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RESUMEN

Jatropha curcas es una especie suculenta tropical nativa de México que tolera condiciones
de sequia y produce semillas oleaginosas que son importantes para la industria de los
biocombustibles. Bajo este contexto se plantea como un cultivo alternativo para las zonas aridas y
semi-aridas de México. Sin embargo, las respuestas a la salinidad que limitan la mayor parte de la
produccién de biomasa en dichas zonas, aln no se ha examinado suficientemente. Por lo tanto,
nuestro trabajo de investigacion evalud la respuesta al estrés salino en J. curcas, comparando las
respuestas con una especie silvestres de las zonas aridas llamada J. cinerea. Para el estudio, primero,
las dos especies de Jatropha se sometieron al distintos tratamiento de salinidad (0~200 mM de
NaCl) para evaluar el efecto de salinidad en los parametro del crecimiento, fisiologia vegetal,
contenido de iones e indicadores enzimaticos registrados en la etapa de germinacion y desarrollo
vegetativo. Posteriormente, las dos especies fueron sometidas a los tratamientos de NaCl (0~100
mM) vy nitrégeno (4~8 mM). Las caracteristicas nutricionales y el efecto del nitrégeno en el
crecimiento, contenido de iones y fisiologia bajo el estrés de salinidad fueron evaluados. Por Gltimo,
se determind el efecto del estrés por salinidad sobre el crecimiento, contenido de iones, fisiologia,
indicadores enzimaticos y la produccién de semillas en esta etapa utilizando aguas salobres
(CE=1.9~6.1). Se encontrd que la etapa de germinacién fue la méas sensible a la salinidad durante
todo el ciclo de vida en ambas especies. La germinacion de Jatropha disminuy6 en los tratamientos
salinos arriba de 50 mM de NaCl. J. curcas germind hasta 50 mM vy J. cinerea germin6 con
soluciones salinas de 100 mM. En la etapa de desarrollo vegetativo, la produccidn se redujo debido
principalmente al aumento de Na" y CI". La reduccién del crecimiento en J. curcas fue mayor que
en J. cinerea por una mayor acumulacién de iones. Ambas Jatropha mostraron diferentes
caracteristicas en la absorcién de nutrientes; el nitrégeno total y el NO3 fueron mayores en J.
curcas y el Na* y CI” fueron mayores en J. cinerea. El incremento de la fertilizacion nitrogenada
contribuyd al aumento de la produccion bajo estrés por salinidad debido a la disminucién de la
absorcion de Na® y a la reduccion del desequilibrio de cationes en J. curcas. Por otra parte, se
mejoro la estabilidad de la membrana en ambas especies. En la etapa de produccion de semillas, la
altura de la planta y diametro del tronco disminuyeron debido al estrés por salinidad. Sin embargo,
la produccion de semillas no se vio afectada porque las concentraciones de Na* y CI" no llegaron al
nivel de toxicidad en ambas especies. Por lo tanto, el cultivo de J. curcas puede ser viable para
bioenergia en suelos salinos y agua de baja calidad contaminada con sales.

Palabras clave: estrés por salinidad, Jatropha cinerea, Jatropha curcas
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ABSTRACT

Jatropha curcas is a tropical succulent plant native to Mexico and one of the most
important biodiesel crops resistant to drought stress. However, responses to salinity that
limit much of biomass production in arid and semi-arid regions have not been clarified
enough to assess its capacity as an alternative plant in saline affected soil. Therefore, we
evaluated the responses to salt stress on J. curcas, comparing with those of J. cinerea, a
wild species of arid areas. At first, the two Jatropha species were subjected to salinity
treatments (0~200 mM of NaCl), and the salinity effects on growth, physiology, ion
contents, and biochemistry were measured at germination and seedling stage. Then, the two
species were subjected to 0~100 mM of NaCl, and 4 and 8 mM of nitrogen treatment. The
nutritional characteristics and nitrogen fertilization effects on growth, ion contents, and
physiology under salinity stress were studied. Finally, we clarified the effect of salinity
stress on growth, ion contents, physiology, biochemistry, and seed production at this stage
using ground water (EC=1.9~6.1). Germination of the two Jatropha was inhibited over 50
mM of NaCl. J. curcas could germinate up to 50 mM and J. cinerea at 100 mM.
Germination stage was the most sensitive to salinity during all of life stages in both species.
In seedling stage, biomass production decreased mostly due to Na* and CI" accumulation.
Growth reduction in J. curcas was greater than in J. cinerea because of higher salt
accumulation in leaves. Both Jatropha showed different characteristics in nutrient
absorption; total nitrogen and NOs™ concentration was higher in J. curcas and Na" and CI’
in J. cinerea in control. Under salinity stress, an increment of nitrogen fertilization
contributed to increase biomass production by the decrease of Na® absorption and
alleviation of cation imbalance in J. curcas. Moreover, membrane stability improved in
both species. In seed production stage, plant height and stem width decreased by salinity
stress. However, seed production was not affected because Na* and CI” concentration in
leaves could not reach the toxicity level in both species. Therefore, cultivation of J. curcas
can be viable for bioenergy using saline affected land and salty water.

Key words: Jatropha cinerea, Jatropha curcas, salinity stress



DEDICATORIA

A mi esposo Edgardo,
a mis hijos Cruz Tsuyoshi y Hikari

Y mi Mama y Papa.



AGRADECIMIENTO

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), a la
Direccion de Estudios de Posgrado, al Departamento de Control Escolar, al Departamento
de Becas y Apoyo Estudiantil, al Laboratorio de Computo, al Campo Agricola en CIBNOR,
Laboratorio de Fisiotecnia Vegetal, Biologia Molecular de Plantas, Biotecnologia Vegetal,
Salud Ambiental y Biomedicina, Unidad Guerrero Negro, por todo su apoyo durante la
realizacion de este trabajo.

A la Secretaria de las relaciones exteriores y el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT), por la beca de doctorado otorgada (357589).

Al Comité Tutorial y Comité revisor del documento de tesis: Dr. Juan Angel
Larrinaga Mayoral, Dr. Felipe Asencio Valle, Dr. Hideyasu Fujiyama, Dr. Tsuneyoshi Endo,
Dr. Andres Ordufio Cruz, por toda su ayuda, apoyo, interés, tiempo, esfuerzo, conocimiento,
sugerencias, comentarios, &nimo, observaciones, etc. Muchas gracias por todos estos afios
de logros y de trabajo.

A Maestra Diana Drante y Dr. Ira Fogel por la edicion de articulo cientifico y tesis.
Sin sus apoyos y sugerencias, no pude terminar mis articulos cientificos y tesis.

A Ing. Luis Landa Herndndez y Miguel Diaz Ramirez, muchas gracias por su
sugerencias y conocimientos en el cultivo de Jatrophas y el sistema hidropénico.

Al Universidad de Tottori, por el apoyo de estancia en Japdn, especialmente al Dr.
Fujiyama y los comparieros de laboratorios, por todo su ayuda, apoyo, sugerencias y
amistados.

A mi esposo Edgardo Gutiérrez Mendoza, mi hijo Cruz Tsuyoshi, mi hija Hikari,
muchas gracias por motivarme y echarme gana para lograr mi meta. A mi suegra, Mama
Pati, cuiiados, Octavio, Karina, Victor, Lidya, por ayudarme. A mi maméa Akie, papa Kunji,
y mis hermanos, Yuko y Takashi por sus apoyos para seguir adelante.

Masako Hishida



CONTENIDO

LISTADE FIGURAS ...t bbbttt sb bbbt I
LISTADE TABLAS ...ttt bbb bbbttt bbb ene s v
ABREVIATURAS ..ot bbbttt bbb b eneas VI
1. INTRODUCCION ..ottt ss sttt enasnan s 1
2. ANTECEDENTES...... .ottt bbbttt bbbt 5
2.1. ECOSiStemas de ZONaS Aridas.........ccovuvreriiiiieiee ettt 5
2.2. CONCEPLO B ESIIBS....ecueiieiecieeie ettt st e e s be e ae e e e sreeteeneenseenreens 6
2.3. EStrés hidrico Y/U OSMOLICO.........cccveiiiie et 7
2.4, EStrés por SaliNIad ..........cccveiiiiiiicie et 8
2.5. ESErES OXITALIVO .....eveiicieciiciee et 11
2.6. ProtoCOI0 d& KIOTO ....c.veieieiieie ettt nne s 13
A R =T To LTS USSR 14
2.8. Produccidn de alimento y biocombustible ... 15
2.9. Situacion y la estrategia de México en su politicas de biocombustibles.................... 17
2.10. JAtrOPNA CUICAS......ecvieieieie ettt st be e sae e s re e aeeneesae s 18
2.11. JAtrOPNE CINEIBA ..ottt 23
B JUSTIFICACION ..ottt 25
4. PROBLEMA CIENTIFICO ... oot ses s 26
5. OBUIETIVOS ...ttt bbbttt bbbt ne e 27
5.1 ODJEEIVO GENEIAL ..ottt 27
5.2. ODJEtiVO PartiCUIAIES .......c.eeiiiiieiieic s 27
B. HIPOTESIS ..ottt 28
7. MATERIALES Y METODOS ..ottt esseieees s ssnes s sen s nnessnens 29
7.1. RecolecCion de SEMIIIAS ........ccovueiiiiiiiicece s 29
7.2. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de germinacion..............ccccceeevevveiecnenen. 29
7.2.1. Siembra de SEMITIA ........coviiiei s 29
7.2.2. Evaluacion de la germinacion Yy emergencCia........c.cooveeeeerienierienesiesesieseeeeenns 29

7.2.3. ANALISIS ESTAISTICO .o eeeee e 30



7.3. Efectos del estrés por salinidad en la etapa vegetativa ............cccceveveresvniseeiienienn, 30

7.3.1. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, estado hidrico, contenidos de

minerales y actividad de antioxidantes en la etapa vegetativa ............ccccceeevvereiinnnn, 30
7.3.1.1. Material vegetal Y CUltIVO.........cocoviiiiiii e 30
7.3.1.2. Evaluacion del CreCimiento ......c.coveveverieieie e 31
7.3.1.3. Conductividad eStOMALICA ........ccevverieriirieieiese e 32
A N 4 (0] (o 1 - RSP SPPRSTUR 32
7.3.1.5. Potencial NiariCO........cciiiiiiecieees e 32
7.3.1.6. CompOoSICION de MINETAIES ......coeiiiiriiieieieieese e 32
7.3.1.7. Preparacion de eXtraCtoS CrUTOS .........coueeruerieeririeieeesie et 33
7.3.1.8. Contenido de proteina total ............cooeivreiereiiiie e 34
7.3.1.9. Actividad de la superoxido dismutasa (SOD) total ...........ccocvcereirenineenn, 34
7.3.1.10. Actividad de la catalasa (CAT) ....cccooereriiineiisiee e 34
7.3.1.11. Actividad de la peroxidasa (POX) ........cccreriiiniiniiiieiene e 35
7.3.1.12. Nivel de peroxidacion de lipidos (TBARS) ........cccociieiiinieneneenesereees 35
7.3.1.13. ANAliSiS StAdiStICO .....veivviveieeieieiee e 36

7.3.2. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, tasa de asimilacion de CO»,

estado hidrico y contenido de minerales en la etapa vegetativa..............cccccceevevveneane. 36
7.3.2.1. Material vegetal Y CUTIVO.........coooiiiiiii 36
7.3.2.2. Evaluacion de CreCimiento .........ccvevveveienesese e 37
7.3.2.3. Tasa de asimilacion de CO; en el tejido de 1as hojas .........cccocerevieiciennn, 37
7.3.2.4. Contenido de Clorofila.........cccooieiiiiiiic e 38
7.3.2.5. EStado NiArICO....c.veieieiii ettt 38
7.3.2.6. COompOoSICION de MINETAIES .......c.cviiiiiieieieeese e 39
7.3.2.7. ANALISIS ESTAUISLICO ....veveviiece e 39

7.4. Efecto de la fertilizacion nitrogenada contra el estrés por salinidad en la etapa de
CreCIMIENTO VEQELALIVO .....eeiviieiie ittt et et e e e s 39

7.4.1. Cultivo y analisis de CreCIimIeNto ..........coeveriieiiniirieeee e 39

7.4.2. ANAlISIS 08 CrECIMIENTO ....eeiuveieciie ettt sre e ens 40

T T 4 (o] (o) i |- R 41

7.4.4. Composicion de MINErales .........ccoveiiiiiiicce e 41

T.4.5. DifuSiON ElECIIOITHICA ..ot 41



7.4.6. Estado hidrico en 1aS N0jJas ........ccooeiiiiiiiiiii e 42

7.4.7. ANALISIS StAUISTICO .....veveeeieieeieise e e 42
7.5. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de produccion de semillas....................... 42
7.5.1. Material vegetal Y CUltIVO ..........ccoeiiiiiie s 42
7.5.2. CTECIMIBNTO ...ttt ettt bbbt 43
7.5.3. Tasa de asimilacion de CO; del tejido de 1as hojas........cccoereiviiiiciicii 43
7.5.4. Contenido de ClOrofila ... 43
7.5.5. Estado hidrico €n 1aS N0JaS .........c.ccveiiiiieiiccc e 44
7.5.6. Analisis de minerales de tejido vegetal y solucion de nutrientes..............cco........ 44
7.5.7. Preparacion de eXtraCtos CrUdOS ..........ccveieerieiieieeiie e sie e 45
7.5.8. Contenido de proteina total, SOD, CAT, POX, TBARS..........cccecvvvvviiveieienn, 45
7.5.9. ANALISIS €StAUISLICO ...t e 45
8. RESULTADOS ...ttt nne e nre b e e e e e e e enns 46
8.1. Efectos del estrés por salinidad en la etapa de germinacion .............c.ccoceveiereninennen, 46
8.1.1. Efecto en el porcentaje de germinacion............cccoceevveveieeve s 46
8.1.2. Efecto en el CreCiMIENTO .........ccoiiiiiiiic e 48
8. 2. Efectos del estrés por salinidad en la etapa vegetativa .............c.ccceeveveeiieieesecnennnn, 50

8.2.1. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, estado hidrico, contenidos de

minerales y actividad de antioXidantes...........ccereieiiiininieeee e 50
8.2.1.1. Efecto en el CreCimMIeNtO........cccviiiieieie e 50
8.2.1.2. Conductividad estomatica y transpiracion ............ccccoceevveveeveiiese s s, 55
8.2.2.3. EStado NiArICO....c.veiiiiciiii e 59
8.2.2.4, ClOTOTIA ... e 59
8.2.2.5. ComposiCidNn de MINEIalES ..........cceevviiieiicie e, 63
8.2.2.6. Efecto de la salinidad en los iones inorganicos W's ..........cccocevvviiiicnnnnnenn 67
8.2.2.7. ANTIOXIANTE ... 68
8.2.2.8. Analisis de componentes prinCipales...........cccovvvveiiiiecieie s, 71

8.2.2. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, tasa de asimilacion de CO,,
estado hidrico y contenido de MINErales .........cccccvevveieiieere i 73



8.2.2. . CrBCIMIEINTO oot ee ettt ettt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e reeeeeeeeaas 73

8.2.2.2. CompOoSICION de MINEIAIES ........cceivieiiiieieee e 77
8.2.2.3. Tasa de asimilacion de CO, del tejido de 1as hojas .........cccccvevveveciciieennenn, 82
8.2.2.4. Contenido de ClOrofila.........cccereiiiiiiiiiecsee e 88
8.2.2.5. EStad0 NOICO....c.veveiiiiiiiceieee s 90

8.3. Efectos de la interaccion salinidad-fertilizacion nitrogenada .............ccocooeveieniennnee, 92
8.3.1. ProduccCion de 18 DIOMASA.........ccuruirieiiiieiiise e 92
8.3.2. ClOTOTIlA ...t 94
8.3.3. Estado hidrico y la estabilidad de las membranas...........c.cccccecevvvevveveicieennee 94
8.3.4. ComposSiCION de MINEIAIES ........cceiuiieiiiieee e e 97

8.4. Efectos del estrés por salinidad en la etapa de produccion de la semilla................. 109
8.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas de la solucién nutritiva............c.ccoeveeveiveienne 109
8.4.2. CIECIMIBNTO ...ttt ettt bbb 109
8.4.3. ComposiCiON de MINEIAIES .........ccccveiieiieii e 110
8.4.4. EStAdO NTOICO ...c.eeuiiiiieieiiiees e 112
8.4.5. Potencial 0SmAtico de i0Nes INOrgANICOS. .........oiveirerieeeeieee e 114
8.4.6. Pardmetros de fOtOSINTESIS ......c.vierireeeieeeccr s 115
8.4.7. Contenido de ClOrofila ..o 115
8.4.8. ANTIOXIUANTES. ......oviitiieiieiiie et 117
8.4.9. ANTIOXIOANTES. .....eoviieiieiieiitee bbb 117

9. DISCUSION ...coeoeieesceeeseese et esss sttt 120
9.1. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de germinacion.............cccoceevevveiveennenn, 120
9.2. Efecto del estrés por salinidad en la etapa VEgetativa...........cccceveriieneienicieienn, 122
9.3. Efectos de la interaccion de salinidad y la fertilizacion nitrogenada....................... 134
9.4. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de produccion de semillas..................... 139
10. CONCLUSIONES ...ttt ettt be e b et 147
11 LITERATURA CITADA ..ottt ettt et e e snae e annea e 150

ANEXOS ..ttt 166



LISTADE FIGURAS

Figura 1. Demanda mundial de energia por diversas fuentes en 2005 (IEA 2007) .............. 15
Figura 2. Zona limite del cultivo de Jatropha curcas (FACT, 2007)......ccccccvevvviveveieerinnnn, 18
Figura 3. Fruto de Jatropha CINEIEA ...........cceiiiiiiiieieie e 24
Figura 4. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en la germinacion acumulada de Jatropha
curcas (A) y Jatropha CINerea (B). .....cccouvieiiiiie e 47
Figura 5. Efecto del NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el peso seco total de Jatropha curcas
(A) y de Jatropha CINEIea (B)........ccoeiiririeieieiesie st 49
Figura 6. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el peso seco total de Jatropha curcas (A)
y Jatropha CINErea (B).. .....covoieieieiiieie e 53
Figura 7. Efecto de NaCl en la conductividad estoméatica en Jatropha curcas (A) y en
Jatropha CINEIEa (B). .....cveieieieiii e 56
Figura 8. Efecto de NaCl en la tasa de transpiracion en Jatropha curcas (A) y Jatropha
CINEIEA (B). 1.ttt bbb 58
Figura 9.. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el potencial hidrico en Jatropha curcas
Y JAtFOPNA CINEIEA.. ....iiiiieiicice e 60
Figura 10. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el contenido de agua en Jatropha
curcas (<) y Jatropha CINErea (M).. .......c.coccceeueeucecececceeeeeee e 61
Figura 11. Efecto de NaCl en el contenido de clorofila con el valor de SPAD en Jatropha
curcas (A) y Jatropha CINErea (B). .......cooeieririiiierisee e 62
Figura 12. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el desequilibrio de cationes en Jatropha
curcas (A) y Jatropha CINErea (B).. ......cooeoereriiiieriseeeee e 66
Figura 13. Efecto de NaCl en nivel de superoxido dismutasa (SOD; A), catalasa (CAT; B),
peroxidasa (POX; C), y peroxidacion lipido (TBARS; D)...ccccccevvveivivsecieienn, 70
Figura 14. Efecto del NaCl (en 0, 25, 50, 100 mM) en el peso seco de la hoja, tallo y raiz en
Jatropha.curcas (A) y en Jatropha cinerea (B).......ccccccoovvverieervsieiinene e 75

Figura 15. Relaciones entre la tasa relativa de crecimiento (RGR), la tasa de asimilacion
neta (NAR) y el cociente de superficie foliar (LAR) en Jatropha curcas y
JArOPNA CINBIEA.. . ..viiiiciice e 76

Figura 16. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en la concentracion de Na* de Jatropha
curcas (A-hoja, B-tallo, C—raiz) y Jatropha cinerea (D-hoja, E-tallo, F-raiz)...79

Figura 17. Relacion entre el area foliar vs concentracion de Na* en las hojas (A: Jatropha
curcas, B: Jatropha cinerea), y el peso seco total vs concentracion de Na* en las



II

hojas (C: Jatropha curcas, D: Jatropha cinerea) bajo estrés de salinidad.. .......... 80
Figura 18. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en la concentracion de CI™ de Jatropha
curcas (A-hoja, B-tallo, C—raiz) y Jatropha cinerea (D-hoja, E-tallo, F-raiz)...81
Figura 19. Efecto de NaCl en la tasa de asimilacion de CO, (A) de Jatropha curcas (A) y
Jatropha CINEIEa (B).. ....coviiiieee ettt 83
Figura 20. Efecto de NaCl en la tasa de transpiracion (E) en las hojas de Jatropha curcas
(A) y Jatropha CIinerea (B). ......ccoveiieieie ettt 86
Figura 21. Efecto de NaCl en la conductividad estomatica (gs) de Jatropha curcas (A) y
Jatropha CINErea (B).. ....covcieieeee et 87
Figura 22. Cambio de contenido de Clorofila (Chl) a 'y b en Jatropha curcas (A) y Jatropha
cinerea (B) por tratamiento de NaCl............cccccoeiiiiiii i 89
Figura 23. Efecto de NaCl en el contenido relativo de agua (RWC: A, B) y en el potencial
hidrico (Ww: C, D) de Jatropha curcas (A, C) y Jatropha cinerea (B, D)............. 91
Figura 24. Efecto de NaCl y N, en el peso seco total (A, B) y area foliar (C, D) de Jatropha
curcas (A, C) y Jatropha cinerea (B, D). ....cccooveieiieiiiie e 93
Figura 25. Efecto de NaCl y N, en el contenido de Na* de Jatropha curcas (A: véstago, C:
raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz). Los barras representan la
mediaterror eStANAAr (NT4). ....oviiieee e 99
Figura 26. Efecto de NaCl y N, en la relacion de Na" entre vastago y raiz (Na* S/R) en
Jatropha curcas (A) y Jatropha cinerea (B)........ccccceveiieieiie e 100
Figura 27. Efecto de NaCl y N, en el contenido de CI™ en Jatropha curcas (A: véastago, C:
raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz).. .......cccccocveveiiiiii i, 101
Figura 28. Efecto de NaCl y N, en la relacién de cationes Na/ (Ca®*+ K*+ Mg®") en
Jatropha curcas (A: vastago, C: raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz). 106
Figura 29. Efecto de NaCl y N, en el contenido de NO3™ en Jatropha curcas (A: vastago, C:

raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz).. .......cccccocveveiiiiii i, 107
Figura 30. Efecto de NaCl y N, en el contenido de total nitrogeno (N-total) en Jatropha
curcas (A: vastago, C: raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz).. .............. 108
Figura 31. Efecto de salinidad en la altura (A, B) y diametro (C, D) de la planta de Jatropha
CUrcas Y Jatropha CIENEIEA.. .......ccvveiie et 111
Figura 32. Efecto de salinidad en el potencial hidrico (Fig. A, B; m= hojay <>=suelo), el
contenido relativo de agua (RWC) de las hojas (Fig. C, D).. c.ccoceevvevivivnevinnne. 113

Figura 33. Efecto de NaCl en la actividad de superdxido dismutasa (SOD: U SOD-mg
proteina®; Fig. A y B), catalasa (CAT: U CAT-mg proteina™; Fig. C y D),



III

peroxidasa (POX: U POX-mg proteina™; Fig. E y F) y el nivel de peroxidacion de
lipidos (TBARS; n mol-mg proteina™; Fig. G Y H). .cc.ovveveveeeeeeeeeeeeeeeeerenene. 118



v

LISTA DE TABLAS
Tabla I. Sensibilidad de varios prosesos fisioldgicos a los cambios en el potencial hidrico. 8
Tabla I1. Principales especies reactivas de 0Xigeno (ERO).........ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn, 12
Tabla I11. Principales enzimas antioXidantes ...........cceeeeeieeiiiiiiiiiieeeeee e e e e e eeeeeens 13
Tabla IV. Composicidn de la solucion de CUItIVO .......ceeeeeeeeiiiiiiiieeeeee e, 40

Tabla V. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en peso seco (PS), contenido de agua (CA),
la relacion entre hipocétilo y radicula (H/R), longitud de radicula e hipocotilo de

Jatropha curcas y Jatropha CINEIEA. .........ceeeeeeierieiiiiieeeeeeeeeeeeieee e e e e eeeeeeans 50
Tabla VI. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el crecimiento de Jatropha curcas y de
Jatropha cinerea por un periodo de 28 dias.. ..........uuueeeeeeeiiiiiiiiiiiee e 54
Tabla VII. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el area foliar y el namero de hojas por
0] F: T v N TP P PR PO 54
Tabla VIII. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en RGR (g g * day %), NAR (g cm 2day %)
y LAR (cm? g ) de J. curcas Y de J. CINEIa. .....oveveveeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeenenenns 55

Tabla 1X. Correlacién entre peso seco, conductividad estomatica (gs), clorofila en
fluorescencia de la SPAD (Chl), potencial hidrico (%), y contenido de Na* en las
hojas en Jatropha curcas (a) y en Jatropha cinerea (b) bajo salinidad por NaCl. 57
Tabla X. Contenido de Na*, CI, K*, Ca®*, Mg®" en las raices y en el vastago, y la relacion
de concentracion de Na+ entre vastago y raiz (Na* V/R) de Jatropha curcas y

N L (0] o] g P W ot [T = TSR 65
Tabla XI. Contenido de minerales en las raices, tallo y hojas de Jatropha curcas y Jatropha
(o[ =T PP 67

Tabla XII. Efecto de NaCl (0, 50, 100 y NaCl 200 mM) en el potencial osmético de iones
inorganicos (¥'s) en el vastago y la raiz de Jatropha curcas y Jatropha cinerea. 68
Tabla XII1. Peso seco total (PS) (g plant™), longitud (cm), tasa relativa de crecimiento
(RGR) (g g* day ™), tasa de asimilacién neta (NAR) (g cm 2day ™), cociente de
superficie foliar (LAR) (cm? g %) y el area foliar (AF) (m?) en Jatropha curcas y

en Jatropha cinerea bajo tratamiento de NaCl. .............eeiiieeiiiiiiiiiiiiieeee, 4
Tabla X1V. Contenido de minerales (Ca**, K*, Mg®*y NOs) en la hoja de Jatropha curcas
y Jatropha cinerea bajo tratamiento de NaCl............cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiineeeeeeeees 82

Tabla XV. Correlacion entre peso seco (PS), tasa de asimilacién de CO, (A), conductividad
estomatica (gs), transpiracion (E), potencial hidrico (y), clorofila (Chl) y area
FOIIAE (AF) . oot e e et e e e e et e e e e et e e eeaaans 84
Tabla XVI. Eficiencia de carboxilacion instantanea (A/Ci) y eficiencia del uso de agua



(A/E) de Jatropha curcas y Jatropha CINErea.. ..........ccevvvvuuiieeeeeeeeeriiiieeeeennnn. 88
Tabla XVII. Interaccion del efecto entre el estrés salino y fertilizacion nitrogenada en la
florescencia de clorofila (SPAD) en Jatropha curcas y en Jatropha cinerea.. .... 94
Tabla XVIII. Interaccion del efecto entre el estrés salino y fertilizacion nitrogenada en el
potencial osmotico, contenido de agua y difusion electrolitica en Jatropha curcas

Y €N JAtrOPNA CINEIEA. ... .uueeeieeeeeiiiicee e e e et e e e e e e et e e e e e e eeeeaaaaaaans 96
Tabla XIX. Efecto de NaCl y fertilizacién nitrogenada en el contenido de Ca**, Mg®* y K*
BN J. CUICAS Y J. CINEIBA.. .evvvveeiiieeeeeeeeeeiitiiiieeeeeeeeeeetaaaaeaeeeeeeeesrsaaaaaaaaeanas 105

Tabla XX. Caracteristica fisico-quimicas de la solucion nutritiva. Control = agua de riego
(100%) + fertilizante NPK20 (150 ppm), salinidad 1 = agua de riego (50%) +
agua de pozo (50%) + fertilizante NPK20 (150 ppm), salinidad 2 = agua de pozo
(100%) + fertilizante NPK20 (150 PPM). cevvvririiiieeeeeeeeeeeeiieeee e 109

Tabla XXI. Efecto de NaCl en el contenido de minerales (mmol/g) en Jatropha curcas y
JAtrOPNA CINBIEA.......ceiiiiiiiieee et e e e e e e e e eeeaaes 112

Tabla XXII. Efecto de NaCl (0, 50, 100 y NaCl 200 mM) en el potencial osmético de iones
inorganicos ('s) en la hoja de Jatropha curcas y Jatropha cinerea.. ............... 114

Tabla XXIII. Efecto de salinidad en la tasa de asimilacién de CO, (A) (umol m?s™),
conductividad estomética (gs) (mol m?s™?), transpiracién (E) (mmol m™s?),
concentracion de CO, intercelular (Ci) (vpm) y el uso de eficiencia de agua (A/E)
en Jatropha curcas y Jatropha CIENErea. ..........cevvveiveiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 116

Tabla XXIV. Efecto de salinidad en el contenido de clorofila a, b y total....................... 116

Tabla XXV. Efecto de salinidad en la formacion del brote floral y semilla de Jatropha
curcas y Jatropha CIENEIEA. .........ccevvviiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e e 119



A/Ci

ADN

AIE

AGL

ANOVA

APX

ARN

ATP

CA

CAT

Chl

Ci

CIBNOR

CMNUCC

DHAR

E

EC

ERO

FACT

FAO

ABREVIATURAS

Tasa de asimilacion de CO,
Eficiencia de la carboxilacion instantanea
Acido desoxirribonuclecido
Eficiencia del uso del agua
Acidos grasos libres
Anélisis de varianza
Ascorbato peroxidasa
Acido ribonucleico
Adenosin trifosfato
Contenido de agua
Catalasa

Clorofila

Concentracién de CO, intercelular

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.

La convencion marco de las naciones unidas sobre el cambio climatico

Dehidroascorbato reductasa
Tasa de transpiracion
Conductividad eléctrica
Especies reactivas del oxigeno

Fuels from agriculture in communal technology

VI

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion



gs

GPX

GR

GSH

H/R

IEA

LA

LAI

LAR

MDA

MDHAR

MDL

NA

NAR

NBT

NM

ONU

PCA

PET

PMSF

POX

PSI

PSII

Conductividad estomaética
Peroxidasa de guayacol

Glutation reductasa

Glutation reducido

Relacion hipocotilo/radicula
Instituto de Estadistica de Andalucia
Avrea foliar

indice de area foliar

Cociente de superficie foliar
Malondialdehido
Monodehidroascorbato reductasa
Mecanismo de desarrollo limpio
Niveles altos de nitrogeno

Tasa de asimilacion neta

Nitroazul de tetrazolio

Niveles moderados de nitrégeno
Organizacion de las Naciones Unidas

Analisis de componentes principales

Transporte fotosintético de la cadena de electrones

Fenil-metil-sulfonil fluoruro
Peroxidasa
Fotosistema |

Fotosistema |1

VII



VIII

PVPP Polivinil-polipirrolidona

RFA La radiacion fotosintéticamente activa

RGR Tasa relativa de crecimiento

RuBP Rubulosa-1,5-bifosfato

Rubisco Rubulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa
RWC contenido relativo de agua

SAGARPA  Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion

SG / GOGAT Glutamina sintasa / glutamato sintasa

SOD Superoxido dismutasa

TBA Acido tiobarbitdrico

TBARS Concentracion de malondialhido

TCA Acido tricloroacético

UNEP Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
Yw Potencial hidrico

Ps Potencial osmatico


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Carboxilasa&action=edit&redlink=1

1. INTRODUCCION

La salinizacién del suelo es uno de los problemas maés serios que limitan el crecimiento
y la productividad de las plantas. Mas de 800 millones de hectareas, aproximadamente el
6% de la superficie terrestre del mundo, estd afectada por salinidad (Munns, 2005). Se
calcula que el 2% de la tierra usada por la agricultura en zonas aridas y el 20% de la tierra
bajo riego ha disminuido su productividad al verse afectada por la sal (Munns, 2002). El
problema de salinizacion esta generalmente relacionado con la concentracion alta de NaCl
0 Na;SO4 en la zona de las raices (Abdelgadir et al., 2005). La salinizacion ha ido
aumentando en las zonas éridas y semiaridas, ocasionada por las sequias, alta
evapotranspiracion, aumento de temperaturas y el manejo inadecuado del riego (Meloni et
al., 2001). Ante la necesidad de mantener la produccién vegetal en las zonas aridas, una de
las estrategias para aumentar las areas cultivables es utilizar especies que sean tolerantes a
la sales (Maggio et al., 2000).

Generalmente, la salinidad impone un estrés osmatico e iénico en las plantas (Ghoulam
et al., 2002). A corto plazo la salinidad induce estrés osmatico, reduciendo la capacidad de
absorcion de agua, contribuyendo al cierre de los estomas y disminuyendo la disponibilidad
y asimilacion de CO; que lleva a inhibir la fijacion de carbono (Marcelis y Van Hooijdonk,
1999). Este déficit de agua rapidamente induce la reduccion de la tasa de crecimiento por
una disminucion de la expansion y la divisién celular (Munns, 2002). A largo plazo, la
salinidad causa estrés ionico que inhibe la actividad enzimatica, sintesis de la proteina y
dafio al ADN por el exceso de la acumulacion de sales, provocando una deficiencia de
cationes esenciales (K*, Ca** y Mg?") por la competencia con Na* (Niu et al., 1995, Song y

Fujiyama, 1996a, Blumwald, 2000). El estrés idnico también causa senescencia y clorosis



en las hojas, y por lo tanto se pierde o disminuye la superficie disponible para la
fotosintesis (Cramer y Nowak 1992, Tester y Davenport, 2003). Por otra parte, las
alteraciones del metabolismo en los procesos fotosintéticos inducen una disminucion de
ATP, RuBP y de varias enzimas (Tezara et al., 1999, Lawlor y Cornic, 2002, Flexas et al.,
2004). En suelo salino, el crecimiento de la planta también se inhibe por el déficit de
nitrdégeno; la absorcion de NOs; puede ser modificada dandose un antagonismo con las
moléculas de CI" en suelo salino debido a un nivel elevado de la concentracion de CI°
(Grattan y Grieve, 1999, Mansour, 2000). Por esta razon, la adicién de nitrogeno puede
mejorar el crecimiento y/o el rendimiento de las plantas (Hu y Schmidhalter, 2005).
Ademas, la toxicidad de CI" puede reducirse por el aumento de las concentraciones de NO3
como se ha reportado para trigo (Hu y Schmidhalter, 1997) y tomate (Papadopoulos y
Rendig, 1983). El estrés salino induce un segundo estrés conocido como estrés oxidativo.
En estas condiciones aumentan la produccion de las especies reactivas del oxigeno (ERO).
Las ERO son responsables del dafio a las membranas y a otras macromoléculas esenciales,
tales como los pigmentos fotosintéticos, las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos
(Sharma et al, 2005). Sin embargo, el grado de dafio a estas moléculas depende del
equilibrio entre la formacion de las ERO y su eliminacion por el sistema de defensa
antioxidante.

Por lo general, la tolerancia a la salinidad depende de la respuesta de las plantas al
estrés ionico y osmatico. Con el fin de evitar los efectos toxicos en la fotosintesis y en otros
procesos metabdlicos principales, algunas plantas son capaces de prevenir la entrada de sal
desde la raiz, en un proceso conocido como exclusion de sal y de reducir al minimo su

concentracion en el citoplasma por compartimentacion de la sal en las vacuolas, conocido



como tolerancia de los tejidos (Munns et al., 2006). Por otra parte, algunas plantas retienen
Na" en el tejido lefioso de la raiz o en el tallo para evitar la acumulacion de sal en exceso
en las hojas (Tester y Davenport, 2003).

Jatropha curcas es una especie originaria de México y Centroamérica. Es una planta
suculenta y arbustiva. Se cultiva en América Central, Sudamerica, el Sureste Asiatico y el
continente Africano por su contenido abundante de aceite (27-40%) (Achten et al., 2008).
Entre sus caracteristicas agrondmicas importantes estd su capacidad de adaptacion a la
sequia y a la salinidad (Maes et al., 2009, Silva et al., 2010a, Diaz-Lépez et al., 20123,
Sepata et al., 2013); el interés en su cultivo se debe a que se pueden obtener aceite y grasa
de la semilla para producir biodiesel sin competir por los recursos naturales usados por los
cultivos de uso alimenticio. El aceite producido por Jatropha puede ser facilmente
convertido a biocombustible, el cual retne los estandares requeridos en Estados Unidos y
Europa (Achten et al., 2008). Sin embargo, Jatropha es todavia una planta silvestre por lo
que no se conocen la mayoria de sus bondades y propiedades agronémicas (Fairless, 2007).
Existe informacion disponible sobre la evaluacion del contenido de aceite o metodologia de
transesterificacion del aceite de Jatropha para la produccion de biodiesel; sin embargo, hay
pocos estudios cientificos sobre su cultivo (Maes et al., 2009). Sin duda, los estudios e
investigaciones sobre su cultivo, manejo agronomico y el efecto del estrés bidtico y
abidtico son necesarios. Asi, el efecto del estrés por la salinidad en el crecimiento, en la
produccion de semillas bajo las condiciones ya mencionadas en las zonas aridas no has sido
examinado suficientemente.

La zona noroeste de México tiene un clima subtropical seco (precipitacion anual <200

mm), con periodos frecuentes de sequia prolongadas, donde, Jatropha cinerea (Arizona



nettlespurge, ashy jatropha, ashy limberbush, lomboy), es una especie silvestre nativa, que
crece en suelos salinos a lo largo de las zonas costeras y rocosas. J. cinerea puede soportar
largas sequias y su floracion se da durante la temporada de lluvias (Junio a Octubre). J.
cinerea es una planta suculenta que se ha utilizado por los habitantes de estas zonas como
una medicina tradicional.

En el presente trabajo de investigacion, se ha estudiado el efecto del estrés salino en J.
curcas para obtener la informacidn bésica y evaluar la capacidad de establecer su cultivo en
suelos salinos o con riego de agua contaminada con contenidos de sales elevado. Para
lograr este objetivo, se evalud la respuesta en su crecimiento, morfologia, fisiologia,
bioquimica, el contenido de minerales en el tejido vegetal y la produccion de semillas
ocasionados por el estrés salino en J. curcas comparandolo con J. cinerea, que es una
especie que adaptada a suelo seco y salino. Ademas se evalud el efecto de la fertilizacion
nitrogenada como estrategia de manejo para la mitigacion el estrés por salinidad en las dos

especies.



2. ANTECEDENTES
2.1. Ecosistemas de zonas aridas

La precipitacion anual de las zonas aridas es inferior a 250 mm, y la de las zonas
semidridas es entre 250 y 500 mm (Meigs, 1953). En estas zonas, la evaporacién del suelo
excede a la precipitacion. De acuerdo con UNEP (1992) el 40% de la superficie total del
planeta (6.1 mil millones de hectareas) se clasifica como zonas éridas. La palabra
“desertificacion” es definida por la ONU como una reduccién del potencial en la
produccion de la tierra en zonas aridas y semiaridas, que en dltima instancia puede generar
a condiciones similares a las del desierto (Le Houérou, 1996).

Cada afio se desertifica y la salinidad del suelo aumenta por la alta evaporacion,
manejo inadecuado de la irrigacion y pastoreo excesivo. En 45 afios, la tierra afectada por
la sal se increment6 a 77 millones de hectareas (Munns, 2002). ElI 7% de la superficie
mundial se encuentra afectada por la sal; de las cuales 397 millones hectareas estan
afectadas por salinidad y 434 millones hectareas estan asociadas a una condicién de
sodicidad (FAO, 2005). Se ha estimado que el 10% de la superficie mundial de tierras
cultivadas bajo riego (unas 260 millones de hectareas) se encuentran afectadas en mayor o
menor grado por la salinidad (FAO, 2000). Debido a su alta productividad, las tierras de
uso agricolas bajo riego producen una tercera parte de los alimentos del mundo (Munns,
2002). Por esta razén, la prevencion del aumento de la salinidad del suelo y el incremento
de la tolerancia a la salinidad de los cultivos son problemas mundiales importantes.

En el caso de México, el 60% de su territorio se clasifica en zonas aridas. La mayor
parte de las zonas aridas de México se encuentran en el norte y noroeste del pais. Madrigal

y Meras (2012) mencionan que aproximadamente el 21% de las tierras cultivadas bajo



riego estan afectadas por exceso de sales en diferente grado, reduciendo su productividad y
como una consecuencia el rendimiento de los cultivos. Debido a que las areas agricolas
bajo riego son altamente productivas, el aumento de la salinidad es considerado un
problema serio.

Debido a su ubicacion geogréafica y a las condiciones climaticas particulares, el estado
de Baja California Sur se caracteriza por tener una precipitacion anual baja (110-175
mm/afio) y se clasifica como una regién arida. Las principales zonas agricolas en Baja
California Sur, como el Valle de Sto. Domingo y el Valle de Vizcaino, tienen poca
precipitacion pluvial, tasa de evaporacion elevada, agua de riego con alta concentracién de
sales y una fertilizacion inorganica a traves del sistema de riego que provocan el
ensalitramiento de los campos destinados a la produccién de alimentos (Kudo et al., 2008).
Por otro lado, el abasto de agua para la agricultura enfrenta la competencia de la demanda
de agua para uso domeéstico por las ciudades que dia a dia presentan mayor crecimiento y
urbanizacion (Bermundez-Contreras et al., 2008).

En los valles agricolas de Baja California Sur, las tierras afectadas por la salinidad o
por la falta de infraestructura de riego son abandonadas y no son aprovechadas en una
actividad productiva. Una alternativa para incorporar a la produccion estas tierras es el
establecimiento de cultivos con tolerancia a las condiciones adversas mencionadas como J.

curcas entre otras.

2.2. Concepto de estrés
En biologia el término estrés se refiere al “conjunto de respuestas bioquimicas o

fisiolégicas que definen un estado particular de un organismo diferente al observado bajo



un rango de condiciones optimas” (Benavides, 2002). Asimismo, el término resistencia al
estrés se aplicara para definir la capacidad de un organismo para evitar los estimulos
ambientales negativos o para permanecer bajo un estado particular de estrés sin que su

fenotipo ideal sea afectado (Benavides, 2002).

2.3. Estrés hidrico y/u osmético

Es probable que el estrés asociado al déficit hidrico sea uno de los mas comunes entre
las plantas cultivadas y de las comunidades naturales de plantas (Boyer, 1982). Dentro de
los procesos biofisicos mas afectados por la carencia de agua se encuentran la expansion
celular y el crecimiento (Benavides, 2002, Muuns y Tester, 2008). El aporte bajo de agua
causa deshidratacién asociado con la degradacion de las membranas celulares y de los
organelos, desnaturalizacion de las proteinas, una disminucién critica en la sintesis de
proteinas e incluso modificaciones en el ADN que causan mutaciones (Tabla I).

Para disminuir el efecto del estrés osmoético, las plantas utilizan solutos compatibles,
compuestos organicos e/o inorganicos que son altamente solubles y no interfieren con el
metabolismo celular. Sirven como un medio para el ajuste osmético y también funcionan
como acompafiantes uniendo a las proteinas y las membranas, lo que impide su

desnaturalizacion (Koyro et al., 2012).



Tabla I. Sensibilidad de varios procesos fisiolégicos a los cambios en el potencial hidrico.

Acumulacion de soluto

Acumulacion de ABA <

Fotosintesis

Apertura estomatal
Sintesis de proteina
Sintesis de pared celular

Crecimiento celular

| | J

-0 -1 -2 -3 -4
Potencial hidrico (MPa)
Fuente: Taiz L., Zeiger E., 2010

2.4. Estrés por salinidad

Los suelos salinos se encuentran naturalmente en las regiones costeras donde el agua
subterranea esta contaminada con agua de mar. Ademas, pueden ser inducidos por el
hombre en zonas sometidas a riego y/o a drenaje inadecuado. Los suelos salinos se forman
en gran medida cuando la evaporacion excede a la precipitacion por lo menos durante parte
del afio y las sales estan presentes en cantidades moderadas en agua salina a poca
profundidad (Meloni et al., 2003).

Desde el punto de vista agricola, se considera un suelo es salino si su conductividad
eléctrica (EC) es igual o superior a 4 dS/m, mientras que desde el punto de vista ecoldgico
se habla de suelos salinos si la concentracion de NaCl es superior a los 70 mM, ya que es el
limite a partir del cual se observa una flora hal6fita (plantas poco sensibles) y dificulta el
crecimiento de las plantas glicéfitas (plantas sensibles) (Benavides, 2002). Los iones

predominantes en el suelo salino son CI", SO,%, NOs"y Na* (Mansour, 2000).



Un alto nivel de sal en el agua del suelo inhibe el crecimiento de la planta por estrés
osmatico e idnico (Munns, 2005). En primer lugar, el estrés osmdtico reduce la capacidad
de la planta para absorber agua por el aumento del potencial hidrico del suelo, haciéndola
menos disponible en las raices. El estrés osmdtico por salinidad produce efectos dafiinos
similares al del estrés por sequia en las plantas. Este déficit de agua rapidamente induce la
reduccion de la tasa de crecimiento por una disminucion de la expansion y la division
celular (Munns, 2002). La reduccion de la expansion de las hojas por salinidad se ha
mencionado en el maiz (Cramer y Bowman 1991, Neumann 1993), el arroz (Yeo et al.,
1991), el trigo y la cebada (Passioura y Munns, 2000). Posteriormente, este déficit de agua
contribuye al cierre de las estomas para evitar la pérdida de agua por transpiracion. Sin
embargo, esto disminuye la tasa de fotosintesis por una reduccién en la presion parcial de
CO, en los espacios intercelulares. El cierre de las estomas induce la reduccién de la
disponibilidad de CO, que lleva a inhibir la fijacion de carbono (Marcelis y Van Hooijdonk,
1999). En segundo lugar, el estrés ionico por exceso de acumulacion de los iones como Na”,
CI, COs* y HCO; dafia las hojas y las raices. Por lo tanto, para el area para hace la
fotosintesis se reduce por la pérdida de las hojas. Ademas, el estrés idnico afecta a los
componentes fotosintéticos tales como las enzimas y los pigmentos (Amirjani, 2011). Esta
acumulacion de sales causa desequilibrio de iones y desequilibrio de nutrientes como K,
Ca®* y Mg?* debido a la competencia con Na* Por esta razén, el equilibrio de cationes de
Na* con (K*, Ca®* y Mg®) en las plantas se puede utilizar como un indicador de la
homeostasis nutricional. La deficiencia de K™ reduce el crecimiento de las plantas por la
limitada expansion celular e inhibe varias actividades enzimaticas (Nieves-Cordones et al.,

2012, Oueslati et al., 2010); el Ca®* se necesita para el crecimiento de los tejidos (Song y
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Fujiyama 1996b) vy la deficiencia de Mg®" induce la inhibicién de fotosintesis (Yang et al.,
2012). La absorcion de NO3 también se inhibe por el antagonismo de CI” (Grattan y Grieve,
1999, Mansour, 2000). EIl nitrégeno es el elemento O nutriente principal y es un
constituyente de los componentes celulares, incluyendo los aminoéacidos y los &cidos
nucleicos. Por lo tanto, la deficiencia de nitrogeno inhibe rapidamente el crecimiento de la
planta. La adicion de fertilizacion nitrogenada puede mejorar el crecimiento y/o el
rendimiento de la planta (Hu y Schmidhalter, 2005). Hay algunos estudios que reportan que
al aumentar la fertilizacion nitrogenada puede reducir la toxicidad de CI™ en el trigo,
Triticum aestivum L. (Hu et al., 1997), el tomate, Lycopersicon esculentum L.
(Papadopoulos y Rendig, 1983) y el maiz, Zea mays L (Irshad, et al., 2007). Por otra parte,
un elevado nivel de nitrégeno mejora la tolerancia a la salinidad debido a que mejora del
estado hidrico, mantiene la transpiracion y con ella el flujo de agua (Papadopoulos y
Rendig, 1983; Abdelgadir et al., 2005; Kabir et al., 2005). Ademas, hay algunos estudios
que indican que la concentracion de Na® en la cebada, frijol y mostaza disminuye al
aumentar la concentracion de nitrdgeno mejorando la selectividad de las raices en la
absorcion de los elementos esenciales y la capacidad de exclusion de Na* en los tejidos de
las hojas (Shen et al., 1994, Kabir et al., 2005, Nathawat et al., 2007) ademas, reduce la
concentracion de Na* en el suelo (Nathawat et al., 2007).

Los mecanismos de tolerancia al estrés ionico por salinidad para disminuir el dafio
pueden clasificarse en dos categorias:
1. Exclusion de Na®en las hojas: La exclusion de Na* por las raices sirve para evitar la

acumulacion de Na™ en concentraciones toxicas en las hojas (Munns, 2005).
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2. Tolerancia en tejido: La compartimentacion de Na™ a nivel celular e intracelular ayuda a
evitar las concentraciones tdxicas dentro del citoplasma, principalmente por canales

Na*/H" (Munns, 2005).

2.5. Estreés oxidativo

El oxigeno sostiene la vida aerdbica de las plantas ofreciéndoles grandes beneficios
energéticos, por otro lado los desafia a través de la formacion de especies reactivas al
oxigeno (ERO). Las ERO se producen de diversas maneras en forma continua como
subproductos del metabolismo en diferentes compartimentos celulares, tales como los
cloroplastos, mitocondria y peroxisomas (Navrot et al., 2007). Cierto estrés ambiental o
defectos genéticos causan que la produccion de las ERO exceda la capacidad de equilibrio.
Las ERO tienen un rol divergentes en las plantas; mientras que en concentraciones bajas
actian como sefializacién de moléculas para la activacion de las respuestas de defensa bajo
estrés, en altas concentraciones causan dafios al exacerbar los componentes celulares
(Hasanuzzaman et al., 2012). Los efectos del estrés oxidativo en el reino vegetal se ven
favorecidos por los cambios ambientales continuos que sufren las plantas como
consecuencia de fendmenos naturales o de acciones del ser humano. Entre estos cambios
ambientales se encuentran: el envejecimiento, la sequia, la salinidad y la exposicion a
herbicidas que pueden generar variaciones en la produccién de las ERO (Tabla Il) y
conducir a una pérdida de la funcion, la destruccion de tejido e incluso la muerte de la
planta ocasionado por los procesos oxidativos, como la peroxidacion de los lipidos de la
membrana, la oxidacion de las proteinas, la inhibicion de la enzima y dafios al ADN vy el

ARN respectivamente.
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Tabla I1. Principales especies reactivas de oxigeno (ERO)

Radicales No Radicales

Superéxido 0, Perdxido de Hidrogeno H.0,
Hidroxilo ‘OH Acido Hipocloroso HOCI
Peroxilo RO, Ozono O3
Alcoxilo RO’ Oxigeno singlate 0,
Hidroperoxilo HO; Peroxinitrito ONOO

Fuente: Mittler (2002), Sharma et al., 2013

Para evitar que la produccion de las ERO alcance niveles incompatibles con el
desarrollo normal de las células, éstas han desarrollado en el curso de la evolucion sistemas
de defensa antioxidante (Tabla Ill) que incluyen: (1) Liposoluble (p.ej.a-tocoferol,
[-caroteno ), (2) Reductantes solubles en agua (p.ej. Glutation, Ascorbato), (3) Enzimaticos
(Superoxido dismutasa (SOD), Peroxidasa (POX), Catalasa (CAT) y las enzimas del ciclo
de ascorbato-glutation) (Zhang y Kirkham, 1994).

Se han detectado un gran nimero de sitios de produccion de las ERO a nivel subcelular.
Los principales organelos vegetales productores del antioxidante son los cloroplastos, las
mitocondrias, el citosol, los peroxisomas, la pared celular y el apoplasto (Mittler, 2002).

En las células de las plantas, las SOD constituyen la primera linea de defensa contra las
ERO. El principal sitio de produccion de O," es la membrana tilacoide: el aceptor de
electrones del PSI. Las SOD eliminan O,y generan H,O, y O,. Las CAT estan presentes
en los peroxisomas y los glioxisomas. Las CAT tienen una de las més altas tasas de
rotacion de todas las enzimas: una molécula de CAT puede convertir alrededor de seis

millones de moléculas de H,0, a H,O y O, por minuto (Gill y Tuteja, 2010). El ascorbato
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peroxidasa (APX) elimina H,O, en el ciclo de APX-GSH, utilizando el ascorbato como un

donador de electrones.

Tabla I11. Principales enzimas antioxidantes

Enzimas antioxidantes NUmero EC Reacciones catalizadas
Superéxido dismutasa (SOD) EC 1.15.1.1. 0, "+ 0,7 +2H"—>2H,0,+0,
Catalasa (CAT) EC1.11.1.6 H20,—H,0+1/20,
Ascorbato peroxidasa (APX) EC1.11.1.11 H20,+AA—2H,0+DHA
Peroxidasa de guayacol (GPX) EC1.11.1.7 H20,+GSH—H20+GSSG

Monodehidroascorbato reductasa EC 1.6.5.4

(MDHAR)

Dehidroascorbato reductasa EC 1.85.1
(DHAR)

Glutation reductasa (GR) EC 1.6.4.2

MDHA+NAD(P)H—AA+NAD(P)"
DHA+2GSH—AA+GSSG

GSSG+NAD(P)—2GSH+NAD(P)*

Fuente: Gill y Tuteja, 2010.

2.6. Protocolo de Kioto

La Convencién Marco de las Naciones Unidas sobre el cambio climatico (CMNUCC)

fue adoptada el 9 de mayo de 1992 y entré en vigor el 21 de marzo de 1994. En 1997, los

gobiernos acordaron incorporar una adicion al tratado, conocida con el nombre de

Protocolo de Kioto (ONU, 1998). El protocolo de Kioto contiene tres partes: 1) Mecanismo

de desarrollo limpio (MDL); 2) Aplicacion de conjuntos; y 3) Comercio de derechos de

emisién. Particularmente los MDL hacen conciencia para que cada pais logre su meta en la

disminucion de la reduccion de contaminantes. Los proyectos de MDL contiene dos

objetivos; uno de ellos es lograr el desarrollo sostenible en los paises en desarrollo y el otro
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es reducir la produccion de los gases efecto invernadero de manera rentable en los paises en
desarrollo. Desde el comienzo del los MDL en 2005, los proyectos energético-industriales
han sido los mas importantes entre todos los proyectos registrados, incluyendo los
destinados a la bioenergia. De acuerdo a Fenhan (2006), los proyectos de bioenergia
representan el 23% del total de los proyectos y contribuyen con 7% de los certificados de

emisiones reducidas.

2.7. Biodiesel

La demanda mundial total de energia primaria asciende a unos 11,400 millones de
toneladas equivalentes de petréleo por afio (IEA, 2007); la biomasa, incluyendo los
productos agricolas y forestales y los desechos y residuos organicos representan el 10% de
ese total (Figura 1).

El biodiesel se produce a partir de la combinacion del aceite vegetal o la grasa animal
con un alcohol y un catalizador por medio de un proceso quimico conocido como
transesterificacion (Ma y Hanna, 1999). Se puede extraer aceite para producir biodiesel de
casi cualquier cultivo oleaginoso; a nivel mundial las fuentes més populares de biodiesel
son la colza en Europa y la soya en Brasil y los Estados Unidos de América. En los paises
tropicales y subtropicales se produce biodiesel a partir de aceite de palma, coco o jatropha.
En la produccion de biodiesel también se utilizan pequefias cantidades de grasa animal
extraida del procesamiento del pescado y de otros animales (FAO, 2008, FAO, 2010).
Comunmente, después del proceso de produccion de biodiesel se derivan subproductos
tales como la pasta de soya para la elaboracion de alimento para el ganado y la glicerina.

Como el biodiesel se puede producir a partir de una amplia gama de aceites, los
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combustibles resultantes exhiben una mayor variedad de propiedades fisicas que el etanol,
como viscosidad y combustibilidad. El biodiesel puede mezclarse con combustible diesel
tradicional o quemarse puro en motores de encendido por compresiéon. Su contenido de
energia oscila entre el 85y el 95 % del contenido de energia del diesel, pero mejorar la
lubricidad de este ultimo y aumentar el indice de cetano, con lo que, en términos generales,
uno y otro poseen un rendimiento analogo. EI mayor contenido de oxigeno del biodiesel
facilita la combustion y reduce asi las emisiones de particulas como los contaminantes del
aire en mondéxido de carbono e hidrocarburos. Al igual que el etanol, el biodiesel contiene
solo una cantidad insignificante de azufre y reduce, por tanto, las emisiones de 6xido de

azufre de los vehiculos (FAO, 2008).

ELY W Petroleo

Carbon vegetal

AV Gas
Biomasa y residuos

Nuclear
Hidroeléctrica

Otras fuentes renovables

Figura 1. Demanda mundial de energia por diversas fuentes en 2005 (Fuente: IEA 2007)

2.8. Produccidn de alimento y biocombustible

El nimero de personas con una mala nutricion aumento mas de 100 millones en todo el
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mundo entre 2006 y 2008, y el numero total de personas con desnutricion se calcul6 en 960
millones en el afio 2008 (FAO, 2008). Las causas principales de este comportamiento en las
estadisticas de alimentacion fueron: el aumento de precio en los alimentos, el crecimiento
de la poblacion y la crisis financiera mundial. Particularmente, el precio de la importacion
de alimentos aument6 rapidamente. Asi, por ejemplo, los gastos mundiales en productos
alimenticios importados en 2007 aumentaron aproximadamente un 29% por encima del
dato historico del afio anterior (FAO, 2008). El alza de los precios afect6 mas a los paises
menos desarrollados que necesitan importar sus alimentos, como algunos paises africanos y
asiaticos. Unas de las causas en el alza del precio en alimentos importados fue debido a que
los paises que cultivaron alimentos para exportar a otros paises cambiaron a la produccion
de especies Utiles en la fabricacion de biocombustibles (FAO, 2008).

El aumento del precio de los combustibles fésiles y las politicas de emisiones de gases
de efecto invernadero en los Ultimos afios han acelerado el desarrollo y la produccién de
biocombustible (Basha et al., 2008). Con lo que ha surgido una competencia entre los
cultivos destinados a la produccién de alimentos y los cultivos de especies Utiles a la
produccion de biocombustible. Por ejemplo, la cafia de azucar, el maiz y el arroz (FAO,
2008).

De esta forma los biocombustibles amenazan la seguridad alimentaria de las personas
mas vulnerables del mundo. Por lo tanto, es necesario plantear estrategias para la
utilizacion de especies vegetales no comestibles para la produccion de los biocombustibles
gue no compitan con los recursos de agua y suelo que han sido tradicionalmente utilizados
para la produccion de especies alimenticias, principalmente para no encarecer y dificultar la

oferta de alimentos a la poblacién vulnerable en el planeta (FAO, 2008).
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2.9. Situacion y la estrategia de México en su politicas de biocombustibles

México cuenta con un potencial muy importante en cuestién de recursos energéticos
renovables, cuyo desarrollo permitira al pais contar con una mayor diversificacion de
fuentes de energia, ampliar la base industrial en un area que puede tener valor estratégico
en el futuro y atenuar los impactos ambientales ocasionados por la produccion, distribucion
y el uso final de las formas de energia convencionales; en este marco, el pais posee vastos
recursos naturales para la produccién de bioenergéticos, resultado de su gran diversidad
agricola y de sus condiciones climéticas y geogréficas idoneas para este proposito
(SAGARPA, 2009). En 2007 la produccion de energia primaria a partir de la biomasa
(incluye bagazo de cafia y lefia) en México fue del 3.3% (SAGARPA, 2007).

Con base en El Plan Nacional de Desarrollo y el Programa Sectorial de Desarrollo
Agropecuario y Pesquero 2007-2012 (SAGARPA, 2007) se tenian los siguientes objetivos:
establecer en su politica del sector rural el desarrollo humano y sustentable; mejorar los
ingresos de los productores incrementando la presencia en los mercados globales,
vinculandolos con los procesos de valor agregado y con la produccion de insumos para
bioenergéticos.

En el mismo sentido, la Ley de Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos (2008)
establece como objetivo promover y desarrollar los bioenergéticos con el fin de coadyuvar
a la diversificacion energética y al desarrollo sustentable como condiciones que permitan
garantizar el apoyo al campo mexicano e instituir las bases que promuevan la produccion
de insumos para bioenergéticos, con base en criterios de sustentabilidad considerando un
mayor impulso en zonas de alta y muy alta marginalidad, a partir de las actividades

agropecuarias, forestales, algales, procesos biotecnoldgicos y enzimaticos del campo
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mexicano sin poner en riesgo la seguridad alimentaria del pais.

2.10. Jatropha curcas

Jatropha curcas una planta que pertenece a la familia Euphorbiaceae y crece en climas
tropicales y semitropicales. EI género Jatropha contiene aproximadamente 170 especies
conocidas (Kumar y Sharma, 2008). A J. curcas se le conoce con diferentes nombres
comunes como son: pifién, pifion manso, tempate, physic nut, etc. La planta tiene su area de
distribucion natural en México, América Central, Brazil, Bolivia, Per(, Argentina y en
Paraguay. Jatropha curcas es una especie diploide con 2n=22 cromosomas (Kumar y
Sharma, 2008).

J. curcas crece en regiones tropicales y subtropicales con limites de cultivo a 30° N 'y
35° S (Figura 2). También crece en altitudes de 0 a 500 m. J. curcas no es sensible a la

duracién del dia, por lo que puede ser cultivada en cualquier época del afio (Heller, 1996).

Figura 2. Zona limite del cultivo de Jatropha curcas (Fuente: FACT, 2007)
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Jatropha curcas, es un arbol pequefio o un arbusto grande que puede alcanzar una altura
de tres a cinco metros, pero en condiciones favorables puede alcanzar una altura de ocho a
diez metros (Kumar y Sharma, 2008). Tiene una vida aproximada de hasta 50 afios. Tiene
raices profundas que la hacen muy adecuada para las condiciones semi-aridas. J. curcas
puede sobrevivir con un minimo de 250 a 300 mm de precipitacion anual pero necesita por
lo menos 600 mm para florecer y formar frutos. La precipitacion 6ptima para la produccion
de semillas se estima entre 1000 y 1500 (FACT, 2007). Segun referencias bibliogréaficas
(Heller, 1996), en el lugar de origen de J.curcas las precipitaciones anuales rondan entre los
500 y los 1000 mm vy la temperatura anual supera los 18°C. La planta es monoica y las
inflorescencias terminales contienen flores unisexuales. La proporcién de los machos con el
rango de floracion de la hembra es de 13:1 a 29:1 (Achten et al., 2008). Jatropha puede
tolerar altas temperaturas, pero en general se ve principalmente afectada por las heladas, lo
que le causa un dafio inmediato (Heller, 1996).

En los diferentes paises y regiones, los rendimientos de las semillas de J. curcas
pueden variar de 0.4 a 12 t/ha/afio. (Openshaw, 2000). Francis et al., (2005) mencionan que
los rendimientos individuales de los arboles oscilan entre 0.2 a 2.0 kg de semillas por afio.
Los rendimientos potenciales de J. curcas en condiciones semiaridas en Andhra Pradesh,
India, se pronostica en 1.0 t/ha (Wani et al., 2008). Durante un periodo de 17 afios, las
producciones de J. curcas en Nashik, India tuvieron como promedio menos de 1.25 t/ha
(Ghokale, 2008). Por otra parte, con buena tierra y con el aumento de las precipitaciones
mas las practicas éptimas de cultivo, se han reportado rendimientos que van de 5 — 7 t/ha
(Achten et al., 2008, FACT, 2007). Abou Kheira y Atta (2009) mencionaron que el estrés

hidrico afecta en la produccién de semillas y no en las caracteristicas del aceite. Jongschaap
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et al. (2007) calcularon un rendimiento tedrico de semilla potencial de 7.8 t/ha en
condiciones Optimas.

Los arboles J. curcas muestran una variabilidad alta en su rendimiento, caracteristica
observada esencialmente en las variedades silvestres. Se observo que la variacion del
rendimiento anual de 19 arboles varia entre 0 y 850 gramos de semilla seca por arbol. Estos
datos muestran que la mayor perspectiva de mejorar el rendimiento se encuentra con la
mejora del germoplasma. También, se atribuye este comportamiento de rendimientos
uniformes a la falta de conocimiento del cultivo y a su manejo agronémico (FAO, 2010).

El aceite de Jatropha contiene aproximadamente el 24.60% de proteina cruda, 47.25%
de grasa bruta y 5.54% de contenido de humedad (Akintayo, 2004). La fraccion de aceite
de Jatropha contiene &cidos grasos saturados, principalmente el acido palmitico (16:0) con
14.1% vy el &cido esteérico (18:0) con 6.7%. Los acidos grasos insaturados consisten en
acido oleico (18:1) con un 47% vy el acido linoléico (18:2) con 31.6%. Aceite con alto
porcentaje de acido linoléico, oleico mono insaturados y poli insaturados podria ser un
sustituto eficiente para el combustible diesel (Augustus et al., 2002).

La evaluacion econdmica ha demostrado que la produccion de biodiesel de Jatropha es
muy rentable (Foidl et al., 1996). El aceite de Jatropha se puede utilizar como combustible
en motores diesel directamente y mediante la mezcla con metanol (Gubitz et al., 1999).
Berchmans y Hirata (2008) y Tiwari et al. (2007) han desarrollado una técnica para
producir biodiesel de Jatropha con alto contenido de acidos grasos libres (AGL 15%), en el
que fueron desarrolladas en dos etapas del proceso de transesterificacion al mejorar el
rendimiento de los ésteres metilicos. La primera fase consistia en un proceso de

pre-tratamiento &cido para reducir el nivel de acidos grasos libres en el aceite crudo de
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semillas de Jatropha a menos del 1% vy el segundo fue la base alcalina catalizada por este
proceso de trans-esterificacion lo que dio 90% de rendimiento de ésteres metilicos.

Con relacion al manejo agronomico, Jatropha se siembra en densidades que van desde
1,100 a 2,500 plantas por hectarea. Dependiendo de la competencia entre los arboles por el
agua, la luz y los nutrientes. En las zonas semiaridas, los sistemas de bajos insumos deben
utilizar mayor espaciamiento entre 3.0 x 2.0 x 3.0 0 3.0 x 2.5 x 3.0 m. La plantacion debe
ser alternada en las filas sucesivas para minimizar el sombreado mutuo. Ademas, debe
considerarse la posibilidad de acceso; por lo menos 2.5 m entre los &rboles que permitan un
paso mas facil a los recolectores de los frutos, ademas de un callejon de 5 m en cada cuarta
fila para facilitar el acceso de los vehiculos recolectores (FAO, 2010).

Una vez establecido el cultivo, el crecimiento es rapido. El brote principal puede
alcanzar 1 m de altura en un plazo de cinco meses, con todo el crecimiento vegetativo
durante la temporada de Iluvias. Los arboles suelen tener sus primeros frutos después de la
floracion en la segunda temporada de lluvias (Kumar y Sharma, 2008).

Se ha descrito que Jatropha tiene un requerimiento bajo de nutrientes, ya que se adapta
a suelos pobres, con un pH del suelo no superior a 9. Sin embargo, un cultivo productivo
requiere la fertilizacion correcta y el riego adecuado o lluvias en su caso. Igualmente, los
altos niveles de fertilizantes y el riego excesivo pueden inducir la produccién de una
biomasa total mayor a expensas de la produccion de semilla. Yin et al. (2012) reportaron el
aumento de fertilizante nitrogeno reduce el contenido de H,O, y malondialdehido (MDA).
Desafortunadamente, existen pocos datos sobre la respuesta a la fertilizacién en diferentes
condiciones de cultivo que dificultan hacer recomendaciones especificas para la nutricion

de los cultivos (Achten et al., 2008). Jatropha es todavia una planta silvestre de las cuales
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las propiedades basicas agrondmicas no son bien conocidas y los efectos ambientales no se
han investigado suficiente (Fairless, 2007).

Las influencias negativas de la salinidad en J. curcas es principalmente debido a la
toxicidad de Na" y CI" y desequilibrio nutricional causado por disminucion de la absorcion
de K por antagonismo de Na* (Kumar et al., 2008, Silva et al., 2011, Diaz-Lépez et al.,
2012a). Esta mayor acumulacion de Na® en las hojas de J. curcas muestra que el
mecanismo para bloquear la transferencia de Na* no esta funcionando eficientemente bajo
altas concentraciones de sal (Diaz-L6pez et al., 2012a).

J. curcas podria ser considerada una planta que tiene alta capacidad de ajuste osmético
debido a la reduccién de la conductividad estomatica, reduccion de crecimiento, bajo estrés
por salinidad y sequia (Silva et al., 2010a, b, 2013, Sapeta et al., 2013). Diaz-Lépez et al.
(2012b) mencionaron que la disminucién de la conductividad estomatica se produjo sin
ningln cambio en la presion de turgencia, sugieren que el cierre de los estomas es un
proceso activo para mantener el estado hidrico de la planta, evitando la pérdida de agua por
la transpiracion.

Bajo estrés por la salinidad, la acumulacion de azucares solubles totales, prolina y
aminoacidos se incrementaron para proteger los dafios de radicales libres y
desnaturalizacion (Silva et al., 2013, dos Santos et al., 2013). Ademas, el estrés salino
indujo aumento de la actividad de SOD, CAT, APX y POX, mientras que la peroxidacion
lipido y la difusion electrolitica se incremento por la salinidad (Kumar et al., 2008, Silva et
al., 2013). Posiblemente, el aumento de la actividad antioxidante no podria ser suficiente

para detener los efectos negativo de NaCl (Campos et al., 2012).
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En general, la salinidad reduce la acumulacién de nitrogeno en las plantas. Sin
embargo, Patel et al., (2010) reportaron que J. curcas aumentd el contenido de nitrégeno

con el aumento de la salinidad por incremento del contenido de prolina.

2.11. Jatropha cinerea

Jatropha cinerea (Arizona nettlespurge, ashy jatropha, ashy limberbush) se conoce en
México con el nombre de Lomboy y pertenece a la familia Euphorbiaceae. Es una especie
relacionada con J. curcas. J. cinerea es una mas de las especies arbéreas dominantes en
Baja California Sur, México (Arriaga y Leon, 1989). J. cinerea se encuentra en la zona
costera, asi como en la zona no salina y marginal en Baja California Sur. Necesita de una
temperatura minima de 15°C. Se encuentra en tierras marginales con suelo salino a lo largo
de las areas rocosas y costeras. Es un arbol de 1-5 m de altura, con un tamafio de hoja de
2-7 cm. Sus frutos tienen de 3 a 4 de semillas y su tamafio es 1-1.2 cm; cada semilla pesa
aproximadamente 0.5 g. La semilla cuenta con los siguientes valores bromatoldgicos:
proteina 28%, fibra 6%, aceite 50%, carbono 4% (Bachstes y Gomez, 1947). En verano, la
planta asume una coloracion violeta rojizo. Por su suculencia se ha utilizado como

medicina tradicional por los habitantes en estas zonas aridas.



Figura 3. Fruto de Jatropha cinerea (Fuente: Bachstes y Gomez, 1947)
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3. JUSTIFICACION

Con base al plan de bioenergéticos del pais, uno de las estrategias para el desarrollo
bioenergético, es promover y desarrollar los cultivos sin poner en riesgo la seguridad
alimentaria del pais. Jatropha curcas, es una planta que contiene elevada concentracion de
aceite en su semilla, la cual podria ser un cultivo alternativo en las zonas aridas, debido a su
alta capacidad de adaptacion a tierras marginales con bajo o nulo potencial productivo. Por
otra parte, debido a que J. curcas es un cultivo con moderada tolerancia a la salinidad, es
factible de utilizar como una oportunidad para reintegrar suelos improductivos a la
produccién agricola, que generalmente tienen problemas por contaminacion de sales y poca
disponibilidad de agua, evitando la competencia por los recursos de suelo y agua para la
produccién de alimentos. Los reportes publicados a la fecha mencionan que el crecimiento
y la produccién de semilla pueden variar por la salinidad. Sin embargo, no existen
suficientes estudios sobre cultivo de Jatropha curcas en suelos salinos o en riego con agua
contaminada con sales, los cuales son caracteristicas del desierto. Las respuesta de Jatropha
curcas bajo condiciones de estrés abidtico por salinidad y el efecto de fertilizacion
nitrogenada bajo estrés salino comparando con Jatropha cinerea, la cual se adapta a suelo
seco y salino, podra dar un avance para establecer el manejo agronémico de este cultivo en

las zonas aridas del noroeste de México.
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4. PROBLEMA CIENTIFICO

Obtener informacion bésica para evaluar el uso de la planta de Jatropha curcas como
una oportunidad para reintegrar suelos improductivos a la produccion agricola, donde tiene
problema de la salinidad con el suelo y agua, plantémoslos siguientes preguntas a resolver

en el desarrollo de nuestra investigacion.

® Umbral de salinidad para J. curcas y J. cinerea a tolerar conociendo la respuesta por
indicadores del crecimiento, morfologia, fisiologia, bioquimica y el contenido de
minerales a diferentes gradientes de salinidad bajo estudio.

® Conocer la diferencia de ambas especies de Jatrophas a la tolerancia a la salinidad en
cada etapa de crecimiento.

® Conocer que especie tiene mayor tolerancia a la salinidad, J. curcas o J. cinerea? que
indicador revela nivel de tolerancia a diferente gradientes de salinidad entre dos
especies?

® Conocer si la fertilizacion nitrogenada en las dos especies puede mitigar el efecto de la
salinidad por aumento de aplicacion.

® Y finalmente, es factible que la especie de J. curcas puede tener produccién de la

semilla evitando el efecto del estrés salino y hasta que niveles de salinidad ?
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Evaluar la respuesta al estrés salino y la fertilizacion nitrogenada en Jatropha curcas y
Jatropha cinerea a través de los cambios en indicadores de crecimiento, morfologia,
fisiologia, bioquimica y el contenido de minerales en el tejido vegetal, asi como la
produccién de semilla que nos de la informacién bésica para determinar la capacidad de

establecer su cultivo en suelos salinos irrigados con agua de moderada a elevada salinidad.

5.2. Objetivo Particulares

1. Evaluar la respuesta al estrés salino en la etapa de germinacién de Jatropha curcas y
Jatropha cinerea por los cambios en los indicadores de crecimiento tales como biomasa y
porcentaje de germinacion.

2. Evaluar la respuesta al estrés salino en la etapa de desarrollo vegetativo de Jatropha
curcas y Jatropha cinerea por cambios en los indicadores de biomasa, crecimiento, estado
hidrico, actividad fotosintética, pigmentos fotosintéticos, contenido de minerales y
actividad enzimatica antioxidante.

3. Evaluar la respuesta a la fertilizacion nitrogenada bajo estrés salino en la etapa de
desarrollo vegetativo de Jatropha curca y Jatropha cinerea por cambios en los indicadores
de biomasa, estado hidrico, pigmentos fotosintéticos y contenido de minerales.

4. Evaluar la respuesta al estrés salino en etapa de produccion de semilla de Jatropha
curcas y Jatropha cinerea por cambios en los indicadores de estado hidrico, actividad
fotosintética, pigmentos fotosintéticos, contenido de minerales, actividad enzimatica

antioxidante y rendimiento de semillas.
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6. HIPOTESIS

Bajo condiciones de estrés por salinidad, Jatropha curcas, que es una especia nativa de
las zonas tropicales y Jatropha cinerea, la cual se adapta a suelo seco y salino, mostraran
respuestas diferenciadas en la morfologia, fisiologia y bioquimica que repercutiran en el
rendimiento de semillas para aclimatarse al estrés salino. Ademas, las dos especies de
Jatrophas mostraran diferente nivel de tolerancia a la salinidad en la germinacion,
desarrollo vegetativo y produccién de semilla. Por otra parte, el efecto de la salinidad
afectara la absorcion de iones CI" y Na' vy la aplicacion de una fertilizacion nitrogenada
aumentara la produccion de biomasa y mejorara el estado hidrico de las plantas moderando

el efecto del estrés salino.



29

7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Recoleccion de semillas

Las semillas de J. curcas fueron adquiridas en el mercado de las comunidades rurales
de la zona de Papantla en el estado de Veracruz en el afio de 2009. Por otra parte, las
semillas de J. cinerea se colectaron en las poblaciones naturales que crecen en el campo
experimental del Ceproveg (Campo de propagacion vegetativa del Gobierno del Estado) en

la delegacion de El Carrizal, La Paz, BCS el 15 de diciembre de 2009.

7.2. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de germinacion
7.2.1. Siembra de semilla

Las semillas de J. curcas y J. cinerea se esterilizaron con hipoclorito de sodio al 0.5%
por 10 min y se enjuagaron tres veces con agua destilada. Se colocaron diez semillas en
cajas petri con distintas soluciones de NaCl (0 mM (control), 50 mM, 100 mM, 200 mM)
en un ambiente controlado dentro de una camara de germinacion con temperatura de 25°C
y ausencia de luz total. La germinacion se consideré cuando la radicula alcanzé una

longitud de 1 mm.

7.2.2. Evaluacion de la germinacion y emergencia

Se evaluaron el porcentaje de germinacién, la longitud de la radicula (r) y del
hipocotilo (h) y la relacion de h/r después de los diez dias de la siembra. Posteriormente, se
registraron los pesos frescos de la radicula y del hipoco6tilo. Para obtener el peso seco de los
tejidos mencionados, las plantas fueron deshidratadas en un horno a 80°C por 48 h,

respectivamente.
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7.2.3. Andlisis estadistico

Se efectud el andlisis de varianza (ANOVA) con los datos obtenidos seguido de
pruebas post’hoc de Tukey para las comparaciones multiples (p < 0.05) utilizando el
paquete estadistico STATISTICA v.6 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK). Para el andlisis de
porcentaje de germinacion, los datos fueron transformados previamente por con la funcion

arcoseno (Sokal y James, 1988) para ANOVA.

7.3. Efectos del estrés por salinidad en la etapa vegetativa
7.3.1. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, estado hidrico, contenidos de

minerales y actividad de antioxidantes en la etapa vegetativa
7.3.1.1. Material vegetal y cultivo

El 2 de marzo de 2010 semillas de J. curcas y J. cinerea fueron sembradas en una
camara de germinacion a 25°C de temperatura en la obscuridad por 14 dias. Posteriormente
cuatro plantulas fueron trasplantadas en macetas (4L) con sistema hidrop6nico con tres
réplicas, cambiando la solucion nutritiva una vez por semana. Al inicio las plantulas se
cultivaron con una solucion Hoagland (Hoagland y Snyder, 1933) (pH 5.0) al 50% sin
tratamiento de NaCl por un periodo de una semana. Después de este tiempo, se aplicaron
los tratamientos de NaCl (0 mM (control), 50 mM, 100 mM, 200 mM) en dicha solucién de
Hoagland al 50%.

El experimento se realiz6 en el invernadero con una proteccion de malla sombra en el
campo experimental del Programa de Agricultura en Zonas Aridas del Centro de

Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), ubicado en los terrenos costeros



31

de El Comitan, localizado a 24° 08" latitud norte y 110° 24" longitud oeste, La Paz, Baja

California Sur, México. La temperatura promedio durante el periodo del cultivo fue 22.5°C.

7.3.1.2. Evaluacion del crecimiento

Para obtener los datos de crecimiento, los periodos de recoleccion de las muestras en
los tratamientos estudiados fueron a los 0 y 28 dias. Las plantulas se cosecharon, se midié
la longitud del tallo y la raiz y se registraron los pesos frescos de tallo, hoja y raiz. Se midié
el area foliar con un medidor portatil (LI-3000A, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE).
Posteriormente, las plantas fueron deshidratadas en un horno a 70°C por 48 hrs para
registrar los pesos secos de tallo, hoja y raiz. Ademas, se calculd la tasa relativa de
crecimiento (RGR), la tasa de asimilacion neta (NAR), el cociente de la superficie foliar
(LAR), todas ellas referidas por sus siglas en inglés con las férmulas siguientes:

RGR (g g * dia™) = (INPSe-PSy) / (to-t,)

NAR (g cm2day ) = [(PSp-PSw) * (INLAlp-InLAIL)] / [(t-tr) % (LAlp-LAly)]

LAR (cm? g ™%) = (AFt,— AFt;) / (PSt,— PSty) x [(In PSi / PSty) / (In AFy, / AFt)
donde, PS = peso seco, LAI (indice area foliar), t = dia de cosecha, 1 = primer dia de
cosecha (0 dias después del tratamiento) y 2 = Gltimo dia de cosecha (28 dias después del
tratamiento), AF = area foliar.

El contenido de agua fue calculado con la formula siguiente:

Contenido de agua (%) = [(PF-PS) / PF] x100

donde, PS = peso seco, PF = peso fresco.
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7.3.1.3. Conductividad estomatica

El registro de la resistencia a la difusion estomatica y la tasa de transpiracion (E) se
realizaron con un porémetro (LI-1600, LI-COR Biosciences) a los 14 dias de tratamiento.
La conductividad estomatica (gs) se calculd como el inverso de la resistencia a la difusion
estomatica. Las mediciones se realizaron dos veces; de las 09:00 a las 10:00 h (mafiana) y
de las 12:00 a las 13:00 h (mediodia) en el invernadero. La temperatura de la hoja fue 21.2
+ 0.8°C en la mafiana y 32.6 £ 0.4°C a mediodia. La radiacion fotosintéticamente activa
(RFA) en el invernadero fue 388 + 72 mol cm?s' en la mafiana y 594 + 46pmol m?s™a

mediodia.

7.3.1.4. Clorofila

El grado de descomposicion de la clorofila de las hojas se determind utilizando un
medidor (SPAD-502, Camara Minolta, Tokio, Japon), para medir la florescencia de la
clorofila en la tercera hoja desde el &pice una vez por semana durante 4 semanas,

respectivamente.

7.3.1.5. Potencial hidrico

El registro de potencial hidrico se llevé a cabo con un higrometro (WE4-T, Decagon
Devices, Pullman, WA) en las hojas de la tercera posicion del punto de crecimiento de la

planta, en muestras colectadas a los 14 dias (10 h de la mafiana).

7.3.1.6. Composicion de minerales

Las muestras de tejido vegetal de J. curcas y J. cinerea se deshidrataron en horno a

70°C por 48 hrs. Los tejidos de las hojas, tallo y raices se pulverizaron en molino eléctrico



33

hasta obtener un material completamente fino y homogeneo. Para el andlisis de cationes
(Ca®*, Mg?*, K" y Na"), se pesaron 0.2 g, realizando su extraccién mediante digestion
acida y adicionando 5.0 ml de solucién digestiva (H.SO4:HCIO4:HNO3) en la proporcion
1:4:10. Las muestras se colocaron en una plancha caliente. Una vez digeridas, se
adicionaron 3 ml de acido clorhidrico al 50%. El contenido de cationes se analizé con un
espectrofotometro de absorcion atémica (AA660, SHIMAZU, Kyoto, Japdn). Para
determinar el analisis de aniones (CI, N-NOs* y SO,%), se pesaron 0.3g de cada muestra
seca y molida. Para su digestion, las muestras se calentaron durante 1 min en ebullicién y
se filtraron con papel filtro. El contenido de aniones se determind mediante cromatografia
de iones (HIC-6A, SHIMAZDU, Kyoto, Japon).

Las concentraciones de soluto de tejido fueron convertidos a la osmolaridad basado en
el contenido de agua de los tejidos. El potencial osmético (¥s) de Na*, K*, Ca** y Mg?* se
calculé de acuerdo a la ecuacion de van't Hoff: Ws = -nRT/V, donde n=nimero de
moléculas de soluto, R=constante universal de los gases, T=temperatura en grados Kelvin,

y V=volumen en litros (Song et al., 2006).

7.3.1.7. Preparacion de extractos crudos

Para los analisis bioquimicos (proteina total, superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), concentracion de malondialhido (TBARS), se tomaron muestras de la tercera hoja
de la planta a partir del apice a los 21 dias. Despues del muestreo las hojas se congelaron
con nitrogeno liquido y se mantuvieron a -80°C en un ultra congelador hasta analizarlas.
Las muestras fueron pulverizadas con nitrégeno liquido utilizando un mortero y un pistilo.

Se homogenizaron 0.2 g de muestra con 2 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M,
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pH 7.0, ademas de 0.2 g de polivinil-polipirrolidona (PVPP), 20 u de fenil-metil-sulfonil
fluoruro (PMSF) 1uM en hielo. Se centrifugd a 10,620 g a 4°C por 10 min. Los extractos

crudos obtenidos se dividieron en tubos eppendorf para realizar los analisis bioquimicos.

7.3.1.8. Contenido de proteina total

El contenido de proteina total se determino de acuerdo al método descrito por
Bradford (1976), el cual consiste en utilizar el colorante azul (Bio-Rad, Cat. 500-0006), que
en respuesta a la concentracion de proteina reacciona con los residuos de los amino acidos
bésicos, especialmente la arginina. La determinacion de proteina se realizé por triplicado

expresandose en mg- ml™.

7.3.1.9. Actividad de la superoxido dismutasa (SOD) total

La actividad enzimatica SOD total (E.C. 1.15.1.1) se midi6 de acuerdo al método
descrito por Suzuki (2000). Se utiliz6 el sistema xantina/xantina oxidasa como un
generador constante del radical superdxido, el cual al entrar en contacto con el nitroazul de
tetrazolio (NBT) lo reduce y forma un producto Ilamado formazan cuyo cambio puede ser
detectado por espectrofotometria cuando la SOD inhibe la reduccién del NBT. Se midio el
cambio de absorbencia a 560 nm por espectrofotometria (Jenway 6505, Jenway, UK) cada
30 s por 5 min. El método define una unidad de SOD como la cantidad de enzima que
causa el 50% de inhibicion de NBT a formazan. La determinacion de la SOD se realiz6 por

triplicado expresandose en unidad de SOD-mg proteina™.

7.3.1.10. Actividad de la catalasa (CAT)
La actividad enziméatica CAT (E.C. 1.11.1.6) fue medida de acuerdo al método
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descrito por Aebi (1984), mediante la desaparicion de peroxido de hidrégeno (H20,) en
solucién amortiguadora y seguida de una longitud de onda de 240 nm en espectrofotdmetro
(Jenway 6505, Jenway, UK). La mezcla de la reaccion estuvo compuesta por H,0, 20 mM
en la solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.0 y 10ul de extracto de enzima en un
volumen total de 1.5 mL. La solucién amortiguadora se mantuvo a 25°C y las muestras a
4°C. La determinacion de la CAT se realizo por triplicado expresandose en unidad de CAT -

mg proteina™.

7.3.1.11. Actividad de la peroxidasa (POX)

La actividad enzimatica POX (E.C. 1.11.1.7) se midi6 de acuerdo al método descrito
por Kar y Mishra (1976). Se homogenizaron 0.2 g de muestra pulverizada en mortero con
buffer de fosfato de potasio 0.1M, pH 6.8. Se centrifugaron 2,124 g a 4°C por 15 min. La
mezcla de 2.5 ml de reaccion contiene 500 ul de enzima, 125 ul de buffer de fosfato de
potasio, 24.5 ul de H,0,. Esta mezcla se incubd a 25°C por 1 min. La reaccion se detuvo
para adicionar 0.5 ml de H,SO,4 5% (v/v). La cantidad de purpurogalina se determiné por la

medicion de la absorbencia a 420 nm por espectrofotometria (Jenway 6505, Jenway, UK).

7.3.1.12. Nivel de peroxidacién de lipidos (TBARS)

La concentracion de TBARS se determiné de acuerdo al método descrito por Persky
et al., (2000). Los hidroperdxidos y aldehidos lipidos resultantes de la peroxidacion de la
membrana celular reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBA) para formar malondialhido
(MDA), un pigmento rosa cristalino con absorcion maxima de 535 nm. La mezcla de la

reaccion estuvo compuesta por 250 ul de extracto de enzima, 250 ul de &cido
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tricloroacético (TCA) y 500 ul de TBA. La mezcla de la reaccion se incubd a 90°C por 30
min. Posteriormente se colocaron en bafio de hielo para enfriarlos. Se centrifugaron a 2,655
g a 4°C por 10 min. La medicion de malondialehido se realiz6 a 535 nm de longitud de
onda por espectrofotometria (Jenway 6505, Jenway, UK); el contenido de TBARS se

expres6 como nmol TBARS-mg de proteina™.

7.3.1.13. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron determinados por el anélisis de varianza (ANOVA) seguido
de pruebas post’hoc de Tukey (P < 0.05) para las comparaciones multiples utilizando el
paquete estadistico STATISTICA v.6 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK). El andlisis de
componentes principales (PCA: P < 0.05) se realizé utilizando el paquete estadistico

XLSTAT v. 2013.5.05 (Addinsoft, Paris, France).

7.3.2. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, tasa de asimilacion de CO,, estado

hidrico y contenido de minerales en la etapa vegetativa
7.3.2.1. Material vegetal y cultivo

Para evaluar el efecto de NaCl en la tasa de asimilacion de CO,, se cultivaron J.
curcas y J. cinerea en el 14 de Julio de 2010. Las semillas fueron sembradas en una camara
de germinacion con temperatura a 25°C en la obscuridad por 14 dias. Posteriormente, tres
plantulas fueron trasplantadas en macetas (4L) con sistema hidroponico, cambiando la
solucion nutritiva una vez por semana. Al inicio, las plantulas se cultivaron con una
solucion de Hoagland (pH 5.0) al 50% sin tratamiento de NaCl por una semana. Después de
este tiempo, se aplicaron los tratamientos de NaCl (0 mM (control), 25 mM, 50 mM, 100

mM) conteniendo en todos los tratamientos salinos solucién de Hoagland al 50%,
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respectivamente.
Este experimento se realizé en el mismo lugar del experimento anterior (7.3.1), con

cinco repeticiones. La temperatura promedio durante el cultivo fue 26.0°C.

7.3.2.2. Evaluacion de crecimiento

Para la obtencion de datos de campo, los periodos de recoleccion de las muestras en los
tratamientos estudiados fueron a los 0 y 21 dias. Las plantulas fueron cosechadas midiendo
la longitud del tallo y de la raiz; se registraron los pesos frescos de tallo, hojas y raiz.
Posteriormente, las plantas fueron deshidratadas en un horno a 70°C por 48 hrs para

registrar los pesos secos de tallo, hojas y raiz.

7.3.2.3. Tasa de asimilacion de CO, en el tejido de las hojas

Los registros de la tasa de asimilacién de CO; (A), E, gs y la concentracion de CO,
intercelular (Ci) se midieron con el analizador de gas (LCi, ADC, Hoddesdonm, UK) en el
periodo de aplicacién de los tratamientos a los 18 dias. ElI promedio de la condicion de
medicién ambiental fue en temperatura, 37 + 3°C, la de RFA de 340 + 60 mol cm?s' y 40%
de humedad relativa.

La eficiencia de la carboxilacion instantanea y eficiencia del uso de agua fue calculada
con la férmula siguiente:

Eficiencia de la carboxilacion instantanea = A/Ci

Eficiencia del uso de agua = A/E

Donde, A = tasa de asimilacién de CO, Ci = concentracion de CO; intercelular, E=

tasa de transpiracion.
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7.3.2.4. Contenido de clorofila

Los registros de los contenidos de la clorofila a, b y total se llevaron a cabo a los 21
dias, colectando las muestras de la tercera hoja (3.9cm?) y depositandolas en solucién de
acetona al 80% por 72 horas a 24°C en oscuridad. El contenido de clorofila se determind
con la absorbencia a longitudes de onda de 645 nm y 663 nm en un espectrofotdmetro
(DU800, Beckman Coulter, CA).

El contenido de clorofila fue calculado con las formulas siguientes:

Clorofila a =(Ags3x12.7) — (Ass5%2.59)

Clorofila b =( Ags5x22.9) — ( Ass3%4.68)

Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b

7.3.2.5. Estado hidrico

Para el registro del potencial hidrico, las colectas de muestras se tomaron de las hojas
en la tercera posicion del punto de crecimiento de la planta a los 7, 14 y 21 dias (11 de la
mafana). El potencial hidrico se midi6 con un higrometro (WE4-T, Decagon Devices, Inc).

El contenido relativo de agua (RWC) se determiné como un indicador de equilibrio. El
RWC se estimé con la modificacion del método de Smart y Bingham (1974). Las muestras
se tomaron de las hojas en la tercera posicion del punto de crecimiento de la planta a los 21
dias. EI RWC se calculo con las formulas siguientes:

RWC (%) = [(PF-PS) / (PT-PS)] x 100

Donde; PF = peso fresco, PS = peso seco, y PT = peso turgente.



39

7.3.2.6. Composicion de minerales

Las muestras de tejido vegetal de J. curcas y J. cinerea se deshidrataron en horno a
70°C por 48 hrs. Los tejidos de las hojas, tallo y raices se pulverizaron en molino eléctrico
hasta obtener un material completamente fino y homogeneo. Para el andlisis de cationes
(Ca?*, Mg*, K*, Na"), se pesaron 0.2 g, realizando su extraccién mediante digestién acida
y adicionando 5.0 ml de solucion digestiva (H,SO4:HCIO4:HNO3) en la proporcion 1:4:10.
Las muestras se colocaron en una plancha caliente. Una vez digeridas, se adicionaron 3 mi
de acido clorhidrico al 50%. El contenido de cationes se analizd con un espectrofotometro
de absorcién atomica (AA660, SHIMAZU, Kyoto, Japon). Para determinar el anélisis de
aniones (CI', N-NO3%), se pesaron 0.3g de cada muestra seca y molida. Para su digestion,
las muestras se calentaron durante 1 min en ebullicion y se filtraron con papel filtro. El
contenido de aniones se determind mediante cromatografia de iones (HIC-6A, SHIMAZDU,

Kyoto, Japdn).

7.3.2.7. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se determinaron por el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de
pruebas post’hoc de Tukey (p < 0.05) para las comparaciones mdltiples utilizando el

paquete estadistico para computadora STATISTICA v.6 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK).

7.4. Efecto de la fertilizacion nitrogenada contra el estrés por salinidad en la etapa de

crecimiento vegetativo
7.4.1. Cultivo y andlisis de crecimiento

Las semillas se sembraron en un sustrato de vermiculita esterilizado a 25°C en la

oscuridad para estimular la germinacién. En 20 dias, las plantulas uniformes en la etapa de
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la primera hoja fueron trasplantadas a macetas de 4 L con 4 litros de solucion de control
para el cultivo hidropdnico (Tabla IV) en un invernadero con iluminacion natural. Después
de 12 dias, las plantas se sometieron a dos niveles de concentracion de nitrégeno: 4 mM y 8
mM, preparados con NH4NOs. El tratamiento con N se combind con tres niveles de NaCl
de 0 mM, 50 mM y 100 mM para evaluar el efecto de interaccion entre N, y NaCl. Las
plantas fueron cultivadas durante tres semanas bajo tratamiento y la solucion se cambid
cada semana. La solucién se mantuvo con aire continuamente y el pH se ajust6 a 5.0
utilizando H,SO, diluido y KOH. EI experimento incluy6 cuatro réplicas de dos plantas en

cada tratamiento. La temperatura promedio durante el cultivo fue 18.0°C.

Tabla IV. Composicion de la solucion de cultivo

Concentracion (mM)

Nivel de nitrégeno 4 mM Nivel de nitrégeno 8 mM
NaCl 0(Control) 50 100 0 50 100
N 4.0 4.0 4.0 8.0 8.0 8.0
P 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
K 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
Ca 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Mg 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
EC(dSm™) 1.1 5.7 9.5 1.2 5.8 9.6

La concentracion de micronutrientes (g m™) fue Fe: 2.0, Mn: 0.5, B: 0.2, Zn: 0.1, Cu: 0.01,
Mo: 0.005.

7.4.2. Analisis de crecimiento

Las plantas se cosecharon a los 21 dias de tratamiento y se lavaron con agua destilada
para eliminar el polvo y otros residuos. Las plantas se separaron en hojas, tallo y raiz y se

registrd sus pesos frescos. El area foliar se midié con un medidor portatil (LI-3000A,
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LI-COR Biosciences, Lincoln, NE). Todas las muestras de raiz, tallo y hojas se

deshidrataron en un horno a 70°C durante 48 h para obtener el peso seco.

7.4.3. Clorofila

La fluorescencia de la clorofila de la hoja se determiné utilizando un medidor
(SPAD-502, Konica-Minolta, Tokio, Japdn) en la tercera hoja de la planta a partir del apice

una vez por semana por 21 dias.

7.4.4. Composicién de minerales

Las muestras de tejido vegetal se deshidrataron en horno por 48 hrs. Las
concentraciones de Na®, K*, Ca** y Mg”" se determinaron por espectrofotometria de
absorcion atémica (Z-6100, Hitachi, Tokio, Japon) después de la digestion con H,SO,. CI,
S04 y NO* fueron extraidos en agua hirviendo y la concentracién se determind por
cromatografia de iones (HIC-6A, Shimazu, Kyoto, Japon). El nitrogeno total se determind

de acuerdo con los métodos Gunning-kjeldahal.

7.4.5. Difusion electrolitica

La difusion electrolitica se utilizbé para evaluar la estabilidad de la membrana. La
difusion electrolitica se midi6 basandose en Lutts et al. (1996) utilizando un medidor
manual de la calidad de agua (D-54, HORIBA, Kyoto, Japon). Un cm; de cinco discos de
hoja para cada tratamiento se lavaron tres veces con agua desionizada para eliminar la
contaminacion superficial. Los discos de las hojas se colocaron en viales cerrados
individualmente con 10 ml de agua desionizada y se incubaron en un agitador a 25°C por

24 horas. Después de tomar la lectura de la conductividad eléctrica de la solucion (EC,), las
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muestras se trataron en autoclave a 120°C por 20 min y la ultima lectura (EC,) se
determiné después de enfriar la solucién a 25°C. La EL se define como sigue:

Difusion electritica (%) = EC,/ EC, x 100

7.4.6. Estado hidrico en las hojas

Para realizar la determinacion del potencial osmotico de hojas, las hojas totalmente
expandidas se molieron en nitrégeno liquido. Las muestras se centrifugaron a 10.000 g por
10 min. El potencial osmotico de la savia se midié mediante un osmometro de presion de
vapor (Vapro Osmometro 5520, Wescor Inc., UT).

El contenido de agua (CA) se calcul6 como: CA (%) = [(PF - PS) / PF] x 100

Donde: PF = peso fresco, PS = peso seco.

7.4.7. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos fueron determinados por el andlisis de varianza (ANOVA)
seguido de pruebas post’hoc de Tukey (p < 0.05) para las comparaciones mdltiples

utilizando el paquete estadistico STATISTICA v.6 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK).

7.5. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de produccion de semillas
7.5.1. Material vegetal y cultivo

El 2 de Marzo de 2010 las semillas de J. curcas y J. cinerea fueron sembradas en una
camara de germinacion con temperatura a 25°C en la obscuridad por 14 dias.
Posteriormente fueron trasplantadas en macetas de 4 L con sustrato (50% de musgo de
turba y 50% de arena). Al inicio del trasplante, se regaron con una solucién de Hoagland

(pH 5.0) al 50%. Después de un afio, las plantas fueron trasplantadas a macetas de 100 L en
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area abierta. Tres meses después del trasplante, iniciaron el tratamiento de salinidad
utilizando el agua de pozo con alto contenido de sal y agua para riego. Los tratamientos
fueron los siguientes: control (100% de agua de riego), nivel de salinidad 1 (50% de agua
de riego + 50% de agua de pozo) y nivel de salinidad 2 (100% de agua de pozo). El agua de
riego se mezclo con un fertilizante triple-20 (NPK) para contener 150 ppm de nitrogeno,
fosforo y potasio. Las semillas de las plantas fueron cosechadas en abril y agosto de 2012 y

se determino el peso seco y el numero de semillas.

7.5.2. Crecimiento

Para obtener los datos de la altura de planta y didmetro del tallo, los periodos de la
recoleccion de muestras en los tratamientos estudiados fueron a 40 meses. El didmetro de

tallo se midio 5 cm arriba de la superficie.

7.5.3. Tasa de asimilacion de CO; del tejido de las hojas

Los registros de A, E, gs ¥ C; se realizd con el analizador de gas (LCi, ADC,
Hoddesdonm, UK) el 31 de octubre de 2012. Las evaluaciones se realizaron de las 10:30 a
las11:30 h con iluminacion natural en el campo bajo 41+1°C de temperatura de aire,
15004200 pmol m?s™ de RFA (radiacién fotosintéticamente activa) y 200+1 pmol s de

flujo de aire.

7.5.4. Contenido de clorofila

Para registrar los contenidos de clorofila a, b y total, se colectaron las muestras de la
tercera hoja (3.9cm?) a partir apice de la planta el 31 de noviembre de 2012, depositandolas

luego en solucion de acetona al 80% en la obscuridad por 72 horas. La clorofila a y b se
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determinaron a través de la absorbencia en un espectrofotometro (DUS8OQO,
Beckman-Coulter, Brea, CA) a 645 nm y 663 nm de longitudes de onda, respectivamente.
El contenido de clorofila fue calculado con las formulas siguientes:

Clorofila a = (Ags3%12.7)-(Ags5%2.59)

Clorofilab = ( Ag45%22.9)-( Ags3%4.68)

Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b

La degradacion de clorofila en las hojas se determind en la tercera hoja desde el apice

utilizando un medidor (SPAD-502, Camara Minolta, Tokio, Japon) el 31 de octubre 2012.

7.5.5. Estado hidrico en las hojas

Para el registro del potencial hidrico, se tomaron las hojas del tercer nudo desde el
punto de crecimiento de la planta el 1 de noviembre de 2012. Inmediatamente, el potencial
hidrico se registr6 con un higrdbmetro (WE4-T, Decagon Devices, Pullman, WA) en el

laboratorio.

7.5.6. Analisis de minerales de tejido vegetal y solucion de nutrientes

Las muestras del tejido vegetal se deshidrataron en el horno por 48 h. Las
concentraciones de Na®, K*, Ca** y Mg®" se determinaron por espectrofotometria de
absorcion atomica (Z-6100, Hitachi, Tokio, Japdn) después de la digestion con H,SO,. Cl'y
NO* fueron extraidos en agua hirviendo y la concentracion se determiné por cromatografia
de iones (HIC-6A, Shimazu, Kyoto, Japén). El nitrégeno total se determind de acuerdo con
el método Kjeldahal.

Las concentraciones de soluto de tejido fueron convertidos a la osmolaridad basado en



45

el contenido de agua de los tejidos. El potencial osmético (Ws) de iones inorganicos se
calcularon de acuerdo a la ecuacion de van't Hoff: ¥s = —nRT / V, donde n = nimero de
moléculas de soluto, R = constante universal de los gases, T = temperatura en grados

Kelvin, y V es el volumen en litros (Song et al., 2006).

7.5.7. Preparacion de extractos crudos

Para los analisis bioquimicos (proteina total, SOD, CAT, TBARS), la muestra se tomo
el 31 de octubre de 2012 en la tercera hoja de la planta a partir del apice. La preparacién de

extractos crudos fue realizada con el mismo procedimiento mencionado en el inciso 7.3.1.7.

7.5.8. Contenido de proteina total, SOD, CAT, POX, TBARS
La determinacion del contenido de proteina, la actividad de SOD, CAT, POX y nivel

de peroxidacion de lipidos (TBARS) fue realizado con el mismo procedimiento

especificado en los incisos 7.3.1.8. a 7.3.1.12.

7.5.9. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos fueron determinados por el andlisis de varianza (ANOVA) seguido
de pruebas post’hoc de Tukey (p < 0.05) para las comparaciones mdultiples utilizando el

paquete estadistico STATISTICA v.6 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK).
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8. RESULTADOS

8.1. Efectos del estrés por salinidad en la etapa de germinacion
8.1.1. Efecto en el porcentaje de germinacion

La germinacion se observo al tercer dia en J. curcas y al cuarto dia en J. cinerea
(Figura 4). J. curcas alcanzé la méxima tasa de germinacion al sexto dia y J. cinerea en el
décimo dia. Hubo una disminucion y un retraso por efecto de la salinidad en las dos
especies. Al décimo dia, ambas especies se vieron afectadas por la salinidad disminuyendo
sus porcentajes de germinacion significativamente en el tratamiento de 50 mM de NaCl. En
J. curcas, la germinacion disminuyé una vez mas en 100 mM y en J. cinerea en 200 mM.
En comparacion, J. cinerea mantuvo un alto porcentaje hasta los 100 mM de NaCl con
respecto a J. curcas. Por otra parte, J. curcas mostré mayor capacidad de germinacion a los

200 mM de NaCl.
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Figura 4. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en la germinacion acumulada de Jatropha
curcas (A) y Jatropha cinerea (B). Los datos representan la media+error estandar (n=5). La
misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). o— 0 mM NaCl, -

50 mM, A— 100 mM, e—200 mM
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8.1.2. Efecto en el crecimiento

El peso seco total disminuyo por los tratamientos de salinidad significativamente en 50
mM en las dos especies (Figura 5), de la misma forma el peso seco total de la radicula y del
hipocdtilo en los mismos 50 mM (Tabla V). Con relacion al control, el peso seco de la
radicula de J. curcas fue 23% en 50 mM, 21% en 100 mM, y 7% en 200 mM; en J. cinerea
fue 30%, 12%, 1%, respectivamente. El peso seco del hipocétilo de J. curcas fue 18% en
50 mM, 35% en 100 mM, y 6% en 200 mM; en J. cinerea fue 24%, 8%, y 2%,
respectivamente. El peso seco de la radicula y del hipocétilo de J. curcas se vio mas
afectado que los de J. cinerea por la salinidad en 50 mM. Sin embargo, J. cinerea fue
afectada principalmente en altas concentraciones del sal (>100 mM). La relacién
hipocdtilo/radicula (H/R) no se vi6 afectada por los tratamientos de salinidad en las dos
especies (Tabla V).

La longitud de la radicula disminuy6 con el aumento en la concentracion de NaCl en
la solucion en ambas especies (Tabla V). J. curcas disminuyo su longitud de radicula en 50
mM mientras que J. cinerea en 100 mM. Con relacion al control, la longitud de la radicula
de J. curcas fue de 22% en 50 mM, de 17% en 100 mM, y de 8% en 200 mM; en J. cinerea
fue de 32%, 16% vy 1%, respectivamente. La longitud del hipocétilo también
significativamente disminuy6 por la aplicacion del tratamiento de NaCl: en 50 mM en J.
curcas y en J. cinerea en 100 mM (Tabla V). Con relacion al control, el hipocotilo de J.
curcas fue de 20% en 50 mM, de 25% en 100 mM, y de 14% en 200 mM; en J. cinerea fue
de 30%, 14%, y 2%, respectivamente. Tanto la longitud de la radicula y del hipocétilo de J.
curcas se vieron mas afectadas que en J. cinerea por la salinidad en 50 mM. Sin embargo, J.

cinerea se vio mas afectada en altas concentraciones de sales (> 100 mM).
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Figura 5. Efecto del NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el peso seco total de Jatropha curcas
(A) y de Jatropha cinerea (B). Las barras representan la mediaterror estandar (n=5). Las

barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05).
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El contenido de agua (CA) no se vio afectado significativamente por los tratamientos

de NaCl en ninguna de las dos especies (Tabla V).

Tabla V. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en peso seco (PS), contenido de agua (CA),
la relacion entre hipocétilo y radicula (H/R), longitud de radicula e hipocotilo de Jatropha
curcas y Jatropha cinerea. Los datos significan el promedio (n=5). La misma letra indica

que son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05)

PS(9) Longitud(mm)
: _ H/R _ _ CA
NaCl (mM) radicula  hipocétilo radicula hipocétilo
Jatropha curcas
0 0.081*°  0.487° 6.0" 15.4° 13.9° 75.17
50 0.019°  0.094° 49° 3.3 2.7° 75.0
100 0.017°  0.124° 767 2.6 3.5° 80.2"
200 0.006"°  0.039" 6.87 1.3 1.9° 85.0"
Jatropha cinerea
0 0.079*°  1.312° 18.1%% 2582 24.2° 76.3
50 0.024°  0.315° 12.9% 8.3 7.3%P 79.97
100 0.010°  0.136" 11.8* 4.1° 3.4b¢ 78.3°
200 0.001°  0.027° 263 0.2° 0.6° 87.6'

"= no significativo

8. 2. Efectos del estrés por salinidad en la etapa vegetativa
8.2.1. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, estado hidrico, contenidos de
minerales y actividad de antioxidantes
8.2.1.1. Efecto en el crecimiento
La duracion de aplicacion del tratamiento de salinidad fue de 28 dias; la produccion de

biomasa disminuy6 por la salinidad en las dos especies de Jatropha evaluadas en este
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estudio. Con relacion al control, el peso seco total de J. curcas fue 46% en 50 mM, 16% en
100 mM vy el 10% en 200 mM de NaCl; el de J. cinerea fue 55%, 32% y 8%,
respectivamente (Figura 6). La biomasa de J. curcas disminuyo ligeramente mas que en J.
cinerea debido al causa del estrés por salinidad. El crecimiento de J. curcas fue mas
afectado que el de J. cinerea en 50 y 100 mM. En 200 mM, las dos especies disminuyeron
menos del 10% respecto al control, y el peso seco de la raiz y el vastago de ambas especies
de Jatropha también se vieron afectados por el tratamiento de NaCl; la produccion de
biomasa de las raices y del vastago en J. curcas fue mas afectada que en J. cinerea (Tabla
VI). En las raices, el peso seco de J. curcas disminuy0 significativamente en 50 mM y el de
J. cinerea fue en 200 mM. J. curcas fue 53% en 50 mM, 23% en 100 mM y 14% en 200
mM de NaCl; en J. cinerea fue 64%, 47% y 12%, respectivamente. En el vastago, el peso
seco disminuyd significativamente en 50 mM en las dos especies. En J. curcas fue 44% en
50 mM, 15% en 100 mM y 9% en 200 mM de NaCl; en J. cinerea fue 53%, 29% y 7%,
respectivamente. Asi, la salinidad afecté en mayor proporcién la biomasa del vastago que la
de la raiz.

En las dos especies, la longitud del tallo y de la raiz disminuyd significativamente con
el aumento de la concentracion de NaCl (Tabla VI). En las dos especies, la longitud de la
raiz disminuyé significativamente en 200 mM. En cambio la longitud del vastago de J.
curcas disminuy6 en 50 mM y en J. cinerea en 100 mM. Comparando el crecimiento de las
raices y del vastago, las raices fueron afectadas en menor proporcion que el vastago por el
estrés de salinidad.

En las dos especies, la caida de las hojas se presento en la primera semana después de

la aplicacion del tratamiento solo en las concentraciones de 100 mM y 200 mM. El éarea



52

foliar y el nimero de las hojas disminuyeron significativamente con el incremento en los
niveles de NaCl en las dos especies (Tabla VII). El area foliar de J. curcas fue 48% en 50
mM, 20% en 100 mM y 11% en 200 mM; en J. cinerea fue 41%, 25% y 7%,
respectivamente. EI numero de las hojas de J. curcas fue 64%, 55% y 36%,
respectivamente; en J. cinerea fue 71%, 57% Yy 43%, respectivamente. En ambas especies,
el area foliar fue méas afectada que el nimero de las hojas por la salinidad.

La RGR de las dos especies mostr6é una disminucion significativa con el incremento en
la concentracion de NaCl (Tabla VIII). Con relacion al control, la RGR en J. curcas fue
63.6% en 50 mM, 18.1% en 100 mM y -3.8% en 200 mM y en J. cinerea fue 75.9%, 52.6%
y -0.5%, respectivamente. La RGR de J. curcas mostré una disminucién significativa a
partir de los 50 mM vy la de J. cinerea fue a partir de los 100 mM. Asi, J. curcas fue
afectada en mayor proporcion que J. cinerea por la salinidad. En las dos especies, se mostro
un valor negativo en la RGR en 200 mM; la RGR de J. curcas fue -0.003 y para J. cinerea
fue -0.0004, respectivamente.

La NAR de las dos especies fue afectada con el incremento en la concentraciéon de
NaCl (Tabla VIII). En J. curcas, la NAR igual que la RGR disminuy6 méas que en J. cinerea
ante el aumento de la salinidad. Sin embargo, el LAR no fue afectado significativamente

por los tratamientos de salinidad en las dos especies (Tabla V1I1).
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Figura 6. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el peso seco total de Jatropha curcas

(A) y Jatropha cinerea (B). Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales

(Tukey p=0.05). Las barras en las columnas representan la mediaterror estandar (n=3).



54

Tabla VI. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el crecimiento de Jatropha curcas y de

Jatropha cinerea por un periodo de 28 dias. Los datos significan el promedio (n=3). La

misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05).

Tratamiento Peso seco (g) Vastago/ Longitud (cm)
Especies (mM) Raiz Véstago Raiz Raiz Tallo
Jatropha curcas 0 0.8 4.7° 6.0" 16.5° 22.3
50 0.4° 2.1° 5.1 16.8*" 16.3°
100 0.2° 0.7° 3.9 12.9%P 14.3°
200 0.1° 0.4° 3.8 8.8" 14.4°
Jatropha cinerea 0 0.5% 3.6° 7.6° 16.6° 23.2°
50 0.32° 1.9° 6.3**  18.6° 16.7%°
100 0.22° 1.1°¢ 470 16.3*P 14.3°
200 0.1° 0.3° 4.7° 9.6" 13.8°

*=no significativo

Tabla VII. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el area foliar y el nimero de hojas por

planta. Los datos significan el promedio (n=3). La misma letra indica que son

estadisticamente iguales (Tukey p=0.05)

Especies Tratamiento (mM) Area foliar(cm?) Numero de hojas
Jatropha curcas 0 425.7° 10.5°
50 202.0° 6.7°
100 86.2° 5.7°
200 48.4° 3.8°
Jatropha cinerea 0 284.9° 7.2°
50 116.8" 5.2°
100 71.9° 4.0%°
200 15.5° 3.0°




55

Tabla VIII. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en RGR (g g day ™), NAR (g cm™
day ™) y LAR (cm? g ') de J. curcas y de J. cinerea. Los datos significan el promedio (n=3).

La misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05)

Especies Tratamiento (mM) RGR NAR LAR
Jatropha curcas 0 0.08° 9.9% 0.008"
50 0.05 6.0° 0.009"
100 0.01° 1.5° 0.009°
200 ~0.00° —0.4° 0.009°
Jatropha cinerea 0 0.09° 12.5° 0.007°
50 0.07%° 11.5%° 0.006"
100 0.05 7.7° 0.006"
200 ~0.00° 0.9° 0.003"

*=no significativo

8.2.1.2. Conductividad estoméatica y transpiracion

La conductividad estomatica (gs) disminuy6 con el aumento en la concentracion de
NaCl en ambas especies (Figura 7). A las 10:00 h, la gs llegé casi al mismo nivel en las dos
especies. En 50 mM de NaCl, disminuyo a menos de 50% en comparacién con control; en J.
curcas fue 49.1% y en J. cinerea fue 46.5%. En 100 mM y en 200mM, la gs se redujo
aproximadamente a la cuarta parte de control en las dos especies. A las 12:00 h, la gs de J.
curcas disminuyd mas que la de J. cinerea con el tratamiento de NaCl. Para J. curcas, la gs
con respecto al control fue de 7% en 50 mM, 5% en 100 mM y 4% en 200 mM,
respectivamente. Para J. cinerea, la gs fue 53%, 15% y 5%, respectivamente. La Tabla IX
muestra la relacion entre los parametros. La correlacion gs contra peso seco fue una de las

mas alta, al igual que el contenido de Na" en las hojas contra peso seco en ambas especies.
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Figura 7. Efecto de NaCl en la conductividad estomatica en Jatropha curcas (A) y en
Jatropha cinerea (B). Las barras representan la media + error estandar (n=3). Las barras
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Tabla IX. Correlacion entre peso seco, conductividad estomatica (gs), clorofila en

fluorescencia de la SPAD (Chl), potencial hidrico (¥,), y contenido de Na* en las hojas en

Jatropha curcas (a) y en Jatropha cinerea (b) bajo salinidad por NaCl.

(a) Jatropha curcas

Pesoseco gs10:00h  gs12:00 h Chl P Na"*
Peso seco 1.00
gs10:00 h 0.95*** 1.00
gs12:00 h 0.92***  (0.94** 1.00
Chl 0.87** 0.76* 0.72* 1.00
Yw 0.49 0.39 0.39 0.63* 1.00
Na* -0.90***  -0.88***  -0.93***  -0.67* -0.90*** 1.00
(b) Jatropha cinerea
Pesoseco gs10:00h gs12:00 h Chl P Na*
Peso seco 1.00
gs10:00am  0.88** 1.00
gs12:00pm  0.71* 0.89** 1.00
Chl 0.48 0.62 0.51 1.00
Pw 0.71* 0.54 0.55 0.18 1.00
Na* -0.85** -0.90***  -0.83** -0.54 -0.54 1.00

*, ** ***=Gignificancia a nivel de p = 0.05, 0.01, 0.001, respectivamente

La tasa de transpiracién (E) fue afectada por el aumento de la salinidad en las dos

especies (Figura 8) a las 10:00 h. Sin embargo, en las dos especies la E en el tratamiento

control (0 mM) fue mayor a las 12:00 h que a las 10:00 h. Bajo estres salino, la E en J.

curcas fue similar a las 12:00 h y a las 10:00 h. En cambio J. cinerea, mostré un

incremento de la E de las 10:00 h a las 12:00 h.
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Figura 8. Efecto de NaCl en la tasa de transpiracion en Jatropha curcas (A) y Jatropha
cinerea (B). Las barras representan la media + error estandar (n=3). Las barras con misma

letra son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). - 10:00 h, 22— 12:00 h.
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8.2.2.3. Estado hidrico

El potencial hidrico fue afectado significativamente por la salinidad en las dos especies
(Figura 9). En J. cinerea disminuyé significativamente a partir de 100 mM y en J. curcas a
partir de 200 mM.

El contenido total de agua se muestra en la Figura 10. En J. curcas, el contenido total
de agua aumento significativamente en 100 mM (105% respecto del tratamiento control) y
en J. cinerea en 200 mM (104% respecto del tratamiento control). El contenido total de

agua fue mayor en J. curcas gue en J. cinerea en cualquiera de los niveles de sales.

8.2.2.4. Clorofila

El grado de descomposicion de la clorofila fue evaluado con SPAD, medicion de
flourometria portatil, indicador indirecto de la concentracion de la clorofila total. En
J.curcas, el valor de SPAD disminuy0 significativamente a los 14 dias de iniciada la
aplicacion del tratamiento (Figura 11) y con el aumento de la concentracion de NaCl. En J.
cinerea, el contenido de clorofila no fue afectado por el tratamiento de NaCl. Con relacion
al control, el contenido de clorofila de J. curcas fue 79% en 50 mM, 59% en 100 mM y
36% en 200 mM, respectivamente. El de J. cinerea fue 91%, 80% y 81%, respectivamente.
J. cinerea mostré mayor capacidad para evitar la descomposicién de clorofila que J. curcas
bajo el estrés por salinidad. A simple vista, mostré sintomas de clorosis en las hojas en la
segunda semana de tratamiento de NaCl, tal como en el resultado obtenido en el valor de
SPAD en J. curcas. Una correlacion alta entre peso seco y clorofila fue encontrada

solamente en J. curcas (Tabla IX).
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Figura 9. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el potencial hidrico en Jatropha curcas
y Jatropha cinerea. Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey

p=0.05). Las barras representan la media + error estandar (n=3).
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8.2.2.5. Composicion de minerales

La concentracion de Na® y CI” en el vastago y en la raiz fue aumentando
significativamente con el incremento en la concentracion de NaCl en la solucion nutritiva
para las dos especies (Tabla X). En J. curcas, la concentracion de Na* fue mayor en vastago
en comparacion con la raiz y en J. cinerea la concentracion de Na* en vastago fue igual que
en la raiz.

En las dos especies, la concentracion de Na* en el vastago y en la raiz fue similar en 50
mM de NaCl. En el tratamiento de 100 mM, la concentracion de Na* en J. curcas aumento
y en J. cinerea se mantuvo casi el mismo nivel que 50 mM. Asi, la concentracion de Na* en
el vastago de J. curcas acumul6 mayor proporcion de Na* que J. cinerea en los tratamientos
con alta concentracion de NaCl. La concentracion de Na* de las raices no se increment
como en el vastago en 100 mM. Por lo tanto, la relacion de Na* entre véstago y raiz en J.
curcas aument6 en 100 mM de NaCl comparado con 50 mM. En J. cinerea, esta relacion se
mantuvo igual en 100 mM comparado con 50 mM (Tabla X).

La concentracion de CI™ también aumentd con el incremento de la concentracion de
NaCl en las dos especies (Tabla X). Sin embargo, fue dificil obtener suficiente biomasa en
la alta concentracion del tratamiento de salinidad para evaluar la concentracion de Cl™
debido a la reduccion de biomasa.

La concentracion de K*, Ca®* del véstago y las raices disminuy® significativamente con
el incremento en la concentracién de NaCl en las dos especies (Tabla X). La concentracién
de Mg?* disminuyé solamente en las raices por el tratamiento de NaCl. La concentracién de
K*, Ca?* y Mg?" disminuyé principalmente en las raices que en el vastago de las dos

especies. Comparando las dos especies, la concentracion de K*, Ca?* y Mg?* fue mayor en
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J. curcas que en J. cinerea excepto por Ca* en la raiz.

El desequilibrio de cationes se observé entre Na* y (K*+Ca®*+Mg®") (Tabla XI), en
las dos especies evaluadas se observé aumento en el desequilibrio ante el incremento de
concentraciones de NaCl, siendo mayor en las raices que en el vastago hasta el nivel de 100
mM. El desequilibrio de cationes en las raices fue mayor en J. curcas que J. cinerea en
cada una de las concentraciones de NaCl. En el véstago, el desequilibrio de cationes fue
mayor en J. curcas que en J. cinerea en el nivel de salinidad bajo. Sin embargo, ambos
fueron similares en alto nivel de salinidad.

En J. curcas, la concentracion de SO,* aumento con el tratamiento de NaCl en el
vastago, pero no se observaron efectos en las raices. En J. cinerea, la concentracion de
S04 no fue alterada en las raices ni en el vastago por el tratamiento de NaCl (Tabla X1).

En J. curcas, la concentracion de NOs en el vastago no fue afectada por los
tratamientos de salinidad, sin embargo en la raiz la concentracion de NO3™ disminuyo con el
tratamiento de NaCl (Tabla XI). En J. cinerea, la concentracién de NO3™ no fue afectada por

la salinidad en vastago ni en raiz por los tratamientos de NaCl.



Tabla X. Contenido de Na*, CI', K*, Ca?*, Mg en las raices y en el véastago, y la relacién de concentracion de Na+ entre

vastago y raiz (Na" V/R) de Jatropha curcas y Jatropha cinerea. Las datos significan el promedio (n=3). La misma letra

indica que son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05).

Na' K* Ca?t M gz+ "
NaCl (mM) (mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) VIR
Véstago Raiz Véstago Raiz Véstago Raiz  Vaéstago Raiz  Vastago Raiz
Jatropha curcas
0 0.19*  0.15° 0.06° 0.12* 094° 078" 032° 023 021" 034" 1.3
50 1.21°  0.78° 0.27°  0.30° 068 058" 0222 021" 0147 029° 1.6%°
100 2.43°  1.19° 0.82° nd 063 051° 023 018 0167 031° 20°
200 2.29°  1.54¢ n.d nd 067 037 022 010° 0.18" 017%  1.5%
Jatropha cinerea
0 0.14* 0.30° 0.10°  0.13* 0.80° 063 019" 032° 013" 027" 05
50 1.07° 0.86*° 0.38° 034" 034% 047° 013 019 008  020*" 1.2
100 1.34° 1.16°¢ 0.64°  0.40° 036 0.31** 015* 015 009"  020*° 1.2°
200 1.28° 1.58° n.d nd 048 024° 011* 013 010" 0.09° 0.8

n.d. = No hay datos. Suficiente material para el analisis de CI" no se pudo obtener por reduccién de la produccién de

biomasa con el tratamiento de sal.

*=no significativo.
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Figura 12. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en el desequilibrio de cationes en
Jatropha curcas (A) y Jatropha cinerea (B). Las barras con la misma letra son
estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). Las barras representan la media + error estandar

(n=3). EB-raiz, 23— vastago.
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Tabla XI. Contenido de minerales en las raices, tallo y hojas de Jatropha curcas y Jatropha
cinerea. Las datos significan el promedio (n=3). La misma letra indica que son

estadisticamente iguales (Tukey p=0.05).

NaCl SOs2 (mmol/g)  NO3z™ (mmol/g)
(mM) vastago  raiz vastago raiz

Jatropha curcas
0 0.005* 0.011" 0.06"  0.07°
50 0.013** 0.020" 0.07"  0.04°
100 0.017° nd. 0.08 n.d.
200 n.d. n.d. n.d. n.d.
Jatropha cinerea
0 0.013" 0.025" 0.04"  0.06
50 0.023" 0.017" 0.04"  0.06

100 0.035"  0.017" 0.04 0.05
200 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. = no hay datos. Suficiente material para el analisis no se pudo obtener por reduccion de

la produccién de biomasa con el tratamiento de sal. T=no significativo

8.2.2.6. Efecto de la salinidad en los iones inorganicos ¥s

En ambas especies, cada uno de los iones inorganicos Ws afectadas soluto s
diferentemente con estrés por salinidad (Tabla I). En el tratamiento control, ¥s de la raiz y
vastago fue mas afectados por K™ en ambas especies. En los tratamientos de salinidad, la
influencia de K* sobre s se redujo, y Na" se convirtio en el ion mas influyente en la raiz y
vastago de ambas especies. En el véstago, el Na® Ws de J. curcas se redujo mas en
comparacion con J. cinerea debido al tratamiento de salinidad aunque el Na* ¥s en la raiz
fue similar. Los ¥s de Ca** y Mg®" se incrementaron con el estrés por salinidad en ambas

especies.
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Tabla XII. Efecto de NaCl (0, 50, 100 y NaCl 200 mM) en el potencial osmotico de iones
inorganicos (Ws) en el vastago y la raiz de Jatropha curcas y Jatropha cinerea. Las datos
significan el promedio (n=3). La misma letra indica que son estadisticamente iguales

(Tukey p=0.05).

NaCl Na'¥;(-MPa)  K"¥(-MPa) Ca®* ¥, (-MPa) Mg®" ¥ (-MPa)
(mM) vastago raiz vastago raiz vastago raiz vastago  raiz

Jatropha curcas

0 0.07° 008 041* 017% 010*° 009  0.07° 0.07
50  050*" 0.22°° 0.16° 0.12*° 006° 0.05* 0.04° 0.05
100  0.60° 0.22*° 0.17° 0.10*® 007" 004>  0.04° 0.06"
200 0.40° 036° 015" 0.09° 0.03° 005*® 0.03 0.03"
Jatropha cinerea

0 0.10° 003 048 016* 017 005*  0.11° 0.072
50 058" 0.16° 031° 012° 010° 0.04* 0.07° 0.06%"
100  0.84*° 025 022° 0.10° 0.08"  004*® 0.05° 0.06%°
200 0.81* 036a 0.24° 0.09° 008 003 0.06 0.04°

*=no significativo

8.2.2.7. Antioxidante

En las dos especies, el nivel de actividad total de SOD se incremento
significativamente por el tratamiento con NaCl en la solucién (Figura 13). Comparando las
dos especies, J. curcas mostré mayor sensibilidad al estrés salino que J. cinerea. El nivel de
actividad de SOD de J. curcas aumentd significativamente en 100 mM y en J. cinerea hasta
200 mM.

La actividad de CAT incremento con el tratamiento de NaCl en las dos especies (Figura
13), siendo mayor en J. curcas que en J. cinerea. En las dos especies la actividad de CAT

aumento significativamente en 100 mM. J. curcas mostré un incremento constante con el
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incremento de la concentracion de NaCl a 200 mM. En cambio en J. cinerea, mostro un
poco de mayor actividad en 100 mM, disminuyendo la en 200 mM aunque su actividad fue
mas alta que la del tratamiento control.

En las dos especies, la actividad de POX se incremento significativamente en 50 mM
con el aumento de la concentracion de NaCl (Figura 13). J. curcas mostr6 mayor aumento
bajo estrés salino que en J. cinerea. Comparando esta actividad se encontrd que en 50 mM,
la actividad de POX en J. curcas aumentd 4 veces mas que control y en J. cinerea fue 1.5
veces mMas.

El efecto de salinidad en peroxidacion de lipidos estimado como el contenido de
TBARS se muestra en la Figura 13. En J. curcas fue aumentando con el incremento de la
concentracion de NaCl significativamente en 100 mM (4 veces de control) y nuevamente
en 200 mM (13 veces). En J. cinerea, el contenido de TBARS no fue afectado con el

tratamiento salino.
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Figura 13. Efecto de NaCl en nivel de superéxido dismutasa (SOD; A), catalasa (CAT; B),
peroxidasa (POX; C), y peroxidacion lipido (TBARS; D). Las barras con la misma letra son

estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). Las barras representan la media + error estandar

(n=3).
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8.2.2.8. Analisis de componentes principales

El anélisis de componentes principales (PCA) se realizd para obtener una vision
general de las diferencias entre las dos especies de Jatropha y los tratamientos de salinidad
(Figura 14). Los datos se dividen en tres grupos (0 mM, 50 mM y 100 a 200 mM de NaCl)
en el primer componente principal, que representa el 55.2% de la varianza total. En ambas
especies, el grupo de menor concentracion de la sal esta a la izquierda del grupo de mayor
concentracion de sal. Entre los parametros que mas afectan a la separacion entre las
muestras en el primer componente principal fue: el peso seco, concentracion de Na* en las
hojas, conductividad estomatica, la actividad de POX. En el segundo componente principal,
s6lo 200 mM de NaCl en J. curcas fue en el grupo separado, que representan el 20,4% de la
varianza. Entre los parametros que mas afectan a la separacion entre las muestras para el
segundo componente principal identificado: la peroxidacion de lipido, actividad de SOD,

concentracion de K* y Mg?* en las hojas.
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Figura 14. Analisis de componentes principal (PCA) de los parametros fisiol6gicos,
bioguimicos y los contenido de iones en Jatropha curcas y Jatropha cinerea bajo estrés
salino (0 ~ 200 mM de NaCl). Cada punto representa una muestra. Componentes

principales 1y 2 representan el 76.1% de la varianza en los datos (p < 0.05).
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8.2.2. Efectos del estrés por salinidad en el crecimiento, tasa de asimilacion de CO,, estado
hidrico y contenido de minerales

Para evaluar el efecto en la asimilacion de CO, ocasionado por el estrés por salinidad
en la etapa vegetativa de las dos especies de Jatropha, se realizo un experimento con cuatro

niveles de NaCl (0, 25, 50, 100 mM) durante tres semanas.
8.2.2.1. Crecimiento

La salinidad indujo una disminucion significativa en la biomasa de J. curcas y J.
cinerea. En J. curcas, el peso seco total disminuyé en 25 mM NaCl y 100 mM (Tabla XII1).
En J. cinerea fue en 50 mM. El efecto de la salinidad en la distribucion de la biomasa entre
la hoja, el tallo, y la raiz se muestra en la Figura 15. Para J. curcas el peso seco total
disminuyé en 25 mM NaCl en todas las partes de la planta, y en 100 mM en la hoja y el
tallo. J. cinerea aumento en la raiz en 25 mM, y disminuy6 en la hoja en 50 mM y en el
tallo y en la raiz en 100 mM en comparacion con control.

La longitud de la raiz no fue afectada por los tratamientos de salinidad. En cambio la
longitud del tallo disminuyd en las dos especies con el incremento de las concentraciones
de NaCl (Tabla XI1I1). Al igual que lo observado para peso seco, el crecimiento del tallo fue
inhibido méas que el de la raiz en las dos especies. En general se observé que el crecimiento
de J. curcas fue mas suprimido que el de J. cinerea por los tratamientos de salinidad.

La RGR disminuyo significativamente por la salinidad en 25 mM en J. curcas y en J.
cinerea en 50 mM (Tabla XIII). La NAR disminuy6 significativamente s6lo en J. curcas
por el tratamiento salino (Tabla XII1). En cambio en J. cinerea aumento significativamente
en 50 mM. Por otro lado, el LAR disminuy6 significativamente sélo en J. cinerea (Tabla

XII). En J. curcas se encontré una correlacion fuerte entre RGR y NAR en comparacion
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con RGR y LAR, mientras que en J. cinerea las relaciones entre estos indices fue inversa

(Figura 16).

El area foliar también disminuyé con el aumento de las concentraciones de NaCl en

ambas especies (Tabla XIII). En J. curcas fue en 25 mM observando una mayor

disminucion en 100 mM. En J. cinerea, disminuyd en 50 mM y en 100 mM. Los sintomas

de clorosis foliar fueron observados solamente en J. curcas en 100 mM de NacCl.

Tabla XI11. Peso seco total (PS) (g plant™), longitud (cm), tasa relativa de crecimiento

(RGR) (g g * day %), tasa de asimilacion neta (NAR) (g cm2day ™), cociente de superficie

foliar (LAR) (cm? g ™) y el 4rea foliar (AF) (m?) en Jatropha curcas y en Jatropha cinerea

bajo tratamiento de NaCl. Las datos significan el promedio (n = 5). La misma letra indica

que son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05).

NaCl Longitud
) RGR NAR LAR AF
(mM) Raiz Tallo
Jatropha curcas
0 5.8 17.7%° 31.7° 0.13? 8.9 0.015"  0.08°
25  43° 22.0%P 21.5° 0.11° 7.6 0.015"  0.06°
50 3.3° 25.0° 22.8° 0.09° 5.6° 0.016"  0.04°
100  1.4° 15.7° 14.9° 0.05° 3.8° 0.013"  0.01°
Jatropha cinerea
0 4.8 20.7" 38.8° 0.15° 10.6° 0.014*  0.08°
25  55° 20.0° 28.3° 0.16° 12.6*  0.012> 0.07°
50 3.1° 16.3" 23.0° 0.12°  135° 0.009°  0.03°
100 1.2° 18.3" 22.0° 0.07° 12.4%°  0.006° 0.01°

" = no significativa
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Figura 15. Efecto del NaCl (en 0, 25, 50, 100 mM) en el peso seco de la hoja, tallo y raiz
en Jatropha curcas (A) y en Jatropha cinerea (B). Las barras representan la media + error
estandar (n = 5). Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p =
0.05). *= significativamente diferente en peso total del control a P < 0.05 con ANOVA.
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8.2.2.2. Composicion de minerales

La concentracion de Na* se incrementd con el aumento de concentraciones de NaCl en
el tejido de J. curcas y en J. cinerea (Figura 17). En ambas especies, la concentracion de
Na* fue mayor en la hoja disminuyendo en el tallo y menor en la raiz. En una comparacion,
la concentracion de Na* en hoja y tallo fue mayor en J. curcas que en J. cinerea en 50 mM
de NaCl; ésta fue similar en 100 mM. En la raiz, no hubo diferencia en la concentracion de
Na* en ambas especies en cada tratamiento de NaCl en la solucion.

La Figura 18 muestra las relaciones entre la concentracion de Na* en hoja versus el
peso seco y area foliar en las dos especies. Entre las especies, se observo fuertes relaciones
entre el aumento de la concentracion de Na'y la disminucion de la produccion de biomasa
y area foliar.

La concentracion de CI" aumentd por el tratamiento con NaCl en las dos especies
(Figura 19). La concentracion de CI™ en J.curcas fue més alta en el tallo y raiz que hoja. La
concentracion de CI" en J. cinerea fue mayor en el orden de la hoja, tallo y raiz.
Comparando las concentraciones en las dos especies de Na* y CI', la de Na* fue mayor que
la de CI', especificamente en las hojas.

Por otra parte, las concentraciones de Ca®*, K* y Mg?* en las hojas disminuyeron con el
aumento de las concentraciones de NaCl (Tabla XIV). La concentracion de K* disminuyo
significativamente en 25 mM en ambas especies. Comparando con otros minerales, la
reduccion de K™ por el tratamiento salino en las dos especies fue mas notable. Asi para el
tratamiento de 25 mM, en J. curcas la concentracion de K* en la hoja fue 66% con relacion
a la del control y 73% en J. cinerea. Las concentraciones de Ca®* y Mg?* disminuyeron en J.

curcas en 25 mM y en J. cinerea en 50 mM. La concentracion de Ca®* en J. curcas a 25
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mM fue 71% y en J. cinerea fue 86%, y para Mg®* a 25 mM fue 73% y 83%, en cada
especie, respectivamente. La concentracion de NOj3 en J. curcas se incrementd con la

salinidad mientras que la de J. cinerea no fue afectada.
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Figura 17. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en la concentracion de Na* de Jatropha
curcas (A-hoja, B-tallo, C—raiz) y Jatropha cinerea (D-hoja, E-tallo, F-raiz). Las barras
con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05). Las barras representan la

mediaterror estandar (n = 5).
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curcas, B: Jatropha cinerea), y el peso seco total vs concentracion de Na* en las hojas (C:

Jatropha curcas, D: Jatropha cinerea) bajo estrés de salinidad. PS=Peso seco, AF=Area

foliar.*** significativo a nivel de P = 0.001.
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Figura 19. Efecto de NaCl (0, 50, 100, 200 mM) en la concentracion de ClI™ de Jatropha
curcas (A-hoja, B-tallo, C—raiz) y Jatropha cinerea (D-hoja, E-tallo, F-raiz). Las barras
con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05). Las barras representan la
mediaterror estandar (n = 5). n.d. = Suficiente material para el anélisis de CI" en la raiz no

se pudo obtener por reduccion de la produccién de biomasa con el tratamiento de sal.
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Tabla XIV. Contenido de minerales (Ca**, K*, Mg®*y NO3") en la hoja de Jatropha curcas
y Jatropha cinerea bajo tratamiento de NaCl. Las datos significan el promedio (n =5). La

misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05).

NaCl ca** K* Mg** NOs
(mM) (mmol/g) (mmol/g) (mmol/g)  (mmol/g)
Jatropha curcas
0 0.44° 1.18% 0.37° 0.09°
25 0.31° 0.77° 0.27° 0.09*°
50 0.26° 0.52¢ 0.20° 0.11°
100 0.17¢ 0.54°¢ 0.14° 0.13°
Jatropha cinerea
0 0.32° 1.30° 0.26° 0.08"
25 0.28° 0.95° 0.22° 0.07
50 0.21° 0.58° 0.14° 0.06"
100 0.19° 0.401 0.14° 0.06"

"= no significativo

8.2.2.3. Tasa de asimilacion de CO; del tejido de las hojas

La tasa de asimilacion de CO, (A) de la hoja disminuyé con el aumento de las
concentraciones de sal en ambas especies (Figura 20); mantuvieron A en mas del 80% en
comparacion con el control hasta los 50 mM (J. curcas: 95% del control en 25 mM y 83%
en 50 mM; J. cinerea: 95% y 80%, respectivamente) y la redujeron significativamente en
100 mM de NaCl (J. curcas: 39% respecto al control, J. cinerea: 42%). La A obtuvo una
alta correlacién en comparacion con la tasa de transpiracion (E), la conductividad
estomatica (gs), el area foliar (AF) y el peso seco (PS) en las dos especies (Tabla XV). En J.
cinerea, la correlacion entre la A y el contenido de clorofila (Chl) fue menor que en los

otros factores.
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Tabla XV. Correlacion entre peso seco (PS), tasa de asimilacién de CO, (A), conductividad

estomatica (gs), transpiracion (E), potencial hidrico (yy), clorofila (Chl) y &rea foliar (AF).

PS A gs E Y Chl AF
Jatropha curcas
PS 078277 09507 07317 0.496 0892  0.951"
A 07827 0.859°° 09507  0.155 07637 0876
gs 09507 0.8597 0.8407" 0.141 0.8387"  0.956
E 073177 09507 0840 0.078 06707 0817
¥, 0496  0.155 0.141 0.078 05997  0.372
Chl 0.892"" 07637 0.838" 0.670° 0599~ 0.861"
AF 09517 0876 0956 0817  0.372 0.861"
Jatropha cinerea
PS 0869 0.873™" 0856 0414 0515 0.959
A 0869 09477 0876 0.409 0.381 0.858
gs 08737 0047 0947 0557 0460  0.889
E 085 0876 0947 0484  0.442 0.845
P, 0414 0.409 0.557°  0.484 0.369 0.584
Chl 0515 0.381 0460 0.442 0.369 0.405
AF 09597 0858  0.889 0845  0584°  0.405

* ** *x*k=gignificativo a nivel de p = 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente

En J. curcas, la E mostr6 un ascenso en 25 mM, y disminuyd con el aumento de las
concentraciones de NaCl (Figura 21). En cambio en J. cinerea solo disminuy6 con el
aumento de las concentraciones de NaCl en una tendencia constante. En ambas especies, la
E disminuyé significativamente en 100 mM; en relacion al control, con un 45% en J.
curcas y en J. cinerea con 38%.

La gs disminuyd significativamente en ambas especies con el aumento de las

concentraciones de sal en relacién con el control (Figura 22). En el tratamiento de 50 mM;
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para J. curcas la gs fue 38% y 53% para J. cinerea. En general, la gs fue més sensible a la
salinidad que Ay E.

La eficiencia de la carboxilacion instantanea (A/Ci) presenta el efecto de la salinidad en
la fotosintesis del mesofilo. La A/Ci mantuvo el mismo nivel hasta los 50 mM, sin embargo,
disminuyd significativamente en 100 mM en ambas especies (Tabla XVI).

La eficiencia del uso del agua (A/E) fue determinada mediante la relacion a la tasa de
asimilacion de CO, y la transpiracion (Tabla XV1); la que no fue afectada por la salinidad
en las dos especies. En comparacién con control, J. curcas fue 86% en 25mM, 98% en
50mM, 83% en 100mM; mientras que para J. cinerea fue 113%, 104% y 110%,

respectivamente.
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Tabla XVI. Eficiencia de carboxilacion instantanea (A/Ci) y eficiencia del uso de agua

(A/E) de Jatropha curcas y Jatropha cinerea. Los datos significan el promedio (n = 5). La

misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05).

Especies NaCl (mM) A/Ci A/E
Jatropha curcas 0 0.03 1.9
25 0.03 1.67

50 0.03 1.8

100 0.02° 1.67

Jatropha cinerea 0 0.03° 1.17
25 0.04% 1.3

50 0.03°¢ 1.2

100 0.02° 1.2f

"= no significativo

8.2.2.4. Contenido de clorofila

En una tendencia general se encontré que el contenido de clorofila (Chl) total en J.

curcas disminuyo con el aumento de contenido de NaCl en la solucion nutritiva (Figura 23).

Para J. curcas el contenido de Chl a y b fue afectado en la misma proporcion por la

salinidad disminuyendo significativamente en 25 mM; la Chl a de J. curcas fue 71% en 25

mM, 73% en 50 mM, y 52% en 100 mM; la Chl b fue 67%, 67% y 56%, respectivamente.

En J. cinerea, el contenido de Chl a no fue afectado por la salinidad, 98% en 25 mM, 111%

en 50 mM, y 81% en 100 mM, en relacion con control. Por otro lado, la Chl b si disminuyo

por la salinidad, 100% en 25 mM, 100% en 50 mM y 81% en 100 mM.
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Figura 23. Cambio de contenido de Clorofila (Chl) a y b en Jatropha curcas (A) y

Jatropha cinerea (B) por tratamiento de NaCl. Las barras representan el promedio (n = 5).

Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05). *=

significativamente diferente en clorofila total del control a P < 0.05 con ANOVA. { = no

significativo.
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8.2.2.5. Estado hidrico

El contenido relativo de agua (RWC) en las dos especies se vio afectado de manera
diferente por los tratamientos (Figura 24AB). En J. curcas el RWC, mantuvo una tendencia
ascendente en 25 mM y 50 mM con 89% Yy 88% en comparacion con el tratamiento control.
Sin embargo en 100, mostrd una disminucion del 81%. En J. cinerea, se observéd que el
RWC se incrementd del 82% (control) a 90% (100 mM) con el aumento de las
concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva.

El potencial hidrico (¥,) del tejido foliar, disminuyo significativamente con los
tratamientos de salinidad en las dos especies (Figura 24CD). En J. curcas ¥, del tejido
foliar fue de -4.2 MPa en el tratamiento de 25 mM NaCl y de -2.6 MPa en el tratamiento de
control. En J. cinerea ¥\, del tejido foliar fue de -4.4 MPa en el tratamiento de 25 mM y de
-2.8 MPa en el tratamiento control. En ambas especies, el ¥\ no cambid significativamente
de 25 mM a 100 mM de NaCl. Comparando los Wy del tejido foliar y a solucién nutritiva,
todos los W\ del tejido foliar fueron menores que de la solucion nutritiva en todos las

concentraciones de NaCl de ambas especies.
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solucién salina. Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p =

0.05).
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8.3. Efectos de la interaccion salinidad-fertilizacion nitrogenada
8.3.1. Produccion de la biomasa

La produccién de biomasa en J. curcas se vio afectada por la salinidad (Figura 25). El
peso seco disminuyé con el aumento de las concentraciones de sales en los niveles
moderados de nitrogeno (NM). EIl efecto de nitrogeno adicionado fue confirmado en 0 y
100 mM de NaCl en niveles altos de nitrogeno (NA). Sin embargo, no hubo diferencia
significativa en peso seco entre NM y NA a 50 mM. En J. cinerea, la produccion de la
biomasa no fue afectada por los tratamientos de sales, y en NA el efecto de nitrégeno
adicionado fue confirmado solamente en 0 mM.

El &rea foliar en J. curcas también disminuyd con el aumento de las concentraciones
de sal (Figura 25), pero el efecto de nitrogeno no fue confirmado. Por el contrario el area
foliar de J. cinerea no fue afectado por el tratamiento de sales al igual que su peso seco. El

efecto de nitrégeno adicionado fue confirmado en 0 y 50 mM de NaCl, pero no en 100 mM.
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mediaterror estdndar (n=4). La misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey

p=0.05). o— niveles moderados de nitrdgeno (NM), m— niveles altos de nitrégeno (NA)
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8.3.2. Clorofila

El grado de descomposicion de la clorofila se evalué con el medidor SPAD. El
contenido de clorofila se redujo con el aumento de las concentraciones de NaCl en ambas
especies (Tabla XVII). La clorofila de J. curcas fue mas sensible a la salinidad,
disminuyendo significativamente en J. curcas en 50 mM de NaCl y en J. cinerea en 100

mM. El efecto de nitrogeno adicional no se confirmo en las dos especies.

Tabla XVII. Interaccion del efecto entre el estrés salino y fertilizacion nitrogenada en la
florescencia de clorofila (SPAD) en Jatropha curcas y en Jatropha cinerea. Los datos
significan el promedio (n=4). La misma letra indica que son estadisticamente iguales

(Tukey p=0.05). NM-niveles moderados de nitrégeno, NA- niveles altos de nitrégeno.

NaCl  Clorofila (SPAD)

Especies (mM) NM NA
Jatropha curcas 0 36° 39°
50 29" 30°

100 27" 28"

Jatropha cinerea 0 35 37°
50  31°¢ 352"
100  30° 31°¢

8.3.3. Estado hidrico y la estabilidad de las membranas

El potencial osmoético de las dos especies fue afectado por la salinidad (Tabla XVII1),
disminuyendo significativamente en J. curcas en 100 mM y en J. cinerea en 50 mM. El
nitrégeno adicional aumentd el potencial osmotico de J. curcas en 100 mM, al contrario de

J. cinerea donde disminuy06 en 50 mM.
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El efecto de salinidad y nitrogeno adicional no afectd el estado hidrico de las plantas
de Jatropha (Tabla XVIII). Por otra parte, el nitrdgeno adicional tampoco afectd las
relaciones hidricas en las dos especies.

La difusion electrolitica aument6 significativamente en 100 mM en ambas especies
(Tabla XVIII) al incrementar la concentracion de NaCl. Ademas, el efecto de nitrégeno
adicionado en esta difusion se presentd en 100 mM en las dos especies siendo menor en NA
gue en NM. En comparacion, el efecto de la salinidad en la difusion electrolitica fue mayor

en J. curcas que en J. cinerea.
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Tabla XVII1. Interaccion del efecto entre el estrés salino y fertilizacion nitrogenada en el
potencial osmotico, contenido de agua y difusion electrolitica en Jatropha curcas y en
Jatropha cinerea. Los datos representan el promedio (n=4). La misma letra indica que son
estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). NM-niveles moderados de nitrdgeno, NA-—
niveles altos de nitrdgeno.

" = no significativo

Especies NaCl Potencial Osmotico Contenido de Agua Difusion
(mmol /kg) (%) electrolitica (%)

(mM)  NM NA NM NA  NM NA

Jatropha curcas 0 -11° -1.1° 90" 84" 13.2*  14.3°

50 -15%  -1.4%F 90" g8’  21.3* 22.2°

100 -2.6°  -1.8° 87" 87" 69.1° 406"

Jatropha cinerea 0 -12* 1.0 81t 81t 17.7** 153°
50 -1.7°¢  -1.4%F g7t 86" 248"  21.7%°

100 -2.0¢ -1.6°¢ 83" 85 38.3° 19.6%°
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8.3.4. Composicién de minerales

Comparando la concentracion de Na* en las dos especies evaluadas, se encontré que la
concentracion de Na* del vastago fue similar en el tratamiento control (Figura 26). Por el
contrario, en la raiz la concentracion de Na* fue 2.5 veces mas alta en J. cinerea que en J.
curcas. La concentracion de Na* aumenté con el incremento de la concentracion de NaCl
en las raices y vastagos en ambas especies. La concentracion de Na' en el vastago aumento
mayor proporcion en J. curcas que en J. cinerea por los tratamientos de salinidad. El
cambio de la concentracion de Na* en la raiz fue similar en las dos especies. El efecto de
nitrégeno adicional fue confirmado solamente en la concentracion de Na* en el vastago en J.
curcas, disminuyendo significativamente en 100 mM con el nitrégeno adicional. Sin
embargo, su efecto no fue observado en la concentracion de Na* de la raiz de J. curcas. En
J. cinerea, la concentracion de Na* no fue afectada por el nitrégeno adicional en el vastago
ni en la raiz en cualquiera de los niveles de salinidad. Bajo el estrés salino, la concentracion
de Na* fue mayor en véstago que en la raiz en J. curcas, y en el orden inverso en J. cinerea.

La relacion de Na* entre vastago y raiz (Na* V/R) se increment6 por la salinidad en J.
curcas (Figura 27). El efecto de nitrégeno adicional fue confirmado en 100 mM de NaCl y
la relacion Na* V/R se mantuvo en el mismo nivel de 0 mM. En J. cinerea, Na* V/R se
incrementd por la salinidad. Sin embargo, el efecto del nitrégeno adicional no fue
confirmado.

Comparando la concentracion de CI™en las dos especies evaluadas, se encontrd que en el
vastago la concentracion fue similar en el tratamiento control (Figura 28). Por otro lado, en
la raiz la concentracion de CI fue 2.5 veces mas alta en J. cinerea que en J. curcas. La

concentracion de CI"aumento con el incremento de la concentracion de NaCl en las raices y
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vastagos en ambas especies. La concentracion de CI” en el vastago aumento en mayor
proporcién en J. curcas que en J. cinerea debido a las tratamientos de salinidad. Para la raiz
la concentracion de CI" fue mayor en J. cinerea que en J. curcas. Con la aplicacion de
nitrogeno adicional, no se presentaron cambios en la concentracion de CI” en vastago ni en
raiz en comparacion con la concentracion de NM. En J. curcas la concentracion de CI™ fue
mayor en el vastago que en la raiz y en J. cinerea fue mayor en la raiz que en el vastago en

ambos niveles de nitrogeno bajo estrés salino.
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curcas (A: vastago, C: raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz). Los barras representan

la mediaterror estandar (n=4). Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales

(Tukey p=0.05). o— niveles moderados de nitrégeno (NM), m— niveles altos de nitrégeno

(NA)
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Figura 27. Efecto de NaCl y fertilizacion nitrogenada en la relacion de Na* entre vastago y
raiz (Na* S/R) en Jatropha curcas (A) y Jatropha cinerea (B). Las barras representan la
mediaterror estandar (n=4). Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales
(Tukey p=0.05). o— niveles moderados de nitrégeno (NM), m— niveles altos de nitrégeno

(NA).
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Figura 28. Efecto de NaCl y fertilizacion nitrogenada en el contenido de CI™ en Jatropha
curcas (A: vastago, C: raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz). Las barras representan
la mediaterror estandar (n=4). Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales
(Tukey p=0.05). o— niveles moderados de nitrégeno (NM), m— niveles altos de nitrégeno

(NA).



102

Se encontré que la concentracién de Ca** en las dos especies fue similar en el
tratamiento control (0 mM de NaCl) (Tabla XIX). En J. curcas, la concentracién de Ca®* no
se modifico en la raiz y el vastago al aplicar nitrogeno adicional junto con los tratamientos
de NaCl y se observé un incremento de la concentracién de Ca®* en el vastago cuando el
estrés salino no se presentd. En J. cinerea, la concentracién de Ca®* en raiz y vastago
disminuy6 con el incremento de la concentracion de NaCl. El efecto de nitr6geno adicional
no fue confirmado en la raiz o el vastago.

La concentracién de Mg?* fue mayor en J. curcas que en J. cinerea en el tratamiento
control (Tabla XIX). Bajo estrés salino la concentracién de Mg?* en J. curcas fue mayor en
la raiz en dos niveles de nitrégeno evaluados. Sin embargo, la concentracién de Mg?* en
vastago no fue afectada por los tratamientos de NaCl. En condicion elevada de nitrdgeno, la
concentracion de Mg?* en el véstago fue mayor en el tratamiento control. La concentracion
de Mg?* en J. cinerea, en la raiz no se vio afectada con los tratamiento de NaCl; sin
embargo en el vastago la concentracion de Mg, se redujo con los tratamientos con NaCl.
El efecto de nitrégeno adicional no fue confirmado en la raiz, y en el vastago bajo los
tratamientos de salinidad, excepto que la concentracion de Mg," se incrementd solamente
en el tratamiento sin la presencia de sal.

De forma general, la concentracion de K* fue mas alta en J. curcas que en J. cinerea
en el tratamiento control, y disminuyd en ambas por los tratamientos de NaCl (Tabla XIX).
La concentracion de K* de la raiz no fue afectada con nitrdgeno adicional en los
tratamientos de salinidad en ninguna de las dos especies. En el vastago, no mostré cambios
en la concentracion de K*en J. curcas; para J. cinerea la concentracion de K* disminuyo y

el efecto de nitrdgeno adicional se observo en el tratamiento control en esta especie.
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El equilibrio de cationes entre Na* y (Ca** + K* + Mg?") aumenté con el incremento
de las concentraciones de NaCl en ambas especies (Figura 29). En J. curcas, el
desequilibrio de cationes se observo en mayor proporcion en el vastago que en la raiz, y en
J. cinerea el desequilibrio de cationes se observd en mayor proporcion en la raiz que en el
vastago. Con nitrogeno adicional, el desequilibrio de cationes de J. curcas mejoré en 100
mM de NaCl en laraiz y en el véstago. En J. cinerea no present6 desequilibrio de cationes.

La concentracion de NO3™ fue més alta en J. curcas que en J. cinerea en el vastago
solo bajo el tratamiento control. Sin embargo, en la raiz la concentracion de NOj fue
similar en las dos especies (Figura 30). En las raices y vastagos de J. curcas la
concentracion de NO3™ no se afectd por la salinidad y nitrégeno adicional. En J. cinerea, la
concentracion de NOg3™ en el vastago disminuyo con los tratamientos de salinidad, pero no
se observd afectados en la raiz. Con nitrégeno adicional, la concentracion de NO3™ en el
vastago se incrementd en el tratamiento de 100 mM y en la raiz aument6 en el tratamiento
control. En forma generalizada, la concentracion de NO3™ en J. curcas fue igual en la raiz
que en el vastago y en J. cinerea la concentracion de NOs fue mayor en la raiz que en el
vastago en los dos niveles de nitrégeno evaluado.

El nitrogeno total de la raiz y del vastago en el tratamiento control fue mayor en J.
curcas que en J. cinerea (Figura 31). El nitrogeno total de la raiz y el vastago de J. curcas
fue afectado por los tratamientos de salinidad. Con nitrégeno adicional, el nitrégeno total
de la raiz de J. curcas aumento con el tratamiento de NaCl, y la concentracion de nitrogeno
del vastago se incremento solo hasta el tratamiento de 50 mM de NaCl. En J. cinerea, el
nitrogeno total no fue afectado en la raiz ni en el vastago con el tratamiento de NaCl. En la

raiz de J. cinerea la concentracion de nitrogeno aumentd con nitrégeno adicional y en el
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vastago solamente en los tratamientos con los niveles de 0 y 100 mM de NaCl. En una
tendencia general se encontrd que el nitrogeno total en J. curcas fue mayor en el vastago

que en laraiz y en J. cinerea fue igual en la raiz que en el vastago.



Tabla XIX. Efecto de NaCl y fertilizacién nitrogenada en el contenido de Ca**, Mg®* y K* en J. curcas y J. cinerea. Los
datos significan el promedio (n=4). La misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). NM: nivel

moderado de nitrogeno, NA: nivel alto de nitrégeno.

NaCl ca’* (mmol g™ Mg®* (mmol g™) K* (mmol g™
M Raiz Véstago Raiz Véstago Raiz Véstago
m
(mM) NM NA NM NA NM NA NM NA NM NA NM NA
Jatropha curcas
0 001" 002" 005 008 024° 023 024 033 165 159 105" 125
50 001" 001" 006 006 0.33° 024 022 0222 1.20° 1.27*® 091* 0.88
100 001" 001" 006 005 031° 034° 021* 024 1.22° 126*® 084  0.90
Jatropha cinerea
0 0.02° 0.01*® 0.05°¢ 0.06° 0.15* 019° 020° 0.24° 1.05° 1.04° 074° 1.01°
50 0.01*° 0.01*° 0.04*® 0.03* 0.14* 012*® 014 0.13* 063* 063 068 068"
100 0.01* 0.01*® 003* 003 0.17*° 018" 012* 0.14* 058 060° 059° 056

' = no significativo
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Figura 29. Efecto de NaCl y fertilizacion nitrogenada en la relacion de cationes Na'/
(Ca?*+ K*+ Mg?") en Jatropha curcas (A: véstago, C: raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago,
D: raiz). Las barras representan la mediaterror estdndar (n=4). Las barras con la misma
letra son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). o— niveles moderados de nitrégeno

(NM), m— niveles altos de nitrégeno (NA).
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Figura 30. Efecto de NaCl y fertilizacién nitrogenada en el contenido de NO3™ en Jatropha

curcas (A: vastago, C: raiz) y Jatropha cinerea (B: vastago, D: raiz). Las barras representan

la mediaterror estandar (n=4). Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales

(Tukey p=0.05).*= no significativo. o— niveles moderados de nitrégeno (NM), m— niveles

altos de nitrgeno (NA).
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8.4. Efectos del estrés por salinidad en la etapa de produccion de la semilla
8.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas de la solucion nutritiva

Algunas caracteristicas fisico-quimicas de la solucién nutritiva se muestran en la
Tabla XX. La conductividad eléctrica (EC) del agua de pozo fue mayor que la del agua de
riego. En una comparacion general se encontré6 que el agua de pozo contiene mayor
concentracion de sales que el agua para riego. Algunas de estas sales en alta concentracion
en el agua de pozo fueron Ca**, Mg?*, K*, Na* y de CI". Por otra parte, la concentracion de

NOs ", N-total y PO4> fueron similares en ambas fuentes de agua.

Tabla XX. Caracteristica fisico-quimicas de la solucion nutritiva. Control = agua de riego
(100%) + fertilizante NPK20 (150 ppm), salinidad 1 = agua de riego (50%) + agua de pozo
(50%) + fertilizante NPK20 (150 ppm), salinidad 2 = agua de pozo (100%) + fertilizante

NPK20 (150 ppm).

EC Na"* CI”  NO; N-otal PO/ Ca*  Mg* K*

(dsm™  (mg/l) (mg/l) (mg/)) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)

Control 1.9 120 195 78 167 185 24 21 176
Salinidad 1 3.8 311 658 94 153 212 80 68 173
Salinidad 2 6.1 675 1344 82 164 195 257 154 212

8.4.2. Crecimiento

El crecimiento de J. curcas disminuy6 bajo estrés por salinidad (Figura 32). En J.
cinerea, se observo una tendencia a la disminucion de altura por los tratamientos salino. La

altura de J. curcas fue 82% en salinidad 1 y 87% en salinidad 2; en J. cinerea fue 89% y
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91%, en relacién al control respectivamente. El didmetro del tallo disminuyd en las dos
especies por el efecto de la salinidad (Figura 32). En J. curcas fue 89% en el nivel de
salinidad 1 a 78% en el nivel de salinidad 2; en J. cinerea la disminucion fue de 82% a
77%, respectivamente. Asi, la altura y diametro de J. curcas fueron afectados en una

proporcion similar, mientras que en J. cinerea el diametro fue mas afectado que la altura.

8.4.3. Composicién de minerales

La concentracion de Na* y de CI" en las hojas se incrementé con el aumento de los
niveles de salinidad en las dos especies (Tabla XXI). Comparando las dos especies, se
encontro que la concentracion de Na* fue similar en el tratamiento control. Sin embargo, la
concentracion de CI en J. cinerea fue mayor que en J. curcas.

En los tratamientos de salinidad, la concentracion de CI” se incrementd en una
proporcion similar en las dos especies y la concentracion de Na* fue mayor en J. cinerea
gue en J. curcas.

En las dos especies, la concentracion de K* en las hojas disminuy6 significativamente
por los niveles de salinidad (Tabla XXI). La concentracién de Ca®*, Mg®*, NO3" y nitrégeno
total (N-total) disminuyeron solamente en J. curcas (Tabla XXI). En J. cinerea, la salinidad

no afectd la absorcion de Ca®*, Mg?*, NO;™ y N-total.
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Figura 32. Efecto de salinidad en la altura (A, B) y diametro (C, D) de la planta de

Jatropha curcas y Jatropha cienerea. Las barras representan la mediaterror estandar (n=4).

Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). *= no

significativo.
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Tabla XXI. Efecto de NaCl en el contenido de minerales (mmol/g) de las hojas en Jatropha
curcas y Jatropha cinerea. Los datos se refieren a los valores medios (n = 4). La misma

letra en la columna indica que son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05).

Tratamiento Na* cr ca’* K* Mg”*  N-total NOj
Jatropha curcas
Control 052 020° 017" 062° 037" 327** 005

Salinidad1 ~ 1.10° 031" 014* 052° 0.34* 396"  0.03°

Salinidad2 ~ 1.28° 043 0.14* 046° 033" 257*  0.03°
Jatropha cinerea

Control 056° 035" 017" 060° 027" 249" 0.07"

Salinidad1 ~ 1.20°  0.29* 017" 060° 024" 250"  0.06"

Salinidad2 ~ 1.64° 044° 017"  042° 025" 240"  0.08"

"= no significativo

8.4.4. Estado hidrico

En las dos especies, el potencial hidrico de la hoja disminuyd por el efecto de los
tratamientos de salinidad (Figura 33). El potencial hidrico de las dos especies disminuyo
significativamente en el nivel de salinidad 1; en una tendencia constante el potencial
hidrico disminuyé también en el nivel de salinidad 2. El potencial hidrico del suelo también
disminuy6 con el incremento del contenido de sal en la solucién nutritiva (Figura 33). Al
comparar el potencial hidrico foliar y el potencial hidrico del suelo, se encontré que el
potencial hidrico fue menor en planta que en suelo.

El contenido relativo de agua disminuyo en las dos especies por los tratamientos de
salinidad en las dos especies (Figura 33). En J. curcas, el RWC disminuyo
significativamente en salinidad 1 y en J. cinerea esta disminucién se presentd en el nivel

de salinidad 2.
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Figura 33. Efecto de salinidad en el potencial hidrico (Fig. A, B; m= hoja'y <>=suelo),
el contenido relativo de agua (RWC) de las hojas (Fig. C, D). Las barras representan la
mediaterror estandar (n=4). Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales

(Tukey p=0.05).
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8.4.5. Potencial osmotico de iones inorganicos

En ambas especies, cada uno de los iones inorganicos afecté al W's en forma diferente a
ante el estrés por salinidad (Tabla XXII). En el tratamiento control, el ¥s de la hoja fue mas
afectado por Na* y K* en ambas especies. Con el tratamiento de salinidad, la influencia de
K" sobre el Ws se redujo, y Na* fue el ion mas influyente en la hoja de ambas especies. La
influencia de CI" también aumenté con los tratamientos de salinidad, sin embargo su
influencia represent6 solo la tercera parte de Na*, similar a K*. La influencia del Ca?* y del
Mg®" al Ws se redujo por la salinidad en ambas especies. La influencia de NOs disminuyé
solamente en J. curcas. El Ws total disminuyd con el aumento en la concentracién de sal en

las dos especies.

Tabla XXII. Efecto de NaCl (0, 50, 100 y NaCl 200 mM) en el potencial osmético de iones
inorganicos (‘P's) en la hoja de Jatropha curcas y Jatropha cinerea. Las datos significan el

promedio (n = 4). La misma letra indica que son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05).

Na*¥w, CI'¥, K'¥, Ca®% Mg*W¥; NOs¥s Total¥,

NaCl (mM)
(-MPa) (-MPa) (-MPa) (-MPa) (-MPa) (-MPa) (-MPa)

Jatropha curcas

Control 03la 012a 038" 0.22f  0.10 0.03b  1.10a

Salinidad1 0.63b  0.18a  0.30"  0.19"  0.08 0.02a  1.35ab

Salinidad2 0.76b  0.25b  0.277  0.207  0.08 0.02a  1.56b
Jatropha cinerea

Control 025a 016a 027" 012"  0.08 0.03"  0.89

Salinidad1 053b 0.13a 0.26" 0.07  0.07 0.03"  1.10ab

Salinidad2 0.70b 019  0.18"  0.107  0.08" 0.03"  1.18b

*=no significativo
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8.4.6. Parametros de fotosintesis

Para J. curcas, la gs, E, y A disminuyeron como una consecuencia de la aplicacion de
los tratamientos de salinidad. En particular la gs, E, y A disminuyeron significativamente en
el nivel de salinidad 2 (Tabla XXIII); en cambio la Ci no fue afectada por los niveles de
salinidad. Por otra parte, la eficiencia de carboxilacién instantdnea (A/Ci) disminuyé por el
nivel de salinidad 1 y la eficiencia de uso de agua (A/E) disminuyd por el nivel de salinidad
2. Para J. cinerea, los niveles de salinidad no afectaron a la gs, E, Ci ni A. Ademas no se
observaron diferencias en A/Ci y A/E entre los tratamientos.

En general se encontr6 que la gs, E y A fueron mayores en J. curcas que en J. cinerea
en el tratamiento sin salinidad. Sin embargo, los tratamientos con salinidad afectaron

principalmente la gs, E, y A de J. curcas que las de J. cinerea.

8.4.7. Contenido de clorofila

Para J. curcas, la clorofila (Chl) disminuy6 debido a los tratamientos de salinidad. En
un analisis individual de Chl a 'y Chl b, se encontr6é que disminuyeron significativamente en
el nivel de salinidad 2 (Tabla XXIV). La relacion entre Chl a y b (Chl a/b) disminuy0 en el
nivel de salinidad 1; se observo que la Chl a es mas sensible que la Chl b a la salinidad. En
el nivel de salinidad 2, J. curcas mostré que la Chl a fue de 85% en el nivel de salinidad 2 y
Chl b fue 93%. En J. cinerea, la salinidad no afect al contenido de Chl total, a, b y Chl

alb.
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Tabla XXIII. Efecto de salinidad en la tasa de asimilacién de CO; (A) (umol m?s™),
conductividad estomatica (gs) (mol m?s™), transpiracién (E) (mmol m™s™), concentracion
de CO; intercelular (Ci) (vpm) y el uso de eficiencia de agua (A/E) en Jatropha curcas y
Jatropha cienerea. Las datos significan el promedio (n = 4). La misma letra en la columna

indica que son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05).

Tratamiento A Os E Ci A/Ci A/E
Jatropha curcas
Control 98 018 57* 2267 004 1.7°

Salinidad 1 3.0°  004° 22° 1927 002> 1.7°%
Salinidad 2 28° 005" 27° 2297 o001° 11°
Jatropha cinerea

Control 54" 008" 41" 209" 003" 1.3
Salinidad 1 42" 006" 33" 2117 0027 1.3f
Salinidad 2 49" 007" 28" 1827 003" 18

" = no significativo

Tabla XXIV. Efecto de salinidad en el contenido de clorofila a, b y total. Los datos se
refieren a los valores medios (n = 4). La misma letra en la columna indica que son

estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05). " = no significativo

Tratamiento Clorofila a Clorofila b Clorofila total Clorofila
(ng/cm’) (ng/cm?) (nglcm?) alb
Jatropha curcas

Control 21.6% 5.6a 27.2° 3.9
Salinidad 1 18.42° 5,2a" 23.6%" 3.5°
Salinidad 2 15.8° 45 20.3 3.6°

Jatropha cinerea
Control 20.0 5.5 25.57 3.6
Salinidad 1 20.2° 5.6 25.8 3.6

Salinidad 2 19.7° 5.1 24 8" 3.8f
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8.4.8. Antioxidantes

La actividad de SOD en J. curcas aumentd con el incremento de los niveles de
salinidad (Figura 34). En J. cinerea, la actividad de SOD no fue afectada por los niveles de
salinidad aunque cuantitativamente su actividad fue mayor que en J. curcas en cualquiera
de los niveles de salinidad.

La actividad de CAT en J. curcas aumento con el incremento de los niveles de
salinidad (Figura 34). Para J. cinerea, la actividad de CAT no fue afectado por los niveles
de salinidad aunque su actividad fue mayor que en J. curcas en cualquiera de los niveles de
salinidad estudiados.

La actividad de POX de J. curcas y J. cinerea se incrementd con el aumento de los
niveles de salinidad (Figura 34). Para J. cinerea se observo un nivel de actividad de la POX
similar al de J. curcas en el tratamiento control, y la maxima actividad de POX en el nivel
de salinidad 1. La actividad de POX en el nivel de salinidad 2 fue mayor que de control, sin
embargo fue menor que de salinidad 1.

El nivel de peroxidacion de lipidos (TBARS) aumentd significativamente con el
incremento de los niveles de salinidad (Figura 34) en ambas especies en el nivel de
salinidad 2, donde se observo que en J. curcas fue 2.9 y en J. cinerea fue 2.1 veces mayor

con respecto al tratamiento de control.
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Figura 34. Efecto de NaCl en la actividad de superdxido dismutasa (SOD: U SOD-mg
proteina™; Figura. Ay B), catalasa (CAT: U CAT-mg proteina™; Figura. C y D), peroxidasa
(POX: U POX-mg proteina™®; Figura. E y F) y el nivel de peroxidacién de lipidos (TBARS;
n mol-mg proteina*; Figura. G y H). Las barras representan la mediazterror estandar (n=4).
Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p=0.05). *= no

significativo.
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8.4.9. Produccién de semillas

En las dos especies, la salinidad no afectdé la formacion del yemas florales y la
produccion de semillas (Tabla XXV). El peso seco de semillas por arbol no disminuy6 con
el aumento en los niveles de salinidad. Ademas, el numero de semilla y el peso seco de una

semilla tampoco fue afectado por el aumento en los niveles de salinidad en las dos especie.

Tabla XXV. Efecto de salinidad en la formacién del yemas florales y semilla de Jatropha
curcas y Jatropha cienerea. Las datos significan el promedio (n = 4). La misma letra en la

columna indica que son estadisticamente iguales (Tukey p = 0.05).

Tratamiento Primerdia Formaciéon  Peso seco NUmero de Peso seco

deyemas  del yemas (g/planta) semilla (g/semilla)

Jatropha curcas

Control 20/0Oct/2012 21" 711 257 0.37

Salinidad 1 24/Oct/2012 22" 1257 367 037

Salinidad 2~ 14/Oct/2012 19° 11.77 347 037
Jatropha cinerea

Control n.d. 121 3491 787 057

Salinidad 1 n.d. g 1457 33f 047

Salinidad 2 n.d. 15° 21.31 411 057

= no significativo
n.d. = la formacion de yemas florares en J. cinerea se observé todo el afio y fue dificil

decidir cudl fue el primer dia de la formacion de yemas florares.



9. DISCUSION
9.1. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de germinacion

Las plantas usan diferentes estrategias para contrarrestar los efectos del estrés biotico y
abiotico en cada etapa de su desarrollo para asegurar su crecimiento y productividad
(Munns, 1993). En las mayoria de las plantas cultivadas, las etapas de germinacion y de
plantula son las més susceptibles al estrés (Sekhar et al., 2010, Mito et al., 2011). En las
zonas aridas, la salinidad es la mayor causa de estrés abidtico que limita el crecimiento y la
productividad de la planta. Generalmente, la germinacion de las semillas disminuye
fuertemente por concentraciones moderadas y/o elevadas de sales (Bliss et al., 1986). Los
efectos de la salinidad en la germinacién se manifiestan por un bajo potencial osmoético y
por la toxicidad de los iones (Almansouri et al., 2001); ambas condiciones causan una
reduccion en la absorcion de agua y en la disminucidon del crecimiento de la planta (Kent y
Lauchli, 1985). Se ha encontrado que la salinidad reduce la hidratacion de proteinas
(Mansour, 2000), aumenta el contenido de H,O, (Nounjan y Theerakuplisut, 2012) y afecta
las actividades en varias enzimas (Dubey y Rani, 1990, Dionisio-Sese y Tobita, 1998).

De acuerdo con nuestros resultados, la germinacién de las dos Jatropha evaluadas fue
sensible al estrés salino. Asi, se encontrd una disminucion en la tasa de germinacion y un
retraso en la germinacion (Figura 4). Patel et al. (2010) menciond que J. curcas es
relativamente tolerante a la salinidad en la etapa de germinacién segun sus resultados; el
porcentaje de germinacion en J. curcas fue més del 50% en 4.8 dSm™ de NaCl. Sin
embargo, en este estudio las dos especies de Jatropha no presentaron una tolerancia tan alta
a la salinidad. En comparacion con el control, el porcentaje de germinacion en J. curcas fue

33% en 50mM (6.7dSm™), 8% en 100mM (11.7dSm™), 17% en 200mM (20.0dSm™); y en



121

J. cinerea fue 42% en 50mM, 36% en 100mM, 3% en 200mM. La tolerancia a la salinidad
en la etapa de germinacion de J. curcas, una especie nativa de la zona tropical fue inferior a
la de J. cinerea, una especie nativa de la zona arida aunque el maximo nivel de salinidad en
la que se observo la germinacion fue de 100 mM de NaCl para ambas especies.
Posiblemente J. cinerea tiene mayor capacidad de absorber agua, ajustar la entrada de sales
al interior de la semilla y/o disminuir la toxicidad de los iones comparada con J. curcas. De
acuerdo con el resultado de la tasa de germinacion, ambas especies superaron la toxicidad
de la sal para germinar de manera normal en 200mM de NacCl.

En la etapa de emergencia, el desarrollo de la radicula y del hipocotilo también fue
afectado por la salinidad en las dos especies (Tabla V). Normalmente, el crecimiento de la
radicula es menos sensible a la salinidad que el del hipocotilo (Bernstein y Kafkafi, 2002).
Sin embrago, el desarrollo de la radicula y del hipocétilo fue suprimido por la salinidad en
la misma proporcién en las dos especies segun la relacion de H/R (Tabla V).

Dado que el contenido de agua no fue afectado por la salinidad en las dos especies
(Tabla V), la toxicidad de los iones podria ser la mayor causa de la reduccién del porcentaje
de germinacion en las dos especies aunque en este estudio no medimos el contenido de
minerales. Almansouri et al. (2001) mencionaron que el efecto del estrés salino en la
germinacion del trigo esta probablemente més relacionado a la acumulacion de iones que al
estrés osmatico, y para ajustar su potencial osmotico puede utilizar el NaCl por sus
caracteristicas de penetracion en la celula.

Comparando los resultados de cada etapa de crecimiento, las etapas de germinacion y
emergencia fueron las mas sensibles al estrés por salinidad en las dos especies. Asi, se

encontrd que el peso seco en la etapa de emergencia fue menor a 25% del control en las dos
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especies con 50 mM de NaCl; para la etapa vegetativa fue 50% del control. Por lo tanto, se
sugiere germinar las semillas en semillero con menor concentracion de sales y trasplantar
cuando las plantas tengan mejor capacidad de tolerancia a la salinidad para asegurar su

crecimiento.

9.2. Efecto del estrés por salinidad en la etapa vegetativa

Como se menciona anteriormente, J. cinerea es una especie nativa de las zonas aridas
en el noroeste de México donde la precipitacién es menor a los 200 mm. En cambio J.
curcas es una especie nativa de las zonas tropicales del sur de México donde la
precipitacion esta por encima de los 500 a los 1000 mm (Heller, 1996). El crecimiento de
las dos especies de Jatropha disminuyo por los tratamientos de salinidad (Figura 6, Tabla
XII). La produccién de biomasa en J. cinerea fue ligeramente mayor que en J. curcas. La
RGR también indic6 que J. cinerea tiene mas capacidad para tolerar el estrés salino (Tabla
VIII, Tabla XIII) aunque ambas mostraron poder tolerarlo hasta los 100 mM de NaCl; la
RGR fue negativa en las dos especies en 200 mM (Tabla VI, Tabla XII1). En 200 mM, la
NAR que tiene gran influencia a RGR, se redujo a valores cercanos a cero. Esto muestra
que los dos Jatropha no tienen capacidad de producir biomasa nueva arriba de 200 mM.
Este nivel de salinidad fue igual a la méaxima concentracion de NaCl en la que las dos
especies germinaron.

En las zonas aridas y semiaridas, algunas especies mantienen su crecimiento
modificando su morfologia y fisiologia para reducir el estrés por salinidad (Koyro, 2006).
La asignacion y utilizacion de los recursos son aspectos estratégicos fundamentales de

supervivencia de las plantas (Shi et al., 2004). La disminucién de la RGR en J. curcas
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estuvo fuertemente relacionada con la reduccion de la NAR (Figura 16), el cual es un indice
de la capacidad fotosintética de la planta por unidad del area foliar. De otra forma en J.
cinerea la RGR estuvo fuertemente relacionada con el LAR (Figura 16), lo cual es un
indice de la fraccion del peso total de la planta asignada a las hojas. Ademas, la reduccion
por salinidad en la NAR de J. curcas fue mayor que en la de J. cinerea, y el LAR fue
mayor en J. cinerea (Tabla VI, Tabla XIII). Estos resultados sugieren que las dos especies
de Jatropha respondieron morfoldgica y fisiolégicamente diferente para aclimatarse al
estrés salino. Es decir que J. curcas mantuvo el &rea foliar para compensar la disminucion
de la capacidad fotosintética, en cambio J. cinerea disminuyo el area foliar y mantuvo alta
su capacidad fotosintética. De acuerdo con la RGR; el aumento del biomasa por unidad de
peso seco por la planta, podria ser mas adecuada para minimizar el efecto por salinidad en J.
cinerea.

El crecimiento vegetativo de las dos Jatropha, mostr6 que la reduccion del
crecimiento en el vastago es mayor que en las raices debido al estrés por salinidad (Tabla
VI). Bernstein y Kafkafi (2002) mencionaron que las raices de las plantas generalmente
tienen menos sensibilidad que el vastago a los tratamientos de salinidad. Especificamente,
la reduccion de las hojas fue mas afectada por la salinidad en las dos especies (Tabla VI,
Tabla XI1I). Munns (2005) manifestd que algunas plantas con alta tolerancia a la sal tienen
la capacidad de disminuir el transporte del sal al vastago y compartimentar la sal utilizando
los canales de Na'/H" para proteger las hojas, donde se produce la biomasa a través de la
fotosintesis. Debido al mayor dafio en parte de las hojas y al aumento de la concentracién
de sal en éstas podria decirse que las dos especies de Jatropha no tienen esos mecanismos

tan eficientes. Por otra parte, el estrés salino generalmente induce a una reduccion en el
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area foliar disminuyendo la expansion y la division celular por la reduccion del potencial de
turgencia (Munns, 2002). Esta reduccion en el area foliar también se considera como un
mecanismo para reducir la pérdida de agua y con ello, controlar su flujo de transpiracion a
través de la modificacion de la anatomia de la hoja (Abbruzzese et al., 2009). Por lo tanto,
se considera que las dos especies podrian haber respondido suficientemente al estrés por
salinidad disminuyendo el &rea foliar. Silva et al. (2010a) también mencionaron que J.
curcas tiene una estrategia para escapar del estrés por salinidad por medio de la restriccion
del érea foliar.

Los resultados de la NAR (Tabla XIII) y la tasa de asimilacion de CO, (Figura 20)
sugieren que J. curcas podria tener mayor tasa de respiracion que J. cinerea para aumentar
el consumo de energia y protegerse del estrés salino. Segin lo mencionado por Silva et al.
(2013), J. curcas aumenta la concentracion de azucar soluble y prolina bajo estrés por
salinidad; el uso de solutos organicos y la nutricion mineral para un ajuste osmatico son
parte de un proceso que consume la energia a nivel celular (Geissler et al. 2009).

Como se ha mencionado anteriormente, el incremento en la absorcion de sales en las
plantas resulta en un desequilibrio y toxicidad de iones. En este estudio, confirmamos el
aumento de la concentracion de sales y la relacién de Na*/ (K* + Ca®* + Mg con el
tratamiento de salinidad. Encontramos una alta correlacion negativa entre el peso seco y la
concentracion de Na” en las dos especies (Tabla 1X) y PCA mostré que la concentracion de
los iones como Na*, K* y Mg?* es un factor predominante que explica las diferencias en la
respuesta al deferente nivel del estrés salinidad (Figura 14). En las dos especies, el vastago,
especificamente en las hojas, tuvo mayor acumulacion de sales y desequilibrio nutricional

que el tallo y las raices con el aumento en los niveles de NaCl en la solucién nutritiva



125

(Figura 17, Figura 19). Munns (2002) afirmé que las plantas sensibles a la sal se distinguen
por su incapacidad para evitar que la sal alcance los niveles tdxicos en las hojas. Tester y
Davenport (2003) mencionaron que la reduccién en el crecimiento del vastago es mayor
que en las raices porque generalmente el Na*se acumula mas en el vastago. Comparando
las dos especies, se encontr6 que J. curcas acumul6 mayor concentracion de Na*y Cl en el
vastago que J.cinerea (Tabla X). Lo que podria indicar que J. curcas tiene menor capacidad
de controlar el transporte de sales. Munns (2005) menciond que la sal se acumula
rapidamente en el citoplasma e inhibe la actividad enzimatica, ademas induce a la
deshidratacion de la célula. Segun la relacion entre la biomasa y la concentracion de Na*en
la hoja (Figura 18), es importante en las dos especies de Jatropha controlar la
concentracion de Na* en la hoja para evitar mayor reduccion de biomasa. Por lo tanto, la
mayor reduccion de biomasa en J. curcas fue causada posiblemente por una mayor
acumulacién de sal comparado con la de J. cinerea.

Al mismo tiempo, la salinidad impidié absorber la nutricibn necesaria para el
crecimiento y desarrollo normal. La literatura reporta que la inhibicion de la absorcién de
los cationes esenciales (e.g. Ca**, K*, Mg?") es causada por el antagonismo de Na* en suelo
salino (Cramer et al., 1990, Colmer et al., 1996, Song y Fujiyama, 1999a, b, Kaya et al.,
2002, Chartzoulakis et al., 2006, Megdiche et al., 2007). La deficiencia de K* reduce el
crecimiento de las plantas por la expansién celular limitada e inhibe muchas actividades de
las enzimas (Oueslati et al., 2010, Nieves-Cordones et al., 2012); el Ca?* se necesita para
que los tejidos crezcan activamente (Song y Fujiyama, 1996a); y la deficiencia de Mg
induce a la inhibicion de la fotosintesis (Yang et al., 2012). En este estudio, los contenidos

de Ca?*, Mg®** y K" también disminuyeron por la salinidad en las dos especies (Tabla X,



126

Tabla XIV). Por lo tanto las plantas de las dos especies de Jatropha tuvieron déficit de
nutrientes, lo cual podria ser una causa de la reduccion de su biomasa. En comparacion, J.
curcas sufri6 méas por el desequilibrio de cationes que por la reduccion de los cationes
esenciales. El estrés por salinidad generalmente provoca una reduccion en la absorcion de
NO* por el antagonismo con CI” (Kafkafi et al., 1992; Peuke et al., 1996, Rubinigg et al.,
2003). Sin embargo, la concentracion de NO3z en J. curcas aumentd y en J. cinerea no se
observo efecto en la acumulacidén de NOs por estrés de salinidad (Tabla X1V). Esto sugiere
que las dos especies de Jatropha tienen mejor selectividad para absorber NOj3; en
condiciones de alta concentracion de CI'. Por otra parte, el aumento en la concentracion de
nitrato también puede derivarse de la inhibicion de la actividad de la reductasa, lo que se ha
observado en muchas especies por estrés hidrico (Sivaramakrishnan et al., 1998, Kameli et
al., 1995, Patakas et al., 2002). Asimismo, el aumento de la concentracién de SO,* en las
plantas estresadas podria atribuirse a la reduccion de la incorporacion en los aminoacidos
(Kameli et al., 1995).

Munns (2005) encontré que la salinidad provoca un déficit hidrico por la reduccion en
la capacidad de la absorciéon de agua y por lo tanto la reduccion en el crecimiento. En
ambas especies, el potencial hidrico disminuy6 para permitir la absorciéon de la solucién
salina (Figura 9, Figura 24CD). Normalmente, el K* representa el cation principal en las
células de las plantas y se encarga de uno de los factores importante en el potencial
osmotico de las células (Reggiani et al., 1995, Essa, 2002). En este estudio el K* en ambas
especies también fue el cation principal en el tratamiento control (Tabla XII) Sin embargo,
el Na* reemplazo la existencia de sal en el tratamiento. La acumulacion de la concentracion

del Na* contribuyé a una mayor disminucion del potencial hidrico. Los iones de Na* y CI’
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pueden contribuir a mantener la turgencia a pesar de que no sean capaces de sustituir a las
funciones especificas de Ca?*, Mg®* y K* como se mencioné anteriormente, tal como la
expansion celular y la activacion de enzimas (Song y Fujiyama, 1996a,b, Oueslati et al.,
2010, Nieves-Cordones et al., 2012). Como varios autores han mencionado (Fujimaki y
Kikuchi 2010, Silva et al., 2010a), ambas especies de Jatropha tienen un mecanismo
eficiente para ajustar el estado hidrico de las células a través de la disminucién del
potencial hidrico, la regulacién de cierre de las estomas y la modificacion de la morfologia
de la hoja.

Muchas plantas suculentas acumulan savia en su tallo para disminuir el efecto toxico
del Na* y CI" (Naidoo y Rughunanan, 1990, Maggio et al., 2000, Khan et al., 2005) e
inducir a la expansion célula (Khan et al., 2000) por el estrés de salinidad. Las dos especies
de Jatropha mantuvieron y/o aumentaron el contenido de agua y la RWC con los
tratamientos de salinidad (Figura 10, Figura 24AB). Al parecer mejoraron su estado hidrico
y disminuyeron la toxicidad de iones aumentando el contenido de agua. Kumar et al.
(2008) también mencionaron que el contenido de agua de Jatropha en cultivo de tejidos
aumento por el estrés de salinidad. Ademas, Maes et al. (2009) reportaron que J. curcas
utiliza la suculencia del tallo para ajustar el estado hidrico cuando existe la perdida de agua
en las hojas por el estrés hidrico. Sin embargo, no se podria descartar por completo que el
transporte de agua en la planta se dificultara notablemente aparte del potencial hidrico
negativo (Geissler et al., 2009). Una limitacion en la absorcion de agua conduce a una
disminucion del potencial de turgencia, necesario en la division y la expansion celular.
Como consecuencia, esto podria contribuir a una reduccion mayor en la biomasa de

Jatropha, especialmente en el area foliar de J. cinerea.
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La fotosintesis de las dos especies de Jatropha mostrd la misma respuesta en cada una
de las concentraciones de sal y mantuvo una estrategia similar para disminuir el efecto de la
salinidad. La tasa de asimilacion de CO; se vio afectada sélo por arriba de los 100 mM de
NaCl en ambas especies (Figura 20). La conductividad estomatica se redujo por el efecto
del estrés salino a partir de los 50 mM en las dos especies (Figura 7, Figura 22). La
conductividad estomatica es importante para la difusioén del CO; en las células del meséfilo
y para el mantenimiento de la transpiracion (Jarvis et al., 1999, Khan y Abdullah, 2003). El
PCA mostré6 que la conductancia estomatica es un factor importante para explicar el efecto
del estrés por salinidad (Figura 14). Sojka et al. (2005) indicaron que a una mayor
acumulacion de Na* y una disminucion de la concentracion de K* se pueden inducir a la
disminucion de la gs por el cierre de los estomas. En este estudio también confirmamos una
alta correlacion negativa entre la gs y la concentracion de Na* en las hojas (Tabla 1X). El
mayor grado de apertura de las estomas en las concentraciones de sales moderadas (0 a 50
mM de NaCl), podria atribuirse a que ambas especies mantienen la tasa de fotosintesis y la
produccién de biomasa, asi como una alta correlacion positiva entre la gs y biomasa (Tabla
IX, Tabla XV). La sensibilidad de la gs por el estrés salino en las dos especies fue mayor
que la tasa de fotosintesis. Sapeta et al. (2013) también reportaron que la conductividad
estomatica de J. curcas mostro una reduccién anterior a la fotosintesis bajo estrés de sequia.
Asi, la alta correlacién entre gs y el potencial hidrico indica que la reduccion de gs a través
del cierre de la estoma podria ser una respuesta positiva contra la salinidad para evitar
mayor pérdida de agua y acumulacién de sales con menor efecto en la actividad de la
fotosintesis. En los dos experimentos, la gs disminuyo cerca de cero en los tratamientos

mayores a los 100 mM de NaCl. Comparando con los resultados de A, este nivel de gs
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podria inhibir la actividad de la fotosintesis. Silva et al. (2010a) también mencionaron que
la disminucién en la tasa de asimilacion de CO, y la transpiracion podria deberse en parte
por el cierre de las estomas inducido por el estrés salino. Por otra parte, J. cinerea mostro la
mayor gs bajo temperatura alta del aire (Figura 7). Asi, J. cinerea podria tener mayor
adaptacion en su sistema fotosintético bajo estrés por salinidad. Dadkhah (2011) informo
que un cambio en la eficiencia de carbonizacion (A/Ci) con la salinizacion se debe a una
limitacidn de factores no estoméaticos como una menor actividad de la enzima Rubisco y en
la regeneracion de rubulosa-1,5-bifosfato (RuBP). Munns (2005) afirmé que la
acumulacién de iones de sal reduce algunas actividades enzimaticas importantes porque los
iones se acumulan rapidamente en el citoplasma e inhiben la actividad de la enzima, o se
acumulan en las paredes de las células deshidratandola. Brugnoli y Bjérkman (1992)
encontraron que los factores no-estomaticos; la reduccion de la actividad de Rubisco vy el
aumento del exceso de energia de excitacién, impiden la fotosintesis en un alto nivel de
salinidad. Ya que no se observd cambio en la relacion de A/Ci hasta los 50 mM de NaCl
(Tabla X V1), la concentracion de Na* en la hoja parecia no haber alcanzado el nivel toxico
en este nivel que puede provocar una inhibicidn severa en las actividades enzimaticas y un
aumento de la peroxidacion de lipidos por el estrés oxidativo. Por lo tanto, el resultado de
A/Ci indica que la limitacion de factores no-estomaticos afectd la actividad fotosintética
solo en los 100 mM, donde se observd ain més disminucion en el contenido de la clorofila
y la tasa de fotosintesis (Figura 20, Figura 23).

Con relacién a la tasa de transpiracién, ésta disminuyd con el incremento de los
tratamientos de salinidad (Figura 8, Figura 21). Como se menciona anteriormente, el

control del flujo de transpiracion es importante para disminuir la pérdida de agua y evitar



130

mayor acumulacion de sales en las plantas bajo estrés salino (Munns, 2002). Por otra parte,
la transpiracion tiene un rol importante para mantener la temperatura 6ptima en la hoja. La
temperatura alta de la hoja pudiera afectar la actividad de la fotosintesis por la alteracion
del transporte de electrones, la reduccion de la eficiencia fotoquimica del PSIl y la
disminucion de la actividad de Rubisco (Silva et al., 2010c). Asi, la reduccion de la E
podria afectar la produccion de biomasa a través del aumento de la temperatura de la hoja. J.
cinerea mostré6 mayor E que J. curcas al aumentar los tratamientos de salinidad (Figura 8).
Posiblemente, J. cinerea tenga mayor capacidad para controlar la temperatura de la hoja
que J. curcas, lo que le permitié mantener mayor gs.

Por otro lado, J. curcas mostré una mayor eficiencia en el uso de agua que J. cinerea
como resultado de un mayor indice en la tasa de transpiracion (Figura 21, Tabla XVI).
Como consecuencia, se sugiere que J. curcas debe tener una capacidad mucho mayor para
utilizar el agua disponible de manera mas eficiente.

En este estudio la produccion de biomasa fue mucho mas sensible a la salinidad que la
tasa de fotosintesis. Esta baja relacion entre la produccion de biomasa y la tasa de
fotosintesis se ha reportado en varias otras plantas bajo estrés salino (Ball y Farquhar, 1984,
Koyro, 2006, Kafi et al., 2010). Algunos estudios informaron que la tasa de fotosintesis en
las plantas con tratamiento de sal no muestra variaciones debido a los cambios de otros
aspectos morfologicos y fisioldgicos (Downton et al., 1985, Maggio et al., 2000, James et
al., 2002). Por lo tanto, no se puede decir que la tasa de fotosintesis sea un factor
fisioldgico vital en la produccion de biomasa de las dos especies en los tratamientos de sal
debajo a 50 mM NaCl.

La acumulacion de sales en las hojas induce la descomposicion de la clorofila (James
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et al., 2002, Khan y Abhullah, 2003). En las plantas, el estrés por salinidad puede conducir
a la reduccion de la disponibilidad de CO; e inhibir la fijacion de carbono, exponiendo a los
cloroplastos a excesiva energia de excitacion que podria aumentar la generacién de ERO
(Gill y Tuteja 2010). Esta respuesta provoca el agotamiento de NADP”, que actia como un
aceptor final de los electrones en el fotosistema I, y, alternativamente, aumenta el flujo de
electrones a O,, formando O;". La degradacion de la clorofila puede inducir deficiencia en
la reaccion del transporte de electrones hacia el PSII para abastecer energéticamente el
mecanismo de la fijacién de CO, (carboxlacién) en el ciclo de Calvin (James et al., 2002).
Barber (1995) ha mencionado la fotoinhibicién induce mayor degradacion en clorofila a
por dafio de oxigeno singlete en el proceso de PSII como consecuencia de la fotoinhibicion.
Como se ha informado, una disminucion del contenido de clorofila se debe a una pérdida
de la eficiencia en el intercambio de iones en muchas especies de plantas bajo condiciones
de salinidad (Ziska et al., 1990, Sultana et al., 1999). Los efectos inhibitorios de sal en la
clorofila también podria deberse a la ausencia de enzimas especificas, las cuales son
responsables de la sintesis de los pigmentos verdes (Campos et al., 2012). Por lo tanto, el
contenido de la clorofila se ha utilizado como un parametro sensible a la presencia de sales
en las plantas. El contenido de la clorofila disminuy6 en mayor proporcion en J. curcas que
J. cinerea (Figura 11, Figura 23). Especificamente, el contenido de la clorofila a y b fue
afectado por la salinidad en J. curcas. En J. cinerea, el hecho que disminuyera solo
clorofila b y mantuviera clorofila a en las hojas de las plantas tratadas con sal, podria estar
relacionado con una menor concentracion de sal en las hojas y/o tiene mayor capacidad de
evitar la sobreproduccion de ERO. La disminucion en el nivel de la clorofila total en las

plantas estresadas con sal se atribuye principalmente a la destruccion de la clorofila a, que
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se supone es mas sensible a la salinidad que la clorofila b (Tjus et al., 2001). Los resultados
mostraron que J. cinerea puede minimizar el efecto de la salinidad en la fotosintesis
manteniendo la clorofila integra.

Al interior de la célula, la enzima superoxido dismutasa (SOD), constituye la primera
linea en la defensa contra los ERO (Alscher et al., 2002). En el analisis de PCA, la
actividad de SOD fue un factor muy importante en las dos especies (Figura 14). En ambas
especies, la actividad de SOD aumento por el estrés salino (Figura 13A). En J. cinerea, no
se observd un aumento fuerte en la actividad de SOD como en J. curcas aunque J. cinerea
mantuvo mayor actividad de SOD que J. curcas hasta los 100 mM de NaCl. El estrés salino
indujo una reduccion de la conductividad estomatica, lo que reduce la disponibilidad de
CO; en las hojas e inhibe la fijacion de CO,, y por lo tanto expone al cloroplasto a un
excitacion excesiva de energia dando como resultado, un estado de estrés a nivel
bioquimico conocido como estrés oxidativo (Rengel, 1999). Ademas, la toxicidad de Na* y
CI" por el estrés salino puede interrumpir el transporte de electrones fotosintéticos y
provocar mayor generacion de O, por el flujo de electrones al O, (Hasanuzzaman et al.,
2012). En las plantas sensibles a la salinidad como el arroz y el chicharo, se ha reportado
que hubo una disminucion mas grande en la conductividad estomatica (Hernandez et al.,
2000, Moradi y Ismail, 2007). Hernandez et al. (1995) mencioné que el aumento de la
produccién de ERO fue observado en los cloroplastos de las plantas sensibles a la salinidad,
relacionado por una disminucion de la concentracion de CO; en el interior del cloroplasto
ante el cierre de los estomas. Una disminucién mayor en la conductividad estomatica de J.
curcas posiblemente indujo a una reduccion mayor en la concentracion de la NADP*

disponible para aceptar electrones del fotosistema I. Esta situacién fue causada por la
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disminucion de CO;en el interior del cloroplasto, y por lo tanto J. curcas podria iniciar la
reduccion de mas O, con la generacion consecuente de mas ERO, especificamente en las
altas concentraciones de NaCl. Sin embargo, esto no significa que J. cinerea estuvo
experimentando estrés oxidativo ya que mostrd actividades elevadas en CAT y POX
aunque la actividad de SOD no aument6 mucho con el tratamiento de NaCl. Esto implica
que J. cinerea posiblemente no esté dependiendo principalmente de la actividad de SOD
para la desintoxicacion de O, a H,0,, y podria usar otros antioxidantes como la ASC
(Noctor y Foyer, 1998), y/o la actividad de SOD podria ser suficiente para enfrentar el
estrés salino impuesto.

CAT y POX tiene funciones esenciales como eliminar la toxicidad de H,O,. En este
estudio, las actividades de CAT y POX se incrementaron como respuesta al estrés salino
(Figura 13BC), donde el aumento de estas actividades de enzimas en J. curcas fue notable.
La POX mostré mayor actividad y una mayor tasa de aumento en ambas especies. Por lo
tanto, la POX podria tener una mayor capacidad para la detoxificacion de H,O, generado
por la SOD en ambas especies de Jatropha.

Se observé una mayor actividad antioxidante en J. curcas en comparacion con J.
cinerea, sin embargo, su actividad no fue suficiente para proteger J. curcas de una
peroxidacion de lipidos, porque el dafio oxidativo por ERO aumentd maés rapidamente que
las actividades antioxidantes en J. curcas (Figura 13D). El dafio de la membrana bajo estrés
salino esta relacionado con un aumento de la produccion de ERO, y la oxidacion de los
lipidos de la membrana es uno de los sintomas mas comunes atribuidos al dafio oxidativo
(Hernéndez et al., 1995). En J. curcas, el efecto de los antioxidantes fue menor que la

toxicidad impuesta por los tratamientos de salinidad mayores a los 100 mM de NaCl. La
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peroxidacion de lipido entré al segundo componente principal, lo que separé la respuesta a
la salinidad de dos especies en 200 mM de NaCl. Por lo tanto, esto significa que J. cinerea
puede mantener la produccion de ERO mas baja y/o tiene un sistema mas eficaz para
mantener un equilibrio entre la produccion de ERO vy los antioxidantes para la prevencion
del dafo oxidativo bajo la salinidad.

En la etapa de desarrollo vegetativa, la reduccion de biomasa por estrés salino en J.
curcas fue ligeramente mayor que en J. cinerea. Sin embargo, el andlisis por PAC mostrd
que los parametros fisiol6gicos, bioquimicos y contenido de iones de J. curcas fueron
similar que en J. cinerea; que es una especies silvestre de las zonas aridas solo hasta 100
mM de NaCl. Eso sugiere que J. curcas tiene buena capacidad de adaptar a estrés salino y
capacidad de desarrollar en suelo salino. Ademas, el estado hidrico de las hojas no fue un
factor importante como la acumulacion de sales en las hojas. El cultivo de J. curcas en
etapa desarrollo vegetativa en suelo salino es viable, si la concentracion de Na* y CI en las

hojas puede mantenerse a un nivel mas bajo que el nivel toxico.

9.3. Efectos de la interaccion de salinidad y la fertilizacion nitrogenada

Entender las caracteristicas de la absorcion de nutrientes y el efecto de la fertilizacion
en el crecimiento de la planta tiene gran importancia economica para el cultivo en suelo
salinos (Papadopulos y Rending, 1983, Chen et al., 2010). Ademas, es esencial para la
agricultura sostenible conocer el efecto del los fertilizantes en las plantas y en los suelos, un
desbalance en su aplicacion puede inducir a una salinizacion del suelo aumentando los

efectos negativos sobre el crecimiento de las plantas (Meloni et al., 2001).
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La absorcion de nutrientes en las dos especies de Jatropha fue distinta en el
tratamiento sin sal en la solucion nutritiva. Especificamente, la diferencia se encontro en el
contenido de nitrogeno total y en el NOg3’; la concentracion de nitrégeno total en J. cinerea
fue 78% en la raiz y 61% en el vastago respecto a lo observado en J. curcas (Figura 31). La
concentracion de NOg3™ en el vastago de J. cinerea fue solamente el 32% con respecto a J.
curcas (Figura 30). Ademas, la concentracion de Mg®* y K* en J. curcas también fue mayor
que la de J. cinerea (Tabla XIX). En consecuencia, J. cinerea podria requerir menos
nutrientes que J. curcas en el crecimiento normal mientras que J. cinerea acumula mas Na*
y CI" en la raiz en el tratamiento sin salinidad (Figura 26, Figura 28). Posiblemente J.
cinerea absorba los iones de Na* y CI" en mayor concentracion estratégicamente para
utilizar estos iones para ajustar el potencial osmotico. La produccion organica de sustancias
para regular el potencial osmoético de la planta es metabdlicamente costosa y limita
potencialmente el crecimiento de las plantas por el consumo de cantidades significativas de
carbono que de otro modo podrian ser utilizadas para el crecimiento (Greenway y Munns,
1980). Una alternativa a la produccién organica de sustancias osmoticas es que las plantas
acumulan un alto contenido de iones inorganicos desde el suelo. El costo energético del
ajuste osmatico utilizando iones inorganicos es mucho menor que el de la utilizacion de
moléculas organicas sintetizadas en las células (Yeo, 1983, Hu y Schmidhalter, 1998). Por
lo tanto, mediante el uso de este mecanismo alternativo de acumulacion de iones
inorganicos para ajustar el potencial osmético, J. cinerea parece ahorrar energia, lo que le
permite crecer en las condiciones menos favorables. Por lo tanto, consideramos que J.

cinerea, una especie silvestre de zonas aridas, que tiene una acumulacion selectiva de
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nutrientes mas conveniente en un ambiente seco y salino donde encuentra una alta
concentracion de sales en suelo y los nutrientes estdn muy limitados (Mansour, 2000).

La salinidad afect6 la produccion de biomasa en las dos Jatropha; la produccion
disminuyé solamente en J. curcas (Figura 25). Por otra parte, la produccion de las dos
especies se incremento con la fertilizacion nitrogenada adicionada. Unas de las razones por
las que J. cinerea podria mantener su crecimiento seria por la menor concentracion de Na*
y CI" en el vastago, mejor balance de cationes y menor dafio a la membrana en comparacién
con J. curcas (Figura 26, Figura 28, Tabla XVIII). J. cinerea podria tener alta capacidad de
disminuir el transporte de sales al vastago de la raiz. La concentracion de Na* del vastago
de J. curcas fue 40% respecto de J. cinerea en el tratamiento con 100 mM de NaCl y la
concentracion de Na* en la raiz fue similar en las dos especies. La concentracion de Na* en
el véstago se relaciond fuertemente con la reduccion de peso seco en J. curcas. Muuns
(2005) comento que la planta transpira 50 veces mas agua que el contenido de agua de la
hoja, por tal razon la exclusion de Na* en las hojas y la supresion del transporte de Na™ al
vastago es importante en la tolerancia a la salinidad. Khan y Panda (2002) mencionaron que
los cultivares de arroz sensibles a la salinidad, absorben mayor cantidad de Na,
disminuyeron el peso seco, mientras los cultivares de alta tolerancia a la salinidad
mostraron menor concentracion de Na’y el efecto en la produccion de biomasa fue
menor.

Varios estudios sobre la interaccion de la salinidad y el fertilizante de nitrogeno han
reportados que la disminucién de la produccion esta relacionada con la deficiencia de
nitrégeno causando una disminucién de NO* por antagonismo de CI” (Kafkafi et al., 1992,

Peuke et al., 1996, Rubinigg et al., 2003). Sin embargo, las dos especies de Jatropha
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pudieron continuar la absorcion de NOjs eficientemente y mantuvieron una adecuada
concentracion de nitrogeno hasta los 100 mM de NaCl (Figura 30). Patel et al. (2010)
también mencionaron que la concentracion de nitrégeno en J. curcas aumenta por la
salinidad, y este aumento del contenido de nitrégeno en tejidos se relaciono con el aumento
del contenido de prolina. Como hemos mencionados anteriormente, las dos especies de
Jatropha pueden crecer sin problema del déficit de nitrégeno por mejor selectividad al NO3’
para poder absorber nutrientes normalmente en el suelo salino. Por esta razén, la reduccion
de la produccion en J. curcas por el estrés de salinidad no estaria relacionada directamente
con la deficiencia de nitrégeno.

La salinidad tampoco provoco un deterioro en el estado hidrico porque las dos especies
mantuvieron el contenido de agua normal (Tabla XVIII). Como se ha mencionado por
Fujimaki y Kikuchi (2010), es probable que J. curcas tenga un mecanismo eficiente para
evitar la deshidratacion celular. Por otra parte, el potencial osmético se redujo por el
tratamiento de sal para que las plantas continuaran con la absorcion el agua de la solucion
salina. Las plantas minimizan los efectos negativos del estrés por salinidad a traves de la
acumulacion de solutos organicos y/o inorgéanicos para disminuir el potencial osmético y
ayudar a mantener la turgencia por el ajuste osmotico (Meloni et al., 2001). Como se
menciono anteriormente, las dos especies de Jatropha utilizan los iones de Na* y CI” para
ajustar su potencial osmotico para ahorrar energia, lo que les permite crecer en condiciones
menos favorables.

El nitrégeno adicionado alivio el efecto de salinidad en la produccion de biomasa y
mejoro la estabilidad de la membrana en J. curcas aunque la salinidad no indujo a la

deficiencia del nitrogeno. El efecto favorable en la produccion de biomasa por el aumento
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de la fertilizacion nitrogenada tampoco podria ser causado por la disminucién de CI', ya
que la concentracion de CI™ se mantuvo ante la fertilizacion con nitrégeno (Figura 28).

El estrés por salinidad causa la reduccién de la tasa de asimilacion de CO; que induce a
un desequilibrio en el proceso general de la fotosintesis, en particular en la presencia de alta
intensidad de la luminosa. Bajo estas condiciones, el exceso de electrones de la fase
fotoquimica se acumula en las membranas del tilacoides, lo que provoca la fotoinhibicion
(Parvaiz y Satyawati, 2008). La reaccién de los nitratos es un gran consumidor alternativo
para el transporte fotosintético de la cadena de electrones (PET), recuperando ferredoxina
oxidada al aceptar nuevos electrones del PSII y PSI. El amoniaco producido es asimilado
rapidamente por el ciclo SG / GOGAT, que consume dos electrones de la reduccion de
ferredoxina y una molécula ATP de amoniaco por asimilados (Neto et al, 2013). Aragad et
al (2012) mencionaron que los efectos positivos inducidos por una mayor aplicacion del
fertilizante de nitrato estuvieron posiblemente asociados con la estimulacion de la via de
asimilacién de nitrato. Este proceso podria haber actuado en J. curcas como un consumidor
de electrones de las membranas tilacoides para minimizar el dafio de fotosintesis y
estimular la asimilacion de CO; bajo la salinidad.

Kabir et al. (2005) mencionan que el aumento de la fertilizacion de nitrégeno mejora la
absorcion de los elementos esenciales y la capacidad de exclusion del Na*. Por otra parte,
Nathawat et al. (2007) demostraron que los nutrientes del suelo son importantes, ya que
influyeron en la concentracion y la cantidad de NPK y disminuyeron la concentracion de
Na® en el véastago de mostaza creciendo en suelos con salinidad. El incremento en la
fertilizacion nitrogenada, no sélo disminuy6 la concentracion de Na* en la planta, sino que

también disminuyo el desequilibrio de cationes, sin embargo, el aumento de la
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concentracion de Ca**, Mg** y K* se confirmaron sélo en las plantas con los tratamiento sin
sal. Ademas, se considera que la concentracion de Na* en la solucion del cultivo se diluyo
con el aumento de la concentracion de NOs” y NH," por la aplicacion de fertilizantes con
nitrogeno. Por otra parte, el transporte y la exclusion de Na* en el vastago mejord, lo que
podria contribuir a la reduccion de la concentracion de Na* y al mejoramiento del

desequilibrio en la absorcién de los cationes en J. curcas.

9.4. Efecto del estrés por salinidad en la etapa de produccion de semillas

La salinidad es un problema ambiental cada vez mayor en todo el mundo (Debez et al.,
2004). J. curcas se caracteriza por su alta tolerancia a la sequia, la salinidad (Maes et al.,
2009, Silva et al., 2010a), alto contenido de aceite, el crecimiento rapido y su capacidad de
adaptacion a una amplia gama de condiciones agrocliméticas (Divakara et al., 2010). El
efecto de la salinidad es diferente a un corto plazo y un largo plazo (Munns y Tester, 2008).
En este estudio, el efecto de la salinidad a largo plazo en la etapa de produccion de semilla
fue determinado utilizando los indicadores de estado hidrico, actividad fotosintética,
pigmentos fotosintéticos, contenido de minerales, actividad enzimatica antioxidante y el
rendimiento de semillas en J. curcas y J. cinerea.

El exceso de sal en los suelos y el agua tiene un efecto perjudicial en el rendimiento
de los cultivos, especialmente en las zonas aridas y semi-aridas. En las dos especies de
Jatropha estudiadas el crecimiento: la altura de arbol y didmetro de tronco, disminuyeron
ante el incremento de la concentracion de sal en la solucion nutritiva (Figura 32).

La concentracion de Na* y CI" aumenté con el incremento de la sal en la solucion

nutritiva en las dos especies. Comparando con los resultados de anteriores, la acumulacion
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de Na" en las hojas en el tratamiento de salinidad 2 (1.28 mol/g: Tabla XXI) fue similar a la
de 25mM de NaCl (1.56 mmol/g: Figura 17), y la de CI" (0.43 mmol/g: Tabla XXI) fue
menor que la de 50 mM de NaCl (0.55 mmol/g: Figura 19). Se han reportado sintomas de la
toxicidad por salinidad en J. curcas en la concentracion de 100 mM de NaCl (Silva et al.,
2011, Diaz-Lopez et al., 2012a). En este experimento se encontraron las sintomas de
toxicidad cuando la concentracion de NaCl en la solucion nutritiva aumento arriba de 100
mM en las dos especies. En el tratamiento de agua salobre en el largo plazo, no se
observaron sintoma de toxicidad por la salinidad. Ese resultado sugiere que la acumulacion
de Na" y CI" en las hojas utilizando agua salobre (EC=6.1) no parece haber alcanzado el
nivel toxico.

A largo plazo, el estrés salino indujo mas deficiencia nutritiva en J. curcas que en J.
cinerea (Tabla XXI). En J. curcas, la salinidad disminuyé la concentracién de K*, Ca?* y
Mg?®*, ademas, el contenido de nitrégeno total y la concentracién de NOg™. En J. cinerea, la
salinidad disminuyé solamente la concentracion de K*. El incremento de la concentracion
de Na* y la reduccion de la concentracion de K* en el tejido foliar cierra los estomas
(Sojka et al., 2005). Solamente en J. curcas, encontramos una alta correlacion entre la gs y
la concentracion de Na* (R = -0.93, P < 0.001) y K" en la hoja (R = 0.76, P < 0.01).
Posiblemente, J. cinerea mantuvo los estomas abiertos por ser menor sensible al cambio
de la concentracion de Na'y K" en el tejido foliar. A pesar de su papel importante en la
estructura de la clorofila y como un co-factor de la glutamina sintetasa, otra importante
funciéon de Mg** en las plantas es en transporte de los productos de la fotosintesis, la
deficiencia de Mg®* puede provocar dafio y conducir a una mayor degradacién de la

clorofila en las hojas debido al aumento de la actividad oxigenasa de Rubisco (Marschner y
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Cakmak 1989, Cakmak y Marschner, 1992, Ramoliya et al., 2004). Una causa de mayor
reduccion en la tasa de fotosintesis de J. curcas podria ser por el déficit de Mg®*. El
contenido de nitrogeno total en J. curcas fue mas alto que el de J. cinerea en el tratamiento
de control, similar al experimento anterior; en J. curcas fue 1.3 veces mayor que el de J.
cinerea (Tabla XXI). Por otra parte, el contenido de nitrégeno total y la absorcion de NO3
disminuyeron solamente en J. curcas por el estrés salino. Una comparacion entre dos
experimentos realizados con anticipacion sugieren que J. cinerea puede crecer con menor
cantidad de nutrientes que J. curcas. Ademas esta adaptada al medio ambiente de las zonas
aridas, donde puede acumular nitrogeno y absorber NO3™ eficientemente en suelo salino.
Por otro lado, se encontré una disminucion de la absorcién nitrégeno en J. curcas
posiblemente debido al tiempo especialmente largo del estrés salino, aunque no encontr6 un
efecto claro en la absorcion de nitrégeno y NO3z en un plazo corto del estrés (Figura 30,
Figura 31). Esta déficit de nutrientes nitrogenados podria reducirse por el incremento en la
aplicacion de fertilizantes nitrogenados.

El potencial hidrico foliar disminuyd bajo estrés por salinidad en las dos especies
(Figura 33), lo cual indica la deshidratacion de la hoja y/o el ajuste osmoético (Blum et al.,
1996). Todos los resultados obtenidos en este estudio mostraron que las plantas de Jatropha
tienen una capacidad alta para mantener su estado hidrico en un estrés por salinidad (Figura
9, Figura 10, Figura 24, Tabla XVIII). Se encontré que el potencial osmotico de los iones
inorganicos observados mostraron una reduccion de potencial hidrico, que fue relacionada
con el aumento de la concentracion de Na* en el tejido de la hoja (Tabla XXI1). Por otra
parte, la concentracion de CI” representa menos que una tercera parte de Na*. Sin embargo,

todavia no se conoce cuél de los elementos, Na* o CI tiene mayor toxicidad a Jatropha



142

(Diaz-Lopez et al., 2012a). Por lo menos, las dos especies de Jatropha utilizan los iones de
Na® mas que CI para el ajuste osmdtico para mejorar estado hidrico manteniendo la
concentracion en niveles mas bajos que el nivel de toxicidad.

A pesar de que las dos especies tienen buena capacidad de ajuste osmético, estos no
fueron suficientes para mantener el estado hidrico normal bajo el estrés por salinidad a
largo plazo (Figura 33). Este déficit hidrico posiblemente indujo la reduccion del
crecimiento (Figura 32). Sairam et al. (2002) ha mencionado que una variedad de arroz con
alta tolerancia a la salinidad se mantuvo una alta RWC que una especie con tolerancia
moderada a la salinidad bajo estrés por salinidad. J. cinerea podria tener mayor tolerancia a
la salinidad debida que mantuvo mayor RWC que J. curcas en todos niveles de salinidad
evaluados.

Haciendo una comparacion entre las dos especies de Jatropha en el tratamiento control
(100% de agua para riego), se encontrd que J. curcas mostré mayor tasa de fotosintesis que
J. cinerea (Tabla XXIII). Ademas, J. curcas tuvo mayor eficiencia en el uso de agua. Estos
resultados indica que J. curcas puede tener mayor productividad que J. cinerea bajo un
ambiente &rido sin problemas de salinidad en el suelo. Tomlinson et al. (2013) mencionaron
que en las especies de hoja perennes de las zonas aridas uno de las caracteres foliares es
reducir la eficiencia en el uso de agua para maximizar el enfriamiento de la hoja a través de
la evaporacion. Por otra parte, una temperatura alta pueden dafiar las enzimas y estimular la
produccion de oxidantes (Feierabed, 2005, Logan et al., 2006, Silva et al., 2010c). En
Figura 8, J. cinerea mostr6 mayor tasa de transpiracion que J. curcas en temperatura alta.
Por lo tanto, la menor eficiencia en el uso de agua podria ser una estrategia de J. cinerea

para sobrevivir en el medio ambiente de las zonas aridas. Por otra parte, la tasa de



143

fotosintesis de J. curcas disminuyo a 28 % en el tratamiento de salinidad 2, con respecto al
tratamiento control. Su conductividad estomética también se redujo al igual que la tasa de
fotosintesis. Estas variables con J. cinerea no fueron alterada por el estrés salino.
Posiblemente, las pardmetros de fotosintesis en J. cinerea mostraron efecto menores por la
salinidad a debido a la menor sensibilidad de los estomatas. En consecuencia, J. cinerea es
una especie que tiene mayor adaptacion a la ambiente aridos, y puede crecer eliminando y
evitando el dafio de estrés salino. Diaz-Ldépez et al. (2012a) encontraron que la tasa de
fotosintesis alcanzo un valor proximo a cero en los tratamientos con valores por arriba de
60 mM de NaCl. En el presente estudio, la reduccion de la tasa de fotosintesis fue
confirmada en J. curcas con los tratamientos de la salinidad. Sin embargo, la tasa de
fotosintesis no fue cercana a cero en todos nivel de salinidad evaluados, y siempre fue
mayor a una tercera parte de la observada en el tratamiento control. Como se observé en
los resultados anteriores, el efecto de los tratamientos de salinidad en gs no mostrd
cambios dréasticos (Figura 7, Figura 22). Lo que nos indica que J. curcas puede mantener
actividad fotosintética necesaria para mantener su metabolismo y seguir creciendo
controlando el efecto negativo de la salinidad cuando se utiliza para su riego agua salobre.
Al igual que en la etapa desarrollo vegetativa (Figura 23), el efecto del contenido de
clorofila en J. curcas fue mayor que en J. cinerea (Tabla XXIV). La reduccion en el
contenido de clorofila podria ser debido a la inhibicidn de la biosintesis y la degradacion de
la clorofila por la salinidad (Moorthy y Kathiresan, 1997, James et al., 2002, Khan y
Abhullah, 2003). En este caso, J. cinerea debera de tener un buen mecanismo para proteger
las clorofilas bajo estrés por salinidad. Rout et al., 1998, Nandy et al., (2007) encontraron

que el grado de tolerancia a la salinidad en las plantas puede ser evaluado por los cambios
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en la relacion de Chl a/b. Asi, la disminucion de la relacion Chl a/b es considerada como un
sintoma de la condicion de estrés oxidativo (Shaw, 1995, Rout y Shaw, 2001). La
disminucion de relacion Chl a/b es debido a la destruccion diferencial de las clorofilas a 'y b,
comparativamente mayor reduccion en Chl a que en Chl b, como resultado de su reaccion
con el oxigeno singlete, lo que fue producido por fotoinhibicion en PSII (Barber, 1995). Por
lo tanto, la mayor reduccion en la relacion Chl a/b de J. curcas podria dar un indicio de que
J. curcas tuvo mayor estrés oxidativo por la disminucion del la fotosintesis.

Las plantas deben tener un sistema antioxidante eficiente para protegerse del dafio
oxidativo que se producen por condiciones que favorecen el aumento del estrés oxidativo
como: baja o alta temperatura, salinidad y déficit de agua (Sairam et al., 2002). Igual que
resultados anteriores, la actividad de SOD en el tratamiento control fue mayor en J. cinerea
que J. curcas y no se observo un aumento fuerte en la actividad de SOD en J. cinerea como
en J. curcas, aungue J. cinerea mantuvo mayor actividad de SOD que J. curcas en todos
niveles donde se uso solucion salina (Figura 34). Posiblemente, la actividad de SOD en J.
cinerea es alta y no depende de la presencia o ausencia de estrés salino. Como en el estudio
con variedades de arroz con alta tolerancia a la salinidad donde no se observé aumento en
la actividad de SOD bajo estrés por salinidad (Dionisio-Sese y Tobita, 1998, Vaidyanathan
et al., 2003). Ademas, J. cinerea debe de tener alta actividad de antioxidantes porque la tasa
de fotosintesis y Chl a/b no mostraron cambios por el estrés salino (Gupta et al., 1993,
Sevengor et al., 2011).

La catalasa, ascorbato peroxidasa y varias peroxidasas catalizan la descomposicion de
H.0,. En plantas con alta tolerancia a la salinidad, la actividad de CAT y POX fue altay

pudo proteger a estas especies del estrés oxidativo (Sairam et al., 2002, Meloni et al., 2003).
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La actividad elevada de SOD, sin el aumento en la capacidad de eliminar H,O, puede
resultar en una mayor citotoxicidad por el radical hidroxilo que se genera a partir de H,0,
(Gossett et al., 1994). En las dos especies, las actividad de CAT y POX aumentaron bajo
estés por salinidad (Figura 34) igual que el experimento anterior (Figura 13). La elevada
actividad de CAT y POX en las dos especies evaluadas permitieron desintoxicar de H,0;
rdpidamente, y mantuvieron las ERO en un nivel bajo en condiciones de estrés por
salinidad. Vaidyanathan et al. (2003) mencionaron que una variedad de arroz con alta
tolerancia a la salinidad, mostro mayor actividad de POX y CAT en comparacion con una
variedad de menor tolerancia. Posiblemente, J. cinerea tuvo mayor tolerancia bajo estrés
por salinidad por un nivel alto y una rapida actividad de los antioxidantes.

A largo plazo la acumulacién de las sales en las hojas, y el nivel de la peroxidacion de
lipido aumenté en las dos especies, y se confirmd el aumento de la actividad de
antioxidante (Figura 34). En J. curcas, TBARS aumentd tres veces mas y J. cinerea
aumentd dos veces mas en el tratamiento de salinidad 2 comparada con el tratamiento
control. En una comparacién con los resultados de experimento anterior (Figura 13), el
aumento de TBARS en las dos especies no fue tan alto; J. curcas en 200 mM de NaCl fue
13 veces mas que el control y J. cinerea fue 4 veces mas en el experimento anterior. El
nivel de TBARS sugiere que en un plazo largo con estrés salino utilizando agua salobre
para el riego, no se indujo a un nivel de peroxidacion de lipido extremadamente grave.

La produccion de las semillas no fue afectada por salinidad, en las dos especies. Sin
embargo, el crecimiento y los parametro fisiolégicos si fue afectado por la salinidad en las
dos especies (Tabla XXV). Zhang et al. (2002) mencionaron que la salinidad no reduce

significativamente en el rendimiento del cultivo hasta que se excede un valor limite.
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Hoffman et al. (1989) reportaron que arboles de ciruelos con tratamientos de alta salinidad
pasaron a la dormancia o reposo cuando la acumulacion de sales en la planta llegd a nivel
limite para permitir un crecimiento normal. En este estudio, se confirmé que la
concentracion de sal no llego a un nivel toxico en las yemas florales y el tejido de las hojas
en las dos especies en todos los niveles del tratamiento salino. En varios estudios se ha
encontrado que el estrés salino induce mayor formacion de yemas florales y aceleracién de
la maduracion del fruto (Downton, 1978, Walker y Douglas, 1983, Myer et al., 1995,
Okubo et al., 2000). La formacién de yemas florales en J. curcas sucedié mas temprano en
los tratamientos salinos en comparacion con el tratamiento de control. Ademas, no se
encontraron diferencia significativa entre los tratamientos de salinidad en el nimero de
yemas florales. Las hojas de J. curcas iniciaron su dehiscencia a finales de Octubre por el
cambio estacional del clima. Bajo estas condiciones, la aceleracion de la formacion de
yemas florales por el estrés de salinidad podria ayudar a extender el periodo de floracion y
utilizar los productos fotosintéticos para el desarrollo de semilla més efectivamente. Los
resultados sugieren que la formacion de yemas florales, la polinizacion y el desarrollo de
semilla no fueron afectados por la buena capacidad de ajuste osmético ante la absorcién de
sales que ocurrié bajo el estrés por salinidad. Por otra parte, J. curcas y J. cinerea
mantuvieron la capacidad de transporte de sus productos fotosintético eficientemente para
produccién de semilla bajo estrés salino. Por lo tanto, la produccion de semilla de J. curcas
utilizando agua, con alta concentracion de sales es posible. Sin embargo, todavia hay

necesidad de investigar el efecto de salinidad en la calidad del aceite de semillas.
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10. CONCLUSIONES

Bajo estrés por salinidad, Jatropha curcas y Jatropha cinerea mostraron diferentes
respuestas en el crecimiento, morfologia, fisiologia y bioquimica en cada etapa del
desarrollo. Las dos especies presentaron diferente tolerancia a la salinidad: J. curcas fue
ligeramente mas sensible que J. cinerea en todas las etapas.

Comparando la sensibilidad al estrés salino en cada etapa de desarrollo, la etapa de
germinacion fue mas sensible que las otras etapas en las dos especies. La toxicidad de NaCl
influyé en la germinacion en las dos especies, para J. curcas la germinacién se presento en
niveles inferiores de salinidad de hasta 50 mM de NaCl y J. cinerea la germinacién se
presentd hasta los 100 mM.

En la etapa desarrollo vegetativa, el crecimiento se redujo en las dos especies por el
efecto de la salinidad. J. curcas presentd mayor sensibilidad a la salinidad por su menor
capacidad de controlar la sal y el mayor desequilibrio de cationes en alto nivel de salinidad.
Por otra parte, al analizar los parametros en PCA, J. curcas presentd una respuesta similar a
J. cinerea a el estrés por salinidad hasta 100 mM de NaCl. Las dos especies presentaron
una alta capacidad para mantener su estado hidrico utilizando la acumulacion de los iones
para disminuir el potencial osmético, controlando el crecimiento y cerrando las estomas
para evitar la deshidratacion. La RGR indica que el limite de acumulacion de NaCl en J.
curcas y J. cinerea fue con el tratamiento de los 100 mM de NaCl debido a la reduccion de
la capacidad de fotosintética (NAR). Se observo que en 200 mM de NaCl en la solucion
nutritiva, la produccion biomasa nueva se suspende y solo se gastan los productos
fotosinteticos. Para evitar el dafio de las hojas por toxicidad de NaCl en las hojas, se

recomienda cultivar con una solucion menor a los 50 mM en ambas especias.
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La absorcion de nutrientes, J.cinerea fué menor que en J. curcas, especificamente
nitrogeno total y NO3". J. cinerea es una especie adaptada a ambientes de zonas aridas
donde son frecuentes los suelos salinos y con déficit de nutrientes. J. cinerea podria ser una
especie adecuada en ambientes de zonas aridas donde son frecuentes los suelos salinos y
con deficit de nutrientes. La fertilizacion nitrogenada adicionalmente ayudo a reducir el
efecto perjudicial de la salinidad mediante la reduccion de la absorcion de Na*, disminuy6
el desequilibrio de cationes y estimulo la estabilidad de la membrana. Sin embargo, el
incremento en la aplicacién del fertilizante nitrogenado no afect6 la concentracién de CI'.

El nitrogeno adicional tampoco afectd el estado hidrico en las dos especies. Sin
embargo, se observdé mayor sensibilidad a la salinidad J. curcas al ser comparad con
J.cinerea, de esta forma, la aplicacion adecuada de fertilizacion nitrogenada podria
disminuir el efecto perjudicial de la salinidad.

Bajo el estrés salino la produccion de semillas en J. curcas no fue afectada a diferencia
de los parametros de crecimiento y la fisiologia que si fueron afectados. Las dos especies de
Jatropha mostraron la capacidad para producir la biomasa necesaria para la produccion de
semillas ya que el nivel de salinidad en las hojas fue inferior al nivel de toxicidad y hubo
alta actividad de los antioxidantes para evitar la sobreproduccion de las ERO.

Por lo tanto, bajo los resultados alcanzados en la presente investigacion, podemos
deducir que el cultivo de J. curcas es una alternativa para ser cultivado en suelos de zonas
aridas como produccion de materia prima para su aplicacion en el campo de la bioenergia
produciendo aceite para la elaboracién de biodiesel, permitiendo integrar suelos
improductivos caracterizados por presentar niveles de salinidad no aptos para la mayoria de

las especies en la produccion de alimentos, asi como el recurso de agua con elevado
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contenido de sales, que las hace impracticas producir alimentos en el campo de las zonas
aridas en general, adicionando cantidades adecuadas de fertilizante para disminuir el efecto
de la salinidad. Sin embargo, es necesario evaluar el efecto de la salinidad sobre la calidad

de los componentes del aceite de J. curcas producidas bajo estres salino.
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