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COMPENDIO

Se estudió la anatomía foliar en dos genotipos de caña de azúcar que difieren
en tolerancia salina: ‘PR692176’ (tolerante) y ‘V78-1’ (sensible),  con el obje-
tivo de detectar caracteres estructurales que puedan estar vinculados con la
sensibilidad diferencial a las sales en este cultivo. Las plantas crecieron en un
substrato artificial irrigado con solución nutritiva y a partir de los dos meses de
edad se sometieron a salinización con NaCl o Na2SO4  por 60 días. El estudio
anatómico se realizó sobre porciones del tercio medio de la lámina de la hoja
más recientemente expandida, las cuales se fijaron y se procesaron mediante
técnicas convencionales para su estudio bajo microscopía óptica. La respuesta
de los genotipos ante la salinización con NaCl fue distinta; en PR692176 esa
sal provocó un aumento en el grado de suculencia, no así en V78-1, mientras
que el Na2SO4 indujo una fuerte reducción en  el tamaño de las células epidér-
micas y del mesofilo en ambos genotipos.  PR692176 mostró los valores más
altos de espesor de cutícula, densidad de estomas y de micropelos, así como
una menor distancia intervenal, respecto a V78-1, lo cual puede representar
una ventaja para el primer genotipo en cuanto a su capacidad para enfrentar el
efecto de estrés hídrico provocado por la sales, contribuyendo así a explicar su
mayor tolerancia a la salinidad.

ABSTRACT

The foliar anatomy in two genotypes of sugarcane with different salt tolerance
PR692176 (salt tolerant) and V78-1 (salt sensitive) was studied with the objective
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to determine structural characters related with the differential response. The
plants were grown on an artificial substrate irrigated with nutritive solution and
after two months were treated with NaCl or Na2SO4 for sixty days. This
investigation was performed with portions of the middle third of blade of the
most recently expanded leaf blade, which were fixed and were processed in
the usual way for optical microscope study.  The response of the genotypes
was different in the treatment with NaCl in PR692176 this salt caused increment
in succulence, but not in V78-1, while Na2SO4 induced a great reduction in the
size of the epidermal cells and  the mesophyll in both genotypes. PR692176
showed the highest values of cuticle thickness, stomatal density and microhair
density, as wells as a lower mean interveinal distance in relation to V78-1 this
may represent a benefit for first genotype in relation to its capacity to deal with
the effect of hidric stress caused by salts, contributing to explain its tolerance to
salinity.
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INTRODUCCIÓN

La salinidad es uno de los principales factores abióticos que limitan la producti-
vidad agrícola debido a que la inmensa mayoría de las plantas cultivadas son
sensibles a esta condición (Maas 1990). El efecto más común sobre las plantas
es la reducción del desarrollo debido a una disminución del potencial osmótico
del medio de crecimiento y, en consecuencia, de su potencial hídrico; la toxici-
dad iónica normalmente asociada con la absorción excesiva de  Na+ y de Cl-  y
un desequilibrio nutricional debido a la interferencia de los iones salinos con la
absorción de los nutrientes esenciales que requiere la planta (Greenway y Munns
1980,  Lacerda 2005). Adicionalmente, la combinación de los efectos antes
indicados, a menudo genera un desequilibrio metabólico que provoca daños
oxidativos  (Azevedo-Neto et al. 2005).

Las plantas disponen de una variedad de mecanismos de respuesta a los efec-
tos adversos de la salinidad, los cuales operan a nivel de todos los órganos y de
los tejidos y células (Willadino y Camara 2005). Algunas estrategias incluyen
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cambios anatómicos que pueden ser de importancia, bien para mejorar la efi-
ciencia en el uso de agua y reducir el impacto del déficit hídrico provocado por
la salinidad, o bien para reducir el efecto tóxico de las sales. La hoja tradicional-
mente se ha considerado un órgano de gran importancia en lo que respecta a la
regulación de los niveles de sales en el vástago; no obstante, son escasos los
trabajos relacionados con las modificaciones histológicas de los tejidos de este
órgano, en los cultivos  sometidos a tratamientos con salinidad.

Una de las características foliares que se ha vinculado con la tolerancia a sales
en las glicófitas es la suculencia (Poljakoff-Mayber 1975, Gorham et al. 1985,
Hagemeyer 1997, Glenn et al. 1997); se ha indicado que  el incremento de la
relación vacuola/citoplasma de las células del mesofilo permite diluir las sales
acumuladas e incrementar la capacidad de las células para absorberlas de la
solución del apoplasto (Gorham et al. 1985). Otro rasgo que se considera im-
portante en condiciones salinas es el incremento en el grosor de la cutícula y
la deposición de ceras en la misma, debido a su efecto en prevenir el
sobrecalentamiento de la hoja, contribuyendo así a reducir la transpiración y
consecuentemente el impacto del estrés hídrico impuesto por las sales (Gorham
et al. 1985).

García (2004) estudió la anatomía radical en dos genotipos de caña de azúcar
con sensibilidad diferencial ante las sales (PR692176, ‘tolerante’ y V78-1, ‘sen-
sible’) y encontró que en ambos se produjeron cambios dirigidos a prevenir la
entrada masiva de sales a la estela y/o a mejorar la capacidad de retención de
éstas en la raíz, siendo este último  más notable en la variedad tolerante. Con
base en esos resultados, en la presente investigación se estudió la anatomía
foliar en los genotipos de caña de azúcar antes indicados con el objetivo de
determinar si existen caracteres en este órgano vinculados con la sensibilidad
diferencial a la salinidad.

MATERIALES Y MÉTODOS

El experimento se condujo en un cobertizo ubicado en el Instituto de Botánica
Agrícola de la Facultad de Agronomía, de la Universidad Central de Venezuela,
en Maracay. Se usaron dos genotipos de caña de azúcar que según reportes
previos (García y Medina 2003, García 2004) muestran sensibilidad diferencial
ante las sales: ‘PR692176’ (tolerante a sales)  y ‘V78-1’ (sensible a sales).  Se
sembraron esquejes desinfectados con una yema, obtenidos en los semilleros
básicos de Fundacaña (Chivacoa – estado Yaracuy); la siembra se efectuó en
semilleros y las plantas permanecieron en éstos por un mes, transplantándose
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posteriormente a bolsas de 8 kg de capacidad (García y Medina 2003). El riego
se efectuó una vez al día, utilizando para ello una solución nutritiva Hoagland
modificada,  previamente usada en caña de azúcar (Kumar et al. 1994).

Un mes después del transplante, se iniciaron los tratamientos salinos para lo
cual se añadió a la solución nutritiva base NaCl (100 mol m-3) o Na2SO4  (50
mol m-3); el riego con cada una de estas soluciones constituyó un tratamiento
de salinidad y paralelamente, se mantuvo un tratamiento testigo, en el que las
plantas se regaron con solución nutritiva sin aporte adicional de sales.

Luego de 60 días de iniciados los tratamientos de estrés salino, se selecciona-
ron aleatoriamente tres plantas de cada uno y se muestrearon segmentos de
aproximadamente dos cm2 de la lámina de la hoja más recientemente expandi-
da, conocida como hoja TVD (hoja más joven con labio visible).  Las muestras
se fijaron en una mezcla de glutaraldehido al 2,4% y paraformaldehido al 0,30%
en buffer fosfato 0,02 M (pH 7,2).  En el caso de los tratamientos con sales, se
añadió sacarosa (100 mol m-3) a la  solución fijadora,  para evitar que los tejidos
sufrieran cambios por efecto osmótico.  Las muestras se deshidrataron en una
serie creciente de etanol; luego se infiltraron gradualmente en glicol metacrilato
(JB-4) y se incluyeron en resina pura, siguiendo el procedimiento descrito por
Ruzin (1999). Se realizaron secciones transversales de 4 µm de espesor, usan-
do un ultramicrótomo, las mismas se tiñeron, usando una mezcla toluidina-fucsina
básica (v/v) al 0,5 % en solución acuosa y finalmente se montaron en forma de
láminas permanentes.

Para el estudio de la lámina en vista frontal, segmentos foliares se sometieron a
la acción de ácido fluorhídrico al 5% por 24 horas, luego se lavaron varias
veces con agua destilada  y se colocaron en hipoclorito de sodio comercial al
2,25% hasta lograr la separación de las epidermis, las cuales se tiñeron con azul
de toluidina acuosa al 1% y se montaron en glicerina 50%.

Las preparaciones se estudiaron bajo un microscopio óptico marca LeitzMR, y
se tomaron imágenes digitales con la ayuda de una cámara adaptada al mismo;
adicionalmente, se determinaron las siguientes medidas anatómicas: grosor de
cutícula (más pared tangencial externa) adaxial y abaxial; espesor de ambas
epidermis (sin incluir células buliformes), del mesofilo y de la hoja; distancia
intervenal (tomada desde la pared externa de la vaina vascular de un haz hasta
la del próximo); densidad y longitud de estomas y densidad de micropelos. De
cada una de estas variables se efectuaron 30 medidas u observaciones, en
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diferentes preparaciones microscópicas y posteriormente, se calculó el prome-
dio y la desviación estándar.

RESULTADOS

En general, las plantas control de los dos genotipos mostraron una conforma-
ción anatómica similar en cuanto a los tejidos presentes y a su disposición en la
lámina foliar, coincidiendo en forma general con las descripciones realizadas
para especies diferentes de Saccharum (Van Dillewijn 1952, Metcalfe 1960 y
Colbert y Evert 1982); no obstante, se observaron diferencias en algunas varia-
bles anatómicas cuantitativas.

En las plantas control, las células de ambas epidermis se apreciaron mayor-
mente subesféricas en sección transversal (Figs. 1A y 1D) y en especial en la
adaxial, el grosor de la cutícula más pared tangencial externa, resultó ligera-
mente mayor en PR692176 que en V78-1 (Tabla I).

En las epidermis de ambos genotipos se observaron aguijones (Figs. 2C, 2D, 2E
y 2F), en mayor densidad aunque no cuantificada en la abaxial y ubicados
mayormente sobre zonas costales; dichos aguijones son medianos con ápice
corto y paredes engrosadas. La morfología de los micropelos  fue semejante en
los dos genotipos y se caracterizan por  presentar una célula distal caediza,
ligeramente más larga que la basal, de pared más delgada y con contenido
menos denso (Figs. 2A y 2D); se detectaron diferencias en los valores de la
densidad de estas estructuras a nivel de la superficie  abaxial, donde el número
de tricomas por mm-2 fue seis veces mayor en PR692176 que en V78-1 (Tabla
II).

Las hojas son anfiestomáticas con aparatos estomáticos ovoides, tipo domo
bajo y triangulares  (Fig. 2), distribuidos en dos filas por zona intercostal y
separados entre ellos por una célula elongada y entre filas por células elongadas
con paredes moderada e irregularmente onduladas y medianamente gruesas,
en la cuales se intercalan células cortas, silicificadas, altas y estrechas o cua-
dradas, de contornos lisos (Fig. 2D). La  densidad de estomas fue mayor en la
epidermis abaxial que en la adaxial, pero la mayor longitud  de estas estructuras
epidérmicas se registro en la última, para ambos genotipos (Tabla II); en ambas
epidermis PR692176 mostró el más alto número de estomas por mm-2 siendo
éstos más pequeños, en comparación con V78-1, pero la diferencia entre am-
bos genotipos fue mayor en la epidermis abaxial, donde el primer genotipo tuvo
una densidad estomática  un 37,5% superior que el segundo.
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Fig. 1. Secciones transversales de la lámina foliar de los genotipos de caña de
azúcar (Saccharum spp.), sometidos a estrés salino durante 60 días. A y D
hojas de plantas testigo (sin aplicación de sales) de los genotipos PR692176 y
V78-1, respectivamente. B y E hojas estresadas con NaCl, de los genotipos
PR692176 y V78-1, respectivamente. C y F. hojas estresadas con Na2SO4, de
los genotipos PR692176 y V78-1, respectivamente. cb: células buliformes, ct:
células translucidas

cb

ct

cb

ct
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Fig. 2. Vistas frontales de las epidermis adaxial y abaxial de los genotipos de
caña de azúcar (Saccharum spp.)   A y D. Epidermis adaxial de los genotipos
PR692176 y V78-1, respectivamente. B y E. Epidermis abaxial de los genotipos
PR692176 y V78-1, respectivamente. C y F. Epidermis abaxial en hojas
estresadas con Na2SO4, de los genotipos PR692176 y V78-1,  respectivamen-
te.  ag: aguijón, cb: células buliformes, cc: células cortas, mp: micropelo.
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El arreglo de las células buliformes fue semejante en las dos variedades (Figs.
1A, 1D, 2A y 2D) y en ambos casos estuvieron asociadas con células
parenquimáticas translucidas que forman una o dos columnas, uniseriadas a
cada lado de un haz de tercer orden; no obstante, en PR692176 frecuentemen-
te se presentaron en mayor número y alcanzaron la epidermis abaxial (Fig.
1A), mientras que en V78-1, lo más común fue que se presentaran en menor
número pero de mayor tamaño y que llegaran sólo hasta la mitad del mesofilo
(Fig. 1D).

El sistema vascular está constituido por haces de tres órdenes diferentes (Fig.
1D), dispuestos en forma alterna, los de primer y segundo orden se ubican en la
parte media de la lámina, mientras que los de tercer orden se localizan prefe-
rentemente debajo de grupos de células buliformes (Figs. 1A y 1D). Los haces
de primer orden definen contornos ligeramente triangulares, los de segundo
orden son elípticos y los de tercer orden  circulares (Figs. 1A y 1D). En los tres
tipos se distinguen claramente xilema y floema, aún cuando más abundante en
los de primer orden con elementos metaxilemáticos evidentes.

Los haces están rodeados por una vaina continua de células parenquimáticas,
de tamaños diferentes y con cloroplastos dispuestos periféricamente. Cada haz
a su vez tiene células clorofilianas arregladas radialmente y tanto hacia el lado
adaxial como abaxial son visibles grupos de células esclerenquimáticas, con
una disminución progresiva de acuerdo al orden del haz, es decir más células en
aquellos de primer orden y menos en los de tercer orden.

El mesofilo de estas hojas está integrado por parénquima de células translúcidas
y  clorofilianas en un arreglo Kranz típico. Sin embargo, las variedades mostra-
ron variación en cuanto a la distancia intervenal, la cual fue aproximadamente
9 µm menor  en PR692176, respecto a V78-1 (Tabla I), lo que se refleja en un
mayor volumen de tejido parenquimático (ya sea por mayor número de células
o mayor volumen de cada una), así los haces están más próximos en PR692176
que en V78-1.

El espesor de la hoja  fue  22,1% mayor en V78-1 que en PR692176, lo que se
debe fundamentalmente a un mayor grosor del mesofilo en el primer genotipo,
respecto al segundo, ya que el espesor del tejido epidérmico no mostró diferen-
cias notables entre ambos (Tabla I).

Los cambios más evidentes al aplicar los tratamientos salinos  se observaron en
algunas de las variables cuantitativas. En las plantas estresadas con NaCl, el
grosor de la cutícula y de ambas epidermis mostraron valores similares a los de
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las plantas testigo (Tabla I).  El espesor a nivel de las células buliformes no se
midió, pero se apreció un aumento visible en su tamaño respecto al testigo, en
sección transversal de la hoja en los dos genotipos (Figs. 1B y 1E).  En cuanto
a los estomas, su densidad se incrementó respecto a las plantas testigo, 4,4 y
21% en la epidermis adaxial y 5,6 y 14,2% en la abaxial, en PR692176 y V78-
1 respectivamente; en tanto que el tamaño de los estomas se redujo levemente
en el primer genotipo y fue notablemente mayor en el segundo (Tabla II). Los
genotipos no mostraron diferencias en la densidad de micropelos en relación a
las plantas no estresadas (Tabla II).

En relación al mesofilo, en las plantas tratadas con esta sal se observó un
incremento de 8,4% en PR692176  y una reducción de 23,7% en V78-1, lo cual
se reflejó en un ligero aumento en el espesor de la hoja del primer genotipo (Fig.
1B), respecto a las plantas control, mientras que el efecto contrario se notó en
V78-1 (Fig. 1E). La distancia intervenal se incrementó casi 20 µm en PR692176
y casi 10 µm en V78-1, respecto a las plantas testigo, de manera que en ambos
genotipos el valor de esta variable resultó similar.

En las plantas estresadas con Na2SO4, el espesor de la cutícula adaxial y abaxial
fue similar al de las plantas control, pero el espesor de las epidermis, del mesofilo
y de la hoja, se redujo considerablemente en los dos genotipos, respecto a las
plantas control (Tabla I). Se observaron hojas más compactas y con tendencia
a un mayor desarrollo de tejido esclerenquimático en posición subepidérmica a
nivel de los haces conductores, en las plantas de los dos genotipos estresadas
con esta sal (Figs. 1C y 1F). La distancia intervenal se redujo ligeramente en
PR692176 y en mayor proporción en V78-1, en comparación con las plantas no
estresadas.  Respecto a los estomas, la densidad estomática se incrementó en
31,8% y 24,03% en la epidermis adaxial y en  17,8   y 26,7 % en la abaxial en
PR692176 (Fig. 2C) y V78-1 (Fig. 2F) respectivamente, en comparación a las
plantas control, mientras que el tamaño estomático se redujo en ambas epider-
mis y la magnitud de esa disminución fue mayor en V78-1 (Tabla II).  La
densidad de micropelos en ambos genotipos y en las dos epidermis, no mostró
cambios apreciables respecto a las plantas testigo.

DISCUSIÓN

Se determinaron diferencias entre los genotipos investigados, en especial en lo
que respecta a algunos rasgos anatómicos cuantitativos, que podrían ser de
importancia en cuanto a su comportamiento ante el estrés salino. Las plantas
testigo de PR692176 se distinguen de las de V78-1 por presentar una cutícula
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ligeramente más gruesa y la mayor densidad de micropelos y de estomas y
estos últimos  más pequeños en la epidermis abaxial. Las cutículas más gruesas
brindan una mejor protección contra el calentamiento excesivo de la hoja, con-
tribuyendo así a reducir la transpiración (Wilkinson 1979, Dietz y Hartung 1996).
Por otra parte, el acortamiento de la distancia entre los haces vasculares, es un
indicio de una mejor vascularización de este órgano, ya que se genera una red
de venas más densa (Fahn y Cutler 1992), característica de gran importancia
bajo condiciones de disponibilidad hídrica restringida. Una mayor densidad de
estomas de menor tamaño, se relaciona con un incremento en la resistencia
difusiva de la lámina, que conduce a una reducción en la transpiración foliar
(Roth 1990), siendo por ello comúnmente asociada con especies adaptadas a
crecer en ambientes secos (Fahn y Cutler 1992, García y Lapp 2001, 2004).
PR692176 se destacó por su mayor densidad de micropelos en la epidermis
abaxial que V78-1. La pubescencia disminuye la absorción de energía radiante
o permite una mejor disipación de ésta una vez absorbida, contribuyendo así  a
regular la temperatura foliar y a reducir la pérdida de agua por transpiración
(Johnson 1975, Ehleringer y Mooney 1978, Fahn y Cutler 1992). Por otra parte,
los micropelos en Saccharum pudiesen tener alguna función secretora de sales
(Glenn et al. 1997), lo cual se ha señalado como uno de los mecanismos más
eficientes para manejar el exceso de las mismas (Fahn y Cutler 1992, Hagemeyer
1997). Estas características constituyen una ventaja para PR692176, en rela-
ción a V78-1 y pueden ayudar a explicar su mayor capacidad para tolerar
condiciones de sequía (Zérega 1995) y en parte, también su mejor comporta-
miento ante la salinidad (García y Medina 2003, García 2004).  Cabe indicar
que en el caso particular de la caña de azúcar, la tolerancia a sequía ha resulta-
do estrechamente relacionada con la tolerancia al estrés por salinidad (Syed y
El-Swaify 1972, Wahid et al. 1997, Wahid 2004).

Uno de los efectos más notables provocados por el NaCl fue el aumento en el
tamaño de las células buliformes y de las células incoloras en el mesofilo en
PR692176,  y en menor magnitud en V78-1, lo que se reflejó en un aumento en
el grosor del mesofilo y de la hoja en el primer genotipo; lo contrario ocurrió  en
V78-1, en el cual estos valores se redujeron. Este comportamiento reflejó un
incremento en el grado de suculencia de este órgano, en el caso particular de
PR692176. La salinización con Na2SO4, por el contrario, tuvo en los dos
genotipos un efecto depresor sobre el espesor de las ambas epidermis, del
mesofilo y consecuentemente de la lámina foliar; esta sal indujo la formación
de hojas más compactas y con mayor desarrollo de esclerénquima, todo lo cual
indicó que el Na2SO4 provocó deshidratación de los tejidos foliares, rasgos
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típicamente asociados con el xeromorfismo (Fahn y Cutler 1992).  Este com-
portamiento coincide con señalamientos según los cuales la suculencia está
relacionada con la composición de la solución salina. Evidencias obtenidas en
otras glicófitas, han demostrado que la salinización con NaCl provoca suculencia
en los tejidos foliares (Longstreth y Nobel 1979, Poljakoff-Mayber 1975, Serrato
Valenti et al. 1991, Bray y Reid 2002).

En genotipos de cítricos se ha reportado que tanto el NaCl como el CaCl2
provocan suculencia foliar, estando ese incremento en el volumen celular posi-
tivamente correlacionado con el contenido de Cl- en las hojas (Romero-Aranda
et al. 1998).  Respecto al efecto de la salinización con Na2SO4 sobre la anato-
mía foliar se conoce menos, debido a que la sal más ampliamente usada para
provocar estrés es el NaCl. Hayward y Long (1941) fueron de los primeros en
estudiar el efecto de la salinización con NaCl y Na2SO4 sobre la histología de la
hoja en plantas de tomate y encontraron que con ambas sales el grosor de la
lámina se incrementó más o menos en la misma proporción; por el contrario,
Strogonov (1962) citado por Poljakoff-Mayber (1975) señaló que el Na2SO4
causó haloxeromorfismo marcado en hojas de algodón, lo que coincide con lo
reportado por Degano (1999) en Tessaria absinthioides y con lo observado
en este estudio.

El estrés salino provocó un acortamiento en la distancia intervenal en las plan-
tas tratadas con Na2SO4, lo cual puede explicarse como una estrategia para
compensar la  deshidratación de los tejidos foliares provocada por la primera
sal.  Por el contrario, en las plantas estresadas con NaCl la distancia intervenal
se incrementó, más en PR692176 que en V78-1, lo que puede vincularse con el
incremento en el grado de suculencia ocurrido en el primer genotipo.

En cuanto a los estomas, ambas sales provocaron un incremento en la densidad
estomática y una reducción en la longitud de éstos en las dos epidermis, siendo
este efecto, en general, más notable en las plantas estresadas con Na2SO4 y en
el genotipo sensible. Este comportamiento se ha explicado como una respuesta
para enfrentar el efecto de estrés hídrico provocado por la salinidad (Longstreth
y Nobel 1979)  y su efecto más acentuado en V78-1 podría relacionarse con la
mayor sensibilidad a la sequía que exhibe este genotipo (Zérega 1995). Es de
hacer notar que el comportamiento de la densidad y el tamaño estomático en
otras glicófitas sometidas a estrés salino es variable, en Kandelia candel L.,
Hwang y Chen (1995) encontraron una disminución en la densidad de estomas
al incrementar la concentración de NaCl. Por el contrario, en caraota (Bray y
Reid 2002) y en tomate (Salas et al. 2001) reportaron un incremento en la
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densidad de estomas y una disminución en su longitud sólo en la epidermis
abaxial, mientras que en Hibiscus cannabinus (Curtis y Läuchli 1987), seña-
laron resultados similares a los encontrados en este estudio,  el incremento se
observó en ambas epidermis. Por otra parte, las sales no influenciaron el desa-
rrollo de micropelos en los genotipos, pero es conveniente profundizar los estu-
dios de esta variable, en lo referente a sus capacidades para secretar sales.

En la  raíz de los genotipos estudiados tanto el NaCl como el Na2SO4 causaron
un aumento más o menos similar en el grado de suculencia de este órgano, lo
cual evidencia que el efecto de estas dos sales en provocar suculencia varía
dependiendo del órgano considerado. Por otra parte, el crecimiento de los
genotipos fue más deprimido en presencia de NaCl que de Na2SO4 (García
2004), lo que indica que el efecto beneficioso de la primera sal en promover
suculencia, no contrarresta el efecto  tóxico del Cl- para este cultivo (Bernstein
et al. 1966, Syed y  El-Swaify 1972, García 2004).
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