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Introduccion.

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la tercera leguminosa mas cultivada en todo el mundo,
solamente superada en areas de siembra por el frijol comun y el chicharo (Graham y Vance,
2003). La importancia agronémica del garbanzo esta relacionada con la alta concentracién en
proteinas que tienen sus granos (=27%), aspecto que lo hace atractivo para el consumo animal
y humano, convirtiéndolo cada vez mas en una fuente alternativa de suministro de proteinas
(Tejera et al., 2006).

Sin embargo diferentes reportes internacionales (Graham y Vance, 2003; Flowers et al., 2009)
han indicado que la salinidad es uno de los mayores estreses abidticos que afectan el
crecimiento, la fijacion de N, y la produccion de granos en las leguminosas a nivel mundial.
Estudios recientes (Instituto de Suelos, 2007) muestran que la situacion en las areas de siembra
en Cuba no es muy diferente, pues cerca de un millon de hectareas estan afectadas por
salinidad.

El garbanzo es una especie de planta muy sensible a la salinidad, reconociéndose también
entre las simbiosis con rizobio mas sensibles a la sal (Katerji et al., 2003; Vadez et al 2007;
Flowers et al., 2009). La adaptacién del garbanzo a la salinidad dependera de que se puedan
identificar lineas y fuentes de tolerancia, asi como del entendimiento de la base genética a la
tolerancia a este estrés (Vadez et al., 2007).

Los reportes relacionados con las diferencias entre genotipos de garbanzo a la tolerancia a la
salinidad han sido relacionados con i) estabilidad en la conductancia nodular al oxigeno y la
capacidad para formar nédulos bajo estrés salino (Sadiki y Rabi ; Garg y Singla, 2004, L' Taief et
al., 2006, 2007; Flowers et al., 2009) y ii) los genotipos de tipo desi muestran mas alta tolerancia
que los de tipo kabuli (Vadez et al., 2007, Flowers et al., 2009).

Internacionalmente Vadez et al., 2007 identificaron 15 lineas sensibles y 15 tolerantes entre 263
cultivares de garbanzo procedentes del banco de germoplasma del ICRISAT, pero no
investigaron las diferencias fisioldgicas en tolerancia relacionadas al proceso de fijacion de Na.
Por todo lo anteriormente comentado el presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar la
tolerancia al estrés salino de 30 lineas de garbanzo provenientes del ICRISAT, estudiando
parametros relacionados con el proceso de fijacion simbidtica del N..

Materiales y Métodos.

Para el cultivo de las plantas, las semillas de garbanzo (Cicer arietinum L.) fueron previamente
esterilizadas con una solucion de hipoclorito de calcio al 2 % por espacio de 10 minutos y
posteriormente se lavaron con H,0 destilada estéril. Las semillas fueron entonces germinadas
en papel de filtro estéril e incubadas en laboratorio en la oscuridad a 28 ° C durante 48 h,
pasado este tiempo se transfirieron al invernadero Complejo de Investigaciones INRA — IRD —
SupAgro de la ciudad de Montpellier en Francia.

A los cuatro dias de germinadas, las plantulas fueron transferidas a cajas plasticas de 45 L de
capacidad (20 plantas por caja) o frascos de cristal de 1 L de capacidad (1 planta por frasco)
conteniendo solucién nutritiva intensamente aireada (400 ml de aire L de solucién™ min.™"), de
acuerdo a la metodologia descrita por Drevon et al., 1988.

La solucién nutritiva fue remplazada cada semana excepto los primeros 15 dias. EI suministro
de N a las plantas se garantizo por via de la fijacion simbidtica del N,, inoculando los frascos o



las cajas con 1 ml por L de solucion de la cepa de Mesorhizobium ciceri UPMCA 7. Para
garantizar el N necesario para el crecimiento de las plantas en los primeros 15 dias cuando no
tenian nédulos se anadi6é a la solucién 1 mM de N en forma de urea. A partir del primer cambio
la solucién afiadida a las cajas o los frascos estuvo libre de N.

Durante la experiencia realizada entre los meses de Enero y Marzo del 2008 se evaluaron 28
lineas de garbanzo provenientes del Instituto Internacional de Investigaciones de los Cultivos
para el Tropico Semiarido (ICRISAT, siglas en ingles), las que correspondieron a: 1) ICC 12 968
(ICCV2); 2) ICC 15 996 (ICCV10); 3) ICC 67; 4) ICC 867; 5) ICC 1431; 6) ICC 1915; 7) ICC 25
831; 8) ICC 3946; 9) ICC 4495; 10) ICC 4593; 11) ICC 5003; 12) ICC 5337; 13) ICC 6263; 14)
ICC 6306; 15) ICC 8058; 16) ICC 8522; 17) ICC 8950; 18) ICC 9942; 19) ICC 10885; 20) ICC
11121; 21) ICC 12155; 22) ICC 13357; 23) ICC 15518; 24) ICC 15610; 25) ICC 17258 (ICC
96029); 26) JG 11; 27) CSG 8962; 28) ICC 4973(L550), ademas de las variedades INRAT 93.1
y Amdoun, del INRA de Tunez. El esquema experimental quedo conformado por un factorial de
30 cultivares x 2 niveles de salinidad con cuatro replicas organizados en bloques al azar.

A los 45 dias de edad las plantas a los dos niveles de salinidad de ocho cultivares (ICCV 10,
ICC 1915, ICC5337, ICC 11121, ICC 13357, ICC 4973, INRAT 93.1 y Amdoun) se transfirieron
a frascos de cristal de 1L de capacidad para realizar los estudios del consumo de oxigeno de
las raices noduladas segun el método descrito por Jebara y Drevon, 2001, adaptado para
garbanzo por L' Taief et al., 2007).

Las plantas se cortaron a los 70 dias de edad, para determinar peso seco de la parte foliar, las
raices y los nédulos a partir de incubar los diferentes 6rganos a 70 °C durante tres dias. Los
datos fueron procesados por analisis de varianza para hallar diferencias entre genotipos, niveles
de salinidad e interaccion entre los factores empleando el paquete estadistico MSTATC version
1.42 (CIAT, 1988).

Resultados v Discusidn.

La salinidad ejercio un efecto depresivo diferencial sobre el crecimiento de las plantas de las 30
lineas de garbanzo provenientes del ICRISAT (Figura 1), independientemente del potencial de
fijacion simbidtica del N, exhibido por estas lineas. Pues por un lado genotipos con un alto
potencial para fijar N, como ICC 8522 se mostraron muy sensibles, en cambio otros con mas
bajo potencial como ICC 4973 se manifestaron muy tolerantes (Figura 1), fenémeno que quedo
mas aclarado cuando se expreso la produccion de biomasa foliar en condiciones de salinidad
como por ciento de crecimiento con respecto al control (Figura 2).

Asi la proporcion de crecimiento en condiciones de salinidad con respecto al control (% de
crecimiento) obtenida en la poblacién de genotipos estudiados vario desde 12 a 99 % (Figura 2)
mostrando que existié una alta variabilidad en la tolerancia a la salinidad entre los 30 cultivares
estudiados.

La disminucion en el crecimiento foliar provocado por el efecto del estrés salino en las plantas
de los 30 genotipos evaluados (Figura 1), estuvo asociado al decrecimiento en la produccién de
biomasa nodular (Figura 3), fenédmeno mas relacionado con la baja en el nimero de nédulos
producidos por plantas, que con la pérdida de peso individual de los mismos (Datos no
mostrados), pues en condiciones de estrés salino las plantas produjeron menos nédulos, pero
en compensacion nddulos de mayor tamano.

Lo anteriormente planteado quedo mas claramente mostrado cuando se correlaciono el
crecimiento foliar y nodular a los dos niveles de salinidad estudiados (Figura 4), en la cual se
muestra que el crecimiento de las plantas de los 30 genotipos estudiados dependié en gran
medida de la capacidad de las mismas de producir biomasa nodular, a los dos niveles de
salinidad en que se cultivaron las plantas, observandose que en condiciones de salinidad esta
dependencia se hizo mas marcada.
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Figura 1. Produccién de biomasa foliar en plantas de 30 lineas de garbanzo inoculadas con
Mesorhizobium y cultivadas a dos niveles de salinidad 0 y 25 mM de NaCl. Los valores representan la
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Figura 2. Efecto del estrés salino (25 mM NacCl) sobre el crecimiento foliar (expresado % con respecto al
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Figura 3. Producciéon de biomasa nodular en plantas de 30 lineas de garbanzo inoculadas con
Mesorhizobium y cultivadas a dos niveles de salinidad 0 y 25 mM de NaCl. Los valores representan la
media de cuatro replicas.
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Figura 4. Correlacion lineal entre la produccion de unidades de peso foliar y unidades de ndédulos
producidas en plantas de 30 cultivares de garbanzos cultivados a dos niveles de salinidad 0 mM de NaCl
(Control) y 25 mM de NaCl (SALT).

Por otro lado al analizar el nimero de unidades de parte foliar producidas por cada unidad de
nodulo a los dos niveles de salinidad (valor de la pendiente en la dos ecuaciones) la que se
considero como actividad nodular (Figura 4), se pudo comprobar que la actividad nodular
media de los 30 cultivares evaluados se vio significativamente afectada por el estrés salino,
pues las plantas controles mostraron una actividad de 15,25 g de biomasa foliar producida por
unidad de nédulo; mientras las plantas cultivadas en condiciones de salinidad solo 9,77 g de
biomasa foliar producida por unidad de nédulo es decir el estrés salino provoco un
decrecimiento medio de este parametro del 36 % .



Se debe destacar también en este ensayo tres aspectos importantes: i) la poblacion de
garbanzo evaluada exhibié una alta variabilidad para producir biomasa y numero de nddulos a
los dos niveles de salinidad estudiados (Figura 1 y 3) y ii) cuatro de los genotipos (ICC 8522,
ICC 6306, ICC 8058, ICC 10885) que mas alto potencial de crecimiento exhibieron o potencial
de fijacion de N, teniendo en cuenta las condiciones de crecimiento (Figura 1), mostraron
también un alto potencial para producir nédulos (Figura 3) y iii) por lo general los ndédulos
producidos por las plantas en condiciones de salinidad fueron de mayor tamafo que los que
produjeron las plantas controles (dato no mostrado).
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Figura 5. Consumo especifico de oxigeno de las raices noduladas (uM de O, h'! g de biomasa nodular-1)
en plantas de 45 dias de edad de cuatro genotipos de garbanzo cultivados a dos niveles de salinidad (0 y 25
mM de NaCl) y siete presiones parciales de O». Los valores provienen de la media de 6 replicas.

El parametro consumo especifico de O, incrementé significativamente al aumentar la presion
parcial de O, suministradas a las raices noduladas (Figuras 5), tanto en las plantas controles
como en las plantas cultivadas en condiciones de salinidad. El analisis del comportamiento de
este parametro en las plantas de los cuatro cultivares incluidos en el estudio arrojo que
existieron tres tipos: i) nddulos que consumieron mas O, en condiciones de estrés que en medio



nutritivo adecuado (ICC 1915 e ICC 13357), ii) los nodulos de las plantas controles
consumieron siempre mas O, que los de las plantas cultivadas en condiciones de estrés (ICC
4973) vy iii) un comportamiento alternativo (Amdoun).

Tabla 1. Consumo especifico de O, (expresado en % con respecto al control) de las raices noduladas
de plantas cultivadas 25mM de NaCl de ocho cultivares de garbanzo.

Cultivares Tolerancia a la sal Tolerancia a la sal Tipo pO, pO,
(Vadez et al., 2007) | (En este ensayo) (21%) (optima)
(L'Taeif et al., 2007)

ICCV10 Tolerante Sensible Desi 33,6 111,1*
ICC1915 Sensible Sensible Desi 58 164
INRAT 93.1 Tolerante Sensible Kabuli 85,4 89,77
ICC5337 Sensible Tolerante Kabuli 102 145,2
Amdoun Sensible Tolerante desi 31,4 174,2
ICC4973 Tolerante Tolerante Kabuli 88 205,5
ICC13357 Sensible Sensible Kabuli 19,23 311,5
ICC11121 Tolerante Tolerante desi 100 179.8

Media - - - 64.70 172.6

La seleccion de los genotipos a estudiar en las pruebas de oximetria estuvieron asociados a los
resultados alcanzados por L Taeif et al 2007 y Vadez et al., 2007, por ello se incluyeron en
estos ensayos cuatro genotipos sensibles y cuatro tolerantes, asi como también se tuvo en
cuenta las diferencias en tipo de crecimiento y por tanto se consideraron cuatro genotipos de
tipo kabuli y cuatro desi (Tabla 1).

De acuerdo a los resultados alcanzados en este ensayo, en el que se considerd la linea
divisoria del 50 % del crecimiento en condiciones de estrés salino con respecto al control
(Figura 2), como rasgo para definir la sensibilidad o la tolerancia de un genotipo (Flowers et al.,
2009), asi se observo coincidencia en los resultados alcanzados en solo cuatro (ICC 1915; ICC
4973; ICC 13357 e ICC 11121) de los ocho genotipos evaluados (Tabla 4), y por tanto la mayor
parte de los comentario sobre el consumo de O, de los nddulos en las variedades sensibles y
tolerantes se realizaran principalmente considerando este importante detalle.

La informacion mostrada en la Tabla 1 expone a manera de resumen que el consumo medio de
O, de los nédulos de las plantas sometidas a estrés salino de los ocho cultivares estudiados a
pO, similar a la de la atmoésfera fue solo del 65 % del consumo de O, de los nddulos de las
plantas controles, por el contrario a pO, optimas este consumo resulto ser del 168 %.

Al realizar la comparacion entre cultivares teniendo en cuenta el funcionamiento de los nédulos
se pudo comprobar que, por ejemplo los nédulos bajo estrés salino de dos variedades
sensibles como ICC 1915 e ICC 13357 consumieron proporcionalmente diferentes cantidades
de O,a pO, de 21 % (Tabla 1), en cambio en el caso de cultivares tolerantes como ICC 4973 e
ICC 11121 las diferencias entre ellas no fueron tan marcadas, aunque se noto en los dos casos
que los nddulos de las plantas de las variedades con granos de tipo desi consumieron mas O,
que las de tipo kabuli, si bien este no fue un comportamiento realmente claro en todo el ensayo
(Tabla 1).

Diferencias en tolerancia al estrés salino en la especie garbanzo relacionada a genotipo ha sido
reportado con anterioridad (Sadiki y Rabit, 2001; Garg y Singla, 2004; Tejera et al., 2006;
Vadez et al., 2007; L'Taeif et al 2006, 2007; Flowers et al., 2009), sin embargo el presente
trabajo muestra un resultado basado en una amplia diversidad, la cual es bien representativa de
la especie, aspecto imprescindible cuando se quieren hacer conclusiones generales para una
especie de leguminosa como el garbanzo (Flowers et al., 2009).



El estrés salino decreci6 la relacion media de unidades de biomasa foliar producida por unidad
de nddulo (actividad nodular) de los 30 cultivares evaluados (Figura 4), debido al impacto
negativo que ejercioé sobre el consumo de O, de los nddulos de las plantas bajo estrés (Tabla
4), ya que en estas condiciones el estrés salino incrementa la resistencia a la difusion del O, al
interior de los nddulos (Roy, 1993; Serraj et al., 1994; 1998; 2001).

En la literatura cientifica internacional (Katerji et al., 2003; Tejera et al., 2006; Vadez et al.,
2007; Flowers et al., 2009) se reportan varios métodos y parametros para la clasificacion de la
tolerancia a la salinidad del garbanzo, en los mismos se reconoce que el parametro mas factible
y simple es la evaluacion teniendo en cuenta el crecimiento foliar relativo (expresado en %) del
tratamiento salino con respecto al tratamiento control, el cual fue empleado en este trabajo
(Figura 2).

Por otro lado Flowers et al., 2009 en su amplia revisién sobre el tema reconoce que, debido al
uso de diferentes sistemas de cultivo, cultivares y niveles de salinidad empleados por los
diferentes autores se hace dificil hacer una seleccién de una metodologia unica y de cultivares
sensibles y tolerantes testigos necesario para el avance en la experimentacion. Sin embargo a
pesar de ello se hallé que en gran parte de las investigaciones ( Soussi et al., 1999; Tejera et
al., 2006; Vadez et al., 2007 y otras) el cultivar ICC 4973 se reporto siempre como tolerante, lo
cual coincide con el resultado alcanzado en la presente investigacion (ver Figura 2).

En el presente trabajo se pudo demostrar que el cultivar ICC 4973 fue mas tolerante a la
salinidad que ICC 13357 (Figuras 1y 2) porque tanto la nodulacion (Figura 3) como la actividad
nodular (Tabla 1) del primero fue menos afectada por este fenébmeno que en el segundo.
Igualmente el cultivar ICC 11121 fue mas tolerante que la linea ICC 1915, debido a que la
actividad de los nédulos del primer genotipo en condiciones de estrés fueron proporcionalmente
menos afectados que los del segundo, aspecto que coincide con lo reportado para la especie
por L' Taief et al., 2006 y 2007.

A modo de resumen se puede concluir que el estrés salino afectaron el crecimiento y la
nodulacion de los cultivares de garbanzo evaluados, observandose diferencias en la tolerancia
al estrés salino entre los genotipos evaluados. Se identificaron como genotipos promisorios por
su tolerancia a la salinidad ICC 4973 e ICC11121.
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