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Opinion del tutor

El trabajo presentado por la estudiante Elianys Maria Roman Frutos titulado:
Respuesta germinativa del frijol (Phaseolus vulgaris L) en condiciones de estrés
hidrico, reviste gran importancia para la Agricultura actual, debido a que todo estudio
que se realice en la etapa germinativa contribuye en gran medida a evaluar el
comportamiento del cultivo en las diferentes etapas fisiologicas. Debido al cambio
climatico y los procesos de desertizacion que ocurren en todo el mundo, en un
futuro, probablemente la Unica manera de cultivar plantas sea en condiciones de
déficit hidrico permanente. Desde esta perspectiva es necesario tener cultivares con
mayor resistencia o tolerancia al déficit hidrico. Es posible obtener plantas
cultivables tolerantes por transferencia genética, para ello se hace necesario el
estudio de los mecanismos involucrados en la respuesta fisioldgica y bioquimica de
los cultivos, como base indispensable del mejoramiento genético ya que muchos de
los genes inducidos por estrés son candidatos potenciales para la produccion de

plantas cultivables tolerantes o resistentes al déficit hidrico.

Durante el montaje y ejecucion del experimento la estudiante desarrollé6 un grupo
de habilidades en el laboratorio que le permitira desempefarse como futura
Ingeniera Agronoma. Es de destacar el esfuerzo, la perseverancia y dedicacion de
la aspirante en la realizacion de las diferentes etapas de la investigacion, la
ecuanimidad que demostré cuando se presentaron obstaculos en la fase de
experimentacion y tuvo que en mas de una ocasion montar el experimento para
alcanzar los resultados expuestos en este documento que acredita todo un esfuerzo

por realizar un aporte al desarrollo cientifico de la facultad.

Por todo lo antes mencionado, le solicitamos al tribunal que, una vez escuchadas

las preguntas y respuestas al tribunal se le otorgue el titulo de Ingeniera Agronoma.

MSc. Llilddrey Torres Hernandez MSc. Maryla Sosa Del Castillo



Resumen

El estrés hidrico afecta morfolégica, bioquimica y fisiolégicamente numerosos
procesos biolégicos en las plantas, por lo cual se considera uno de los estreses
ambientales mas importantes que afectan las producciones agricolas. El presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar la respuesta de Phaseolus vulgaris var Delicias
364durante el proceso germinativo en condiciones de estrés hidrico. Para ello las
semillas de frijol fueron sembradas en placas Petri con diferentes soluciones de
polietilenglicol 1500 (0-18%) y se colocaron en un cuarto de crecimiento durante 8
dias. Se evaluaron los indicadores: porcentaje de germinacioén, vigor, longitud de
raiz y parte aérea, contenidos de proteinas, carbohidratos solubles, azucares
reductores y fenoles solubles. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con
cuatro réplicas por tratamiento. Los resultados se interpretaron a través de un
ANOVA de clasificacion simple, utilizando la Prueba de Duncan para los datos que
cumplieron los supuestos. En los casos que no se cumplia se analizaron mediante
la Prueba de Kruskal-Wallis y se empleé el paquete SPSS version 15.0. El
polietilenglicol (9-15%) redujo el porcentaje de germinacion, la longitud de la raiz,
hipocotilo, epicétilo y el vigor de las plantulas, afectandose el crecimiento de las
estructuras vegetativas de la parte area. El contenido de carbohidratos y proteinas
solubles totales, azlcares reductores y los polifenoles se afectaron con el
incremento de las concentraciones de PEG-1500. El agente osmoético influyd
negativamente en la respuesta germinativa de P.vulgaris var.Delicias 364, lo que
evidencia una susceptibilidad de la variedad en condiciones de estrés hidrico

severo.

Palabras claves: Phaseolus vulgaris, germinacion, estrés hidrico.
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Introduccién

En nuestro pais y en el mundo entero, el cambio climatico esta provocando una
significativa disminucién de la calidad y cantidad de alimentos; asi como la calidad
del medio ambiente el cual exacerba los estreses abidticos a escala global al
aumentar la irregularidad de los eventos meteoroldgicos (Jain y Saxena, 2016).

Se conoce que el sector agricola es uno de los que mas consumen agua y que la
mayoria de las plantaciones son regadas de forma artesanal e incluso las que
cuentan con sistemas de riego tecnificado no hacen uso eficiente del agua, llegando
en muchas regiones a sobrepasar el limite de aprovechamiento del agua. Esto ha
provocado también la sobreexplotacién de los recursos hidricos superficiales y

subterraneos, lo cual afecta grandemente el ambiente (Pérez, 2012).

La sequia, conjuntamente con la salinidad de los suelos constituye un grave
problema que afecta el rendimiento de los cultivos y la sostenibilidad de la
agricultura. Cerca del 10% de la superficie del planeta esta afectada por estos tipos
de estreses causando la pérdida de alrededor de 12 millones de hectareas de tierras
por afio (CNULD, 2013).

Entre todas las limitaciones ambientales, el estrés por sequia es el factor méas
limitante para la productividad de la planta, al igual que en los sistemas agricolas
(Ashraf et al., 2011; Srivastava y Kumar, 2014; Shafiq et al., 2015), ya que el agua
en cantidad 6ptima es esencial para el crecimiento vegetal, el desarrollo, asi como

para las actividades metabdlicas esenciales (Abdulla et al., 2011).

Las respuestas adaptativas al déficit hidrico incluyen cambios morfolégicos,
fisiol6égicos y bioquimicos, asi como cambios en el crecimiento, conductancia
estomatica, potencial osmatico de los tejidos y defensa antioxidante (Zhang et al.,
2008; Duan et al., 2017).

Se ha estimado que la sequia reduce en un 60% la produccién mundial de granos

de frijol comun (Porch et al., 2009), lo que ha llevado a considerar a la sequia como
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el segundo factor limitante para su rendimiento, después de las enfermedades
(Davila, 2010). ElI frijol comun (Phaseolus vulgaris L) es una de las principales
fuentes de proteina en Latinoamérica y Africa (Omae et al., 2012), con altos
contenidos de vitaminas, minerales y fibra dietética, muy utilizada por los habitantes
de paises en desarrollo (Muhamba y Nchimbi, 2010).

El estrés hidrico, provocado por exceso o déficit de agua, constituye la segunda
causa que limita la produccion de frijol en Cuba (Polon et al., 2013) y en América
Latina (Suarez et al., 2016) aunque no todos los cultivares de frijol responden de la
misma forma a condiciones estresantes; pues el nivel de susceptibilidad o tolerancia
varia de una a otra. El grado de tolerancia depende ademas de la intensidad y la

etapa de desarrollo del cultivo sobre la que el factor actie (Dominguez et al., 2014).

Varios investigadores han realizado estudios sobre las posibles respuestas de los
cultivos durante los procesos de atenuacion de los efectos del déficit hidrico (Rai et
al., 2013; Ojeda et al., 2013; Garcia et al., 2015).

La germinacion y las primeras etapas de crecimiento temprano, constituyen los
momentos mas vulnerables dentro del ciclo de vida de las plantas ante estreses
ambientales. Recientemente se han realizado diversas investigaciones sobre los
mecanismos de tolerancia al estrés hidrico en diferentes cultivos de interés agricola
durante el proceso germinativo (Kadkhodaie y Bagheri,2011), pero aun se requieren
de estudios especificos para determinar la capacidad de tolerancia de los cultivos,
lo cual constituye la base indispensable en los programas de mejora vegetal
(Almodares et al., 2014; Muscolo et al., 2014), especialmente en la etapa de
germinacion la cual contribuye notablemente con el transito de la planta por las

diferentes etapas fenoldgicas.

Por estas razones se propuso como problema cientifico de la presente

investigacion el siguiente:

Se desconoce la capacidad germinativa del frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad

Delicias 364 en condiciones de estrés hidrico.
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Hipotesis cientifica
El empleo de diferentes concentraciones de polietilenglicol-6000durante la
germinacion de las semillas de frijol, permitird la caracterizacion de indicadores

asociados a la morfologia y fisiologia de este proceso ya la determinacion de los

niveles de tolerancia al estrés hidrico de la variedad en estudio.

Objetivo general

Evaluar la respuesta germinativa del cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.) en

condiciones de estrés hidrico.
Como objetivos especificos se plantearon los siguientes:

1. Caracterizar el proceso de germinacion de (Phaseolus vulgaris L.) variedad
Delicias 364 en presencia de polietilenglicol-1500, mediante el comportamiento

germinativo e indicadores asociados al vigor.

2. Determinar la respuesta bioquimica de semillas de (Phaseolus vulgaris L.)
variedad Delicias 364 durante el proceso germinativo en condiciones de estrés

hidrico.
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Capitulo 1: Revision Bibliogrifica

1.1. Origen e importancia del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El cultivo del frijol se considera uno de los mas antiguos. Estas plantas leguminosas
aparecieron en tierras americanas hace miles de afios. Los restos mas antiguos (9
000 afios) se encontraron en un lugar llamado Huachichocana en el norte de
Argentina; asimismo, en Perl hay rastros arqueoldgicos de los frijoles, de hace 8
000 afios (Solorzano, 1994).

Los primeros colonizadores europeos en el Caribe observaron que el frijol era
ampliamente cultivado por los nativos americanos (Gepts y Debouck, 1991). México
se ha reconocido como el mas probable centro de origen, o al menos, como el centro
primario de diversificacion. Algunos de los hallazgos arqueoldgicos en México y
Sudamérica indican que se conocia hace algunos 5 000 afios antes de Cristo

(Ramirez y Rangel, 2011).

El frijol tiene un papel muy diverso e importante en los sistemas de produccion
agricola y en la dieta de una gran parte de la poblacion en muchas regiones del
mundo. Esta leguminosa es considerada una de las fuentes principales de proteina
vegetal (24%), aunque su contenido puede variar de acuerdo a la variedad (Porrata
etal., 2008; Omae et al., 2012). Es una fuente considerable de calcio, hierro, fésforo,
magnesio y zinc y de las vitaminas tiamina, niacina y acido félico (Ramirez y Rangel,
2011).Es deficiente en aminoacidos azufrados y triptéfano, pero contiene
cantidades suficientes de lisina (1,2 a 1,5 g por 100 g de grano) (Pefia et al., 2013).

Estudios clinicos realizados en los Estados Unidos indican que el frijol es muy
efectivo en la prevencién y tratamiento de enfermedades cardiovasculares, diabetes
mellitus, obesidad, hipertension, cancer y enfermedades del tracto digestivo (Singh,
1996).
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1.2. Clasificacion taxonomica
Segun la clasificacion asignada en el sistema de nomenclatura binomial, el nombre
completo del frijol comin es Phaseolus vulgaris L. Taxondmicamente su

clasificacion es la siguiente (Valladares, 2010):
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnolioposida

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Phaseolus

Especie: Phaseolus vulgaris

1.3. Produccién mundial y en Cuba.

La produccién mundial de frijol registra tendencia al alza durante la década reciente,
impulsada por aumentos en la superficie cultivada y en los rendimientos promedio
por unidad de superficie. En seis paises se concentra el 63 % de la cosecha mundial
de la leguminosa: India y Brasil (15,9% y 16 % respectivamente), Myanmar (10,5
%), China (8,9%) México (5,8%) y Estados Unidos (5,6%) segun datos de la
Federacion Alimentaria (FAO, 2016).

En Cuba el frijol se encuentra distribuido en todo el territorio nacional. Las provincias
de Matanzas, Pinar del Rio, Holguin, Camagliey y Sancti Spiritus ocupan los
primeros lugares en el pais en cuanto a areas cultivadas. La zona de Velazco, en
Holguin, que por tradicion y las condiciones naturales es donde se desarrolla en

mayor extension el cultivo (Exposito y Garcia, 2011).

La obtencién de este grano esta a cargo fundamentalmente del sector agricola no
estatal (94% de la produccion total), con rendimientos anuales de 1,4 t.ha. Este

sector esta constituido en su mayoria por fincas y pequefias parcelas, con

5
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condiciones muy diversas y baja disponibilidad de insumos agroquimicos y
energéticos (ONEI, 2016).

En general el rendimiento del frijol en Cuba y el resto del mundo, es limitado debido
a la susceptibilidad de esta leguminosa ante parasitos y enfermedades. Se estima
que aproximadamente 20 patégenos pueden afectar este cultivo (Placencio y
Nufez, 2002). En estas condiciones, el cultivo de frijol presenta problemas de bajos
rendimientos relacionados fundamentalmente con la baja fertilidad de los suelos, la

sequia y las incidencias de plagas y enfermedades (Lorigados et al., 2006).

1.4. Descripcién morfologica del cultivo,

Es una planta anual, herbacea y termdfila, es decir no soporta heladas; se cultiva
esencialmente para obtener la semilla, las cuales tienen un alto grado de proteinas
con més del 22% (Beaver et al., 2002).

Raiz: En las primeras etapas de desarrollo el sistema radicular esta formado por la
radicula del embrion, después se forman las raices secundarias y terciarias con
pelos absorbentes. Esta especie presenta nodulos distribuidos en las raices
laterales de la parte superior y media del sistema radicular, con un diametro
aproximado de 2 a 5 mm y son colonizados por las bacterias del género Rhizobium,
las cuales fijan nitrdgeno atmosférico, que contribuye a satisfacer los requerimientos

de este elemento en la planta (Faure et al., 2013).

Tallo: El tallo joven es herbaceo y semi-lefioso al final del ciclo; es una sucesion de
nudos y entrenudos donde se insertan las hojas y los diversos complejos axilares,
el tallo o eje principales de mayor didmetro que las ramas laterales y se inicia en la
insercion de las raices. El primer nudo corresponde al de los cotiledones, esta
primera parte del tallo se denomina hipocétilo y el segundo nudo epicétilo, en el

tercer nudo emerge la primera hoja compuesta (Vivanco et al., 2011).

Hojas: Son de dos tipos: simples y compuestas. Los cotiledones constituyen el
primer par de hojas, son de poca duracion, proveen sustancias de reserva a la

planta durante la germinacién y emergencia y elaboran los primeros carbohidratos
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a través de la fotosintesis en sus cloroplastos. Las primeras hojas verdaderas se
desarrollan en el segundo nudo, son simples, opuestas y cortadas. A partir del tercer
nudo se desarrollan las hojas compuestas, las cuales son alternas, de tres foliolos,
un peciolo y un raquis. Presentan variacion en cuanto a tamafio, color y vellosidad,
en dependencia de la variedad y las condiciones de luz y humedad (Beaver et al.,
2002).Las semillas pueden consumirse inmaduras, maduras, frescas o secas
(McDonald, 2013; OECD, 2016).

Figura 1. Vainas, hojas y flores de Phaseolus vulgaris L. Izquierda: vainas (frutos)

Derecha: hojas y flores.
Fuente: https://www.google.com.cu/imgres?imgurl=http:/phaseolussp.

1.5. Factores que afectan el cultivo del frijol.

En general el cultivo de frijol como cualquier otra planta puede ser afectada tanto
por factores bidticos como abiéticos. El primer caso resulta de la interaccion con
otros organismos, por ejemplo, dafios mecéanicos por herbivoros, competencia por

el habitat o infeccion por parésitos.

La produccién del frijol independientemente de la variedad, se ve comprometida por
una serie de factores abioticos, tales como: la sequia, salinidad, temperatura,

humedad y acidez de los suelos e intensidad luminosa (Trevifio y Rosa, 2013).
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Temperatura.

Este factor Influye sobre el cultivo del frijol durante todo su ciclo. La planta de frijol
crece bien en temperaturas promedios de 15 a 26 °C, pero hay un gran rango de
tolerancia entre las diferentes variedades. Una planta es capaz de soportar
temperaturas extremas (5 a 40 °C) por cortos periodos, pero mantenida a tales
extremos por un tiempo prolongado, ocurren dafos irreversibles (Padilla et al.,
2011).

Las temperaturas bajas retardan el desarrollo de la planta, pudiendo acentuarse en
las siembras tardias de diciembre y enero. Las temperaturas altas inducen el aborto
de las flores, aumentan la tasa de evapotranspiracion y ocasionan el marchitamiento
de la planta si hay un suministro insuficiente de humedad en el suelo. Las
temperaturas altas reducen la viabilidad del polen, el crecimiento del tubo polinico y
la fertilizacion del ovario (Hall, 2004); aceleran la tasa de desarrollo de la planta y
acortan el periodo de crecimiento de los 6rganos reproductores (Gan et al., 2004),
causan excesivo aborto de flores y vainas jévenes (Leport et al., 2006), aceleran el
llenado del grano (Boote et al., 2005), reducen el nimero de semillas por vaina, el
tamafo de semilla y el rendimiento (Barrios et al., 2011).En Cuba se considera esta

causa como una limitante de la produccién en verano (Cabrera, 2011).
Humedad

Se considera que una humedad del aire del 70% es adecuada para el buen
desarrollo de la planta de frijol. Por lo que la acumulacién de un exceso de humedad
en el suelo, como resultado de intensas precipitaciones mal distribuidas o por el
riego desmedido sobre todo en suelos con dificultades de drenaje, ocasionan serios
trastornos al desarrollo del sistema radical (Conveca, 2011) y por ende al resto de

la planta.
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Luz

El frijol es un cultivo de dia corto; por tanto, la floracion se ve favorecida por
fotoperiodos inferiores a doce horas con largos periodos de oscuridad, lo cual se

manifiesta en Cuba a partir del mes de octubre.
La sequia

Las condiciones de limitacion de agua inducen en las plantas respuestas que
afectan su morfologia, fisiologia y metabolismo. Una vez percibido este tipo de
estrés se inician vias de transduccion de sefiales y la expresion de genes asociados,
que influyen en cambios celulares, de tejido y de 6rgano (Bray, 2000).

Se han realizado investigaciones en el tema utilizandose diferentes tipos de
ensayos. Estos estudios han sido enfocados a cultivos especificos, tratando de
dilucidar las afectaciones que sufren las plantas debido a la falta de agua. De
manera general, entre los cambios fisiolégicos y metabdlicos que ocurren se
encuentran la disminucion en la sintesis de proteinas y, por tanto, en la velocidad
de crecimiento, el aumento de cera en la cubierta de las hojas (Robles, 2011),
cambios en la transpiracion, en la respiracion (Carmo et al., 2008), en la fotosintesis,

en la distribucion de nutrientes (Rodriguez et al., 2006) entre otros.

En sus informes Dominguez et al. (2014) plantean que este cultivo no requiere
grandes voliumenes de agua durante su ciclo vegetativo, la demanda de agua
dependera de su fase de desarrollo, siendo el cultivo exigente en la fase de
germinacion y muy exigente en la fase de diferenciacion floral (R6), fructificacion
(R7) y llenado del grano (R8).

En la mayoria de las zonas productoras de frijol, los rendimientos potenciales nunca
son alcanzados, esto se debe a que esta leguminosa se cultiva principalmente en
condiciones ambientales desfavorables, siendo la escasa y erratica precipitacion
pluvial durante la fase de crecimiento del cultivo una de las que mas afecta su

respuesta productiva, segun lo reportado por Garcia (2011).
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1.6. Generalidades del estrés hidrico

El estrés abidtico surge como resultado de un exceso o un déficit en el ambiente
quimico-fisico que interactia con una planta, reduciendo en ella su productividad
entre un 60-80% en dependencia del tipo de estrés y del cultivo (Mahajan y Tuteja,
2005).

Las alteraciones del clima en los ultimos afios, afectan considerablemente el
régimen pluviométrico en muchos paises, teniendo como consecuencia una mayor
frecuencia de eventos de sequia severas y prolongadas, lo que ha provocado
cuantiosos dafios en la agricultura actual, debido a que el estrés hidrico en conjunto
con las temperaturas y la radiacion, es el proceso ambiental mas importante que
puede detener la supervivencia de los cultivos y su productividad (Rahaie et al.,
2013; Hinojosa et al., 2013).

Segun Passioura (2002) con el incremento de la aridez y el crecimiento de la
poblacién mundial, el agua se convertird en un recurso escaso. Se han realizado
diversas investigaciones para desarrollar estrategias en el control del agua durante

la sequia en diversos cultivos (Bray, 2000; Marcaida et al., 2014).

Igualmente se estudia la interpretacion de las relaciones hidricas entre las diferentes
estructuras de las plantas y sus funciones (Erice et al., 2014), tal como la morfologia
del sistema radical y la tolerancia al estrés (Maggio et al., 2001) lo cual es esencial
para el entendimiento de la habilidad competitiva de las plantas para sobrevivir en

diferentes ambientes.

El estrés hidrico puede originarse como resultado de dos condiciones, o bien por
exceso de agua como por déficit de la misma. Sin embargo el que comunmente se
encuentra en las plantas surge por la escasez de agua, denominado estrés por

sequia (Mahajan y Tuteja, 2005).

El estrés causado por los factores hidrico y salino afecta en gran medida el
rendimiento del cultivo, Incluso se ha demostrado que en momentos tempranos de
estrés salino, en la planta se obtiene una respuesta de déficit hidrico (Munns, 2002;
Rosabal et al., 2014).
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1.7. Efectos del estrés hidrico en el crecimiento y desarrollo de las plantas

Ante condiciones de estrés hidrico, es limitado el movimiento normal del agua tanto
hacia dentro como hacia fuera de la célula, lo cual compromete varios procesos
fisioloégicos, morfolégicos y bioquimicos (Rosabal et al., 2014) que determinan la

productividad de los cultivos.

Cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente, se dan cambios en los procesos
de desarrollo que tienen varios efectos sobre el crecimiento celular (Florido, 2014),
los procesos fisiolégicos son muy sensibles al déficit de agua debido a la reduccién
de la presién de turgencia (Taiz y Zeiger, 2006).

Segun Mahajan y Tuteja (2005), pueden producirse dafios estructurales en la
membrana lipidica como resultado de la destruccién de algunas proteinas de
membrana, perdiéndose de esta forma la integridad de la misma, la selectividad y
la actividad enzimética, asi como la compartimentacién celular. En adicién a los
dafios en la membrana hay un aumento en la pérdida de electrdlitos y un
desequilibrio osmético. En general se afectan la mayoria de los procesos

metabdlicos de la célula.

En condiciones de estrés hidrico las hojas cambian su angulo de inclinacién, se
enrollan o se recambian, y se incrementa la relacion del peso entre la raiz y la parte
aérea (la raiz mantiene su velocidad de crecimiento, en tanto que la parte aérea la
disminuye) (Robles, 2011).

En tal sentido Khaton et al.(2016) en sus informes reportan una reduccién de la
expansion y el area de foliar del cultivo del frijol en estas condiciones estresantes,
afectandose la conductancia estomatica al disminuir la difusion de COzdesde los
estomas hacia los espacios intercelulares, y luego, hacia los sitios de carboxilacién
a través del mesofilo, ademas de una restriccion de la fotofosforilacion, deficiente
regeneracion de ribulosa 1,5-bifosfato (RuBp) y decrecimiento en la actividad de la

Rubisco (Singh y Reddy, 2011) enzima importante en el ciclo de Calvin.

11
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Existen ademés cambios metabdlicos, no menos importantes, que afectan la
maquinaria fotosintética, entre estos hay que sefialar el dafio en los pigmentos
fotosintéticos y en los componentes celulares (Muller et al., 2011). Estos efectos
pueden provocar la disminucién de la expansién foliar y la senescencia prematura

de la hoja.

Las plantas manifiestan un rasgo comun debido a la influencia de diferentes factores
estresantes, es su potencial para incrementar la produccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS, por su sigla en inglés) en células y tejidos (cloroplastos), tales
como el oxigeno singlete, (102), el radical superéxido (O2-), el peréxido de hidrégeno
(H202) y el radical hidroxilo (OH-), que en condiciones normales son generadas
como consecuencia de los procesos metabdlicos (Arora et al., 2002). Estas
especies causan posibles dafios oxidativos de macromoléculas biol6gicas como el
DNA, lipidos, carbohidratos y proteinas, aumenta el contenido de malon-dialdehido
(MDA) (Smirnoff, 1993; Tripathy y Oelmdller, 2012) estimandose disminuciones de

la turgencia, del contenido relativo de agua (CRA) y de la conductancia estomatica.

Las EROS y sus productos pueden causar la reduccion de la fotosintesis y la
transpiracion, acelerar la senescencia, aumentar la respiraciéon y provocar el eflujo

de los electrolitos y las mutaciones genéticas en las plantas (Rosabal et al., 2014).

Se ha descrito que las EROS tienen una funcion importante en la regulaciéon de
numerosos procesos biolégicos tales como el alargamiento celular, la sefializacion
mediante hormonas, la respuesta a estreses biéticos y abidticos, asi como en la

apoptosis o muerte celular programada (Del Rio, 2015).

En condiciones de estrés severo las concentraciones de estos radicales aumentan
considerablemente y superan las defensas antioxidantes lo que genera el estado

conocido como estrés oxidativo (Caverzan et al., 2016).

Rai et al. (2013) realizaron un estudio del déficit y frecuencia de riego en frijol, donde
encontraron que hubo un efecto significativo sobre el rendimiento en la disminucién
del grano y el nUmero de vainas por planta debido al déficit de humedad del suelo
durante los estadios de crecimiento, floracion y formacion del grano.

12
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Garcia et al. (2015) al evaluar el impacto del estrés hidrico en el crecimiento del frijol
encontraron una disminucion rapida en el indice del area foliar, la conductancia

estomatica y la fotosintesis.

Reyes et al. (2014) en trabajos realizados en la variedad de frijol Phaseolus
coccineus L. sometido a déficit hidrico, observaron que se afect6é el nUmero de hojas
y las estructuras reproductivas y en informes realizados por Merifio et al. (2015) se

vio afectada la masa seca y el rendimiento en granos.

Es preciso sefialar que no todos los cultivares de frijol responden de la misma forma
a condiciones estresantes pues el nivel de susceptibilidad o tolerancia varia de un
cultivar a otro (Polén et al., 2013), el grado de tolerancia depende ademas de la
intensidad y la etapa de desarrollo del cultivo sobre la que el factor actie (Boicet,
2010).

1.8. Mecanismos de respuestas de las plantas ante el estrés hidrico

Las respuestas de la planta dependen del genotipo y el estadio de desarrollo de la
misma en el momento del estrés, de la duracion y la severidad del estrés y de los
factores ambientales que lo provoquen. Un mecanismo importante en el
mantenimiento del consumo de agua y turgencia celular en condiciones de estrés

hidrico es el ajuste osmdtico.

1.8.1. Ajuste osmatico

El ajuste osmotico se produce en las plantas a través de la biosintesis de osmolitos
y por la acumulacién de iones, fundamentalmente K*y NOs". La acumulacién de
iones durante el ajuste osmotico ocurre principalmente en la vacuola, mientras que
en el citoplasma se acumulan solutos que no afectan la funcionalidad de
macromoléculas celulares (Taiz y Zeiger, 2006). La planta sintetiza y acumula
solutos osmaéticamente activos como cationes inorganicos (principalmente K+ y Cl),
acidos organicos, aminas cuaternarias (glicina betaina, R-alanina betaina y
dimetilsulfonio propionato), aminoacidos (prolina) y azlucares (sacarosa y manitol);
lo que le permite mantener un potencial de turgencia alto (Kumari et al., 2014;
Deepika et al., 2015).

13
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De manera que si el potencial del agua de la célula es menor que el potencial de
agua externo, hay una reduccion del potencial osmético y de esta forma el agua se
mueve hacia el interior de la misma (Taiz y Zeiger, 2006). Esta respuesta se conoce
como osmoregulacién que esta dada por la capacidad estabilizadora de algunos de
estos solutos sobre macromoléculas como las proteinas y los sistemas de
membrana celulares y que son importantes en el mantenimiento del potencial de
turgencia y el funcionamiento de la maquinaria celular, cuando el potencial osmotico
de las células disminuye (Lakshmi et al., 2008). Este ajuste osmatico, influye en el
crecimiento de la raiz para incrementar la extraccion de agua, mientras existe la
escasez de este recurso (Turner et al., 2010). Diferentes tipos de organismos como
plantas, bacterias, hongos y animales presentan osmolitos compatibles que se
caracterizan por no alterar la estructura y funcion de las macromoléculas, cuando
se acumulan en concentraciones altas. La sobreproduccion de este tipo de
compuestos protege a las plantas de frijol de los efectos causados por el estrés

osmotico (Lakshmi et al., 2008).

La acumulacién de solutos compatibles como la prolina, glicina betaina (GB) y
trehalosa también estadn involucradas en la tolerancia al estrés abi6tico por
proteccion de las proteinas y estructuras de la membrana a la deshidratacion,
regulando el estatus redox o actuando como desintoxicador de radicales libres
(Tujeda, 2007; Hussain et al., 2008; Miller et al., 2008; Zushi, 2009;).

Uno de los metabolitos mas estudiados que se acumulan en plantas crecidas en
diferentes condiciones estresantes es la prolina. Este aminoacido es fundamental
para el mantenimiento de la homeostasis celular, incluyendo el balance redox y el
estado energético. Ademas, puede actuar como molécula sefalizadora para la
modulacion de las funciones mitocondriales, influir en la proliferacion o muerte
celular y en lo que podria ser esencial para la fase de recuperacion del estrés, la
expresion de genes especificos (Szabados y Savoure, 2010). En este ultimo

aspecto se ha evidenciado que los cambios en la expresibn de genes son
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fundamentales para la respuesta que se obtiene durante el déficit de agua, y es el
origen del control de muchas respuestas a corto y largo plazo (Rosabal et al., 2014).

1.8.2. Cierre estomatico
A nivel fisiolégico uno de los mecanismos fundamentales de tolerancia al estrés por
déficit hidrico es el cierre de los estomas, ya que estos son los responsables de la

mayor proporcion de pérdida de agua en las plantas (Taiz y Zeiger, 2006).

El proceso de cierre de los estomas, cuando el meséfilo comienza a sufrir
deshidratacion, esta regulado por el acido abscisico (ABA) y posiblemente por otras
sefales generadas en respuesta al estrés abiotico (Saibo et al., 2012). El contenido
de ABA en la hoja se incrementa debido a la descompartimentacién y redistribucion
desde los cloroplastos de las células del mesdéfilo y a la sintesis y transporte desde
las raices, siendo liberado al apoplasto para llegar a las células guarda a través de
la corriente de transpiracion (Zhang y Outlaw, 2008). EI ABA produce una pérdida
de iones K* y de aniones CI- o malato en las células guarda, que provoca una salida

del agua del citoplasma, dando lugar al cierre estomatico (Moreno et al., 2016).

Diversos autores han indicado la relacion del ABA con incrementos en la tolerancia
a estrés por déficit hidrico (Miller et al., 2008; Wilkinson y Davies, 2010; Hirayama 'y
Shinozaki, 2010). La accion del ABA puede estar involucrada en la supresion de la
produccion de etileno (Thompson et al.,, 2007). Ademas, se ha sefialado que la
acumulacion de ABA inducido de solutos compatibles como prolina, puede ser
fundamental para evitar la deshidratacion (Kavi et al., 2003). Por tanto a nivel de
organismo parece que la funcién principal del ABA es coordinar varios aspectos de

la respuesta al estrés abiotico (Wilkison et al., 2012).

1.8.3. Sistemas antioxidantes en defensa contra las EROS.

Para minimizar los efectos tdxicos de las especies reactivas del oxigeno, las plantas
han desarrollado mecanismos altamente regulados de proteccién enzimaticos y no
enzimaticos que las atrapan e inactivan eficientemente para lograr el balance entre

la produccion y la destruccion de las mismas (Racchi, 2013).
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La capacidad que presentan las plantas para eliminar las EROS constituye un
elemento importante para tolerar los estreses ambientales (Hu et al.,, 2012). El
sistema antioxidante de los vegetales incluye, entre otros compuestos, enzimas
antioxidantes tales como la superoxido dismutasa, la catalasa y las peroxidasas, asi
como también otras enzimas que mantienen los niveles de antioxidantes en sus
estados reducidos como son la deshidroascorbato reductasa, la
monodeshidroascorbato reductasa, y la glutationa reductasa (Mishra et al., 2013;
Rao et al., 2013 ).Por otra parte se encuentran las sustancias de naturaleza no
proteica como carotenoides, flavonoides y fenoles. La expresion de tales
compuestos aumenta, de manera general, en diferentes condiciones de estrés
abidtico (Haghighi et al., 2014; Santhanakrishnan et al., 2014; Kumar y Chand,
2015).

La habilidad de las plantas para sobreponerse al estrés oxidativo dependera de sus
capacidades para desencadenar tales mecanismos de respuesta de manera eficaz,

en los diferentes organulos celulares.

Actualmente son poco comprendidos los mecanismos especificos que modulan la
expresion de los genes antioxidantes en el estrés de oxidacion, especialmente de
los genes que codifican para varias isoenzimas de una misma proteina (Rosabal et
al., 2014).

Los antioxidantes no enzimaticos pueden ser metabolitos lipofilicos entre los que se
destacan los tocoferoles, los carotenoides, los polifenoles y los alcaloides. También
pueden ser hidrofilicos como la glutationa, el ascorbato, la prolina, las poliaminas y
la cisteina, que pueden secuestrar directamente las EAO o servir como sustratos

para los sistemas de proteccion enzimaticos (Foyer,1993).

1.9. Lagerminacion de las plantas.
Otro de los efectos mas notables que tiene el estrés hidrico sobre las plantas es la

inhibicion de los procesos germinativos (Basha et al., 2015).

La capacidad de germinacion y el vigor son los atributos principales involucrados en
la calidad fisiologica de la semilla. La germinacion es el proceso fisiologico mediante
16
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el cual emergen y desarrollan, a partir del embrion, las estructuras esenciales para

la formacion de una planta normal (Delouche, 2002).

Este proceso se inicia con la ocurrencia de una variedad de actividades anabdlicas
y catabdlicas, como la respiracion, la sintesis de proteinas y la movilizacion de las
reservas después de la absorcion de agua (Desai, 2004). El vigor de las semillas es
su potencial biolégico para el establecimiento rapido y uniforme en condiciones,
incluso desfavorables, de las plantas en el campo (Gonzalez et al., 2008). Los
factores externos, como la temperatura, agua, oxigeno y luz, influyen directamente
en la germinacion de las semillas. La emergencia de una plantula depende entonces
de las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de la semilla, de su reaccién a las
condiciones externas a ella, y de la eficiencia al usar sus reservas durante la

germinacion (Pefa et al., 2013; Morales et al., 2016).

1.9.1. Efecto del estrés hidrico en la germinacion.

Entre las variables morfofisiolégicas que permiten observar en qué medida se
producen los dafios en una especie y cOmo se afecta la germinacién y el crecimiento
ante condiciones edafoclimaticas adversas se encuentran las relacionadas con el
crecimiento y el sistema radical. Dentro de ellas, la longitud de la raiz principal,
longitud del tallo, nimero total de raices, niumero de hojas, area foliar, materia seca,
contenido hidrico relativo, discriminacion de isétopos de carbono, porcentaje de
pérdida de electrélitos, liberacion de fosfato inorganico, formacién de areas

necréticas en el tejido foliar, entre otros (Schulze et al., 2005).

Numerosos autores han referido el efecto negativo que tiene el déficit hidrico sobre
la germinacion y los primeros estadios vegetativos de diferentes especies vegetales
como Sorghum bicolor (L.) Moench (Tsago et al., 2013; Behzad y Tohidi, 2016;
Rojas, 2017), Carthamus tinctorius L. (Soheilikhah et al., 2013), Triticum aestivum
L. (Azadi et al., 2013), Zea mays L. (Batool et al., 2014), Phaseolus vulgaris L. (Silva
et al., 2014) y Vigna radiata L. Wilczek (Kumar et al., 2016).
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En investigaciones realizadas sobre la tolerancia al estrés hidrico en diferentes
cultivos se ha hecho referencia a la inhibicion en diferentes parametros germinativos
como el porcentaje de germinacion, la longitud de las raices y la parte aérea, el
vigor, el peso fresco y el peso seco (Gharoobi et al., 2012; Almas et al., 2013; Ojeda
et al.,2013, 2015).

A nivel de laboratorio es posible, con el empleo de agentes estresantes, simular
condiciones de estrés hidrico y salino para determinar el grado de tolerancia o
afectacion de tejidos y plantas a estos ambientes adversos. En relacion con esto,
se han utilizado diferentes compuestos entre los que se recomiendan: manitol,
sorbitol, cloruro de sodio (NaCl) (Zeng y Shannon, 2000; Zeid, 2004; Shereen et al.,
2005) y el polietilenglicol (PEG) (Basra et al., 2005). De ellos, los mas utilizados son
PEG y el NaCl (Rai et al., 2013; Thiam et al., 2013).Este ultimo es el mas utilizado
porque permite mantener el medio experimental a valores predeterminados de
potencial hidrico y es capaz de competir con las células por el agua debido a su alto

peso molecular.

Esto facilita la retencion de liquido y provoca descensos en el potencial osmético de
manera similar a lo que ocurre cuando se seca el sustrato en el que se cultivan las
plantas (Guia, 1998, Rai et al., 2013).

El PEG es un poliéter ampliamente empleado en la industria (Chen et al., 2005). Su
nombre generalmente aparece asociado a un numero que hace referencia a la masa
molecular del polimero u oligdmero; por ejemplo, PEG-6 000 tiene una masa
molecular media de 6 000 Da.Su estructura quimica puede representarse como:
HO-(CH 2 -CH 2 -O-) n-H (Kumar et al., 2006).

En comparacién con otros disolventes alternativos, el PEG es biodegradable,
biocompatible y no téxico ademas puede ser recuperado y reciclado de la disolucién
por extraccion o destilacion directa (Kerton y Marriott, 2013).
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Capitulo 2. Materiales y métodos

La investigacion se realiz6 en el Centro de Estudios Biotecnoldgicos de la Facultad

de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Matanzas.

2.1. Material vegetal
Se utilizaron semillas certificadas de frijol (Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364

364, las cuales fueron suministradas por la Empresa Provincial de Semillas del

municipio Jovellanos, provincia de Matanzas (Figura 2).

Figura 2. Semillas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364 empleadas en el

experimento.

2.2. Prueba de germinacion
La prueba de germinacion se realizé en placas Petri de 5 cm de diametro. Se

emplearon cuatro réplicas (placas Petri) por tratamiento con 10 semillas de frijol
cada una. Las semillas fueron colocadas sobre papel de filtro humedecido con
diferentes concentraciones (0, 3, 6, 9, 12 y 15%) de polietilenglicol-1500 (PEG-
1500), en una proporcion de tres veces el peso del sustrato seco (ISTA, 2010). El
proceso de germinacion se evalud diariamente durante siete dias y los resultados

fueron expresados en porcentaje de plantulas normales.
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Los ensayos de germinacion se desarrollaron en un cuarto de crecimiento a una

temperatura de 25 + 2°C, con un fotoperiodo de 16 h (35 pmol m-2 s1) (Figura 3).

Figura 3. Experimento de germinacion de Phaseolus vulgaris var. Delicias 364 con

diferentes concentraciones de polietilenglicol-1500.

2.3. Evaluacion del vigor

2.3.1. Valor de germinacion

Se determiné diariamente la cantidad de semillas germinadas, no germinadas y en
mal estado durante los siete dias. Con los datos obtenidos se calcul6 el valor de la

germinacion (VG) segun la formula de Djavanshir y Pourbeik (1976).

N E
VG = ;Ved!. J%I]N)

Donde,

Ved = velocidad de emergencia diaria, calculada como el porcentaje de la
emergencia acumulada entre el nUmero de dias desde el inicio de la prueba.

N = frecuencia o nimero de Ved que se calcularon durante la prueba.

Ef = porcentaje de la emergencia de plantulas al final de los 7 dias de la prueba.
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2.3.2. Emergencia pico
Se determiné la emergencia pico mediante porcentaje maximo de emergencia en
un mismo dia (EP) (Murillo, 1998).

indice de vigor | (Vashisth y Nagarajan, 2010). El célculo se determiné con el uso

de la férmula siguiente:

indice de vigor | (IV-1) = (PG x LP)*(LR + LT)

PG: porcentaje de germinacion
LP: longitud de la plantula (dm)
LR: longitud de la raiz (dm)

LT: longitud del tallo (dm)

2.4. Indicadores morfolégicos

Se midieron los indicadores siguientes: longitud de raiz, hipocatilo y epicétilo con el
uso de un papel milimetrado asi como también la presencia de hojas verdaderas a
los siete dias de germinadas las semillas. Los datos de longitud fueron expresados

en centimetros.

Se determiné el efecto del polietilenglicol-1500 en el desarrollo de hojas verdaderas
en término de porcentaje de plantulas con hojas a los siete dias de germinacion.
Para la comparacién del porcentaje de plantulas con hojas verdaderas entre
tratamientos se emple6 un andlisis de proporciones, con el uso del programa

Comprapré version 3.01 sobre Windows, para un 95% de confianza.

2.5. Indicadores bioquimicos

La extraccién y cuantificacion de proteinas, carbohidratos solubles totales y
azucares reductores, se realizé en las raices y en la parte aérea de las plantulas de
la variedad en estudio a los siete dias de iniciado el experimento de germinacién. El
material vegetal fue macerado en frio con solucion tampoén de fosfato de sodio 50

mmol.L, pH 7,0 y en una proporcion 1:3 (p/v).
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El homogenizado fue centrifugado a 10 000 rpm y se colecto el sobrenadante el cual

fue conservado a -20°C hasta el momento de las determinaciones.

2.5.1. Contenido de proteinas solubles totales

El contenido proteico se determino colorimétricamente mediante el método descrito
por Lowry et al. (1951) con el uso de albumina de suero bovino (BSA) como patron.
Los valores de absorbancia se obtuvieron a 750 nm y las concentraciones (mg.mL"

1) se determinaron mediante la curva patrén.

2.5.2. Contenido de carbohidratos solubles totales

El contenido de carbohidratos en las muestras se determind colorimétricamente
mediante el método del fenol—sulfarico (Dubois et al., 1956), con el uso de la D-
glucosa como azucar patron. Las muestras fueron leidas a una absorbancia de 490

nm y las concentraciones expresadas en mg.mL™ a partir de la curva patrén.

2.5.3. Contenido de azucares reductores

El contenido de azlcares reductores fue determinado por el método del acido
dinitrosalisilico y se emple6 la D-glucosa (Sigma) como azucar patron (Miller, 1959).
Los valores de absorbancia fueron leidos a una longitud de onda de 456 nm y la

concentracion se expres6 en mg.mL! a partir de la curva patron.

2.5.4. Contenido de fenoles solubles

La extraccion de los fenoles solubles se realiz6 en 10 volumenes de metanol. Las
muestras fueron homogenizadas y centrifugadas a 27 200 g. El sobrenadante se
colecté para la determinacion colorimétrica de los compuestos fendlicos (Gurr et al.,
1992). Para determinar la concentracién de fenoles se utilizé el acido clorogénico
(0,05 mol.Lt) como patrén y los valores de absorbancia fueron determinados a 725

nm.

Todas las mediciones espectrofotométricas descritas fueron realizadas en un

espectrofotometro UV/VIS Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Suecia).
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2.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

Los ensayos se desarrollaron segun un disefio completamente aleatorizado. Para
los ensayos de germinacion se incluyeron 4 réplicas (placa Petri) por tratamiento.
Para los analisis bioquimicos se tomaron cinco muestras por tratamientos, mientras
gue para la evaluacion de parametros morfolégicos vy fisiolégicos se analizaron 10

plantulas.

Los datos fueron procesados con el paquete SPSS version 15.0 para Windows. Se
determind el ajuste de los datos a una Distribuciéon Normal mediante la prueba de
Bondad de Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de Varianza mediante
las Pruebas de Bartlett (Sigarroa, 1985). En los casos en que los datos cumplieron
los requisitos exigidos fueron procesados mediante ANOVA de clasificacion simple
y se realiz6 la Prueba de Rangos Multiples de Duncan para la comparaciéon entre
medias. Los datos que no cumplieron con estas premisas fueron analizados

mediante la Prueba de Kruskal-Wallis.
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Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1. Efecto del polietilenglicol-1500 sobre el porcentaje de germinacién de
Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364.

La figura 4 muestra el efecto del polietilenglicol (PEG-1500) sobre el porcentaje de
germinacion de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364. El polietilenglicol influy6
negativamente en el porcentaje de germinacion. Se obtuvieron valores superiores
al 90% en presencia del agente osmotico al 3y 6%. Las concentraciones de 9, 12y
15% de PEG redujeron el porcentaje de germinacién a 76,7, 73,3 y 20,0%,
respectivamente con relacion al control; mientras que contenidos superiores de

PEG en el medio provocaron la inhibicién total de la germinacion.
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Figura 4. Efecto del polietilenglicol-1500 sobre el porcentaje de germinacion de
semillas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364 germinadas en placas Petri

durante siete dias.

El efecto negativo del polietilenglicol sobre el porcentaje de germinacién puede estar

relacionado a una disminucion del potencial hidrico del medio lo cual afecta el

proceso de imbibicion ya que disminuye la disponibilidad de agua para las semillas
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(Rojas, 2017). Este proceso es fundamental para que se inicie la germinacion, ya
que la entrada de agua permite la activacion de procesos metabdlicos,
principalmente la hidrataciéon de enzimas y de sustratos que participan en dichas

reacciones bioquimicas (Swapna y Rajendrudu, 2015).

Al respecto, Aparecida y Zambillo (2009) indican que uno de los métodos mas
difundidos para determinar la tolerancia de las plantas al estrés hidrico, es la
observacion de la capacidad de germinar y emerger de las semillas en condiciones
de sequia simulada, ya que esto limita la absorcién de aguay puede retardar y/o
afectar los diferentes procesos fisioldgicos.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Hamidi y Safarnejad (2010)
quienes detectaron con la aplicacion de este agente estresante una disminucion del
porcentaje de germinacion en semillas de alfalfa (Medicago sativa L.). De igual
forma en investigaciones realizadas por Suarez et al. (2016) evaluaron el efecto del
PEG- 8000 sobre la germinacion de las semillas de P. vulgaris L. y obtuvieron como
resultado una disminucién marcada del porcentaje de germinacion en los diferentes

cultivares al 10 y 15% de PEG- 8000 al compararlos con el control no estresado.

Numerosos autores han referido el efecto negativo que tiene el déficit hidrico sobre
la germinacion y los primeros estadios vegetativos de diferentes especies vegetales
como Zea mays (Mohammadkhani y Heidari, 2008) Triticum sp (Gonzéalez et al.,
2008) Morus alba (morera) (Mendoza, 2013) Solanum lycopersicum L. (Florido,
2014) Phaseolus vulgaris L (Polania et al., 2009; Polon et al., 2014; Reyes et al.,
2015).

La presencia del polietilenglicol en el medio provoc6 un aumento del dia de
emergencia pico (Tabla 1). En concentraciones de 0, 3 y 6% de PEG no hubo
diferencias con relacion al dia en que se observd la maxima germinacion. Sin
embargo, en concentraciones superiores del agente osmoético (9, 12 y 15%) se

observé un retardo en el proceso de germinacion.
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Tabla 1. Emergencia pico en semillas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364

germinadas en diferentes concentraciones de polietilenglicol.

PEG-1500 (%)
0 3 6 9 12 15
(%)
emergencia | 100 53 53 66,6 63,3 16,6
dia pico

Resulta evidente que la disponibilidad de agua es una condicion esencial para la
germinacion y emergencia de las semillas (Dubrencq et al., 2000), debido a que
determina la imbibicién y la posterior activacion de los procesos metabdlicos,
rehidratacion, mecanismos de reparacion, elongacion celular y aparicion de la

radicula.

En estos tratamientos el dia de mayor porcentaje de germinacion fue el cuarto lo
cual difiere de los informes de Rojas (2017) quien logré una emergencia pico de dos
dias en Sorghum bicolor (L.) Moench. cv. UDG-110. Este mismo autor evalud la
germinacién y el vigor de las plantulas y se pudo apreciar que aumentd
significativamente estos indicadores con la solucion de PEG al 3% con relacion al
control; sin embargo, se afectaron negativamente en los tratamientos con

concentraciones elevadas de PEG (9 -21%).

3.2. Efecto del PEG sobre lalongitud de la raiz, hipocétilo e epicétilo

El PEG-1500 disminuy6 significativamente el crecimiento de las raices incluso la
menor concentracidon empleada (3%) (Figura 5). Los porcentajes de PEG en el
medio de 6, 9 y 12 % provocaron una reduccion de la longitud de las raices del 69,
77,33 y 915% en comparacion con el tratamiento sin polietilenglicol. La
concentracion de 15% de PEG inhibié completamente el desarrollo radical.
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Figura 5.Efecto de diferentes concentraciones de PEG-1500 sobre el crecimiento
de la raiz plantulas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364, después de siete dias
de germinacion. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos para un mismo Organo, segun Test de Student Newman-Keuls
(P<0,05).

Una respuesta comun de las plantas a la sequia es la disminucion del crecimiento
de las semillas y favorecer el crecimiento de la raiz para aumentar la absorcion de
agua (Wu et al., 2008). Sobre lo anterior, Rashidi (2011) observé una reduccion del
crecimiento de las semillas de diferentes genotipos de P. vulgaris sometidos a los
efectos de la sequia en condiciones de campo. De igual forma, Suérez et al. (2014)
al analizar la longitud del tallo y la raiz comprobaron que estos pardmetros de
crecimiento se afectaron en los genotipos estudiados de P. vulgaris, en las
condiciones de sequia experimental, siendo la afectacion mas severa en las

semillas germinadas en la concentracion de 20% de PEG.

El polietilenglicol también tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento del hipocatilo
y el epicétilo (Figuras 6 y 7). Las concentraciones superiores a 3% de PEG
inhibieron el desarrollo del hipocotilo y el epicaétilo, respectivamente. En el caso del
hipocatilo, la presencia de PEG al 3% en el medio afecté el crecimiento de esta

estructura en un 50%aproximadamente.
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Figura 6.Efecto de diferentes concentraciones de PEG-1500 sobre el crecimiento
del hipocatilo y el epicético de plantulas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364,
después de siete dias de germinacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos para un mismo Organo, segun Test de Student
Newman-Keuls (P<0,05).
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Figura 7. Efecto del PEG-1500 sobre la longitud de la raiz, hipocotilo y epicétilo de
plantulas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364, después de siete dias de

germinacion.
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El crecimiento de la raiz, hipocétilo y epicétilo de plantulas fue inversamente
proporcional al aumento de las concentraciones de PEG-1500. Las mayores
afectaciones se obtuvieron con las concentraciones (9, 12 y 15 %) a los siete dias
después de la germinacion, lo que difirié significativamente con los demas
tratamientos (Figura 6 y 7). Estos resultados evidencian que en el cultivar Delicias
364 las concentraciones de PEG 1500 a utilizar en bioensayos para evaluar la

respuesta de la planta deben ser menores de 9 %.

En sus informes Carabeo (2015) determind la respuesta de genotipos de P. vulgaris,
en condiciones inducidas de estrés térmico, hidrico y salino, los resultados
mostraron que el incremento de las concentraciones de PEG-6000, redujo el
porcentaje de la germinacion y los parametros fisiolégicos como longitud de la raiz,
hipocotilo y epicotilo de las plantulas lo cual confirmé que el agente estresante
puede ser utilizado para determinar la respuesta fisiolégica en genotipos de esta

especie.

En tal sentido, las investigaciones realizadas por Ojeda et al. (2015) mostraron una
respuesta diferencial significativa ante el estrés osmdético, longitud de la raiz,
biomasa fresca de la parte aérea y biomasa fresca de raiz de 20 variedades de
albahaca (Ocimum basilicum L.), destacandose el genotipo Dolly.

Bogado y Nakayama (2016) demostraron que el estrés hidrico simulado con PEG-
6000 en plantas in vitro de Stevia. Rebaudiana cultivar ‘KH-IAN/VC-142’ afecto
negativamente la altura de la planta, la longitud de raices, masa fresca y seca

conforme al incremento de la concentracion del agente estresante.

El desarrollo de hojas verdaderas durante la germinacion se afectd con la presencia
de PEG-1500 en el medio (Tabla 2). El tratamiento 3% de PEG disminuy6
drasticamente el porcentaje de plantulas con hojas verdaderas con relacion al
control, mientras que en concentraciones superiores a 6% del regulador osmético

detuvieron completamente el desarrollo de las hojas verdaderas.
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Tabla 2. Presencia de hojas verdaderas en plantulas de Phaseolus vulgaris L. var.
Delicias 364, germinadas en diferentes concentracions de polietilenglicol 1500.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05).

Desarrollo de hojas verdaderas

PEG-1500 (%) Proporcion % EE
0 1,00 (a) 100 0,08
3 0,45 (b) 45 0,08
6 0,18 (c) 18 0,08
9 0,00 (c) 0 0,08

En ensayos de estrés hidrico durante la fase vegetativa del frijol, Gunton y Evenson
(1980) y Barrios et al. (1998), mostraron una disminucién del nimero de hojas y de
la arquitectura de la planta. Estos resultados concuerdan con lo planteado por
Passioura (2002) quien refiere que la variacion del area foliar es una de las

respuestas macroscépicas mas tempranas en plantas que sufren déficit hidrico.

Otros autores plantean que el desarrollo 6ptimo del area foliar es determinante para
la fotosintesis y la productividad de materia organica. EI déficit hidrico
principalmente reduce el crecimiento de la hoja y como consecuencia el area foliar
en muchas especies de leguminosas como el frijol (Zhang et al., 2008), lo que trae
como consecuencia una disminucion de los procesos fotosintéticos. Igualmente
Sanchez et al. (2010) indujeron la disminucion del area foliar en plantas expuestas
a diferentes regimenes de agua. Del mismo modo Emam et al. (2013) observaron
reduccion del numero de hojas en dos cultivares de frijol comin con diferentes

habitats de crecimiento bajo los efectos de la sequia.

El déficit hidrico en la fase reproductiva en frijol y otras leguminosas como el
garbanzo (Cicer arietinumL), haba (Vicia fabal) y soya (Glycine max L), disminuye
el rendimiento en mayor proporcion cuando se afectan los procesos metabdlicos

desde la germinacién (Padilla et al., 2011; Polo6n et al., 2014).
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3.3. Efecto del polietilenglicol sobre el vigor de Phaseolus vulgaris L. var.
Delicias 364

El polietilenglicol también disminuyo el vigor de las plantulas de Phaseolus vulgaris
L. var. Delicias 364 durante el proceso de germinacion. Los valores de indice de
vigor I, que relaciona los indicadores de porcentaje de germinacién y las longitudes
de la raiz, el tallo y la plantula, muestran una reduccién notable del vigor en 3% de
PEG-1500, lo que evidencia una susceptibilidad de esta variedad al estrés hidrico
(Figura 8).
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de PEG-1500 sobre el indice de vigor
| de plantulas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364 a los siete dias de
germinadas en diferentes concentraciones de PEG-1500. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos para un mismo 6rgano, segun Prueba
de Student Newman-Keuls (P<0,05).

Garcia et al. (2015) observaron una significativa reduccion de la germinaciéon y el
vigor de las plantulas de P. vulgariscv. “ICA Pijao” cuando las concentraciones de
PEG 6000 estaban por encima del 14%, resultados similares a los mostrados en la

investigacion.
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En cuanto al valor de germinacién de las plantulas germinadas en presencia de
polietilenglicol disminuyé0 de manera notable en concentraciones del agente
osmotico superiores a 6%. En los tratamientos 9, 12 y 15% la reduccion fue del 66,
73,5 y 96,8% respectivamente. Entre el control y los tratamientos 3 y 6% no se
observaron diferencias significativas, lo cual puede justificarse por el hecho de que
el valor de la germinacion estéa relacionado con la velocidad de germinacion diaria y
en los tratamientos 3y 6% de PEG se observaron semillas germinadas el primer dia
de observacion, mientras que en el control no hubo germinacion en el dia 1. Por el
contrario, en el segundo dia de experimento todas las semillas en las distintas

réplicas del control germinaron lo que compenso el valor de germinacion.
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Figura 9. Efecto del PEG-1500 sobre el valor de germinacion de Phaseolus vulgaris
L. var. Delicias 364, después de siete dias de germinacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos segun Prueba de Test de Student
Newman-Keuls (P<0,05).

Segun reportes de Kulkarni (2014) en condiciones de estrés hidrico con PEG-6
000el indice de vigor de plantulas de Coriandrum sativum L disminuy6
progresivamente con el aumento de la concentracion de polietilenglicol: control
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(883,04), 5% (396,67), 10% (92,13) y 15% (0,00), comportamiento similar mostro la

variedad en estudio.

El estrés osmotico provocado por el polietilenglicol 4 000 (-0,2 MPa) durante el
proceso de germinacion de Vigna unguiclata (L.) Wap, también disminuyo varios
parametros de germinacion como la energia de germinacion, la germinacion media

diaria y el indice de vigor (Jain y Saxena, 2016).

En este sentido, Zhu et al. (2011) plantean que la induccién in vitro del estrés hidrico,
utiizando PEG en semillas de P. vulgaris, facilita la evaluacién de parametros
fisioldgicos asociados con la germinacién que podrian ser usados como fuente para

discriminar lineas de esta especie tolerantes a la sequia.

3.4. Efecto del PEG-1500 sobre indicadores bioquimicos

En la Figura 10 se muestra el contenido de carbohidratos solubles totales en raices
y partes aéreas de plantulas germinadas en diferentes concentraciones de
polietilenglicol. En la raiz se observo una mayor concentracion de carbohidratos en
los tratamientos 6 y 9% de PEG, en comparacion con el control y el resto de los
tratamientos. En la parte aérea no hubo diferencias significativas entre el control y
3% de PEG, sin embargo, se observé una disminucién en los tratamientos 6, 9 y
12% con relacion al control. Esta disminucién pudo estar relacionada con la
degradacion de estos compuestos en monosacaridos y la oxidacion de los mismos
para la obtencion de energia (ATP) para el mantenimiento de las funciones
metabdlicas en condiciones de estrés hidrico impuesto por el PEG (energia de

mantenimiento).
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Figura 10. Contenido de carbohidratos solubles totales en raiz y parte aérea de
plantulas de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364 a los siete dias de germinadas
en condiciones de estrés hidrico. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos para un mismo 6rgano, segun Prueba de Tukey (P<0,05).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion estan en correspondencia con
lo planteado por Oliveira et al. (2009) quienes refirieron una acumulacién de
carbohidratos solubles, sacarosa, glucosa y fructosa en los tejidos de las hojas de
Sorghum sp. durante el desarrollo vegetativo y en la etapa de germinacién (Rojas,
2017). Esto sugiere que las plantas son capaces de adaptarse a los cambios
osmoéticos debido a una degradacioén rapida del almidon y la formacion de azlcares

solubles durante el estadio vegetativo y las primeras etapas reproductivas.

La concentracion de azucares reductores en las plantulas de frijol germinadas en

presencia de PEG-1500 se muestra en la Figura 11. En las raices de las plantulas

germinadas en concentraciones de 3, 6 y 9% de polietilenglicol se observé un

aumento en el contenido de estos azlcares con relacion al control. En 12% del

agente osmotico hubo una disminucion significativa en comparacion con el resto de

los tratamientos. Con relacion a la parte aérea, también se observo un aumento de
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este indicador en los tratamientos 3 y 6% de PEG, mientras que los tratamientos
con concentraciones superiores de polietilenglicol disminuyeron los valores de
azucares reductores con relacion al resto de los tratamientos evaluados.
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Figura 11. Contenido de azlcares reductores en raiz y parte aérea de plantulas de
de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364 a los siete dias de germinadas en
condiciones de estrés hidrico. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos para un mismo 6rgano, segun Prueba de Student Newman-Keuls
(P<0,05).

El aumento en el contenidos de azlcares reductores en concentraciones medias de
PEG-1500 en raiz y parte aérea, puede estar relacionado conun mecanismo
fisiol6égico para compensar la diferencia de potencial hidrico entre los tejidos de las
plantulas y el medio externo. Este puede a su vez estar asociado con un aumento
en la actividad amilolitica de las células que permite la hidrélisis de las reservas de
almidon en azucares mas pequefios para ejercer un control osmotico intracelular
que segun Rosabal et al. (2014) se conoce como el efecto del

osmoacondicionamiento de las semillas para la tolerancia a estreses ambientales.

Por otra parte, la disminucion observada en el contenido de azlcares reductores en
las concentraciones elevadas de PEG, pudiera asociarse con un aumento de la
respiracion de mantenimiento en estas plantulas, es decir, con el objetivo de
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mantener un nivel de actividad metabdlica aumenta el consumo de azlcares para
la obtencion de energia para el recambio celular y la sintesis de proteinas, enzimas
y otros compuestos que participan en la respuesta antiestrés. Reportes de Rojas
(2017) indican que puede estar relacionado con la inactivacion de la enzima a-
amilasa la cual hidroliza el almidén. En correspondencia a lo planteado
anteriormente, Li et al. (2017) obtuvieron una correlacién positiva entre la actividad
de la a-amilasa y las concentraciones de azUcares reductores en semillas de Zea
mays L. tratadas con PEG-6000.

La Figura 12 muestra los contenidos de proteinas solubles totales en raiz y parte
aérea, de plantulas de P. vulgaris var. Delicias 364 germinadas en condiciones de
estrés hidrico. De manera general el polietilenglicol afecté el metabolismo de las
proteinas en los tejidos del vegetal. En las raices no hubo diferencias entre el control
y los tratamientos 3 y 6% de polietilenglicol, mientras que en 9y 12% del agente
osmatico se obtuvieron valores inferiores. Entre estos ultimos tratamientos no hubo

diferencias significativas.

En el caso de la parte aérea se evidencio una reduccion en los niveles de proteinas
en 3% de PEG con relacion al control. En concentraciones superiores de
polietilenglicol se observé una reduccidn superior en este indicador. Los valores mas

bajos se obtuvieron con 12% de PEG.

La disminucion en la concentracion de proteinas en los tejidos de las plantulas
sometidas a estrés hidrico, puede estar relacionada con afectaciones en la
magquinaria de biosintesis de proteinas, asi como en los procesos vitales como la
respiracion celular ya que una disminucion en la tasa respiratoria implica una menor
disponibilidad de energia metabolica para los proceso de sintesis. Esto esta en
concordancia con la reduccidn observada en azlcares reductores en los
tratamientos de mayores niveles de polietilenglicol, los cuales pueden servir de

sustratos respiratorios durante el proceso de respiracion.

Por otra parte, una disminucion en el proceso de respiracion celular implica una

menor concentracidén de acidos organicos derivados del ciclo de Krebs que pueden
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servir de materia prima para la sintesis de aminoécidos requeridos para la sintesis

de novo de proteinas.

Otro factor que pudo influir en la disminucién del contenido de proteinas, es un
aumento de la actividad proteolitica que puede ocurrir en condiciones de estrés
osmatico. La inactivacion y modificacién de proteinas y enzimas accion de las
especies reactivas del oxigeno que atacan estas biomoléculas, puede activar los
mecanismos de protedlisis que tienen una funcidn importante en el recambio celular.
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Figura 12. Contenido de proteinas solubles totales en raiz y parte aérea de plantulas
de de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364 a los siete dias de germinadas en
condiciones de estrés hidrico. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos para un mismo 6rgano, segun Prueba de Student Newman-Keuls
(P<0,05).

En un experimento similar realizado por Rojas (2017) con semillas de Sorghum
bicolor (L.) Moench cv. UDG-110 en condiciones de estrés hidrico in vitrose observé

una dismunucion del contenido de proteinas solubles totales con relacion al control.

Swapna y Rajendrudu (2015) al evaluar las respuestas bioquimicas en la especie
Pongamia pinnata (L.) sometidas a estrés hidrico con PEG-6000 a diferentes
potenciales hidricos (0; -0,2; -0,5; -0,8 MPa), reporté una disminucién del contenido

de proteinas solubles totales con relacién al control, sin embargo, la concentraciéon
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de azlcares y prolina libre aumentd significativamente. Este Ultimo resultado se
asocié a mecanismos de defensa de las plantulas para contrarrestar el choque

osmotico del medio.

El contenido de fenoles solubles en raices y partes aéreas de plantulas de frijol
germinadas en presencia de PEG se muestra en la Figura 13. Al analizar el
comportamiento de las raices se observaron disminuciones significativas en las
diferentes concentraciones de polietilenglicol evaluadas. Los menores valores de
fenoles solubles se obtuvieron en las mayores concentraciones de PEG en el medio.
En el caso de la parte aérea no hubo diferencias entre el control y los tratamientos
3, 6y 9% de PEG. En la mayor concentracion del agente osmotico se evidencio una
disminucién de este valor con relacion al resto de los tratamientos. Estosresultados
indican un efecto negativo mayor en la raices que en la parte aérea, lo cual puede
estar asociado con el hecho de que las raices son los 6rganos que estan en contacto

directo con la solucién estresante.
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Figura 13. Contenido de polifenoles solubles en raiz y parte aérea de plantulas de
de Phaseolus vulgaris L. var. Delicias 364 a los siete dias de germinadas en
condiciones de estrés hidrico. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos para un mismo 6rgano, segun Prueba de Student Newman-Keuls
(P=<0,05).

38



Respuesta germinativa del cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.) 2018
var. Delicias 364 en condiciones de estrés hidrico

El estrés hidrico provoca en las plantas una reduccién del potencial hidrico de sus
tejidos, al cual responden sintetizando una gran cantidad de compuestos
denominados osmoprotectores que actian bien como osmolitos, facilitando la
retencion de agua por el citoplasma o como verdaderos compuestos protectores
que estabilizan la estructura de las membranas y de las macromoléculas. Los
osmoprotectores son solutos compatibles con el funcionamiento celular,entre ellos
se encuentran compuestos con atomos de nitrdgeno en su molécula como la prolina
y los compuestos con grupos hidroxilo como los azlcares y los polifenoles (Tadeo,
2000).

La disminucién en el contenido de polifenoles solubles en las raices que se presenta
en la investigacion puede estar relacionado con una disminucion en la actividad de
las enzimas que participan en la ruta biosintética de los fenoles, en especial de
fenilalanina amonioliasa que tiene un papel central. Por otra parte, el hecho de que
no se observaran cambios en la concentracion de estos compuestos en la parte
aérea, puede estar relacionado con el movimiento de los polifenoles hacia los tejidos
superiores de la planta que son las estructuras que mostraron una mayor
susceptibilidad al estrés hidrico. Este comportamiento fue similar a los reportes
informados por Florido (2014) Lycopersicum sculentus sp ; Rojas (2017) Sorghum
bicolor (L.) y Ojeda (2015) Ocimum basilicum L.

Numerosos son los autores que avalan que una adaptacién adecuada durante la
etapa de germinacion al estrés hidrico, tienen un mejor crecimiento en la etapa de
plantulas y posteriormente tendran un sistema radical mas resistente (Polén et al.,
2013; Ojeda et al., 2013,2015; Garcia et al., 2015).

Como resultado de los cambios fisioldgicos y bioguimicos que se producen ante
condiciones de estrés hidrico, se afectan un gran niamero de procesos bioldgicos
como la germinacion, el crecimiento vegetativo, el vigor, la floracion y la fructificacion
(Hassen et al., 2014; El Goumi et al., 2014; Kandil et al., 2016; Moreno et al., 2016).
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Conclusiones

El polietilenglicol (9-15%) redujo el porcentaje de germinacion, la longitud de
la raiz, hipocotilo, epicotilo y el vigor de las plantulas, afectandose el

crecimiento de las estructuras vegetativas de la parte area.

El contenido de carbohidratos y proteinas solubles totales, azucares
reductores y los polifenoles se afectaron con el incremento de las
concentraciones de PEG-1500, lo cual sugiere un mecanismo bioquimico de

respuesta antiestrés para atenuar los dafios por estrés osmoético y oxidativo.
El PEG-1500 influyd negativamente en la respuesta germinativa de

P.vulgaris var. Delicias 364, lo que evidencia una susceptibilidad de la

variedad en condiciones de estrés hidrico severo.
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Recomendaciones

» Evaluar el comportamiento de otros genotipos de Phaseolus sp en la etapa
germinativa y reproductiva, con el fin de discernir cuales son tolerantes y

susceptibles al estrés por sequia.

» Profundizar en el estudio de los mecanismos involucrados en la respuesta
fisiolégica y bioquimica de los cultivos como base indispensable del
mejoramiento genético para la produccion de plantas cultivables tolerantes o
resistentes al déficit hidrico.
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