugar la mayor
parte de los eventos metabdlicos, en preparacién para la siguiente fase. Durante este

lapso la respiracion se incrementa y se produce un transporte activo de las sustancias

desdobladas en la fase anterior, desde el tejido de reserva hacia el eje embrionario.
Asimismo, durante esta fase se acentian los mecanismos de reparacion de los dafios
gue pueden haberse producido durante la madurez de secado por la desregulacién del
metabolismo respiratorio (Dutta, 2018; Woijtyla et al., 2016). La fase Il finaliza con el
comienzo de la division celular, germinacién propiamente dicha (Weitbrecht et al.,
2011). La fase lll coincide con la emisién de la radicula, es decir, la germinacidn
propiamente dicha. En esta fase se acentua la entrada de agua (salida del ‘plateau’), lo
gue se debe inicialmente al crecimiento celular y ruptura de la cubierta seminal

(Bradford, 1995) (Fig. 4).
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Figura 4: Esquema del proceso de absorcion de agua por semillas en germinacién

(modificado de Bewley (1997))

El ‘priming” es una técnica de hidratacién controlada de las semillas que permite la
activacion de los procesos metabdlicos y de reparacién (activacion de los procesos de
reparacion de ADN y mecanismos antioxidantes) que ocurren en las primeras etapas

de la imbibicion (fase Il) (Paparella et al., 2015), sin la emisién de la radicula (Fig. 5).

Semillas embebidas en agua

Fase | Fase Il Fase lll . .
Periodo variable

de priming

é—/g\a f’

Fase |l Almacenamiento
Fase |

Fase Il impedida \-/0 4 Imbibicion Germinacion
Semillas sometidas a priming ;L—’ )

Contenido de agua de la semilla

Tiempo

Figura 5: Esquematizacion del ‘priming’ (modificado de Rajjou et al., (2012))

Existen diferentes métodos de ‘priming’, dependiendo de la forma en que Ia
hidratacion de las semillas es controlada, y los mds comunes son: adicidn controlada
de agua pura y resecado hasta contenido original humedad ("hidropriming’), empleo
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de alguna matriz sélida con capacidad de retencidn de agua (‘matric priming’) y
utilizacionde agentes osméticos que limitan la entrada de agua al reducir el potencial
hidrico ("osmopriming’) (Dutta, 2018). Algunas técnicas mas recientes incluyen el
agregado de bacterias promotoras del crecimiento ("biopriming’), micrononutrientes
(‘nutrient priming’) o reguladores de crecimiento ("hormonal priming’) durante el

proceso de hidratacién controlada (Sher et al., 2019).

El “losmopriming” es el método mas utilizado dado que es simple, econdmico y efectivo

(Ibrahim, 2016).

Los tratamientos de ’‘priming” han demostrado sus ventajas y actualmente se
investigan para los siguientes fines: a) revigorizacién de semillas durante el
almacenamiento, b) incremento, aceleracion y sincronia de la germinacién vy
establecimiento de las plantulas, c) acondicionamiento para eliminar diferentes tipos
de dormiciones, d) mejora de la germinacién y establecimiento de las plantulas bajo
condiciones ambientales adversas (Arunkumar et al.,, 2019; Balmer et al., 2015;

Sanchez et al., 2001).

Aunque el “priming” es un tratamiento de semillas que tiene un efecto benéfico en la
germinacién, estas ventajas no son exclusivas del estado de semilla, sino que puede
mejorar el crecimiento y rendimiento del cultivo e incluso pueden prolongarse los
efectos por mas de una generaciéon (Woijtyla et al., 2016). Se dice que las plantas se

encuentran en un ‘estado priming’ (Pastor et al., 2014).

"Priming” en melén

Una de las aplicaciones del ‘priming” en semillas de melén que ha sido objeto de
estudio, es el efecto de este en la germinacién en condiciones de temperaturas
subdptimas. Diversos investigadores reportaron una mejora en la velocidad vy
porcentaje de germinacidn en estas condiciones desfavorables (Demir y Oztokat, 2003;

Nascimento y West, 2000; Nerson y Govers, 1986).

Aln en temperaturas 6ptimas, el ‘priming” ha demostrado aumentar la velocidad de
germinacién, aunque no se manifieste un aumento en el porcentaje de esta
(Nascimento, 2003), lo que estaria asociado a una mejora del vigor.
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Nascimento y West (1998) observaron una reduccion de la adherencia del tegumento
en las semillas de meldn durante el proceso de germinacion cuando fueron sometidas

a ‘priming’. Esto se traduce en una emergencia mas rapida.

La respuesta del ‘priming” en funcién del tipo de agente osmético empleado, también
ha sido estudiada. Nascimento (2003), compardé diferentes agentes osmoticos (KNOs,
KH2PO4, KNOs + KH,P0O4, manitol y PEG) y observé que con el agregado de sales la
velocidad de germinacidn resulté mayor que cuando se empled manitol o PEG, aunque

el porcentaje de geminacion se vio reducido.

En lo que respecta a los efectos del ‘priming” en condiciones de salinidad, se han
observado respuestas favorables en la germinacidn y establecimiento de las plantulas
en semillas tratadas con agentes adits (Guzman y Olave, 2006; Nascimento, 2002;
Sivritepe et al., 2005). El uso de semillas acondicionadas osmodticamente podria
permitir el rdpido establecimiento del cultivo por siembra directa, en condiciones
salinas, y, por otro, lado favoreceria la implantacion del cultivo por trasplante,
otorgdndole a la planta una mayor capacidad de ajuste osmodtico (Cuartero vy

Fernandez-Mufioz, 1998).

Sivritepe et al. (2008) observaron una mayor actividad de enzimas antioxidantes en
plantas provenientes de semillas sometidas a “priming” y puestas a germinar en un
medio salino. Este hecho permitiria una mejor adaptacion a estas condiciones

adversas.

No existen trabajos de “priming” en meldn y salinidad que estudien simultdneamente
distintos agentes osmoticos y tiempos de tratamiento y evallen los efectos a nivel de

crecimiento, bioquimico y anatdmico en las plantas.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Hipotesis

La aplicaciéon de melatonina en melén (Cucumis melo L.) y el ‘priming” de semillas
inducen cambios fisioldgicos y anatémicos que conducen a una mejor adaptacién a

condiciones de salinidad.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacién de melatonina y el “priming” en la germinacion y

desarrollo inicial de plantas de melén cultivadas en condiciones salinas.

Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de la melatonina sobre la germinacién de semillas de melén
en condiciones de salinidad

- Evaluar el efecto de dos agentes osmoticos y tiempos de “priming” en la
germinaciéon de semillas de meldn en condiciones de salinidad

- Conocer el efecto de la melatonina sobre la fisiologia y anatomia en plantas de
meldn

- Evaluar los cambios fisiolégicos y anatémicos producidos en plantas de meldn

provenientes de semillas sometidas al "priming’
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3. MATERIALES Y METODOS



Lugar de trabajo

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad

Nacional de Lujan (UNLu).

Material vegetal

Se utilizaron semillas de melén (Cucumis melo L.) de dos variedades botdnicas: i)

inodorus (nc. "Honey Dew’ o ‘Rocio de miel’) y, ii) reticulatus (nc. ‘Reticulado’).

Experimentos realizados

Se realizaron cinco experimentos para determinar el efecto de la salinidad en la
germinacion, el efecto de la utilizacién de melatonina y ‘priming” sobre la germinacién
en condiciones de salinidad, como asi también en el crecimiento inicial de las plantas.

A continuacién, se describen estos experimentos.

[1] Efecto de la salinidad en la germinacion

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente en una solucién de hipoclorito de
sodio durante 10 min, lavadas con agua desionizada, colocadas entre dos papeles de
filtro (Whatman n°® 1) en placas de Petri de 8,5 cm de didmetro y embebidas con
soluciones de NaCl de diferentes conductividades eléctricas (CE) (0 a 22 dS m™) en una
proporcién 1:5 (peso volumen) (Farooq et al., 2013). Se utilizaron diez semillas por
placa, equidistantes entre si, con cinco repeticiones por valor de CE. El experimento se
realizd en una camara de cultivo (Semedic I-500 PF) a 25 °C (+ 0,5 °C) y oscuridad. Al
cabo de 8 dias se registrd la germinacion, (ISTA, 2013). Se consideré como germinada

la semilla en la cual se produjo la protusion de la radicula (> 2mm) (Mavi et al., 2010).

[2] Efecto de la melatonina en la germinacidn en condiciones de salinidad

Las semillas se esterilizaron superficialmente, se colocaron entre dos papeles de filtro
(Whatman n° 1) en placas de Petri de 8,5 cm de didmetro y se embebieron durante 6 o
12 h con soluciones de melatonina de 0, 10, 50 y 100 uM. Durante estos tiempos de
imbibicién, las semillas permanecieron en una camara de cultivo a 25 °C (# 0,5 °C) y

oscuridad. Una vez completado los tiempos de 6 y 12 h, se retiraron las semillas de la
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camara, procediéndose a su enjuagado y secado. A continuacién, fueron colocadas a
germinar tal como en el experimento anterior, utilizdndose como solucién salina
aquella que produjo una media de 50% en la reduccién de la germinacién. El
tratamiento control consistid en la siembra sin tratamiento previo. Al cabo de 8 dias se
evalud el porcentaje de germinacién, considerandose como germinada aquellas

semillas donde se produjo la protusidn de la radicula (> 2mm).

[3] Efecto del ‘priming” en la germinacién en condiciones de salinidad

El “priming” se realizé en una cdmara de cultivo a 25 °C (+ 0,5 °C) y oscuridad. Las
semillas, previamente esterilizadas como en el experimento anterior, se colocaron
entre dos papeles de filtro (Whatman n° 1) en placas de Petri de 8,5 cm de didmetroy
embebidas con dos soluciones osméticas: NaCl y CaCl,, en una relacion 1:5
(peso:volumen). La concentracion de los agentes osméticos se ajustd para lograr un
potencial hidrico (W) de -1,5 MPa, segun la ecuacidon de van’t Hoff (Shabala y Munns,
2017). Se estudiaron dos duraciones de tratamiento: 2 y 4 dias. Las soluciones se
cambiaron diariamente a fin de asegurar el mantenimiento constante del W. Luego del
‘priming’ las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada y se secaron a 25 °C
durante 24 h para reducir el contenido de humedad (<10 %). Posteriormente, se
colocaron a germinar de la misma manera que en el experimento anterior y se
embebieron con la correspondiente solucidon salina que condujo a un 50% de
reduccion de germinacion, y que fuera determinado en el experimento 1. El
tratamiento control consistio en la siembra sin tratamiento previo. Al cabo de 8 dias se
evalud el numero de semillas germinadas y se calculd el porcentaje de germinacion

(PG) (ISTA, 2013).

[4] Efecto de la melatonina en el crecimiento de plantas de meldn en condiciones

de salinidad

En este experimento se evaluaron dos formas diferentes de aplicacién de melatonina.
El primer método (l) consisti6 en humedecer semillas tal como se realizé6 en el
experimento 3 con solucién 0, 10, 50 y 100 uM de melatonina (MS 0, 10, 50 y 100,
respectivamente) con la duracién que permitid la mejor germinacién en tal
experimento. Luego del tratamiento las semillas se enjuagaron y secaron de la misma
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manera que en los experimentos anteriores. Posteriormente se procedid a la siembra
en macetas con un volumen de 1000 cm3, llenas previamente con perlita y el riego se
efectud con solucién nutritiva tipo Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) con CE 2,0 dS
m (SO). En el segundo método (ll), luego de una esterilizacion superficial de las
semillas, fueron sembradas en macetas como en el método anterior y se regaron con
la solucién nutritiva tipo Hoagland. Después de la emisién de la primera hoja, las
plantulas se regaron, en tres momentos, cada dos dias, con 100 mL de solucién de
melatonina 0, 10, 50 y 100 uM (MR 0, 10, 50 y 100, respectivamente). El riego con
melatonina se realizé durante el nictoperiodo dado que la melatonina es una molécula
fotosensible (De Luca et al., 2013). Luego de la emisiéon de segunda hoja las plantas
comenzaron a regarse con la solucién nutritiva mas la adicién de 60 mM de NacCl, para
lograr una CE de 8,0 dSm™. La CE fue monitoreada diariamente con un conductimetro
portatil (Milwaukee WP MC66 0-10MS/C). El valor de CE de 8,0 dS m™ fue adoptado
considerando que el rendimiento de los cultivos se reduce aproximadamente un 50%
(Tanji y Kielen, 2002; Tedeschi et al., 2011). Un grupo de plantas continud siendo
regado con la solucidn nutritiva (CE = 2,0 dS m™) sin la adicién del NaCl (control SO). A

los 20 dias se realizaron las diferentes determinaciones bioquimicas y de crecimiento.

El experimento se realizé en un fitotrén con un ciclo de 16 h de luz/8 h de oscuridad y
temperaturas de 25/18 °C (+ 1,0 °C), consideradas como dptimas para el crecimiento
vegetativo del meldn (Ruiz et al., 2013). A los 20 dias se realizaron las diferentes

determinaciones bioquimicas y de crecimiento.

Se utilizaron 40 repeticiones por tratamiento en un disefio completamente
aleatorizado (DCA). Los factores considerados fueron la concentracion de melatonina

en 4 niveles y el tipo de aplicacién.

[5] Efecto del ‘priming” en el crecimiento de plantas de melén en condiciones de

salinidad

Se seleccionaron los dos tratamientos de “priming” del experimento 3 en los que se

registré el mayor porcentaje de germinacion.
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La siembra de semillas con “‘priming” se realizd en macetas de polietileno con un
volumen de 1000 cm? llenas con perlita. El riego se realizd diariamente con solucion
nutritiva tipo Hoagland (CE = 2,0 dS m™). Luego de la emisiéon de segunda hoja las
plantas comenzaron a regarse con la solucién nutritiva mas la adicién de 60 mM NacCl
(8,0 dS m™). El tratamiento control estuvo representado por plantas provenientes de
semillas sin “priming” y regadas con la solucién salina de 8,0 dS m™ (Control S1). Un
tratamiento control externo consistid en plantas obtenidas de semillas sin tratamiento
previo y regadas con la solucién nutritiva tipo Hoagland (CE = 2,0 dS m™?) sin la adicién

de NaCl (Control SO).

El experimento se llevd a cabo en un fitotrén con un ciclo de 16 h de luz/8 h de
oscuridad y temperaturas de 25/18 °C (+ 1,0 °C), al igual que el experimento anterior. A

los 20 dias se realizaron las determinaciones bioquimicas y de crecimiento.

Se utilizaron 40 repeticiones de cada tratamiento en un disefio completamente

aleatorizado (DCA). Los factores fueron el tipo de “priming’.
Mediciones realizadas
Evaluacion del crecimiento

El crecimiento de las plantas fue medido mediante la determinacién del peso seco
total, longitud del tallo principal, nUmero de hojas y area foliar. El peso seco se obtuvo
luego de introducir las muestras en estufa a 60 °C hasta peso constante (Miller, 1997).
La longitud del tallo se consideré6 como la extensidn entre la inserciéon de los
cotiledones y el extremo apical y su determinacidon se logré mediante una cinta
métrica. La determinacién del nimero de hojas se realizé6 mediante un conteo,
considerando solamente aquellas que presentaron su limbo expandido. El area foliar
por planta fue medida utilizando el software de procesamiento de imagenes Image J

(Schneider et al., 2012).

Para analizar los efectos globales de la salinidad y cada tratamiento en el crecimiento,
se construyo un indice de parametros biométricos (IPB), segun la siguiente expresién

(Larraburu y Llorente, 2015):
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IPB (t) =X* (Vp (i,t) — X(©))/DS()
=1
Donde:
Vp (i, t) = Valor para el parametro fitométrico i en el tratamiento t
X(i) = Promedio del parametro fitométrico i

D(i) = Desvio estandar para el parametro fitométrico i
Determinacion del potencial hidrico del xilema (Wx)

Previo a la extraccion de las plantas, se midié el Wx utilizando una camara de presién
tipo Schoélander (Biocontrol 0-6 MPA) (Schélander et al., 1964). Las mediciones se
realizaron in situ, en hojas desarrolladas, bien iluminadas, ubicadas en el tercio medio

del tallo.
Determinacion de la concentracion de clorofila total (Ct)

La Ct se estimd segun el protocolo de Lichtenthaler y Wellburn (1983). Se cortaron 100
mg de hojas frescas y se homogeneizaron con 20 mL de acetona al 80% (v/v) en un
mortero. Luego, la mezcla se centrifugd a 8000 x g durante 10 min. La absorcién del
sobrenadante se midiéd usando un espectrofotémetro (Shimadzu UV- 1800) y el

contenido de clorofila se calculé de acuerdo con la siguiente formula:

Ct (mggtPF)=7,15A6632nm + 18,71 A 646,8nm

Donde A 663,2nm Y A 646,38 nm representan la absorbancia a 663,2 nm y 646,8 nm, respectivamente.
Estimacion de la lixiviacion relativa de electrolitos (LE)

La LE se estimo de acuerdo con el procedimiento descripto por Restrepo et al., (2013).
Se extrajeron 100 mg de hojas frescas, las que fueron cortadas en segmentos de 5 mm
e introducidos posteriormente en tubos de ensayo que contenian 10 mL de agua
desionizada. Después de 2 h de incubacién a 30 °C se midid la CE inicial del medio
(CE1), usando un medidor de conductividad (Altronix CTX-Il). Los tubos de ensayo que
contenian estos segmentos de las hojas se incubaron a 100 °C durante 15 minutos, y
finalmente se midio la CE final (CE2). La LE se estimd segun la férmula: LE (%) = (CE1 /

CE2) x 100.
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Calculo del contenido relativo de agua (CRA)

El CRA se calculd de acuerdo con Cao et al., (2015). Se extrajo la segunda hoja de cada
planta y se determind el peso fresco (PF). Luego, las hojas se colocaron en un vaso de
precipitados con agua destilada durante 5 h y se registrd el peso saturado (PSat).
Finalmente, las hojas se secaron a 80 °C hasta peso constante y se determiné el peso

seco (PS). El CRA se calculd usando la ecuaciéon: CRA (%) = [(PF-PS) / (Psat -PS)] x 100.

Determinacion del vigor de raices

El vigor de raices se estimé mediante el método de reduccién del cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) (CigH15CIN4) (Chen, 2003). Se corté una muestra de 500 mg de
raices en trozos pequenos y se colocaron en tubos de ensayo con 5 mL de TTC al 0,4%
y 5 mL de tampdn fosfato (pH = 7) y se incubaron 3 h a 37 °C. Las muestras se
extrajeron luego en acetato de etilo (C4HsO;) durante 15 min. Luego, mediante un
espectrofotémetro (Shimadzu UV-1800) se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 485 nm. Los resultados se expresaron como absorbancia en relaciéon con el

peso seco de la raiz (A ass nm g PS).
Cuantificacion de prolina

El contenido de prolina se calculé siguiendo el protocolo propuesto por Bates et al.
(1973). Se homogeneizaron 300 mg de hojas frescas en 10 mL de solucién de acido
sulfosalicilico (C7HsO6S) acuoso al 3% y la mezcla se filtré a través de un papel de filtro
Whatman n° 1. Se hicieron reaccionar 2 mL de filtrado con 2 mL de ninhidrina (CoHsO4)
acida 0,2% y 2 mL de 4cido acético glacial (C2H402) concentrado en un tubo de ensayo
durante 1 h a 100 °C. La reaccion se detuvo en hielo durante 15 min. Se afiadieron 4
mL de tolueno (CsHs) y se mezclaron durante 20 s con vértex. La absorcion de la fase
superior se midié mediante un espectrofotémetro (Shimadzu UV-1800) a una longitud
de onda de 520 nm. La concentracion de prolina se determiné usando una curva de

concentracidn estandar y se expresé como umol g PF.

Determinacion del contenido de malondialdehido (MDA)
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El MDA fue determinado segun el método de Heath y Packer (1968). Se tomaron 300
mg de hojas frescas, se maceraron con 3 mL de dacido tricloroacético (TCA) (C2HCIz30,)
0,1%. El homogenizado se centrifugd a 3000 x g durante 10 min y se descarto el pellet.
Se extrajo 1 mL del sobrenadante y se lo introdujo en un tubo de ensayo, al que se le
agregd 1 mL del reactivo TCA-BHT-TBA (TCA 20%, acido tiobarbiturico (TBA) 0,37% vy
butilhidroxitolueno (BHT) 0,01 g). La muestra se incubd en bafio Maria 25 min a 95 °C.
Se detuvo la reaccidon en hielo. Posteriormente se centrifugd la muestra a 10000 x g
durante 10 min. Finalmente, en el sobrenadante se midié la absorbancia mediante un
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) a las longitudes de onda de 532 y 600 nm. El

contenido de MDA se expresé como uM g PF.
Determinacion de la actividad peroxidasa (PO) y catalasa (CAT)

Una muestra de hojas de 60 mg de masa fue molida en mortero, re suspendida con 1,5
mL de buffer fosfato 10 mM (pH = 6) y centrifugada a 12000 x g durante 20 min. El

sobrenadante se conservé a -20 °C hasta su analisis.

Para la actividad PO, a 100 pL del extracto se le adicionaron 2000 plL de buffer fosfato
de sodio 10 mM (pH = 6), 20 uL de guayacol y 50 uL de H;0, 0,88 M. La absorbancia
fue medida a 470 nm a los 45, 60, 90 y 120 s. La actividad se expresé como el cociente
entre el incremento de absorbancia por unidad de tiempo (Abs min') y el PF de la

muestra vegetal (George, 1953).

La actividad CAT fue medida segln el método de Aebi (1984). A 50 pL de extractivo se
adicionaron 2000 pL de buffer fosfato de sodio y potasio 50 mM (pH = 7), y la reaccién
se inicio con 20 pL de H,0,0,88 M. La actividad fue determinada midiendo el descenso
de la concentracion de H;0; por 60 s a 240 nm y se expresé como pmoles de H;0;

reducidos por mg de proteinas solubles totales por unidad de PF de la muestra vegetal.

Cuantificacion de la relacion Na*/K*

Para esta determinacién, el acondicionamiento de las muestras fue realizado segun el
procedimiento indicado por Campbell y Plank (1998) con algunas modificaciones. Una
muestra de 2 g de masa seca de plantas se colocé en una mufla (600 °C) durante 4 h.

Las cenizas se hirvieron con 40 mL de HCl (30%) y 5 mL de HNOs. La mezcla se filtro, se
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enfrid y se afiadid agua desionizada hasta completar 250 mL. Los contenidos de K*y

Na* se determinaron con un fotémetro de llama (Metrolab 315).
Analisis de la liberacién de K* por las raices

La liberacion de K* se estimd siguiendo el procedimiento descripto por Chen et al.
(2005), para lo cual se seleccionaron 5 plantulas de cada tratamiento. Las raices se
lavaron superficialmente y se sumergieron en un vaso de precipitados con 10 mL de
solucién de NaCl 80 mM durante 2 h. Luego se eliminaron las plantulas, se secé la
superficie de las raices con una toalla de papel y se determiné el peso fresco de la raiz.
La cantidad de K* liberado se determind usando un fotometro de llama (Metrolab 315)

y se expresé en mmol K*g! PS.
Estudios anatdmicos por microscopia dptica

En ambos experimentos, a los 20 dias se seleccionaron por triplicado muestras al azar
de plantas de aquellos tratamientos en los cuales se observé la mejor respuesta a las
condiciones de estrés. Las mismas fueron procesadas para realizar los estudios
anatémicos (Pacheco y Garcia, 2017). Ademas, se tomaron muestras de plantas

creciendo en ausencia de estrés salino (Control SO).

Las muestras se fijaron en FAA (formol: acido acético: etanol: agua desionizada,
2:1:10:7). De las plantas fijadas se selecciond la porcion central de la segunda hoja
verdadera, la porcion media del tallo principal y las raices completas. Las muestras
fueron incluidas en parafina y se realizaron cortes transversales y longitudinales de 15
a 20 um con un micrétomo rotatorio (Numak MRF-1). Los cortes se colorearon con
safranina-Fast Green y se montaron en balsamo sintético. Las observaciones vy
fotografias se realizaron con una camara digital (Amscope Md 35) de 1,3 MP acoplada

a un microscopio éptico binocular (Numak XSZ 107 BN).

Con la utilizaciéon del software de procesamiento de imagen digital de dominio publico
Image J (Schneider et al., 2012) se determinard el ancho del meséfilo, la longitud
paradermal de las células del mesdfilo, el ancho de la epidermis adaxial y abaxial, el

ancho de la corteza del tallo y los diametros de los elementos del vaso.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba de Tukey con a < 0,05 con el software

estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2011).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 EFECTO DE LA SALINIDAD EN LA GERMINACION



4.1 EFECTO DE LA SALINIDAD EN LA GERMINACION

La reduccién en la germinacion fue gradual al aumentar la CE del medio. Para ambas
variedades de meldn, valores de 14 dS m™ redujeron la germinacién al 50%, mientras
que la misma se inhibié por completo a 22 dS m™ en la variedad ‘Rocio de miel’ y a 20

dS m™ en la variedad ‘Reticulado’ (Fig. 5).

100 -+
90 =%
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -+

30 - y = -0,3574x? + 3,1056x + 91,795
20 - R?=0,9926

PG (%)

10 -

0 T T T T T T T T T T v

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
CE (dS m?)

100 +
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 -

PG (%)

y =-0,9788x* + 2,7345x + 96,159
R? =0.9696

L 2

0 T T T T T T T T T v

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
CE (dS m™)

Figura 5: Evolucidn del porcentaje de germinacién (PG) en funcién del aumento de la
CE para semillas de meldn variedad Rocio de miel (A) y Reticulado (B), al cabo de ocho

dias desde la siembra (ISTA 2013).
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La menor germinacion observada en las semillas de ambos genotipos utilizados puede
deberse a una combinacion de la reduccién del potencial osmético (Wo), el cual es
afectado con la CE segun la ecuacién Wo (MPa) = -0,036 x CE (dS m) (Trejo-Téllez y
Gdémez-Merino, 2012), y a la toxicidad generada por la concentracidon de NaCl (Shitole

y Dhumal, 2012; Singh et al., 2015).

El ingreso de agua a las semillas se explica fundamentalmente por el gradiente de W
entre la misma y el medio (Bennett, 2004). El principal componente del W en este caso
serd el Wo, generado por la elevada concentracién de solutos y el estado de
desecaciéon de estas (Baskin y Baskin, 2014). Los solutos reducen el Wo segin la

siguiente relacion (Shabala y Munns, 2017):

Wo = -iCRT

En donde i es el factor de van’t Hoff, que depende de la sal, C es la concentracion de
solutos en la soluciéon (molar), R es la constante universal de los gases y T es la

temperatura.

La alta concentracion de sales en el medio donde se embeben las semillas reducira el
Wo y con ello el gradiente entre la semilla y el medio, dificultdndose la absorcion de

agua (lbrahim, 2016).

Por otro lado, la elevada salinidad puede afectar la germinacién por los efectos téxicos,
de los iones (Daszkowska-Golec, 2011; Parihar et al., 2015). Pueden producirse
cambios en la actividad de enzimas vinculadas al metabolismo de acidos nucleicos
(Gomes-Filho et al., 2008), alteraciones en el metabolismo proteico (Zhang et al.,
2017), desbalances hormonales (Igbal y Ashraf, 2013) y reduccidn de la utilizacién de

las reservas seminales (Othman et al., 2006).

Resulta dificil discriminar el efecto osmético del téxico de la salinidad. Zhang et al.
(2010), trabajando con semillas de cebada (Hordeum vulgare L.) y soluciones con
concentraciones crecientes de NaCl y PEG, observaron que a iguales Wo el PEG causa
una mayor reduccion de la germinacion. Similares resultados fueron obtenidos por
Sayar et al., (2010) en trigo duro (Triticum durum L.) y Sikha et al., (2013) en semillas

de pimiento (Capsicum annuum L.). Se ha propuesto que esta diferencia se debe a que
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las sales pueden ser absorbidas por las semillas, dando cierta capacidad de ajuste
osmotico (Shitole y Dhumal, 2012; Zhang et al.,, 2010). Sin embargo, otros
investigadores han observado un mayor efecto negativo a causa de la toxicidad que del

reducido Wo (Moghanibashi et al., 2013; Pritchard, 1994).

El descenso del PG al aumentar CE responde a una funcién polindmica con un
coeficiente de correlaciéon de 0,99 y 0,96 para ‘Rocio de Miel” y ‘Reticulado’
respectivamente. De este modo, y a partir de la ecuacion de la curva, es posible
predecir la respuesta de la germinacion al aumento de la CE mediante las siguientes

ecuaciones:

PG (%) Rocio de miel =-0,3574 CE? + 3,1056 CE + 91,7950

PG (%) Reticulado = -0,9788 CE? + 2,7345 CE + 96,1590
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4.2 EFECTO DE LA MELATONINA EN LA GERMINACION Y
CRECIMIENTO DE MELON EN SALINIDAD



La germinacidn en condiciones de estrés salino (14 dS m™) resulté significativamente
incrementada luego de someter a las semillas a un pretratamiento de soluciones de
melatonina con concentraciones de 10 y 50 pM. Aunque no se utilizaron
concentraciones intermedias, no obstante, se observd que con la utilizaciéon de una
concentracion mas elevada (100 uM) no hubo un incremento en el PG, e incluso
resultd en una reduccion de la germinacién, mayor adn que en semillas no tratadas (0
KUM). Por otro lado, el aumento del tiempo de tratamiento de las semillas de 6 a 12 h
no condujo a un incremento en la germinacién (Fig. 6). En ambos genotipos se observé
esta misma tendencia con una relacion inversa entre el tiempo de imbibicién con
melatonina y el PG. Puede observarse en el tratamiento de MS 50, que la germinacion
se redujo de 80 a 63% y de 78 a 58% en meldn rocio de miel y reticulado,

respectivamente, con el aumento del tiempo de tratamiento (Fig. 6).
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Figura 6: Efecto del pretratamiento de semillas con solucién de melatonina 0, 10, 50 y
100 uM (MS 0, 10, 50 y 100 respectivamente) durante 6 o 12 h, sobre el porcentaje de
germinacion (PG) del meldn variedad Rocio de miel (A) y Reticulado (B) a 14 dS m™. Las
barras verticales representan + D.E. Letras diferentes indican una diferencia

significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.

Posteriormente, y una vez superada la fase de la germinacién, al considerar la
respuesta en el crecimiento de las plantulas, en primer lugar, puede verse claramente
el efecto del estrés salino en la reduccion de diferentes variables biométricas medidas
(Tablas 1y 2, Fig. 7). Al mismo tiempo, la melatonina permite revertir parcialmente
estos efectos, observandose la mejor respuesta con una concentracion 50 uM en
los dos genotipos y en ambas formas de aplicacidon (semillas y riego). Esta reversién, se
considera parcial dado que, para la concentracién indicada de melatonina (50 uM),

tanto en su aplicacion mediante riego como en semillas, se registréo un valor medio
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para las diferentes variables biométricas medidas de 83% (Tablas 1 y 2). Sin embargo,
esta respuesta obtenida mediante la utilizacién de melatonina con 50 uM es muy
importante. Esto se fundamenta en que si se compara la disminucion en los valores de
las diferentes variables biométricas entre el tratamiento control (S0) y el tratamiento
sin melatonina y en condiciones de estrés salino (MS y MR) se puede deducir, por
ejemplo, que para la variable area foliar (AF), la misma resultd en un valor medio
apenas superior al 20% con respecto al tratamiento control (Tablas 1 y 2). Estas

mismas diferencias cuantitativas, pueden apreciarse visualmente en las plantas (Fig. 7).

Claramente puede observarse la diferencia en el crecimiento entre plantas no
estresadas (Fig. 7 A) y el resto de los tratamientos (Fig. 7 B-J). Asimismo, resulta
evidente la mejor respuesta, en cuanto al vigor y desarrollo foliar, en plantas de los

tratamientos 50 uM, tanto en la aplicacién en semillas como riego (Fig. 7E e I).
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Tabla 1: Efecto de la melatonina exdgena en los pardmetros de crecimiento de melén variedad

Rocio de Miel

Tratamiento  Numero de Longitud del Area foliar Peso seco

hojas tallo principal  (cm?) total (g)

(cm)

Control SO 13,25 +1,03? 45,44 +2,99° 323,16 £14,19* 1,07 £0,15°
MS 0 8,00 £ 0,26° 25,77 £ 0,90¢ 65,11 + 3,43¢ 0,48 £ 0,05¢
MS 10 8,25 £ 0,46°¢ 19,32 + 1,264 132,17 £2,18°¢ 0,50 £ 0,16¢
MS 50 11,75+1,41%  37,24+2,52° 290,52 +5,40° 0,88 +0,10%
MS 100 9,24 £ 0,60° 29,16 £ 1,39¢ 123,28 £ 3,21°¢ 0,62 + 0,08
MR O 8,18 + 0,55°¢ 28,15+ 0,83 71,50 £ 1,55¢ 0,46 + 0,06°
MR 10 8,00 + 0,30°¢ 18,22 +0,56¢ 125,60 + 4,44°¢ 0,73 + 0,090
MR 50 10,98 +0,57° 33,88 £ 1,08¢ 275,20 +5,33 0,78 +0,03¢
MR 100 8,11 +0,65°¢ 27,8 +1,26° 103,11 + 2,60¢ 0,65 + 0,04

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 2,0 dS m'%;

MS 0, 10, 50, 100: plantas provenientes de semillas pretratadas con melatonina en

concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y regadas con solucion nutritiva

con CE de 8,0 dS m; MR 0, 10, 50, 100: plantas regadas con melatonina en

concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y luego regadas con solucién

nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Media * desvio estdndar. Letras diferentesen una misma

columna indican una diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.
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Tabla 2: Efecto de la melatonina exdgena en los pardmetros de crecimiento de melén variedad

Reticulado

Tratamiento  Numero de Longitud del Area foliar Peso seco
hojas tallo principal  (cm?) total (g)
(cm)

Control SO 10,00 £ 0,717 42,88 £ 1,54° 253,12 +12,64° 1,03 +0,04°
MS O 7,80 + 0,84°¢ 18,12 +1,18°¢ 60,04 +2,19¢ 0,82 + 0,03
MS 10 8,20 + 0,45b¢ 21,00 £ 2,26¢ 153,47 +17,51¢ 0,78 +0,02¢
MS 50 9,60 + 0,55% 32,14+ 1,63 198,42 + 11,63 0,89 + 0,05
MS 100 8,80 + 0,843b¢ 22,42 +1,80¢ 179,76 + 15,524 0,68 + 0,03¢
MR 0 8,00+0,71¢ 18,42 + 0,85°¢ 61,00 +1,91¢ 0,85 + 0,01
MR 10 7,50 0,72¢ 21,86 + 3,02¢ 154,78 + 15,869 0,82 + 0,04
MR 50 9,50 + 0,45% 38,84 +1,10° 221,08 +17,09° 0,91 +0,06°
MR 100 7,60 £ 0,45¢ 31,70 + 3,79 187,80+ 11,39 0,79 +0,07°

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 2,0 dS m'%;

MS 0, 10, 50, 100: plantas provenientes de semillas pretratadas con melatonina en

concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y regadas con solucion nutritiva

con CE de 8,0 dS m; MR 0, 10, 50, 100: plantas regadas con melatonina en

concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y luego regadas con solucién

nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Media * desvio estandar. Letras diferentesen una misma

columna indican una diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.

Figura 7. Plantas de meldn de 20 dias. A: Plantas no estresadas, regadas con solucion

nutritiva con CE de 2,0 dS m%; B: Plantas estresadas regadas con solucidn nutritiva con

CE de 8,0 dS m; C, D, E y F: plantas provenientes de semillas pre tratadas con

melatonina en concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y regadas con

36



solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m'; G, H, |, y J: plantas regadas con melatonina en
concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y luego regadas con solucidn

nutritiva con CE de 8,0 dS m™*

La figura 8 expresa el desempefio global de cada tratamiento en el tiempo total del
ensayo, mediante un indice. El indice de pardmetros biométricos engloba todos los
parametros de crecimiento (resumidos en la Tablas 1 y 2) en un unico valor, lo cual
simplifica la visualizacién de los resultados (Larraburu y Llorente, 2015). El desempefiio
de las plantas serd mejor cuanto mas elevados (positivos) sean los valores del indice.
En contraste, cuanto mas negativos sean los valores, mayor sera el efecto del estrés en
las variables biométricas consideradas. Resulta evidente que la mejor respuesta, en las

condiciones de estrés salino, se logra con la soluciéon de melatonina 50 uM.

M Control SO ®MSO ® MS 10 ® MS 50 ®m MS 100 " MRO ®m MR 10 = MR 50 = MR 100

Re do

Figura 8: indice de parametros biométricos para ambas variedades de meldn

El estrés salino condujo a una reduccién del potencial hidrico del xilema (Wx) (Tabla 2).
La magnitud de este efecto se puede visualizar mediante la comparacién entre el
control (Control SO) y los tratamientos de salinidad y sin melatonina (MS 0 y MR 0).
Esta disminucion para ambos genotipos representd una caida superior a tres veces con
respecto al control. La melatonina permitié atenuar esta reduccidn, en diferente grado
segun la concentracion. La mejor respuesta fue observada con la concentracién 50 uM

tanto para la aplicacion en semillas como en riego (Tabla 3).
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Tabla 3: Efecto de la melatonina exégena en el potencial hidrico del xilema (Wx)

Tratamiento Variedad Wx (atm)
Control SO Rocio de miel -2,70 £ 0,26
Reticulado -2,83 +0,29¢
MS O Rocio de miel -9,00 + 0,50
Reticulado -8,50 + 1,50%°
MS 10 Rocio de miel -7,50 + 0,874
Reticulado -7,17 £ 0,29
MS 50 Rocio de miel -4,10 + 0,968
Reticulado -3,97 £ 0,84¢
MS 100 Rocio de miel -8,17 £ 0,29
Reticulado -6,83 £ 0,29°
MR O Rocio de miel -8,50 + 0,50
Reticulado -9,17 £0,76°
MR 10 Rocio de miel -7,93+0,12»
Reticulado -7,73 £ 0,252
MR 50 Rocio de miel -4,10 + 0,968
Reticulado -4,37 £ 0,40¢
MR 100 Rocio de miel -8,17 £ 0,29
Reticulado -6,53 + 0,50°

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 2,0 dS m"
1. MS 0, 10, 50, 100: plantas provenientes de semillas pretratadas con melatonina en
concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y regadas con solucién
nutritiva con CE de 8,0 dS m™; MR 0, 10, 50, 100: plantas regadas con melatonina en
concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y luego regadas con solucién
nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Media * desvio estandar. Letras diferentes (mayusculas
para Rocio de miel y minusculas para Reticulado) en una misma columna indican una

diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.

Todos los parametros bioquimicos evaluados, como la concentracién de clorofila,

lixiviacidon de electrolitos, malondialdehido, peroxidasa y catalasa, resultaron afectados
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por el estrés salino (Fig. 8). La aplicacion de melatonina permitié mejorar la respuesta

bioquimica de las plantas en tales condiciones adversas. La concentraciéon de 50 uM

resultd ser la mas ventajosa en tales condiciones (Fig. 9y 10).
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Figura 9 pagina anterior. Efecto de la melatonina exdgena en la concentracién de
clorofila (A), lixivacién relativa de electrolitos (B), contenido relativo de agua, CRA (C),
vigor de raices (D), contenido de prolina (E), malondialdehido, MDA (F), actividad
peroxidasa, POD (G) y actividad catalasa, CAT (H) en plantas de melén variedad Rocio
de Miel. [Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucion nutritiva con CE de
2,0 dS m; MS 0, 10, 50, 100: plantas provenientes de semillas pretratadas con
melatonina en concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y regadas con
solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m*; MR 0, 10, 50, 100: plantas regadas con
melatonina en concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y luego regadas
con solucidén nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Letras diferentes indican una diferencia

significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.
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Figura 10 pagina anterior. Efecto de la melatonina exdgena en el contenido de
clorofila (A), lixiviacion relativa de electrolitos (B), contenido relativo de agua, CRA (C),
vigor de raices (D), contenido de prolina (E), malondialdehido, MDA (F), actividad
peroxidasa, POD (G) y actividad catalasa, CAT (H) en plantas de meldn variedad
Reticulado. [Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE
de 2,0 dS m; MS 0, 10, 50, 100: plantas provenientes de semillas pretratadas con
melatonina en concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y regadas con
solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m?*; MR 0, 10, 50, 100: plantas regadas con
melatonina en concentraciones de 0, 10, 50 y 100 puM respectivamente y luego regadas
con solucidén nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Letras diferentes indican una diferencia

significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.

El contenido total de clorofila resulté afectado por el estrés salino, ya que representd
una disminucion superior al 60% en ambos genotipos (Fig. 9 Ay 10 A). Sin embargo, la
melatonina exégena en una concentracion 50 uM, tanto aplicada en las semillas como

en el riego, permitio revertir este efecto negativo.

El estrés salino (MSO y MRO) duplicé la lixiviacién de electrolitos en comparacion al
tratamiento control sin estrés (SO) (Fig. 9 By 10 B). Pero en aquellas plantas que fueron
tratadas con melatonina con una concentracidon de 50 uM, se observd una atenuacién
en este parametro. Ademds, y en correspondencia con la menor lixiviacion de
electrolitos, en este mismo tratamiento con melatonina de 50 uM se midié un valor de
MDA comparable a la situacién de las plantas que crecieron sin estrés salino (S0) (Fig. 9

Fy10F).

La evaluacion de estado hidrico de las plantas, a través del contenido relativo de agua
(CRA) reveld una reduccidn en las condiciones de estrés del experimento. Al igual que
lo observado en las anteriores variables, también aqui este efecto pudo revertirse

parcialmente con el tratamiento de melatonina 50 uM (Fig. 9 Cy 10 C).

El vigor de raices, estimado mediante la tincion con TTC, experimentd una reduccién
como consecuencia del estrés (Fig. 9 D y 10 D). La mejor respuesta fue obtenida con la
concentracion 50 uM. En meldén Reticulado no se observaron diferencias significativas

con el tratamiento sin estrés (Control SO) (Fig. 10 D).
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El nivel de prolina aumentd en respuesta al estrés salino en melén Rocio de miel (Fig. 9
E), pero en meldn reticulado no se registr6 un aumento significativo (Fig. 10 E). En
condiciones de salinidad, se observd que el suministro de melatonina incrementé la
concentracion de prolina, siendo el tratamiento con 50 uM con el que se obtuvo el
mayor nivel de prolina. En ambos genotipos, aunque los niveles en SO fueron algo
diferentes (un poco superior en Reticulado), los valores en MSO y MRO resultaron muy
similares. Las concentraciones obtenidas en los tratamientos MS50 y MR50 resultaron
mayores en Reticulado en comparacién con Rocio de Miel. Es decir que, en Reticulado,

el efecto de la melatonina (con 50 uM) fue mayor.

Se registré un aumento en la actividad peroxidasa (POD) (Fig. 9 G y 10 G) y catalasa
(CAT) (Fig. 9 H y 10 H) en plantas tratadas. Al igual que en los demas parametros, la
mayor actividad fue medida con una concentracién de melatonina de 50 uM, en

particular para POD donde las diferencias fueron muy marcadas.

La salinidad causd un significativo aumento en la concentracién de Na* respecto de
concentracion de K* (relacién Na*/K*). Este aumento fue, en promedio, de 183 y 304%
en Rocio de Miel y Reticulado respectivamente (Tabla 4). Al mismo tiempo, las plantas
estresadas tuvieron una mayor liberacién de K* por las raices (aumento en promedio
de 535 y 1092% en Rocio de Miel y Reticulado respectivamente). Las plantas tratadas
con melatonina 50 uM fueron las que registraron la mas baja relacion Na*/K* vy la
menor liberacidn de K*, aunque no alcanzaron valores tan bajos como el tratamiento

sin estrés (Control SO).
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Tabla 4. Efecto de la melatonina exdgena en la relacion Na*/K* en partes verdes y

liberacion de K* por las raices

Tratamiento Variedad Relacién Liberacion de K*
Na*/K* (mmol g PS)
Control SO Rocio de miel 0,036 + 0,008F 6,06 + 1,65°
Reticulado 0,022 +0,006¢ 3,06 £0,13¢
MS 0 Rocio de miel 0,093+0,00478 38,50+ 0,718
Reticulado 0,082 + 0,008 37,58 + 0,60
MS 10 Rocio de miel 0,066 + 0,006¢PF 41,15 + 1,208
Reticulado 0,048 + 0,004 36,50 +0,71°°
MS 50 Rocio de miel 0,055 + 0,006P¢F 22,65 +1,91¢
Reticulado 0,040 + 0,002¢% 17,67 +2,52¢
MS 100 Rocio de miel 0,074 + 0,0028¢P 47,10 + 1,56
Reticulado 0,079 + 0,0082b 47,00 + 4,24 2b
MR O Rocio de miel 0,105 + 0,007 38,90 + 1,568
Reticulado 0,096 + 0,006 35,40 + 1,84
MR 10 Rocio de miel 0,075 + 0,007B¢P 42,90 + 22,9778
Reticulado 0,044 +0,001¢ 32,56 £0,62°¢
MR 50 Rocio de miel 0,042 + 0,004FF 19,80 + 1,70¢
Reticulado 0,033 + 0,006¢% 12,33 + 2,524
MR 100 Rocio de miel 0,086 + 0,008ABC 44,00 + 1,4178

Reticulado

0,067 + 0,007%¢

43,10 +1,27%°

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 2,0 dS m;
MS 0, 10, 50, 100: plantas provenientes de semillas pretratadas con melatonina en
concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y regadas con solucién
nutritiva con CE de 8,0 dS m™; MR 0, 10, 50, 100: plantas regadas con melatonina en
concentraciones de 0, 10, 50 y 100 uM respectivamente y luego regadas con solucion
nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Media * desvio estandar. Letras diferentes (mayusculas
para Rocio de miel y minusculas para Reticulado) en una misma columna indican una

diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.
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Mediante el estudio anatémico de las hojas (Tabla 5, Fig. 11 Ay B) y los tallos (Tabla 6,
Fig. 11 C y D) no se observaron diferencias entre los tratamientos al comparar las
dimensiones de la epidermis y del meséfilo de las hojas. Estos resultados incluso no
difirieron entre las plantas con salinidad (MSO y MRO) y las que crecieron sin estrés
salino (Control SO), como asi tampoco en aquellas plantas a las que se suministré

melatonina.

Tabla 5: Andlisis estructural de secciones de hojas de plantulas de melén de 20 dias

tratadas con melatonina

Tratamiento

Variedad Ancho del Espesor de epidermis

Espesor de epidermis

mesofilo (um)

abaxial (um)

adaxial (um)

Control SO

MS O

MS 50

MR O

MR 50

Rocio de miel
Reticulado
Rocio de miel
Reticulado
Rocio de miel
Reticulado
Rocio de miel
Reticulado
Rocio de miel

Reticulado

213,42 + 10,13
206,51 + 7,61°

225,57 + 18,204
216,03 + 15,03
230,11 + 21,21
234,62 + 26,55
227,14 + 18,33
209,21 + 15,35
284, 11 + 20,17
244,95 + 21,80

30,87 + 4,55*
44,38 + 3,60°
31,11+7,13*
42,12 1,552
50,17 + 7,80°
45,79 + 6,782
31,18 + 5,014
40,10 £ 12,132
47,76 £ 10,37*
45,08 + 8,742

52,12 +10,14*
48,11 +9,27°
48,80 + 6,747
52,84 + 4,912
49,00 + 10,10*
42,17 +3,40%
49,6 + 6,417
48,32 + 5,252
52,77 + 8,804
49,64 + 7,952

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucion nutritiva con CE de 2,0 dS m'%;
MS 0, y 50: plantas provenientes de semillas pretratadas con melatonina en
concentraciones de 0 y 50 uM respectivamente y regadas con solucién nutritiva con CE
de 8,0 dS m; MR 0, y 50: plantas regadas con melatonina en concentraciones de 0 y
50 uM respectivamente y luego regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m™].
Media + desvio estandar. Letras diferentes (mayusculas para Rocio de miel vy
minusculas para Reticulado) en una misma columna indican una diferencia significativa

(p £0,05) segun la prueba de Tukey.
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Tabla 6: Analisis estructural de secciones de tallos de plantulas de meldn de 20 dias

tratadas con melatonina

Tratamiento  Variedad Ancho del Diametro de
corteza (um) vasos (um)
Control SO Rocio de miel 96,71+ 20,33 52,12 + 10,144
Reticulado 103,11 +24,21®* 52,61 +5,89°
MS 0 Rocio de miel 115,50+ 17,33* 48,80 + 6,74"
Reticulado 91,10 + 13,73° 47,03 £5,76°2
MS 50 Rocio de miel 98,75 +9,16* 49,00 + 10,107
Reticulado 95,57 +13,22° 51,62 +9,88°
MR O Rocio de miel 96,54 + 11,317 50,6 t 6,41*
Reticulado 99,25 +17,23° 51,13 +10,12°
MR 50 Rocio de miel 104,42 +10,16* 52,77 + 8,80"

Reticulado

105,77 £ 21,743

50,55 +2,99°

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucion nutritiva con CE de 2,0 dS m'%;
MS 0, y 50: plantas provenientes de semillas pretratadas con melatonina en
concentraciones de 0 y 50 uM respectivamente y regadas con solucién nutritiva con CE
de 8,0 dS mt; MR 0, y 50: plantas regadas con melatonina en concentraciones de 0 y
50 uM respectivamente y luego regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m™].
Media + desvio estandar. Letras diferentes (mayusculas para Rocio de miel vy
minusculas para Reticulado) en una misma columna indican una diferencia significativa

(p £0,05) segun la prueba de Tukey.
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Figura 11: Seccion transversal de hojas de meldn del tratamiento Control SO variedad
Rocio de Miel (A) y Reticulado (B) y tallos variedad Rocio de Miel (C) y Reticulado (D).

Barras: 100 um.

La accion inhibitoria de la salinidad sobre la germinacion fue parcialmente superada
mediante la imbibicidn durante 6 h con soluciones de melatonina de 10 y 50 uM. Una
concentracion mas elevada (100 uM) no permitio revertir este efecto, e incluso tuvo
un efecto negativo, ya que resulté en un porcentual de germinacién menor que el
tratamiento sin melatonina (Fig. 6). Esto uUltimo puede explicarse por un efecto de
toxicidad para las semillas (Posmyk et al., 2008; Wei et al., 2015; Zhang et al., 2014).
Posmyk et al. (2008) también observaron una respuesta dependiente de la
concentracion, en semillas de col (Brassica oleracea L.) sometidas a niveles téxicos de

cobre.
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El efecto del tratamiento de semillas previo a la siembra con melatonina fue estudiado
en especies como maiz (Zea mays L.) (Jiang et al., 2016), pepino (Cucumis sativus L.)
(Zhang et al., 2014) y soja (Glycine max L.) (Wei et al., 2015) y esta respuesta positiva,
en condiciones de estrés ambiental, fue también observada. Zhang et al. (2017),
estudiando el efecto de melatonina en la germinacion de pepino en estés salino,
detectaron la activacion de numerosas enzimas asociadas con la tolerancia a la

salinidad, tales como enzimas antioxidantes.

La salinidad afecté el crecimiento, como puede observarse en la tablas 1y 2. Ademas,
estosresultados estan acordes a lo reportado por Ibrarullah et al. (2019) y Hnilickova et
al. (2019), quienes evaluaron la reduccion del crecimiento en diferentes cultivares de

meldn siendo regadas con soluciones de NaCl.

La melatonina exdgena mejord la aclimatacién a la salinidad. Tal como se describio
anteriormente, la mejor respuesta registrada correspondié a la concentracién de 50
UM, tanto para el pretratamiento de semillas como para la aplicacién con riego. Esto
estaria indicando que el incremento de la concentracién de 10 a 50 uM permite que
los efectos benéficos se prolonguen por un periodo mayor (Liu et al., 2015). En maiz
(Zea mays L.), Erdal (2019) comprobd que la pulverizacion con soluciones de
melatonina mejoraba el crecimiento de las plantas al mantener la coordinacién entre
la expresién génica y la actividad de enzimas claves involucradas en el metabolismo del

carbono y nitrégeno.

Por otro lado, la reduccidén del crecimiento registrada en una concentracion mayor
(100 uM) puede ser explicada por el hecho que la melatonina tiene el mismo precursor
y muchas funciones analogas al dcido indol acético (AIA) (Bose y Howlader, 2020). Esta
fitohormona promueve el crecimiento en concentraciones relativamente bajas, y
resulta inhibitoria a concentraciones mayores (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014).Esto
concuerda con lo reportado por Chen et al. (2009), quienes registraron una mayor
emisidon de raices en plantas de mostaza de la India (Brassica Juncea L.) luego de la

aplicacion de 0,1 uM de melatonina y un efecto inhibitorio con 100 uM.
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El potencial hidrico del xilema (Wx) indica la tensiéon de agua en los vasos conductores
de la planta y estd estrechamente relacionado con el grado de estrés en que se
encuentra (Selles y Ferreyra, 2005). El descenso del Wx observado en plantas creciendo
en elevada salinidad (Tabla 3) confirma el efecto de la salinidad sobre el estado hidrico
de las plantas, produciendo una reduccion de la disponibilidad del agua (Shabala y
Munns, 2017). La menor reduccién del Wx en plantas tratadas con melatonina (Tabla
3), permite suponer la presencia de mecanismos de ajuste osmaético que posibilitaron

cierta continuidad en la absorcion de agua.

La reduccién del contenido de clorofila en plantas sometidas a estrés salino (Fig. 9 Ay
10 A) puede asociarse con la presencia de un nivel téxico de iones, que causan la
deshidratacidon de las células del meséfilo, inhiben muchas enzimas involucradas en el
metabolismo de carbohidratos y algunos pasos de la sintesis de clorofila (Shabala y
Munns, 2017). Dado que la clorofila es el pigmento mds importante para la captura de
energia luminica (Nobel, 2020), una reducciéon de este llevard al descenso de la
fotosintesis. Este efecto de la salinidad en el contenido de clorofila fue reportado en

meldn (Sarabi et al., 2017; Yarsi et al., 2017).

Los resultados obtenidos indicaron que la melatonina exdgena, en una concentracion
de 50 uM permitié reducir la degradacién de la clorofila. Similares resultados fueron
obtenidos en arroz (Oryza sativa L.) (Han et al., 2017; Jiang et al., 2016). Este efecto ha
sido asociado a las propiedades antioxidantes de la melatonina y su accién sobre los
genes asociados a las enzimas que degradan la clorofila, tales como CLH (clorofilasa),
PAO (pheophorbide a oxygenasa) y clorofila roja catabolito reductasa (Arnao y

Hernandez Ruiz, 2009; Wang et al., 2016).

El dafio de membrana es uno de los primeros eventos que ocurren en plantas
estresadas y el mantenimiento de la integridad y estabilidad de ellas esta
estrechamente vinculado a la tolerancia al estrés (Bajji et al., 2002; Hasanuzzaman et
al., 2014). Esta pérdida de integridad esta asociada a la oxidacién lipidica causada por

las especies reactivas al oxigeno (ROS), actuando en los lipidos de membrana (Gill y
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Tuteja, 2010). La estimacién de la pérdida de electrolitos es considerada un buen
indicador de la pérdida de estabilidad de membrana (Demidchik et al., 2014). El
incremento de la lixiviacion relativa de electrolitos registrada en las plantas que
crecieron en condiciones de salinidad (Fig. 9 B y 10 B) evidencia el dafio de membrana
producido en tales condiciones (Hnilickova et al., 2019). Este aumento de la lixiviacion
de electrolitos en plantas de meldn en salinidad fue también observado por Ekincialp

(2019).

El incremento del nivel de MDA en las condiciones del experimento confirma el dafio
de membrana estimado con la medicidén de la lixiviacién de electrolitos (Fig. 9 Fy 10 F).
La melatonina exdgena permitié reducir la produccion de MDA y como consecuencia
reducir el dafio de membrana, lo que puede relacionarse con la induccion de la
respuesta antioxidativa. Esto concuerda con lo observado en trigo (Triticum aestivum
L.) (Cui et al., 2017) y maiz (Zea mays L.) (Fleta-Soriano et al., 2017; Ye et al., 2016).
Dado que la reduccion en el nivel de MDA vy lixiviacion de electrolitos reflejan un

menor dafo oxidativo (Ding et al., 2017), puede deducirse una reduccion de las ROS.

El perdxido de hidrégeno (H20:) es el mas destructivo de todos las ROS (Ashraf, 2009) y
ha sido muy estudiado a causa de su relativa estabilidad (Mhamd et al., 2010). Es
considerado como el causante de mas del 50% de reduccién de la fotosintesis en
plantas (Hasanuzzaman et al., 2013; Kaiser, 1979), lo que fue observado en los
experimentos realizados (Fig. 8 A y 9 A). Las enzimas antioxidantes, particularmente las
peroxidasas (POD) y catalasas (CAT), son muy eficientes degradando el H,0: (Li et al.,
2014). La POD ha sido propuesta como indicadora del grado de estrés en que se
encuentran las plantas, tales como estrés hidrico, salino y niveles toxicos de Al, Cu, Cd
y Zn (Salah et al., 2015). A partir de los resultados de los experimentos es posible
observar una relacién entre la lixiviaciéon de electrolitos (Fig. 9 B y 10 B), el nivel de
MDA (Fig. 9 Fy 10 F) y la actividad POD (Fig. 9 Gy 10 G) y CAT (Fig.9 Hy 10 H), lo que
confirma la importancia de las enzimas antioxidantes en la mantencion de la
estructura de las membranas. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Wu et
al. (2019), quienes aplicaron foliarmente melatonina y G&* a plantas de meldn
creciendo en salinidad y midieron un aumento de la actividad de enzimas
antioxidantes con el consecuente mejor crecimiento en situaciones de estrés salino.

Sin embargo, para estos investigadores, la dosis de 100 uM fue la que reporto la mejor
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respuesta de aclimatacion, en comparacion con las dosis de 10 y 50 uM. Zhang et al.
(2017a, b) también observaron una mayor actividad de enzimas antioxidantes en
plantas de meldn tratadas con melatonina y cultivadas a temperaturas subdptimas. Lo
anterior coincide ademds con reportes previos que sugieren que el efecto de la
aplicacion de melatonina en la reduccién del dafio oxidativo causado por ROS se debe
fundamentalmente al incremento de la actividad de enzimas antioxidantes (Han et al.,

2017; Zhang et al., 2015) y la neutralizacién directa de H20> (Li et al., 2014).

En las plantas, la reduccidon del contenido relativo de agua (CRA) representa una
pérdida de turgencia con una limitada disponibilidad de agua para la expansién celular.
La variacién en el CRA entre plantas creciendo en condiciones de salinidad se relaciona
a la diferente capacidad de absorber agua o la capacidad de los estomas de reducir la
pérdida de agua (Keyvan, 2010). En los experimentos realizados se registré un
descenso del CRA causado por la salinidad (Fig. 9 Cy 10 C). Este fenédmeno también fue
reportado anteriormente (Kaya et al., 2007). La mejora en el CRA como consecuencia
de la aplicacién de melatonina (Fig. 9 By 10 B) esta relacionado con la mejor capacidad
de absorcién de agua, tal como fue reportado por lJiang et al. (2016). Esto ultimo

puede relacionarse con los valores medidos de Wx (Tabla 2).

El vigor de las raices fue estimado de acuerdo con la reduccion del trifenil tetrazolio
cloruro (TTC), una molécula que detecta la actividad deshidrogenasa, que es una
enzima presente en las células vivas (Chen, 2003). Las raices son muy sensibles a los
cambios de pH, salinidad, disponibilidad de oxigeno, elementos tdxicos y potencial
hidrico en la rizosfera (Zhang et al.,, 2015). Como se describié anteriormente, las

plantas estresadas sufrieron una importante reduccidn en el vigor de raices (Fig. 9Dy

10 D), mientras que la aplicacién de melatonina en la concentracién de 50 uM permitid
incrementar la viabilidad. Esta mayor actividad radical detectada a través de la prueba
de TTC, se tradujo favorablemente en el crecimiento de las plantas (Tablas 1y 2).
Ademas, esta condicion permitié una mejora en la respuesta bioquimica, dado que las
raices también cumplen una importante funciéon en el mantenimiento de la
homeostasis rédox (Passaia et al., 2014). Aunque el estudio de la melatonina en la
fisiologia vegetal es relativamente reciente, ya se establecieron relaciones entre su
aplicacién y el crecimiento de las raices y la viabilidad en pepino (Cucumis sativus L.)

(Zhang et al., 2013), tomate (Solanum lycopersicum L.) (Liu et al., 2015) y arroz (Oryza
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sativa L.) (Han et al., 2017) en diferentes tipos de estrés abidtico.

En los experimentos, las plantas estresadas incrementaron el contenido de prolina (Fig.
9 E y 10 E), aunque dentro de ellas, las plantas que fueron tratadas con melatonina
tuvieron un contenido aun mayor. Esto puede atribuirse a la reduccién de la
degradacidon de la prolina dado que la melatonina tiene capacidad antioxidante
(Sarropoulou et al., 2012), a lo que se le suma el aumentode la actividad de enzimas

antioxidantes (Fig. 9 Gy H,y 10 Gy H) (Han et al., 2017).

El mayor contenido de prolina, al tratarse de un osmolito con capacidad de regulacién
hidrica en las plantas (Khanna-Chopra et al., 2019) y actividad antioxidante (Hayat et
al., 2012), representa, en condiciones de estrés salino, una mejor respuesta de
aclimatacién. Este incremento del contenido de prolina en plantas tratadas con
melatonina fue reportado en plantas de Vicia faba creciendo en salinidad (Dawood y

El-Awadi, 2015) y arroz (Oryza sativa L.) sometidas a estrés por frio (Han et al., 2017).

Las investigaciones mas recientes respecto de la salinidad y el Na* en las plantas se han
centrado en la relacion Na*/K* (Pavlovi¢ et al., 2018; Zhu et al., 2017), dado que esta
relacion es méas importante en el desempeno de las plantas en tales condiciones que el
contenido absoluto de Na* (Shabala y Cuin, 2008). El K* es reconocido como un
importante factor limitante del rendimiento y calidad de los cultivos, cuyas funciones
incluyen mantenimiento de la turgencia celular, crecimiento, activacién de numerosas
enzimas, estabilizacidon de la sintesis proteica, formacién del potencial de membrana y

mantenimiento del pH citosélico (Cakmak, 2005; Wu et al., 2013).

Dada la similitud en el tamano de las moléculas, existe una competencia entre el Na*y
el K* (Deinlein et al., 2014). Un elevado nivel de NaCl puede causar una reduccion en el
contenido interno de K* (Shabala y Munns, 2017). La tolerancia a la salinidad en las
plantas esta estrechamente relacionada con la capacidad de mantener una adecuada
relacion Na*/K* (Chen et al., 2005). La salinidad causd un incremento en esta relacion
(Tabla 3). El aumento del nivel de Na* en células de plantas de meldn en salinidad fue
medido por otros investigadores (Carvajal et al., 1998; Kusvuran et al., 2007a; Pinheiro
et al., 2019). Sin embargo, son escasos los estudios en los cuales se haga referencia a la
relacion Na*/K*. La aplicacion de melatonina (50 pM) mantuvo esta relacion

relativamente baja, como en las plantas no estresadas (Control SO). Aunque no existen
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reportes previos del efecto de la melatonina en la relacion Na*/K*, si fue observada la
relacidn entre los niveles de Na* y K* en respuesta a tratamientos para aliviar el estrés

salino, tal como la y aplicacion de prolina y sales potasicas (Kaya et al., 2007).

Las plantas sometidas a un estrés salino experimentan una pérdida irreversible de K*,
la que es particularmente importante en raices. La misma puede relacionarse con la
pérdida de la integridad de las membranas, reduciendo la capacidad de las plantas de
retener el K* (Demidchik et al., 2014). La determinacidn de la liberacidon de K* por las
raices ha sido propuesta como una rapida y confiable metodologia para estudiar la
tolerancia de las plantas a la salinidad (Chen et al., 2005). La tabla 4 permite visualizar
el incremento en la liberacién de K* experimentado por plantas estresadas. Asimismo,
resulta evidente que la melatonina redujo significativamente esta pérdida. Estos
resultados son consistentes con la lixiviacidn relativa de electrolitos medida (Fig. 8 By
9 B), lo cual puede explicarse con el efecto de la melatonina en el mantenimiento de

las propiedades e integridad de las membranas (Garcia et al., 2014).

La ausencia de variaciones anatdmicas en hojas y tallos de plantas tratadas (Tablas 5y
6; Fig. 11) permite concluir que la mayor aclimatacién a la salinidad en plantastdasse

debe fundamentalmente a procesos bioquimicos producidos en las plantas.
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4.3 EFECTO DEL "PRIMING  EN LA GERMINACION Y
CRECIMIENTO DE MELON EN SALINIDAD



El "priming” permitié revertir el efecto inhibitorio de la salinidad, comparado con
las semillas sin tratamiento previo (Control S1). Se observd que si bien el “priming’
incrementd la germinacion con ambas sales (NaCl y CaCly), el aumento de la

duracién del tratamiento de 2 a 4 dias redujo el efecto favorable (Fig. 12).
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Figura 12 (pagina anterior): Efecto del ‘priming” con NaCl y CaCl; durante 2 o 4 dias
sobre el porcentaje de germinacion (PG) del melén variedad Rocio de miel (A) y
Reticulado (B) a 14 dS m™.. Las barras verticales representan + D.E. Letras diferentes

indican una diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.

Dado que la mejor germinacion se obtuvo con NaCl y CaCl, con una duracion de dos
dias, las siguientes determinaciones en plantas se realizaron con estos tratamientos. El
efecto de estos tratamientos en los parametros de crecimiento se halla representado
en las Fig. 13 y 14. Para las variables analizadas, el ‘priming” permitié mejorar el
desempefio de las plantas en salinidad, con una diferenciacidn positiva respecto de las

plantas sin tratamiento (Control S1).
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Figura 13. Efecto del ‘priming” sobre diferentes pardametros de crecimiento de meldn
variedad Rocio de miel: nimero de hojas (A), longitud del tallo principal (B), area foliar
(C) y peso seco total (D). [Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucion
nutritiva con CE de 2,0 dS m; Control S1: plantas estresadas, regadas con solucién
nutritiva con CE de 8,0 dS m™; NaCl y CaCly: plantas provenientes de semillas

sometidas a dos dias de “priming” con NaCl y CaCl, respectivamente y regadas con
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solucion nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Letras diferentes indican una diferencia

significativa (p <0,05) segun la prueba de Tukey.
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Figura 14. Efecto del ‘priming” sobre diferentes parametros de crecimiento de meldn
variedad Reticulado: nimero de hojas (A), longitud del tallo principal (B), area foliar (C)
y peso seco total (D). [Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucién nutritiva
con CE de 2,0 dS m'%; Control S1: plantas estresadas, regadas con solucién nutritiva con
CE de 8,0 dS m}; NaCl y CaCl,: plantas provenientes de semillas sometidas a dos dias
de “priming” con NaCl y CaCl; respectivamente y regadas con solucion nutritiva con CE
de 8,0 dS m™]. Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05) segun la

prueba de Tukey.
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Figura 15. Plantas de meldn de 20 dias. A: Plantas no estresadas, regadas con solucién
nutritiva con CE de 2,0 dS m™; B: Plantas estresadas regadas con solucién nutritiva con
CE de 8,0 dS m; C y D: plantas provenientes de semillas sometidas a “priming’ con

NaCl y CaCl, respectivamente y regadas con solucidn nutritiva con CE de 8,0 dS m™.

El ‘priming” permitié atenuar la reduccién del potencial hidrico del xilema (Wx). Al

comparar ambas sales, el NaCl condujo a una menor reduccién de este valor (Fig. 16).
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Figura 16. Efecto del ‘priming” en el potencial hidrico del xilema (Wx) de
meldnvariedad Rocio de miel (A) y Reticulado (B). [Control SO: plantas no estresadas,
regadas con solucion nutritiva con CE de 2,0 dS m™; Control S1: plantas estresadas,
regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m*; NaCl y CaCl,: plantas provenientes
de semillas sometidas a dos dias de “priming” con NaCl y CaCl; respectivamente y
regadas con solucion nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Letras diferentes indican una

diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.
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El andlisis de los pardmetros bioquimicos reporté una mejora en plantas provenientes

de semillas sometidas al "priming” (Fig.17 y 18).
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Figura 17 (pagina anterior): Efecto del “priming” en el contenido de clorofila (A),
Lixiviacion relativa de electrolitos lixiviacion relativa de electrolitos (B), contenido
relativo de agua, CRA (C), vigor de raicesVigor de raices (D), contenido de prolina (E),
malondialdehido, MDA (F), actividad peroxidasa, POD (G) y actividad catalasa, CAT (H)
en plantas de meldn variedad Rocio de miel. [Control SO: plantas no estresadas,
regadas con solucién nutritiva con CE de 2,0 dS m; Control S1: plantas estresadas,
regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m™; NaCl y CaCl,: plantas provenientes
de semillas sometidas a dos dias de ‘priming” con NaCl y CaCl; respectivamente vy
regadas con solucidn nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Letras diferentes indican una

diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.
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Figura 18 (pagina anterior): Efecto del ‘priming” en el contenido de clorofila (A),
Lixiviacion relativa de electrolitos lixiviaciéon relativa de electrolitos (B), contenido
relativo de agua, CRA (C), vigor de raices (D), contenido de prolina (E),
malondialdehido, MDA (F), actividad peroxidasa, POD (G) y actividad catalasa, CAT (H)
en plantas de meldn variedad Reticulado. [Control SO: plantas no estresadas, regadas
con solucidn nutritiva con CE de 2,0 dS m™%; Control S1: plantas estresadas, regadas con
solucidn nutritiva con CE de 8,0 dS m*; NaCl y CaCly: plantas provenientes de semillas
sometidas a dos dias de “priming” con NaCl y CaCl; respectivamente y regadas con
solucion nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Letras diferentes indican una diferencia

significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.

La relacion Na*/K* asi como la liberacion de K* experimentaron una reduccién en

plantas derivadas del ‘priming” (Fig. 19). No existieron diferencias significativas entre

ambas sales.
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Figura 19 (pagina anterior). Efecto del ‘priming” en la relacién Na*/K* en plantas de
meldn variedad Rocio de miel (A) y Reticulado (B), y la liberacién de K* por las raices en
plantas de meldén variedad Rocio de miel (C) y Reticulado (D). [Control SO: plantas no
estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 2,0 dS m'%; Control S1: plantas
estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m™; NaCl y CaCl,: plantas
provenientes de semillas sometidas a dos dias de “priming” con NaCl y CaCl;
respectivamente y regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m™]. Letras

diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de Tukey.

No se observaron cambios anatdémicos en hojas (Tabla 7) ni tallos (Tabla 8) en los

tratamientos.

Tabla 7: Andlisis estructural de secciones de hojas de plantulas de melén de 20 dias

derivadas de semillas sometidas al "priming’.

Tratamiento Variedad Ancho Espesor epidermis Espesor epidermis

mesofilo (um)

abaxial (um)

adaxial (um)

Control SO Rocio de miel 219,07 + 8,124 31,59 + 1,537 52,38 +1,32%
Reticulado 211,60 +10,428 40,12 + 3,607 47,31+ 8,73°
Control S1 Rocio de miel 216,80 + 8,76* 28,51 + 8,514 49,63 +1,28*
Reticulado 203,44 +11,12# 38,23 +11,15° 47,32 £ 7,64
NacCl Rocio de miel 208,24 +9,74* 31,73 £1,93A 50,14 +10,93*
Reticulado 214,32 + 18,32 37,67 + 8,87° 48,15 +9,71%°
CaCl, Rocio de miel 210,03 +13,97% 32,18 +1,70% 49,84 + 1,12

Reticulado

209,67 + 18,782

35,18 + 10,14°

49,88 £9,11°

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucion nutritiva con CE de 2,0 dS m'%;
Control S1: plantas estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m%;
NaCl y CaCl,: plantas provenientes de semillas sometidas a dos dias de “priming” con
NaCl y CaCl, respectivamente y regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m™].
Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de

Tukey.

63



Tabla 8. Analisis estructural de secciones de tallos de plantulas de melén de 20 dias

tratadas con melatonina

Tratamiento  Variedad Ancho del Diametro de
corteza (um) vasos (um)
Control SO Rocio de miel 97,22 + 12,87~ 55,20 + 8,76
Reticulado 109,77 £20,33* 54,76 +7,97°
Control S1 Rocio de miel 100,87 +11,21* 49,65 + 7,77A
Reticulado 101,32 +£+10,03® 450,13 + 8,78
NacCl Rocio de miel 97,73 +7,65* 49,14 + 10,167
Reticulado 99,67 +10,41° 50,64 + 10,16
CaCl, Rocio de miel 106,32 +16,10* 53,16 + 8,547

Reticulado

108,75 + 11,33°

51,13 +7,86°

[Control SO: plantas no estresadas, regadas con solucidn nutritiva con CE de 2,0 dS m'%;
Control S1: plantas estresadas, regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m;
NaCl y CaCl,: plantas provenientes de semillas sometidas a dos dias de “priming” con
NaCl y CaCl, respectivamente y regadas con solucién nutritiva con CE de 8,0 dS m™].
Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba de

Tukey.

Las condiciones del ‘priming” se basaron en las investigaciones realizadas por
Nascimento (2003), quien estudio diferentes variantes en el tratamiento y su efecto en
la germinacion de melén a 17 y 25 °C. Al comparar distintas duraciones (3, 6, 9 y 12
dias) y Wo (de -1,0 a -1,5 MPa), los mejores resultados fueron obtenidos con 3 dias de
duracién y Wo de entre -1,3 y -1,5 MPa. Asimismo, no observd diferencias entre el
empleo o no de aireacién durante el “priming’. Por otro lado, Bradford (1986) sugirio
gque Wo inferiores a -2,0 MPa pueden ocasionar un dafio a las semillas. Valores

proximos a 0 MPa podrian permitir la germinacién durante el tratamiento.

El polietilenglicol (PEG) ha sido tradicionalmente uno de los agentes osmadticos mas
utilizados para el ‘priming’, dada su naturaleza no téxica y su tamano de molécula
relativamente grande, que previene la absorcion por las semillas durante la imbibicion

(Jisha et al., 2013). No obstante, las soluciones de PEG son altamente viscosas, lo que
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puede dificultar el intercambio gaseoso y la remocién de las semillas luego del
‘priming” (Sumita y Simanta, 2018). Debido a esta desventaja del PEG, es que se han
estudiado otros compuestos sin esta limitacién (Paparella et al.,, 2015). Las sales
inorgdnicas son faciles de manipular y remover de las semillas, sumado a que permiten
una buena oxigenacion durante el ‘priming” (Mauromicale y Cavallaro, 1997), ademas

de ser menos costosas (Yoon et al., 1997).

El efecto benéfico del "priming” en estrés salino para las sales con las que se trabajo en
los ensayos fue estudiado para otras especies. En frijol (Cajanus cajan L.) se registré
un aumento en el contenido de proteinas, aminodcidos y azucares solubles en
plantulas provenientes de semillas sometidas a ‘priming” con CaCl, (Verma vy
Srivastava, 1998). En pepino (Cucumis sativus L.), Joshi et al. (2013) observaron una
mejora en la germinacion y adaptacion de plantas a las condiciones de estrés salino

como consecuencia de imbibicién de las semillas con una solucién 2 mM de CaCl,

durante 24 h. Afzal et al. (2012), trabajando con arroz (Oryza sativa L.), reportaron un
incremento en la tolerancia a la salinidad, permitiendo un aumento de bgerminacion

total, velocidad de esta y peso seco de las plantas

El "‘priming” con NaCl permitié incrementar el porcentaje de germinacién, la longitud
de las radiculas, el peso seco de las plantulas y el drea foliar en girasol (Helianthus
annuus L.) creciendo en un suelo salino (Bajehbaj, 2010). Farhoudi y Sharifzadeh
(2006) y Sarwar et al. (2006), trabajando con canola (Brassica napus L.) y garbanzo
(Cicer arietinum L.) respectivamente, reportaron que el ‘priming” con NaCl condujo a
un aumento en la germinacidn, la emergencia de las plantulas y el crecimiento en
condiciones salinas. Nakaune et al. (2012) determinaron que la mejora en la
germinacién del ‘priming” con NaCl en tomate (Solanum lycopersicum L.) se debe a un
incremento del contenido de giberelina y un aumento en la expresion de genes

vinculados al debilitamiento del endosperma.

La mejora en la germinacién en semillas sometidas a “priming” (Fig. 12) confirma el
efecto benéfico del tratamiento. Esto puede atribuirse a la activacion de procesos
metabdlicos que permiten una mas rapida la emision de la radicula, acelerandose la
absorciéon de agua (Bewley y Black, 1994). Estos resultados se condicen con lo

reportado por Sivritepe et al. (1997) quien estudid la germinacién de meldn en
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salinidad, luego de ser sometidas las semillas a un “priming” con NaCl, y registré una

mejora en lagerminacion total y reduccion del tiempo medio de germinacion.

Al comparar ambas duraciones (2 y 4 dias) se observé un descenso de la germinacién
al extender el tiempo de imbibicidn. Esto puede explicarse por el hecho de que una
imbibiciéon parcial demasiado extensa, que no permita la emisién de la radicula,
conducira a un agotamiento de las reservas, con la consecuente reduccion del vigor y
viabilidad de las semillas (Bradford, 1986; Yari et al., 2010), y a una irregular absorcién

de agua y pérdida de electrolitos vitales para las semillas (Jett et al., 1996).

El andlisis del crecimiento y respuesta bioquimica de las plantas de semillas sometidas
a ‘priming” permite evidenciar que existe una prolongacién de este efecto benéfico
mas alla del estado de semilla. Esto es conocido como “priming memory’ (memoria de
‘priming’) (Chen y Arora, 2013). Se ha determinado también que este ‘estado de
priming” de las plantas podria prolongarse por mas de una generacion, si es que las

condiciones adversas persisten (Pastor et al., 2014; Tabassum et al., 2017).

Del analisis de los parametros de crecimiento (Fig. 13 y 14) se puede observar que, si
bien con el “priming’, no fue posible revertir completamente el efecto de la salinidad
se registré una mejor aclimatacidn. Esto puede verse al comparar la respuesta de las
plantulas provenientes del “priming” con el tratamiento Control S1. Sivritepe et al.
(2003), trabajando con meldn en diferentes conductividades eléctricas, estudiaron la
respuesta del ‘priming” con NaCl en el peso seco de las plantulas. Con valores de CE de
hasta 9,0 dS m™ observaron una diferencia en el peso seco de plantas provenientes de
semillas sometidas a “priming’ respecto de semillas sin tratar. A niveles superiores de
salinidad no fue posible revertir el efecto negativo, no registrandose diferencias entre

plantulas tratadas y sin tratar.

El descenso del Wx fue menor en el tratamiento NaCl, seguido del CaCl, (Fig. 16). En
meldn rocio de miel (Fig. 16 A) ambos tratamientos difirieron significativamente de las
plantas en estrés salino y sin tratamiento (Control S1). En meldn reticulado (Fig. 16 B),
el “priming” con NaCl presenta diferencias significativas en comparacién con las
plantas en salinidad. Estas diferencias en los tratamientos de ‘priming” respecto del

Control S1 sugiere la activacion de mecanismos de ajuste osmético, como la
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acumulacion de osmolitos compatibles, fundamentalmente prolina, glicina betaina y
sacarosa, los cuales ademdas de reducir el Wo de las células, protegen contra los

dafios de membranas y estabilizan proteinas y enzimas (Singh et al., 2015).

La reduccién del contenido de clorofila en plantas sometidas al estrés salino (Fig. 17 A
y 18 A) puede relacionarse con la reduccion de biomasa de las plantas o a un
incremento de la oxidacidn lipidica de la membrana de los cloroplastos a causa del
estrés oxidativo y a la acumulacidon hasta niveles toxicos de iones que afecten la
sintesis (Salah et al., 2015). El "priming” permitié revertir esta reduccién. Farooq et al.
(2013), trabajando con trigo (Triticum aestivum L.), encontré una elevada correlaciéon
entre la reduccién del contenido de clorofila en plantas en estrés salino, el grado de
oxidacion lipidica y el dafilo de membranas. Asimismo, el ‘priming” permitié reducir

esta oxidacion con un aumento del contenido de clorofila.

Los resultados estarian indicando un mayor dafo de las membranas en plantas como
consecuencia del estrés salino. Esto puede inferirse a partir de los niveles de
Lixiviacion relativa de electrolitos por un lado (Fig. 17 By 18 B) y del contenido de MDA
(Fig. 17 F y 18 F), compuesto estrechamente vinculado la oxidacidon de lipidos de
membranas (Hodges et al., 1999). Al comparar la respuesta en estos parametros entre
el “priming” con NaCl y CaCly, si bien en ambas sales se produjo un apartamiento
respecto de las plantulas en estrés salino (Control S1), el NaCl permitié una mejor
respuesta. Estas respuestas estan en coincidencia con lo observado por Randhir y
Shetty (2005) en maiz (Zea mays L.) y Amooaghaie (2011) en alfalfa (Medicago sativa
L.).

Debe aiadirse que el calcio cumple una funcidn esencial en la estabilidad estructural
de las membranas (Hepler, 2005). Esto podria explicar en parte la mejora en la

estabilidad de las membranas, indicada a partir de la LE y MDA.

Los ROS generados durante la exposicidon a un estrés ambiental provocan la iniciacion
de un numero importante de reacciones auto oxidativas en cadena,
fundamentalmente peroxidacion lipidica, dafio de ADN y degradacién de proteinas
(Mittler, 2002). Resulta crucial para la tolerancia al estrés la captura de estos ROS vy el

mantenimiento de la integridad de las membranas (Kukreja et al., 2005). El estrés
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provocé un aumento de la actividad de enzimas POD (Fig. 17 Gy 18 G) y CAT (Fig. 17 H
y 18 H). El “priming’, por su parte, condujo a un aumento aun mayor, primeramente,
para el NaCl y seguido del CaCl,. Estos resultados estan en linea con lo reportado por
Islam et al. (2015), quienes estudiaron la respuesta al “priming” con CaCl, y KCl en dos
cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) cultivados en un suelo salino. Al mismo
tiempo, registraron un descenso del nivel de MDA para estos tratamientos. Salah et al.
(2015), cultivando plantas de arroz (Oryza sativa L.) en niveles téxicos de Zn,
observaron una mayor actividad POD y CAT y menores niveles de MDA, en planas

cuyas semillas habian sido sometidas a un “priming” con PEG.

La reduccidn del CRA en plantas estresadas (Fig. 17 Cy 18 C) puede deberse a la menor
absorcion de agua debido a dafios en el sistema radical o al bajo W del sustrato
(Kukreja et al., 2005). De este modo el aumento del CRA respecto de las plantas
estresadas (Control S1) en los tratamientos de “priming” puede explicarse, por un lado,
por el menor dafio en raices, evidenciado con los mas altos valores de TTC (Fig. 17Dy
18 D), compuesto indicador del nivel de vitalidad de las raices (Ruf y Brunner, 2003), y
por la existencia de mecanismos de ajuste osmético, tales como la acumulacion de

prolina.

Como se indicé anteriormente, la acumulacidn de prolina en plantas permite
contrarrestar en parte los efectos negativos del estrés dada su capacidad de participar
en procesos de ajuste osmotico y neutralizacion de ROS (Rejeb et al., 2014). Tal como
se observa en las figuras 17 E y 18 E en los tratamientos de “priming” se midid un
contenido alin mayor de este aminodacido que en plantas en estrés. Esta relacidon entre
el aumento del contenido de prolina en estrés salino en plantas derivadas de semillas
sometidas a ‘priming’ fue registrada en pimiento (Capsicum annuum L.) (Aloui et al.,
2014), arroz (Oryza sativa L.) (Li y Zhang, 2012) y maiz (Zea mays L.) (Bakht et al.,
2011).

Una de las principales caracteristicas de las plantas tolerantes al estrés salino es la
capacidad de mantener la relacion Na*/K* en valores bajos (Tester y Davenport, 2003).
La reduccion en la relacion Na*/K* como consecuencia del ‘priming” contribuye a la
mejor adaptacion de las plantas a la situacion de estrés del experimento. Por otro lado,

en plantas sin tratar (Control S1) se observé una mayor relacién (Fig. 19 A y B). Una
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explicacidon a este fendmeno es que las plantas estresadas acumularon mas Na* en
tejidos al mismo tiempo que aumentd la liberacidon de K* por las células (Poustini y
Siosemardeh, 2004). En trigo (Triticum aestivum L.), Abbasdokht y Edalatpisheh (2012)
observaron que el ‘priming” permitié que las plantas registrasen relaciones Na*/K*
bajas, mientras que las plantas sin tratar exhibieron relaciones mas altas. Cayuela et al.
(1996), trabajando con tomate (Solanum lycopersicum L.), reportd que el “priming” con
NaCl permitié reducir el contenido de Na* en tejidos de las plantas que mejor
prosperaban en el ambiente salino. No obstante, en niveles de salinidad
excesivamente altos (140 mM NaCl = 14 dS m™) se veia superada la capacidad de

tolerancia de las plantas.

La menor liberacidon de K* medida en plantas derivadas de semillas con “priming” (Fig.
19 C y D) confirma la mayor estabilidad de las membranas, estimada también a partir

de los valores de LE (Fig. 17 By 18 B) y MDA (Fig. 17 F y 18 F).

La existencia de diferentes respuestas en funcién del agente osmodtico empleado
estaria indicando que ademas del ‘efecto priming” ocurrido durante la imbibicién
parcial de las semillas existe una participacion de los iones (Na* y Ca?') en el

metabolismo de las semillas y plantas.

No existen investigaciones previas que evallen cambios anatémicos en tejidos de
plantas de meldn creciendo en condiciones de salinidad y provenientes de semillas
sometidas a ‘priming’. Los resultados de los ensayos revelan una ausencia de
modificaciones anatdmicas en plantas como consecuencia deltratamiento (Tablas 7 y
8). Esto estaria indicando que la mejora en la tolerancia a la salinidad se debe a

procesos fisioldgicos y bioquimicos, como los que han sido expuestos anteriormente.

69



5. DISCUSION GENERAL

Y CONCLUSIONES



Los experimentos realizados confirman el efecto adverso de la salinidad en las etapas
de la germinacion (Fig. 5) y el crecimiento inicial de melén (Tabla 1), producto de
alteraciones a nivel bioquimico y fisiolégico (Tablas 2 y 3, Figs. 9 y 10). Esto es
coincidente con lo reportado anteriormente por numerosos investigadores (Gola et al.,
2019; Pinheiro et al., 2019; Sarabi et al., 2017; Sivritepe et al., 2003; Sudrez-Hernandez
et al., 2019).

Sin embargo, no se observaron modificaciones a nivel anatémico a causa de la elevada
salinidad (Tablas 4 y 5). Shafiee et al. (2019) cultivaron diferentes variedades de melén
en salinidad (8 dS m™) vy, si bien registraron variaciones a nivel bioquimico (clorofila,
prolina y enzimas antioxidantes), el Unico cambio anatémico detectado fue el aumento

del espesor de la epidermis abaxial en algunas variedades.

Este trabajo de investigacion es uno de los pocos en los cuales se estudié el efecto de
la aplicacion de melatonina en meldn, cultivado en situacidon de estrés salino. Los
estudios a nivel bioquimico y anatdmico permiten esclarecer los principales
mecanismos que favorecen la respuesta de aclimatacion. Asimismo, este trabajo
aporta informacion que, sumada al conocimiento existente en otros cultivos, acerca a
la confirmacién del beneficio potencial que representa la aplicacion de melatonina

para mejorar el desempeno de los cultivos frente a diferentes tipos de estrés.

Los resultados demuestran que la aplicacion de melatonina indujo cambios
bioquimicos y fisioldgicos en las plantas de meldn, permitiendo una mejor aclimatacion
al estrés salino (Tablas 2 y 3, Figs. 5, 9 y 10). Puede afirmarse que existe una respuesta
dependiente de la dosis. En las condiciones experimentales, las concentraciones de 10
y 50 uM resultaron ser las éptimas para mejorar la germinacion ante este estrés
abidtico. Al considerar el crecimiento de las plantulas, la mejor respuesta se observé
con la concentracién de 50 uM, aplicada tantopor imbibicidn de las semillas como por
riego (Tabla 1, Fig. 8). Por otro lado, cuando se utilizdé una concentracion de 100 uM de
melatonina se registré una reduccion de la germinacion (Fig. 6) y del crecimiento a
niveles aun mas bajos que los tratamientos sin melatonina (Tabla 1, Fig. 8). Esta
respuesta, positiva a concentraciones relativamente bajas e, inhibitoria, a mayores

concentraciones, fue también observada por otros investigadores (Chen et al., 2009;
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Posmyk et al., 2008; Wei et al., 2015; Zhang et al., 2014) y se ha sugerido como
explicacidon un efecto de toxicidad. Dada la multiplicidad de funciones y aplicaciones
reportadas, la melatonina, ha sido propuesta como una nueva hormona vegetal o
regulador universal de crecimiento (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2019; Kotodziejczyk y
Posmyk, 2016). Las hormonas vegetales y los reguladores de crecimiento cumplen sus

funciones a muy bajas concentraciones (Kumudini y Patil, 2019).

Respecto del ‘priming” en meldn, si bien existen diversas investigaciones, hay pocas
referidas al estrés salino. Los resultados obtenidos contribuyen a entender los
mecanismos involucrados en la respuesta a largo plazo en semillas y plantas en
situaciones de estrés salino. Queda claro que el empleo de NaCl y CaCly, resulta en una
mejor aclimatacidnal estrés salino. Esto se evidencia en la mejor germinacién (Fig. 12)
y crecimiento de las plantas (Fig. 13 y 14) en las mencionadas condiciones. Ademas, se
concluye qe la prolongacion del tratamiento revierte el efecto benéfico, lo que se
explicariapor un efecto de toxicidad (Singh et al., 2018) y agotamiento de las reservas

seminales (Sher et al., 2019).

Para todos los tratamientos, la mejora se debié a cambios fisioldgicos y bioquimicos

(Fig. 16, 17, 18 y 19), sin que se detectaran modificaciones a nivel anatémico (Tablas 6
y 7).
Dado el costo relativamente bajo de las sales estudiadas y la facilidad de manipulacién,

esta técnica de ‘priming’ resulta una alternativa interesante y de facil adopcion (Ashraf

y Foolad, 2005; Jisha y Puthur, 2014).

El cultivo de meldn se realiza habitualmente de forma intensiva y con riego
complementario (Singh y Bharati, 2016), lo que promueve la acumulacién de sales en
el suelo (Ashraf et al., 2008; Hossain, 2020). El presente estudio brinda informacion
gue puede resultar de interés productivo para aliviar los problemas de estrés salino en

semillas y plantulas.
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