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RESUMEN

Se estudia el papel del manitol, asi como de la prolina en el equilibrio osmético
de Aegiceras corniculatum, Aegialitis annulata y Laguncularia racemosa, tres
especies de mangles. Las plantas crecieron en cultivo hidropénico por varios afnos,
antes de ser sometidas a los experimentos aqui resefiados. Plantas sometidas a
tratamientos de diferentes salinidades, asi como de "choque”, fueron divididas en
sus partes y en ellas se analizaron las concentraciones de los principales iones y de
los compuestos de bajo peso molecular. Concentraciones altas de metabolitos
fueron detectadas en todas las partes de las plantas bajo estudio. Se discute el papel
del manitol como compuesto osmético global.

SUMMARY

The role of manitol and proline on the osmotic balance of Aegiceras corniculatum,

Aegialitis annulata and Laguncularia racemosa were studied. Mangrove plants
were grown in hydroponic cultures for several years before using them for the
experiments described here. The plants grown in different salt concentrations and
"shock" treatments were divided in their parts and the ion concentrations of the
low molecular weight compounds of each part were analysed. High concentrations
of osmotic compounds were found in all plant parts. The role of mannitol, as an
overall osmotic compound, is discussed.
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INTRODUCCION

Con el término "manglar” se designa una asociaciéon taxonémicamente diversa de
arboles y arbustos lefiosos, que caracterizan la vegetacion intermareal de muchas
costas tropicales y subtropicales protegidas. Estas plantas poseen una serie de
adaptaciones morfolégicas, fisiol6gicas y reproductivas en comiin (cf. Saenger
1982, Clough et al. 1982, Clough 1984, Ball 1988a), que les permiten crecer en
ambientes inestables y rudos. Aproximadamente 80 especies de plantas, pertenecien-
tes a 30 géneros de 20 familias diferentes, comparten algunas de estas adaptaciones
(cf. Chapman 1984, Hutchings & Saenger 1987).

Entre las adaptaciones morfologicas se mencionan las raices zancos de las especies
del género Rhizophora, las raices cable del género Avicennia o las raices tabloides
de Pelliciera rhizophorae, que les permiten crecer en sustratos blandos, mientras
el desarrollo de lenticelas, tejido aerenquimatico y neumatéforos facilitan el
intercambio gaseoso (cf. Curran, 1985; Hutchings & Saenger, 1987; Prahl et al.,
1990). El desarrollo de embriones (plantas viviparas) es una caracteristica de varias
especies de mangles, y su mas notable adaptacién reproductiva.

En cuanto a la fisiologia, las adaptaciones incluyen la resistencia a la salinidad.
La abundancia de sal es la caracteristica simple mas importante de los ambientes
de manglar. El hecho de que las especies de mangle sean capaces de crecer sobre
sustratos muy salinos, y que incluso crezcan mejor en presencia de sal (Connor,
1969; Downton, 1982; Werner & Stelzer, 1990) sugiere que controlan la absorcién
de iones y mantienen un balance hidrico fisiologicamente aceptable. Para Larcher
(1984), esta adaptacion tiene varios componentes, los cuales pueden ser divididos
en dos grupos: mecanismos de regulacién y mecanismos de tolerancia salina. Los
primeros comprenden: 1) evitar la absorcién de sal, 2) eliminar la sal, y 3) diluir
la sal. La tolerancia salina es definida como la propiedad del protoplasma para
enfrentar las altas concentraciones iénicas. Esta tolerancia incluye la compartimen-
tacién i6nica en el protoplasto, asi como la tolerancia a efectos téxicos y osméticos
de las altas concentraciones i6nicas.

Los mangles presentan un mecanismo de ultrafiltracién a nivel de las raices
(Scholander et al. 1962, 1966; Rains & Epstein, 1967; Scholander, 1968) que les
permite absorber agua del medio, mientras excluyen efectivamente los iones; si
bien las bases fisicas y bioquimicas de este fenémeno han sido pobremente
comprendidas (Field 1984). La elimininacién de la sal sucede por medio de
glandulas en las hojas de Acanthus, Aegiceras, Aegialitis Avicennia y Sonneratia,
de estructura sorprendentemente similar.

Las plantas de mangle acumulan cantidades considerables de sal, no sé6lo en sus
hojas sino en diferentes 6rganos (Watler & Steiner, 1936; Scholander et al., 1962,
1966; Spain & Holt, 1980). Sin embargo, las concentraciones foliares registradas,
tanto de Na+ como de Cl-, aunque altas, corresponden s6lo del 50 % al 70 % de
los potenciales osméticos totales medidos (cf. Clough et al. 1982; Stewart & Ahmad,
1983). Este hecho implica que las plantas requieren de otros compuestos para
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establecer un equilibrio i6nico. En mangles, han sido registradas altas concentra-
ciones de manitol, 1D-0-metil-mucoinositol, quebrachitol, prolina o glicinbetaina,
tanto en sus hojas (Stewart & Ahmad, 1983; Popp, 1984; Popp et al., 1985), como
también en otros 6rganos (Popp & Polania, 1989; Thonke, 1990; Polania, 1990).
Estas sustancias pueden ejercer el papel ya sefialado. Aqui se estudiaran las
sustancias que pueden funcionar como solutos compatibles en el citoplasma. Se
observari el comportamiento de estos compuestos en algunas especies de mangle
de Australia y Colombia - que presentan o no glindulas secretoras -, bajo
condiciones diversas de salinidad en el medio.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos aqui resefiados fueron llevados a cabo con plantas cultivadas en

invernadero en el Instituto de Fisiologia Vegetal de la Universidad de Viena
(Austria). Las condiciones de crecimiento de las plantas de tres anos de edad fueron
las siguientes: luz artificial y temperaturas diurnas entre 28-302C y nocturnas,
alrederor de los 202C. Las plantas crecieron sobre sustrato de arcilla hinchada inerte
con suministro de agua marina preparada con sal comercial para acuarios. A las
soluciones correspondientes se les afiadi6 1mM NH4NO3, 1ImM NH4CL, 0.1 mM
KH2PO4 y 0.05 mM FeEDta. Las determinaciones de iones (absorcién-atéomica)
y solutos (gas cromatografia y fotometria) se hicieron segin Popp, 1984a, b; Popp
et al., 1985, y Polania 1990.

RESULTADOS

Al comparar las concentraciones, tanto de iones como de metabolitos en los
diferentes 6rganos de las plantas, surge la cuestion de la forma en que éstas deben
ser presentadas.El uso de material seco impide hacer inferencias sobre las
relaciones osmoticas, mientras que el uso de material fresco induce ciertas
inexactitudes, dado que es dificil establecer el verdadero contenido de agua de una
raiz.

En la tabla 1 se sefialan las concentraciones de Na+, K+, Cl- y manitol en diversas
partes de plantas de Laguncularia racemosa sometidas a tratamiento de choque ("up
shock"). Las plantas control fueron cultivadas en 25 % de agua marina, y las
restantes, transplantadas a una concentraciéon de 125 % durante ocho dias. El
contenido de manitol se incrementé en un 215 %, mientras que los de Cl- y Na+
en 139 % y 142 % respectivamente (tabla 1). Mientras las mayores concentraciones
de sodio y cloro se detectaron en las raices de las plantas, las del alditol-manitol
fueron menores en comparacién a las hojas y las raices. Se aprecia que en todas
las partes, las concentraciones detectadas el dia 8 fueron sensiblemente mayores
con respecto a las plantas control. Los valores medidos para las hojas aparecen
expresados graficamente en la figura 1, donde se nota un aumento gradual de
manitol a lo largo del experimento.

En la tabla 2 aparecen las mismas concentraciones referidas al peso fresco. Si bien
las tendencias son las mismas antes mencionadas, se debe sefialar que las mayores
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Tabla 1. Concentraciones iénicas y de manitol de diferentes partes de Laguncularia racemosa. Las
plantas control crecieron por tres afios en agua marina al 25%. Las demas fueron transplantadas a agua
marina al 125%. Plantas completas cosechadas y divididas en hojas, tallos y raices. Datos promedio (*+
desviacion estandar) de tres ocuatro plantas.

mMol * Kg-1 peso seco

Na+ K+ Cl- Manitol
Raices
Control 795 240 707 195
- 144 41 82 63
Dia 1 ‘ 879 302 1002 213
+ 102 29 86 61
Dia 8 927 460 1286 277
+ 116 39 20 41
Hojas
Control 544 327 903 203
+ 88 72 54 58
Dia 1 367 296 980 202
+ 41 56 157 82
Dia 8 743 347 1203 415
* 54 19 68 53
Tallos
Control 362 335 403 305
=] 30 55 15 42
Dia 1 402 288 587 277
* 94 37 77 78
Dia 8 375 362 603 362
+ 19 16 34 18

concentraciones se manifestaron en hojas y tallos, y que algunas relaciones entre
los valores del dia 1y el 8 del experimento, se modificaron. A manera de ejemplo,
se aprecian en la figura 2 las variaciones de la concentracién de manitol comparadas
con las de sodio y cloro en las hojas durante el experimento de un "up shock". Es
de resaltar que transcurrido un dia de experimento, las plantas acumulan tanto
iones cloro y sodio como manitol en sus hojas (figura 1), pero asimismo absorben
agua del medio, de tal manera que las respectivas concentraciones referidas al peso
fresco resultan menores que las de las plantas control (figura 2).

Cuatro o cinco plantas de Aegiceras corniculatum sometidas por tres afios a
concentraciones de 10 % y 100 % de agua marina fueron cosechadas y divididas
en sus partes (tabla 3). Las ramas de plantas fueron divididas en corteza y madera,
siendo el contenido de Na+ y Cl- de la segunda, sensiblemente menor (casi siempre
alrededor de 50 %) que el de la corteza. Se aprecian también las concentraciones
de iones cloro, sodio y potasio encontradas, asi como las del alditol manitol. Es
digno de resaltar que, aunque los contenidos de cloro y sodio son sensiblemente
menores en las plantas del tratamiento con 100% de agua de mar, el de manitol es
superior al de las plantas sometidas a 10% de agua de mar. La concentracién de
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Fig. 1. Variacion de las concentraciones de manitol Na+ y CI- en hojas de plantas de laguncularia
racemosa sometidasa "up shock™ (de agua marina al 25% a agua marina al 125% de concentracion)

durante 8 dias. Los puntos representan valores medios de tres o cuatro plantas, y las barras verticales
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Fig. 2. Variacion de las concentraciones de manitol, Na+ y Cl- en hojas de plantas de Laguncularia

racemosa sometidas a "up shock” (de agua marina al 25% a agua marina al 125% de concentracion)
durante 8 dias.
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potasio, por su parte, es en ambos tratamientos similar para todas las partes de la
planta, salvo en las raices.

El efecto en el experimento a corto plazo con Aegialitis annulata (especie provista
con glindulas secretoras de sal, de la familia Plumbaginaceae) no fue tan
pronunciado, aunque el tratamiento de "up-shock" mostré un incremento marcado
del contenido de prolina en raices y tallos (tablas 4 y 5). En hojas y tallos herbaceos
de las plantas sometidas a "down shock" (plantas control en 50% de agua marina,
y las restantes, en agua libre de sales) se aprecian mayores concentraciones de iones
sodio o cloro que en las contrapartes de plantas sometidas a "up shock", si las
concentraciones son expresadas en peso seco (tabla 4). En cambio, si son expresadas
en peso fresco, las concentraciones de las plantas trasplantadas a agua de mar al
150% resultaron significativamente mayores que las de las plantas trasplantadas a
agua libre de sal. A manera de ejemplo, se representan las variaciones en los
contenidos de prolina en raices de plantas de 4. annulata.

Tabla 2.Concentraciones ionicas y de Manitol de diferentes partes de Laguncularia racemosa. Las
plantas control crecieron por tres afios en agua marina al 25%. Las demas fueron transplantadas a agua
marina al 125%. Plantas completas cosechadas y divididas en hojas, tallos y raices. Datos promedio (+
desviacion estandar) de tres o cuatro plantas.

MMol * M-3 peso fresco

Na+ K+ Cl- Manitol
Raices
Control 162 50 145 41
- - 22 10 11 16
Dia 1 222 77 254 56
+ 22 12 26 23
Dia8 244 122 341 73
i 19 4 5
Hojas
Control 226 135 375 84
+ 36 26 24 23
Dia 1 141 110 370 74
* 26 6 4 19
Dia8 322 151 521 181
+ 11 13 13 30
Tallos
Control 213 198 237 179
= < 17 33 11 23
Dia 1 228 168 345 157
£ 32 29 79 33
Dia 8 24 238 395 236

x 10 27 42 27
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DISCUSION

Hasta el momento, los experimentos realizados en invernadero, con mangles, se
habian propuesto objetivos distintos a la funcién de los compuestos organicos de
valor osmético (Downton, 1982; Schnetter, 1986; Ball, 1988b). Al contrario,
determinacioanes de metabolitos en estas plantas se reducian a observaciones en
material colectado en el medio natural (Popp, 1984a, 1984b; Popp et al., 1985). Si
bien las concentraciones i6nicas halladas en las especies aqui estudiadas, son con-
siderablemente més reducidas que las encontradas en la naturaleza (cf. Biebl &
Kinzel, 1965; Popp, 1984a; Popp et al., 1984), las de los solutos de bajo peso
molecular no se diferencian ostensiblemente.

A propésito de los compuestos orgénicos de bajo peso molecular, se acepta
actualmente que la mayor parte del NaCl celular detectado en halofitas, se
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Tabla 3. Concentraciones ionicas y de Manitol de diferentes partes de plantas de Aegiceras
corniculatum. Las plantas crecieron por tres afios en concentraciones de 10% y 100% de agua marina.
Las plantas completas fueron cosechadas y divididas en corteza, madera, hojas y raices. Los datos son
promedio (+/- desviacion estandar) de tres plantas.

MMol * Kg-1 peso seco
Parte de  Concentracion =---------e-cccscmccmcecccmeccaccmecc e cmemcsmeeeem e mmeeem e

la planta agua de mar Manitol Cl- Na+ K+
Corteza 10% 56 618 354 393
& 6 150 44 120
Madera 10% 40 247 236 161
- - 10 61 4 77
Hojas 10% 145 899 479 413
+ 11 64 153 39
Raices 10% 6 1635 1236 426
* 5 192 219 28
Corteza 100% 124 432 332 648
* 11 15 17 103
Madera 100% 69 208 112 199
- - 6 29 38 18
Hojas 100% 250 994 317 1076
-3 34 89 39 195

encuentre en la vacuola, y que es este mecanismo el que ejerce un papel
preponderante en la tolerancia salina (Flowers et al., 1986). No obstante, evidencia
directa sélo existe para unas pocas especies de hal6fitas herbaceas (cf. Stewart &
Ahmad, 1983; Flowers & Yeo, 1986, 1988) y recientemente para Rhizophora
mangle (Werner y Stelzer, 1990). Asumir que hay altas concentraciones vasculares
de NaClimplica la presencia de un soluto orgénico en el citoplasma capaz de ejercer
el ajuste osmético necesario para asegurar la continuidad de los procesos
metabolicos.

Popp (1984b) y Popp et al. (1984), hallaron cantidades apreciables de solutos
organicos en 29 de 30 especies australianas de mangles. En Ceriops tagal (Richter
et al. 1990), Aegialitis annulata, Aegiceras corniculatum (Popp & Polania, 1989)
v Laguncularia racemosa (Polania, 1.990) se demostré6 un aumento del contenido
de soluto organico al incrementarse la salinidad externa.

En el tratamiento de choque ("up shock"), al cual fueron sometidas plantas de

Laguncularia racemosa, el contenido de manitol se increment6 sensiblemente a
mayor concentracion de sal en el sustrato. Es interesante notar la respuesta de las
plantas, las cuales una vez sometidas al tratamiento absorbieron agua en mayor
proporciéon que iones del medio (tablas 1 y 2), confirmando la capacidad de
ultrafiltracién postulada para los mangles por Scholander et al. (1962). Adicion-
almente, estas reacciones afectan también los contenidos del compuesto orgéanico
de bajo peso molecular, de tal manera que no se hallaron relaciones directas entre
los incrementos en contenidos i6nicos y del alditol. No obstante, resulta licita la
suposicién de que el manitol no juega tan sélo el papel de metabolito cito-
plasmatico, sino tambien global en L. racemosa (cf. Popp 1984b), pues no de otra
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Tabla 4. Concentraciones idénicas y de prolina de diferentes partesde Aegialitis annulata. Las plantas
control crecieron por tres afios en agua marina 50%. De las demas, un grupo fue transplantado a agua sin
sal ("down-shook”) y el otro a agua marina al 150% ("up-shook"). Plantas cosechadas y divididas en

hojas, tallos y raices. Datos promedio de tres plantas.

MMol * Kg -1 peso seco

Parte Compuesto Control agua dulce agua de mar al 150%
Raices Prolina 3 2 12

Na+ 475 428 590

K+ 218 184 248

Cl- 719 669 1031
Tallos Prolina 16 10 37

Na+ 905 820 624

K+ 291 361 212

Cl- 1145 961 1248

manera se explicaria la presencia en tan altas concentraciones en las plantas.

Los experimentos paralelos con Aegiceras corniculatum, una especie de mangle del
Viejo Mundo, poseedora de glandulas secretoras de sal, y asi mismo acumuladora
de manitol, sefialaron concentraciones comparativamente menores de este Gltimo
compuesto, aunque las iénicas fueron mucho mayores. Esta acumulacién diferen-
" cial de iones entre especies secretoras y no secretoras, ya habia sido establecida por
Scholander et al. (1966) y confirmada posteriormente por numerosos autores
(Atkinson et al., 1967; cf. Hutchings & Saenger, 1987). En este estudio, las ramas
de las plantas fueron divididas en corteza y madera, siendo el contenido de Na+
y Cl- de la segunda, significativamente menor (alrededor de 50 %) que el de la
primera. La alta concentracién de sal de la corteza se ha interpretado como
contaminaciéon de la superficie por salpicaduras y retranslocacién iénica via
floema, en lugar de deposicién. No obstante, es claro que las plantas que crecieron
en sustratos con mayores concentraciones de sal, acumularon cantidades superiores
del alditol. En este caso es probable que el alditol s6lo juegue un rol de metabolito
a nivel de citoplasma, y sea acumulado a medida que la concentracién del sustrato
aumenta.

Experimentos previos con plantas sometidas a concentraciones de 10 y 100 % de
agua marina mostraron que el namero de glindulas no varia considerablemente
(Polania, 1990) de un tratamiento al otro, motivo por el cual las diferencias en
secreciéon pueden ser entendidas como producto de una actividad diferencial de las
glandulas (Popp et al., 1990). Al menos es un hecho que las glandulas son un
poderoso mecanismo de control de la salinidad interna (Atkinson et al., 1967).
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Tabla 5. Concentraciones i6nicas y de prolina de diferentes partes de Aegialitis annulata.Las
plantas control crecieron por tres afios en agua marina al 50%. De las demas, un grupo fue transplantado
a agua sin sal ("down-shook”) y el otro a agua marina al 150% ("up-shook”). Plantas coshechadas y

divididas en hojas, tallos y raices. Datos promedio de tres plantas.

MMol * M-3 peso seco

tras 8 dias en:

Parte Compuesto Control agua dulce agua de mar al 150%
Raices Prolina 1 0 3
Na+ 82 85 129
K+ 38 37 54
Cl- 131 133 225
Tallos Prolina 5 4 15
Na+ 292 128 261
K+ 96 18 89
Cl- 366 341 521
Hojas Prolina 3 4 6
Na+ 317 262 312
K+ 61 50 140
Cl- 339 282 448

La hipétesis del metabolito global, arriba mencionada, podria ser cierta asimismo
para los polioles ciclicos, cuyas altas concentraciones serian dificiles de sostener
tan sélo en el citoplasma (Popp, 1984b; Popp et al., 1984). Sin embargo, Sommer
et al. (1990), han demostrado recientemente que ni el pinitol, ni el 1D-0-metil-
muco-inositol interfieren con la actividad enziméitica en concentraciones hasta de
1000 mol.m-3. Comparadas las concentraciones de pinitol de Aegialitis annulata
con las de otras especies, resultan bajas, pero esta especie presenta dos solutos
orgénicos més: quiroinositol y prolina, los cuales aparecen en todas las partes de
la planta. Al parecer es el amino4cido prolina, la sustancia que ejerce el control
osmético cuando las plantas resultan sometidas a bajos potenciales hidricos, tal
como sucede en otras hal6fitas herbaceas (Stewart & Lee, 1974). Mientras que este
soluto seguramente queda reducido al citoplasma (Popp & Polanfa, 1989), los
polioles pueden ser acumulados a nivel citoplasmético. Es posible, por tanto, que
el efecto combinado de la actividad de las glindulas secretoras foliares y del
aminodcido, més los polioles pinitol y quebrachitol, sean los responsables del
equilibrio osmético en A. annulata.

CONCLUSIONES

Tal como en halofitas herbaceas, los metabolitos aqui estudiados se encuentran en
concentraciones notables en todos los 6rganos de las plantas. Los resultados aqui
presentados sugieren que el manitol funciona como metabolito global en L.
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racemosa y posiblemente también en A. corniculatum. En A. annulata el equilibrio
osmético parece apoyarse en la prolina, si bien no se descarta un efecto sinérgico
de los alditoles presentes. En las especies dotadas de glindulas secretoras, estas
juegan un papel preponderante en el control de los contenidos internos de sal.
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