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TOLERANCIA A SALINIDAD DE Persea americana Mill EN CULTIVO in vitro
Leobarda Guadalupe Ramirez Guerrero, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2010

El objetivo de la investigacion fue conocer los efectos de salinidad en el
desarrollo y anatomia de embriones maduros de dos tipos de aguacate cultivados in
vitro e identificar alguna fuente de tolerancia al estrés salino. El trabajo consistio en: I)
Establecimiento in vitro; 1) Evaluacion del desarrollo y sobrevivencia in vitro; I1lI)
Evaluacion de parametros de tolerancia a salinidad en aguacate en cultivo in vitro; 1V)
Cambios anatomicos en la raiz inducidos por salinidad. Se sembraron in vitro ejes
embrionarios de aguacate tipo criollo y ‘Hass’ en medio Murashige y Skoog (1962) con
diferentes concentraciones de NaCl y CaCl, y con la combinacion de éstas, en
proporcion 1:1; se estudio la germinacién, emergencia, el desarrollo y la supervivencia
de las plantulas de criollo. En tallo y raiz de aguacate criollo se determinaron el
potencial hidrico, potencial osmaético, concentracion de prolina, de sodio y de calcio. Se
identificaron los cambios anatomicos en raices de criollo y ‘Hass’. La adicién de NaCl al
medio de cultivo MS (1962) en comparacién al CaCl,, tuvo un efecto negativo mayor en
los procesos de germinacion y emergencia de los ejes embrionarios, en el desarrollo y
supervivencia de las plantulas especialmente de ‘Hass’. El vastago de criollo acumulé
mayor concentracion de prolina y su crecimiento fue menos afectado por la restriccion
hidrica que la raiz. Se identific6 que la prolina en vastago y raiz, es un indicador de
tolerancia a estrés por sales al encontrarse en mayor cantidad en plantulas de
tratamientos con las concentraciones altas de sales. La raiz present6 un potencial
hidrico menor que el de vastago, lo que sugiere que éste tuvo mayor capacidad de
ajuste osmotico como respuesta al déficit hidrico. Los cortes anatomicos de las raices
de aguacate criollo presentaron una estructura anatdmica diferente entre tratamientos;
en ‘Hass’ mostraron una organizacion anatomica similar. El cultivo in vitro de ejes
embrionarios maduros de aguacate permitio determinar que es posible identificar
materiales tolerantes y sensibles al estrés salino a los 65 dias después de su
establecimiento.

PALABRAS CLAVES: Ejes embrionarios, aguacate, estrés salino, portainjertos,

resistencia a salinidad, relaciones hidricas, anatomia de raiz.
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SALINITY TOLERANCE OF Persea americana Mill CULTURED in vitro
Leobarda Guadalupe Ramirez Guerrero, D.Sc.

Colegio de Postgraduados, 2010

The objetive of this study was to determine the effects of salinity in the
development and anatomy of mature embryos of two types of avocados grown in vitro
and identify a source of tolerance to salt stress. The work consisted of: 1) Establishment
in vitro; IlI) Evaluation of in vitro development and survival; 1ll) Evaluation of salt
tolerance parameters in avocado growing in vitro; 1V) Root anatomical changes induced
by salinity. Embryonic axes of “criollo” type and ‘Hass’ avocados were incubated in vitro
on Murashige and Skoog (1962) medium with different concentrations of NaCl and
CacCl, and their combination in a 1:1 ratio. Germination, emergence, development and
survival of the seedlings were studied. Water potential, osmotic potential, proline,
sodium and calcium concentration in stem and roots of “criollo” were determined.
Anatomical changes in roots of “criollo” and 'Hass' were identified. The addition of NaCl
to the culture medium MS (1962) compared to CaCl,, had a greater negative effect on
germination and emergence of the embryonic axes in the development and survival of
seedlings, especially of 'Hass'. Stem accumulated higher concentration of proline and
its growth was less affected by water stress than the root. Proline was identified in stem
and root, as an indicator of salt stress tolerance because it was found in greater
amounts in seedlings of treatment with high salt concentrations. Water potential of roots
was lower than stem, suggesting that stem had a higher capacity of osmotic adjustment
in response to water deficit. Roots of “criollo” avocado had a different anatomical
structure between treatments, while in 'Hass' showed a similar anatomical organization.
The in vitro culture of embryonic axes of avocado allowed to determine that it is possible

to identify tolerant and sensitive materials to salt stress after 65 days of establishment.

KEY WORDS: Embryonic axes, avocado, salt stress, rootstocks, salinity resistance,

water relations, anatomy of roots.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La salinidad, ocasionada especificamente por la acumulacion de NaCl en los
suelos, es uno los factores abibticos causantes de estrés, que provocan pérdidas
econdémicas, en la agricultura mundial (Zhu, 2002; Xu y Shi, 2007). Debido a la
salinizacién paulatina de los suelos, se predice que la pérdida de los suelos cultivables
sera del 30 % en los préximos 25 afios y del 50 % para el 2050 (Wang et al, 2003).

La mayoria de las investigaciones enfocadas al estudio de los efectos del estrés,
han identificado que el estrés osmaético y el estrés idnico son los componentes
principalmente involucrados en el dafio a las plantas (Hasegawa et al., 2000; Xu y Shi,
2007; Munns y Tester, 2008). El estrés osmoético es el efecto de las sales totales
disueltas en el suelo que reduce la cantidad de agua que puede ser absorbida por las
raices; el estrés ionico ocurre debido a la absorcion y acumulacion de cloro y sodio en
los tejidos de la planta (Crowley, 2008). Estos dos aspectos afectan inicialmente la
division y alargamiento de las células radicales, lo que trae como consecuencia cambios
morfologicos, fisioldgicos, bioguimicos y anatdmicos que conllevan a inhibir el
crecimiento en la mayoria de las plantas y la productividad en muchos cultivos
fruticolas (Flowers, 2007; Munns y Tester, 2008), entre los que se encuentra Persea
americana, comunmente nombrado aguacate (Embleton et al., 1964; Ben-Ya'acov y
Zilberstaine, 1999a; Mickerlbart y Arpaia, 2002).

En México, el aguacate es un cultivo de importancia econdmica, de acuerdo a la
superficie cultivada (133,441 ha), ubicada principalmente en los estados de Michoacan,
Jalisco, Morelos, México, Nayarit y Guerrero (SIAP-SAGARPA, 2010). Su distribucién
es afectada por ser una de las especies frutales mas sensibles a la salinidad (C.E.
menor a 3 dS'm™) principalmente por la presencia de NaCl en el suelo y en el agua de
riego (Bernstein et al, 2001; Mickelbart y Arpaia, 2002). En campo se ha encontrado,
que los sintomas de toxicidad por el exceso de Cl son mas comunes que los

provocados por Na (Salazar-Garcia y Cortés-Flores, 1988; Lahav, 2003). El cloro (Cl)



inhibe el crecimiento de la raiz, disminuye el tamafio del &rbol y quema las hojas
adultas, principalmente; la toxicidad inicia con necrosis apical y marginal que avanza al
centro de la hoja. Cuando la necrosis cubre mas del 50 % de la hoja, provoca su caida
prematura, lo que conlleva a afectar los procesos fisiologicos, como la fotosintesis y por
ende la produccién. En el caso del sodio (Na), su acumulacion es paulatina, lo que
produce una toxicidad que se observa, primeramente, como una necrosis en el margen
y entre las nervaduras de las hojas produciendo la muerte de los brotes y, ademas, de
dafios en el sistema radical (Salazar-Garcia et al., 1987; Chirachint y Turner, 1988;
Lahav, 2003; Bernstein et al., 2004; Castro et al., 2009). En huertos de aguacate se
observé que el crecimiento de raices fue més limitado por salinidad que el crecimiento
de brotes (Salazar et al., 1987; Bernstein et al., 2004); no obstante, la sensibilidad o
tolerancia al exceso de cloro y sodio varian entre cultivares y entre portainjertos
(Bernstein, 1981). Esto se debe a que existen materiales que desarrollan mecanismos
de tolerancia a condiciones de estrés (Munns y Tester, 2008 ), tales como: la exclusién
(Hu y Schmidhalter, 2005) e inclusién de iones (Ashraf, 1994); la compartimentacion de
sales en la vacuola (Yamaguchi y Blumwald, 2005) y la capacidad de ajuste osmético,
entre otros. El ajuste osmoético permite mantener turgencia celular e induce que el
crecimiento prosiga, al igual que la produccion de metabdlitos organicos (Hasegawa et

al., 2000). Empero, en aguacate, este tipo de informacion es escasa.

Existen varias formas para manejar suelos con problemas de salinidad, pero, la
mayoria de ellas sblo son temporales. Una opcién permanente, para superar esta
situacion, es el uso de portainjertos tolerantes al exceso de sales. En México existe
poca investigacion dirigida a la obtencion de materiales tolerantes o bien a la seleccién
y evaluacion de portainjertos tolerantes a salinidad (Ben-Ya’acov y Zilberstaine, 1999;
Pire et al., 2007). Esto se debe, posiblemente, a que la metodologia que se utiliza en la
produccion de materiales y la evaluacion de tolerancia en experimentos de campo,
implican periodos mayores a 10 afos, y generalmente, los resultados son afectados por
muchas variables ambientales (Salazar-Garcia et al., 1987; Ben-Ya’acov y Zilberstaine,
1999a).



La investigacion in vitro es una opcion, para seleccionar materiales vegetales
tolerantes a salinidad, en corto tiempo (Zhang, 1994), debido a que se pueden realizar
estudios de los procesos fisioldgicos y bioquimicos inherentes a la célula y detectar los
que contribuyen a la tolerancia del estrés salino (Dix, 19993; Hasegawa et al., 2000;
Ehsanpour y Fatahian, 2003). Se demostro que el cultivo in vitro de embriones maduros
es (til, porque son mas competentes para dar origen a procesos organogénicos
(Hartmann et al., 1993) y como un material inicial para la propagacién de especies,
como Nothofagus procera (Sanchez-Olate et al., 2004) y Cucumis sativus (Akinci y
Simsek, 2004). En aguacate, segun Fuentes et al. (2004), el cultivo in vitro de
embriones maduros es un método empleado con fines de mejoramiento, por la variacion
genética natural que presentan y de acuerdo con Gonzalez et al. (2003), es una técnica
que puede ser til para identificar materiales tolerantes por su capacidad de ajuste
osmatico por la acumulacion de solutos. Sin embargo, muchos aspectos se desconocen
de su respuesta en condiciones salinas, por lo que aln es necesario conocer mas
acerca de la activacion de mecanismos naturales, que le permitan tolerar las
condiciones de salinidad o al exceso de cloruros, para que su utilidad como portainjerto
pudiera ser desarrollada. En este sentido, el presente trabajo tuvo como objetivo
general: conocer los efectos de salinidad en el desarrollo y anatomia de embriones
maduros de dos tipos de aguacate cultivados in vitro e identificar alguna fuente de
tolerancia al estrés salino.

Objetivos especificos:

e Evaluar la germinacion, emergencia, respuesta de crecimiento y sobrevivencia
de ejes embrionarios de aguacate ‘Hass’ y criollo, sometidos a diferentes
concentraciones de dos tipos de sales (NaCl y CaCl,) en cultivo in vitro.

e Evaluar el contenido de agua, potencial hidrico y osmético en células de tallo y
raiz de aguacate criollo, sometidas a estrés salino durante su ciclo de
crecimiento in vitro.

e Medir la acumulacién de prolina, Na y Ca en tejido de tallo y raiz, de aguacate
criollo sometido a salinidad, en cultivo in vitro.

« |dentificar diferencias anatdmicas en raices de aguacate ‘Hass’ y criollo crecidas

in vitro en condiciones salinas.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

Aspectos generales de salinidad

En el mundo existen 14 billones de hectareas cultivables y alrededor de 3.2
billones son dedicadas a la produccion agricola, de estas, 2% tienen problemas de
salinidad; condicion presente en practicamente todas las regiones climaticas en
diferentes altitudes (Singh y Chatrath, 2001); aunque mas acentuada, en zonas aridas,
semiaridas y las cercanas a los océanos (Akhtar, 2006). De los aproximadamente 30
millones de hectareas de tierras irrigadas, de 0.25 a 0.5 millones pierden su produccién
cada afo como resultado de la acumulacion de sales (Shani et al., 2005). Debido al
incremento de la salinizacion de los suelos, se predice que la pérdida de los suelos
cultivables sera del 30 % en los préximos 25 afos y del 50 % para el 2050 (Wang et al.,
2003).

En México, SEMARNAT (2002) reporta alrededor de 6 200 000 ha, degradadas
por salinidad, en su mayoria representadas por suelos que de forma natural son salinos,
debido a las condiciones ambientales prevalecientes en el pais (Sanchez, 2003). De los
5.5 millones de hectareas de suelo irrigados, aproximadamente 30% presentan
problemas de salinidad (Barkla et al., 2007), debido posiblemente a que el agua de
riego es la fuente principal de Na y Cl. Se considera que el empleo de agua de calidad
baja para riego, la aplicacion excesiva de fertilizantes minerales y los suelos con
drenaje deficiente, son las razones principales para incrementar el problema de
salinidad en los suelos de cultivo (Gonzéalez-Rosas et al., 2003; Aktas et al., 2006). La
mayoria de las plantas de importancia agricola son sensibles a la salinidad y su
produccion es significativamente reducida cuando se cultivan en suelos salinos (Barkla
et al., 2007).

Un suelo salino puede ser definido como un suelo que tiene conductividad

eléctrica en el extracto de saturacién (CEe) >4 dS m™ (United States Salinity Laboratory



Staff, 1954; Chinnusamy et al., 2005), que equivale a 40 mM de NaCl y una presién
osmaética de -0.2 MPa; pH <8.5; menos de 15 % de sodio intercambiable (PSI) y
relacion de adsorcién del sodio (RAS) inferior a 13 (Davis et al., 2004; Munns y Tester,
2008; Vijayan, 2009).

Los iones que favorecen la salinidad de los suelos, en concentracion y
proporcion variable, son: cloro, sulfatos, bicarbonatos, sodio, calcio, magnesio, boro,
yodo y en algunos casos nitratos, potasio, cobre, zinc y bromo. Entre las sales mas
solubles en el suelo se encuentran: NaCl, MgSO4, Na;SO4, Na,CO3, NaHCO3; y MgCl,.
(Bernstein, 1975; Epstein y Rains, 1987; Sanchez, 2003). Sin embargo, el Na y Cl son
los iones que predominan en suelos salinos (Villa-Castorefia et al., 2006; Munns y
Tester, 2008); debido a que por lo general, son agregados por el agua de riego y su

acumulacion dafia la estructura del suelo (Singh y Chatrath, 2001).

Las plantas difieren su respuesta de crecimiento a la salinidad. Las que son
capaces de completar su ciclo de vida a concentraciones altas de sales son llamadas
haléfitas (400 mM NacCl); en contraste, las plantas que no toleran los ambientes salinos
y modifican su patrén de crecimiento son denominadas glicéfitas (Hasegawa et al.,
2000; Barkla et al., 2007; Flowers, 2004).

Funcion y efecto de Na, Cl y Ca en las plantas

El ion Na estd presente en los suelos y en el agua; aunque es absorbido y
utilizado por las plantas no es considerado como nutrimento esencial para la mayoria de
ellas. Se ha comprobado, en ciertas halofitas su esencialidad y en algunas especies Cy4
como micronutrimento, al tener un papel especifico en su metabolismo (Smith et al,
1980; Subbarao et al., 2003; Barkla et al., 2007); en este tipo de plantas, el Na en
algunas ocasiones actiua como ahorrador de potasio, el cual es el principal regulador del
estado hidrico de la célula (Mathews y Van Holde, 1999) y toma parte en la sintesis de
los cloroplastos (Johnston et al., 1988). Algunas especies con metabolismo C, son:

Atriplex vesicaria, A. tricolor, Kochia childsii, Panicum miliaceum y Distichllis spicata L.;



otras plantas, que requieren sodio para su 6ptimo desarrollo son los cultivos: apio,

espinaca, remolacha azucarera, betabel y nabo (Subbarao et al., 2003).

Las plantas varian su habilidad de absorber y transportar Na a los brotes (Shone
et al.,, 1969). Las especies que absorben Na, lo traslocan libremente a los tallos, lo
retienen en concentraciones bajas en la raiz, tienen proporcion baja K/Na en las hojas,
reemplazan el K no solo en sus funciones como un soluto osmaoticamente activo en las
vacuolas, sino en algunas funciones especificas en el metabolismo celular y que puede
ser mas efectivo que el K en la prevencién del estrés hidrico asociado con salinidad,
son llamadas natrofilicas. La capacidad, que tiene este tipo de plantas, de trasladar
grandes cantidades de Na a los brotes, varia entre las especies, donde las halofitas
representan mayormente este grupo (Smith et al., 1980; Subbbarao et al., 2003;
Morales et al., 2008). Las plantas que no absorben facilmente Na, o si lo absorben,
cuando estan sujetas a concentraciones altas en la zona radical (= 100 mM) y lo
retienen en la raiz con escasa traslocacion a los brotes, son denominadas natrofébicas
(Shone et al., 1969; Smith et al., 1980). En estas Ultimas, se menciona que los
mecanismos fisiolégicos que regulan los niveles de Na, son para dirigirlo a otro sitio
(Cheeseman, 1988; Subbarao y Johansen, 2002). En las plantas natrofébicas tropicales
en comparacion a las natrofébicas templadas y las natrofilicas, el Na es retenido en
mayor proporcion en las raices y la propocion K/Na es mas alta en las hojas (Smith et
al, 1980).

La diferencia de absorcion y traslocacion, puede ser indicada por el proceso de
transpiracion. En la mayoria de las especies natrofilicas la mayor acumulacién de Na es
en las hojas, cuya tasa de transpiracion es mayor en comparacioén de las natrofébicas
templadas y las natrofébicas tropicales (Sinha y Singh, 1976; Smith et al., 1980).
Maathuis y Amtmann (1999) y Tester y Davenport (2003) indican que el Na es
transportado a los brotes a través del xilema por transpiracion y puede ser retornado a
la raiz via floema; sin embargo, por las pocas evidencias de la recirculacién de los
brotes a la raiz, se considera que el Na es unidireccional. Su acumulacion es progresiva

en las hojas conforme estas maduran, ocasionando problemas osméticos y metabdlicos



(Tester y Davenport, 2003). La sintomatologia visual en las hojas, debido a su efecto
toxico o como un sintoma tipico de desorden nutrimental, es: la deshidratacion celular,
necrosis del tejido y muerte de la parte afectada (Tarakcioglu y Inal, 2002). Estos
sintomas son comunes, cuando el nivel de Na y la proporcion Na/K es alta, por la
habilidad del Na de competir con el K en sitios comunes de absorcién en la raiz, por ser
cationes monovalentes similares quimica y estructuralmente, con un radio ionico
hidratado de 0.358 nm de Na y 0.331 nm de K, que no limitan su absorcién. Esta
situacion altera las funciones del K en varios procesos enzimaticos en el citoplasma y el
Na no puede ejercer esas funciones en la célula (Bhandal y Malik, 1988; Tester y
Davenport, 2003) y, reduce la absorcion de iones esenciales del suelo como NO’3, Ky
Ca. Muchos de los efectos del Na parecen estar relacionados con la integridad
estructural y funcional de las membranas, como la pérdida de la permeabilidad y
selectividad (Blumenthal-Goldschmidt et al., 1968; Flowers y Lauchli, 1983; Leopold y
Willing, 1984; Renault et al., 2001). Algunos efectos atribuidos al sodio también pueden
ser debidos a los iones cloruro, por ser el ion acompafnante de sodio y fuente usual de

NaCl en los suelos (Alcantar et al., 2007).

El cloro, es el ibn de mayor movilidad; es absorbido tanto por las raices como por
las hojas; en el suelo se encuentra en forma de cloruro y asi es absorbido por la planta
(Alcantar et al., 2007). La mayoria de las plantas absorben de 10 a 100 veces mas de lo
que necesitan, debido posiblemente a su elevada solubilidad y disponibilidad en los
suelos (Salisbury y Ross, 1994). Se han reportado mas de 130 compuestos organicos
gue lo contienen en pequefas cantidades, algunos de ellos con actividad fungicida,
otros como antibiéticos y unos mas como hormona natural tipo auxina (4-
cloroindolacético) (Engvild, 1986). Se considera un elemento esencial en el
metabolismo de las plantas, debido a que participa en la oxidacion de la molécula de
H,O en el fotosistema Il (PS Il) durante la fotosintesis (Salisbury y Ross, 1994); es el
aniéon principal de la vacuola y tiene un papel importante como osmorregulador en las
raices; como i6n acompafiante del K, es esencial en el cierre y apertura de estomas
(Churchill y Sze, 1984; Marschner, 2002); estimula la sintesis de asparagina sintetasa,

enzima que funciona en el metabolismo del nitrégeno (Rognes, 1980). Aun cuando



realiza funciones importantes en el metabolismo de las plantas, a concentraciones altas
en el suelo, el Cl llega a ser toxico (Abel y Mackenzie, 1964; Bernstein, 1975;
Marschner, 1995; Zhu, 2001). Provoca quemaduras, amarillamiento y caida prematura
de las hojas; disminuye la fotosintesis e inhibe la absorcidn de nitratos y sulfatos (Zekri
y Parsons, 1992). Incrementa la elongacion de las células de empalizada, ocasionando
engrosamiento, suculencia de las hojas y, en especies como en las cruciferas y algunos
pastos la cuticula de las hojas se torna de color verde grisaceo (Bernstein, 1975;
Shannon, 1992; Singh y Chatrath, 2001). En los cultivos sensibles, se considera que la
reduccion de los rendimientos y la calidad de la produccién, estan asociados a niveles
de 0.5 a 2 % de ClI presente en los tejidos y méas del 4 % en la materia seca de especies
tolerantes (Reisenauer et al., 1973).

En la mayoria de las especies, los estudios se han enfocado mas al efecto del
Na en la planta que al Cl, posiblemente, por ser el ibn que alcanza concentraciones
toxicas, rapida y facilmente (Subbarao et al., 2003). A pesar de que, no se ha definido la
concentracion toxica del Cl, este ion es considerado toxico en soya, citricos, uvas y

aguacate (Storey y Walker, 1999; Bernstein et al., 2004).

El calcio, es un nutrimento inmévil, absorbido del suelo como un catién divalente.
Las zonas meristematicas (de raices, tallos y hojas) son las de mayor demanda
(Salisbury y Ross, 1994). Es un nutrimento esencial e importante en la division celular,
en la estabilidad de la membrana y pared celular. Asociado con proteinas localizadas en
el citosol de la célula vegetal (calmodulinas) cumple funciones de mensajero
secundario. Puede participar en el equilibrio electrostatico de la célula, debido a la
cantidad alta que normalmente se encuentra en las vacuolas (Alcantar et al., 2007). La
elasticidad de las paredes celulares se debe a que forma un complejo quelatado estable
unido a los pectatos de la lamina media (Marschner, 2002). Es necesario en la
germinacion, favorece el crecimiento radical y es requerido por el mecanismo selectivo
de absorcion del plasmalema (Hewwit, 1983). En las plantas, los primeros sintomas de
deficiencia son evidentes en las hojas jévenes (Alcantar et al., 2007). En condiciones

salinas, es esencial por su papel sefalizador, su funcion estructural en la membrana y



su efecto sobre la actividad de algunos transportadores iénicos (Rengel, 1992;
Marschner, 1995). Es decir, es capaz de proteger la absorcion y evitar la pérdida de K,
al inhibir el efecto de Na presente a concentraciones altas y mantener la capacidad
selectiva K/Na (Epstein, 1961; Zhu, 2000). Mantener una relacion alta K/Na, es una
funcion importante por ser el K el principal regulador del estado hidrico de la célula
(Mathews y Van Holde, 1999) y activador o cofactor de més de 50 enzimas (cinasas,
sintetasas, deshidratasas, aldolasas, deshidrogenasas) del metabolismo de

carbohidratos y proteinas (Tester y Davenport, 2003).

Efectos del NaCl y CaCl, en las plantas

La salinidad de los suelos, es un factor abiotico, que causa a la planta, estrés y
dafio durante su periodo de crecimiento y desarrollo. Generalmente los sintomas, son
atribuidos al estrés hidrico, toxicidad por un i6n especifico y desbalance nutrimental
(Akinci y Simsek, 2004). Por su parte, Xu y Shi (2007) mencionan que las plantas sufren
en primer lugar estrés iénico y osmotico; en segundo término, desbalance nutrimental
(exceso o deficiencia) y estrés oxidativo. En tanto que, Munns y Tester (2008) lo
resumen en estrés osmotico y el estrés ionico. Sin embargo, coinciden en que la
concentracion alta de sales en el suelo dificulta la absorcion de agua por las raices y en
la planta puede ser toxica. El efecto inmediato en la zona radical es inhibir el
crecimiento celular y afectar su metabolismo; en la planta altera sus funciones
fisiolégicas (Shannon, 1992; Xu y Shi, 2007; Munns y Tester, 2008). Los efectos
negativos del estrés osmotico son rapidamente visibles al inhibir el crecimiento de los
brotes nuevos, mientras que el efecto ibnico es lento y conforme se acumula en las
hojas maduras acelera su senescencia e impacta el crecimiento mucho mas tarde
(Munns y Tester, 2008).

Los efectos de estrés por sales, especificamente por la presencia de NaCl en el
suelo, ocasionan a nivel celular, tejido y érgano cambios morfoldgicos, fisioldgicos,
bioguimicos y anatémicos, que conllevan a inhibir el crecimiento en la mayoria de las

plantas y la productividad en muchos cultivos (Shannon, 1992; Akhtar et al., 2001;



Jaleel et al., 2007; Munns y Tester, 2008). Efectos que varian con la especie, estado de
desarrollo de la planta, el tipo de sal, la concentracién y el tiempo de exposicion (Singh
y Chatrath, 2001; Ye et al., 2005). A nivel celular, la division y el alargamiento celular,
directa o indirectamente afectados por la salinidad, ocasiona que los puntos de
crecimiento sean inhibidos y como resultado los tallos y las hojas de las plantas
producidas presentan sintomas de raquitismo (Munns et al, 1982; Munns y Tester,
2008). Entre los procesos fisiolégicos y moleculares involucrados se encuentran: el
cierre de estomas, disminucion del contenido de agua, inhibicion de la fotosintesis,
reduccion de la tasa respiratoria, alteracion en la expresion génica, descenso en la
sintesis de proteinas y/o incremento en la hidrélisis de las proteinas. Aspectos que
pueden inhibir la acumulacion de aminoacidos libres como la prolina, aumentar la
formacion de radicales libres de oxigeno, reducir la replicacién de ADN vy division celular
y por consecuencia la reduccién del crecimiento y produccion de los cultivos
(Hassaneim, 2004).

En condiciones salinas la primer respuesta perceptible es la inhibicién de
crecimiento de brotes y raices (Lazof y Bernstein, 1998; Munns, 1993). La raiz es el
organo inmediato que sufre la salinidad mas que las hojas (Jaleel et al., 2007); sin
embargo, el primer sintoma visible es la reduccion de la expansion de la hoja en la
mayoria de las plantas (Parida y Das, 2005) como una reaccion ante el estrés para
conservar energia (Jaleel et al., 2008) o a la detencion de crecimiento por la
acumulacién de sales (Prisco y O’Leary, 1970). Las raices son importantes porque
estdn en contacto directo con el medio de desarrollo, del cual absorben agua y
nutrimentos para proveer al resto de la planta (Jamil et al., 2004). Por su parte, el tallo
es también importante por contener los tejidos vasculares o de conduccién y la hoja por
ser el organo dinamico donde la concentracion de nutrimentos esta cambiando

constantemente (Barcenas et al., 2003).
Passera y Albuzio (1997) explican que, el impacto de la salinidad en la reduccién

del area foliar, al influir en el crecimiento, expansion y duracion de la hoja, tiene como

resultado la reduccién de la fotosintesis y respiracion por unidad de area. El cierre de
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estomas también puede afectar la fotosintesis, inhibir el transporte de agua y de
elementos necesarios para el crecimiento de las plantas; ademas, de afectar el proceso
de transpiracion. Eventos asociados a los cambios en los niveles hormonales (acido
absicico, etileno, entre otros) y cambios en la sintesis de proteinas (Singh y Chatrath,
2001; Mahajan y Tuteja, 2005).

Las causas del agotamiento de las plantas en los suelos salinizados, es la
absorcion y la acumulacion de iones hidrofilicos osmaéticamente activos en las células
vegetales, entre los que destacan el Na y Cl; elementos que provocan una modificacion
en la homeostasis idnico-osmotica y en el sistema acuoso del citoplasma, lo que a su
vez altera el metabolismo de la planta, que inevitablemente reducen la eficiencia de
todas las reacciones de sintesis y que se manifiestan en la disminucion el crecimiento y
el rendimiento en los cultivos (Zhu, 2003; Gonzalez et al., 2002). No obstante, los
mecanismos exactos de la inhibicion del crecimiento en condiciones de estrés salino no
son claros por completo, dado que la salinidad puede tener efecto diferente en el
proceso de crecimiento de acuerdo al tipo de planta (Casierra-Posada y Rodriguez,
2006).

La inhibicién del crecimiento se considera asociado a la reduccién del potencial
hidrico (efecto osmético), desequilibrio nutrimental (exceso o deficiencia); fitotoxicidad
por sales y al estrés oxidativo (Lazof y Bernstein, 1998; Singh y Chatrath, 2001; Akhtar,
2006; Xu y Shi, 2007; Munns y Tester, 2008). El agua, por ser el principal componente
de la célula y tejidos de todos los seres vivos, y la manera como se regula la entrada y
salida en las células, debe ser uno de los aspectos mas importantes de la fisiologia de
los organismos en general (Barkla et al., 2007). En ambientes salinos, el agua
disponible para las plantas es regulada por el efecto de iones méviles en ella (Sancho et
al., 1996). Con respecto al efecto del idn especifico, se atribuye que ciertos iones en el
suelo son perjudiciales para el cultivo, debido a que operan en concentraciones bajas o
altas y logran que nutrimentos como K, Ca, P, NOg, no estén disponibles para la planta,
al modificar la estructura del suelo dejandolo inestable o, a que distorsionan su
absorcion y distribucién en la planta (Epstein, 1972; West, 1986). El estrés oxidativo

puede ser debido a que la acumulacion de Na y Cl en los tejidos, promueve la
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formacién de especies reactivas al oxigeno (ROS) ocasionando dafios en los lipidos de
la membrana, oxidacién de las proteinas y en los acidos nucléicos (Askraf y McNeilly,
2004; Xu y Shi, 2007).

En trigo, el estrés salino induce adelanto de la floracion, reduce el contenido de
materia seca, incrementa la proporcién raiz:brote, disminuye el tamafio de las hojas y
de los rendimientos; esto Ultimo es atribuido al reducido nimero de semillas, espigas y
vastagos, asi como al peso bajo de la semilla (Singh y Chatrath, 2001). EI aumento de
sales en el suelo (0.13, 9.11 y 15.19 dS m™), retarda la germinaciéon de semillas de
Sagittaria latifolia (Delesalle y Blum, 1994), situacion similar sucedié en semillas de
maiz de diferentes pesos, sin importar el tamafio (Laynez-Garsaball et al., 2007). La
germinacion puede ser inhibida por la salinidad, desde el momento que la semilla no es
capaz de adquirir agua por el proceso fisico de imbibicion, ocasionando retraso en la
activacion metabdlica necesaria para el desenvolvimiento meristemético y la posterior
movilizacion de las reservas de la semilla, Gtiles para el crecimiento del embrion y la
emision radical y/o por la absorcion excesiva de iones toxicos, especificamente Na y Cl
(Ayer y Hayward, 1948; Prisco y O’Leary, 1970; Prisco et al., 1981; Jamil et al., 2006).
No obstante, la germinacion de las semillas puede ser menos afectada que el

crecimiento de las plantas (Ungar, 1996).

Casierra-Posada y Rodriguez (2006) manifiestan, que en la mayoria de los
cultivos, el crecimiento de los brotes es mas sensible a la salinidad que el crecimiento
de la raiz. En remolacha, el porcentaje de fotosintesis por unidad de éarea foliar se
redujo a concentraciones de 200 a 300 M/m™ NaCl, sin afectar la respiracién (Norman y
Waldron, 1984). En variedades tolerantes de cafia de azlcar, la materia seca, el
contenido de agua, el area foliar, la tasa fotosintética, la conductancia estomatica, el
area de las células de la epidermis y del mesdfilo, disminuyeron conforme la salinidad
se incrementé (0, 8 y 12 dS m™); la inhibicion del crecimiento de las células del
mesdfilo, afectd negativamente la capacidad fotosintética de la hoja y por consiguiente
la eficiencia fotosintética de la planta (Akhtar et al., 2001). Song et al. (2006)

encontraron en arroz, que la transpiracion y el estado hidrico decrecieron conforme
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incrementd la concentracion de Na en la solucion nutrimental. Por su parte, Netondo et
al. (2004) mostraron que en plantas de sorgo, el crecimiento de tallos y area foliar
disminuyeron cuando se expusieron a 250 mM de NaCl. Resultados similares se han
reportado en cebada (Delane et al., 1982), arroz (Zeng y Shannon, 2000) y en plantas

de guayabo del brasil o guayaba pifia (Casierra-Posada y Rodriguez, 2006).

El suplemento de Ca reduce el flujo del Na, mejora la selectividad de K/Na e
interrumpe la inhibicion del crecimiento tipico de la mayoria de las plantas expuestas a
estrés salino (Gerard, 1971; Cramer et al., 1986; Song et al., 2006). En Brassica spp, la
adicién de Ca no disminuyo la concentracion de Na en los brotes, pero si mejoré su
crecimiento (Essah et al., 2003). En plantas de frijol expuestas a 50 mM de NaCl y
elevados niveles de Ca minimizé la absorciéon de Na y restablecid el crecimiento
(LaHaye y Epstein, 1971). En plantulas de algoddon (Gossypium hirsutum L.), la
velocidad de produccioén celular disminuyo en el intervalo de 25 a 100 mM de NaCl; con
la adicion de 10 mM de Ca, la longitud y el peso de la raiz mejoré, la produccion de
células corticales aumentd aproximadamente del 20 al 30 %, fueron mas largas y
gruesas que las originadas por las plantas control (Kurth et al., 1986). Essah et al.
(2003) reportan que en Arabidopsis, las plantas establecidas a 50 mM de NaCl, el
crecimiento se inhibid, la materia fresca y seca disminuyeron del 30 al 50 %, comparado
con el testigo; con la adicion de Ca la supervivencia de las plantas aument6 conforme
se incrementd su concentracion (0.05, 0.2 a 3 mM de Ca). Para poder adecuarse a
condiciones salinas, la mayoria de las plantas han desarrollado mecanismos de
tolerancia, que se reflejan en diversas formas durante su desarrollo (Munns, 2002;
Barkla et al., 2007; Munns y Tester, 2008).

Mecanismos de tolerancia a salinidad
Desde el punto de vista biologico, la tolerancia a la salinidad es la habilidad
desarrollada por la planta para crecer, completar su ciclo de vida y perpetuar la especie

en un sustrato que contiene concentraciones altas de sales solubles (Parida y Das,

2005). Desde el punto de vista agronomico, es la habilidad de las plantas de sobrevivir y
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producir rendimientos economicos en condiciones de estrés con respecto a sus
rendimientos en condiciones normales (Gonzalez et al.,, 2002). Shannon (1985),
Flowers (2004) y Munns y Tester (2008) indicaron, que la tolerancia es una propiedad
complicada que involucra cambios morfologicos y de desarrollo, en estrecha relacion
con los principales procesos fisiologicos y bioguimicos que operan en las plantas, que
varia entre géneros, especies y entre genotipos o variedades de una misma especie.
Por ejemplo, de los cereales, el arroz (Oryza sativa) es el mas sensible y la cebada
(Hordeum vulgare) es la méas tolerante. El trigo de pan (Triticum aestivum) es
moderadamente tolerante y trigo duro (Triticum turgidum ssp durum) es menos
tolerante. En leguminosas, el frijol (Phaseolus vulgaris) es mas sensible que el arroz; la

alfalfa (Medicago sativa) es muy tolerante (Munns y Tester, 2008).

Algunos mecanismos por los cuales las especies vegetales toleran salinidad,
estan relacionados con propiedades intrinsecas de células individuales; las mas
comunes son: la exclusién (Hu y Schmidhalter, 2005) e inclusion de iones (Ashraf,
1994); la compartimentacion de sales en la vacuola (Yamaguchi y Blumwald, 2005);
deposicion de iones toxicos dentro de la corteza, radio celular, paredes de las
traqueidas, lumen, hojas senescentes; la presencia de glandulas especiales en las
hojas para secretar concentraciones altas de sales y la disminucién en la ramificacion
de las raices (Niknam y Mc Comb, 2000); la acumulacion de K en el citoplasma que
disminuye los efectos téxicos de iones como Na (Volkow et al., 2003; Zhao et al., 2004);
la capacidad de ajuste osmotico para mantener turgencia celular para que el
crecimiento prosiga y la produccion de metabdlitos organicos como consecuencia del
ajuste osmotico (Hasegawa et al.,, 2000). Los mecanismos de tolerancia estan
enfocados en tres categorias: la tolerancia al estrés osmatico, la exclusion e inclusion
de iones toxicos en diversos 6rganos y la tolerancia de los tejidos (Munns y Tester,
2008).

El estrés osmotico afecta los tejidos jovenes, mientras que el estrés idnico los

tejidos maduros. La tolerancia del tejido al estrés osmatico puede distinguirse cuando la

planta es capaz de producir hojas continuamente; la tolerancia al estrés idnico es
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evidente cuando se incrementa la sobrevivencia de las hojas viejas y permanecen mas

tiempo en la rama (Munns y Tester, 2008).

Actualmente, la tolerancia de los cultivos al estrés salino se ha probado en
campo pero ha sido dificil, por la variacion de los niveles de salinidad presentes en los
suelos de cultivo y por la interaccion con otros factores ambientales, como la
contaminacion del aire, la fertilidad y drenaje del suelo, la temperatura, intensidad
luminosa y la pérdida de agua por transpiracion (Flowers, 2004); sin embargo, algunos
mecanismos de tolerancia involucrados por la planta para ajustar su fisiologia y

metabolismo al estrés salino y cominmente descritos, son los siguientes:

El ajuste osmaotico

El ajuste osmotico se define como la reduccion del potencial osmotico debido a la
acumulacion de solutos en respuestas al estrés hidrico, que permite mantener la
turgencia celular (Ramanjulu y Sudhakar, 2000; Martinez et al., 2004; Silva-Robledo et
al., 2007). Las plantas pueden disminuir su potencial osmotico interno en condiciones
salinas, para compensar el potencial osmotico externo y continuar la actividad
enzimatica para, de esta forma, evitar la deshidrataciéon y la muerte de la célula, tejido u
organo (GOmez-Cadena, 2001). Este mecanismo, generalmente, esta ligado a la
sintesis de compuestos nitrogenados, como la betaina, colina, glicina-betaina y prolina
(Gonzalez et al., 2002), varios compuestos de carbono (carbohidratos, alcohol y acidos
organicos), muchos de los cuales se supone son compartimentados principalmente en

el citoplasma (Martinez et al., 2004).

Acumulacién de solutos compatibles

La acumulacion de solutos compatibles en las plantas ha adquirido atencion en
los dltimos afios (Martinez et al., 2004). Se consideran solutos compatibles porque no
inhiben el metabolismo celular, mientras generan el potencial osmoético requerido para
la absorcion de agua en condiciones de menor potencial hidrico. Se acumulan en el
citoplasma y en la vacuola a concentraciones altas; tienen como funcion principal

disminuir y mantener el potencial osmotico bajo en el citosol y estan involucrados en la
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estabilidad de proteinas y estructuras celulares (Zhu, 2003). En algunos casos tienen
mas funcion protectora y/o estabilizadora de membranas y enzimas que propiamente
osmatica (Hasewaga et al., 2000). Los solutos compatibles (osmolitos citosolutos) son
metabolitos hidrofilicos, entre los que destacan aminoacidos (prolina), azucares
(trehalosa, sacarosa, fructanos), compuestos cuaternarios de nitrégeno (glicinabetaina;
prolinabetaina; B-alaninabetaina y coline-O-sulfato) y polioles (manitol, sorbitol) y otros
metabdlitos de peso molecular bajo (Nuccio et al., 1999; Chen y Murata, 2002;
Gonzélez et al., 2002).

En las plantas, los efectos de los solutos compatibles son varios: los azucares
interactian con las cabezas polares de los fosfolipidos para prevenir la fusion de la
membrana (Chen y Murata, 2002); los aminoacidos, pueden actuar como osmolitos en
la regulacion del transporte i6nico y participar en la sintesis y actividad enzimatica (Ray,
2002); la prolina, en las plantas es sintetizada via glutamato o de ornitina. Se ha
demostrado que en condiciones de estrés osmotico la sintesis es via glutamato
(Delauney y Verma, 1993); es un aminoacido presente en cantidades pequefias, en
diferentes 6rganos de las plantas cuando estas crecen en condiciones éptimas. En
condiciones de estrés, se incrementa para funcionar como un agente osmatico, que
protege a las plantas de la deshidratacién (Stewart y Lee, 1974; Tajdoost et al., 2007).
Inicialmente se localiza en el citosol (Pahlich et al., 1983) es fuente de C y N, facilmente
disponible para la rehidratacion celular (Brugiere et al., 1999); participa como
estabilizador de proteinas y membranas, inductor de genes relacionados a estrés
osmotico (lyer y Caplan, 1998), en la desintoxificacion de NH, y ayuda a las células a
superar la tensiébn oxidativa ocasionada por las especies reactivas al oxigeno
(Ramanijulu y Sudhakar, 2000).

En las plantas halofitas, la concentracion de prolina o glicina betaina es alta (> 40
mM) que contribuye a una presién osmotica de 0.1 MPa, tanto en la célula como en la
planta completa. En las glicéfitas, la acumulacion de este soluto apenas alcanza 10 mM,

encontrados especificamente en el citoplasma (Flowers et al., 1977). En concentracién
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alta de solutos, las células ejercen presién de turgencia contra las paredes celulares, o
gue fundamenta el crecimiento celular (Zyalalov, 2004).

En plantas de trigo sometidas a estrés salino, se observé que la actividad de
prolina y glicina betaina se incrementé méas en los brotes que en las raices (Nayyar,
2003). En plantas de maiz, ademéas de acumular prolina, se observo, incremento en la
actividad de la enzima prolina deshidrogenasa (Ghoulam et al., 2002); tanto en maiz
como en trigo, ademas de acumular concentraciones altas de osmolitos, mostraron
potenciales hidricos altos (Ghoulam et al., 2002; Nayyar, 2003). En genotipos sensibles
de cafia de azucar, la acumulacion de prolina fue mayor en las raices y en la mayoria
de las vainas foliares, excepto en la lamina foliar de la hoja mas joven (Garcia y Medina,
2003).

Exclusion de iones del citoplasma y su inclusibn o compartimentacion en la
vacuola

La exclusién de Na y Cl del citoplasma y su compartimentacion en la vacuola, es
un mecanismo que desarrollan las plantas para lograr su supervivencia (Munns, 2002;
Xu y Shi, 2007). Estos mecanismos de tolerancia estan en funcion de la habilidad del
sistema radical para limitar el transporte de iones téxicos, a los tallos (Renault et al.,
2001); mantener los niveles adecuados de Ky Ca en sus tejidos (Rengel, 1992; Munns
y Tester, 2008) y conservar una proporcion alta K/Na en el citoplasma (Maathuis y
Amtmann, 1999). La exclusion de Na por las raices asegura que no se deposite a
niveles toxicos en las hojas. En otras plantas a través de la suculencia han desarrollado
habilidades para incrementar los compartimentos celulares de las hojas y retener
concentraciones altas de sales en las vacuolas (Gonzalez et al., 2002; Munns y Tester,
2008). La compartimentacion intracelular de iones tOxicos es un prerrequisito para
mantener la integridad celular; al tiempo que libera al citosol de Na, contribuye a
disminuir el potencial osmaético y a ajustar el potencial hidrico celular para permitir la
absorcion de agua durante el estrés salino (Maathuis y Amtmann, 1999; Glenn et al.,
1999).
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En ciertas especies, en el tonoplasto se encuentra presente un antiporte Na*/H";
el cual es activado en las plantas que crecen en NaCl, cuya funciéon es acumular Na en
la vacuola, utilizando un gradiente de trans-tonoplasto H*, dirigido por una fuerza. Su
actividad solo se ha demostrado en especies tolerantes como betabel, cafia de azucar,
cebada y en llantén del mar; debido a que estid ausente en especies sensibles como
llantén media (Barkla y Pantoja, 1996).

Se considera que son dos los mecanismos para controlar la concentracion de Na
y prevenir su exceso en el simplasto de las células vegetales. Uno es la
compartimentacion de Na en la vacuola, mediada por los antiportes Na*/H" localizado
en el tonoplasto (Barkla y Pantoja, 1996; Fukuda et al., 2004); el otro, el transporte de
Na® hacia el apoplasto, a través del antiporte Na'/H* se encuentran ubicados en la

membrana citoplasmatica (Qui et al., 2004).

Se ha encontrado asociacion positiva entre la exclusion de Na y Cl y la tolerancia
a la salinidad en variedades de soya (Gonzalez et al., 2002). Algunas variedades de
trébol, mostraron capacidad de controlar la distribucién de Na y Cl en los tallos y hojas y
de retraslocarlos a la raiz (Roger y Nobles, 1991).

Eficiencia del uso del agua

El agua es el componente predominante de los organismos (80 a 90 %). Es
importante para las plantas por su papel en los procesos fisiolégicos y por la gran
cantidad que requieren para su sobrevivencia y desarrollo (Hasegawa et al., 2000;
Zyalalov, 2004). Se entiende por eficiencia del uso del agua, al volumen de agua que
las plantas necesitan consumir (evapotranspirar) para incorporar a su biomasa una
determinada cantidad de carbono proveniente de la atmosfera (CO,). Se puede estimar,
de manera aproximada, mediante la produccion de biomasa total producida o parte
cosechada de un cultivo (Fernandez y Ferre, 2005; Medrano et al., 2007). La
produccion de biomasa y el gasto de agua, estan en funcion de los procesos basicos
(fotosintesis y transpiracion, respectivamente), los cuales utilizan la misma via: los

estomas de las hojas. La regulacion de la pérdida de agua en los estomas es un
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mecanismo que se establece mediante variaciones de la apertura; situacion que es, en
parte, responsable de la eficiencia del uso del agua por las plantas y, que esta va a
depender del tipo de planta y de las condiciones ambientales en las que se desarrolle
(Medrano et al., 2007). Uno de los eventos afectados por la concentracion alta de sales
en el suelo, es la reduccion de la capacidad de absorcion de agua, lo que ocasiona la
pérdida de turgencia celular (Hasegawa et al., 2000; Zyalalov, 2004); la eficiencia del
uso del agua, es un mecanismo que beneficia el balance energético de la hoja
(Zyalalov, 2004) y que permite una recuperacion del area foliar y de la relacion

raiz/parte aérea (Maurel y Chrispeels, 2001).

Selectividad iGnica

Los solutos se absorben y acumulan por procesos selectivos (Salisbury y Ross,
1994). En condiciones salinas, la absorcion es afectada por la concentracion elevada de
sales en el suelo, particularmente de Na y ClI, impidiendo que elementos como K, Ca,
Mg y NOs, sean captados en niveles adecuados para el desarrollo de la planta. La
similaridad quimica entre el K y el Na, provoca que estos compitan en los sitios de
absorcion en la raiz (Subbarao et al., 2003). Por lo tanto, mediante el desarrollo de este
mecanismo, la planta puede ser capaz de restringir la absorcion de iones toxicos, evitar
el desbalance nutrimental y mantener los intervalos adecuados de los nutrimentos para
su crecimiento. Los mecanismos responsables de discriminacion de iones téxicos,
probablemente, estén localizados en las membranas de los tejidos y en varios
organelos de las plantas (Kuiper, 1968; Bliss et al., 1984). La entrada de Ky Na en la
célula se realiza por la accién de transportadores y canales idnicos del plasmalema.
Existen transportadores muy selectivos para el K con una afinidad alta por K, pero que
también pueden transportar Na con afinidad baja y que pueden ser blogueados por las
concentraciones altas de Na en el suelo (Maathuis y Amtmann, 1999). El calcio, es
esencial para mantener el transporte ionico selectivo (Epstein, 1961).
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Aspectos generales del Aguacate (Persea americana Mill)

Aguacate es el nombre comun con que se conoce a esta planta de la familia de
las Lauraceas, cuyo origen viene del ndhuatl Ahuacatl, que significa testiculo. Persea
americana Mill es el nombre cientifico de la principal especie cultivada, originaria de las
zonas altas del centro y del Este de México, asi como de las partes altas de Guatemala.
Se divide en tres variedades botanicas o razas: Mexicana, Guatemalteca y Antillana.
Los aguacates originados en las zonas altas del centro y Este de México generan la
raza Mexicana, en las zonas altas de Guatemala se origina la raza Guatemalteca y la
raza Antillana proviene de las primeras plantas encontradas en las Antillas. Su sabor,
textura y propiedades alimenticias, medicinales, maderables y en la industria, han

cautivado a los paises que lo han adoptado (Sanchez-Colin et al., 1992).

En México, el aguacate ha sido establecido y consumido, desde hace cientos de
afios en cantidades extensivas. Es un cultivo de importancia econémica, de acuerdo a
la superficie cultivada (133,441 ha) localizada principalmente en los estados de
Michoacan, Jalisco, Morelos, México, Nayarit y Guerrero (SIAP-SAGARPA, 2010); por
su valor nutritivo alto y por los ingresos que genera (Salazar et al., 1987). Durante las
tltimas décadas o mas, fue desarrollada una nueva industria, especificamente en el
estado de Michoacan, basada en un cultivar llamado ‘Hass’ que ocupa mas de 95,000

ha, con mas de 895,000 ton de produccion de fruto en 2005.

La propagaciéon de aguacate comunmente es por semilla o por injerto. La
propagacion por semilla no es recomendable para plantaciones comerciales debido a la
variabilidad genética que presentan, lo que puede traer como consecuencia aumento
del porte del arbol, disminucion en la produccién y la calidad del fruto no es la deseable.
No obstante, puede ser Util para el mejoramiento genético. La propagacion por injerto,
es el método mas apropiado para reproducir las variedades seleccionadas para el
cultivo comercial; con esta técnica los arboles son precoces, uniformes en cuanto a
calidad, forma y tamafio de la fruta; sin embargo, la produccién esta en funcion del

origen del portainjerto, de la compatibilidad o relacion patron-injerto y las condiciones
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ambientales prevalecientes en su entorno (Whiley et al., 1990; Ben-Ya'acov y
Michelson, 1995; Suarez et al.,, 2004). Otros métodos que permiten propagar y
seleccionar portainjertos tolerantes son: por acodos (Salazar et al., 2004) y mediante
técnicas de cultivo in vitro (Pliego-Alfaro y Litz, 2007).

El fruto de aguacate, a pesar de tener aceptacion en la dieta de muchos paises,
en la actualidad, la produccién intensiva es limitada por la pudricion radical que causa el
hongo Phytophthora cinnamoni (Dalsaso y Guevara, 1988), factores abi6ticos como la
salinidad y sequia (Fuentes et al., 2004) y a las combinaciones de estos, debido a que
causan dafios y pérdidas en los huertos (Ben-Ya y Zilberstaine, 1999a). En los ultimos
afos, paises como Israel, Estados Unidos y, en menor grado México, entre otros, estan
trabajando en la obtencidn de portainjertos capaces de tolerar el estrés provocado por
estos fendmenos (Bernstein et al., 2001; Gonzalez-Rosas et al., 2003; Salazar et al.,
2004; Musyimi et al., 2007).

Mientras que en Israel, se han desarrollado portainjertos tolerantes a salinidad;
en México el interés principal ha sido, especificamente por la Fundacién Sanchez Colin,
desarrollar portainjertos de porte enano mediante la técnica del interinjerto (Litz et al.,
2005). Israel a pesar de ocupar el noveno lugar como productor, es el pais que obtiene
los mejores rendimientos y es el mas activo en la investigacién de muchos frutales. En
Israel y en las Islas Canarias, dos lugares donde la seleccion de las razas esta
concentrada, el porcentaje de portainjertos tolerantes es mucho méas alto en
poblaciones de West Indian que en la poblacion Mexicana y Guatemalteca (Ben-
Ya'acov y Michelson, 1995; Litz et al., 2005).

Efectos de salinidad en aguacate
El aguacate (Persea americana Mill) es un cultivo sensible a la salinidad
(Embleton et al., 1962; Ben-Ya’'acov y Zilberstaine, 1999a; Mickerlbart y Arpaia, 2002).

Diversos investigadores han determinado que genotipos de la raza Antillana son mas

resistentes a salinidad que los de las razas Mexicana y Guatemalteca (Oppenheimer,
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1947; Cooper, 1951; Zamora, 1997); sin embargo, se han identificado entre
portainjertos de West Indian, algunos materiales sensibles al estrés salino. Debido a la
respuesta de crecimiento entre los portainjertos, Bernstein et al. (2001), sefalan que el
aguacate puede ser un modelo para comparar los efectos de la salinidad, en los

mecanismos fisiologicos involucrados en la inhibicion del crecimiento y la tolerancia.

En la mayoria de los estudios, la cuantificacion de dafio en los portainjertos
sensibles de aguacate, se ha enfocado en la disminucion de la produccién y necrosis
foliar debido a la acumulacion de Cl y Na. En los materiales tolerantes, es menor el
dafio en las hojas pero el efecto negativo sigue notandose en los rendimientos (Ben-
Ya'acov et al, 1979; Bernstein et al., 2001, Musyimi et al., 2007). Algunas
caracteristicas consideradas como criterios de tolerancia en aguacate son la produccion
de biomasa, proporcién raiz/vastago, altura del arbol y diametro de tallo (Bernstein et
al., 2001). Se esta investigando la posible interaccion entre la salinidad, absorcion
nutrimental, pardmetros de crecimiento y de intercambio gaseoso entre portainjertos; sin
embargo, aun es poca la informacién disponible acerca de los efectos del estrés en
aguacate; debido posiblemente a que los trabajos realizados, se han llevado en campo,
lo que implica periodos largos de tiempo para que la informacién esté disponible
(Bernstein et al., 2001; Musyimi et al., 2007).

Este frutal tolera una conductividad eléctrica en el suelo de 2 dS m™, por encima
a este valor, se estima que su rendimiento se reduce 20 % por cada unidad que se
incremente en conductividad (Cabalceta y Cordero, 1991); sin embargo, la presencia de
sintomas de toxicidad en aguacate no estda tan relacionada con la conductividad
eléctrica del suelo o del agua, como con la presencia de cloruros en el suelo, los cuales
aumentan con la aplicacion de riegos en el periodo de sequia (Ayer et al., 1951;
Gustafson, 1962; Salazar et al., 1987). El exceso de Cl, en el medio en que se
desarrollan los arboles de aguacate, causa cambios en el comportamiento y son
perjudiciales para este cultivo, debido a que es el factor principal causante de necrosis

foliar. Sin embargo, su intensidad y manifestacion puede ser afectada por las
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caracteristicas del portainjerto utilizado, factor a considerar en estudios posteriores
(Salazar et al., 1987).

Los sintomas de toxicidad por el exceso de Cl son mas comunes que los
causados por Na (Salazar et al., 1987; Salazar-Garcia y Cortés-Flores, 1988; Lahav,
2003). El cloro inhibe el crecimiento de la raiz, pero se acumula principalmente en
apices de hojas adultas, mientras que el Na, en las nervaduras de las hojas maduras y
en algunos casos en el tejido de la raiz principal (Chirachint y Turner, 1988; Lahav,
2003; Bernstein et al., 2004). La toxicidad por cloruros en las hojas, se inicia con
necrosis apical y marginal que avanza al centro de la hoja. En base al Na, la necrosis se
presenta cerca del margen y entre las nervaduras de las hojas, su acumulacion
paulatina, provoca la muerte de los brotes y dafos al sistema radical (Ayer et al., 1951).
En huertos de aguacate se ha observado que el crecimiento de raices es mas limitado
por la salinidad que el crecimiento de brotes (Salazar et al., 1987; Bernstein et al.,
2004); sin embargo, la presencia de necrosis en las hojas, causadas por excesos de Cl
o Na, difieren con el cultivar o portainjerto (Bernstein, 1981). Los patrones de aguacate
de la raza Mexicana estimulan la acumulacion de Cl y Na en las variedades injertadas
(Patel et al., 1975-76). Otros portainjertos muestran variabilidad en su produccion (Ben-
Ya’Acob, 1986) y tolerancia a salinidad y suelos calcareos (Kadman, 1968). De ahi la
importancia en la agricultura, de identificar y seleccionar materiales que muestren
tolerancia a la salinidad (Chalermpol et al, 1998) y, una opcion para identificar, en corto
tiempo, materiales tolerantes a condiciones ambientales adversas, es a través de cultivo
in vitro (Zhang, 1994).

Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos es una via esencial en el quehacer cientifico-tecnoldgico
(Kessel, 2008); en la aplicacion de la ingenieria genética como la seleccién celular, el
rescate de embriones, fusion de protoplastos y la tecnologia del ADN recombinante, es
un prerrequisito (Janick, 1992). Los programas de mejoramiento genético pueden ser

reducidos en varios afios (Krikorian, 1991). Puede ser una herramienta util para el
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estudio de mecanismos celulares del estrés y sus aplicaciones a nivel celular
independientemente de los procesos regulatorios que ocurren en la planta (Ehsanpour y
Fatahian, 2003) y es una opcion para seleccionar materiales vegetales tolerantes a
salinidad (Zhang, 1994).

En frutales, ha resultado ser una herramienta valiosa para la multiplicacion, el
rescate y la conservacion de estas especies (Kessel, 2008). Las técnicas comunmente
utilizadas para mejorar un numero limitado de cultivos de interés econdmico en el
mundo, como citricos (Citrus sp), platano y/o banano (Musa sp), pifia (Ananas comosus
L.) mango (Mangifera indica L.), guayabo (Psidium guajava L) y aguacate (Persea
americana Mill), son: la embriogénesis somatica, organogénesis, cultivo de embriones
cigoticos, cultivo de meristemos, cultivo de anteras y cultivo de células en suspension,

multiplicacion mediante el sistema de inmersién temporal, entre otras (Kessel, 2008).

Con fines de estudiar la tolerancia a salinidad, las técnicas in vitro se han
aplicado en plantulas enraizadas y no enraizadas de Olea europea L. (Bracci et al.,
2008); en la proliferaciéon de callos y 6érganos en cultivares de Triticum sp (Akhtar,
2006); en brotes de Actinidia deliciosa A. Chev. (Sotiropoulos y Dimassi, 2004); callos
producidos de segmentos de tallo de Medicago sativa (Ehsanpour y Fatahian, 2003);
esquejes de Rhododendrom R. ‘Catawbuebse grabdufkiryn’ (Giel y Bojarczuk, 2002);
brotes apicales de portainjertos de Prunus cerasifera (Dimassi-Theriou, 1998) y en la
induccion de callo a partir de segmentos de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Tawfik,
1997). La mayoria enfocados a evaluar los efectos de la salinidad, presente en el medio
de cultivo, en el desarrollo de callos, érganos y plantulas; otros para seleccionar
genotipos tolerantes e identificar mecanismos de tolerancia y en menor proporcion para
aprender acerca de la sensibilidad del material vegetal a los factores de estrés. Dix,
(1993) indica, que el cultivo de células en suspension, ofrece los medios para
concentrar los procesos fisioldgicos y bioquimicos inherentes a las células, los cuales
contribuyen a la adaptacion al estrés salino en corto tiempo (Llano-Agudelo et al.,
1995).
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Cultivo in vitro en aguacate

Los explantes utilizados para el cultivo in vitro de aguacate han sido embriones
maduros e inmaduros, brotes apicales y yemas axilares de plantulas y arboles maduros,
de hojas, mesocarpo del fruto, pedunculo, polen cotiledones y protoplastos (Mohamed-
Yasseen, 1993; Suarez et al., 2004). La embriogénesis somatica solo ha sido obtenida
de callos inducidos de embriones inmaduros (Skeme y Baslass, 1983; Pliego-Alfaro y
Murashige, 1988); la formacion de brotes y plantas se ha logrado de ejes embrionarios
(Mohamed-Yasseen et al.,, 1992) y de yemas axilares (Shall, 1987). Por lo que es
necesario desarrollar protocolos tanto para la regeneracion y propagacion in vitro
(Mohamed-Yasseen, 1993) como para acelerar los programas de mejoramiento

genético de aguacate (Pliego y Litz, 2007).

El cultivo de embriones implica el aislamiento del embridon y su germinacion in
vitro, con el fin de obtener una planta viable. No obstante, es importante conocer su
estado de desarrollo, para determinar los requerimientos necesarios para lograr su
crecimiento. El cultivo de embriones inmaduros normalmente da paso a un proceso de
embriogénesis somatica, en lugar de una germinacion precoz; en tanto que los
embriones maduros son mas competentes para dar origen a procesos organogénicos
(Hartman et al., 1993; Pierik, 1990).

El cultivo in vitro de embriones maduros de aguacate, responde a problemas de
orden practico que se presentan en el campo de su mejoramiento genético (Mohamed-
Yasseen, 1993; Rodriguez et al., 1999) a través de la seleccion de genotipos
prometedores a los problemas bidticos y abioticos (Llano-Agudelo et al, 1995), como los
tolerantes a la salinidad (Gonzalez-Rosas et al., 2003). No obstante, se desconocen
muchos aspectos de su respuesta a las condiciones salinas. En la medida que se
conozcan nuevos mecanismos de tolerancia a este factor, su utilidad como portainjerto

podria ser desarrollada.
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se dividié en cuatro fases: I) Establecimiento in vitro. II)
Evaluacion del desarrollo y sobrevivencia in vitro. Ill) Evaluacion de parametros de
tolerancia a salinidad en aguacate en cultivo in vitro. IV) Cambios anatémicos en la raiz

inducidos por salinidad.

Fase I. Establecimiento in vitro

Material vegetal y proceso de desinfestacion
Se utilizaron ejes embrionarios extraidos de semillas de aguacate provenientes

de frutos fisiol6gicamente maduros.

Los frutos se cosecharon de arboles del banco de germoplasma de la Fundacién
Sanchez Colin, ubicado en Ixtapan de la Sal, Estado de México. Los frutos utilizados
fueron: de peso y tamarfio uniforme, 170 g de peso promedio, 9 cm de longitud, 6 cm de
diametro y 28 g de peso de la semilla; a los cuales, se les elimind la pulpa y se les

extrajo la semilla.

Las semillas se tallaron con escobillon para eliminar los residuos de pulpa, se
lavaron con agua corriente y una solucién jabonosa (5 gL™ de detergente Roma).
Posteriormente, se sumergieron en solucion de etanol al 70 %, durante 1 min.
Enseguida se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril a intervalos de 3 min
cada uno para eliminar los residuos del producto. Inmediatamente se extrajo el eje

embrionario.

En la campana de flujo laminar marca VECO, los cotiledones de las semillas que
cubren el eje embrionario, se cortaron hasta dejarlos en forma de cubo de 1 cm por

lado. Los cortes de los cotiledones, al inicio fueron con cuchillo y posteriormente con
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bisturi, mismos que frecuentemente se sumergieron en etanol al 96 % y se flamearon.
Los ejes embrionarios obtenidos, se sumergieron en la solucién 20 % de hipoclorito de
sodio, de su concentracion comercial (6 %), durante 15 min. Cumplido el tiempo, se
dieron tres enjuagues sucesivos con agua destilada esterilizada, para eliminar el
reactivo quimico; por ultimo, se sumergieron 1 h en solucién al 2 % KH,PO, para evitar

su oxidacion.

Establecimiento in vitro

En condiciones asépticas, manejadas en la campana de flujo laminar, los ejes
embrionarios se tomaron uno a uno del recipiente con apoyo de pinzas y se establecié
uno en cada tubo de ensaye, que contenian medio de cultivo (ver medio de cultivo).
Los tubos se taparon con tapas transparentes autoclavables y se sellaron con cinta
autoadherente “kleen pack”. Enseguida los tubos se colocaron en la sala de incubacion

(ver condiciones de cultivo).

Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado, fue el desarrollado por Murashige y Skoog (1962),
al 100 % de sus sales (Cuadro 1 A) suplementado con 2 mg-L™ de glicina, 10 mg-L™ de
mio-inositol, 4 mg-L™ de tiamina-HCI, 3 % de sacarosa y la adicién de sales de acuerdo
a la concentracion de cada tratamiento (NaCl y CaCl,) y descrita en cada fase
experimental. El pH se ajusté a 5.7+1 con NaOH 0.1N y HCI 0.1N. Al medio de cultivo
se le agregé 0.8 % de agar-agar (p/v) marca SIGMA®, el cual se disolvié en horno de
microondas (modelo MW5630T, marca SAMSUNG). Se colocaron 25 mL de medio en
tubos de ensaye de 25 cm de largo por 2 cm de didmetro. Posteriormente, se
esterilizaron en autoclave automatica vertical (marca BRISTOL®) a 121 °C y presién de

1.5 kgecm™ durante 15 min.
Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo en la sala de incubacion fueron: temperatura de 27 £ 1

°C, con fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad, con intensidad luminosa de 47 pmol-m’
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#st proporcionada por lamparas fluorescentes de luz blanca de 34 watts (marca

MAGG).

Fase Il. Evaluacion del desarrollo y sobrevivencia in vitro

Material utilizado, experimentos y tratamientos

El material genético evaluado fue: las variedades de aguacate criollo y ‘Hass’. Se
establecieron en tres experimentos con diferentes niveles de las siguientes sales: 1)
NaCl, 2) CaCl, y 3) NaCl:CaCl,. En los experimentos 1) y 2), las concentraciones
empleadas fueron: 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 g L™; en el experimento 3) la combinacién de
estas (NaCl:CaCl,), se evalu6 en proporcion 1:1. En cada experimento el testigo fue el

medio MS al 100 % de su composicién (concentracion 0 % NaCl y CacCly).

Variables evaluadas en cada experimento

Dias a inicio de germinacion y porcentaje de germinacion. Los dias a germinacion
se contabilizaron a partir de su establecimiento y hasta la apariciéon de la raiz. El
porcentaje de germinacioén se obtuvo, considerando el nimero de ejes embrionarios
germinados con respecto al nimero de ejes embrionarios establecidos, multiplicados
por 100.

Dias ainicio de emergencia y porcentaje de emergencia. Los dias de emergencia se
contabilizaron desde el momento que se establecieron in vitro los ejes embrionarios y
hasta la aparicion de la plumula. Para el porcentaje de emergencia se contabilizaron el
namero de plantulas emergidas, con o sin raiz y se dividi6 entre el nUmero de ejes

embrionarios establecidos, multiplicados por 100.

Las plantulas se cosecharon a los 65 dias después de su cultivo in vitro y se les
midieron:
Longitud de tallo y raiz. Se midieron, en centimetros, desde la base de inicio de cada

organo hasta su apice.
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Diametro de tallo y raiz. Los didmetros se midieron, en milimetros, de la parte media
de la longitud de cada érgano.

Numero de hojas. Se conto el numero de hojas formadas en cada plantula.
Supervivencia. El porcentaje de supervivencia se calculé considerando todos los ejes
embrionarios vivos con o sin respuesta de desarrollo; debido a que, algunos ejes
embrionarios de ‘Hass’ y criollo lograron germinar, emerger y producir brotes completos

y otros formaron brotes sin raiz, o crecieron solo en volumen.

Se consider6 el porcentaje de ejes embrionarios oxidados y deshidratados, debido a
que son respuestas asociadas al estrés salino que afectaron el crecimiento y la

sobrevivencia de aguacate.

Disefio experimental

Para cada experimento, el disefio experimental que se utilizé fue completamente
al azar con cinco repeticiones. El disefio de tratamientos fue un factorial 2 X 6. El factor
A fueron los materiales genéticos de aguacate con dos niveles (criollo y ‘Hass’) y el
factor B las concentraciones con seis niveles (0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 gL™). La unidad
experimental fue una plantula por tubo. A los datos obtenidos de las variables se
realizdé un analisis de varianza y comparacion de medias, mediante la prueba de Tukey

(a=0.05) usando el paquete estadistico SAS (2009) versién 9.3.

Fase lll. Evaluacion de parametros de tolerancia a salinidad en aguacate en

cultivo in vitro

Material vegetal utilizado y tratamientos

En esta fase, el material genético de aguacate utilizado fue el tipo criollo. Los
tratamientos salinos se formaron con las sales NaCl y CaCl, y la combinacion
NaCl:CaCl,. Las concentraciones empleadas para cada sal fueron: 0.1y 0.3 gL™, en la

combinacion la proporcion 1:1 y el testigo fue el medio MS al 25 % de su composicion.
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Las plantulas se cosecharon a los 65 dias posteriores a su establecimiento, se
seleccionaron las que mostraron mejor desarrollo, considerando que las caracteristicas
morfolégicas pueden ser Utiles como criterio de tolerancia al estrés salino (Jamil et al.,

2006) y se cortaron transversalmente, separando el tallo y la raiz.

Variables evaluadas

Materia fresca, materia seca y contenido de agua. La materia fresca y materia seca
se midieron en miligramos, mediante el uso de la balanza analitica (modelo GMBH-
GOTTING, marca Sartorius). La materia fresca se obtuvo del peso fresco del tallo y la
raiz de la plantula. Posteriormente, los 6rganos se colocaron por separado, en bolsas
de papel y se metieron a la estufa a 70 °C durante 72 horas. Se pesaron nuevamente
para obtener el peso seco. El contenido de agua se midi6 en porcentaje, a partir del

peso fresco y peso seco, mediante la férmula:

Contenido de agua (%) = Materiafresca - Materiaseca %100

M ateria fresca

Potencial hidrico y potencial osmatico

Potencial hidrico (Yw). Se determind utilizando la Bomba Scholander marca
Soilmoisture Equipment Corp. Modelo 3000-1412. Las muestras de tallo y raiz
empleadas se colocaron en la camara de la bomba. Se aplicé presion y se tomo la
lectura del mandmetro una vez que se logro la aparicion de la gota de agua. La unidad

de medida fue en bares y se transformé a MPa, considerando que 1bar = 0.1 MPa.

Potencial osmotico (Wn). Se obtuvo mediante el Osmometro de Presion de Vapor
Wescor 5220C®, previamente calibrado con 3 estandares de osmolalidad en ampolla
Optimol® de cloruro de sodio grado reactivo (100, 290 y 1000 mmol kg™), fabricados
por Wescor, cuyos potenciales osmoticos calculados son -0.454, -1.344,y -4.079 Mpa.
El tallo y raiz se colocaron por separado en tubos Eppendorf. Mediante presion con una

barra de vidrio se obtuvo la savia de cada uno. Con una micropipeta se extrajeron 10 pL
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y se colocaron sobre el disco de papel filtro de 0.05 cm de didmetro que se insert6 en el
portamuestras de la camara del osmémetro. Se registré la lectura en mmol Kg™ y se

transformé a Mpa mediante la ecuacion:
Wi =- CiRT

Donde:
C = concentracién (medicién del osmémetro) mmol Kg™
i = constante para la ionizacion del soluto y otras variaciones respecto a
soluciones ideales ( igual a 1)
R = constante general de los gases (0.00831 Kg Mpa mol™ k™)

T = temperatura absoluta en grados Kelvin (°K = °C + 273)

Contenido de prolina. La determinacion se realizé de acuerdo a la metodologia de
Bates et al. (1973) con algunas modificaciones. Se utilizaron 50 mg de tejido liofilizado
de tallo y raiz (liofilizador marca LABCONCO).

Procedimiento. Del tallo y la raiz se tomaron aproximadamente 1.5 cm del apice hacia
la base de cada o6rgano. La muestra se maceré en mortero con 5 mL de acido
sulfosalicilico al 3 %; se obtuvo una masa fina, se centrifugd a 14 000 rpm durante 5
min a 4 °C. Del sobrenadante, se tomaron 2 mL, se colocaron en tubos de ensaye, se
les adicionaron 2 mL de ninhidrina 4cida 'y 2 mL de acido acético glacial. Como blanco
se utilizé: 2 mL de acido sulfosalicilico mas 2 mL de ninhidrina 4cida 'y 2 mL de &cido
acético glacial. Cada tubo se agité con un vortex hasta obtener una emulsion. Los tubos
se taparon con aluminio y se colocaron a bafio maria en ebullicion (aproximadamente
90 °C) durante 45 min. Posteriormente, los tubos se sumergieron en agua con hielo (5-
10 min). A cada tubo se le adicionaron 4 mL de tolueno y se agitd de nuevo en el vortex.
Se dejaron reposar hasta que se separaron dos fases. La fase superior organica de
color rojo que se formd se separd y se colocé en tubo nuevo. Se elaboré la curva patron
de 0-240 nmol mL™ de L-prolina (SIGMA®) grado reactivo y se utiliz6 como solvente

acido sulfosalicilico al 3 %.
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Lectura. La lectura de absorbancia a 520 nm, se realiz6 en espectrofotobmetro
(Espectronic 21D, Milton Roy). Se registré en nmol mL™, la cual se transformé a pmol g’

! de peso liofilizado.

Contenido de Na y Ca. La cantidad de sales se determiné con un espectrofotometro de
emision de plasma, de acuerdo a la metodologia propuesta por Alcantar y Sandoval
(1999). La muestra utilizada fue de 100 mg de materia seca de tallo y raiz. La digestion
de las muestras fue en humedo con &cido sulfdrico:acido perclérico en proporcion 2:1
mas 2 mL de peroxido de hidrogeno al 30 %. La cantidad se determind con base en

pPeSso seco.

Analisis estadistico
El disefio experimental utilizado fue completamente al azar, con cuatro
repeticiones para las variables materia fresca, materia seca, potencial osmotico,
potencial hidrico y cuantificacién de prolina; tres repeticiones para la determinacion de
Na y Ca. La unidad experimental la constituyd0 una plantula. Los resultados se
sometieron a un analisis de varianza y la comparacion de medias se realizé con la

prueba de Tukey (a < 0.05) usando el paquete estadistico SAS (2009) version 9.3.

Fase IV. Cambios anatdmicos en la raiz inducidos por salinidad.

Material vegetal
El estudio anatdmico se realiz6 en segmentos transversales de la parte media de
la raiz (de 1 cm de largo, aproximadamente), de los materiales genéticos criollo y

‘Hass’, colectados de cada tratamiento y experimento (ver Fase Il)

Procedimiento
Fijacion. Los segmentos de raiz se fijaron en FAA (50 mL de etanol al 96 %; 5 mL
acido aceético glacial, 10 mL formaldehido y 35 mL agua destilada). El tejido permanecio

un mes en esa solucion. Cumplido el tiempo, los tejidos se lavaron con agua corriente,
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en agitacion manual y se enjuagaron con etanol al 50 y 70 % a intervalos de 1 min cada
uno. Los fragmentos de tejido se colocaron en solucién GAA (25 % gliceron + 50 %

etanol + 25 % agua destilada) y permanecieron ahi hasta continuar con el proceso.

Deshidratacion y aclaramiento. Estos procesos se realizaron en un procesador
automético de tejidos (Histokinette). Se prepard una serie creciente de etanol (50, 70,
85, 96 y 100 %) y una serie creciente de xileno (25, 50, 75 y 100 %). Las soluciones se
colocaron en los vasos de cristal del Histokinette (procesador automatico de tejidos).
Los tejidos de raiz se envolvieron en mallas, se colocaron en capsulas metalicas y se
sumergieron gradualmente en las soluciones de etanol a xileno, permaneciendo 5 h en

la solucién contenida en cada recipiente. El proceso dur6 2 dias.

Inclusién en parafina. Los segmentos se colocaron en parafina fundida a 56 + 2 °C
donde permanecieron por 24 h. Posteriormente, el tejido se solidificé dentro de moldes
pequefios de lamina de aluminio que contenian parafina fundida. Los tejidos se
orientaron en un plano deseado dentro de cada blogue. Los blogues se cortaron en

fragmentos que contenian el tejido y se ensamblaron en trozos pequefios de madera.

Corte y montaje. Las muestras se cortaron (12 um de grosor) con un micrétomo
rotatorio (marca Leica). Los cortes se montaron sobre portaobjetos con adhesivo de
Haupt [1 % gelatina + 2 % fenol, en agua] y unas gotas de formaldehido al 10 %. Los
portaobjetos se colocaron en una platina a 55 °C, lo que permiti6 que el tejido se
extendiera y adhiriera mejor. Enseguida, se colocaron en la estufa de secado a 56 + 2
°C durante 48 h.

Remocion de parafina. La parafina se removio del tejido, de la manera siguiente: los
portaobjetos que contenian el tejido se colocaron, en tres cambios al 100 % xileno (3
min en cada cambio). Posteriormente, el tejido se hidraté parcialmente, colocando los
portaobjetos por 3 min en cada concentracién de una serie decreciente de 2-propanol
(100, 96, 70 y 50 %).
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Tincion. Los cortes sin parafina y parcialmente hidratados, se colocaron en safranina
(0.05 % safranina en etanol al 50 %) durante 2 min; enseguida, se lavaron con agua
corriente y se sumergieron para su hidratacién en una serie creciente de etanol (50, 70,
96, 100 %); los cuales permanecieron 3 min en cada concentracion. La tincion se hizo
con verde fijo (0.12 % fast green en etanol al 96 %) durante 3 min. Posteriormente, se
colocaron en 100 % etanol y se les dieron tres cambios en 100% xileno (3 min en cada
cambio). Finalmente, a los tejidos se les afiadieron dos gotas de balsamo de Canada y

se les coloco un cubreobjetos.

Observacion de los cortes. Los cortes se observaron en un microscopio optico. Las
imagenes se digitalizaron con una camara digital montada en microscopio. Los cambios
anatomicos se describieron de acuerdo a lo observado en cada tratamiento y material

de aguacate.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase Il. Evaluacion del desarrollo y sobrevivencia in vitro

Establecimiento de ejes embrionarios en NaCl

El andlisis de varianza mostré interaccion altamente significativa entre las
concentraciones de NaCl y las variedades de aguacate criollo y ‘Hass’ en dias a inicio
de germinacion, porciento de germinacion, dias a inicio de emergencia, porciento de
emergencia, longitud de raiz y tallo, diAmetro de raiz y tallo y nimero de hojas por tallo
asi como entre el porcentaje de supervivencia (Cuadros 5A). Esto indica que el patron
de crecimiento de los ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’ varié entre las

diferentes concentraciones de NaCl, durante su crecimiento y sobrevivencia in vitro.

Dias a inicio de germinacion y porcentaje de germinacion. La germinacion de los
ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’, se inhibié con la presencia de NaCl en el
medio de cultivo. En el tratamiento sin NaCl (testigo), ‘Hass’ superd a criollo; pero el
proceso requirid 54 dias para lograr el 100% de la germinacion, lo que indica que en
criollo, la germinacién fue en menor tiempo, aunque en porcentaje menor (Figuras 1 y
2). En Hass, la adicion de NaCl, la germinacién se inhibi6 en tres de las cinco
concentraciones; en tanto que en criollo s6lo en una. El tiempo de inicio de la
germinacién oscildé de 15 a 59 dias en ‘Hass’ y en criollo de 5 a 54 dias. En general, 50
% de los ejes embrionarios de criollo germinaron a los 18 dias después de su
establecimiento in vitro; en ‘Hass’, 37 % germinaron a los 21 dias (Cuadro 1). Estos
resultados indican que entre las concentraciones de NaCl, en ‘Hass’, la germinacion se
retardé y fue menor en comparacién con criollo. Aunque, no se identifico si la inhibicién
de la germinacion fue debido al efecto osmotico de las sales o al efecto ionico, en
relacion con la toxicidad de un ién especifico (Bezerra et al., 2007) o por el efecto de la
combinacion de ambos factores como lo sefialan Katembe et al., (1998). En este

estudio, el retardo de la germinaciéon y el reducido nimero de ejes embrionarios
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germinados de aguacate, pudo ser el resultado de la reduccion del potencial hidrico en
el medio de cultivo, ocasionado por un incremento en la concentracién de NaCl. Es
posible que el crecimiento de los tejidos embriogénicos se inhibieran, debido a que la
hidratacion de los embriones durante el proceso de imbibicion pudo ser limitada o a que
la excesiva absorcion de iones toxicos, consiguiera modificar la actividad enzimética y
esto a su vez pudiera traer como consecuencia que la division y el alargamiento celular
se inhibieran, el metabolismo se alterara por la limitacion o el retardo en la movilizacion
de las reservas para que el crecimiento radical prosiguiera, tal como lo manifiestan
Prisco y O’Leary (1970) y Prisco et al., (1981) en frijol; Katembe et al., (1998) en
especies de saladillo o cenizo (Chenopodiaceae); Al-Karaki (2001) en cebada y Bezerra
et al., (2007) en marafion. Los embriones que tuvieron la habilidad de germinar en
condiciones salinas y/o recuperarse y germinar después de haber sido expuestas en
alta salinidad, pueden ser criterios de tolerancia de acuerdo a lo reportado por Ungar
(1996).

abc?

Inicio de germinacion
(dias)
w
o

10

0
gliNacl O 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9

m CRIOLLO 27 19 5 0 54
'HASS' 54 0 59 0 15 0

Figura 1. Dias a inicio de germinacion de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’
cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)
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Cuadro 1. Promedios de dias a inicio de germinacion y porcentaje de germinacion, dias a inicio
de emergencia y porcentaje de emergencia de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’

cultivados in vitro en NaCl.

Inicio de Inicio de
Material vegetal germinacion Germinacion ~ emergencia Emergencia
(dias) (%) (dias) (%)
Criollo 18 50 24 57
‘Hass’ 21 37 23 37
Promedio general 20 43 24 47
a a

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
gl NaCl
m CRIOLLO

HASS

Germinacion
(%)

bZ

d
0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
80 100 20 0 80 20
100 0 100 0 20 0

Figura 2. Porcentaje de Germinacion de aguacate criollo y ‘Hass’ a partir de ejes embrionarios
cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Dias ainicio de emergencia y porcentaje de emergencia. Las plantas, desde el inicio

de su desarrollo, muestran sensibilidad a la salinidad (Chang, 1961) y los materiales de

aguacate criollo y ‘Hass’ no fueron la excepcion. Si bien, en este experimento algunos

ejes embrionarios manifestaron ser tolerantes durante su exposicion en NacCl, al lograr

formar una plantula, la emergencia de ‘Hass’ en condiciones salinas mostré ser mas

tardia y en menor proporcion que el criollo (Figuras 3 y 4). De los 30 ejes embrionarios

de cada material de aguacate establecidos entre los tratamientos, en ‘Hass’, 37 % de
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los que germinaron, lograron emerger la plumula y desarrollar una plantula completa a
los 23 dias de cultivo in vitro; en criollo, del 57 % que emitieron tallo s6lo 50 %
presentaron raiz. En este trabajo se aprecidé que la germinacién fue mas sensible a
NaCl, que la emergencia del brote. Efecto que puede ser debido a la limitada
disponibilidad de agua y el exceso de NaCl en el ambiente de la raiz, que pudieron
contribuir en la pérdida de la integridad estructural y funcional de las membranas de los
tejidos embriogénicos (Zhao et al., 2007) o por la acumulacion en las células
embriogénicas de especies reactivas al oxigeno que posiblemente ocasionaron estrés
oxidativo e inhibieran la viabilidad de los embriones (Amor et al., 2005; Musyimi, 2007).
En este contexto, es posible que los ejes embrionarios que tuvieron la capacidad de
germinar y posteriormente emerger en condiciones de estrés ocasionado por la
presencia de NaCl, sea un indicador del potencial genético que contienen para tolerarlo
(Norlyn y Epstein, 1984; Prisco, 1987; Ungar, 1996; Zhu, 2001).

70
60 ab
abc
o .
S 50 abc
[J]
5 40
Q=
g 8 bcd
g=30
.0 d
= C
e 20 cd
10 d
d d d d
0
gL-TNaCl 0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
H CRIOLLO 44 30 12 0 50
'HASS' 56 0 69 0 16

Figura 3. Dias a inicio de emergencia de brotes de aguacate criollo y ‘Hass’ a partir de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)
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0
gL-1NaCl 1 2 3 4 5 6

m CRIOLLO 100 100 40 0 80 20
HASS 100 0 100 0 20 0

Emergencia
(%)

Figura 4. Porcentaje de emergencia de plumula de aguacate criollo y ‘Hass’ a partir de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Longitud de raiz. En el Cuadro 2, se observa que en promedio a los 65 dias de cultivo,
la longitud de raiz en criollo fue de 2.45 cm y en ‘Hass’ de 2 cm. En el testigo de ‘Hass’,
la longitud de raiz fue 1.4 cm mayor con respecto al testigo de criollo (Figura 5). La
presencia de NaCl en el medio afecté negativamente el sistema radicular de ambos
materiales, evidenciada por las diferencias marcadas en la longitud de raiz. En los
tratamientos con NacCl, en criollo la longitud de raiz fue severamente reducida con 0.3 y
0.9 gL™ de NaCl y en ‘Hass’, especificamente con 0.7 gL™ de NaCl. La disminucién del
crecimiento de la raiz puede ser asociada con la inhibicién de la division y alargamiento
celular, debido a que son los procesos involucrados en el crecimiento radicular que
directa o indirectamente son afectados por la salinidad (Poljakoff-Mayber y Lerner,
1999). Las altas concentraciones de sal en la membrana de las células de la raiz,
pueden llegar a modificar la permeabilidad y selectividad de la membrana (Renault et
al., 2001) e interferir en el estado nutrimental de los brotes (Ashraf, 1994), pues se ha
encontrado que la absorcion y traslocacion de K, Ca y, en menor importancia Mg son

reducidos por estrés salino, entre otros (Ashraf, 1994; Netondo et al., 2004). Por esta
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razon se considera que el alargamiento de la raiz es vital para el crecimiento y la

sobrevivencia de las plantulas en ambientes salinos (Ashraf et al., 1986).

Cuadro 2. Promedios de las caracteristicas de crecimiento de aguacate criollo y ‘Hass
cultivados in vitro en NacCl.

Longitud Longitud  Diametro  Diametro Numero de

Material vegetal de raiz de tallo de raiz de tallo  hojas
(cm) (cm) (mm) (mm)
Criollo 2.45 3.37 1.11 1.35 2
‘Hass’ 2.00 2.27 0.84 0.81 1
Promedio general 2.22 2.82 0.98 1.08 1
7 a
6
-~ 5 ab’ ab ab
3 _a
- £
EC)
s 3
5
= 2 bc
1
C
0
gL Nacl 0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
ECRIOLLO  4.76 45 1.36 0 2.86 12
'HASS' 6.23 0 4.46 0 1.32 0

Figura 5. Longitud de raiz de plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL ™)
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Longitud de tallo. En la Figura 6 se observa que en el testigo de ‘Hass’, la longitud de
tallo fue superior en comparacion al testigo de criollo, resultados similares se
encontraron en la longitud de raiz; aunque, la longitud de raiz fue menor con respecto a

la longitud de tallo. Resultado que permite determinar que la raiz tuvo menor
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crecimiento que el tallo en ambos materiales. Con la presencia de NaCl, ‘Hass’ mostro
una reduccion drastica en la longitud de tallo, con 0.3 y 0.7 gL™ de NaCl. El criollo con
0.1 gL™ de NaCl, la longitud de tallo superé al testigo con 1.72 cm. Los dos cultivares
con el resto de las concentraciones, la longitud de tallo fue significativamente muy
variada. Empero, el promedio de cada material de aguacate en este experimento indic
que el criollo logré6 mayor longitud de tallo que el ‘Hass’ (3.37 cm contra 2.27 cm,
respectivamente. Cuadro 2). En los dos materiales la longitud de la raiz fue mas

afectada que la longitud de tallo; aunque, ‘Hass’ fue menos tolerante a NaCl que criollo.

Fue notable que la formacioén y el crecimiento de la raiz y el tallo disminuyeran en
presencia de NaCl, debido posiblemente a su efecto osmoético y/o toéxico,
principalmente, ocasionado al sistema radicular. No obstante, se puede considerar que
los embriones que lograron formar plantulas, pudo deberse a que la raiz tuvo la
habilidad de controlar la entrada de iones toxicos y la capacidad de absorber agua y
mantener un balance hidrico y nutrimental, que permitieron su desarrollo (Espinar et al.,
2005). Debido al comportamiento diferencial de los ejes embrionarios de aguacate
expuestos a NaCl, no se puede definir el umbral de tolerancia in vitro a NaCl pero si se
puede sugerir que con esta técnica se pueden localizar materiales tolerantes de

aguacate en corto tiempo.
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Figura 6. Longitud de tallo de brotes de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes embrionarios
cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL ™)
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Diametro de raiz. El efecto de las concentraciones de NaCl en el diametro de raiz y
diametro de tallo varid entre los cultivares de aguacate ‘Hass’ y criollo (Figura 7). La
interaccién que mostrd superioridad estadistica en el diametro de raiz fue el cultivar
‘Hass’ con 0.3 gL de NaCl, siguiéndole en orden de superioridad e igualdad
estadistica, el cultivar criollo tanto con 0.1 gL™ de NaCl, como con el testigo. Los dos
cultivares, en el resto de los tratamientos con NacCl, el didmetro de raiz fue severamente
disminuido en comparacion al testigo. En general, el criollo alcanzé un diametro de raiz
ligeramente superior a 1 mm y ‘Hass’, levemente inferior a 1 mm (Cuadro 2). El
diametro de raiz es una caracteristica de la planta que influye en la absorcién de los
nutrimentos del suelo. Es decir, que a mayor diametro se aumenta la superficie de
contacto de la raiz y de igual manera se acrecenta la absorcion potencial de
nutrimentos. Esta varia entre especies, cultivares, edad de la planta y las condiciones

en que se desarrolla (Pessarakli, 1999).
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Figura 7. Diametro de raiz de plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Diametro de tallo. El grupo de interacciones significativas, en orden de superioridad
estadistica en el diametro de tallo fueron: criollo con 0.1 gL™ de NaCl y la interaccién
testigo de ‘Hass’ y testigo de criollo, con un diametro de tallo de 2.60, 2.42 y 2.36 mm,
respectivamente (Figura 8). Entre cultivares, el criollo tuvo un diametro de tallo de 1.35
mm y ‘Hass’, 0.81 mm (Cuadro 2). En criollo, el didmetro de tallo fue 0.24 mm mayor
que el de raiz, en tanto que en ‘Hass’, el diametro de raiz fue 0.03 mm superior que el
diametro de tallo. En la mayoria de las plantas, el dafio que se ocasiona al incrementar
la salinidad es menor en la raiz que en el vastago (Munns, 1993), en estos materiales
de aguacate, la raiz fue mas sensible a la salinidad que el tallo de acuerdo a lo
reportado por Bernstein et al., (2004). El crecimiento de la raiz y del tallo, son
pardmetros clave en la respuesta de la planta al estrés salino, debido a que la raiz es el
organo encargado de dar soporte, absorber y transportar agua y nutrimentos al resto de
la planta y, el tallo por contener los tejidos vasculares de conduccion de estos
elementos esenciales para el crecimiento (Jamil et al., 2006). La tolerancia de las
plantas a las sales esta en funcién de la habilidad del sistema radical para excluir o

limitar el transporte de iones téxicos como Na y Cl a los tallos y restablecer su balance
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hidrico para que el crecimiento prosiga (Maurel y Chrispeels, 2001; Renault et al., 2001;
Singh et al., 2003).
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gLt NaCl 0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
m CRIOLLO 2.36 2.6 1.2 0 1.44 0.5
'HASS' 2.42 0 2.1 0 0.34 0

Figura 8. Diametro de tallo en plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Numero de hojas. En el testigo, sin sales, ambos materiales formaron el mismo
namero de hojas. En los tratamientos con NaCl, el criollo logré el mayor numero de
hojas a una concentracion de 0.7 gL™® de NaCl (Figura 9). En el resto de los
tratamientos salinos los dos materiales tuvieron el mismo comportamiento, en cuanto al
namero de hojas formadas. El promedio entre cultivares, el criollo logré la formacion de

2 hojas por tallo, mientras que el ‘Hass’ apenas formo una hoja (Cuadro 2).

Durante la formacion y expansion de la hoja en condiciones salinas, se encontrd
que el criollo desarrollé hojas con lamina totalmente expandida, algunas de ellas con la
punta necrosada (Figura 10A). En la mayoria de las plantas, el necrosamiento o dafio
foliar normalmente resulta por la alta acumulacién de Na o Cl en las hojas (Zhu, 2002);
en aguacate, este sintoma pudo ser debido al exceso de Cl mas que de Na en el medio
de desarrollo (Salazar et al., 1987). En ‘Hass’, el crecimiento de yemas foliares fue
escaso y apenas visible (Figura 10B); en consecuencia, la formacion de hojas se redujo

y la expansion foliar fue minima. La raiz es el 6rgano inmediato que sufre la salinidad

44



mas que las hojas (Jaleel et al., 2007) por ser el primer 6rgano que queda expuesto a la
salinidad (Rodriguez et al., 1997); sin embargo, en la mayoria de las plantas el primer
sintoma visible es la reduccion de la expansion de la hoja (Parida y Das, 2005) como
una reaccién ante el estrés para conservar energia (Jaleel et al., 2008) o a la inhibicion
de crecimiento ocasionada por la acumulacion de sales (Prisco y O’Leary, 1970) o al
desbalance en la sintesis de citocininas, que son las que promueven la division y

alargamiento celular y por ende la expansion foliar (Pospisilova et al., 2000).
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Figura 9. Numero de hojas por plantula de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidos de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 10. A) Criollo. Plantula completa con algunas hojas con punta necrosada y hojas caidas
(flechas). B) ‘Hass’. Hojas y yemas foliares.

La germinacion y las caracteristicas de crecimiento de las plantulas glicofitas
pueden ser los primeros criterios para seleccionar plantas tolerante al estrés salino
(Jamil et al., 2006); debido a que la mayoria de estos cultivos pueden no crecer a
concentraciones altas de sales y solo por definicién, las haléfitas logran su desarrollo
hasta en concentraciones superiores a los 400 mM NaCl (Flowers, 2004). En aguacate,
los principales cambios morfol6gicos notorios en condiciones salinas, sobre todo en
‘Hass’, fueron el crecimiento reducido, modificacion de la relacién parte aérealraiz y
limitacion en la expansiéon foliar (Maurel y Chrispeels, 2001). Sin embargo, los ejes
embrionarios que lograron germinar y continuar su crecimiento lograron sobrevivir en
estrés salino.

Supervivencia. La salinidad afecta el desarrollo y supervivencia de las plantas en
diferentes formas y este va a depender de la intensidad del estrés salino y del nivel de
tolerancia del cultivo (Shannon et al., 1994). En general, en este experimento se logro el
64 % de supervivencia (Cuadro 3), del cual se observé en orden de superioridad

porcentual, la produccion de plantulas (Figura 10A), ejes embrionarios crecidos
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Gnicamente en volumen con tonalidad blanca (Figura 11B) posiblemente por la
oxidacion de la clorofila (Jaleel et al., 2007) y en menor proporcion tallos sin raiz (Figura
11C). En los dos materiales, el porcentaje de plantulas fue mayor. Entre materiales,
‘Hass’ superd con el 13 % en la supervivencia a criollo. No obstante, ‘Hass’ en
comparacién a criollo, el crecimiento fue detenido al lograr en mayor proporcién ejes
embrionarios crecidos en volumen, especificamente a concentraciones altas de NaCl.
En el testigo, ambos cultivares lograron el 100 % de supervivencia, aunque, en criollo el
porcentaje de plantulas fue menor al formar tallos sin raiz. En criollo, el porcentaje de
supervivencia fue alto tanto en el testigo como en 0.1 gL™ de NaCl (100 %) y en ‘Hass’
resultd con 0.3 y 0.7 gL de NaCl. Se puede considerar, que los principales efectos
perjudiciales por la baja o moderada salinidad, es la presidbn osmdética negativa
provocada por la presencia de sales en la zona radicular (Vijayan, 2009) y aunque los
mecanismos de tolerancia no son muy claros, una explicacién de la supervivencia de
las plantulas de aguacate al estrés salino, puede ser que desarrollaron efectos de
adaptacion que mediaron la homeostasis ionica, biosintesis de osmolitos compatibles,
inquirieron radicales toxicos, aumentaron el transporte de agua y coordinaron la
respuesta a larga distancia (Hasegawa et al., 2000), o como lo indican Jaleel et al.,
(2007), es debido a que las plantulas fueron capaces de manifestar ajuste osmotico,

gue es la primer respuesta tipica de las plantas estresadas por la salinidad.

Cuadro 3. Promedios del porcentaje de supervivencia calculado en base a respuesta de
crecimiento de aguacate criollo y ‘Hass cultivados in vitro en diferentes concentraciones de
NaCl (gL™).

Plantulas Ejes embrionarios  Brotes sin
Supervivencia (%) completas (%) voluminosos (%) raiz (%)
gL'1 Criollo Hass Criollo Hass Criollo Hass Criollo
Trat. NacCl

1 0 100 a* 100 a 80 b 100 a 0Ob Oc 20a

2 0.1 100 a Oe 100 a od Ob Oc Ob

3 0.3 40 c 100 a 20c 100 a 20a Oc Ob

4 0.5 Oe 40 c 0d 20c Ob 20b Ob

5 0.7 80 b 100 a 80b 20c Ob 80a Ob

6 0.9 20d 80b 20c od Ob 80a Ob
Promedio cultivares 58 70 50 40 4 30 4
Promedio general 64 45 17 2

“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 11. Supervivencia de aguacate criollo y ‘Hass’ cultivado in vitro en diferentes
concentraciones y tipos de sales (gL™). A) Eje embrionario crecido en NaCl; B) Eje embrionario
crecido en CacCl,; C) Eje embrionario crecido en NaCl:CaCl,; D) Plantula crecida en NaCl; E)
Plantula crecida en CaCl,; F) Plantula en NaCl:CaCl,; G) Brote sin raiz; H) Raiz sin brote; I)
Brote con plimula incipiente.

La supervivencia se redujo por efectos negativos ocasionados por la presencia
de NaCl en el medio de cultivo. Los efectos adversos observados fueron la oxidacion y
la deshidratacion (Cuadro 4). En ambos cultivares, la oxidacién ocurri6 en mayor
porcentaje tanto en ejes embrionarios crecidos en volumen como en plantulas (Figura

12A); la deshidratacion sucedié Unicamente en plantulas (Figura 12B). La oxidacion fue
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maés frecuente en criollo, la cual oscilé entre 0.3 y 0.9 g L™* de NaCl, con un promedio
del 33 %. La oxidacién pudo ser debido, a que la acumulacion de Na y Cl en los tejidos,
promueve la formacion de especies reactivas al oxigeno (ROS), tales como radicales de
superoéxido (O2), peroxido de hidrogeno (H20,) y radicales hidréxilos (OH) ocasionando
dafios en los lipidos de la membrana, oxidacion de las proteinas y en los acidos
nucleicos (Askraf y McNeilly, 2004; Xu y Shi, 2007; Vinocur y Altman, 2005) y las
plantas que lograron sobrevivir en condiciones de estrés, pudo ser a que activaron
enzimas desintoxicantes de radicales de oxigeno, tales como superoxido dismutasa
(SOD), ascorbato peroxidasa (APX), catalase (CAT) y moléculas antioxidantes como
acido ascorbico (AA), a-tocoferol y glutationa reducida (GSH) (Jaleel et al., 2007). La
desintoxificacion de las ROS es un mecanismo que puede considerarse como una
estrategia para incrementar la tolerancia al estrés salino en las plantas; el cual es
realizado por un sistema de moléculas reducidas no enziméticas como el AA (acido

ascorbico) y antioxidantes enzimaticos (Jaleel et al., 2007).

Cuadro 4. Promedios del porcentaje de brotes deshidratados y ejes embrionarios oxidados de
aguacate criollo y ‘Hass cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl (gL™).

gLt Deshidratacion (%) Oxidacion (%)

Trat. NacCl Criollo Hass Criollo ‘Hass’
1 0.0 oc Oc of of
2 0.1 Oc Oc of 100 a
3 0.3 20b Oc 40d of
4 0.5 20b 40 a 80b 20e
5 0.7 Oc Oc 20e of
6 0.9 20b 20b 60 c of

Promedio cultivares 10 10 33 20

Promedio general

10

“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 12. Respuesta que afecto la supervivencia de aguacate criollo y ‘Hass’ cultivado in vitro
en diferentes concentraciones de NaCl (gL™). A) Ejes embrionarios oxidados; B) Plantulas
deshidratadas.

Los efectos de la salinidad mas comunes en plantas glicéfitas son la pérdida de
turgencia, reduccién del crecimiento, hojas pequefas, tallos cortos, senescencia
prematura, fotosintesis disminuida, cambios respiratorios, pérdida de la integridad
celular, necrosis de tejido, y/o muerte de la planta (Cheeseman, 1988). En aguacate, el
NaCl influyd negativamente en el crecimiento y supervivencia. ‘Hass’, mostré un
crecimiento inversamente proporcional a la concentracién de la sal; ocurrié que del 70
% de la supervivencia, aproximadamente, 50 % de los ejes embrionarios crecieran
Gnicamente en volumen, aunque con tonalidad blanca posiblemente por la pérdida de
clorofila (Figura 11A). En criollo, la supervivencia disminuyé por la oxidacion,
posiblemente, de diferentes componentes de las células (Vinacur y Altman, 2005). En
campo, la primera respuesta visible al estrés salino es la detencién de crecimiento de
los vastagos (Lazorf y Bernstein, 1998; Munns, 1993). En cultivo in vitro, se tiene la
ventaja de observar claramente el crecimiento del tallo y la raiz, asi como registrar los
cambios morfolégicos y de crecimiento ocasionados por la presencia de NaCl en el
medio, que conllevan también a detener su crecimiento.
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Establecimiento de ejes embrionarios en CaCl,

El andlisis estadistico mostré interaccion altamente significativa en porciento de
germinacion, dias a inicio de emergencia, porciento de emergencia, porciento de
supervivencia y significativa en longitud de tallo (Cuadro 6A). En dias a inicio de
germinacion, longitud de raiz, diametro de tallo, diametro de raiz y nUmero de hojas, la
diferencia estadistica fue no significativa, por lo tanto, la descripcion de los resultados
fue en base a los efectos simples de cada factor. Lo que permite inferir que debido a la
adicion de CaCl, en el medio de cultivo, el crecimiento pudo ser menos afectado o mas
uniforme, en comparacion a lo interpretado en el experimento con NaCl; debido
posiblemente a la participacion del Ca en el crecimiento de los ejes embrionarios y/o a
gue este material vegetal tuvo la capacidad de inhibir el efecto de Cl y/o de secuestrarlo

en alguna parte de la plantula (Castro et al., 2009).

Dias a inicio de germinacion y porcentaje de germinacion. El inicio de la
germinaciéon de los ejes embrionarios oscilé6 entre 11 y 61 dias de cultivo in vitro en
CaCly; en promedio, 62 % de la germinacién inici6 a los 31 dias después del
establecimiento in vitro del eje embrionario (Cuadro 5). En el testigo, 80 % de criollo
inicié a los 27 dias, en tanto que en ‘Hass’, la germinacion fue de 100 % a los 54 dias
(Figura 13 y 14). En los tratamientos con CacCl,, la germinacién de criollo fue menos
afectada que ‘Hass’. Resultados que permiten sefalar que ‘Hass’ es menos tolerante a
CacCl,, posiblemente, por la presencia en exceso de cloro (Cl); el cual, es un i6n que a
concentraciones bajas es esencial en el metabolismo de las plantas (Salisbury y Ross,
1994) pero que a altos niveles puede ser téxico (Zhu, 2001), sobretodo en aguacate
como lo manifiestan Salazar-Garcia et al. (1987); Salazar-Garcia y Cortés-Flores,
(1988) y Lahav (2003). Investigadores como Hewwit (1983) y Gobinathan et al. (2009)
seflalan que el calcio (Ca) es necesario en la germinacion, favorece el crecimiento
radicular y es requerido por el mecanismo selectivo de absorcion de la plasmalema. Por
esta razén, es posible que la adiciébn de Ca en el medio de cultivo contrarrestara el
efecto del ion acomparante (Cl), que ejerce en aguacate, lo que permitio tener mayor

germinacion en comparacion a la respuesta obtenida de los ejes embrionarios
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establecidos en NaCl, sal compuesta por dos iones toxicos para la mayoria de las

plantas.

Figura 13. Dias a inicio de germinaciéon de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’
cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™).
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*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)
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Figura 14. Porcentaje de germinacion de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’

cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Cuadro 5. Promedios de dias a inicio de germinacion y porcentaje de germinacion, dias a inicio
de emergencia y porcentaje de emergencia de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’
cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL ™).

Inicio de Inicio de
Material vegetal germinacion Germinacibn emergencia Emergencia
(dias) (%) (dias) (%)
Criollo 28 67 32 86
‘Hass’ 34 57 35 60
Promedio general 31 62 34 73

Dias a inicio de emergencia y porcentaje de emergencia. La aparicion de la plumula
vario entre criollo y ‘Hass’ y las concentraciones de CaCl,. En el testigo, ambos
materiales de aguacate emergieron al 100 %, la diferencia la marcé el tiempo de inicio
en cada material; asi, tenemos que ‘Hass’ emergid 12 dias después que criollo (Figuras
15y 16). En presencia de CaCl, en el medio, la emergencia del criollo fue directamente
proporcional de 0.1 gL hasta 0.5 gL y en el resto de las concentraciones fue
inversamente proporcional a la concentracion de esta sal. En ‘Hass’, la emergencia fue
del 100 % tanto en el testigo como en la concentracién méas baja de CaCl, (0.1 gL™); en
los tratamientos restantes, el porcentaje de emergencia disminuyd, concretamente en
las concentraciones altas de CaCl,. En promedio, 86 % de la emergencia en criollo
inici6 a los 32 dias y 60 % en ‘Hass' fue a los 35 dias (Cuadro 5). En CaCl,, la
germinacion y la emergencia de la plumula de los ejes embrionarios mejoraron en
comparacion a los establecidos en NaCl; se considera que esta respuesta puede estar
asociada a que el CaCl, es menos dafiino por estar compuesto por un cation divalente
(Ca); el cual, es un nutrimento esencial e importante en el alargamiento y division
celular, en la estructura y permeabilidad de las membranas celulares y a que en
condiciones salinas, es esencial por su papel sefalizador y su efecto sobre la actividad
de algunos transportadores i6nicos, como lo reportan Rengel (1992), Marschner (1995),
Akinci y Simseck (2004) y Mahajan y Tuteja (2005). Por lo que, el Ca puede ser un
elemento importante en la tolerancia del aguacate a la salinidad.
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Figura 15. Dias a inicio de emergencia de brotes de aguacate criollo y ‘Hass’ a partir de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 16. Porcentaje de emergencia de plumula de aguacate criollo y ‘Hass’ a partir de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CacCl, (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Longitud de raiz. El crecimiento de las plantulas de aguacate medido con base en la
longitud de raiz y tallo fue limitado por el estrés causado posiblemente por la presencia
de Cl en la sal compuesta por CaCl;, (Bernstein, 1975; Epstein y Rains, 1987; Sanchez,
2003). En comparacion al testigo, con la adicion de CaCl, al medio de cultivo, la
longitud de raiz de ‘Hass’ se observd severamente disminuida (Figura 17). Si bien en el
testigo, la longitud de raiz de ‘Hass’ fue 1.4 cm superior a la de criollo; con la adicion de
CacCl; el criollo tuvo un crecimiento de raiz mayor que ‘Hass’. Lo que indica que ‘Hass’
fue menos tolerante al estrés por sales, aunque estas contengan elementos esenciales
para su crecimiento. No obstante, el crecimiento de estos materiales fue menos
afectado con CacCl, en comparacion a los tratados con NaCl; debido posiblemente a
gue el Ca también participa en el ajuste osmoético mediante la acumulacion de solutos
organicos compatibles, el cual favorece el balance hidrico y el crecimiento de la planta
como lo mencionan Girija et al. (2002). A pesar de que, el empleo de CaCl, puede ser
una practica util para mejorar la tolerancia de aguacate a la salinidad, Gobinathan et al.,
(2009) sefialan que no existe un consenso de su efectividad especificamente cuando se

aplica como CacCl..
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Figura 17. Longitud de raiz de plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Longitud de tallo. En el testigo, la longitud de tallo de ‘Hass’ supero6 a testigo de criollo
con aproximadamente 23 % (Figura 18). En criollo, la longitud de tallo no mostré
diferencia significativa entre las plantulas crecidas en CacCl, y el testigo; no obstante, la
longitud de tallo, en el testigo fue ligeramente mayor con respecto a las concentraciones
0.3, 0.7 y 0.9 gL y levemente menor en 0.1 y 0.5 gL™ de CaCl,. En ‘Hass’, con la
adicion de CaCl,, el crecimiento de tallo fue inversamente proporcional a su
concentracion en el medio. Resultados que permiten sefialar que en criollo, la longitud
de tallo fue menos afectada por CaCl,, debido a que mostro un crecimiento de tallo mas
uniforme, en tanto que en ‘Hass’ se observé una asociacion negativa entre la longitud
de tallo y la concentracion de CacCl, presente en la solucion externa, es decir, la longitud
de tallo disminuyé conforme la concentracion de CaCl, se incrementd. La proporcion
aproximada tallo:raiz en criollo fue de 1.6:1 y en ‘Hass’ de 1.4:1; respuesta que permite
sugerir que, el sistema radical, a pesar de ser el primer érgano afectado por la salinidad
en la mayoria de las plantas (Jamil et al., 2006) entre las que se puede incluir el
aguacate (Bernstein et al., 2004), tuvo la capacidad de regular la absorcion de
elementos necesarios a través de las membranas plasmaticas celulares y traslocarlos al
vastago para que el crecimiento del tallo prosiguiera, proceso que puede ser asociado a
la participacion de Ca en la estabilidad de las membranas (Gobinathan et al., 2009) y a
la contribucion de cloro en el ajuste osmatico de las raices como lo sefiala Marschner
(2002). Estudios recientes en aguacate han mostrado que la estimulacion del
crecimiento vegetativo en niveles bajos de salinidad, puede ser debido al alargamiento
celular y a un aumento en el numero de células como un resultado de la

osmorregulacion (Musiyimi et al., 2007a).
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Figura 18. Longitud de tallo de brotes de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™)
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Diametro de raiz. A pesar de no encontrarse diferencia estadistica entre los materiales
de aguacate, la raiz en criollo fue aproximadamente 30 % mas gruesa que la de ‘Hass'.
En el testigo, ambos materiales de aguacate consiguieron superar en el diametro de
raiz a la mayoria de las concentraciones de CaCl, (Figura 19). En los dos materiales
experimentales expuestos en 0.5 gL CaCl,, el didmetro de raiz disminuy6
notablemente. El aguacate es considerado como una especie sensible a la salinidad, la
cual es reflejada en una reduccion del crecimiento (Bernstein et al., 2004; Mickelbart et
al., 2007); sin embargo, se ha observado cierto nivel de tolerancia que varia entre las
razas mexicana, antillana y guatemalteca, entre materiales de una misma raza y entre
portainjertos (Whiley et al., 2002; Mickelbart y Arpaia, 2002). A pesar de que el cloro es
el ion de mayor movilidad (Alcantar et al., 2007) y el mas dafino en el cultivo de
aguacate (Salazar et al., 1987), es posible que esta especie tenga la capacidad de
secuestrarlo en las raices, que le permite tolerar su presencia y lograr su crecimiento.
Segun Munns (2002), los materiales que muestran disturbios minimos en el crecimiento
en condiciones salinas o tienen un crecimiento vigorosos pueden ser indicadores de ser

cultivares mas tolerantes.
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De acuerdo con Bernstein et al. (2004), el sistema radical de aguacate es mas
sensible a la salinidad que la parte aérea debido probablemente a que es un 6rgano
que crece superficialmente, (lugar donde hay mayor acumulacion de sales), con poca
ramificacion, lo que reduce la capacidad de absorcion de agua y nutrimentos (Whiley et
al., 2002); razones por las cuales, se considera que las raices en aguacate juegan un

papel importante en la tolerancia a la salinidad (Bernstein et al., 2003).
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Figura 19. Diametro de raiz de plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL ™)
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Diametro de tallo. El testigo de ambos materiales no mostré significancia en el
diametro de tallo; sin embargo, en ‘Hass’, el diametro de tallo mostré una tendencia
ligeramente superior al de criollo (Figura 20). En cuanto a los tratamientos con CacCl,, el
diametro de tallo en ‘Hass’ manifestd una tendencia inversamente proporcional a la
concentracion y criollo, a pesar de no mostrar una tendencia, el diametro de tallo fue
superior al de ‘Hass’; sobresaliendo la concentracién 0.7 gL™ de CaCl,; por lo que se
considera que criollo fue mas tolerante que ‘Hass’ a esta sal. Musyimi et al. (2007)
manifiestan que las modificaciones en el tamafio de los 6rganos de la planta en

aguacate como, el incremento en el diametro de tallo, son probablemente mecanismos
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de respuesta a la salinidad para reducir la pérdida de agua y evitar el embolismo, los
cuales afectan el crecimiento de la planta. De acuerdo con Zimmermann (1983), el
embolismo consiste en la evaporacion del agua en el interior de los conductos del
xilema, produciéndose la obstruccion con aire del conducto afectado y se presenta

cuando el potencial hidrico es muy negativo.

‘Hass’ es una variedad mejorada mayormente afectada por las sales, lo que
permite suponer que en una plantacion comercial el nivel de tolerancia es dependiente
del portainjerto utilizado (Salazar et al., 1987; Oster y Arpaia, 1992; Mickelbart et al.,
2007) y el criollo puede ser una alternativa como portainjerto para las variedades
comerciales sensibles a salinidad, debido a que tuvo respuesta morfogénica diferente,

modulada potencialmente por su variacion genética natural (Dalsaso y Guevara, 1988).
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Figura 20. Diametro de tallo en plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Numero de hojas. El efecto de CaCl, fue diferente unicamente en ‘Hass'. En el testigo,
ambos materiales formaron tres hojas. En ‘Hass’, el efecto de CaCl, fue negativamente

significativo, pues la formacion de hojas fue escasa y no formé hojas en la mayoria de
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las concentraciones (Figura 21); en criollo, la respuesta fue positiva al favorecer la
formacién de hojas en todas las concentraciones de CaCl,; aunque, en algunas
concentraciones en mayor y otras en menor niamero de hojas que en el testigo. En
promedio, criollo formé mas hojas que ‘Hass’ en una proporcion 3:1. Resultados que se
pueden explicar de acuerdo a que Casierra-Posada y Rodriguez (2006) consideran
cuando la concentracion de sales en la solucidén externa de las células de la planta se
incrementa, los potenciales osmético e hidrico disminuyen limitando al sistema radical la
absorcion de agua y nutrimentos y su distribucion a la parte aérea. Lo anterior sugiere
que criollo formé mayor numero de hojas, debido a que tanto el diAmetro de tallo como
de raiz fueron mayores y por ende, pudo haber sido mejor la conexion entre estos
organos y favorecer a la parte aérea, el flujo de agua y nutrimentos que son las

sustancias esenciales para el crecimiento foliar.
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Figura 21. Numero de hojas por plantula de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidos de ejes

embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Aunque no se encontré interaccion significativa entre ‘Hass’ y criollo crecidos en
CaCl,, en la mayoria de las variables evaluadas, entre estos materiales si se
observaron diferencias de crecimiento, razén por la cual, y de acuerdo con Flowers et

al. (1988) y Castro et al. (2009), las plantas que muestran mayor vigor, el cual puede
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ser calificado con parametros de crecimiento como diametro de tallo, volumen radical y
longitud de tallo, puede ser una evidencia de tolerancia a salinidad. Cualidades que el
criollo mostré en este estudio, por lo que se puede considerar que mediante la técnica
in vitro es posible identificar, a los 65 dias de cultivo, materiales tolerantes a salinidad

que puedan ser Utiles como portainjerto.

Supervivencia. En los dos materiales de aguacate, la supervivencia fue mayor con la
adicion de CacCl, con respecto a la obtenida con NaCl. En promedio, la supervivencia y
la obtencion de plantulas en criollo fue 20 % mayor que ‘Hass’ (Cuadro 6). En el testigo
de criollo y ‘Hass’, la supervivencia fue 100 %; sin embargo, en ‘Hass’ se produjeron 20
% mas plantulas que en criollo. En los dos materiales, la produccion de plantulas se
afectd con la adicion de CaCl, en el medio de crecimiento; en ‘Hass’ se aprecié que la
produccion de plantulas disminuyé al observarse con mayor frecuencia ejes
embrionarios crecidos en volumen (Figura 11B) y en criollo debido a que se formaron
brotes sin raiz (Figura 11G). Los ejes embrionarios crecidos en volumen mostraron una
tonalidad verde. Algunos investigadores indican que la detencién del crecimiento de las
plantas en condiciones salinas es ocasionado por el transporte reducido de agua, y de
nutrimentos y hormonas de las raices a las hojas (Azoos et al., 2004; Musyimi, 2005),
otros sefialan que puede ser una respuesta adaptativa al estrés (Zhu, 2001) que les
permite conservar energia y de ese modo desarrollar un mecanismo de defensa (til
para minimizar el dafio y poder sobrevivir (Jaleel et al., 2007). Sin embargo, Hasegawa
et al. (2000); Netondo et al. (2004a); Musyimi (2005) consideran que estos efectos
estan asociados a la capacidad de la salinidad de afectar el potencial hidrico externo,
debido al efecto osmético, con la toxicidad de un ion especifico y el desbalance

nutrimental.
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Cuadro 6. Respuesta de crecimiento y porcentaje de sobrevivencia de aguacate criollo y ‘Hass’
cultivado in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL™).

Ejes embrionarios  Brotes Raiz sin

gL™ Supervivencia Plantulas crecidos en sinraiz  plumula
Trat. CaCl, (%) (%) volumen (%) (%) (%)
Criollo Hass Criollo Hass Criollo Hass Criollo Hass
1 0.0:.0.0 100 a* 100 a 80 b 100 a 0b Ob 20b Ob
2 0.1.0.1 100 a 100 a 80 b 60 c 0b 40 a 20b Ob
3 0.3.0.3 100 a 100 a 80 b 80b 0b 0b 20b 20 a
4 0.5:0.5 100 a 20d 60 c 20e 0b Ob 40 a Ob
5 0.7:07 80b 80 b 80 b 40d 0b 40 a Oc Ob
6 0.9:0.9 100 a 60 c 60 c 60 c 40 a 40 a Oc Ob
Promedio cultivares 97 77 73 53 7 20 17 3
Promedio general 87 63 14 8 2

*Promedios con la misma letra dentro de cada columna son iguales segln la prueba de Tukey (P<0.05).

En ‘Hass’, la supervivencia fue reducida por CacCl,, debido a la produccién de
brotes deshidratados y oxidados (Cuadro 7). Zekri (1993) menciona que la salinidad
reduce significativamente la germinacion, emergencia y supervivencia de las plantas al
disminuir la absorcién de agua y por la absorcion excesiva de iones toxicos, como en
este caso, el cloro pudo haber sido para ‘Hass’, dado que algunas plantulas se
deshidrataran a los 65 dias de cultivo in vitro. Es posible que en concentraciones altas
de CacCls, el ClI, por ser un i6n de rapida movilidad, (Alcantar et al., 2007) desplazara al
Ca de las membranas celulares y espacios intracelulares como lo sefiala Dimassi-
Theriou, (1998). La oxidacién, causada por los compuestos fendlicos presentes en
aguacate, pudo ser estimulada por la luz (Mohamed-Yasseeen, 1993) o como una
consecuencia del estrés salino por la excesiva generacion de especies reactivas al
oxigeno (ROS) (Jaleel et al., 2007).

Cuadro 7. Promedios del porcentaje de brotes deshidratados y ejes embrionarios oxidados de
aguacate criollo y ‘Hass cultivados in vitro en diferentes concentraciones de CaCl, (gL ™).
-1

gL Deshidratacion (%) Oxidacion (%)

Trat. CaCl, Criollo Hass Criollo ‘Hass’
1 0.0 Oc Oc Ob Ob
2 0.1 Oc Oc Ob Ob
3 0.3 Oc Oc Ob Ob
4 0.5 Oc 80a Ob Ob
5 0.7 20b Oc Ob 20a
6 0.9 Oc 20b Ob 20a

Promedio cultivares 3 17 0 7
Promedio general 10 3

*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)
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Establecimiento de ejes embrionarios en NaCl:CacCl,

El andlisis de varianza revelo6 interaccion altamente significativa en dias a inicio
de germinacion, porcentaje de germinacion, porcentaje de emergencia y porcentaje de
supervivencia e interaccion significativa en longitud de raiz (Cuadro 7A). En las
variables: dias a inicio de emergencia, longitud de tallo, diametro de raiz y diametro de
tallo la interaccion no fue significativa; por ello, los resultados se describen y discuten de
acuerdo a los efectos simples de cada factor. El efecto simple de NaCl:CaCl, fue no
significativo en el numero de hojas entre criollo y ‘Hass’. En este experimento, es
posible que los procesos de germinacion, emergencia y supervivencia fueron mas
afectados por la combinaciéon de sales, que el crecimiento cuantificado por la longitud
de tallo, didmetro de raiz, diametro de tallo y niamero de hojas de las plantulas

estresadas de criollo y ‘Hass’.

Dias a inicio de germinacion y porcentaje de germinacién. En el testigo de criollo, la
germinacion inicié 27 dias antes que en el testigo de ‘Hass’ (Figura 22); no obstante, en
‘Hass’, la germinacion fue 20 % mayor que criollo (Figura 23). En los materiales
considerados, la germinacion fue directamente proporcional cuando la concentracion de
la relacién NaCl:CacCl, aumenté de 0.1:0.1 a 0.3:0.3 gL™ e inversamente proporcional a
medida que se incrementd la combinacion de estas sales a niveles superiores de la
dltima relacion indicada. En ‘Hass’, 100 % de los ejes embrionarios germinaron en el
testigo y en la concentracion 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl,; empero, la germinacion inicié 9
dias antes con la adicion de NaCl:CaCl, con respecto al testigo En criollo, la
germinacién fue mejor con 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl,; debido a que, la germinacion
inicié 4 dias antes que el testigo y lo super6 con 12 %. Estos resultados indican que es
posible que en aguacate, la germinacion se acelere con la adicibn moderada de estas
sales, al ocurrir que los tejidos embriogénicos maduren y la germinacion suceda mas
rapido. En criollo y ‘Hass, la germinacién fue afectada con 0.7:0.7 y 0.9:0.9 gL™ de
NaCl:CaCl,; con estas concentraciones, en criollo, la germinacién requiri6 menos dias
para iniciar pero el porcentaje fue menor comparado con las concentraciones < 0.5:0.5

gL de NaCl:CaCl, y en ‘Hass’, los ejes embrionarios no germinaron (Figura 22).
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Resultados que pueden ser asociados a la presencia excesiva de Na y Cl que inhibieron
la absorcién y transporte, ademéas de agua, de iones que influyen en la germinacion y
crecimiento de las plantas como es el Ca (Akinci y Simsek, 2004). Por su parte, Zekri
(1993) sefala que en citricos, la germinacion se inhibe, debido a la disminucion del
potencial osmotico en el medio de desarrollo ocasionado por la salinidad, que trae como
consecuencia un desbalance hidrico y un efecto téxico para el embrion. Sin embargo,
una parte de los embriones lograron germinar, y fue, posiblemente, porque la adicion de
Ca en el medio disminuyo el efecto toxico de Na y Cl o a que el embrion tuvo la
capacidad de absorber agua y mantener la turgencia requerida para llevar a cabo el

proceso de germinacion (Tester y Davenport, 2003).
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Figura 22. Dias a inicio de germinacion de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass

cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl..
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 23. Porcentaje de germinacién de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’

cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CacCls.
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Dias a inicio de emergencia y porcentaje de emergencia. En el testigo de los
materiales considerados, la emergencia fue de 100 %; so6lo que criollo emergi6 12 dias
antes que ‘Hass’ (Figuras 24 y 25). En los dos materiales de aguacate, tanto los dias a
emergencia como el porcentaje de emergencia incrementaron al aumentar la
concentracién de 0.1:0.1 a 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl, y disminuyeron conforme la
concentracién incrementd hasta 0.9:0.9 gL™ de NaCl:CaCl,. Lo que indica que la
emergencia se retardd pero fue en mayor proporcion. En ‘Hass’, la emergencia fue nula
con 0.7:0.7 y con 0.9:0.9 gL™ de NaCl:CaCl,. Es posible que, con 0.1:0.1, 0.3:0.3 y
0.5:0.5 gL ™ de NaCl:CaCl., el Na y Cl no limitaron la efectividad del Ca en la absorcién
de agua y nutrimentos a través de la membrana plasmatica, ni en la elongacion y
division celular, ni en la estructura y permeabilidad de las membranas celulares y ni en
la traslocacion de carbohidratos, para que la emergencia se llevara a cabo pero con
0.7:0.7 y 0.9:0.9 gL de NaCl:CaCl,, la concentracién de Na y Cl fue mayor lo que pudo
ocasionar que en criollo, la emergencia disminuyera y en ‘Hass’, se inhibiera
(Gobinathan et al., 2009).
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Aun cuando los porcentajes de germinacion y emergencia se redujeron en la
mayoria de las concentraciones de NaCl:CaCl,; con la adicion de estas sales al medio,
estos procesos se aceleraron, lo que sugiere, que la presencia de sales en el medio
externo puede conseguir la maduracion prematura de los tejidos. Los embriones que
toleraron el estrés y consiguieron su crecimiento fue porque posiblemente tuvieron la
capacidad de incluir los iones toxicos como Cl y Na en la vacuola, excluirlos de novo al

medio o0 secuestrarlos en alguna parte de sus tejidos.
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Figura 24. Dias a inicio de emergencia de brotes de aguacate criollo y ‘Hass’ a partir de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)
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Figura 25. Porcentaje de emergencia de plumula de aguacate criollo y ‘Hass’ a partir de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL ™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Longitud de raiz. En el testigo, la longitud de raiz de ‘Hass’ fue 1.4 cm mayor que
criollo. Aun cuando la longitud de raiz fue estadisticamente igual en ‘Hass’ con 0.3:0.3
gL™ de NaCl:CaCl; y el testigo de criollo, la raiz de ‘Hass’ crecié 0.6 cm mas que la de
criollo (Figura 26). De acuerdo con Goykovic y Saavedra (2007), la magnitud de las
respuestas de las plantas se encuentra estrechamente relacionada a la concentracion
de las sales, a la duracion del estrés a que estan expuestas y a la especie o material
vegetal de que se trate. En criollo, la longitud de raiz fue inversamente proporcional a la
concentracion de esta mezcla de sales; en ‘Hass’, la raiz consiguio crecer con 0.1:0.1 y
0.3:0.3 gL de NaCl:CaCl,, pero conforme la concentracién de la combinacion
incrementd, el crecimiento radical fue escaso o0 nulo. Resultados que indican que en
ambos, el sistema radical fue sensible a NaCl:CaCl,; aunque en ‘Hass’, fue mas
acentuada. Al-Karaki (2000) y Goykovic y Saavedra (2007) determinan que en raices de
tomate, el aumento en la concentracion de sales afecta adversamente el crecimiento
radical, posiblemente porque, las sales alteran la absorcion de agua al reducir el
potencial hidrico del medio y provocan un desequilibrio idnico que produce toxicidad y

desbalance nutrimental; hecho que puede afectar el crecimiento general de la planta. La
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adicion de CaCl, en el medio de cultivo a la misma proporcion de NaCl mejor6 el
crecimiento radical de las plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ en comparacion a los
establecidos en NaCl. Epstein (1998) indica que el efecto benéfico de la adicion de Ca
al ambiente de la raiz en plantas estresadas con NaCl puede ser asociado con el
mantenimiento de la integridad de la membrana celular, la cual reduce la absorcion de

Na por la raiz y contribuye a su reduccion en el vastago.
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Figura 26. Longitud de raiz de plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL ™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Longitud de tallo. El efecto de las concentraciones de NaCl:CaCl, en la longitud de
tallo fue diferente unicamente en ‘Hass’. En el testigo de ‘Hass’, las plantulas obtuvieron
un tallo 4.0 cm mas largo que las de criollo pero con la adicion de NaCl:CaCl, el tallo
de criollo creci6 mas que el de ‘Hass’ (Figura 27). En ‘Hass’, cuando la concentracion
incrementé de 0.1:0.1 a 0.3:0.3 gL de NaCl:CaCl,, la longitud de tallo aumenté més del
doble pero a medida que se acrecentd la concentracién de NaCl:CaCl,, el crecimiento
de tallo decrecio severamente posiblemente como una respuesta de toxicidad o a la
sintesis limitada y distribucion reducida de hormonas de las raices a la parte aérea
(Azooz et al.,, 2004). En criollo, aun cuando la mezcla de NaCl:CaCl, no influyo
estadisticamente en la longitud de tallo, numéricamente indica que la adicion de

NaCl:CaCl, a concentraciones 0.1:0.1 y 0.3:0.3 gL™ reflejaron efecto positivo, debido a
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que el tallo fue 0.9 cm y 2.4 cm (respectivamente) mas largo que en el testigo; en el
resto de las concentraciones, el efecto fue negativo al observar que la longitud de tallo
disminuy6 mas de 50 %. Se puede considerar que, las concentraciones 0.1:0.1y 0.3:0.3
gL’ de NaCl:CaCl, en el medio favorecieron el crecimiento de tallo, debido
posiblemente a la participacion de calcio, por ser un elemento que interviene en la
acumulacion de solutos organicos; sustancias que contribuyen en el ajuste osmético en
la raiz, manteniendo el balance hidrico y favoreciendo el crecimiento de la planta como

lo sefalan Silva et al. (2003).
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Figura 27. Longitud de tallo de brotes de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios cultivados in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL ™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Diametro de raiz. En ‘Hass’, el diametro de raiz varié entre las concentraciones de
NaCl:CaCl, (Figura 28). Aun cuando en el testigo de ambos materiales no mostrd
diferencia estadistica en el diametro de raiz, en criollo, la raiz fue 0.22 mm mas gruesa.
En ‘Hass’, el diametro de raiz fue directamente proporcional de 0.1:0.1 a 0.3:0.3 gL de
NaCl:CaCl, e inversamente proporcional en el resto de las concentraciones al ser
mayores. Pese a que en criollo, el diametro de raiz no existié efecto significativo entre
tratamientos, numéricamente se observaron diferencias. Por ejemplo, en la
concentracion 0.5:0.5 gL™ de NaCl:CaCl,, el diametro de raiz fue escasamente menor al

testigo y en 0.9:0.9 gL de NaCl:CaCl,, fue disminuido severamente. Una disminucion
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del diametro de raiz puede ser debido a un decline irreversible en el alargamiento de la
pared celular provocado por la salinidad; en una relacién alta Na:Ca, el Na puede
desplazar el Ca de la membrana plasmatica e inmediatamente, la fisiologia y funcion de
la membrana podria cambiar y afectar la homeostasis del Ca en la célula como una

primera respuesta al estrés (Rengel, 1992).
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Figura 28. Diametro de raiz de plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Diametro de tallo. En ‘Hass’ fue diferente el efecto de los tratamientos en el diametro
de tallo. En el testigo de los dos materiales, el diametro de tallo fue 2.4 mm. En criollo,
el tallo fue ligeramente mas grueso en 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl, con respecto al
testigo (Figura 29); en el resto de las concentraciones no se observd una tendencia. En
‘Hass’, el diametro de tallo fue significativamente mas afectado que en criollo por la
adicién de NaCl:CaCl,; pues entre las concentraciones 0.1:0.1 a 0.5:0.5 gL de
NaCl:CaCl,, el diametro se redujo cerca del 50 % con respecto a criollo. Ademas en
‘Hass’, el diametro de tallo se redujo significativamente en casi todas las
concentraciones de sales probadas en comparacion con la no aplicacion (testigo). Este
resultado posiblemente esté asociados con el déficit hidrico causado por un incremento

del potencial osmoético en el medio ocasionado por la presencia de NaCl:CaCl,,
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provocando que las raices no extrajeran agua del medio limitando con ello su
crecimiento (Song et al., 2006). De igual forma se observd, que en las plantulas de
criollo cultivadas en NaCl:CacCl,, se supone que el Ca ejercio un efecto mas significativo
en los vastagos que en las raices, al encontrar que en promedio, el tallo crecié mas que
la raiz. En promedio, en criollo se cuantificé una proporcion en la longitud tallo:raiz 1.4:1
y el diametro tallo:raiz 1.22:1. En este mismo sentido, ‘Hass’ obtuvo una proporcion
1.22:1 y 1:1.04 respectivamente. En relacién a la comparacion criollo:*Hass’, la longitud
de tallo fue 1.5:1, la longitud de raiz 1.22:1, el didmetro de tallo 1.66:1 y el diametro de
raiz 1.32:1. En base a estas cualidades y a los resultados ya discutidos, criollo puede
ser mas tolerante a este tipo de sales y ‘Hass’ mas sensible en cada etapa de

desarrollo.
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Figura 29. Diametro de tallo en plantulas de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidas de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Numero de hojas. Aun cuando en los dos materiales de aguacate, el efecto de los
tratamientos fue no significativo en el nimero de hojas, numéricamente las diferencias
existieron (Figura 30). En el testigo y en la concentracién 0.1:0.1 gL™ de NaCl:CaCl,,
criollo y ‘Hass’ formaron el mismo nUmero de hojas; aunque, con 0.1:0.1 gL™ de

NaCl:CaCl, en menor numero que el testigo. En el resto de las concentraciones de
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NaCl:CaCl,, criollo tuvo la capacidad de formar més hojas que ‘Hass’. En criollo, la
concentracion 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl, sobresalié al formar el mismo nimero de
hojas que el testigo. La formacién y el nUmero de hojas por rama es un factor de
importancia, debido a que compone el area foliar de la planta y, esta, ademas de ser
disminuida por salinidad, puede afectar la absorcion de agua y nutrimentos lo que
conlleva a limitar el crecimiento y productividad en aguacate (Musyimi et al., 2007). La
proporcion alta de Na:Ca puede traer como consecuencia una absorcion y transporte
limitadas tanto de agua como de Ca al vastago y un sintoma por deficiencia de Ca
puede estar asociada a la inhibicion del crecimiento foliar, especialmente en materiales
sensibles al estrés por sales (Rengel, 1992).
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Figura 30. Numero de hojas por plantula de aguacate criollo y ‘Hass’ obtenidos de ejes
embrionarios a los 65 dias de cultivo in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Supervivencia. La supervivencia de criollo y ‘Hass’ varié entre las concentraciones de
NaCl:CaCl,. Del total de ejes embrionarios de aguacate establecidos, en criollo, la
supervivencia fue 20 % mayor que ‘Hass’ (Cuadro 8). La supervivencia cuantificada en
la respuesta de los ejes embrionarios con o Sin crecimiento pero que permanecieron
vivos, como: plantulas completas (Figura 11F), ejes embrionarios crecidos en volumen

(Figura 11C), ejes embrionarios s6lo germinados (Figura 11H) y brotes sin raiz
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(FigurallG). En los dos materiales de aguacate, la supervivencia fue mayor en estado
de plantulas completas, no obstante, en criollo sobrevivieron 23 % mas plantulas que en
‘Hass’. Uno de los efectos adversos ocasionado por NaCl:CaCl,, fue la obtencién
limitada de plantulas completas pero que en cierta forma los ejes embrionarios se
observaron vivos. En promedio en ‘Hass’, la obtencion de plantulas se redujo debido a
que el 27 % de los ejes embrionarios mostraron un crecimiento Unicamente en volumen
con tonalidad verde, especificamente con 0.7:0.7 y 0.9:0.9 gL de NaCl:CaCl, y el 3 %
s6lo germinaron, es decir no emitieron pliumula. En criollo, la obtencién de plantulas
disminuy6 porque se formaron ejes embrionarios crecidos en volumen y brotes sin raiz
en igual proporcion (13 %). Es posible que las concentraciones excesivas de Na y Cl
limitaron el crecimiento y supervivencia de las plantulas, sobretodo de ‘Hass’ vy, el
suplemento de Ca al medio mitigd los sintomas ocasionados por el estrés salino en las
plantulas de ambos materiales, que lograron crecer y sobrevivir (Maathuis y Amtman,
1999; Jaleel et al., 2007).

Cuadro 8. Respuesta de crecimiento y porcentaje de sobrevivencia de aguacate criollo y ‘Hass’
cultivado in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CacCls,.

Ejes embrionarios  Brotes Raiz sin

gL™ Supervivencia Plantulas crecidos en sinraiz  plimula
Trat. NaCl:CaCl, (%) (%) volumen (%) (%) (%)
Criollo Hass Criollo Hass Criollo Hass Criollo Hass
1 0.0:0.0 100 a 100 a 80b 100 a Oc Oc 20b Oc
2 0.1:0.1 80 b 40d 80b 40d Oc Oc Oc Oc
3 0.3:0.3 100 a 100 a 60 c 80D Oc Oc 40 a 20D
4 0.5:0.5 100 a 60 c 80b 20e Oc 40 b 20 Db Oc
5 0.7:07 100 a 40d 60 c of 40 b 40 b Oc Oc
6 0.9:0.9 60 c 80b 20e of 40 b 80 a Oc Oc
Promedio cultivares 90 70 63 40 13 27 13 3
Promedio general 80 52 20 7 2

“Promedios con la misma letra dentro de cada columna son iguales segin la prueba de Tukey (P<0.05).

En este estudio, la adicion de NaCl:CaCl, afectdé negativamente la supervivencia
de las plantulas de criollo y ‘Hass’. Por ejemplo en ‘Hass’, la deshidratacion de las
plantulas se presentd en mayor proporcion y en menor la oxidacion de plantulas
(Cuadro 9). En criollo, fue frecuente la oxidacién de plantulas con 0.1:0.1 y 0.9:0.9 gL™
de NaCl:CaCl, pero nunca se presentd deshidratacion. De acuerdo con Hasegawa et al.
(2000), la salinidad ocasiona efectos hiperidnicos e hiperosméticos en las plantas, entre

los que destacan la desorganizacion de las membranas celulares, incrementos en los
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niveles de las especies reactivas al oxigeno (ROS) y toxicidad metabdlica. Estos
investigadores consideran que los dafios resultantes por la salinidad estan asociados
con la deshidratacion del protoplasma celular. La salida de agua del citoplasma provoca
un aumento de solutos y una reduccion del volumen del protoplasma con serias
consecuencias estructurales y metabolicas. La integridad de la membrana es una
estructura afectada por la deshidratacién y toxicidad de los solutos que ocasiona

alteraciones en el metabolismo.

Cuadro 9. Porcentaje de plantulas deshidratadas y oxidadas de aguacate criollo y ‘Hass’
cultivadas in vitro en diferentes concentraciones de NaCl:CaCl, (gL™).

Plantulas deshidratadas (%) Plantulas oxidadas (%)
gL’
Tratamiento  NaCl:CaCl, Criollo ‘Hass’ Criollo ‘Hass’
1 0.0:0.0 0d* 0d Oc Oc
2 0.1:0.1 od 60 a 20b Oc
3 0.3:0.3 od 0d Oc Oc
4 0.5:0.5 od 40 b Oc Oc
5 0.7:0.7 od 20c Oc 40 a
6 0.9:0.9 od 20c 40 a Oc
Promedio cultivares od 23 10 7
Promedio general 12 8

“Promedios con la misma letra dentro de cada columna son iguales segln la prueba de Tukey (P<0.05).

Fase lll. Evaluaciéon de parametros de tolerancia a salinidad en aguacate

en cultivo in vitro

Parametros de crecimiento

El crecimiento de las plantas medido con base en la produccion de materia
fresca y seca de vastago y raiz fue afectado significativamente por los tratamientos
(Cuadro 8A). Los resultados revelaron que en las plantulas tratadas con NaCl y CaCl,,
la materia fresca y seca de vastago y raiz decrecieron; con NaCl:CaCl,, la produccién
tanto de materia fresca y seca se incremento; la velocidad de pérdida o ganancia de

materia fresca y seca fue inversa o directamente proporcional a la concentracién de la
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sal (Figuras 31 y 32). Aun cuando se ha manifestado que el aguacate es sensible a la
salinidad (Bernstein et al., 2004; Mickelbart et al., 2007), en este trabajo se observd
cierto nivel de tolerancia; debido a que en raiz y vastago, los tratamientos salinos fueron

iguales estadisticamente al testigo (Figura 31y 32)).

Materia fresca

Los resultados indican que aunque la salinidad afecto las plantulas de aguacate,
el vastago produjo mas materia fresca que la raiz (Figura 31). En el testigo de vastago
y raiz, a pesar de que la materia fresca fue igual estadisticamente a los tratamientos
salinos, en el testigo de vastago, la materia fresca producida con 0.1 gL™ de NaCl, 0.1
gL de CaCl, y 0.3:0.3 gL de NaCl:CaCl,, lo sobrepasaron aproximadamente 11 %, 36
% y 8 %, respectivamente; en la raiz, la produccioén de materia fresca incrementé 21 %
con 0.1 gL de NaCl con respecto al testigo. EI mayor incremento de materia fresca se
obtuvo con la concentracién 0.1 gL™ de CaCl, y para el caso de la raiz, el mismo
resultado se observé en el tratamiento 0.1 gL™ de NaCl y la maxima reduccién de
materia seca en ambas partes de las plantulas fue obtenida con 0.3 gL™ de CaCl,. En
vastago, la materia fresca disminuyé a medida que la concentracién, de NaCl y con
CaCl,, aument6. Asi se tiene que con la presencia de NaCl, se redujo 28 % y
aproximadamente, también disminuyé 43 % con CaCl,; con NaCl:CaCl, la materia
fresca se increment6 cerca de 34 % conforme la concentracién aumento. Igualmente en
raiz, la materia fresca bajé 17 y 35 % con NaCl y con CaCl,, respectivamente y, con
NaCl:CaCl,, subid 52 %. El crecimiento vegetal se ve afectado positiva 0 negativamente
como consecuencia del estrés osmaotico, que depende de la capacidad de las plantas
para incorporar las sales a su metabolismo y del tipo de sal que causa el estrés
(Caseiro-Posada y Garcia, 2005). Es posible que este material de aguacate tenga la
capacidad de acumular mayor cantidad de materia fresca como se demostré en este
trabajo, aun en condiciones de estrés salino. Una posible explicacion pudiera ser que la
raiz tuvo la capacidad de activar algin mecanismo de tolerancia que permitié un
adecuado estado hidrico interno para evitar o minimizar el dafio que Na y/o Cl provocan

en las plantas de aguacate y de transportar los elementos esenciales a la parte aérea
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de la plantula causando un crecimiento mayor de vastago tal y como lo afirman Singh y
Chatrath (2001).
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Figura 31. Produccion de materia fresca de raiz y vastago de aguacate criollo crecido in vitro en
diferentes tipos y concentraciones de sales (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Materia seca

La concentracion creciente de NaCl y CaCl, en el medio de cultivo, indujo una
reduccién en la materia seca de vastago y raiz; a pesar de ello, en el vastago se obtuvo
mayor cantidad de materia seca (Figura 32). Pese a que en el testigo de vastago y raiz,
la materia seca fue igual estadisticamente a los tratamientos salinos, numéricamente
hubo diferencias. En algunos tratamientos salinos, la materia seca fue superior y menor
en otros, con relaciéon al testigo. Estadisticamente, la materia seca de vastago destacé
con 0.1 gL de CaCl, y con 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl,; pero, 0.1 gL™ de CaCl, tuvo 18
% mas materia seca que 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCly; disminucién derivada posiblemente
por la presencia adicional de Na y Cl que en cierta forma limitaron la funcionalidad de
Ca. En raiz, la cantidad de materia seca fue sobresaliente con 0.3:0.3 gL™ de
NaCl:CaCl,. Cuando la concentracién de NaCl y CaCl, increment6 de 0.1 a 0.3 gL™, la
materia seca de vastago y raiz fue afectada negativamente y con NaCl:CaCl, fue
afectada positivamente; estos resultados u observaciones permitieron conocer que en

vastago, la materia seca se redujo 11 % con NaCl y 24 % con CaCl, e incremento 41 %
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con NaCl:CaCl,. En raiz, la materia seca disminuy6 14 % con NaCl y 16 % con CaCly;
con NaCl:CaCl,, la materia seca aumentdé mas del doble. Alun cuando en vastago,
numeéricamente la cantidad de materia seca fue mayor con CaCl,, esta se redujo mas
con CaCl, que con NaCl a medida que la concentracion aumentd; en raiz, la materia
seca fue ligeramente menor con CaCl, que con NaCl; no obstante, esa diferencia no
resulté significativa estadisticamente. El aumento de la relacion NaCl:CacCl, en el medio
de cultivo, incrementa mas la acumulacion de materia seca en raiz que en vastago
(Figura 32). Se ha reportado que la salinidad reduce el crecimiento de los érganos de la
planta; sin embargo, la afectacién es distinta y puede depender de la especie, el cultivar
y tipo de sal (Casierra-Posada y Garcia, 2005). Se considera que el incremento de
materia seca de la parte aérea de las plantas expuestas a la salinidad, es el resultado
de la acumulacion de solutos compatibles, necesarios para el ajuste osmoético, como
una respuesta adaptativa de las células. La reduccién del sistema radicular puede ser
una consecuencia de las alteraciones fisiologicas desencadenadas por el estrés salino y
la acumulacion de Na y ClI en sus tejidos (Casierra-Posada y Rodriguez, 2006).
Investigaciones realizadas en Cucumis sativus L. (Akinci y Simsek, 2004), Fragaria sp
(Caseirra-Posada y Garcia, 2005), Linum usitatissimum L. (Khan et al., 2007) indican
que la concentracion creciente de sales afecta mas el crecimiento de la parte aérea que
de las raices; sin embargo, en este trabajo se detectd que las raices de aguacate criollo
pueden ser mas sensibles a la salinidad que los vastagos, al observase disminuido su
crecimiento (Figura 32). Estas observaciones concuerdan con las obtenidas por

Bernstein et al. (2004) con esta especie.
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Figura 32. Produccién de materia seca de raiz y vastago de aguacate criollo crecido in vitro en

diferentes tipos y concentraciones de sales (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Parametros fisiolégicos y bioquimicos

Contenido de agua

En las plantulas de aguacate el agua comprendié de 75 % a 89 % la biomasa de
los tejidos de la raiz y de 80 % a 85 % los de vastago (Figura 33). El estado hidrico de
la planta puede fundarse mediante la estimacién del contenido de agua (Chaman,
2007). Estado que se modifica en situaciones salinas y que puede afectar
adversamente el crecimiento de las plantas (Buchanan et al., 2000). En este estudio se
encontré6 que en el vastago, el estado hidrico se maodificé significativamente entre
tratamientos (Cuadro 8A); en raiz, el contenido de agua fue inversamente proporcional
a la concentracion de las sales, pero la reduccién no fue suficiente para que se
presentara diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 33); es posible que la
raiz respondiera mejor que el vastago al déficit de agua ocasionado por las sales. El
contenido de agua en el vastago del testigo, fue estadisticamente igual a la mayoria de
los tratamientos salinos, excepto con 0.3 gL de CaCl,. El estado hidrico de vastago

decrecio cuando incrementé la concentracion de NaCl, CaCl, y NaCl:CaCl,; de acuerdo
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con Chaman (2007), la variacion en el contenido de agua que puede ser suficiente para
que los tejidos pierdan turgencia cuando no se tiene la eficiencia del uso del agua.

En la raiz, ain cuando no hubo diferencias entre tratamientos en el contenido de
agua (Cuadro 8A), el testigo fue rebasado numéricamente por los dos tratamientos con
NaCl y con 0.1 gL™ de CaCl,, pero el contenido de agua fue mayor en el testigo en
comparacién al conseguido tanto con 0.3 gL de CaCl, como al obtenido en los
tratamientos con NaCl:CaCl, (Figura 33). El efecto osmaético en la planta esta
relacionado con la concentracion total de sales presentes en la solucion del suelo,
independientemente de la especie cultivada. Los potenciales osmotico e hidrico
disminuyen, al aumentar la concentracién de sales en la solucién del sustrato, lo que
representa serias complicaciones para las raices en la absorcion de agua. En este
estudio, el contenido de agua fue mayor en raiz que en vastago (excepto en la relacion
mas alta de NaCl:CaCl,; Figura 33); por ello, es posible que las raices de este material
de aguacate consiguieran mantener un potencial hidrico mas negativo que el del medio
externo para asegurar la absorcion y retencién de agua (Béarcenas-Abogado et al.,

2002); lo que posiblemente contribuy6 a alcanzar un crecimiento mejor de vastago.
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Figura 33. Porciento de agua en raiz y vastago de aguacate criollo crecido in vitro en diferentes
tipos y concentraciones de sales (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Potencial hidrico

El potencial hidrico manifestd diferencia significativa entre tratamientos en
vastago y no significativa en raiz (Cuadro 8A); de acuerdo con Silva-Robledo et al.
(2007), cambios en el potencial hidrico de la planta son una respuesta a los cambios
extracelulares del potencial de solutos. En raiz, el déficit hidrico fue mayor que en
vastago, en casi todas las combinaciones de sales, excepto con 0.1 gL de CaCl,
(Figura 34), lo que sugiere gue el vastago tuvo mayor capacidad de ajuste osmotico en
respuesta a déficit hidrico o a que activd un mecanismo para ser mas eficiente en el uso
del agua (Medrano et al.,, 2007), lo cual le permitid reducir el potencial osmdtico,
posiblemente por la acumulacion de solutos compatibles en sus tejidos y conseguir un
mejor crecimiento. Mientras que en vastago, el potencial hidrico decrecié al maximo en
0.1 gL  de CaCly, en raiz fue con 0.1 gL™ de NaCl siguiéndole en orden de reduccion, el
testigo. En raiz y vastago, el potencial hidrico sobresalié en los tratamientos con 0.3 y
0.1 gL de CaCl, respectivamente; posiblemente porque la funcién del Ca es mantener
una relacion alta K/Na y de proteger la absorcion y evitar la pérdida de K; el cual es el
principal regulador del estado hidrico de la célula (Mathews y Van Holde, 1999). En
promedio, el potencial hidrico disminuyé mas con NaCl en los érganos considerados,
pero la raiz fue la mas estresada por el déficit hidrico ocasionado por esta sal. Es
posible que en aguacate, la situacion hidrica en la raiz se agravé aun mas, debido a
que el sistema radical es muy superficial y la ramificacion es poca, lo que ocasion6 una
reduccion en la capacidad de absorcion de agua (Whiley et al., 2002) y en condiciones
de estrés salino, uno de los efectos mas evidentes es la limitada disponibilidad de agua
en el medio. Sin embargo, se puede considerar que la raiz puede tener un papel
importante en la tolerancia a la salinidad debido a que logré crecer y sobrevivir en estas
condiciones, absorbi6 y distribuyd las sustancias elementales para el crecimiento del
sistema aéreo y evitd que este fuera afectado por las sales tdxicas encontradas en el

medio.
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Figura 34. Potencial hidrico en raiz y vastago de aguacate criollo crecido in vitro en diferentes
tipos y concentraciones de sales (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Potencial osmotico

El NaCl, CaCl, y NaCl:CaCl, redujeron significativamente el potencial osmético
del medio de cultivo y vastago; en raiz, el efecto no fue significativo (Cuadro 8A).
Independientemente del tratamiento, el potencial osmoético mostré ser menos negativo
en el medio de cultivo en comparacion al encontrado en raiz y vastago (Figura 35). En
los érganos considerados, el efecto fue ligeramente méas pronunciado con CaCl, que
con NaCl y en el medio de cultivo se observd con NaCl. Pese a que el potencial
osmatico fue mas negativo en vastago que en raiz, ambos érganos fueron capaces de
reducir su potencial osmotico, lo que posiblemente les permiti6 mantener potenciales
casi similares al testigo. Lo que sugiere que las plantulas de aguacate al ser sometidas
a estrés salino pasaron por un proceso de adaptacion y reorganizacion fisiologica que
incluso igualaron o superaron el crecimiento de las plantulas no sometidas a este estrés
(testigo. Figuras 31 y 32). En la raiz, el potencial osmético fue menos negativo que en
vastago, lo que pudo ser debido a que algunos solutos del medio fueron absorbidos y/o
metabolizados (Heyser y Nabors, 1981) y/o retenidos entre sus tejidos para evitar su
distribucion y acumulacién en la parte aérea de las plantulas. Es posible que en la raiz,

la salinidad no provocara un choque osmotico drastico, lo que permitié el ajuste
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osma@tico, aunque en menor grado que en vastago, que tuvo un potencial osmatico
similar al testigo. Koyro (2006) explica que un potencial osmotico menos negativo puede
deberse a que las plantas incluyen en sus tejidos los solutos principales como K (en
todos los 6rganos), Ca (principalmente en las hojas), Mg (todos los érganos), NO3
(principalmente en las hojas), Na (en todos los 6rganos), Cl (todos los 6rganos), sorbitol
(principalmente en la raiz) y sustancias no identificadas. Cuando la planta es capaz de
soportar concentraciones altas de sales, en la zona radical, puede ser un indicador de
tolerancia util para seleccionar materiales tolerantes (Shannon, 1979; Ashraf, 2004;
Maathuis, 2006).
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Figura 35. Potencial osmatico en raiz y vastago de aguacate criollo crecido in vitro en diferentes

tipos y concentraciones de sales (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Contenido de prolina

En aguacate criollo se encontro que, la raiz y el vastago tuvieron la capacidad de
sintetizar prolina en condiciones salinas, posiblemente como una respuesta de
adaptacion al estrés ocasionado por este factor (Hasegawa, et al.,, 2000; Chaman,
2007). A pesar de que la acumulacion de prolina varidé significativamente entre
tratamientos y entre los organos considerados, este aminoacido se sintetizO mas en
vastago que en raiz (Figura 36); lo que puede ser un indicador de que la prolina tuvo

mayor actividad en el sistema aéreo que en el sistema radicular durante el estrés y
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quizas por ello, en el vastago, el potencial osmético fue mas disminuido que en la raiz
(Figura 35). En vastago se identificé que, la prolina se acumulé mas en la concentracién
maxima de NaCl:CaCl,. Esta acumulacion elevada de prolina podria ser ocasionada por
un efecto tendiente a deshidratacion, debido a la excesiva acumulacion de Na y/o Cl en
el apoplasto celular (Flowers et al., 1991), o bien, a un efecto directo de toxicidad por la
retencion de estos iones en sus tejidos. En raiz, el contenido de prolina fue mayor con
0.3 gL de CaCl,, posiblemente debido a la participacién que tiene el Ca en la sintesis
de este tipo de solutos compatibles, en respuesta al estrés (Rengel, 1992). Una mayor
acumulacion de prolina se ha relacionado con una mayor tolerancia al estrés por sales;
sin embargo, Garcia y Medina (2003) sugieren que la respuesta en cuanto a la
acumulacion de prolina es compleja y en algunos casos, mas gue una causa de
tolerancia a sales podria ser un sensor del grado de estrés al que esta sometida la
planta. Razon que puede fundamentar, la tendencia que mostré la acumulacion
significativa de prolina en tallo y raiz entre tratamientos (Cuadro 8A). Por su parte,
Prado (1997) considera, que la acumulacion de prolina en condiciones de estrés, es un
mecanismo de tolerancia que ha llevado a la expresién de ajuste osmotico, con el tnico
objetivo de aumentar la retencion hidrica; empero, se han encontrado otras funciones,
como: la creacion de una reserva de N en la etapa de recuperacion del estrés y la
fuente principal de energia para tolerar la salinidad durante el crecimiento y

sobrevivencia (Requelme et al., 1997; Rhan et al., 2007).
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Figura 36. Contenido de prolina (umol-g™ materia liofilizada) en raiz y vastago de aguacate
criollo crecido in vitro en diferentes tipos y concentraciones de sales (gL™).
*Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Contenido de Ca. Independientemente de la concentracion de sales en el medio, las
plantulas de aguacate mostraron una acumulacion significativa de Ca en vastago y raiz
(Cuadro 8A), siendo en vastago mas alta que en raiz (Figura 37). Lo que sugiere, que la
presencia de Na y el Cl en el medio no afectaron la adquisicion y el transporte de Ca de
la raiz a los vastagos, como sucede en otras especies (Maathuis, 2006). En el testigo
de raiz, la acumulacién de Ca fue superada Gnicamente con 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCly;
en véastago solamente con 0.1 gL de NaCl; aunque, en estos tratamientos la
acumulacion de Ca fue menor numéricamente que en el testigo porque
estadisticamente fueron iguales. Los resultados indican que las plantulas mostraron la
capacidad de retener Ca, lo que puede ser un indicador de su tolerancia a la salinidad,;
debido a que cantidades razonables de Ca son necesarias para mantener la integridad
y funcionalidad de las membranas celulares (Ashraf, 2004). Pese a que en la raiz y el
vastago, la acumulacion de Ca se increment6 a medida que aumentd la concentracion
de cada sal, los niveles de Ca fueron mayores en los tratamientos con NaCl:CaCl,. Lo
que indica que es posible que la presencia extracelular de Na pudo ser capaz de activar

el flujo de Ca en el citosol, atravesar la membrana plasmética y del tonoplasto (Kiegle et
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al., 2000) y de esta manera no afectar negativamente la relaciéon de Ca en las plantulas
(Maathuis, 2006). De acuerdo con Zyalalov (2004) y Chinnusamy et al. (2005), en
condiciones de estrés, un incremento de Ca en el citosol de las células guarda, parece
estar regulado por la acumulacion de ABA, al activar un canal de entrada de Ca. A
pesar de que los cambios en la concentracién de Ca aun son confusos, una forma que
el Na induce un incremento en los niveles de Ca podria ser detectada por la proteina

calcineurina (CBL4) originalmente identificada como SOS3 (Zhu, 2002).
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Figura 37. Contenido de calcio (mg-kg™ materia seca) en raiz y vastago de aguacate criollo
crecido in vitro en diferentes tipos y concentraciones de sales (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Contenido de Na. Las plantas varian su habilidad para absorber y transportar Na al
vastago (Shone et al., 1969). En aguacate, la salinidad del medio influyo
significativamente en la acumulacion de Na en la raiz (Cuadro 8A); en vastago, la
acumulacion de Na no fue diferente entre tratamientos (Figura 38). Las plantulas
mostraron niveles superiores de Na en la raiz que en la parte aérea. El hecho de que el
Na se acumulara en mayor medida en la raiz que en vastago, es posible explicarlo en

términos de que el sistema radicular del aguacate criollo lo secuestre o lo incluya en la
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vacuola y limite su distribucién al vastago, lo que puede ser interpretado como un
mecanismo de tolerancia a la salinidad (Renault et al., 2001; Netondo et al., 2004a;
Morales et al., 2008). Encontrar Na en el testigo de raiz y vastago, pudo ser debido a
que los ejes embrionarios lo atraparon entre sus tejidos durante el proceso de
desinfestacién con hipoclorito de sodio y del medio de cultivo desde su establecimiento
hasta su crecimiento, ya que el Na es un componente tanto del medio como del reactivo
empleado para ajustar el pH del mismo (NaOH). En véastago, aun cuando no hubo
diferencias en la concentracion de Na; el Na retenido en el testigo Unicamente supero al
encontrado en 0.1 gL de CaCl,. Lo que permite suponer que en cierta forma la
estabilidad de la membrana celular de la raiz conseguida por el Ca, limito el paso de Na
al vastago. En el testigo de raiz, la acumulacion de Na fue rebasada solamente por los
tratamientos con NaCl:CaCl,. Con la adicidén de sales, tanto en raiz como en vastago, la
concentracion de Na incrementé a medida que aumento la concentracion de las sales
en el medio. Subbarao et al. (2003) suponen gque la tolerancia de las plantas a la
presencia Na, es que ellas compartimentalizan el Na absorbido en la vacuola y lo
utilizan como un osmolito inorganico en lugar o junto con el K. En las dos partes de las
plantulas consideradas, la menor concentracion encontrada de Na fue en 0.1 gL™ de
CaCl, y la maxima acumulacion observada fue con 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl,. Segun
Subbarao et al. (2003), si las plantas tienen la capacidad de absorber Na, traslocarlo al
vastago y secuestrarlo en sus vacuolas es posible que el Na puede cubrir las funciones
del K o ser méas efectivo en la prevencioén del estrés hidrico asociado a la salinidad
(Morales et al., 2008). Generalmente las especies que absorben Na y lo transportan al
vastago son llamadas “natrofilicas” (Smith et al., 1980); las que no son capaces de
absorberlo facilmente son denominadas “natrofébicas” (Shone et al., 1969) pero cuando
lo adquieren usualmente lo retienen en la raiz con relativamente poca traslocacién a los
vastagos; aunque normalmente lo trasladan a la parte superior, cuando son expuestas a
concentraciones altas (2100 mM) en la zona radical y cuando esto sucede el resultado
principal es la reduccion del crecimiento y/o muerte de las plantas debido a la toxicidad
especifica de Na (Cheeseman, 1988). En este sentido, pese a que en aguacate, el
patron de crecimiento mostr0 modificaciones entre los diferentes tipos vy

concentraciones de sales, se observo que tiene la capacidad de activar mecanismos de
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tolerancia como el ajuste osmotico posiblemente por la acumulaciéon de solutos
(Gonzalez et al., 2003) u otras sustancias no identificadas como lo sefiala Koyro (2006),
la inclusion de las sales en la vacuola y una mayor eficiencia del uso del agua que le

permitieron tolerar estas condiciones.
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Figura 38. Contenido de sodio (mg-kg™ materia seca) en raiz y vastago de aguacate criollo
crecido in vitro en diferentes tipos y concentraciones de sales (gL™).
“Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de Tukey (P<0.05)

Fase IV. Cambios anatémicos en laraiz inducidos por salinidad

Una caracteristica comun de las glicéfitas, cuando son expuestas a condiciones
salinas, es la reduccion del crecimiento y la produccion; la raiz, por ser la parte de la
planta que esta en contacto directo con el suelo, es la principalmente afectada a los
cambios adversos en su ambiente de crecimiento. En especies tolerantes al estrés,
numerosas investigaciones han mostrado que la salinidad promueve alteraciones en la
morfologia y en la estructura de la raiz como una reaccion de adaptacion que les

permite un mejor crecimiento ante esas condiciones desfavorables (Ayala et al., 1996;
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Schreiber et al., 1999; Degenhart y Gimmier, 2000; Lopez-Pérez et al., 2007). En este
estudio, la estructura anatomica de las raices sometidas a estrés salino de aguacate
criollo y ‘Hass’ mostré claras diferencias entre tratamientos (Cuadros 10 y 11; Figuras
39 a 43).

Didmetro de raiz

En el caso del testigo de criollo, el diametro de raiz fue superado por la mayoria
de los tratamientos salinos, excepto por 0.1 gL™ de CaCl, (Cuadro 10; Figuras 39, 40 y
41). La diferencia de superioridad que alcanzé el didmetro de raiz en el resto de las
sales con respecto al testigo, oscilé entre 7 % obtenido con 0.1:0.1 gL de NaCl:CaCl, y
26 % con 0.3 gL™ de NaCl. El diametro de raiz conseguido en el testigo sobrepasé con
19 % al alcanzado en 0.1 gL de CaCl, (Cuadro 10). Con la presencia de sales, el
diametro de raiz aument6 directamente proporcional a la concentracibn de cada
combinacion de las sales. Por ejemplo, de 0.1 a 0.3 gL™ de NaCl, el diametro de raiz
aument6 aproximadamente 5 %; algo similar se observd con CaCl,, la raiz se extendid
53 % y con NaCl:CacCl,, el didmetro se incrementd 17 %. El diametro de raiz, tanto a
concentraciones bajas como a altas manifesté una tendencia NaCl>NaCl:CaCl,>CacCl..
En resumen, el diametro de la raiz fue mayor con NaCl con respecto al conseguido con
CaCl, y NaCl:CaCl,; ademas, el diametro se increment6é a medida que la concentracion
de las sales aument6 (Figura 40). Con NaCl:CaCl,, el diametro de raiz expresé valores
intermedios entre los obtenidos con NaCl y con CaCl,, Es posible que en aguacate
criollo, la adicion de NaCl al medio rapidamente pudiera estimular el crecimiento radical
pero conforme se acumuld en los tejidos el crecimiento se detiene; debido
posiblemente, al cambio repentino de las relaciones hidricas en la célula. En tanto que,
con la adicion de CaCl, la reduccion del crecimiento es regulado por sefales

hormonales que vienen de la raiz, en las cuales el Ca tiene participacion (Munns, 2000).
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Cuadro 10. Didmetro total de raiz, grosor del cortex y diametro de cilindro vascular de plantulas
de aguacate criollo crecidas in vitro en condiciones salinas.

Salinidad Diametro de raiz (mm) Grosor del Cortex Diametro Cilindro
(gL'l) (mm) Vascular (mm)
Testigo 1.44 0.360 0.680
0.1 NacCl 1.74 0.300 1.140
0.3 NaCl 1.82 0.580 0.660
0.1 CacCl, 1.16 0.150 0.860
0.3 CaCl, 1.78 0.300 1.100
0.1:0.1 NaCl:CacCl, 1.54 0.380 0.780
0.3:0.3 NaCl:CaCl, 1.80 0.340 1.120

En las raices de ‘Hass’ se encontrd que, en el testigo, el diametro de la raiz fue
menor con respecto al obtenido con la adicién de sales (Cuadro 11; Figuras 42 y 43).
Entre  tratamientos, el diametro de raiz  mostr6 una  tendencia
CaCl,>NaCIl>NaCl:CaCl,>Testigo; directriz que permitié identificar que, el didmetro de
raiz fue 37 % mayor con CacCl,, 25 % con NaCl y con NaCl:CacCl, fue 19 % superior que
el alcanzado en el testigo. An et al. (2003), sefialan que de acuerdo a la especie o
variedad de una misma especie, el nivel de salinidad y la composiciéon de la solucion
externa, el crecimiento radical puede ser estimulado, inhibido o no afectado. En los dos
materiales de aguacate, el diametro de raiz fue diferente con la adicion de las sales;

aunque, ‘Hass’ fue mas afectado que criollo.

Cuadro 11. Diametro total de raiz, grosor del cortex y diametro de cilindro vascular de plantulas
de aguacate ‘Hass’ crecidas in vitro en condiciones salinas.

Salinidad Diametro total Grosor del Cortex Diametro Cilindro
(gL'l) (mm) (mm) Vascular (mm)
Testigo 1.34 0.340 0.660
0.7 NaCl 1.68 0.540 0.600
0.1 CaCl, 1.84 0.580 0.680
0.3:0.3 NaCl:CaCl, 1.60 0.500 0.600
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Grosor del cortex

En el testigo de criollo, el grosor del cortex fue inferior al obtenido con 0.3 mgL™
de NaCl y 0.1:0.1 gL™* de NaCl:CaCl,, con 61 % y cerca de 6 %, respectivamente. En el
resto de las sales, el grosor del cortex fue menor con respecto al testigo; la reduccion
fluctué entre 6 % obtenida en 0.3:0.3 gL™ de NaCl:CaCl, y 58 % en 0.1 gL de CaCl,.
El grosor del cortex fue directamente proporcional a la concentraciéon de NaCl y CaCl, e
inversamente proporcional con NaCl:CaCl,. De esta manera, se determiné que
conforme la concentracién de las sales de NaCl se incrementaba, el grosor del cortex
también hasta en un 93 %, con CaCl, aumenté el 100 % y con NaCl:CaCl, disminuy6
un 11 %. En tanto que a concentraciones bajas, el grosor del cortex indicé una
disposicion NaCl:CaCl,>NaCl>CaCl,; a concentraciones altas la tendencia revel6
NaCl>NaCl:CaCl,>CaCl,. El testigo de ‘Hass’, el grosor del cortex alcanzado lo
sobrepasaron todos los tratamientos salinos (Cuadro 11). Por lo que, la tendencia fue
CaCl,>NaCl>NaCl:CaCl,>Testigo. Con CacCl, el grosor del cortex fue 71 % mayor que
el testigo, con NaCl, 59 % y con NaCl:CaCl, el 47 %. La participacion del Ca en la
respuesta de las plantas a la salinidad resulta esencial; sin embargo, en la actualidad se
sabe que su papel es complejo, ya que actla como intermediario en la cascada de
seflales que conducen a la transcripcion de numerosos genes involucrado en la

respuesta adaptativa (Marschner, 1995; Kiegle et al., 2000).
Diametro del cilindro vascular

En el caso del testigo de criollo, el diametro del cilindro vascular Unicamente
superé con 3 % al obtenido en 0.3 gL™ de NaCl. Con la adicién de sales, el diametro del
cilindro vascular manifesté un desarrollo inversamente proporcional a la concentracion
con NaCl y directamente proporcional con CaCl, y NaCl:CaCl,. Conforme la
concentracion de la sal aumentd, con NaCl, el didametro del cilindro vascular disminuy6
42 %; con CaCl, increment6 28 % y con NaCl:CaCl, fue aproximadamente de 44 %. El
diametro del cilindro vascular exhibid a concentraciones bajas

NaCl>CaCl,>NaCl.CaCl,>Testigo y a concentraciones altas una tendencia
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NaCl:CaCl,>CaCl,>Testigo>NaCl. En el testigo de ‘Hass’, el diametro del cilindro
vascular fue superado Gnicamente por el tratamiento de 0.1 gL de CaCl, con 3 %.
Entre tratamientos, el diametro del cilindro vascular tomOé wuna tendencia
CaCl,>Testigo=NaCl=NaCl:CacCl,.

Al comparar la respuesta de los materiales de aguacate, se observo en el testigo
que, en el criollo los valores de diametro de raiz, grosor de cortex y diametro de cilindro
vascular fueron ligeramente mayores que los de ‘Hass’ (Cuadros 10 y 11; Figuras 39,
40, 41, 42 y 43). En ‘Hass’, el diametro total fue 59 % mayor en los tratamientos con
NaCl y 11 % menor con NaCl:CaCl, que en criollo; en tanto que la proporcion
criollo:'Hass’ en el grosor del cortex fue cerca de 1:3.9 en CaCl, y de 1:1.5 en
NaCl:CaCl,, la proporcion para el diametro del cilindro vascular fue aproximadamente
1.3:1 con CaCl, y 1.9:1 con NaCl:CaCl,. Lo que indica que en situaciones salinas, el
grosor del cortex en criollo fue menor y el didmetro del cilindro vascular fue mayor que
en ‘Hass’. Una de las funciones de la raiz es absorber agua y nutrimentos esenciales
para el crecimiento (Marschner, 1995). Los cuales, pasivamente pasan de la solucion
del suelo a través de las paredes celulares del cortex a la endodermis, atraviesan el
protoplasma de las células de la endodermis y consiguen el acceso al cilindro central de
la raiz (Schreiber et al., 1999). Una reduccion del grosor del cortex y un aumento en el
diametro del cilindro vascular, como se observdé en criollo, puede ser como una
estrategia para reducir el recorrido radial del agua y elementos nutrimentales a la estela
y favorecer su movimiento en la raiz (Ramos et al., 2004). Es posible que el crecimiento
del cilindro vascular haya disminuido con NaCl:CaCl, debido a que en esta combinacién
de sales, predomind la concentracion de Na y Cl que limit6 el efecto benéfico del Ca en
las células. Un crecimiento reducido del cilindro vascular es el cambio estructural mas
significativo, inducido en raices expuestas a salinidad (Rashid et al., 2004), por lo que
en este estudio ‘Hass’ fue mas afectado que criollo y es posible que criollo fue
favorecido por la presencia de sales, debido a que el diametro del cilindro vascular fue

mayor en la mayoria de los tratamientos salinos que en el testigo.
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Los cortes transversales de las raices observadas de aguacate criollo
presentaron una estructura anatomica diferente entre tratamientos; en ‘Hass’ mostraron
una organizacion anatémica similar. Mientras que en ‘Hass’ se distinguieron
basicamente la epidermis, el cortex y el cilindro vascular (Figuras 42 y 43); en criollo se
diferenciaron otras estructuras que se marcan de acuerdo al tratamiento (Figuras 39, 40
y 41). Aln cuando la raiz es el sensor principal al estrés salino, la participacion de la
epidermis, cortex, endodermis y periciclo es menos comprendida (Davis y Zhang, 1991).
Con base en las figuras 39, 40 y 41, se puede suponer que las sales aceleraron la
madurez de la raiz de criollo, debido a que las estructuras claramente identificadas en la
mayoria de los tratamientos salinos son: la exodermis, el parénquima cortical, la
meédula, numerosos vasos de floema y xilema; en algunos de ellos se observaron vasos
del xilema con las paredes celulares lignificadas; en general, las caracteristicas
estructurales en condicién salina fueron muy diferentes al testigo. Ramos et al. (2004)
sefalan que en P. philippianum, la salinidad promovio los procesos de endurecimiento
de la pared celular, principalmente en la exodermis como una barrera de proteccion
entre su masa viva y el factor ambiental. Ademas, encontraron mayor numero de
células pero de menor tamafio; respuesta que posiblemente contribuya en aumentar la
supervivencia de la planta, puesto que las células pequefias pueden resistir mejor las

presiones negativas que las grandes.
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Figura 39. Cortes transversales de raices de aguacate criollo a los 65 dias después de su
cultivo in vitro en condiciones salinas. A= Testigo; B= 0.1 gL™ de NaCl; C= 0.3 gL™ de NaCl.
Ct:cortex, Cv:cilindro vascular, Ep:epidermis, Ex:exodermis, F:floema, Me:médula, Pc:pared
celular lignificada, Vx:vasos de xilema, Xi:xilema.
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Figura 40. Cortes transversales de raices de aguacate criollo a los 65 dias después de su
cultivo in vitro en condiciones salinas. A= Testigo; B= 0.1 gL™ de CaCl,; C= 0.3 gL de CaCl,.
Ct.cortex, Cv:cilindro vascular, Ep:epidermis, Ex:exodermis, F:floema, Me:médula, Pc:pared
celular lignificada, Vx:vasos de xilema, Xi:xilema.

94



50 um

50 um

Figura 41. Cortes transversales de raices de aguacate criollo a los 65 dias después de su
cultivo in vitro en condiciones salinas. A= Testigo; B= 0.1:0.1 gL™ de NaCl:CaCl,; C=0.3:0.3 gL™
de NaCl:CaCl,. Ct:cortex, Cv:cilindro vascular Ep:epidermis, Ex:exodermis, F:floema,
Ga:granulos de almidén, Me:médula, Pc:pared celular, Xi:xilema.
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En ‘Hass’, las figuras 42 y 43 muestran que en el cilindro vascular se observaron
numerosos vasos de xilema y floema; en el centro de la estela, el nucleo

parenquimatico llamado médula (Esau, 1975) no esta claramente definido.

En ambos materiales de aguacate se observaron abundantes granulos de
almiddn (Figuras 39, 40, 41, 42 y 43); en criollo, estas sustancias se apreciaron en toda
area transversal de la raiz, es decir, tanto en el parénquima cortical como en el cilindro
vascular. En ‘Hass’, fueron mas frecuentes entre las capas corticales; en el tratamiento
con CaCl, fue mas notorio (Figura 42C). Es posible que ambos materiales tuvieron la
capacidad de sintetizar sustancias organicas en sus células como la prolina, que es un
soluto que participa en la osmorregulacion; segin An et al. (2003), los materiales
tolerantes al estrés salino sintetizan mas solutos que los sensibles, en este caso es
posible que criollo sea mas tolerante que ‘Hass’. De acuerdo con Ramos et al. (2004) y
Lux et al. (2004), la respuesta mas comun a la salinidad se relaciona con alteraciones
en la pared celular y cambios en los tejidos radicales; el sistema vascular de la planta
es el principalmente afectado. Los tejidos corticales son los encargados de regular el
movimiento del agua y solutos organicos en el interior de la raiz, son los sitios de
almacenamiento de sustancias de reserva, principalmente de almidén y en condiciones
de estrés son conocidos como “zona buffer’. La primera barrera cortical es la
exodermis; ademas, es la primer parte de esta zona buffer que desarrolla lentamente en
el apice de raices estresadas. La endodermis representa una barrera apoplastica que
controla la absorcion y transporte radial de agua y solutos por la raiz; ademas,
mecanicamente protege a la estela contra patégenos y parasitos. Naito et al. (1994)
reportan que en plantas de arroz, un mecanismo de tolerancia a la salinidad fue la
exclusion de Na en la exodermis y endodermis de la raiz. Yuan-Hsun y Shuh-Chun
(1995) indican que, los cambios en estas estructuras son signos de dafio y disturbios en
los procesos evolutivos de las plantas, como un resultado por la acumulacién de Na y Cl
en los tejidos. Para los mejoradores de plantas es importante conocer tanto los
mecanismos fisioldgicos de adaptacion o tolerancia a la salinidad como los cambios
anatomicos en la estructura de la planta estresada, debido a que pueden ser

indicadores utiles para producir variedades tolerantes a este factor (Rashid et al., 2004).
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Figura 42. Cortes transversales de raices de aguacate ‘Hass’ a los 65 dias después de su
cultivo in vitro en condiciones salinas. A= Testigo; B= 0.7 gL™ de NaCl; C= 0.1 gL™ de CaCl,.
Ct:cortex, Cv:cilindro vascular, Ep:epidermis, Ex:exodermis, Ga:granulos de almidon,
Me:médula, Xi:xilema.
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Figura 43. Cortes transversales de raices de aguacate ‘Hass’ a los 65 dias después de
su cultivo in vitro en condiciones salinas. A= Testigo; B= 0.3:0.3 gL de NaCl:CaCl,.
Ct:cortex, Cv:cilindro vascular, Ep:epidermis, Ex:exodermis, Ga:granulos de almidén,
Me:médula, Pc:pared celular lignificada Vx:vaso de xilema, Xi:xilema.
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V. CONCLUSIONES

El aguacate criollo fue mas tolerante al estrés por sales con respecto a ‘Hass'.

La adicion del NaCl al medio de cultivo MS (1962) al 100% de su composicion
mineral en comparacion al CaCl,, tuvo un efecto negativo mayor en los procesos de
germinacion y emergencia de los ejes embrionarios, el desarrollo y supervivencia de las

plantulas especialmente de ‘Hass’.

Con relacion a la respuesta en los diferentes tratamientos de salinidad, el criollo
manifestd mejor crecimiento que ‘Hass’, lo que sugiere que tiene mayor capacidad de

adaptacion.

La adicién de Ca en el medio de cultivo estimuld los procesos de germinacion,
emergencia y acelerd la germinacion en relacion directamente proporcional a la

concentracion de la sal.

La mayor germinacién y emergencia se dio en los tratamientos con CacCl;, y
NaCl:CaCl, que en presencia de NaCl. Lo cual sugiere que el Ca es importante para
reducir el dafio causado por el NaCl.

El crecimiento tanto del vastago como de la raiz se vio afectado positiva o
negativamente. Esta respuesta se puede deber a la capacidad de los tejidos para

incorporar las sales a su metabolismo, o bien al tipo de sal que ocasiona el estrés.

Los resultados obtenidos tanto en ‘Hass’ como en criollo indican que el criollo

tiene mayor capacidad de ajuste osmotico al exceso de cloruros.
El vastago acumulé mayor concentracion de prolina y su crecimiento fue menos

afectado por la restricciéon hidrica que la raiz, lo cual sugiere que parte aérea es mas

tolerante al efecto hidrico.
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Se identifico que la prolina en tallo y raiz es un indicador de tolerancia a estrés
por salinidad dado que se encontré en mayor cantidad en plantulas de tratamientos con

las concentraciones altas de sales.

El hecho de que la raiz presentd un déficit de potencial hidrico mayor que el del
vastago, sugiere que este tuvo mayor capacidad de ajuste osmoético como respuesta al
déficit hidrico, o bien que se activo algin mecanismo para ser mas eficiente en el uso

del agua.

El cultivo in vitro de ejes embrionarios maduros de aguacate permitio determinar
gue es posible identificar materiales tolerantes y sensibles al estrés salino a los 65 dias

después de su establecimiento.

Los resultados logrados en esta investigacion abren la posibilidad de emplear

esta metodologia para la seleccién de portainjertos tolerantes a salinidad.

La adicion de NaCl, CaCl, y la combinacion de ambas sales al medio de cultivo,
permiti6 la activacibn de mecanismos naturales en las plantulas que mostraron

tolerancia a salinidad.

En situaciones salinas, el grosor de cortex en criollo fue menor y el diametro del

cilindro vascular fue mayor que en ‘Hass’.

Los cortes anatomicos de las raices de aguacate criollo presentaron una
estructura anatémica diferente entre tratamientos; en ‘Hass’ mostraron una organizacion
anatémica similar. Mientras que en ‘Hass’ se distinguieron basicamente la epidermis, el
cortex y el cilindro vascular; en criollo se diferenciaron otras estructuras como
epidermis, exodermis, floema, médula, pared celular, vasos de xilema y xilema. Por lo

permite suponer que las sales aceleraron la madurez de la raiz de criollo
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VII. APENDICE

Cuadro 1A. Concentracién de macro y micronutrimentos contenidos en el medio Murashige and
Skoog* (1962).

MACRONUTRIMENTOS MS* mgL™
Nitrato de potasio KNO; 1900 mg
Nitrato de amonio NH4; NO3 1650 mg
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSQO, .7H,0O 370 mg
Fosfato de potasio KH, PO, 170 mg
Cloruro de calcio dihidratado CacCl, .2H,0 440 mg
EDTA de sodio Na, EDTA 37.2mg
Sulfato ferroso heptahidratado Fe SO,.7 H,O 27.8 mg
) MICRONUTRIMENTOS
Acido bdrico Hs; BO; 6.2 mg
Sulfato manganoso tetrahidratado MnS0O,.4H,0 22.3 mg
Sulfato de Zinc heptahidratado ZnS0,. 7TH,O 8.6 mg
Yoruro de potasio Kl 0.83 mg
Molibdato de sodio dihidratado Na,Mo 0.2H,0 0.25 mg
Sulfato cuprico CuS0,.5H,0 0.025 mg
Cloruro de cobalto sexahidratado CoCl, .6H,0 0.025 mg

Cuadro 2A. Significancia estadistica, R?>, C.V. y Media general entre tratamientos de las
variables evaluadas durante el desarrollo y sobrevivencia in vitro de ejes embrionarios de
aguacate criollo y ‘Hass’ establecidos en NaCl.

VARIABLE Pr>F R? C.V. x
Germinacioén (dias) 0.0001 0.688 84 20
Germinacién (%) 0.0001 1.0 0 43
Emergencia (dias) 0.0001 0.703 74 24
Emergencia (%) 0.0001 1.0 0 47
Longitud de raiz (cm) 0.0001 0.581 92 2.22
Longitud de tallo (cm 0.0001 0.613 96 2.82
Didametro de raiz (mm) 0.0001 0.578 97 0.98
Diametro de tallo (mm) 0.0001 0.662 75 1.08
NUumero de hojas 0.0002 0.498 153 1
Supervivencia (%) 0.0001 1.0 0 63
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Cuadro 3A. Significancia estadistica, R? C.V. y Media general entre tratamientos de las
variables evaluadas durante el desarrollo y sobrevivencia in vitro de ejes embrionarios de
aguacate criollo y ‘Hass’ establecidos en CaCls.

VARIABLE Pr>F R? C.V.
Germinacion (dias) 0.0358 0.328 85 31
Germinacion (%) 0.0001 0.881 17 62
Emergencia (dias) 0.020 0.430 66 34
Emergencia (%) 0.0001 0.994 4 73
Longitud de raiz (cm) 0.0043 0.406 74 2.92
Longitud de tallo (cm 0.0095 0.379 79 4.39
Diametro de raiz (mm) 0.1265 0.269 79 1.54
Diametro de tallo (mm) 0.0188 0.354 67 1.64
Numero de hojas 0.0133 0.367 121 2
Supervivencia (%) 0.0001 1.0 3.18 87

Cuadro 4A. Significancia estadistica, R? C.V. y Media general entre tratamientos de las
variables evaluadas durante el desarrollo y sobrevivencia in vitro de ejes embrionarios de
aguacate criollo y ‘Hass’ establecidos en NaCl:CaCl..

VARIABLE Pr>F R® C.V.
Germinacion (dias) 0.0001 0.557 84.09 20
Germinacién (%) 0.0001 0.984 9.22 56
Emergencia (dias) 0.0008 0.458 90.37 24
Emergencia (%) 0.0001 0.996 4.97 52
Longitud de raiz (cm) 0.0001 0.547 77 2.68
Longitud de tallo (cm 0.0002 0.493 96 3.54
Diametro de raiz (mm) 0.0150 0.362 93 1.26
Diametro de tallo (mm) 0.0002 0.496 83 1.24
NUumero de hojas 0.2683 0.226 148 1.45
Supervivencia (%) 0.0001 1 0 80

Cuadro 5A. Significancia de la fuente de variacion de las variables durante el desarrollo y
sobrevivencia in vitro de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’ establecidos en NaCl.

Fuentede  Germ Germ Emerg Emerg LongR LongT DidmR DidmT NUm Superv
variacion (dias) (%) (dias) (%) (cm) (cm) (mm) (mm) Hojas (%)

Materiales 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0007 0.0001
Conc. 0.4728 0.0001 0.9708 0.0001 0.4028 0.1214 0.2742 0.0134 0.0344 0.0001
Mat*Conc  0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0032 0.0004 0.0007 0.0005 0.0094 0.0001
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Cuadro 6A. Significancia de la fuente de variacion de las variables durante el desarrollo y
sobrevivencia in vitro de ejes embrionarios de aguacate criollo y ‘Hass’ establecidos en CaCl..

Fuente de Germ Germ
variacion (dias) (%)

Materiales 0.0157 0.0001
Conc. 0.3760  0.0002

Mat*Conc  0.2463 0.0001

Emerg
(dias)
0.0138

0.6503
0.0042

Emerg
(%)
0.0001

0.0001
0.0001

Long R
(cm)
0.0010

0.0791
0.4326

Long T
(cm)
0.0762

0.0246
0.0349

Diam R Diam T NUm

(mm) (mm) Hojas
0.0527 0.0782 0.5361

0.0871 0.0056  0.0008
0.7349 0.2256 0.0739

Superv
(%)
0.0001

0.0001
0.0001

Cuadro 7A. Significancia de la fuente de variacién de las variables
sobrevivencia in vitro de ejes embrionarios de aguacate criollo y

durante el desarrollo y
‘Hass’ establecidos en

NaCl:CaCl,.

Fuentede  Germ Germ Emerg Emerg LongR LongT DiamR DiamT Nim Superv
variacion (dias) (%) (dias) (%) (cm) (cm) (mm) (mm) Hojas (%)
Materiales ~ 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0088 0.0001 0.0859 0.0001
Concentrac 0.6688 0.0001 0.0908 0.0001 0.2112 0.1181 0.0759 0.0045 0.1414 0.0001
Mat*Conc 0.0036 0.0001 0.6422 0.0001 0.0432 0.0847 0.2818 0.4391 0.9180 0.0001

Cuadro 8A. Significancia estadistica, R? C.V. y media general entre tratamientos de los
parametros de tolerancia a salinidad evaluados a las plantulas producidas via ejes embrionarios

de aguacate criollo establecidos in vitro en NaCl, CaCl, y NaCl:CaCl,.

Pr>F R? C.V. X
VARIABLE | Tallo |Raiz Tallo | Raiz Tallo | Raiz Tallo | Raiz
Materia fresca | 0.0099 0.0020 0.522 0.599 22.08 22.65 812.86 578.21
(9)
Materia seca | 0.0407 0.0398 0.438 0.439 20.26 27.95 128.57 85.71
(9)
Contenido de | 0.0044 0.0876 0.562 0.383 2.26 7.25 83.63 84.33
agua (%)
Potencial 0.0204 0.0530 0.481 0.420 26.77 51.63 -0.896 -1.265
hidrico (Mpa)
Potencial 0.0261 0.0626 0.466 0.407 8.89 8.87 - 0.990 -0.882
osmotico
(Mpa)
Concentracién | 0.0001 0.0001 0.985 0.982 6.34 6.64 8.23 3.357
de Prolina
pmol-g™* mat. liofilizada
Concentracién | 0.0014 0.0124 0.747 0.644 5.45 5.45 1629.7 1268.85
de Ca
mg-kg™ materia seca
Concentracion | 0.1039 0.0011 0.487 0.757 6.89 3.87 1295.88 | 1721.71
de Na
mg-kg™ materia seca
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