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EFECTO DEL ESTRES POR NaCl SOBRE LA ANATOMIA
RADICAL Y FOLIAR EN DOS GENOTIPOS DE
FRIJOL (Vigna unguiculata (L.) Walp.)

Paola Garzon' y Marina Garcia'

RESUMEN

Se estudi6 el efecto del estrés por NaCl sobre la anatomia de la raiz y de la hoja en dos genotipos de frijol con sensibilidad distinta
ante esta sal, con la finalidad de conocer si ese comportamiento diferencial esta asociado con adaptaciones anatdomicas en esos
organos. Semillas de los genotipos ‘I-484° (moderadamente sensible a la salinidad) e ‘I-490° (sensible a la salinidad), se
sembraron en sustrato inerte, y seis dias después de la siembra se sometieron a salinizaciéon con NaCl (100 mM). A los 14 dias
después de la siembra, se tomaron muestras de raiz y de las hojas primarias y se fijaron en FAA hasta su procesamiento. El estrés
salino indujo suculencia en la rizodermis y en el parénquima de la corteza de la raiz, en mayor grado en ‘I-484°. La salinizacion
también provocé reduccion en el didmetro de la estela de la raiz en los dos genotipos, debido principalmente a la disminucion en
el nimero y diametro de los vasos xilematicos. En las hojas primarias de las plantas estresadas se observaron mas tricomas
glandulares, invaginaciones en las células del parénquima en empalizada y arreglo menos compacto del mesofilo. En ‘I-490° se
redujo significativamente el grosor de la hoja y de la epidermis adaxial del parénquima clorofiliano en empalizada y esponjoso.
Estos resultados sugieren que los mecanismos anatémicos de adaptacion de Vigna unguiculata ante el estrés por NaCl estan
relacionados con la capacidad de desarrollar suculencia en la raiz y con el mantenimiento de la integridad de los tejidos foliares.
Palabras clave adicionales: Salinidad, adaptaciones anatomicas, tricomas, vasos del xilema

ABSTRACT

Effect of NaCl stress on root and leaf anatomy in two cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) genotypes

The effect of NaCl stress on leaf and root anatomy in two cowpea genotypes with differences in sensibility to that salt was studied
in order to know the probable existence of histological adaptations associated to that differential behavior. Seeds of the genotypes
‘I-484’ (moderate sensibility to salinity) and ‘I-490” (sensible to salinity) were sown on inert substrate and six days after sown
they were subject to salinization with NaCl (100 mM). Fourteen days after sown, samples of the root and the primary leaves
were taken and fixed in FAA until their processing. Salt stress induced succulence in the rizodermis and cortex parenchyma of the
root, in higher degree in ‘1-484’. Salinity also produced a reduction in the stele diameter of both genotypes, because of the
decrease in number and diameter of the xylem vessels. In the primary leaves of stressed plants, were observed more glandular
trichomes, less compact mesophyll and invaginations in the palisade parenchyma cells. In ‘I-490° the thickness of the leaf, and
that of the adaxial epidermis of palisade and spongy parenchyma, were significantly reduced. These results suggest that the
anatomical mechanisms of adaptation to NaCl stress in Vigna unguiculata are related to the capacity to develop root succulence
and the maintenance of foliar tissue integrity.

Additional keywords: Salinity, anatomical adaptations, trichomes, xylem vessels

INTRODUCCION incrementando, especialmente por problemas de
salinizacion secundaria (Villafaie, 2000).

La salinizacion de las tierras de uso agricola va Las sales afectan el desarrollo normal de las
en aumento a nivel mundial y restringe cada vez plantas por varias causas. Por una parte, la
més el rendimiento de los cultivos, siendo ese salinidad disminuye el potencial osmotico de la
efecto de mayor magnitud en las regiones éridas y solucion del suelo y provocan déficit hidrico, a la
en zonas agricolas bajo riego (Malash et al., vez que la absorcion excesiva de los iones de las
2008). En Venezuela, la proporcion de suelos de sales induce toxicidad y afecta la absorcion de
vocacion agricola salinizados se ha ido nutrimentos esenciales (Tester y Davenport,
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2003). Los mecanismos utilizados por los cultivos
para contrarrestar esos efectos son muy variados,
y entre ellos las plantas pueden experimentar
cambios anatomicos, por lo que el estudio
detallado de éstos permitiria entender mejor las
estrategias funcionales utilizadas para enfrentar el
estrés por salinidad (Poljakoff-Mayber, 1975;
Longstreth y Nobel, 1979; Braum et al., 2000).
Las adaptaciones estructurales ante el estrés salino
varian tanto entre especies (Longstreth y Nobel,
1979), como entre genotipos de una misma
especie (Akhtar et al., 2001; Garcia y Jauregui,
2008; Garcia et al.,, 2011). La hoja ha sido el
organo mas estudiado en lo que respecta a los
cambios  histologicos; sin  embargo, las
modificaciones relacionadas con la raiz son de
mucho interés, ya que este es el primer 6rgano que
se enfrenta a la salinidad.

El frijol (Vigna unguiculata (L.) Walp.), es una
leguminosa comestible de  gran importancia
alimenticia por el alto contenido proteico de sus
granos. Maas (1990) la clasific6 como
moderadamente tolerante a la salinidad, con un
nivel umbral de conductividad eléctrica (CE) de
4,9 dS'm™; no obstante, varios investigadores han
encontrado  diferencias  genotipicas en la
sensibilidad a las sales entre variedades de V.
unguiculata (Gonzalez et al., 2000; Aragdo et al.,
2005; Garzon, 2009). En afos recientes, se ha
enfatizado en la importancia de la seleccion y
mejoramiento genético en fases tempranas del
desarrollo de esta especie, como herramienta para
incrementar su tolerancia a la salinidad (Dantas et
al., 2005; Murillo-Amador et al., 2002; 2006),
para lo cual el entendimiento de las estrategias que
operan en este cultivo para crecer en condiciones
salinas, es de importancia primordial.

Recientemente, Garzon (2009) evalud el efecto
de la salinizacion sobre variables del crecimiento
en 19 genotipos de V. unguiculata durante la
germinacion y en fase plantular, y encontré que en
este segundo estadio s6lo dos genotipos mostraron
sensibilidad moderada a la salinizacion, mientras
que los materiales genéticos restantes fueron
altamente afectados. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el impacto de la salinidad inducida en
fase plantular, sobre la anatomia de la raiz y de la
hoja en un genotipo de V. unguiculata con
sensibilidad moderada a la salinidad y en otro
sensible a esta condicion, a fin de identificar la
posible existencia de rasgos anatdmicos que

pudieran estar vinculados con su comportamiento
diferencial ante la salinidad.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizoé en un umbraculo ubicado
en el Instituto de Botanica Agricola de la Facultad
de Agronomia, Universidad Central de Venezuela,
en Maracay. Se utilizaron dos variedades locales
de frijol, conservadas en el Banco de
Germoplasma de la Unidad de Conservacion de
Recursos  Fitogenéticos del  INIA-Ceniap
(Maracay), las cuales mostraron diferencias en
cuanto a su comportamiento ante la salinizacién
con cloruro de sodio durante la fase plantular
(Garzon, 2009): ‘1-484° proviene de Parmana
(estado Guarico) y se comportd como
moderadamente sensible a la salinidad, mientras
que ‘1-490° proviene de Turén (estado Portuguesa)
y fue clasificada como sensible a esa condicion.
La temperatura y humedad relativa dentro del
umbraculo (promedio de medidas efectuadas a las
6 am y | pm) fueron de 28,2 °C y 55,6 %,
mientras que la densidad de flujo foténico a la
hora de maéaxima radiacion solar fue de 673
pmol'm™s”. Antes de la siembra, las semillas
fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio
(3 %) y bactericida Phyton (1,5 mI-L™).

La siembra se realizd en vasos plasticos de
480 cm® de capacidad que contenian arena
previamente esterilizada, a razén de dos semillas
por vaso; después de la emergencia se realizé un
raleo y se dejo la plantula mas vigorosa,
conformando una poblacion de 24 plantulas por
genotipo. El riego se efectudé con agua de grifo
(CE=0,18 dS'm"). Los primeros cinco dias
después de la siembra (dds) y a partir del sexto
dds se regd con una solucion hidropoénica diluida a
un medio de su concentracion (1,1 dS-m™), la
cual se prepar6 siguiendo la formula descrita
por Cabrera (2003). Para la salinizacion de las
plantulas, se afadi6 NaCl a la solucion base
de riego, incrementandose la concentracion de
esta sal a razén de 25 mM-dia”, hasta llegar el
noveno dds a una concentracion de 100 mM
(CE=10,8 dS'm™); a partir de alli, se mantuvo el
riego con solucion salina hasta el final del
experimento, y paralelamente se dejo un
tratamiento control. El experimento se prolongd
hasta 14 dds.

Una vez finalizado el ensayo, se cosecharon
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aleatoriamente seis plantas por tratamiento y en
cada una de ellas se tomaron muestras de 1 cm’
en la parte media de la lamina de los protofilos y
aproximadamente 10 mm de la axonorriza, a una
distancia de 15 mm del apice de la raiz. Este
material se fij6 en FAA (formaldehido-acido
acético-etanol al 70%) y posteriormente se
efectuaron cortes transversales a mano alzada de
la axonorriza y de la lamina. En esta ultima,
también se realizaron macerados con una mezcla
de agua e hipoclorito de sodio en proporcion 3:1.
Todas las preparaciones fueron tefiidas con azul
de toluidina acuosa (1 %) y se montaron en una
solucion de agua y glicerina. Las secciones fueron
estudiadas bajo un microscopio Optico y se
determind en el caso de la raiz, el grosor de la
corteza (GC), didmetro de la estela (DE) y
relacion GC/DE; en la lamina foliar se determind
la densidad y longitud de estomas, espesor de las
epidermis y del parénquima en empalizada y
esponjoso, asi como el grosor de la hoja. Se
realizé un total de 36 determinaciones por cada
variable.

El analisis estadistico de los resultados se hizo
segiin un diseflo completamente aleatorizado con
arreglo factorial de los tratamientos (2 variedades
y 2 tipos de solucion de riego), para un total de 4
tratamientos con seis repeticiones cada uno. Se
efectud un analisis de varianza y prueba de medias
de Tukey, mediante el programa Statistix 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Anatomia radical

La aplicacion de NaCl al medio de crecimiento
provoco cambios en la anatomia radical de los dos
genotipos (Figura 1). En seccion transversal, las
células de la epidermis se apreciaron mas
voluminosas que en el testigo, especialmente en el
genotipo ‘1-484° (Figura 1 A,B). En la corteza,
aunque el namero de capas no varid, se
observaron células de un tamafio notablemente
mayor, con relacion al de las plantas no
estresadas (Figura 1 B,D), lo cual indujo a un
incremento significativo en el espesor de esa
zona (Cuadro 1), siendo éste de 90 % en ‘I-
484’ y de 46 % en ‘1-490° (Figura 1 C,D); esa
diferencia en la magnitud del incremento en
esta variable refleja la significancia de la
interaccion tratamiento- genotipo. Es de hacer
notar que en ‘[-490° el aumento en el tamafio

de las células del parénquima cortical, fue mas
pronunciado hacia unas zonas que hacia otras,
y por ello, en la circunferencia de la raiz se
observaron abultamientos laterales 0 salientes
(Figura 1D).

Figura 1. Vista de la seccion transversal de raiz
en dos genotipos de frijol sometidos a estrés
con NaCl. Genotipo ‘1-484’: planta control (A)
y estresada (B); Genotipo °‘[-490’: planta
control (C) y estresada (D) en: endodermis; cs:
célula secretora

En cuanto a la estela, el estrés por NaCl
produjo cambios en el tejido vascular y en
particular en el xilema de los dos genotipos,
notandose la ausencia de los vasos amplios del
metaxilema en la parte central de la estela, menor
numero de vasos xilematicos y reduccion en el
diametro de éstos, aunque estas dos ultimas
variables no fueron cuantificadas (Figura 1 B,D).
El diametro de la estela en las plantas control fue
significativamente mayor en ‘1-490° que en ‘I-
484°, mientras que en las plantas sometidas a
estrés  salino, esta variable se redujo
significativamente en el primer genotipo y
mantuvo su valor en el segundo, razon por la cual
la interaccién genotipo—tratamiento, resultd
significativa para esta variable (Cuadro 1). La
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relacion GC/DE se incrementd en las plantas
estresadas en una magnitud mas o menos similar
en ambas variedades.

Cuadro 1. Valores promedio para algunas
variables anatomicas cuantitativas medidas en
la seccion transversal de la raiz, en dos
genotipos de frijol sometidos a estrés salino.

Grosor Diametro

Tratamiento Genotipo corteza  estela Relacion
T G GC/DE
@ @ m) qm)
Control 1-484 150,2b 220,6b 0,68Db
ontro 1490 1823b 2443a 0,75b
1-484 285,6a 2219b 1,29a
NaCl
1-490 265,5a 1899c¢ 140a
TXG 0,02* 0,01 ** 0,66ns

*; **: Interaccion significativa o altamente significativa;
ns: interaccidbn no significativa. Letras distintas en la
misma columna indican diferencias significativas
(P<0,05) segun la prueba de Tukey

Uno de los cambios mas notables provocados
por el estrés salino en ambos genotipos fue el
incremento en el tamafio celular a nivel de la
epidermis y de la corteza, y en virtud de que el
nimero de estratos no varid se puede afirmar que
la salinidad indujo suculencia en la raiz. Este
comportamiento ha sido descrito  como
halosuculencia (Poljakoff-Mayber, 1975) y se
interpreta como una respuesta al efecto osmotico
de las sales, que a su vez permite una mayor
capacidad de dilucion del contenido i6nico de las
células, ayudando asi a contrarrestar el efecto
toxico de éstas. En forma similar a lo aqui
encontrado, en otros estudios se ha detectado
incremento en el grado de suculencia en la raiz en
respuesta al estrés salino en rdbano (Cavusoglu et
al., 2008a) y cafa de azicar (Garcia et al., 2011).
No obstante, también se ha reportado el efecto
contrario en raices de plantas de guisante
(Solomon et al., 1986) y de algodén (Casenave et
al., 1999) estresadas con NaCl, o bien en
presencia de Na,SO,4 (Degano, 1999). De las dos
variedades probadas, en ‘I-484° el incremento en
la suculencia radical fue considerablemente mayor
que en ‘[-490°, y este rasgo puede estar vinculado
con el mejor comportamiento ante el estrés por
NaCl en la primera variedad.

Otro cambio histologico en la raiz causado por
la salinidad fue la reduccion del tejido vascular de
la estela, en especial el nimero y didmetro de los

elementos del metaxilema, acompafnado de un
aumento en la relacion GC/DE (Cuadro 1), lo que
coincide con lo observado en raices de plantas de
algodon (Casenave et al., 1999), cebada (Huang y
Redman, 1995) y cafia de azucar (Garcia et al.,
2011), bajo estrés por NaCl. El incremento en la
relacion GC/DE se ha interpretado como
consecuencia del efecto adverso del estrés salino
sobre el transporte de asimilados hacia la estela
(Karimi et al., 2009). Asimismo, la disminucién
en el tejido conductor se ha relacionado con una
menor actividad de las células del cambium
vascular en condiciones salinas (Junghans et al.,
20006). La presencia de vasos mas estrechos en el
metaxilema, aun cuando reduce la conductividad
axial del agua, provee un incremento en la
capilaridad de los elementos conductores y una
mejor proteccion contra el efecto de la embolia
que podria producirse bajo la condicion de
suplencia hidrica restringida impuesta por la
salinidad. Se evidencié que el didmetro de la
estela se mantuvo en ‘I-484°, mientras que en ‘I-
490’ éste se redujo significativamente (Cuadro 1),
lo cual sugiere una mayor sensibilidad de este
ultimo genotipo al efecto de estrés hidrico que se
asocia con la salinidad.

Anatomia foliar

Al estudiar la anatomia de la lamina foliar en
vista frontal (Figura 2) se notd la presencia de
tricomas glandulares de pedicelo corto y cabeza
globosa pluricelular, en una densidad muy baja,
no cuantificada. Este tipo de tricoma ha sido
reportado previamente en Vigna radiata (Garcia 'y
Madriz, 1999) y en las variedades de frijol ‘Tuy’ y
‘Orituco’ (Garcia y Garzén, 2009). El mismo se
evidencié con mayor frecuencia en las plantas
estresadas, tendencia similar a la observada por
Garcia y Garzén (2009). Es posible que este tipo
de tricoma tenga algun papel en la secrecion del
exceso de sales en plantas de frijol que crecen en
condiciones de salinidad.

En cuanto a la anatomia de la lamina en
seccion transversal (Figura 3), en las plantas
estresadas de ambos genotipos se evidencid un
arreglo menos compacto del parénquima del
mesofilo, especialmente en el genotipo ‘I1-490°
(Figura 3 B,D). Adicionalmente, las células del
parénquima en empalizada mostraron paredes
con invaginaciones en los dos genotipos
(Figura 3 E,F).
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Figura 2. Vista frontal de la epidermis abaxial en
dos genotipos de frijol sometidos a estrés con
NaCl. Genotipo ‘I-484°: planta control (A) y
estresada (B); Genotipo ‘I-490’: planta control
(C) y estresada (D).

En relacion a las wvariables anatomicas
cuantitativas determinadas en la hoja (Cuadro 2),
la aplicacion de NaCl provocd un ligero aumento
en la densidad de estomas en la epidermis adaxial,
solo en el genotipo ‘I-484°, mientras que la
salinidad no afecté la epidermis abaxial. El
comportamiento mostrado por el genotipo ‘1-484°,
difiere del observado por Salas et al. (2001) en
hojas de un cultivar de tomate estresado con NaCl,
en el cual se produjo una reduccion significativa
de la densidad estomatica en la epidermis adaxial
y un incremento en la epidermis abaxial. En
cuanto a la longitud de estomas, no se detectd
efecto de la salinizacion sobre esta variable. En
relacion al grosor de los tejidos foliares, el espesor
de la  epidermis adaxial se  redujo
significativamente en ‘1-490°, y mantuvo un valor
similar al del tratamiento control en °‘I-484’,
mientras que en la epidermis abaxial no se
observaron  diferencias  significativas  entre
genotipos ni entre tratamientos. Con respecto al
mesofilo, en ‘I-490° el espesor del parénquima
clorofiliano, tanto en empalizada como esponjoso,
disminuy6 significativamente con la salinidad, en
tanto que en ‘1-484° el grosor de esos tejidos no se
afectd; esta misma tendencia se observo en cuanto
al grosor total de la hoja (Cuadro 2).

Estos resultados sugieren una afectacion
considerable a nivel foliar en el genotipo ‘1-490°
por la salinidad, lo cual se reflej6 en una

disminucion del grosor de todos los tejidos de la
hoja, exceptuando la epidermis abaxial, mientras
que en las plantas salinizadas del genotipo ‘1-484°
el espesor de los distintos tejidos de la lamina no
varié significativamente, respecto al tratamiento
control.

Figura 3. Vista de la seccion transversal de la
lamina foliar en dos genotipos de frijol
sometidos a estrés con NaCl. Genotipo ‘1-484°:
planta control (A) y estresada (B). Genotipo ‘I-
490’: planta control (C) y estresada (D).
Detalle mostrando parénquima clorofiliano en
plantas estresadas: Genotipo ‘1-484° (E) y
Genotipo ‘I-490° (F). Se indican con flechas
espacios intercelulares en el parénquima.

Resultados similares a los obtenidos en el
presente estudio en los protofilos del frijol
sensible a la salinidad, han sido reportados por
Karimi et al. (2009) en Olea europacea,
Cavusoglu et al. (2008b) en Raphanus sativus y
Curtis y Lauchli (1987) en Hibiscus cannabinus.
Por el contrario, en Phaseolus vulgaris se ha
indicado un incremento en el espesor de la hoja
por efecto de la salinidad, bien debido a un
aumento de grosor del parénquima esponjoso de la
primera hoja trifoliada, en plantas estresadas con
48 mM de NaCl (Wignarajah et al., 1975), o por
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un incremento en el espesor del parénquima en
empalizada de la segunda hoja trifoliada, en
plantas estresadas con 90 mM de NaCl (Bray y
Reid, 2002). Estos hallazgos en P. vulgaris

evidencian que en una misma especie, la respuesta
ante la salinidad puede variar dependiendo de la
concentracion salina utilizada y de la edad foliar
considerada.

Cuadro 2. Valores promedio para algunas variables anatomicas cuantitativas medidas en la lamina foliar
de las hojas primarias en dos genotipos de frijol sometidos a estrés salino

Densidad Longitud Grosor en seccion transversal (pm)
Tratamiento  Genotipo estomas estomas Epidermis Parénquima clorofiliano
(T) (G) (um) (um) p N
adaxial abaxial adaxial abaxial adaxial abaxial empalizada esponjoso hoja

[-484 81,5b 177,5 27,8 25,5 24,3 ab 16,9 81,3a 122,4 ab 244,9 ab
Control 1 100 1093a 1908 268 256 27.0a 19,2 81,0a  1308a 258,0a
[-484 958ab 180,5 27,5 24,9 22,0 ab 17,6 76,7 ab 133,8a 250,1 ab
NaCl 1-490 102,5a 1848 27,3 23.7 20,4 b 15,0 69,7b 111,8b  216,9b
TXG 0,05 * 0,37 ns 0,78ns 0,63ns  0,05% 0,07 ns 0,09 ns 0,01 ** 0,06 ns

*; **: Interaccion significativa o altamente significativa; ns: interaccién no significativa. Letras distintas en la misma
columna indican diferencias significativas (P<0,05) segtn la prueba de Tukey

Ambos genotipos mostraron mesofilo menos
compacto bajo la condicion salina y esa tendencia
fue mucho mas acentuada en ‘I-490°. Esta
caracteristica podria estar relacionada con un
efecto de desorganizacion de las células, a
consecuencia del efecto nocivo del NaCl. Un
comportamiento similar fue observado por Serrato
et al. (1991) en hojas de plantulas de Prosopis
tamarugo Phil. estresadas con 400 mM de NaCl.
Las invaginaciones observadas en las paredes
celulares del parénquima clorofiliano en empalizada
podrian reflejar cierto grado de deshidratacion en
las células que conforman ese tejido. Cabe indicar
que ese comportamiento es usual cuando la
concentracion salina en el apoplasto foliar se
incrementa, debido a la incapacidad de las células
para manejar adecuadamente el exceso de sales
que llega a través de la corriente transpiratoria
(Flowers et al., 1991).

CONCLUSIONES

El estrés salino provocod aumento en el grado
de suculencia en la epidermis y en el parénquima
de la corteza radical, que fue de mayor magnitud
en el genotipo ‘I-484° (menos sensible a
salinizacion con NaCl), lo cual le puede conferir
ventajas en cuanto a la capacidad para diluir las
sales e incrementar la potencialidad de
almacenamiento de éstas en las vacuolas de las
células de dichos tejidos. En los dos genotipos

estudiados el diametro de la estela se redujo,
debido fundamentalmente a una disminucién en
el nimero y didmetro de los elementos de
conduccion del xilema, lo que se interpreta como
un mecanismo para enfrentar el efecto de estrés
hidrico provocado. La salinidad indujo la
presencia de mayor numero de tricomas glandulares
en la epidermis abaxial de la hoja, e invaginaciones
en las células del parénquima clorofiliano, en los
dos genotipos. En ‘1-490° el grosor de todos los
tejidos de la lamina foliar se redujo, exceptuando
la epidermis abaxial, y en el mesofilo se observo
un arreglo bastante laxo del parénquima, lo cual es
indicativo de dafio a nivel foliar. Estos resultados
indican que a nivel de la raiz y de la lamina foliar,
los mecanismos anatomicos que utiliza este
cultivo para enfrentar la salinidad estan vinculados
principalmente con el aumento en la suculencia en
el primer organo y la capacidad para preservar la
integridad de los tejidos foliares.
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