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RESUMEN

Se estudié el comportamiento de variables fisioldgicas e indices
de crecimiento en especies de Phaseolus en condiciones de salinidad.
El experimento se realizd en solucion nutritiva en condiciones de
invernadero, con cuatro niveles de salinidad (0, 30, 60, and 90 mM
NaCl). Durante 20 d de iniciado el tratamiento salino, se analizé la
tasa de crecimiento relativo (TCR; g g"' d), tasa de asimilacién neta
(TAN; g m? dia), razén de area foliar (RAF; m? g'), area foliar
especifica (AFE; m? g') y relacién de peso foliar (RPF; g g). El in-
cremento de salinidad redujo la TCR, TAN, RAF y AFE, pero no
afect6 la RPF. En todas las especies, excepto en P. filiformis, la TCR
correlacioné significativamente con TAN y no con RAF, lo que indi-
ca que la eficiencia fotosintética en un factor determinante en las
diferencias entre especies. En P. filiformis, la TCR, TAN y RAF se
mantuvieron inalterables aiin en la mayor concentracion salina. En
todas especies, excepto en P. filiformis, el incremento de salinidad
disminuyé progresivamente la conductancia estomatica y la tasa de
asimilacién de COz2. Los potenciales hidrico y osmético disminuyeron
conforme se intensificé el agobio salino, pero el ajuste osmético per-
mitié que la turgencia celular se mantuviera o aumentara. La salini-
dad provocd incremento significativo de carbohidratos totales en
hojas y tallos, pero no en raices; tal acumulacién de carbohidratos se
relacioné con el mantenimiento de turgencia en etapas iniciales del
agobio. Se confirmé que P. filiformis es una especie tolerante a sali-
nidad, tolerancia que esta regulada por un adecuado control estoma-
tico y eficiencia fotosintética a través de ajuste osmético.

Palabras clave: Phaseolus spp, crecimiento, relaciones hidricas,
carbohidratos totales, tolerancia a salinidad.

SUMMARY

To study the behavior of physiological parameters and plant
growth analysis under salt stress, Phaseolus species were grown un-
der greenhouse conditions, in nutrient solution at four different sa-
linity levels (0, 30, 60, and 90 mM NaCl). Relative growth rate
(RGR; g g' d), net assimilation rate (NAR; g m? d), leaf area ra-
tio (LAR; m? g"), specific leaf area (SLA; m? g') and leaf weight
ratio (LWR; g g") were calculated for 20 d. The increase in salinity
significantly reduced RGR, NAR, LAR and SLA, without affecting
LWR. In all species, except in P. filiformis, NAR, but not LAR, was
significantly correlated with RGR, thus indicating that NAR is an
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important factor underlying the salinity-induced differences among
species. In P. filiformis neither NAR nor LAR were affected by in-
creased salinity, and consequently RGR was maintained. Increasing
salinity progressively decreased the stomatal conductance. The CO:
assimilation rate decreased gradually with salinity, but significant
reductions were showed only at the highest salt levels (90 mM NaCl).
In P. filiformis, however, neither stomatal conductance nor CO2 as-
similation were affected by salt stress. Leaf water and osmotic po-
tentials declined significantly as stress conditions intensified, but
osmotic adjustment permitted the maintenance of positive turgor
throughout the growth period. Salinity increased the concentration
of total carbohydrates in leaves and stems; this carbohydrate accu-
mulation was associated to the osmotic adjustment at the initiation of
the saline period. Salt tolerance in P. filiformis is associated to a bet-
ter stomatal control and photosynthetic efficiency through osmotic
adjustment.

Index words: Phaseolus spp, plant growth, water relations, total
carbohydrates, salinity tolerance.

INTRODUCCION

Se estima que 20 % de la superficie cultivable actual y
aproximadamente la mitad de las 4reas irrigadas a nivel
mundial se encuentran afectadas por salinidad (FAO,
2005). En Meéxico, el frijol comin (Phaseolus vulgaris
L.) se cultiva principalmente en ambientes semi-
tropicales, planicies semidridas y en 4reas irrigadas
(Broughton et al., 2003). Se estima que 30 % de las areas
irrigadas en México esta afectado por salinidad y en areas
marginadas el problema es ain mas severo (FAO, 2005).
La salinidad afecta principalmente al metabolismo de la
planta y reduce su crecimiento y productividad por efecto
de potenciales hidricos reducidos, toxicidad i6nica y des-
balance nutrimental (Munns, 2002; Ruiz et al., 1997). La
capacidad asimilatoria y el estado hidrico de la planta son
procesos fisioldgicos sensibles a la salinidad, ademas de
ser factores determinantes en el crecimiento vegetal
(Cramer et al., 1994).
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El estrés hidrico inducido por salinidad afecta el cre-
cimiento de la planta a través de alteraciones en la divi-
sién celular (Yeo er al., 1985), fotosintesis (Bayuelo-
Jiménez et al., 2003; Martinez-Ballesta et al., 2004),
procesos bioquimicos (Plaut et al., 1990) y transpiracion
(Serraj y Sinclair, 2002). La regulacién osmdtica celular
—mecanismo fisiol6gico que contrarresta el estrés osmoti-
co causado por exceso de sales en el medio—, contribuye
al mantenimiento de la absorcién de agua y turgencia ce-
lular, y, consecuentemente, de otros procesos fisiologicos
(Serraj y Sinclair, 2002). La regulacién osmdtica en plan-
tas sometidas a estrés salino puede ocurrir por acumula-
cién de solutos organicos compatibles (carbohidratos so-
lubles, aminoacidos, prolina y betaina) (Hasewaga et al.,
2000), de iones inorgéanicos o de ambos (Stepien y Klo-
bus, 2006). En especies cultivadas (glicéfitas), el princi-
pal mecanismo de tolerancia es a través de exclusién de
iones. Sin embargo, a bajas concentraciones de NaCl la
inclusién de iones Na* y Cl puede favorecer el ajuste
osmoético (Munn, 2002).

El frijol comiin es una especie sensible a la salinidad
que reduce su rendimiento (> 50 %) a una conductividad
eléctrica de saturacion del extracto del suelo (CE) > a 2
dS m’, equivalente a 20 mM NaCl (Liuchli, 1984). Su
tolerancia a la salinidad es muy limitada y se encuentra
asociada con una tasa reducida de absorcion y transporte
de Na* al vastago (Lauchli, 1984). Ademas, su creci-
miento es afectado por la acumulacién de CI en las hojas
y por la alteracién del estado nutrimental y de las relacio-
nes hidricas (Bayuelo-Jiménez et al., 2003).

Por el contrario, en especies silvestres de Phaseolus
existe una valiosa fuente de genes para tolerancia a salini-
dad, particularmente en P. angustissimus, P. acutifolius,
P. filiformis, P. lunatus y P. vulgaris (Bayuelo-Jiménez et
al., 2002). Dicha tolerancia se asocia con mayor veloci-
dad de germinacién, menor reduccion del crecimiento re-
lativo y mayor relacion raiz:vastago (Bayuelo-Jiménez et
al., 2002). Asimismo, estas especies poseen un mecanis-
mo de exclusion de Na* en raiz y ajuste osmotico para
mantenimiento de la turgencia mediante la acumulacién de
CI' (Bayuelo-Jiménez, 2003). No obstante, la informacién
relacionada con los indices fisiol6gicos que determinan la
tolerancia en Phaseolus y su relacién con diferencias ge-
notipicas es reducida. Asi, el objetivo de este estudio fue
determinar el comportamiento de caracteristicas fisiol6gi-
cas e indices de crecimiento en respuesta a la salinidad,
en especies de Phaseolus.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se hizo en condiciones de
invernadero y cultivo en solucién nutritiva, de abril a ju-
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lio del 2005, a una temperatura promedio de 35 °C £ 2
con una maxima de 38 °C y minima de 15° C. La hume-
dad relativa varié de 60 a 70 %. El experimento incluyé
cuatro tratamientos, tres correspondientes al estrés salino
(30, 60 y 90 mM NaCl) y el testigo (0 mM NaCl), com-
binados con cuatro especies de Phaseolus: dos especies
silvestres [P. acutifolius Gray (G40169) y P. filiformis
Benham (PI535309)] y dos cultivadas: [P. acutifolius
(G40142) y P. vulgaris L. (G04017)]. Las dos especies
silvestres se eligieron por su adaptacidon a zonas aridas y
por su grado de regulacién idnica y tolerancia a salinidad
previamente identificadas (Bayuelo-Jiménez et al., 2002).
Phaseolus acutifolius silvestre excluye Na* y acumula CI
(sensible); P. filiformis excluye Na* e incluye K* (tole-
rante); P. acutifolius cultivado excluye Na* y CI (toleran-
te) y P. vulgaris excluye Na* e incluye CI (sensible). An-
tes de establecer el cultivo en solucion, las semillas se es-
terilizaron con 2.5 g L' de hipoclorito de sodio 5 % (v/v)
y agua desionizada; luego se escarificaron mecanicamente
y germinaron en una incubadora a 25 °C en papel de
germinacién (Anchor Paper Co., St. Paul, MN, USA)
humedecido con una solucién 0.5 mM de CaSOs. Las
plantulas de 7 d y de tamafio uniforme se transfirieron a
tanques aireados (volumen de 100 L), los cuales contenian
la solucién nutritiva (Epstein, 1972).

La composicién de la solucién en mM fue de 6 KNOs,
4 Ca(NOs)2 1 MgSOs 1 NH4H2PO4,0.025 Fe-EDTA, 0.05
KCL, 0.025 HsBOs, 0.002 MnSOs, 0.005 CuSOs, y
0.0005 (NH4)6Mo07.4H20. El pH de la solucién se ajustd
diariamente a 6-6.5 con una solucién amortiguadora de
KOH 1 N. Todas las plantas se mantuvieron en esta solu-
cion nutritiva hasta la emergencia de la primera hoja trifo-
liolada (7 d después del transplante), momento en el cual
se inici6 la aplicacién del tratamiento salino. Se hicieron
aplicaciones diarias nocturnas de 30 mM NaCl y 3 mM de
CaCl: hasta alcanzar una concentracion final de 30, 60 y
90 mM NaCl y 3, 6 y 9 mM de CaCl.. La adicién de
CaCl» al medio nutritivo fue una medida preventiva para
evitar el choque osmético al inicio de la aplicacion de los
tratamientos salinos.

Las plantas se cosecharon a los 10 y 20 d después de
aplicar el tratamiento salino. Se cuantificé el nimero de
hojas y el area foliar por planta con planimetro portatil
modelo L1-300 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). Las hojas,
tallo y raiz se deshidrataron en una estufa a 65 °C por 96
h, para luego medir el peso seco. Los indices del analisis
de crecimiento se calcularon de acuerdo con Hunt (1990).
La tasa relativa de crecimiento (TCR, g g* d) se define
como el incremento de materia seca por unidad de materia
seca presente, por unidad de tiempo. Los componentes de
crecimiento incluyeron la tasa de asimilacién neta media
(TAN, g m? d") y la razén de érea foliar (RAF, m* g?).
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TAN se calcul6 a partir de la relaciéon de incremento de
materia seca total por unidad de 4rea foliar por dia (RAF)
y ésta se calculé como la relacion entre el area foliar total
y el peso de la materia seca total de la planta. La razén de
peso foliar (RPF, g g*) se determiné como el cociente en-
tre la materia seca total de la hoja y de la planta. El area
foliar especifica (AFE, m? g ') se refiere al area foliar
por unidad de peso foliar.

Las mediciones de asimilacion neta de CO2 y conduc-
tancia estomética se hicieron a los 20 d después del inicio
de la aplicacién de los tratamientos salinos, con un anali-
zador de gases al infrarrojo LI-COR 6400 (LI-COR, Lin-
coln, NE, USA). Tales mediciones se hicieron en el folio-
lo central de la quinta hoja trifoliolada, la cual se introdu-
jo en una camara foliar con temperatura y aireacién con-
trolada (6 cm?). La fotosintesis neta se midié a una pre-
sién parcial externa de 34 MPa (340 pmol CO:2 mol” ai-
re), densidad de presién de vapor de 1.8 kPa y una densi-
dad de flujo foténico de 1200 pmol m?s™.

Las mediciones del potencial hidrico (V) se hicieron
entre las 3:00 y 5:00 am y 19 d después del inicio de la
aplicacion de los tratamientos salinos, en las mismas hojas
en donde se midié la asimilacién neta de CO2, con una
camara de presion Modelo 3000 (Soilmosture, Santa Bar-
bara, CA, USA) (Scholander et al., 1965). El potencial
osmotico (Wn) se calculd a partir de la medicion de la os-
molaridad de las hojas previamente evaluadas para el po-
tencial hidrico. El tejido foliar se almacend en nitrogeno
liquido y posteriormente se maceré con un homogeniza-
dor portatil, y la muestra se centrifugd en una microcen-
trifuga Eppendorf por 5 min a 2000 x g. Se utiliz6 un vo-
Iumen de 10 umol del sobrenadante y se midi6 la osmola-
ridad con un osmémetro Wescor 5520XR, (Logan, UT,
USA). Las lecturas de osmolaridad se convirtieron a uni-
dades de presién por medio de la ecuaciéon de Van Hoff
(n = -cRT), donde c es la osmolaridad (mosmol kg'), R
es la constante de los gases y T es la temperatura (K)
(Nobel, 1991). El potencial de turgencia o presion (‘¥,) se
determind por diferencia de presiones con la ecuacion: ‘P,
=Y, _Yn.

La extraccion de los azdcares de hoja, tallo y raiz se
hizo mediante la metodologia descrita por Ojeda-Real et
al. (2008). A 2 g de tejido previamente congelado en ni-
trégeno liquido y almacenado a - 80 °C se les adicionaron
20 mL de etanol 80 % para su extraccién. El tejido se in-
cub6 a 60 °C con agitacién constante por 12 h; transcu-
rrido ese tiempo se filtré al vacio, con papel filtro Wat-
man de 3 mm. Al residuo obtenido se le agregd nueva-
mente 20 mL de etanol 80 %, se agitd6 durante 3 h y se
volvié a filtrar. Los extractos se unieron y se adiciond
carbon activado para eliminar los pigmentos; posterior-
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mente la muestra se concentrd en un rotavapor a 65 °C y
se resuspendi6 en 5 mL de etanol 80 %. Para la determi-
nacion de azicares totales se tomé 1 mL del extracto eta-
ndlico y se diluy6é en un volumen de 25 mL. De esta dilu-
cioén se tomaron 2 mL para realizar la determinacién me-
diante el método de Dubois et al. (1956). Este anilisis se
efectud por triplicado.

Se empled un disefio experimental de bloques al azar
con un arreglo de tratamientos de parcelas divididas y
cuatro repeticiones por especie. Los niveles de NaCl co-
rrespondieron a la parcela principal y las especies distri-
buidas aleatoriamente dentro de cada parcela, correspon-
dieron a las sub-parcelas. Con el objeto de verificar las
diferencias significativas entre especies en cada variable
considerada, se hicieron pruebas de F mediante procedi-
miento GLM (SAS, Institute, 1995). Se utilizé la prueba
protegida DMS (diferencia minima significativa) de Fis-
her para comparar las diferencias identificadas con el ana-
lisis de varianza (SAS, Institute, 1995).

RESULTADOS Y DISCUSION
Biomasa aérea y radical

Los tratamientos salinos tuvieron un efecto significati-
vo en el numero de hojas, area foliar, peso seco de hoja,
tallo y raiz (Cuadro 1). Asimismo, las diferencias entre
especies, tratamientos salinos y las interacciones para to-
das las variables fueron significativas. En todas las espe-
cies, excepto en P. filiformis, la salinidad redujo la acu-
mulacién de materia seca del véastago (de 22 a 44 %) y de
la raiz (de 22 a 62 %). En P. filiformis se observo un in-
cremento de materia seca del vastago a 30 mM NaCl
(33 %) y una reduccién de sélo 22 % a 90 mM NaCl. El
nimero de hojas disminuy6 significativamente al aumen-
tar la concentracion de NaCl, lo que promovié una dismi-
nucion del area foliar en todas las especies, excepto en P.
filiformis. A los 20 d de exposicion al agobio salino, el
area foliar total del resto de las especies disminuy6 de 28
a45 % en 60 mM NaCl y de 44 a 60 % en 90 mM NaCl.

Indices de crecimiento

El agobio salino disminuy¢ significativamente la tasa
de crecimiento relativo (TCR). Hubo diferencias signifi-
cativas (P > 0.01) entre tratamientos de salinidad y entre
especies; sin embargo, la interaccién entre estos dos fac-
tores no fue significativa (Cuadro 2). Entre especies, la
TCR del tratamiento testigo vario de 0.10 2 0.17 g g* d”!,
mientras que en las plantas sometidas a los tratamientos
de salinidad vari6 de 0.07 a 0.14 g g* d* (Figura 1A); en
P. acutifolius silvestre (G40169) y cultivada (G40142) y
en P. vulgaris cultivada (G04017), la TCR disminuy¢6 al
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incrementar el agobio salino mientras que en P. filiformis
silvestre (PI535309) la TCR no fue afectada por la salini-
dad.

La tasa de asimilacion neta (TAN) disminuyd signifi-
cativamente al aumentar la concentracién de NaCl, pero
las diferencias entre especies y la interacciéon no fueron
significativas (Cuadro 2). La reducciéon de TAN siguid
una tendencia similar a la TCR, excepto que la reduccion
de TAN fue mayor a 90 mM NaCl en todas las especies,
menos en P. filiformis cuya TAN se mantuvo similar al
testigo en todos los tratamientos salinos (Figura 1B). El
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agobio salino disminuyd significativamente la razén de
area foliar (RAF), y las diferencias entre especies y la in-
teraccion entre NaCl y especies fue significativa (Cuadro
2). En las especies cultivadas [P. acutifolius (G40142) y
P. vulgaris (G04017)], la RAF disminuy6 a mayor con-
centracion salina pero se mantuvo inalterable en las espe-
cies silvestres (Figura 1C). La razén de peso foliar (RPF)
se mantuvo constante en todas los tratamientos salinos y
especies, mientras que el 4rea foliar especifica (AFE)
disminuy6 significativamente a mayor concentraciéon de
NaCl solamente en las especies cultivadas, pero no en la
especie silvestre P. acutifolius (Figuras 1D-E).

Cuadro 1. Efecto del NaCl en el niimero de hojas, area foliar, peso seco de hoja, tallo y raiz de Phaseolus spp.

NaCl (mM) Numero de Area foliar Biomasa (g/planta)
hojas (cm?/planta) Hoja Tallo Raiz
P. acutifolius G40169
0 153 a 902.0 a 1.38 a 0.95a 0.58 a
30 12.1b 622.8 b 1.26 ab 0.83 a 0.40 ab
60 9.6c¢ 507.7 b 0.93 ab 0.54b 0.34 ab
90 8.8¢ 440.8 b 0.87b 0.43b 0.22b
P. filiformis PI535309
0 6.4 ab 155.2 a 0.25a 0.13a 0.04 a
30 6.9a 148.5a 0.20 a 0.22a 0.08 a
60 5.3 bc 111.8 ab 0.19a 0.10a 0.04 a
90 48¢c 86.2 b 0.18 a 0.10a 0.05a
P. acutifolius G40142
0 134 a 1321.2 a 2.13a 1.47 a 0.62 a
30 11.1b 1007.9 b 1.84 ab 1.25b 0.55a
60 8.7¢ 802.3 ¢ 1.57b 1.15b 0.59 a
90 8.1c 583.2d 1.23 ¢ 0.83 ¢ 0.36 a
P. vulgaris G04017
0 6.3a 1713.4 a 2.83a 1.33a 0.63 a
30 49b 1097.8 b 2.34b 1.06 b 0.56 ab
60 45¢ 932.5 be 2.13 bc 0.84c 0.49 ab
90 3.9d 683.2 ¢ 1.80 ¢ 0.75¢ 0420
Valores de F
NaCl 96. 3%k 84 5%+ 2]1.5%%% 4]1.6%%* 9.8%**
Especie 82,7 197 2%%* 255 5%k 204.8%** 54 4%k
NaCl x Especie 2.5% L 2.8% 3.8%%* 1.6*

Las medias son valores promedio de cuatro repeticiones después de 20 d de exposiciéon a NaCl. Prueba DMS (diferencia minima significativa) protegida de
Fisher a P< 0.05. *, **, *** Sjgnificativo a P < 0.05, P<0.01, P<0.001, respectivamente.

Cuadro 2. Cuadrados medios y su significancia para la tasa relativa de crecimiento (TCR), tasa de asimilacion neta (TAN), razén de area foliar
(RAF), relacion de peso foliar (RPF), area foliar especifica (AFE), tasa de asimilacion de CO: (A), conductancia estomatica (gs), potencial hidrico
(¥w), potencial osmético (¥r), potencial de turgencia (¥t), carbohidratos totales de hoja (CHOn), tallo (CHOy) y raiz (CHOx) de Phaseolus spp., des-

pués de 20 d de estrés salino.

Fuente de variacién TCR TAN RAF RPF AFE A
NaCl 0.0069™ 0.0018" 0.00015™ 0.00086 ns 0.0028" 161.7°
Especie 0.0383™ 8.235 ns 0.00009™ 0.0023 ns 0.00067" 160.2™
NaCl x Especie 0.0015 ns 2.285 ns 0.0004" 0.0019 ns 0.00014 ns 17.8"
gs Yy Yn ¥, CHOn CHO: CHO:
NaCl 0.030™ 0.111™ 1.501™ 0.852™ 517.2™ 1406.3" 62.1"
Especie 0.048™ 1.231™ 0.135™ 1.262™ 1103.3™ 3008.8" 127.1™
NaCl x Especie 0.004 ns 0.064"" 0.043" 0.095™ 53.3 ns 359.7" 9.2ns

* % Significativo a P < 0.05, P < 0.01, respectivamente; ns= no significativo.
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Figura 1. Efecto del NaCl en la tasa de crecimiento relativo TCR (A), tasa de asimilacion neta TAN (B), razén de area foliar RAF (C), razén de
peso foliar RPF (D) y area foliar especifica AFE (E) de Phaseolus, después de 20 d de exposicién a salinidad. Las letras sobre las barras indican di-
ferencias significativas (Prueba DMS protegida de Fisher, P < 0.05).
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Fotosintesis y conductancia estomatica

La salinidad afect6 significativamente la conductancia es-
tomatica y la asimilacion de CO2. Sin embargo, sélo en el
caso de la asimilacion de CO: la interaccion salinidad x
especie resultd significativa (Cuadro 2). La salinidad re-
dujo la conductancia estomatica y la asimilaciéon de CO2 a
medida que aument6 la concentracion salina, con reduc-
ciones significativas a 60 y 90 mM NaCl (Figuras 2A-D).
En condiciones salinas, la conductancia estomatica de P.
vulgaris cultivada fue menor que la de las especies restan-
tes, con una reduccién de 26 % en 90 mM NaCl (Figura
2D). Por el contrario, en P. filiformis hubo reduccién de
la conductancia estomética al acentuarse el agobio salino
(Figura B). La asimilacién de CO: disminuyd significati-
vamente en las especies silvestres y cultivadas de P. acu-
tifolius en 60 mM NacCl (Figuras A y C), mientras que en
P. vulgaris disminuy6 s6lo en 90 mM NaCl (Figura 2D).
La asimilacién de CO: de P. filiformis, por el contrario,
se mantuvo invariable en todos los tratamientos salinos
(Figura 2B); en el resto de las especies se registré un in-
cremento de 15 a 40 % en la tasa fotosintética, en 30 mM

P. acutifolius (G40169)
30
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NaCl. Posteriormente, las reducciones en la fotosintesis
aumentaron en funcién del nivel de salinidad.

Relaciones hidricas

La salinidad afect6 significativamente los potenciales
de turgencia, hidrico y osmético (Cuadro 2). Las diferen-
cias entre especies y sus interacciones fueron significati-
vas en todos los tratamientos salinos. En general, el po-
tencial hidrico de las especies silvestres de P. acutifolius
G40169 y P. filiformis PI535309 fue mayor en todos los
tratamientos salinos que en las especies cultivadas (Figura
3B). La salinidad disminuyé el potencial osmético en to-
das las especies, pero las diferencias entre éstas s6lo se
observaron a 90 mM de NaCl. P. filiformis fue la tinica
especie que mantuvo el mayor potencial osmético (-1.13
MPa) en 90 mM de NaCl (Figura 3C), mientras que en el
resto, el potencial osmoético oscilé entre -1.25 y -1.44
MPa (Figura 3C). El potencial de turgencia se mantuvo
constante hasta los 30 mM NaCl y aument6 significativa-
mente a 60 y 90 mM de NaCl en todos las especies excep-
to en P. vulgaris cultivado (Figura 3A).
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Figura 2. Efecto del NaCl en la tasa de asimilacion de CO: (---) (eje izquierdo) y conductancia estomatica (—) (eje derecho) de Phaseolus después de
20 d de exposicion a salinidad. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas (Prueba DMS protegida de Fisher, P < 0.05).
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Figura 3. Efecto del NaCl en el potencial de turgencia (A), potencial hidrico (B) y potencial osmético (C) (MPa) de Phaseolus después de 20 d de
exposicion a salinidad. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas (Prueba DMS protegida de Fisher, P < 0.05).

Carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales (CHO) de hoja,
tallo y raiz se incrementd significativamente por efecto
del NaCl (Cuadro 2). Asimismo, los cambios inducidos
por la salinidad fueron dependientes de la especie. En to-
das las especies, excepto en P. filiformis, el contenido de
CHO fue mayor en tallos que en hojas, a 60 y 90 mM
NaCl (Figuras 4A-B). El contenido de CHO de raiz, sin
embargo, se mantuvo constante en todos los tratamientos
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salinos excepto en P. acutifolius G40142, en el que dis-
minuy6 significativamente en 90 mM NaCl (Figura 4C).
El incremento del contenido de CHO totales en hojas y
tallo con respecto al testigo oscilé entre 65.8 y 130 % y
de 15 a 78 %, respectivamente. En particular, las especies
de P. acutifolius (G40169) y P. acutifolius (G40142) al-
canzaron la mayor concentracion de CHO totales en tallo
a 90 mM NaCl, mientras que P. acutifolius G40142 y P.
filiformis PI325687 presentaron la mayor acumulacién en
hojas (Figuras 4A-B).
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Figura 4. Efecto del agobio salino en el contenido de carbohidratos totales en hoja (A), tallo (B) y raiz (C) de Phaseolus spp., después de 20 d de
exposicion a salinidad. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas (Prueba DMS protegida de Fisher, P < 0.05).

DISCUSION

La disminucién en la TCR puede atribuirse a cambios
en la respuesta de la asimilacién de CO2 (TAN) o en la
razén de 4area foliar (RAF) (Bayuelo-Jiménez et al.,
2003). Los resultados aqui obtenidos demuestran que la
disminucién de la TCR de todas las especies excepto de
P. filiformis se relacion6 con la TAN, lo que indica que la
reduccioén del crecimiento en dichas especies se debid a
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una reduccion de la eficiencia fotosintética del dosel (Fi-
guras 1A-B). Asimismo, el anilisis de regresion lineal
entre TAN y TCR demostr6 que la menor eficiencia foto-
sintética del dosel repercutié en una méas baja produccién
de materia seca en la especie silvestre P. acutifolius
G40169 (R* = 0.93 a 0.97) y en las especies cultivadas de
P. acutifolius G40142 y P. vulgaris G04017 (R* = 0.73 a
0.86). Resultados similares fueron reportados por Azeve-
do et al. (2004), Bayuelo-Jiménez et al. (2003) y Romero
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et al. (1994). La reducciéon de la TCR de las especies
cultivadas también se asocié con la eficiencia en la pro-
duccién de area foliar (RAF) (Figura 1C).

La disminucién de RAF a mayor salinidad se relacio-
nd significativamente con una reduccién del incremento
de materia seca por unidad de area (AFE). El coeficiente
de determinacion entre RAF y AFE (R* = 0.78 a 0.97)
confirman estos resultados. En P. filiformis, sin embargo,
el AFE se mantuvo constante a 30 y 60 mM NaCl pero
fue mayor que en el resto de los especies; es decir, esta
especie desarrolld hojas mas delgadas al elevarse la con-
centracién salina (Figura 1E). De acuerdo con Baruch y
Goldstein (1999), las especies que presentan una mayor
AFE pueden tener una mayor TCR. En este estudio se
demostré que P. filiformis no presenta una TCR mayor
que el resto de los especies, pero su crecimiento no es
afectado por las concentraciones salinas altas (Figura 1A).
Lo anterior podria explicarse en términos de costos de
carbono para construccion de estructuras foliares, que es
menor para hojas delgadas (Dijkstra, 1989).

El agobio salino provocé diferencias significativas en
el intercambio gaseoso y la conductancia estomatica. El
cierre estomatico es un mecanismo efectivo para econo-
mizar la utilizacién de agua en condiciones de salinidad y
evitar el dafio por toxicidad idnica (Hasegawa et al.,
2000). Sin embargo, una disminucién en la conductancia
estomatica promueve simultineamente una reduccion en la
tasa fotosintética (Brugnoli y Lauteri, 1991) y absorcién
de agua (Mencuccini y Grace, 1996). En el presente estu-
dio, la tasa fotosintética disminuy6 en todos los tratamien-
tos salinos en comparacion al testigo y durante los 20 d de
duracién del agobio, excepto en P. filiformis. De acuerdo
con los resultados del anlisis de regresion, la asimilacién
de CO: depende de la conductancia estomatica en todas
las especies. Es pertinente destacar que P. filiformis
PI535309 fue la unica especie que presentd altas tasas de
asimilacion de CO:2 y de conductancia estomatica a 60 y
90 mM de NaCl, en comparacién con el testigo.

Estos resultados demuestran que los procesos de fija-
cién de CO: y control estomatico en P. filiformis son tole-
rantes a altas concentraciones de salinidad, y corroboran
los resultados reportados por Bayuelo-Jiménez et al.
(2003). Posiblemente el mecanismo de tolerancia a este
nivel podria estar relacionado con diferencias en la densi-
dad estomatica y en la anatomia de la hoja, la respuesta de
las células acompafiantes, o bien a una combinacién de
estos factores (Plaut er al., 1990). Segin Lynch ef al.
(1992), en condiciones ambientales de alta irradiancia o
déficit hidrico en el suelo, una mayor densidad estomatica
en la lamina foliar favorece una mayor conductancia es-
tomatica y asimilacion de CO:. Lo anterior es de especial
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interés en términos de mejoramiento genético de P. vul-
garis, ya que la densidad estomatica se encuentra relacio-
nada con la eficiencia en el uso del agua. Asimismo, la
eficiencia fotosintética de P. filiformis en condiciones de
agobio salino (80 mM NaCl) se relaciona con un incre-
mento en la tasa de absorcion y acumulacién de potasio en
las hojas (Bayuelo-Jiménez er al., 2003). Esta especie
mantiene concentraciones bajas de Na* y acumula mayor
concentraciéon de K* en la lamina foliar, lo que contribuye
a una adecuada apertura estomatica y eficiencia en el uso
del agua.

Al igual que en la tasa de asimilacién de COs, el esta-
do hidrico de la planta es sensible a la salinidad y, por
tanto, es un factor determinante en su crecimiento
(Munns, 2002). El anilisis de las relaciones hidricas de
Phaseolus mostrd una respuesta a la salinidad comun a las
reportadas en otras especies (Lazcano-Ferrat y Lovatt,
1997). La disminucién del potencial osmético excedi6 a la
del potencial hidrico, lo que permitié que el potencial de
turgencia se mantuviera o incrementara en todas las espe-
cies. Esta respuesta celular conocida como ajuste osmoti-
co es un mecanismo que confiere tolerancia a salinidad
(Munns, 2002) y se encuentra estrechamente asociado con
la regulacion de la apertura estomatica, actividad fotosin-
tética y crecimiento vegetal. En la mayoria de plantas, la
acumulacion neta de iones inorganicos o solutos organicos
favorece el mantenimiento del potencial de turgencia
(Hasegawa et al., 2000).

En este estudio se observd que la concentracién de
carbohidratos totales, particularmente de tallo y hojas, se
increment6 a mayor concentraciéon salina. En todas las
especies estudiadas, la concentracién de carbohidratos to-
tales y el potencial osmético tuvieron una correlacién sig-
nificativa en los tratamientos salinos (R*> = 0.42 a 0.80),
lo que indica que el incremento de carbohidratos contri-
buy6 a la disminucion del potencial osmético de la planta.
Es posible que la reduccién de la fotosintesis a mayores
concentraciones de NaCl (Figura 2), haya alterado la can-
tidad de carbono fijado en el vastago y los azidcares trans-
portados a la raiz (Azevedo et al., 2004). En la especie
tolerante P. filiformis, sin embargo, hubo acumulacién
constante de carbohidratos en hojas, acumulacién que no
se interrumpié a concentraciones altas de NaCl. Es evi-
dente que esta respuesta esta relacionada con la mayor
eficiencia fotosintética en condiciones de salinidad.

Las altas tasas de asimilacion de CO: y regulacién de
turgencia en P. filiformis se asocian con un mantenimiento
constante de K* en las hojas y reducida absorcién de Na*
al vastago (Bayuelo-Jiménez et al., 2003). Aunado a lo
anterior, el incremento de carbohidratos en la raiz favore-
ci6 la absorcion de agua, y esto se reflejo en el
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mantenimiento de potenciales hidricos favorables, como
lo demuestra el coeficiente de correlacion (R*> = 0.61)
(Figura 3), y que ademas se asoci6 con una adecuada tasa
fotosintética y crecimiento (R* = 0.58). La tolerancia de
esta especie podria relacionarse también con otros facto-
res, como una menor inversién metabdlica (costo energé-
tico) para la osmorregulacion (ajuste osmdtico) y una ade-
cuada distribucién de solutos organicos e inorgénicos en-
tre las vacuolas y el citosol (Martinez-Ballesta et al.,
2004).

Varios autores han sefialado que la produccién de so-
lutos organicos es metabolitamente costosa y su contribu-
cién a la disminucién del potencial osmético celular es
minima y restrictiva para el crecimiento vegetal (Jouve et
al., 2004; Arbona et al., 2005). En este estudio no se
cuantificé el aporte de los carbohidratos en el ajuste os-
mdtico pero fue evidente que el costo energético para su
produccién alterd el crecimiento, especialmente a mayor
concentracion salina. Una alternativa que contrarresta los
costos energéticos de produccién incluye la acumulacion
de iones del medio externo, aunque la acumulacion exce-
siva de iones puede causar toxicidad y repercutir negati-
vamente en las actividades bioquimicas de la célula
(Munns, 2000). Las evidencias confirman que la acumu-
lacién de CI', Na* y K* en las hojas contribuyen signifi-
cativamente (65 y 61 %) con la reduccién del potencial
osmotico hasta -1.3 y -1.62 MPa a 40 mM NaCl y 80
mM NaCl, respectivamente y, consecuentemente con el
mantenimiento de turgencia celular (Bayuelo-Jiménez et
al., 2003) y la tolerancia al agobio salino.

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que P. filiformis es una es-
pecie tolerante a salinidad y que su variabilidad fisiologica
contrasta con la del frijol cultivado (P. vulgaris). Diversas
caracteristicas que confieren tolerancia a salinidad en esta
especie silvestre (control estomatico, eficiencia fotosinté-
tica y osmorregulacién) podrian ser de valor como crite-
rios de evaluacién y seleccion en programas de mejora-
miento de P. vulgaris cultivado.
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