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RESUMEN

Se prepararon medios de cultivo adicionados con Polietilenglicol (PEG) y solucion salina
(NaCl) correspondientes a los tratamientos de sequia (2%, 4% y 6% PEG 3350) y salinidad
(25mM, 50mMy 75mM NacCl), en los cuales se colocaron semillas de albahaca previamente
desinfectadas. Se colocaron en una Camara Bioclimatica (Lab-Line) bajo condiciones de
12 hluzy 27°C. A los 30 dias de su siembra se evalué el porcentaje de germinacion, altura
de plantula, longitud de raiz, namero de hojas, tamafio de la hoja, peso fresco, peso seco y
contenido de prolina libre como indicador de estrés. El porcentaje de germinacion y el
namero de hojas no presentan diferencia significativa entre los tratamientos de sequia y
salinidad. Mientras que en el resto de los pardmetros, se presenté diferencia significativa
entre los tratamientos. Evidenciando que las plantulas expuestas a deficiencias hidricas
responden positivamente en su desarrollo a estas condiciones de estres.

ABSTRACT

Medium cultures were prepared with poliethilenglicol (PEG) and saline solution (NacCl)
corresponding to the treatments of drought 2%, 4% y 6% with PEG 3350 and for salinity
25mM, 50mM y 75mM Nacl, in wich disinfected basil seeds were placed. The cultures were
located in a bioclimatic chamber (Lab-Line) under conditions of 12 light hours and 27°C.
After 30 days of planting; germination rate, height of the seedling, length of the roots, number
of leaves, leaf size, fresh weight, dry weight and free proline content as stress indicator,
were evaluated. The germination rate, and number of leaves showed no significant
difference, among the drought and salinity treatments. While the rest of the parameters, was
observed a significant difference among the treatments. Showing that the seedlings exposed
to water deficiencies respond positively in their growth under this stressing conditions
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INTRODUCCION
Las plantas medicinales y aromaticas son econémicamente importantes debido a la

continua y creciente demanda de sus productos en los mercados locales y
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extranjeros. Sin embargo desde etapas tempranas las plantas cultivadas deben
enfrentar condiciones de estrés abidtico (sequia) que influye en la germinacion y
emergencia de la plantula (Mokhberdoran et al., 2009). Otro factor al que estan
expuestas las plantas es a la salinidad, desarrollando tolerancia para mantener las
funciones fisioldgicas y el rendimiento de produccion bajo tension (Shannon y
Grieve, 1999). La capacidad de soportar la concentracion de sal elevada en la zona
de la raiz y producir el producto agricola comercializable define la resistencia o
tolerancia a la salinidad (Steppuhn et al., 2005). Ocimum basilicum L. (Lamiaceae)
es una de las plantas mas importantes en este sentido, debido a que es considerada
como una fuente de compuestos de aroma, y posee una amplia gama de
propiedades bioldgicas y antioxidantes (Lee et al. 2005). Sin embargo, poca
atencién se ha puesto en conocer la respuesta de estas especies arométicas y su
adaptacién a zonas éaridas y semi-aridas en condiciones climéticas y edaficas
adversas para su desarrollo. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue
establecer las condiciones de estrés hidrico y salinidad in vitro para identificar los
efectos un su morfologia y en el contenido de prolina libre como indicador de estrés
en las plantas de Ocimum basilicum L.

MATERIAL Y METODOS
Medios de cultivo y tratamientos. Se prepararon medios de cultivo adicionados

con Polietilenglicol (PEG 3350) y salinidad (NaCl) como tratamientos de sequia y
salinidad respectivamente. Para los tratamientos de sequia, se agregaron 4.4g de
MS (Murashige y Skoog, 1962) en 1L de agua destilada, se ajusté a pH a 5.7 + 0.02
(HCI 1IN, KOH), y PEG 3350 en concentraciones de 2%, 4% y 6%. Para los
tratamientos de salinidad el PEG se sustituyo por NaCl en concentraciones de
25mM, 50 mM y 75 mM antes de ajustar el pH. Finalmente ambos medios se
calentaron a ebullicién y se les adicionaron 4g de Fitogel. EI medio se vacio en
frascos de cultivo, se taparon, se etiquetaron y se colocaron en una autoclave para
su esterilizacion. Siembra in vitro. Semillas de Ocimum basilicum L (albahaca),
fueron desinfectadas en hipoclorito de sodio al 10% durante cinco minutos y etanol
al 70% durante 20 segundos, finalmente se realizaron tres lavados con agua estéril.
En una camara de flujo laminar en condiciones asépticas se colocaron 10 semillas
por frasco con medio MS con diferentes concentraciones de PEG 3350 y NaCl. Los
frascos se colocaron en una camara bioclimatica (Fotoperiodo de 12h a 27°C) por
30 dias. Se realizaron siete repeticiones de cada tratamiento. Al final del bioensayo
se evaluaron los siguientes parametros: Porcentaje de germinacion (PG), Altura de
plantula (AP), longitud de raiz (LR), Numero de hojas (NH), Largo de hoja (LH),
Ancho de hoja (AH), Peso fresco de plantula (PFP), peso seco de plantula (PFP) y
Contenido de prolina (CP).
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Determinacion de prolina. Primeramente se elabor6 una curva de calibracion a
partir de stocks de prolina en concentraciones en el intervalo de 0.01 y 1000 ppm
de esta manera se interpold para cuantificar la concentracion de prolina en plantulas
de Ocimum basilicum L., de acuerdo a Bates et al., 1973, prosiguiendo de la
siguiente manera; de material vegetal previamente macerado, se tomaron 0.5 gy
se adicionaron 10 mL de acido 5-sulfosalicilico al 3%, se sénico con 3 pulsos de 30
segundos, se filtré y centrifug6 a 5000 rpm durante 15 minutos. Se tomaron 0.6 mL
y se colocaron en un tubo de ensaye al cual se le agregaron 0.6 mL de acido 5-
sulfosalicilico, 0.4 mL de ninhidrina al 1% y 0.4 mL de acido acético glacial y se
coloco en bafio maria durante una hora a 97°C, después se paso a bafio frio por 5
minutos, se atemperay en seguida se agrego 1 mL de tolueno y se homogenizé por
1 minuto en vortex (Vortex-Genie 2) y se dejo reposar por 5 minutos, se toma la fase
del sobrenadante y se deposita en una celda de polietileno para a leer la
absorbancia a 518 nm en un espectrofotometro de luz visible y se realizaron los
calculos correspondientes.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos a través del analisis de varianza demostraron que para el

porcentaje de germinacion y el nimero de hojas no existe diferencia significativa
(P<0.01) tanto para los tratamientos de sequia como para los de salinidad mientras
que para el resto de los pardmetros evaluados si se mostré diferencia significativa
entre los tratamientos de estrés (Tabla 1). En relacion a la germinacién, no se
encontro diferencia significativa entre los diferentes tratamientos tanto de sequia
como de salinidad, sin embargo los porcentajes de germinacién obtenidos en los
tratamientos de 6% PEG 3350 y 75 mM NacCl, son ligeramente superiores a los
obtenidos en el control. Estos resultados coinciden con los reportados por Tavili et
al. (2011) quienes utilizaron soluciones de PEG y NaCl para mejorar la germinacién
bajo estrés y aumentar el porcentaje de germinacién y vigor de las plantulas.

Tabla 1. Valores promedio de los parametros evaluados para determinar estrés osmatico
in vitro en plantulas de O. basilicum L. de 30 dias de desarrollo.

Tratamientos

Parametros

evaluados

Control

2% PEG

4% PEG

6% PEG

25mM NacCl

50mM NacCl

75mM NacCl

PG (%)

72+8.37a

68+17.89%a

70+15.81a

74+15.17a

60+33.91a

56+11.40a

76+15.17a

AP (cm)

2.81+0.87ab

2.96+1.42b

2.29+0.88ab

1.96+0.56a

2.85£1.23b

2.48:0.83ab

2.54+0.60ab

LR (cm)

2.52+1.75a

3.81+2.64ab

2.56+1.42a

4.31+2.63abc

5.20+2.52bc

6.14+3.08c

5.44+2.56bc
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NH 2.40+2.31a 2.80+4.62a 2.67+3.46a 2.80+5.77a 1.47+6.31a 1.87+6.62a 2.00+5.46a
LH (mm) 6.34+2.61c 6.12+3.30c 5.42+2.94bc 5.30+2.53bc 4.36+2.13abc 2.62+1.92a 3.53+2.25ab
AH (mm) 4.16+1.30bc 4.40+2.30c 3.70+2.08bc 3.80+1.81bc 3.29+1.60abc 1.94+1.38a 2.70+1.82ab

PFP (g) 0.34+0.03cd 0.38+0.06d 0.25+0.01c 0.11+0.04ab 0.13+0.02b 0.073+0.01ab 0.03+0.01a
PSP (g) 0.03+0.00c 0.03+0.01c 0.03+0.00c 0.01+0.00b 0.02+0.00b 0.015+0.00ab 0.01+0.00a
CP (ppm) 4.42+1.01c 1.76+0.33b 0.88+0.02a 13.96+0.02d 20.37+0.05e 57.37+1.08g 48.22+0.017f

PG (Porcentaje de germinacion), AP (Altura de plantula), LR (Longitud de raiz), NH (Nimero de hojas), LH (Largo de hoja), AH (Ancho de
hoja), PFP (Peso fresco de pldntula), PSP (Peso seco de pldntula) y CP (Contenido de prolina). NOTA: Letras diferentes en una misma fila
indican diferencia significativa.

Varios autores han reportado cambios morfologicos inducidos por NaCl tales como
el numero de hojas, raiz longitud, altura de planta, area foliar y relacion tallo/raiz,
ademas, de que la reduccién del crecimiento de la planta durante el estrés salino se
ha correlacionado con los efectos osmaticos, que causan un déficit de agua (Hafsi
et al., 2007). En este sentido, se encontré que tanto la sequia como la salinidad
muestran diferencia significativa en la altura de la plantula y en la longitud de la raiz,
presentandose un mayor crecimiento radicular en los tratamientos de salinidad que
en los de sequia. Esto es contradictorio a lo reportado por Blum (2005), quien
observé que la longitud de la raiz principal se incrementa en condiciones de estrés
hidrico. Asi mismo, Bernstein y colaboradores (2009) al trabajar con plantas de
Ocimum basilicum L. (variedad sweet) observaron que la salinidad de 1 a 100 mM
de NaCl redujo la longitud de la raiz en un 47 % siendo evidente a partir de 25 mM
de NaCl. El numero de hojas verdaderas no mostr6 diferencia significativa, sin
embargo, se observa una disminucion en la formacion de hojas verdaderas en los
tratamientos de salinidad y una ligera promocion en la formacion de hojas
verdaderas en los tratamientos de sequia. En trabajos similares Tarchoune y
colaboradores (2012) observaron que se mantiene el nimero de hojas de O.
basilicum L (variedad genovesa) tratadas con soluciones de 50 mM de NaCl. Por
otra parte, los valores promedio de largo y ancho de las hojas mostrd diferencia
significativa, observandose que las tratadas con PEG 3350 al 2% tienden a ser de
mayor tamafio, mientras que en las tratadas con soluciones de NaCl se observa un
menor tamafio, siendo la concentracion de 50 mM la que mayor expresa este
comportamiento en el ancho (2.62 mm) y largo (1.94 mm) de sus hojas. Estos
resultados son respaldados por lo reportado por Bernstein et al. (2009), quienes
observaron que el area de las hojas se restringe por salinidad a 25 mM. Referente
a la biomasa, tanto en peso fresco como seco se encontré diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos. Las muestras con mayor rendimiento en biomasa
fresca fueron las tratadas con PEG 3350, en especial las concentraciones al 2% y
4%. Por el contrario, se observo que la salinidad redujo significativamente este
parametro. Respecto a la sequia, nuestros resultados coinciden con lo reportado
por Ojeda-Silvera et al. (2013), quienes observaron que las variedades de O.
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basilicum L., Sweet Dani y Dolly, bajo condiciones de estrés moderado con PEG
8000 (-0.75 MPa) producen mayor biomasa fresca de la parte aérea. Con respecto
a la salinidad, nuestros resultados son similares a los reportados por Bernstein et
al. (2009), al evaluar a diferentes concentraciones de NaCl (1 a 100 mM) plantas de
O. basilicum L, observaron una reduccion en la produccién de biomasa de hierba
fresca y seca.

En relacion al contenido de prolina (Figura 1) se encontré diferencia significativa
entre los tratamientos, siendo los tratamientos de salinidad, los que reportaron los
mayores valores principalmente el tratamiento con 50 mM de NaCl (57.37 ppm). Por
otra parte solo el tratamiento de PEG 3350 al 6% obtuvo el mayor valor de prolina
con 13.96 ppm. La aparicion de prolina libre (como indicador de estrés en plantas)
es también confirmada por Cabello-Ruiz et al. (2010), quienes observaron que en
soluciones bajas de NaCl en plantulas de Lippia graveolens se expresaba este
aminoacido. En general, ante ciertos tipos de estrés (deshidratacién y estrés salino)
se produce una inhibicion drastica de la actividad PDH donde la prolina podria
actuar como un compuesto osmorregulador (Claussen, 2005).
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Figura 1. Contenido de prolina en muestras frescas de O. basilicum bajo diferentes
tratamientos de estrés.
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CONCLUSIONES
La respuesta fisiolégica de Ocimum basilicum, al estrés osmaético es favorable, ya

gue algunos de sus parametros morfoldgicos y bioquimicos se ven influenciados por
las condiciones de sequia y salinidad aplicados. Mediante el empleo del PEG 3350
se detectd que la produccion de prolina como osmorregulador le permite realizar el
ajuste osmotico y por lo tanto presentar niveles de tolerancia al estrés impuesto.
Con estos resultados y para continuar con nuestra linea de investigacion es
necesario conocer si respuesta positiva a este tipo de condiciones favorece la
produccion y calidad de los compuestos volatiles.
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