GERMINACION Y DESARROLLO DE PLANTULAS DE FRIJOLILLO
Rhynchosia minima (L) DC EN CONDICIONES DE SALINIDAD

Germination and Development of Frijolillo Rhynchosia minima (L) DC in Conditions of Salinity
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RESUMEN

La salinidad del suelo es una condicion que
afecta la germinacion y el desarrollo de las plantas.
Sin embargo, algunas especies manifiestan tolerancia
a la salinidad durante estas etapas del desarrollo, lo
cual es importante para la supervivencia en estas
condiciones ambientales. El objetivo del trabajo fue
evaluar el efecto del NaCl sobre la germinacion de
semillas y el crecimiento de plantulas de frijolillo.
Esta especie tiene interés particular por su potencial
uso forrajero, ya que se desarrolla en los meses de
estiaje en la region. Se colectd semilla de frijolillo en
tres localidades de la llanura costera de Nayarit.
Se utiliz6 un disefio experimental completamente al
azar con un arreglo factorial A x B con cuatro
repeticiones, el factor A representd las colectas y el
factor B las condiciones de salinidad con NaCl. El
estudio se realiz6 en condiciones de laboratorio; la
semilla se escarifico con acido sulfiirico concentrado.
Se comparé la respuesta a la germinacion y al
desarrollo de plantulas de frijolillo con 11
concentraciones de  salinidad con  NaCl.
Se depositaron 100 semillas de frijolillo en cajas Petri
en las que se colocd papel filtro saturado con las
soluciones salinas. Las cajas se depositaron en una
camara de germinacion a 25°C. Se evaluaron el
porcentaje de germinacion, y la longitud de la raiz y
del vastago. Los resultados sefialaron diferencias
estadisticas entre colectas, dosis de NaCl y la
interaccion, para las variables evaluadas. La
concentracion de 320 mM de NaCl inhibié
totalmente el crecimiento de raiz y vastago
del frijolillo. En la colecta de Pimientillo (CPIM),
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la dosis de 150 mM de NaCl causo dafios severos en
raiz y plantula, mientras que en las colectas de
El Limon (CEL) y Villa Juarez (CVJ) se manifesto el
mismo dafio con la concentracion de 250 mM de
NaCl.

Palabras clave: leguminosa silvestre, cloruro de
sodio, estrés.

SUMMARY

Soil salinity is a condition that affects plant
germination and development. However, some
species show some tolerance to salinity during those
growth stages, which is important for survival under
these environmental conditions. The objective of this
work was to evaluate the effect of NaCl on seed
germination and development of frijolillo seedlings.
This species has special importance because of its
potential use as a forage plant since it grows well
during the dry months of the year in the region. Seeds
were collected from three sites on the alluvial plains
of the coast of Nayarit. A complete randomized
design was used, with a factorial arrangement A x B
with four replications. The factor A represented the
collections and the factor B represented the NaCl
concentrations. The study was realized under
laboratory conditions, the seeds were scarified with
concentrated sulfuric acid. The response to 11 levels
with NaCl during germination and development of
“frijolillo” seedlings was compared, using 100 seeds
deposited in Petri boxes with filter paper saturated
with the saline solutions. These boxes were deposited
in a germination chamber at 25 °C. The values for
percent of germination, length of root, and length of
stem showed that these variables were significantly
different. The level of 320 mM of NaCl fully
inhibited the root and stem growth. However, the
plants from seed collected at Pimientillo (CPIM) was
severely damaged by 150 mM of NaCl. In materials
collected from El Limén (CEL) and Villa Juarez
(CVJ) the same level of damage was reached with
250 mM of NaCl.
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INTRODUCCION

El frijolillo es una especie herbacea de
crecimiento  indeterminado que se encuentra
distribuida en la llanura costera de Nayarit durante el
periodo de estiaje, aun en suelos afectados por la
salinidad, lo que sugiere que tiene cierta resistencia a
estas caracteristicas. Esta especie tiene interés
particular por su potencial uso forrajero, ya que se
desarrolla en los meses de sequia en la region. La
salinidad y la sequia son dos de los factores
limitativos ambientales que afectan el
establecimiento y desarrollo de las especies asi como
la produccion agricola.

Se considera a la salinidad como la presencia en
¢l suelo de sales solubles en cantidades mayores que
las normales. Las altas concentraciones de sales en el
suclo inhiben el crecimiento de las plantas de
diferentes formas; se¢ puede causar decremento del
contenido de agua en la planta, acumulaciéon de iones
en cantidades toxicas y reduccion de la
disponibilidad de nutrimentos (Kuiper, 1984; Ashraf,
1994). El Na’, al ser un elemento altamente
higroscopico, atrapa las moléculas del agua del suelo,
lo que provoca que disminuya el agua de hidratacion
para otros nutrimentos, y afecta también la estructura
del suelo al disgregar sus particulas. En los suelos
salinos, se reduce la absorcion y traslocacion de K™ y
Ca™, estos elementos son requeridos en el suelo para
mantener la selectividad y la integridad de la
membrana celular de la raiz (Wyn Jones y Lunt,
1967; Fageria, 1983). Las altas concentraciones de
Na" deterioran la selectividad de la membrana y
favorecen la acumulacion pasiva de Na™ en raices y
tallos (Kramer et al., 1977). Levitt (1980) indicod que
las sales sodicas, en particular el NaCl, provocan un
mayor castigo salino que otras sales y el NaCl es una
de las sales mas comunes en las zonas agricolas.

Para algunas especies vegetales, el estrés salino
es mas inhibitorio durante la germinacion de la
semilla que en algunas otras etapas del desarrollo
(Bewley y Black, 1982; Mayer y Poljakoff-Mayber,
1982). La tolerancia a la salinidad en la germinacién
y durante etapas tempranas de crecimiento es
indispensable para la posterior supervivencia y el
desarrollo de la planta en suclos salinos (Rogers
etal., 1995). En muchas especies de plantas, la
sensibilidad al NaCl varia en las difcrentes etapas de
desarrollo, por lo que la sensibilidad mostrada por

alguna especie durante la germinaciéon y emergencia
no es una garantia de que el desarrollo posterior de la
planta pueda continuar sin complicaciones para
completar su ciclo de vida (Maas y Hoffman, 1977,
Norlyn y Epstein, 1984).

En el presente trabajo, se evaluo el efecto de la
salinidad con NaCl sobre la germinacion de semillas
y el crecimiento de plantulas de poblaciones de
Rhynchosia minima (L) DC (frijolillo), que se
colectaron de tres sitios de la llanura costera de
Nayarit, con el fin de analizar su grado de tolerancia
a la salinidad en etapas tempranas de su desarrollo.

MATERIALES Y METODOS

Este experimento se desarrollé en condiciones de
laboratorio. Se utilizd semilla de fryolillo
escarificada en acido sulfiirico concentrado durante
30 min. Se compard la respuesta a la germinacion y
supervivencia de plantulas de frijolillo, con diferentes
concentraciones de salinidad con NaCl. La semilla se
colectd en forma masal en las localidades de Villa
Juarez (CVJ), Pimientillo (CPIM) y El Limén (CEL),
ubicadas en la llanura costera de Nayarit.

Soluciones Salinas

Se evaluaron 11 concentraciones de salinidad con
NaCl, cuyas caracteristicas relativas a la
conductividad eléctrica y potencial osmotico
estimado se describen en el Cuadro 1.

El potencial osmotico se estimé de acuerdo con
los siguientes valores y calculos:

24 Meq de NaCl = -1.0 atm,

1 Meq = peso molecular de soluto (g)/(nimero de
valencia)(1000)

1 Meq NaCl = 58.44/(1000) = 0.05844

-1 atm de PO con NaCl = (0.05844)(24) = 1.40256 g
de NaCl

-1.0 MPa = -9.868 atm, por lo tanto: -1.0 MPa de PO
con NaCl = 13.84046 g de NaCl.

En consecuencia, 5.844 g de NaCl = -0.42224 MPa.

Desarrollo del Experimento

En cajas Petri se colocaron hojas de papel filtro
previamente  saturadas con las  soluciones
salinas antes descritas, el control se preparé con
agua cuyas caracteristicas fueron: pH en
agua, 6.6; CE, 0.6dS m'; Ca, 0.254 meq P Mg,
0.340 meq L"; Na, 0.217 meq L"; K, 0.163 meq L™,
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Cuadro 1. Dosis de NaCl utilizadas y sus equivalencias en
conductividad eléctrica y potencial osmético.

el NaCl  Concentracién  CE' PO}
miento
gLt mM dSm” MPa
01 0.00 0.00 0.00 0.00
02 5.84 100 9.12 042
03 8.77 150 13.67 063
04 11.69 200 1823 0.84
05 1461 250 2279 -1.05
06 1753 300 2761 127
07 18.70 320 2917 135
08 19.87 340 30.99 143
09 21.04 360 08 1.52
10 221 380 34.64 -1.60
1 2338 400 36.47 169

T Conductividad eléctrica; ' Potencial osmético.

COs, 0.0 meqL'; HCOs, 3.2 meqL"; cloruros,
2 meqL"; sulfatos, 1.2 meqL’'. Sobre el papel
saturado, se depositaron 100 semillas de frijolillo
previamente escarificadas, se cubrieron con la tapa
transparente y se colocaron en una camara de
germinacion a 25 °C. Las variables evaluadas fueron:
Porcentaje de germinacién. Este valor se obtuvo
cuantificando las semillas germinadas respecto al
total, durante siete dias. Se consideré como semilla
germinada cuando la raiz media 2 mm
aproximadamente.

Longitud de raiz. Se midio la longitud promedio
alcanzada por la raiz a siete dias desde el inicio de la
germinacion.

Longitud de vastago. Se midio la longitud promedio
alcanzada por el vastago de la plantula a siete dias
desde el inicio de la germinacion.

Diseiio experimental. Se utilizo un disefio
experimental completamente al azar con un arreglo
factorial A x B con cuatro repeticiones, al factor A le
correspondieron las tres colectas y al factor B las
11 concentraciones de NaCl. Para la unidad
experimental se us6 una caja de Petri con
100 semillas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de vananza mostro diferencias
estadisticas altamente significativas entre colectas,
dosis de NaCl y la interaccion entre colectas y NaCl,
para las variables germinacion, longitud de raiz y
longitud de vastago (Cuadro 2). Lo anterior indica
que la interaccion de las variables independientes,
representadas por las colectas, y el gradiente de

Cuadro 2. Efecto de las colectas y el gradiente de salinidad
con NaCl sobre germinacion, longitud de raiz y longitud de
vastago en frijolillo.

Longitud Longitud

Factor Germinaciéon il viistago
==l .is cEEe= mm = == = =
Colectas'
Ccv] 52.50 a 25.16 a 16.09 a
CEL 51.09b 23.16 b 1555a
CPIM 32.18¢c 16.16 ¢ 10.75b
NaCl (en mM)*

0 100.00 a 51250 35.08b
100 99.58 a 61.25a 43.08a
150 86.00 b 4475¢ 2583 ¢
200 69.25¢ 35.00d 15.67d
250 62.66 d 18.92 ¢ 10.50 e
300 46.33 ¢ 11.58 f 10.50 e
320 1625 7.00 g 0483 g
340 883g 250h 04.25¢
360 475h 1.92 hi 03.50 gh
380 3.33h 1.50 hi 03.50 gh
400 0.831 0.751 01.67h

Tn=44; 'n=12.

salinidad con NaCl tiene un efecto sobre las variables
dependientes evaluadas (% de germinacion, longitud
de raiz y longitud de vastago).

Efecto del Factor Colectas

Al analizar el porcentaje de germinacion en las
colectas, se encontré que CVJ fue estadisticamente
superior a las otras, seguida por CEL, mientras que
CPIM fue la que obtuvo el menor valor, con
promedios de 52.50, 51.09 y 32.18, respectivamente.
Los valores de la longitud de raiz y la longitud de
vastago fueron mayores en CVIJ, en comparacion con
las otras dos colectas (Cuadro 2). Lo anterior sefiala
la variabilidad en los materiales de frijolillo
evaluados y que pudieran ser utilizados en programas
de mejoramiento para resistencia a condiciones de
salinidad. [Estos resultados concuerdan con lo
sefialado por Abel y MacKenzie (1964), El-Samad y
Shaddad (1997) y Pantalone et al. (1997), quienes
identificaron la variacién que existe en la tolerancia a
las sales en genotipos de la misma especie.

Efecto de la Concentracion Salina en el Porcentaje
de Germinacion

En general, la germinacion disminuyo a partir de
la concentracion de 150 mM de NaCl (Cuadro 3).
Se observa también que, para las colectas de Viila
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Cuadro 3. Efecto del gradiente de salinidad con NaCl sobre germinacion, longitud de raiz y longitud de vastago en frijolillo

proveniente de tres colectas.

NaCl Genminacion Longitud de raiz Longitud de vastago

cvIt CEL' CPIMF CNI CEL, CPIM cv] CEL CPIM
mM 0 --------- % === === === e e st e e MM - - - ===============-
0 100.0 a 100.0 a 100.0a 51.0b 575b 453b 338D 383b 333b
100 993a 100.0a 99.5a 64.0a 678a 523a 458a 443 a 410a
150 9%6.0b 89.0b 73.0b 480c 443¢c 420c¢ 295¢ 298¢ 183¢
200 823c 80.5¢ 450¢ 42.5d 41.0d 21.5d 16.3d 17.3d 13.5d
250 74.8d 813¢c 320d 280e 170 e 11.8e 13.3 de 11.5¢ 68e
300 63.8¢e 71.0d 43e i § 1281 48f 9.8 ef 7.8 ef 4.5 ef
320 298 f 188 ¢ 03f 125¢g 80¢g 05g 7.0fg 65f 1.0fg
340 148¢g 11.8f 00f 50h 25h 00g 63g 50f 00g
360 7.8h 65g 0.0f 38h 20hi 00g 55g S0f 00g
380 6.8h 33h 00f 25h 2.0 hi 00g 50¢g 43f 00g
400 251 0.01 00f 23h 001 00g 50g 00g 00g

TVilla Judrez; ' El Limén; ° Pimientillo.

Juarez y El Limén, la germinacion decrecid mas de
50% por encima de 300 mM de NaCl, mientras que,
para la colecta Pimientillo, la disminucion mayor que
50% de germinacion se presentd con NaCl mas bajo.
Por otra parte, CVJ mostro semillas que fueron
capaces de germinar en todo el gradiente de salinidad
evaluado, CEL tuvo semillas que germinaron hasta
380 mM, mientras que CPI no mostré ninguna
semilla germinada superior a 320 mM (Cuadro 3).
Resultados similares fueron mencionados por Wang
y Shannon (1999). quienes encontraron que con
valores de conductividad eléctrica, en el extracto de
saturacion del suelo, de 11 dS m™’ redujeron
significativamente la emergencia de semillas y el
crecimiento de plantulas de soya. Promila y Kumar
(2000) estudiaron la germinacion de semilla y la
elongacion de la raiz de frijol mungo (Vigna radiata
Wilczek) y encontraron que la concentracion de
180 mM de NaCl redujo la germinacién de las
semillas, aunque no impidid la emergencia de la
radicula. Sin embargo, con esta concentracion de
NaCl la eclongacion de la radicula ceso
completamente después de 36 h. Rogers et al. (1995)
también reportaron una disminucion en la
germinacion de Trifolium repens L., a medida que se
incremento la concentracion de NaCl.

En la Figura 1, se describe el comportamiento
general de la germinacion de las tres colectas en el
gradiente de salinidad. Se aprecia que a medida que
se incrementd la concentracion de NaCl, disminuyo
la germinacion con una tendencia tipo cuadratica,
observandose una mejor respuesta de las colectas
CEL y CV]. En la Figura 2, se analiza

el comportamiento de la germinacion de acuerdo con
la ecuacién de Maas y Hoffman (1977):

Y = 100 - p(CE. - CE),

donde: Y = es el nimero o porcentaje de semillas
germinadas, p = pendiente; porcentaje de reduccion
de la respuesta por cada unidad de incremento en la
conductividad eléctrica, CE. = conductividad
eléctrica en extracto de saturacion, CE; =
conductividad eléctrica hasta la cual se espera se
mantenga la maxima respuesta.

La mayor CE en la que las colectas manifestaron
una germinacién de 100% fue de 8.27 dS m" para
CPIM, 12.25 dS m" para CEL y 15.18 dS m" para
CV], mientras que la CE para la cual se espera que la
germinacion de cada una de las colectas sea igual a
cero fue de 28.66, 3683 y 3645 dSm’,
respectivamente. Se observa que la tolerancia de las
colectas CEL y CVIJ es similar entre si y que la
tolerancia de CPIM es siempre menor. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Bayuelo-
Jiménez et al. (2002), quienes evaluaron 14 especies
silvestres de Phaseolus y encontraron que P. lunatus
y P. filimormis toleraron valores de180 mM de NaCl
(15.7dS m™).

Efecto de la Concentracién Salina en la Longitud
de Raiz

En general, CVJ produjo las raices mas
largas y fue estadisticamente superior a CEL vy
CPIM con promedios de 25.16,23.16 y 16.16 mm,
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respectivamente (Cuadro 2). Al analizar el factor
concentracion de NaCl, se encontrd que con una
dosis de 100 mM de NaCl, las tres dosis produjeron
raices mas largas que el control (Cuadro 3). Este
comportamiento de la raiz, con relacion al mayor
aumento de biomasa, en ciertas condiciones de
salinidad ha sido reportado por diversos autores
(Poljakoff y Lerner, 1994; Kafkafi y Bernstein, 1996;
Séanchez-Bernal ef al., 2003). Ademas, sefialaron que
el crecimiento del tallo es mas afectado que la raiz.
Al respecto, Levy (1992) menciond que lo anterior
puede ser un mecanismo de induccion de la raiz para
localizar espacios de menor concentracion salina en
el suelo y asi evadir el efecto del estrés osmoético.

CEL
120 4

100 A
80 4

60 4
CPIM

% de germinac

51

En general, la mayor concentracion de NaCl
disminuyé gradualmente el crecimiento de la raiz.
Sin embargo, a partir de 340 mM de NaCl la
disminucion es mas marcada, en especial en CPIM,
donde no hubo elongacion de raiz (Cuadro 3). Por lo
que respecta al dafio ocasionado por la salinidad, se
observo que las raices de CVJ y CEL mostraron una
coloracion café con sus meristemos necrosados a
partir de 250 mM, mientras que CPIM mostré este
dafio a partir de 150 mM.

El comportamiento individual de cada una de
las tres colectas en el gradiente de salinidad fue de
tipo cubico, con valores maximos de 66.83,
6091y 52.57mm a 70, 70 y 60 mM de NaCl para

y =-0.001x? + 0.1164x + 98,787
R?=0.92

Ccvd

y =-0.001x? + 0.1183x + 100.27
R?=0.96

40 {|*® CEL x
y = -0.0008x? - 0.0968x + 104.44
» CPIM B i
acv)
20 4
0 . . . v —S3 v &
0 50 100 150 200 250 300 350 400
NaClen mM

Figura 1. Germinacion de semilla de tres colectas de frijolillo en un gradiente salino con NaCl.

8

o

cw
CPIM i=15.182

_g 80 4 i=8272 y=171.36 - 4.7004x
g y=14056 -
op 60
172}
= | (S ey
'E 40] —¥—CEL | y=14989-40697x

i CPIM

20 -
——CVJ
0 . : ' , . ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40
CE en mS/cm

Figura 2. Respuesta a la germinacion de semilla de frijolillo en un gradiente de salinidad de
acuerdo con la ecuacion de Maas y Hoffman (1977).
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las colectas CEL, CVJ y CPIM, respectivamente, y
con valor igual a cero cuando la concentracion de
NaCl fue de 350, 400 y 325 mM, en el mismo orden
(Figura 3).

Efecto de la Concentracion Salina en la Longitud
de Vastago

El analisis del Cuadro 3 permite observar que con
una concentracion de 100 mM de NaCl, las tres
colectas produjeron vastagos mas largos que el
control y que a partir de 320 mM se inhibe su
crecimiento. El comportamiento individual de cada
una de las tres colectas en el gradiente de salinidad
fue de tipo cubico, con valores maximos de 45.07,
43.53 y 36.89 mm a 65, 70 y 65 mM de NaCl para las
colectas CEL, CV] y CPIM, respectivamente, y con
valor igual a cero cuando la concentracion de NaCl
fue de 350, 400 y 340 mM, en el mismo orden
(Figura 4). También en tallos se observo dafio
ocasionado por la salinidad, ya que los vastagos de
CVJ y CEL mostraron sus meristemos necrosados a
partir de 250 mM, mientras que CPIM suffrio estos
dafios a partir de 150 mM.

El porcentaje de germinacion, asi como las
caracteristicas de plantula observadas durante
la etapa de germinacion y emergencia en diferentes

CEL
eCW
70 - y = 5E-06x’ - 0.0031)¢ + 0.3515x + 55.702
2_ X CPIM
R?*=098
60 4 ACEL
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concentraciones de NaCl, son pruebas que permiten
identificar  variedades tolerantes a salinidad.
Kuruvadi (1988) sefialdé que existe una alta
correlacion positiva entre la tasa de germinacion en
soluciones osméticas y la tasa de emergencia en el
campo, por lo que estas pruebas tienen valor
predictivo. Sin embargo, la germinacion de las
semillas en condiciones salinas no  son,
necesariamente, una garantia de que el desarrollo
posterior de la planta pueda continuar sin
complicaciones para completar su ciclo de vida,
como lo sefialaron Norlyn y Epstein (1984).

En el caso particular del frijolillo, su capacidad
para germinar con altas concentraciones de NaCl
(50% con 300mM) y el excelente comportamiento de
las plantulas con 100 mM, es un indicador de su
tolerancia a la salinidad, cualidad que puede provenir
de un proceso de adaptacion de esta especie a
condiciones de salinidad en etapas tempranas de su
desarrollo. En la llanura costera de Nayarit, la
salinidad se localiza principalmente en los primeros
20 cm de profundidad y disminuye en los horizontes
inferiores del suelo. Por lo que una rapida
germinacion de la semilla, seguido por un rapido
establecimiento de la plantula puede minimizar los
efectos nocivos de las sales y le confieren ventajas
competitivas en tales condiciones.

cw

g
S 40- CPI
i = 3E-06x" - 0.0024x° + 0.2956x + 50.947
=
£ 30- R?Z=0.98
=
- y = 4E-06° - 0.0025x° + 0.2585x + 45.195
R?=099
10 4
0 Ll L] L] L
I 50 100 150 200 250 300 350 400
-10
NaCl en mM

Figura 3. Efecto de la concentracion de NaCl sobre el crecimiento de raiz de plantulas de frijolillo.
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CEL
45 5 L
y = 3E-06x" - 0.0021x" + 0.222x + 38.687
40 R%*=0.98
i cvJ
E 2
5 CPIM 5 y = 3E-06x” - 0.0019x* + 0.232x + 35.574
g 25+ R?=0.98
5 . y = 3E-06x° - 0.0018x° + 0.1963x + 30.909
g R*=0.97
~ 15 -
w04 [ecw
XCPIM
51 |aceL
0 . . - - ”
0 50 100 150 200 250 300 350 400
NaCl en mM
Figura 4. Efecto de la concentracion de NaCl sobre el crecimiento de plantulas de frijolillo.
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CONCLUSIONES

- Las colectas Villa Juarez (CVJ) y El Limon (CEL)
mostraron capacidad para germinar en condiciones de
alta salinidad, con mas de 50% de germinacion en la
solucion de 300 mM de NaCl.

- La salinidad afecto la velocidad de germinacion, ya
que con soluciones de 0 a 250 mM de NaCl se
requirieron 72 h para alcanzar su maximo porcentaje,
mientras que con concentraciones mayores se
requirieron mas de 120 h.

- En forma general, la salinidad inhibi6é por completo
el crecimiento de la raiz y vastago de frijolillo, a
partir de 320 mM de NaCl, sin embargo, a partir de
150 mM en la colecta Pimientillo (CPIM) y 250 mM
en las colectas CVJ y CEL, causo dafios severos a
esas estructuras de la plantula.
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