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RESUMEN. La actividad de la enzima RubisCO fue estudiada en variedades de trigo expuestas a condiciones
de salinidad. Se seleccionaron cuatro variedades cubanas de trigo de las especies T. aestivum y T. durum,
(dos variedades respectivamente). Se montaron dos variantes experimentales en condiciones de hidroponia.
El primer tratamiento se salinizé con NaCl a una conductividad eléctrica de 8 dS.m* en la solucion nutritiva, y
el tratamiento control sin aplicar NaCl, para todos los casos se ajustd el pH de la solucién a 6.0. Los
tratamientos se aplicaron desde el momento de la siembra hasta los 35 dias de germinadas las semillas
cuando se realizaron las determinaciones. Como resultados se obtuvo una significativa disminucion de la
actividad enzimatica RubisCO en todas las variedades en el medio salino, existiendo diferencias altamente
significativas respecto al tratamiento control. Se encontraron afectaciones superiores al 10 % como
consecuencia de la salinidad. Las variedades de trigo de la especie T. durum presentaron siempre en el
tratamiento control mayor actividad enzimatica de la RubisCO pero la intensidad del estrés fue superior en
esta especie evidenciandose mayor sensibilidad a la salinidad respecto a T.aestivum.
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ABSTRACT. The RubisCO enzyme activity was studied in wheat cultivars exposed to salinity. Four Cuban
varieties of wheat species T. aestivum and T. durum were selected and mounted two experimental variants in
hydroponic conditions. He saline the first treatment with NaCl to a conductivity of 8 dS.m-1 in the nutrient
solution, while in the control treatment (no applied NaCl for all cases) the pH of the solution was adjusted to
6.0. Treatments were applied from the time of planting to 35 days after seed germination when the determinations
were made. As a result a significant decrease in RubisCO enzyme activity was obtained in all varieties in
saline, where there were highly significant differences compared to the control treatment. Affectations than 10
% due to salinity were found. Wheat varieties of the species T. durum always occurred in the control treatment
increased enzyme activity of RubisCO but the intensity of stress was higher in this species so it showed
increased sensitivity to salinity compared to T. aestivum.
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INTRODUCCION

Ante la presencia de sales en el medio donde se
establecen las plantas numerosos cambios
bioguimicos tienen lugar para poder asegurar su
metabolismo y por consiguiente la supervivencia,
adaptacion y productividad (Levitt, 1980). En tales
condiciones estrés antes se impone la necesidad de
disminuir el potencial de solutos y en consecuencia
el hidrico, para poder mantener la columna de agua
(Ashraf, 1989). Ello se consigue mediante el ajuste
osmotico, proceso que tiene lugar por la

acumulacion de compuestos osmaoticamente activos,
y de iones del suelo, siendo éstos ultimos los que
mayores implicaciones traen a la planta. (Bray,
2002)

Cuando se acumulan iones se produce primeramente
una interferencia nutricional y posteriormente el
aumento de su concentracion propicia la toxicidad
ionica (Flowersy Yeo, 1986). Entre los iones que
mayormente afectan el metabolismo vegetal se

85



Actividad de la enzima ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa en variedades de trigo...

encuentran el Na* y el CI, estos generalmente
interfieren la actividad de importantes enzimas que
aseguran el mantenimiento de los procesos de
sintesis. (Zeigery Lincoln, 2006)

La actividad fotosintética se ve afectada por el
efecto de la salinidad al afectar el contenido de
clorofila'y el proceso de captacion de CO,en la
segunda fase de la fotosintesis (Feitosa et al., 2001).
Asi importantes cultivos como el trigo, especie mas
antigua cultivada por el hombre, que constituye la
base de la alimentacion de mas del 94,6% de la
poblacién mundial, necesitan mantener en niveles
elevados la actividad fijadora del carbono para
asegurar un rendimiento adecuado, maxime si se
establecen en condiciones salinas donde la tasa de
asimilacion neta se afecta considerablemente,
dependiendo las afectaciones del grado de tolerancia
de cada variedad. (Bray, 2002)

MATERIALESY METODOS

Las variedades fueron establecidas en condiciones
de hidroponia en el invernadero perteneciente al
laboratorio de Fisiologia Vegetal del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste de México,
Unidad Guerrero Negro. Para ello se conformaron
flotadores rectangulares (poliestireno expandido) de
30x20 cm (Lopez, 2007) que fueron seccionados
en cuatro partes con una superficie de 15x8,5 cm,
donde se establecieron 20 semillas por cada sesion.
Estas semillas fueron ubicadas de forma alineada,
para un total de 80 semillas por variedad.

El fondo de los flotadores se establecid, con una
malla plastica, orificios de 4mm?. Los flotadores
fueron ubicados en bandejas plésticas rectangulares
transparentes de 50x39 cm, cubiertas con papel
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Al tener en cuenta los dafios que pueden devenir
tras las afectaciones en la fijacion del carbono
empleado para la formacién de fuentes energéticas
y carbonadas en el metabolismo primario y
secundario, asi como su reflejo en el desarrollo y
rendimiento agricola de las especies (Azcon—Bieto
y Taldn, 2008), se estudid el efecto de la salinidad
sobre laactividad de laenzima Ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RubisCQO) en cuatro
variedades cubanas de trigo, las que han sido
estudiadas a través de diferentes indicadores
fisiologicos, bioquimicos y agrondmicos para su
validacion en condiciones de estrés salino (Argentel
et. al., 2010). Como en el oriente de Cuba el 55%
de los suelos dedicados a la agricultura tienen
problemas de salinidad. El objetivo del estudio
realizado fue evaluar las afectaciones de laactividad
de laenzima RubisCO en cuatro variedades de trigo
en condiciones de salinidad.

aluminio paraevitar la entrada lateral de luz. En cada
bandeja se establecieron dos variedades. La siembra
se realiz6 a las 7:00 am y después fue afiadido un
volumen inicial de 5 L de solucién (tratamientos),
hasta completar el volumen final de 18 L de las
soluciones que conformaron los tratamientos. Los
flotadores se mantuvieron plenamente sobre el agua
y con el uso de varillas de suspension se evito la
hiperhidricidad en las semillas. La aireacion de las
soluciones, en cada bandeja, se realiz con bombas
aireadoras (MELLIN, 2,8) que distribuian el aire a
través de mangueras plasticas transparentes de 3mm
de didmetro.

Las variedades empleadas en el estudio se describen
en lasiguiente tabla.

Tabla. Variedades empleadas y especie a la que pertenecen

YVariedad

Ezpecie

IMIFAT EM-26

T aestivim

INIFAT RM -36

T aestivum

INCATD 18

T durum

INCATD 16 E

T durum

Tratamientos

Los tratamientos consistieron en la aplicacion dedos
soluciones nutritivas, las que se describen a
continuacion.
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y Arnon, 1950) salinizada a base de NaCl con una
conductividad eléctrica de 8 dS.m™.
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T, tratamiento control: solucion nutritiva (Hoagland
yArnon, 1950), siguiendo las exigencias nutricionales
del cultivo, con una conductividad eléctrica de 0,36
dS.m™,

Las soluciones nutritivas de los dos tratamientos
establecidos fueron ajustadas a un pH de 6,0con el
empleo de un medidor de pH, PH 40S. La
conductividad eléctrica fue medida con un
conductimetro MQ conductimeter- EC.

Los tratamientos se dispusieron mediante unarreglo
experimental completamente aleatorizado y se repitio
cuatro veces (ambos tratamientos) con cada variedad.
Lasevaluaciones fueron realizadas a los 35 dias después
de lagerminacion, en la fenofase del segundo nudo.
Las muestras foliares se tomaron a las 10:30 am
aleatoriamente de la parte central de las cuarta, quinta
y sexta hojas, de las plantas de trigo en cada variedad
y se completd una masa inicial de 20 gramos para
obtener un volumen de 5mL de macerado, repetido
tres veces, de los cuales se tomaron posteriormente
tres repeticiones técnicas con arreglo 3.

Variable evaluada

La actividad carboxilasa de la RubisCO se
determind siguiendo el método de Lorimer (1976),
basado en la incorporacion del **C, introducido en
el ensayo como [*“C]-NaHCO, (Amersham, 51,7
Ci/mol), en productos estables al tratamiento &cido
3-fosfoglicerato. El ensayo se realiz6 con el enzima
presente en 20 iL del extracto homogeneizado
anteriormente con el tampon TEP. La RubisCO se
llevo a un volumen final de 200 iL con tampdn de
preincubacion (Tris-HCI 100mM pH 8,2, MgCl,
10mMy NaHCO, 10mM) y se preincubo en viales
de plastico (Biovial, Beckman) durante 10mina 30
°C, con lafinalidad de activar el enzima.

Lareaccionseinicié con laadicion de 50iL de Tris-
HCI 100mM pH 8,2, MgCl, 10 mM, 55 mM [*C]-

RESULTADOSY DISCUSION
Actividad carboxilasa de la enzima RubisCO
La actividad carboxilasa de la RubisCO en

condiciones salinas respecto al control presento
diferencias altamente significativas en las cuatro

NaHCQ, (4x108 dpm/mmol) y RubisCO (Sigma)
2,3mM, y se detuvo después de 1 min de incubacion
a30°C, mediante laadicion de 50iL de HCI 2M. El
[*“C]-NaHCO, no fijado fue eliminado mediante la
evaporacion para lo cual se colocaron las muestras
en una estufa de vacio a 80 °C, esta operacion fue
realizada dos veces tras disolver el residuo seco en
200 iL de agua. El residuo final se resuspendi6 en
200 iL de agua y afiadieron 3 mL de la mezcla de
centelleo (Cocktail-22 Normascint, Scharlau) para
medir la radiactividad del **C incorporado mediante
un contador de centelleo LKB Rack Beta, realizando
el calculo de la eficiencia del conteo mediante el
metodo del estandar externo.

El calculo preciso de la radiactividad especifica del
sustrato marcado [*C]-NaHCO,, se realiz6
contando la marca introducida en cada ensayo. Para
ello se afiadieron 50 iL de la disolucion radiactiva,
con laque se inicid el ensayo, a 3 mL de mezclade
centelleo alcalina, 0,98 g de PPO (Scharlau) y 0,2 g
de POPOP (Merck) en 115 mL de lamezcla tolueno/
feniletilamina/agua/metanol (57:50:5:3, v/v) y se
procedio a contar laradioactividad. La eficiencia del
conteo se determino por el método de la relacion
entre canales.

Andlisis estadisticos

De cada variedad en los dos tratamientos se
analizaron tres repeticiones bioldgicas y tres técnicas.
Se analizo el cumplimento de los supuestos tedricos
de normalidad y homogeneidad de varianza segun
la prueba de Kolmolgorov. Los datos obtenidos en
el tratamiento control y el estrés fueron comparados
mediante la prueba de t-student para el nivel de
significacion del 1%. Ademas se realiz6 un analisis
de varianza de clasificacion simple para compararla
intensidad del estrés, calculada mediante la formula
propuesta por Fernandez (1993) sobre la actividad
enzimatica, através de lacomparacion de las medias
mediante la prueba de MDS para un 5 %.

variedades estudiadas (Figura 1). La diferencia mas
marcada es entre las variedades INCATD 16 E e
INCA TD 18, donde se observo una disminucion
de los valores del indicador en mas de un 30%, en
condicion de estrés.
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O Control

B Salino

Actividad de la enzima RubisCO2
(nmol CO2/ mg.min)

Variedades
Figura 1. Actividad del enzima Ribulosa 1,5- bifosfato carboxilasa/oxigenasa

Un elemento importante en el estudio realizado fue
que las variedades de mayores afectaciones
siempre presentaron en el tratamiento control
valores més altos de actividad. En este sentido,
algunos estudios demuestran que la especie de T.
durum, en la cual se ubican estas variedades,
poseen mayor grado de rusticidad y generalmente
la eficiencia de la enzima en cuestioén es mayor
(Flexas et al., 2006). Otros autores, sin embargo,
sostienen que existe correlacion inversa entre la
rusticidad de la especie y la actividad de la
RubisCO, dado posiblemente por la sensibilidad
de los estomas a la condicion salina, funcion de la
incapacidad de disminucion del potencial osmético
y consecuentemente, el hidrico que propicia un
cierre activo estomatico para evitar la marchites
permanente debido a la pérdida excesiva de agua

1,00 -

»

0,50 -

por transpiracion, lo que propicia la disminucion de
la concentracion de CO, en la camara subestomatica.
(ZongSuo, 2006; Mayek-Pérez y Lopez-Salinas,
2004)

Elanalisis de la intensidad del estrés por salinidad en
la actividad enzimatica de las variedades probadas
mostrd la existencia de diferencias significativas entre
las cuatro variedades, que aunque pertenecen a
especies diferentes, el método empleado para su
determinacion lo hace en funcidn de su respuestaen
condiciones normales, por ello permitié determinar
el coeficiente de determinacion y su valor fue de R*=
0,99 (Figura 2). Esto demuestra que las variaciones
encontradas son funcion solamente del efecto varietal,
y permite concluir que existe variabilidad natural para
responder a la salinidad.

R? =0,99

2]

intensidad del estrés (%)

v
¢
N

variedades

*Medias con letras diferentes muestran diferencias significativas por MDS. R?: coeficiente de determinacion

Figura 2. Intensidad del estrés salino (11) sobre la actividad enzimatica de la RubisCO de cuatro variedades de trigo

El resultado se considera importante dado que en
los germoplasmas con que se dispone es necesario
seleccionar aquellas variedades que en condiciones
de estrés no se afecten procesos importantes como
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el fotosintético, que tributa directamente al
rendimiento en materia seca. En el caso de estudio,
al rendimiento agricola del cultivo del trigo que en
Cuba esta siendo rescatado como via importante para
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lasustitucion de importaciones, laalimentacion animal,
humana; asi como para lograr un acercamiento a la
rentabilidad de los suelos de ecosistemas afectados
por salinidad donde otras especies no expresan un
favorable potencial genético productivo. (Mayek-
Pérez y Lopez-Salinas, 2004)

Multiples sintomas fisioldgicos asociados a la toxicidad
de los iones a partir de determinados niveles criticos
han sido descritos, tales como las interferencias
causadas por ellos en el metabolismoy a los dafios
que, como consecuencia, tienen lugar en los
cloroplastos, especificamente la destruccion de los
tilacoides ('Yuen et al., 2004) disminucion o inhibicion
de laactividad enziméticay finalmente inhibicion de la
fotosintesis, lo que trae como resultado la derivacion
de parte de la energia metabdlica de la planta para su
inversion en procesos distintos al crecimiento. (Munns,
2009)

En laactualidad la mejora genética asistida a través
de laingenieria gendmica en multiples especies de
interés econdmico esta basandose en la introgresion
de genes que confieran tolerancia y estabilidad de
rendimiento bioquimico, en procesos como laactividad
fotosintética, que en su maxima expresion, es la base
fundamental del rendimiento de los cultivos. (Flexas
etal., 2006; Munns, 2009)

La ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(RubisCO) es unaenzima bifuncional con la capacidad
de utilizar competitivamente CO, y O,, es laenzima
clave responsable de la fijacion de CO, durante la
fotosintesis y el mayor contribuyente a la ganancia de
materia seca en todas sus manifestaciones (Mikman,
1982). Algunos estudios afirman que la salinidad puede
disminuir la actividad de esta enzima, asi como
también la actividad de la
fosfoenolpiruvatocarboxilasa, en las plantas C,, no

CONCLUSIONES

1. Laactividad enziméatica RubisCO disminuy6 en
todas las variedades evaluadas en el medio salino,
donde existieron diferencias altamente significativas
respecto al tratamiento control.
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