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Ol a10] Efecto de la salinidad sobre la germinacion de
i cultivares de granos en condiciones in vitro

Salinity effect on the germination of
grain cultivars under in vitro conditions
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Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de Humboldt”, INIFAT. Calle 188 No. 38754 entre
397 y Linderos, Santiago de las Vegas, Boyeros. La Habana Cuba.

RESUMEN: La salinizacion de los suelos en la actualidad es uno de los problemas més graves que enfrenta la agricultura,
ya que afecta significativamente la produccion de alimentos; por esta razéon se hace necesario el estudio de cultivares
tolerantes a estas condiciones para su inclusion a los esquemas productivos del pais. El estudio tuvo como objetivo
seleccionar por su tolerancia a la salinidad, diferentes cultivares de granos: garbanzo (Cicer arietinum L.); frijol comin
(Phaseolus vulgaris L.); frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp); trigo (Triticum aestivum L.) y guisante
(Pisum sativum L.). Se estudidé en condiciones in vitro la tolerancia de 15 cultivares de granos frente a diferentes
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (50, 150 y 200 mM), para este fin se determind: el porcentaje de germinacion
(PG) y la velocidad de germinacion (VG) de las semillas segun describe Maguire. De los cultivos estudiados se
seleccionaron por su tolerancia a 200 mM de NacCl, los cultivares de frijol PRL-8, Caujeri-2170 y San Francisco-219, de
caupi INIFAT-93, INIFAT-94 e INIFAT-202 y de trigo 1-399, al mostrar los mejores resultados en cuanto a porcentaje de
germinacion e indice de velocidad en la germinacion, por lo que constituyen materiales promisorios para ser utilizados en
agroecosistemas afectados por esta condicion. Todas ellos mostraron diferencias en el indice de velocidad de germinacion
de semillas.

Palabras clave: agroecosistemas, cultivares, tolerancia, salinidad, materiales promisorios.

ABSTRACT: Soil salinization is currently one of the most serious problems facing agriculture, since it significantly
affects food production s; for this reason, it is necessary to study cultivars tolerant to these conditions for their inclusion in
the country’s production schemes. The study aimed to select different grain cultivars for their tolerance to salinity:
chickpea (Cicer arietinum L.); common bean (Phaseolus vulgaris L.); cowpea (Vigna unguiculata (L.)Walp); wheat
(Triticum aestivum L.) and pea (Pisum sativum L.). The tolerance of 15 grain cultivars to different concentrations of
sodium chloride (NaCl) (50, 150 and 200 mM), was studied under in vitro conditions.For this purpose, the following were
determined: the germination percentage (PG) and the germination speed index (IVG) of the seeds as described by the
Maguire index. Of the crops studied the bean cultivars PRL-8, Caujeri-2170 and San Francisco-219, of cowpea INIFAT-93,
INIFAT-94 and INIFAT- 202 and of wheat 1-399 were selected by their tolerance to 200 mM of NaCl, by showing the best
results in terms of germination percentage and germination speed index, which is why they constitute promising materials
to be used in agroecosystems affected by this condition. All of them showed differences in the seed germination speed
index.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la crisis climatica y alimentaria
nos ha llevado a replantear nuestra alimentacion y sus
efectos en el ambiente, ya que el cambio climatico provoca
una serie de fendmenos desfavorables para el adecuado
desarrollo de la agricultura (1). Por otro lado, la escasez
de nutrientes fundamentales como nitrégeno (N), fosforo (P)
y potasio (K) en los suelos con estas caracteristicas limita
aun mas su fertilidad (2). Dentro de ellos la salinizacion
de los suelos constituye uno de los problemas mas graves
que enfrenta la agricultura, ya que afecta significativamente
su productividad, lo que hace dificil la supervivencia de
las plantas y otras formas de vida por los altos niveles
de conductividad eléctrica, exceso de sales idnicas y bajo
potencial hidrico (3). Estos efectos provocan también dafios
irreparables, que limitan de manera total o parcial el
adecuado crecimiento de los cultivos (4).

Se estiman que existen aproximadamente 830 millones
de hectareas (ha) con problemas de salinizacion, lo que
es equivalente a mas del 6% del area total mundial y
aproximadamente el 20% del area cultivable total (5,6).

En Cuba, el 14,9 % de la superficie agricola esta afectada
por la salinidad y sodicidad, de ellas el 15 % o mas del area
bajo riego corre el peligro de salinizarse (7), por lo que el
estrés salino se considera una amenaza creciente para el
desarrollo agricola del pais.

Una solucion parcial a los problemas de salinizacién de los
suelos, es el empleo de cultivos y variedades mas tolerantes
a la salinidad, capaces de activar mecanismos de defensa
que les permite mantener su funcionamiento y adaptarse
mejor a condiciones adversas (8). Asi mismo tiempo, aislar
genes responsables de la tolerancia a este estrés y modificar
los genomas de las plantas para una mayor productividad
en zonas salinas (9). De ahi la necesidad de aportar
conocimientos sobre la situacion actual y perspectivas de
la agricultura orientada a la produccion de alimentos con
énfasis en la caracterizacion de los escenarios productivos
(10) y los vinculos entre productores para el transito
necesario hacia los sistemas agroalimentarios sostenibles
y locales (11).

Por esta razén, se emplean criterios de seleccién de
genotipos tolerantes como indicador para su establecimiento
en estas condiciones (9). No obstante, el trabajo con
cultivares con estas caracteristicas en condiciones de campo
es una tarea compleja y costosa, por los niveles de semillas a
emplear para este fin. Sin embargo, evaluar la respuesta de
cultivares desde los primeros estadios de desarrollo, permite
mayor efectividad para realizar una seleccion de los mismos
y sus indices de tolerancia al estrés salino (12).

En concordancia con todos estos fendmenos, esta
la necesidad de transitar hacia dietas mas saludables,
diversificadas y sostenibles relacionadas con los sistemas
actuales de produccion y consumo de alimentos, cada vez
mas creciente. En este empefio los granos juegan un papel
clave por su aporte de energia y nutrientes a nivel global y los
beneficios para la salud (13).

Por todos estos aspectos el presente estudio tiene como
objetivo seleccionar por su tolerancia a la salinidad diferentes
cultivares de granos: garbanzo (Cicer arietinum L.); frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.); frijol caupi (Vigna unguiculata
L); trigo (Triticum aestivum L.) y guisante (Pisum sativum L.),
para su inclusién en programas de produccion de alimentos
en el pais en areas afectadas por este tipo de estrés.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

En el estudio se utilizaron 15 cultivares: Garbanzo (Cicer
arietinum L.): Nacional-29 (N-29), Nacional 5-HA (N5-HA),
Nacional 4x2 (4x2); Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.):
PRL-8, Caujeri 2170, San Francisco-219; Caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp: INIFAT-93, INIFAT-94, INIFAT-202;
Trigo (Triticum aestivum L.): Cuba C 204, | 399, RM 04,
RM 27 y Guisante (Pisum sativum L): Agro C-38, Afila 44 y
Afila 64. Procedentes del Banco Central de Germoplasma del
Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura
Tropical “Alejandro de Humboldt”, INIFAT.

Ensayo para evaluar tolerancia a diferentes
valores de cloruro de sodio (NaCl) bajo
condiciones controladas

Las semillas de cada uno de los granos utilizados en el
experimento se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 4 %
durante 15 min y se lavaron tres veces con agua destilada
estéril. La unidad experimental correspondié a las placas
de Petri de vidrio de 140 cm de diametro y 20 cm de alto,
con papel de filtro humedecido con agua destilada sobre
el fondo de las placas. Se emplearon 25 semillas (unidad
experimental) de cada cultivar en el interior de las placas.
Se aplicaron a cada placa 25 mL de distintas soluciones
de cloruro de sodio (NaCl) (50, 150 y 200 mM) (milimoles),
y un tratamiento Testigo con 0 mM donde solamente se
adiciond agua destilada estéril. Las concentraciones de NaCl
utilizadas en el estudio (50, 150 y 200 mM) se seleccionaron
con base a trabajos previos que describen la respuesta de
la germinacion a un gradiente de salinidad. Niveles cercanos
a 50 mM se asocian con un estrés leve, en el que la
germinacion de la mayoria de las especies se mantiene por
encima del 70 %, permitiendo detectar diferencias sutiles
entre genotipos. En cambio, concentraciones de 150 mM
se consideran niveles de estrés moderado-alto, donde se
registran reducciones marcadas en el porcentaje e indice de
velocidad de germinacion, pero con datos suficientes para
el analisis estadistico de la tolerancia. Valores de 200 mM
de NaCl se describen como salinidad severa, en los cuales
se observan disminuciones superiores al 80-90 % en la
germinacion y en el crecimiento inicial de raiz e hipocoétilo,
asi como importantes alteraciones en el balance i6nico
(incremento de Na* y disminucion de K, Ca*" y Mg?), lo
que permite evaluar la respuesta bajo condiciones extremas
de estrés (14). Las placas fueron dispuestas siguiendo un
arreglo experimental completamente aleatorizado, a una
temperatura de 25 °C y una humedad del 80%. Por cada
variante se realizaron tres repeticiones.
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Se contaron las semillas germinadas diariamente desde su
establecimiento hasta la estabilizacion, con los datos
obtenidos se determino:

Porcentaje de germinacién (PG): El experimento se
controlé durante 15 dias y se consider6 como semillas
germinadas la aparicién de la radicula mayor o igual a
2 mm. Para el céalculo de los porcentajes de germinacion
por tratamiento donde se empled la ecuacion 1 referida (15).

PG(%) = Ndmero de semillas germinadas
/Numero de semillas sembradas x100

Velocidad de Germinacion (VG): calculo segun la
ecuacion 2 referida (16), dénde: VG, velocidad de
germinacion; Gi, nimero de semillas germinadas en el
tiempo i; Ni, tiempo i (horas).

_ G1 G2 Gi Gn
Ve=31+35+ i+t
n
Gi

i=1

Disefio experimental y analisis estadistico

Los resultados (PG, IVG) fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANOVA) con pruebas de Rangos Mdltiples de
Duncan (5 % de probabilidad de error) para detectar las
diferencias entre las medias de los tratamientos. Se emple6
para ello el Programa STATGRAPHIS Plus versién 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar los resultados obtenidos, se apreciaron
diferencias significativas entre cultivos y especies, con una
reduccion en los porcentajes de germinacion en algunos
genotipos a medida que aumentaron los niveles de salinidad.
En sentido general en el porcentaje de germinacion (PG), en
el tratamiento con 0 mM casi todos los cultivares estudiados
mostraron un 100 % de germinacion, lo que demuestra la

calidad de las semillas utilizadas en el ensayo. En el indice de
velocidad de germinacion (IVG), se destacan los cultivares de
frijol: PR-L8 y de trigo: RM-27 con un 90 % en este indicador
en el tratamiento con 0 mM.

En la (Figura 1) se muestran los resultados en el cultivo
del garbanzo (Cicer arietinum L.), en cuanto a porcentaje de
germinacion (PG), en el mismo no se aprecian diferencias
significativas entre el control y los 50 mM de cloruro de
sodio (NaCl), para el cultivar Nacional-29 con respecto al
resto, tendencia que se mantiene a las concentraciones
de 150-200 mM de NaCl para el mismo. La respuesta
Nacional-5HA y 4X2 tuvo un comportamiento similar, aunque
con valores mas bajos que el Nacional-29 tanto en porcentaje
de germinacién como en indice de velocidad de germinacion
para ambos casos.

En el garbanzo se destaco el cultivar Nacional-29 en
porcentaje de germinacion y el indice de velocidad de
germinacion (IVG) con respecto al resto, aunque su mejor
comportamiento fue a los valores de concentracién entre
50-150 mM. Sin embargo, otros autores describen la
sensibilidad a la salinidad de este cultivo, lo que afecta
negativamente no solo su germinacion sino también los
procesos reproductivos de este (17). Se plantea que este
estrés disminuye la floracion y fructificacion, lo que se traduce
en afectaciones en el proceso de fertilizaciéon del 6vulo. No
obstante, existen diferencias entre genotipos de garbanzo
en la tolerancia a la salinidad (18), aspecto que también
se demuestra en los resultados obtenidos en el presente
estudio, en las variables evaluadas, lo que deja clara la
necesidad de contar con cultivares con estos atributos.

En la (Figura 2) se expresan los resultados alcanzados
en el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Al evaluar el
porcentaje de germinacién (PG), no se aprecian diferencias
significativas entre el control y los tres niveles de cloruro
de sodio estudiados. No obstante, en el indice de velocidad
de germinacion (IVG) a 50 mM se destacan los cultivares
PRL-8 y Caujeri-2170, aunque, sobresale Caujeri-2170 en
los tres niveles de sal estudiados. Al valorar los resultados en
frijol se aprecia que los tres cultivares muestran resultados
alentadores para continuar estudios.
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Figura 1. Porcentaje de germinacion (PG) e indice de velocidad de germinacién (IVG) de cultivares de garbanzo (Cicer arietinum L.):
N-29, N5-HA y 4x2, en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (50, 150 y 200 mM) y un testigo absoluto
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Figura 2. Porcentaje de germinacion (PG) e indice de velocidad de germinacion (IVG) de cultivares de Frijol (Phaseolus vulgaris L.):
PRL-8, Caujeri 2170, San Francisco-219, en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (50, 150 y 200 mM)

y un testigo absoluto

En este cultivo otros autores encontraron que al emplear
sales sodico-alcalinas se limita el crecimiento de la raiz
debido a procesos hidroliticos, donde el Na+ que actua en
el ambito de meristemos, destruye las células vegetales e
inhibe la sintesis de hormonas, lo que afecta el crecimiento
de las plantas (19).

Referente a esto, en otros estudios donde se evaluaron
concentraciones salinas similares a nuestra investigacion en
dos cultivares de frijol, se demostré la disminucion no solo
del porcentaje, sino también de la velocidad de germinacion,
al incrementar las concentraciones de este elemento (20).
Al evaluar la respuesta a la salinidad inducida con NaCl,
sulfato de sodio (Na,SO,) y bicarbonato de sodio (NaHCO,)
en frijol en se observd como la biomasa fresca disminuyo
con NaHCOQO;,, mientras que el NaCl la incrementé (19). Estos
estudios dan a conocer las disimiles respuestas que se
pueden obtener en este cultivo y la importancia de nuevas
investigaciones en este campo, lo que se demuestra en
las potencialidades de los tres cultivares evaluados y la
posible inclusién de estos en suelos muestren afectados
por salinidad.

En la Figura 3 en los resultados en el cultivo del caupi,
para el porcentaje de germinacién (PG), la tendencia fue
muy similar a la que se obtuvo en el frijol, ya que no
se aprecian diferencias significativas entre los cultivares
INIFAT-93, INIFAT-94 e INIFAT-202 lo que demuestra las
potencialidades de estos para su estudio frente a diferentes
concentraciones salinas. En el indice de velocidad de
germinacion (IVG) en los niveles de 50-150 mM NaCl se
destacan INIFAT-94 e INIFAT-202 sin diferencias estadisticas
entre ellos, y consecutivamente INIFAT-93, aunque es digno
de resaltar los resultados positivos de los tres cultivares en
sentido general. Este tipo de trabajos en condiciones de
laboratorio favorece el ahorro de semillas, y permite, ademas,
evaluar diferentes especies en un periodo corto de tiempo
como base para su inclusién en sistemas productivos.

Para el caupi, otras investigaciones describen el efecto
varietal tanto en el porcentaje de germinacion como en el
indice de velocidad de germinacién o emergencia del cultivo,
donde, ademas, se observan diferencias en el largo de la
raiz, aspecto que sugiere la movilizacion de las sustancias de
reservas o traslocacion de estas en la etapa de crecimiento
del cultivo (21).
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Figura 3. Porcentaje de germinacion (PG) e indice de velocidad de germinacién (IVG) de cultivares de Caupi (Vigna unguiculata L.
Walp): INIFAT-93, INIFAT-94, INIFAT-202, en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (50, 150 y 200 mM)

y un testigo absoluto
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En la Figura 4 en los resultados en el cultivo del trigo en el
porcentaje de germinacién (PG), no se muestran diferencias
significativas entre el testigo y 50 mM de NaCl en los
cultivares estudiados (Cuba C-204, 1-399, RM-04 y RM-27).
La misma tendencia se aprecio en el nivel 150 y 200 mM con
el cultivar I-399, con resultados afines a los encontrados tanto
en el testigo como en el nivel 50 mM, lo que demuestra la
superioridad de este cultivar con respecto al resto. De igual
manera sucede con el indice de velocidad de germinacion
(IVG) donde se destaca igualmente el mismo cultivar.

Al respecto investigadores evaluaron 400 cultivares de
trigo de diferentes especies durante la germinacion y estadio
de plantulas, en estos estudios hallaron una alta diversidad
genética que les permitié seleccionar los que mostraron
mayor tolerancia y susceptibilidad a frente a tenores salinos
(22). Asi mismo, en otros estudios se sometieron a distintos
niveles de salinidad veinte genotipos, lo que permitio
comprobar que la exclusion del Na se relaciona con una
mejora ionica (relacion Na, K y Na/K) asi como con los
rasgos fisioldgicos presentes en diferentes genotipos de
trigo bajo estas condiciones de estrés. Algunos de ellos en
presencia de altas concentraciones de NaCl manifestaron
problemas de crecimiento en la arquitectura de las raices,
los brotes, reduccion del area foliar, desarrollo reproductivo y
maduracion (8).

De igual forma, puntualizan como la respuesta a la
germinacion fue de las variables con mayor grado de
diferenciacion frente a este tipo de estrés (23). Igualmente
plantean que el estrés salino afecta las relaciones hidricas
de las plantas a través del estrés osmotico e hidrico, razén
por la cual algunas plantas desarrollan el proceso de ajuste
osmético para conservar la turgencia celular y garantizar el
crecimiento, transporte, acumulacion y compartimentacion
de los iones (21). Todos estos estudios apoyan los resultados
obtenidos en la presente investigacién y la importancia
de realizarlos.

Enla Figura 5 en el cultivo del guisante en el porcentaje de
germinacion (PG), los tres cultivares mostraron excelentes
resultados a 50 mM de NaCl, mientras que a 150 mM se
destaca el cultivar Afila 44 con mas del 70 % y posteriormente

Afila 64 con valores mas bajos 60 %. En tanto a 200 mM
con solamente 40% Afila 44 y Afila 64 muestran la misma
tendencia sin diferencias significativas entre ellos, por lo que
no se proponen para nuevos estudios.

En los guisantes se describe como al ser expuestos a
concentraciones de sal a corto plazo se incrementa el Na*
en la savia del xilema en plantas no aclimatadas, pero
si estan adaptadas reducen este flujo y mantienen mayor
K*/Na* en xilema, se altera el funcionamiento de PSIl y
aumenta la generacion de ROS en hojas bajo luz, obligando
a activar defensas antioxidantes. Estos ajustes coordinados
(control de flujo de iones, secuestro de Na*, ajuste osmético
y antioxidante) forman parte de los rasgos multifactoriales
que determinan la tolerancia o sensibilidad a salinidad en
guisantes. (24).

En sentido general en granos se plantea que al
incrementar los niveles de NaCl se provoca un retardo en
la germinacion de las semillas, al igual que ocurre en otros
indicadores como la longitud de la raiz y la altura de las
plantas (4). Refieren igualmente otros estudios como el
i6n sodio (Na*) es el responsable de la muerte inducida
por estrés salino (25) y como las altas concentraciones
de CI y Na* en el suelo inhiben el crecimiento de las
plantas, ya que afectan la absorcion de agua y procesos
bioquimicos, como la sintesis de proteinas y la asimilacion
de dioxido de carbono y nitratos (4). Todos estos aspectos
provocan perdidas sustanciales en el crecimiento y desarrollo
de las plantas (26), lo que afecta de igual manera los
rendimientos (27). Se explica asi mismo, como la alta
concentracion de estos compuestos en el suelo, el agua
y el aire, genera desbalance en los ciclos biogeoquimicos y
las cadenas troficas de las zonas agricolas, lo que provoca
la disminucién de la capacidad productiva y la dificultad
para controlar plagas, enfermedades y malezas que han
generado resistencia (2). Estudios de este tipo demuestran
también, el papel de los sistemas de defensa enzimaticos y
no enzimaticos en la tolerancia a la salinidad en cultivares
que lograron crecer optimamente a 100 mM de NaCl (8) y la
importancia del estudio de genotipos que toleren condiciones
estresantes (28).
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Figura 4. Porcentaje de germinacion (PG) e indice de velocidad de germinacion (IVG) de los cultivares de trigo ( Triticum aestivum L.)
Cuba C 204, |1 399 y RM 04, en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (50, 150 y 200 mM) y un

testigo absoluto
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Figura 5. Porcentaje de germinacion (PG) e indice de velocidad de germinacion (IVG) de cultivares de Guisante (Pisum sativum L):
Agro C-38, Afila 44 y Afila 64, en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (50, 150 y 200 mM) y un

testigo absoluto

Al analizar los resultados obtenidos en sentido general
en cuanto a la germinacion y el indice de velocidad
de germinacion de las semillas con los tenores salinos
estudiados, se aprecian diferencias entre cultivos y especies,
con una reduccién en los porcentajes de germinacion en
algunos genotipos a medida que aumentaron los niveles de
salinidad. Lo que nos permitié concluir el efecto negativo que
ejercen los altos tenores de sal en el suelo y la importancia
de manejar cultivares que logren tolerar estas condiciones
para de esta forma continuar estudios y seleccionar los
mas promisorias para obtener resultados positivos en
su inclusion.

Se muestra en la Tabla 1, los cultivares tolerantes frente a
los diferentes rangos de salinidad estudiados.

Tabla 1. Cultivares tolerantes a niveles de cloruro de sodio
(NaCl) de 50-200 mM, seguin porcentaje de germinacion (PG)

Toleran hasta 200 mM de NaCl
Frijol (Phaseolus vulgaris L.) PRL-8
Caujeri 2170

San Francisco-219

Caupi (Vigna unguiculata L.Walp) INIFAT-93
INIFAT-94
INIFAT- 202
Trigo (Triticum aestivum L.) 1399
Toleran hasta 150 mM de NaCl
Garbanzo (Cicer arietinum L.) N-29
N-5HA
4X2
Trigo (Triticum aestivum L.) RM 04
RM 27
Guisante ( Pisum sativum L.) Afila 44
Toleran hasta 50 mM de NacCl
Guisante (Pisum sativum L.) Agro C-38
Afila 64
Trigo (Triticum aestivum L.) Cuba C 204

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
constituyen una importante contribucion, ya que facilitan la
seleccidon de cultivares promisorios para realizar este tipo
trabajos en agroecosistemas afectados por salinidad y de
esta forma contribuir a incrementar la diversidad de granos
para la alimentacion y la agricultura en el pais.

CONCLUSIONES

1. Existe una alta variabilidad genética entre el germoplasma
estudiado en cuanto a su nivel de tolerancia a la salinidad,
con diferencias entre el porcentaje de germinacion y el
indice de velocidad de germinacion.

2.De los 15 cultivares estudiados siete fueron tolerantes a
200 mM la mas alta concentracion estudiada, seis de ellos
a 150 mM y tres a 50 mM de NaCl, lo que denota sus
potencialidades para continuar estudios.
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