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Evaluation of salt tolerance under controlled condition
of nine cuban cultivars of soybean (Glycine max (L.) Merril)
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ABSTRACT. Salinity is a growing threat to the
productivity of soybean cultivars (Glycine max L. Merril)
and different strategies have been adopted to overcome this
problem. Commercial exploitation of tolerant genotypes to
salinity is a good alternative to obtain economical yields
in these areas. For this reason, it is important to have rapid
methods to assess the tolerance to this stress especially in the
early stages of growth. The aim of this study was to evaluate
the salt tolerance in nine soybean genotypes. Experiments
were carried out in a greenhouse under controlled conditions.
The rate of salinity tolerance of germination (IG ), shoot
length (ILB ), root length (ILR ), shoot dry matter (IMSB )
and root (IMSR ), as well as injury of cell membrane were
measured in all genotypes treated with NaCl (chloride
sodium) at concentrations 0 to 150 mM. The results obtained
based on physiological criteria allowed the identification
of AT22 and INCASoy36 as the most tolerant cultivars
compared to other genotypes, thus those genotypes seem
to be promising to achieve higher productivity in areas
affected by salt.
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INTRODUCCION

La alta concentracion de sales en el suelo provoca
un efecto negativo en la mayoria de los cultivos de
importancia para la alimentacién del hombre. Alrededor
de 800 millones de hectareas de la superficie terrestre
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RESUMEN. La salinidad es una amenaza creciente
para la productividad de cultivares de soya
(Glycine max (L.) Merril). Diferentes estrategias se han
adoptado para superar el problema de la baja productividad.
El empleo de genotipos tolerantes a la salinidad es una buena
opcion para obtener rendimientos econémicos en estas
areas. Por esta razon, es importante disponer de métodos
rapidos para evaluar la tolerancia a este estrés sobre todo
en las primeras etapas de su crecimiento. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la tolerancia a la salinidad en
nueve genotipos de soya. Los experimentos se desarrollaron
en casas verdes bajo condiciones controladas. El indice de
tolerancia a la salinidad de germinacion (IG), longitud de
los brotes (ILB), longitud de la raiz (ILR), materia seca de
brotes (IMSB) y de la raiz (IMSR), asi como la lesion de la
membrana celular se midieron en todos los genotipos tratados
con NaCl en concentraciones de 0y 150 mM. Los resultados,
a partir de los criterios fisiologicos, permitieron identificar a
los cultivares AT22 ¢ INCASoy36 como los mas tolerantes en
comparacion con el resto de los genotipos, por lo que pueden
considerarse como prometedores para elevar la productividad
en las zonas afectadas por la sal.

Palabras clave: soya, estrés salino, germinacion,
membrana

destinada ala labor agricola se encuentran afectadas
por un alto contenido de sales?, el cual supera la
capacidad de tolerancia de los cultivos tradicionales.
En las ultimas décadas el impacto y la severidad de
esta condicion se extendio a zonas costeras, donde las
mareas inundan las tierras; en campos contaminados

A FAO. Global metwork on integrated soil management for
sustainable use of salt-affected soils [en linea], FAO Land
and Plant Nutrition Management Services, Rome, Italy, 2005,
[Consultado: 15 de junio de 2015], Disponible en: <http:/www.
fao.org/nr/aboutnr/nrl/en/>.
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mediante practicas de fertilizacion y donde el agua
de riego tuvo alto contenido de sal y existié un mal
sistema de drenaje (1).

En Cuba, el aumento de los suelos salinos,
en general, esta asociado al mal drenaje y como
consecuencia el 16 % de la superficie agricola total,
se encuentra afectada por esta situacién, por lo que
el estrés salino se considera una amenaza creciente
para el desarrollo agricola del pais (2).

Algunos autores predicen que el 50 % de las
tierras cultivables del mundo se veran afectadas
por el estrés salino en el 2050 (3). Por esta razon,
se refieren a la necesidad de adoptar con premura
nuevas estrategias para aumentar la produccion
de cultivos en suelos salinos; el uso de cultivos
tolerantes a la salinidad es una de las alternativas.
Con este propoésito, la variabilidad del germoplasma
disponible se convirtié en un foco de estudio y fuente
de nuevas variedades constituidas sobre la base de
las diferencias genéticas (4). Este enfoque implica
la comprensién de la respuesta de las plantas en
diferentes etapas del crecimiento, en condiciones
salinas y el uso de técnicas y criterios de seleccion
adecuados.

La soya es un cultivo econédmicamente importante
que se siembra en una amplia gama de condiciones
ambientales en todo el mundo. Aunque el germoplasma
de soya presenta una estrecha variabilidad genética (5),
existen diferencias en la respuesta al estrés salino (6).
Estas diferencias se expresan desde la tolerancia
moderada hasta la sensibilidad a la salinidad (7). Al
igual que muchas otras especies, el crecimiento de
la soya en ambientes salinos resulta en un efecto
osmotico. Las consecuencias del efecto osmético
incluyen la desorganizacién de la membrana, la
toxicidad metabdlica, la alteracién de la fotosintesis y
en casos extremos la muerte de la planta (8).

La germinacién de las semillas es un proceso
que también se ve afectado cuando son expuestas
a altas concentraciones de sales. Por esta razon, se
utiliza a la par con el analisis del fenotipo de la planta
en desarrollo como indicador para el establecimiento
de un criterio de seleccién de genotipos tolerantes
(7, 9). El estudio de la estabilidad de la membrana
celular (EMC) es otra via rapida y sencilla, que permitio
estudiar la tolerancia a estrés en diferentes cultivos
(10, 11, 12).

El presente estudio tiene como objetivo establecer
las diferencias en la respuesta a altas concentraciones
de sales de diferentes genotipos de soya y seleccionar
aquellos que tengan un comportamiento promisorio
para los programas de mejoramiento y para la
produccién. Para ello se utilizaron la capacidad de
germinacioén, los parametros del crecimiento y la
estabilidad de la membrana, como fundamentos para
la seleccion de las plantas.
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MATERIALES Y METODOS

DETERMINACION DE LA TOLERANCIA A LA SALINIDAD

Etapa germinativa. Como material vegetal se
utilizaron nueve cultivares de soya (AT22, DT02,
DT84, DT96, INCASoy1, INCASoy24, INCASoy27,
INCASoy35, INCASoy36) desarrollados por el Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Las semillas
de cada cultivar se colocaron para su germinacion
en placas Petri sobre papel de filtro (Whatman no. 3)
humedecido con agua destilada como control y una
solucion de cloruro de sodio (NaCl) a 150 mM. Esta
dosis de NaCl permitié diferenciar las variedades
INCASoy36, AT22 y DT84 en su respuesta a estrés
salino en ensayos previamente realizados (datos no
mostrados). Por cada placa se colocaron 10 semillas y
se realizaron tres réplicas por tratamiento. Las semillas
se consideraron germinadas cuando la radicula
alcanz6 5 mm de longitud. El experimento permanecio
bajo condiciones de laboratorio por un periodo de
ocho dias. Los resultados se expresaron en términos
del indice de promptness, siguiendo la formula (13):

IP=nd2(1,00) + nd4(0,75) + nd6(0,50) + nd8(0,25)
donde:
nd2, nd4, nd6 y nd8 son el nimero de semillas
germinadas en el segundo, cuarto, sexto y octavo dia
respectivamente.
El indice de tolerancia a estrés germinativo se
calculé segun la férmula:

IG=(P de semillas estresadas/IP de semillas control x100

Etapa de plantula. Las semillas germinadas se
sembraron en macetas plasticas que contenian una
mezcla de materia organica y zeolita en proporcion
1:1. Las macetas se colocaron en bandejas para la
irrigacion y permanecieron en casas de cultivo con
luz natural y condiciones controladas de temperatura
(2512 °C). A los dos dias después de la emergencia,
las plantulas se irrigaron por capilaridad periédicamente
con una solucién nutritiva Hoagland (14) hasta alcanzar
el estado vegetativo V2 (plantula con la primera hoja
trifoliada expandida). Esta solucion se cambié dos veces
por semana. Posteriormente, se adiciond una solucién
de NaCl a 25 mM dos veces al dia hasta alcanzar una
concentracion de 150 mM. Se realizaron cinco réplicas
por tratamiento y dos plantas/genotipo en cada réplica.

Después de tres semanas de tratamiento se
evaluaron las variables longitud de los brotes (LB) y
longitud de la raiz (LR). Posteriormente, las plantas se
secaron a 70 °C durante 48 h y se midio la acumulacion
de materia seca de los brotes (IMSB) y las raices
(IMSR). A partir de estos datos se calcul6 el indice
de tolerancia relativa a la salinidad, siguiendo las
férmulas (15):
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ILB (%)=(LB de plantas estresadas/LB de plantas control) x 100

ILR (%)=(ILR de plantas estresadas/ILR de plantas control) x 100

IMSB (%)=(IMSB de plantas estresadas/IMSB de plantas
control) x 100

IMSR (%)=(IMSR de plantas estresadas/IMSR de plantas
control) x 100

DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD
DE LA MEMBRANA CELULAR

Las semillas fueron germinadas en las condiciones
descritas para el experimento de las plantulas. A los
15 dias después de la emergencia, las primeras hojas
trifoliadas se trasladaron al laboratorio para evaluar
la estabilidad de la membrana celular (EMC), segun
la metodologia descrita (10). Para cada variedad se
tomaron al azar cinco discos de hojas de 90 mm de
diametro. Los discos se trataron con NaCl a 150 mM.
Cada tratamiento incluy® tres réplicas y se utilizé para
su analisis un disefio completamente aleatorizado. La
EMC para cada variedad en estudio se calculé como
la lesion de la membrana sobre la base de la formula:

L (%)=[1-{1-(T1/T2)]/1 - (C1/C2)}] x 100
donde:
T: conductividad de los tratamientos (NaCl 150 mM)
C: conductividad de los controles (agua destilada)
1y 2: lectura previa y posterior al tratamiento de muerte
total respectivamente.

Analisis estadistico

El analisis de los resultados se realizé utilizando
el paquete estadistico SPSS 17.0 para Windows (16),
aplicandose la prueba ANOVA simple. Las diferencias
estadisticas entre las medias de los porcentajes de
los indices de tolerancia y la lesién de la membrana
celular para p<0,05 se determinaron a través de la
prueba de Tukey, luego de verificar los supuestos del
analisis de varianza (normalidad, varianza homogénea
e independencia del error).

RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION DE LA TOLERANCIA RELATIVA A LA SALINIDAD

La germinacion de las semillas y el crecimiento
temprano de las plantulas son etapas sensibles para
el establecimiento de poblaciones de plantas bajo
condiciones salinas (7, 9).

Al comparar el indice de tolerancia germinativo
(IG) en los cultivares evaluados, se observo que
INCASoy35 y DT96 mostraron el menor porcentaje de
germinacion (78,51y 79,12 %, respectivamente) bajo
estrés salino (tabla), lo cual sugiere una moderada
sensibilidad a la salinidad. Para los genotipos AT22
e INCASoy36 se observaron los mayores valores
(86,10 y 85,28 %, respectivamente), a diferencia del
INCASoy35. Los genotipos que presentan elevada
capacidad germinativa en condiciones salinas, por lo
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general exhiben mayor biomasa y rendimiento y son
clasificados como tolerantes a la salinidad (17). Este
podria ser el caso de los genotipos AT22 e INCASoy36,
lo cual sugiere analizar sus rendimientos y biomasas
en condiciones de estrés salino para confirmar el
criterio anterior.

Valores de los indices de tolerancia a la salinidad
relativa de los nueve cultivares de soya evaluados.

Cultivares Valores de los indices de tolerancia (%)
IG ILB ILR IPSB | IPSR
AT22 86,10¢ | 74,28¢ | 7851e | 6527f | 73,52f
DTO02 80,75b | 63.46ab | 70,00b | 51.43a | 654lbkc
DT84 82,88 ¢c | 65,70c | 7422¢ | 5559¢ | 67,20d
DT96 79,122 | 62,69a | 6731a | 5148a | 6205a
INCASoyl | 84.29d | 71,16d | 7584d | 5925d | 71,18
INCASoy24 | 84,73 d | 71,67d | 7575d | 3905d | 71,04¢
INCAS0y27 | 81,08b | 64.81bc | 7042b | 53.73b | 6628«d
INCASoy35 | 78,51 a [ 62,09a | 6824a | 50,66a | 63,82b
INCAS0y36 | 8528de | 73,46 | 7834e | 61,02¢ | 73,01f
Media 82,52 | 6770 | 73.18 | 5638 | 68.16
EE 0,60 1,17 1,28 1,05 0,99

* Medias con letra diferentes en una misma columna indican
diferencias estadisticas significativas para p<0,05, segun la prueba
Tukey.

IG: indice de germinacion; ILB: indice de longitud de los brotes;
ILR: indice de longituddelaraiz; IMSB: indice de materiasecadelosbrotes;
IMSR: indice de materia seca de la raiz. EE: error estandar de la media.

Después de 21 dias de tratamiento con NaCl a
150 mM se determinaron los indices de tolerancia
a la salinidad (ITS) para cada cultivar. En general,
el analisis de varianza realizado a partir de los ITS
evidenci6 diferencias significativas para p<0,05 entre
los cultivares estudiados (tabla). En la soya la etapa de
germinacion es mucho menos sensible al estrés salino
que la etapa de plantula (7). En correspondencia,
el presente estudio demostré que la salinidad tiene
mayores efectos inhibitorios sobre el crecimiento de
las plantulas (tabla), en comparacion con la etapa de
germinacion. Ello sugiere que la evaluacion de las
variables del crecimiento en etapas tempranas del
desarrollo es un criterio determinante para la seleccion
de genotipos de soya tolerantes a la salinidad.

Para el indice de tolerancia de longitud de
los brotes (ILB) los cultivares AT22 e INCASoy36
mostraron el mayor valor, lo cual indica mayor
tolerancia a la salinidad. En cambio, los cultivares
INCASoy35 y DT96 resultaron ser los mas sensibles,
presentando mayor clorosis en sus hojas y reduccion
de la biomasa como consecuencia del alto nivel de
NaCl.

El indice de tolerancia de longitud de la raiz
(ILR) también permitio identificar a los genotipos
AT22 e INCASoy36 como los mas tolerantes, por lo
que podrian ser cultivadas en suelos con 15 dSm™'
de salinidad para producir mayor biomasa. Por otra
parte, los cultivares mas sensibles, los cultivares
INCASoy35 y DT96, exhibieron una reduccién maxima
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en el crecimiento de la raiz (tabla). Se indica que
la tolerancia a la salinidad esta relacionada con la
eficiencia de limitar la tr anslocacién de Na*/Cl- desde
las raices a las hojas (6).

Para algunos cultivares de soya la tolerancia
a la salinidad se describe a través de la retencion
de CI- en las raices, evitando asi la acumulacion
a concentraciones toxicas en tallos y hojas (18).
Estos datos sugieren que en las variedades AT22
e INCASoy36 la tolerancia a la salinidad pudiera
estar asociada al efecto del desarrollo 6ptimo de las
raices. Para INCASoy35 y DT96 es evidente que
la disminucion en su tolerancia a la salinidad esta
asociada a un desarrollo pobre de las raices y por
ende a una pobre retencién del NaCl.

Cuando analizamos los valores alcanzados
en el indice de tolerancia a la acumulacion de
materia seca de los brotes (IMSB) y de las raices
(IMSR), observamos mayores valores en este ultimo
parametro, indicando que los brotes fueron mas
afectados por la salinidad que las raices. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por otros
investigadores (18), quienes evaluaron el efecto del
estrés salino en cultivares de soya; sin embargo, en
los estudios realizados por otros investigadores, la
salinidad tuvo el efecto inverso® (19). Por otro parte,
al igual que para los indices ILB e ILR las variedades
AT22 e INCASoy36 mostraron los mejores resultados
en comparacion con el resto de los genotipos.

A partir de los resultados expuestos, se evidencio
la afectacion de los parametros del crecimiento
provocada por el NaCl a 150 mM, aunque para
el cultivo de la soya el ion letal es el cloro (CI).
Resultados similares también se refieren en otros
cultivos, donde el ién sodio (Na*) es el responsable de
la muerte inducida por estrés salino (20, 21, 22). Altas
concentraciones de CI y Na* en el suelo inhiben el
crecimiento de las plantas, porque afectan la absorcion
del agua y algunos procesos bioquimicos, tales como
la sintesis de proteina y asimilacion de diéxido de
carbono y nitratos (23). De esta forma, la salinidad
provoca en plantas un desbalance de los compuestos
organicos e inorganicos requeridos y conduce a la
supresion del crecimiento.

EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LA MEMBRANA CELULAR

El estrés salino, causado por altas concentraciones
de soluto, produce un déficit hidrico y un desequilibrio
ionico en las células vegetales, que afectan la
estructura y la funcién de las membranas. La
capacidad de las plantas para mantener la integridad
de la membrana celular bajo condiciones de estrés, se
considera un elemento importante de los mecanismos
de tolerancia a la salinidad (6).

En este estudio se observaron diferencias
significativas entre los genotipos evaluados (figura) en
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relaciéon con el porcentaje de lesiéon de la membrana
celular. Los cultivares AT22 e INCASoy36 mostraron
los menores dafos en las membranas celulares (9,37
y 14,75 %, respectivamente), cuando se compard con
el resto de los genotipos. En cambio, el resultado de
la medicién de fugas de electrolitos para el cultivar
INCASoy35 mostré una menor EMC. La lesion de
la membrana para este cultivar fue superior al 25 %
(figura). Este efecto redujo su tolerancia a la
salinidad, de acuerdo a la correlacién descrita (24).
Estos resultados confirman que la EMC puede ser
usada como un indicador fisiolégico, para evaluar la

tolerancia a la salinidad de los genotipos.
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Medias con letras diferentes en una misma columna indican
diferencias estadisticas para p<0,05 segun la prueba de comparacion
de media Tukey.

Porcentaje de danos celulares en los nueve
cultivares de soya sometidos a estrés con NaCl
a 150 mM.

CONCLUSIONES

¢ Las variables fisioldgicas estudiadas en etapas
tempranas del crecimiento permitieron evidenciar
diferencias en el comportamiento de los diferentes
genotipos de soya, en condiciones de estrés
salino. Estas diferencias reflejaron alto grado de
variabilidad en la respuesta ante el estrés.

Los cultivares AT22 y INCASoy 36 presentaron
los mayores indices de tolerancia (ITS) y en
correspondencia mayor integridad de la membrana
celular, lo cual sugiere que son mas tolerantes a la
salinidad.

Los genotipos AT22 e INCASoy 36 son candidatos
atractivos para los estudios posteriores y programas
de mejoramiento y, como tal, son recomendados a
partir del presente estudio.

B Tamura, M. y Chen, P. “Establishing rapid and effective method
for screening salt tolerance in soybean”, The student journal of
dale bumpers college of agricultural, food and life science, vol.
10, 2009, pp. 53-61.
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¢ Los protocolos empleados permitieron un rapido

analisis y evaluacion de los genotipos en condiciones
salinas.
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