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RESUMEN

En este trabajo se estudia la respuesta a estrés hidrico de cinco variedades de
Phaseolus vulgaris, L., comercializadas en Cuba provenientes de la Empresa Provincial
de Semillas de Matanzas. Se utiliz6 un disefio de Bloque al Azar con tres réplicas. Se
realizaron dos experimentos en condiciones de sequia: en el primero las semillas de
frijol fueron puestas a germinar en concentraciones de 0, 10, 15 y 20% de
polietilenglicol (PEG) 8000. Se evalubé porcentaje de germinacion, longitud y masa
fresca del tallo y la raiz, presencia de hojas verdaderas y estudios histoquimicos de la
raiz a los 7 y 15 dias de sembradas. En el segundo experimento se sembré en vasos
con diferentes niveles de humedad (70%, 40% y 20% de la capacidad de campo). Se
evaluaron indicadores morfofisiologicos y bioquimicos como: indice estomatico,
anatomia del mesofilo y epidermis, area foliar, potencial osmotico, CRA, contenido total
de clorofila, fenoles, prolina y la actividad catalasas y peroxidasas. Se obtuvo como
resultado que: las semillas germinadas al 15 y 20% de PEG presentaron menor
porcentaje de germinacion en todas las variedades excepto en Bolita 42. La mayor
afectacion se aprecio en el desarrollo del epicotilo y de hojas verdaderas. La relacion
longitud de la raiz / tallo aumentd con el estrés. A partir de los 15 dias de aplicar los
riegos mencionados, se pudo constatar algunos cambios morfofisiolégicos vy
bioquimicos. En las variedades tolerantes no se observaron cambios en la estructura
del mesdfilo, no asi en aquella variedad susceptible (CC 25-9 negro). Ademas, en esta
cambio la anatomia de las células estomaticas y tipicas. Los valores de CRA en la
variedad susceptible a estrés hidrico se redujeron significativamente a 20% CC, asi
como en el contenido de clorofila total y el contenido total de fenoles, mientras que el
contenido de la prolina libre fue significativamente mas elevado en las hojas estresadas.
La actividad catalasas disminuyé en las hojas de las plantas con déficit hidrico, a
diferencia de la actividad peroxidasas que se incrementd, excepto en la variedad

CC 25-9 colorado que es una de las tolerantes. Se concluye que las variedades
cubanas que tuvieron un comportamiento mas tolerante al estrés hidrico en las
condiciones experimentales fueron la Bolita 42, CC 25-9 colorado y BAT 58 y la mas

susceptible la CC 25-9 negro.
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1. INTRODUCCION

El frijol coman (Phaseolus vulgaris, L.) constituye una de las principales fuentes de
alimentacién por su contenido en proteinas y calorias. En paises del primer mundo los
beneficios nutricionales de los frijoles son reconocidos por diversas organizaciones
como alimentos saludables que ayudan a contrarrestar enfermedades del corazén, el
cancer y la diabetes (Hangen y Bennink, 2003). Las leguminosas tienen un importante
papel en la alimentacién tanto del hombre como de los animales, pero son varios los
factores que influyen negativamente sobre su cultivo, entre ellos la sequia (Phillip y
col., 2006; Moussa y col., 2008), debido a que influye sobre un grupo numeroso de
procesos morfofisiolégicos y bioquimicos importantes, tales como: la fotosintesis, la
respiracion, el metabolismo de los carbohidratos y de los nutrientes, la entrada de iones
a la planta y la sintesis de promotores del crecimiento (Jaleel y col., 2008a; Farooq y
col., 2008).

Recientemente se estimd que la sequia es la causante del 60% de las hambrunas y
subnutricion a nivel mundial, especialmente en las zonas rurales donde la poblacion
depende de la agricultura local para obtener tanto alimentos como ingresos (FAO, 2003
y EROSKI CONSUMER, 2011). Mejorar la productividad agricola, con politicas
adecuadas de apoyo a la produccion y preservacion del medio ambiente e incrementar
la produccién de semilla, utilizando herramientas biotecnologicas para la obtencion de
cultivares tolerantes, suelos acidos, a estrés hidrico, y otros factores medioambientales
gue afectan la productividad de dichos cultivos, ayudaria a solucionar este problema
mundial (Quecini y col.,, 2002), que cada vez se hace mas critico, ya que como
consecuencia de los cambios climéaticos disminuiran la disponibilidad de agua y por
tanto la posibilidad de riego.

La respuesta fisioldgica de las plantas al estrés abiotico es multigénica, ya que varios
procesos vinculados a los mecanismos de tolerancia se ven afectados, por ejemplo: la
produccion de compuestos osméticamente activos, como la prolina, la produccion de
especies reactivas del oxigeno y los mecanismos de defensa antioxidante (Sairam y
Tyagi, 2004), asi como mecanismos que implican las modificaciones morfologicas
(Garcia, 2005). Si se acepta, que la interaccién genotipo-ambiente produce un fenotipo
gue tendra una funcion determinada, por lo tanto, cualquier variacion de las condiciones

ambientales puede afectar tanto a la estructura como a la funcion (Gonzalez, 2007,



2008). Es por ello que resulta de gran interés abordar tanto los aspectos
morfofisioldgicos como bioquimicos en los estudios de respuesta a estrés hidrico.

Teniendo en cuenta que en el mundo gran parte del cultivo de leguminosas se
desarrolla en zonas de secano, es necesario, sino imprescindible, contar con materiales
tolerantes o resistentes a estrés hidrico asi como también adecuar el manejo del cultivo
para ofrecer condiciones de crecimiento y desarrollo que reduzcan al minimo la
incidencia de la falta de humedad de los suelos. Mayores niveles de tolerancia al calor
podrian permitir el cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris, L.) durante el verano, cuando los
patrones de precipitacion son mas favorables. En este sentido, el desarrollo de nuevos
cultivares con mejores rendimientos bajo condiciones de estrés es todo un desafio. La
disponibilidad de semillas de buena calidad, provenientes de variedades mejoradas,
permitira elevar la produccion agricola, tanto en las mejores tierras agricolas como en

aquellas areas menos favorecidas.

Por lo antes expuesto el Problema Cientifico de la investigacion lo constituye la
necesidad de identificar y obtener variedades mas adaptadas y tolerantes al estrés
abiotico (sequia), ya que en Ameérica Latina el frijol comun (Phaseolus vulgaris, L.), ha
sido plantado tradicionalmente, encontrandose entre los cultivares mas importantes no
sé6lo por su alto valor nutricional sino también por su elevado consumo en la poblacién,
pero son varios los factores que influyen negativamente sobre su cultivo, dentro de ellos

la sequia, la cual se incrementa cada vez mas como consecuencia del cambio climatico.

Tomando en consideracion el problema planteado el presente trabajo se apoy6 en la

siguiente Hipdtesis Cientifica:

La evaluacion de indicadores morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos, en variedades de
frijol (Phaseolus vulgaris, L.), bajo condiciones experimentales de sequia, permitira
identificar variedades tolerantes a estrés hidrico (ausencia de sistema de riego Yy lluvias

insuficientes).

Para dar cumplimiento al problema planteado nos proponemos cumplir los siguientes

objetivos:



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del estrés hidrico sobre las propiedades morfolégicas, fisioldgicas y
bioguimicas en cinco variedades de frijol (Phaseolus vulgaris, L.).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar indicadores morfofisioldgicos y bioquimicos del estrés hidrico en variedades
de frijol (Phaseolus vulgaris, L.) durante la etapa de germinacion y de crecimiento.

e Clasificar las variedades en estudio de acuerdo a su respuesta al estrés hidrico en

condiciones experimentales.

2. Novedad Cientificay originalidad

Este trabajo constituye un aporte cientifico valioso para futuros trabajos en condiciones
controlada y de campo, por lo que resultara de interés para investigadores, productores
y estudiantes del sector agricola, en el estudio de la respuesta del frijol al déficit de
agua, teniendo en cuenta que las afectaciones por el cambio climatico han repercutido
negativamente sobre este recurso, y si las previsiones sobre las afectaciones del clima
se cumplen, el problema sera aun mas grave en los proximos afos, por lo que este es

un tema de extraordinaria importancia y vigencia en todos los tiempos.






3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3. 1. Importancia del cultivo del frijol

La especie Phaseolus vulgaris, (L.) o frijol comdn, es originaria del area México-
Guatemala ya que en estos paises se encuentra una gran diversidad de variedades
tanto en forma silvestre como en forma de cultivo (EcuRed, 2011). Esta es la especie
mas conocida del género Phaseolus de la familia Fabaceae, con unas cincuenta
especies de plantas, todas nativas de América. Se cultiva en todo el mundo. El frijol
comun (Phaseolus vulgaris, L.) constituye la leguminosa que ha sido objeto de mas
estudios en América Latina, por ser la fuente principal de proteina, asi como por formar
parte importante de los habitos alimentarios de la poblacion (Exposito y Garcia, 2011).
Existen numerosas variedades y de ellas se consumen tanto las vainas verdes como los

granos secos (Chazan, 2008).

El frijol comdn Phaseolus vulgaris, (L.) conocido también como alubia frijol, alubia de
rifidn, judia, poroto y caraota, es un cultivo de gran importancia para la alimentacion
humana por el elevado contenido de nutrientes que posee. En América Latina es un
componente esencial de la dieta, ya que es una fuente importante de proteinas, sobre
todo para las familias pobres que tienen limitaciones para adquirir 0 producir proteina
animal, especialmente en paises en vias de desarrollo (Broughton y col., 2003; Phillip y
col., 2006; Rao, 2002), por lo que constituye la leguminosa que ha sido objeto de mas
estudios en esta region (Beebe y col., 2008).

Se consumen las vainas frescas o tiernas y también sus granos secos. Las semillas de
este cultivo poseen propiedades como la de perder rapidamente la humedad una vez
maduras, pudiéndose almacenar sin mayores dificultades ya que sus tegumentos son
bastante impermeables. Ademas, presentan un elevado contenido de vitaminas
(Tiamina y Rivoflavina) y minerales (Socorro y Martin, 1998).

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris, L.) es la leguminosa mas importante para la
alimentacion humana en el mundo. En Centro América, Africa Oriental y Africa
Occidental, la mayor parte del frijol es producido por pequefios agricultores, bajo
condiciones limitantes como la sequia, la baja fertilidad de los suelos (Roman, 2009) y

con minimos insumos (Beebe y col., 2008).
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http://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica

Se conoce que el frijol pertenece a la clase Dicotiledoneae, familia Fabaceae, género
Phaseolus y especie Phaseolus vulgaris, Lin. siendo de muy amplia utilizacién en todos
los hogares cubanos, sin distincién de color, forma o tamafio del grano (Mederos y
Reynaldo, 2007).

Segun (Wikipedia, 2012), los frijoles poseen un alto contenido en proteina y en fibra,
siendo asi mismo una fuente excelente de minerales. Su contenido nutricional promedio

por cada 100 gramos de alimento crudo en peso neto es el siguiente:

Componente nutricional por cada 100 g
Carbohidratos 61,59

* Fibra alimentaria 43¢
Grasas 1849

* Saturadas 0,12 g

* Monoinsaturadas 0,06 g

* Poliinsaturadas 0,18 g
Proteinas 19,2 ¢
Agua 7949
Vitaminas

Vitamina A 1,0 ug (0%)

Tiamina (Vit. B1)
Riboflavina (Vit. B2)
Niacina (Vit. B3)
Vitamina B6

Acido félico (Vit. B9)
Minerales

Calcio

Magnesio

Fésforo

Potasio

Sodio

Zinc

0,62 mg (48%)
0,14 mg (9%)
1,7 mg (11%)
0,4 mg (31%)
394 ug (99%)

228 mg (23%)
140 mg (38%)
407 mg (58%)
1406 mg (30%)
24 mg (2%)
2,79 mg (28%)

Las semillas de frijol ademas de tener un valor energético elevado, sus proteinas
presentan aminoacidos esenciales, de ahi su interés nutricional, ya que en P. vulgaris
se puede encontrar la isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, metionina, triptéfano, entre
otras en cantidades moderadas. Aunque la utilidad primordial de las fabaceas de grano
reside en el empleo de sus semillas en la alimentacion, estas plantas tienen también

multiples empleos en la agricultura, por ejemplo, como abono verde, forraje y ensilado.
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También tienen la propiedad de enriquecer el nitrégeno del suelo donde se cultivan,
merced a la simbiosis con bacterias fijadoras de ese elemento, lo que aumenta

considerablemente la utilidad de este cultivo (Socorro y Martin, 1998).

Segun Castafieda (2000), este cultivo presenta propiedades comestibles que avalan su
importancia econémica, ecoldgica y médica. A continuacion presentamos algunas de

ellas:

e Se cultiva en la costa, sierra y selva.

e Presencia importante en la canasta basica familiar por su alto contenido de
proteinas, carbohidratos y minerales.

e Mejora los suelos incorporando el nitrégeno atmosférico filado por simbiosis con
bacterias del genero Rhizobium.

e Sus granos contienen proteinas (22% - 28%), vitaminas, minerales y fibras solubles
(pectinas); los cuales poseen efectos en la prevencidon de enfermedades del
corazon, obesidad y tubo digestivo. Es por ello que importantes instituciones
médicas a nivel mundial vienen promoviendo su consumo, convirtiéndolo en un
producto comercialmente atractivo.

e La amplia adaptabilidad de algunas variedades facilita la produccion durante todo el
afo, con lo cual es posible aprovechar las ventanas comerciales de mejores precios.
En el mercado externo se negocia en base a clases comerciales, sujetas a

estandares de calidad.

3. 2. Situacion del frijol en el Mundo y en Cuba.

Se tienen 180 especies del género Phaseolus, de los cuales aproximadamente 126
provienen del continente Americano, 54 del Sur de Asia y Oriente de Africa, 2 de
Australia y tan solo 1 de Europa. En Latinoamérica constituye uno de los alimentos
basicos y son apreciados por todos los grupos sociales, formando parte de numerosos

platos tipicos de gran consumo (EcuRed, 2011).

Su produccién abarca areas agroecolOgicas diversas. Esta leguminosa se cultiva
practicamente en todo el mundo, siendo América Latina la zona de mayor produccién y
consumo, se estima que mas del 45 % de la produccion mundial total proviene de esta

region (Voysest, 2000).
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Es un alimento basico en la dieta en paises del Caribe, como Cuba, Haiti, y la
Republica Dominicana. En esta regidn se cultivan unas 212 mil hectareas anuales
(Beaver y Molina, 1996; Morales, 1997), pero a pesar de ello el area mundial ocupada
por este cultivo no es muy elevada. Se destaca, que la mayor &rea y la mayor
produccién estan concentradas en los paises subdesarrollados o en vias de desarrollo,
como es el caso del continente asiatico y de latinoamérica. En esta Ultima area se
concentra aproximadamente el 35% de la produccién mundial. Entre América Latina,

Africa y Asia se genera el 77% de la produccion mundial (Socorro y Martin, 1998).

En paises desarrollados, este grano basico constituye un cultivo de alta tecnologia y un
producto de exportacion, que representa el 23% de la produccion mundial (Rosas,
1998).

A pesar de que el frijol es un alimento de primera necesidad en Centro América y en
otras regiones en el mundo, el potencial productivo del cultivo no es explotado porque la
mayor parte de la produccion se lleva a cabo en terrenos de laderas con pendientes
extremas, suelos pobres en nutrientes y limitaciones causadas por factores bioticos y
abioticos. Bajo estas condiciones, la sequia y la baja fertilidad son los factores abiéticos
mas importantes, ya que la falta de riego para corregir la insuficiencia de las lluvias y la
escasa disponibilidad de fertilizantes afectan la productividad del cultivo, debido a que
la mayoria son manejados por pequefios productores de escasos recursos (Rosas y
col., 2004).

Los rendimientos mundiales se comportan en 1.4 t.ha™, logrando buenos rendimientos
Puerto Rico, Alemania, Libia y Grecia, siendo los mayores productores Brasil y EE.UU,
mientras que en nuestro pais solo se alcanza menos de 1 t.ha™ como promedio, y se
invierten anualmente mas de 32 800 000 dolares en la compra de alrededor de 140 000

t/m de granos (Expésito y Garcia, 2011).

El cultivo del frijol en Cuba ha sido durante muchos afios una practica comun del
campesinado, cuya produccion estaba encaminada a satisfacer las necesidades del
pais. Actualmente la produccion es insuficiente como resultado de la elevacion del nivel
de vida de la poblacién. Durante varios afios la produccion de frijoles ha estado

limitada a la pequefa produccién del agricultor privado, por lo que el estado ha tenido



que invertir grandes cantidades de divisas en la importacion de este popular alimento
para el consumo de la poblacién (Expoésito y Garcia, 2011).

Las provincias de Matanzas, Pinar del Rio, Holguin, Camaguley y Sancti Spiritus ocupan
los primeros lugares en el pais en cuanto a areas cultivadas. La zona de Velazco, en
Holguin, es la mayor perspectiva en su cultivo, debido a la tradicion y a las condiciones
naturales. El consumo de los diferentes tipos de frijol en el pais son: Frijoles negros
85,34%, Frijoles colorados 6,52% Yy Otros tipos 8,14% (Loforte, 2007).

La isla gasta mas de 1.500 millones de délares anuales en importar el 80% de lo que
consume. Fuentes del sector agricola justifican el bajo rendimiento de este reglén como
resultado de la falta de fertilizantes, los efectos de la sequia y problemas de
organizacion y productividad (Gonzalez, 2010).

En la actualidad, en Cuba se trabaja con el objetivo de mejorar la calidad en el cultivo
de frijol, generalmente se pretende lograr un desarrollo de la tecnologia, de forma tal
gue permita aumentar los rendimientos y la produccion de un germoplasma mejorado
con alta resistencia a las plagas que afectan de manera particular a estos cultivos y las
condiciones adversas del medio. Todo ello va unido al uso racional de la tierra, del agua
y de los recursos asignhados, asi como de los suelos mas apropiados para este cultivo,
estableciendo sobre todo, un método eficaz de rotacion de cultivos (Mederos y
Reynaldo, 2007).

3.3. Estrés hidrico
3. 4. Conceptos de estrés hidrico, déficit hidrico y sequia

El estrés hidrico incluye en realidad dos tipos de estrés contrapuestos: por déficit o por
exceso de agua en el suelo.

El término “sequia” denota en muchos casos baja disponibilidad hidrica, alta
temperatura y alta irradiacion (Tambussi, 2004).

Segun algunos autores, sequia es un concepto de tipo meteorolégico mas que
fisiol6gico, ya que se refiere a un periodo en el cual las precipitaciones no compensan

el agua perdida por evapotranspiracion (Passioura, 1996).



Sin embargo, a pesar de las consideraciones anteriores, sequia y estrés hidrico son
términos usados a menudo indistintamente en numerosos trabajos. Algunos autores
utilizan el término “déficit hidrico” (es decir, transpiracion superando la absorcién de
agua) como un componente de otro tipo de estrés, ya que la falta de agua puede
observarse tanto en situaciones de sequia, como frente a salinidad y bajas
temperaturas (Bray, 1997).

Entre los factores abidticos, el estrés por déficit hidrico es considerado uno de los mas
relevantes, tanto desde una perspectiva ecoldgica como agronémica, respecto a los
cultivos, aunque ha sido sefialado que no siempre es el factor central. Esta claro que el
déficit hidrico es el principal factor abidtico que limita el rendimiento de la mayoria de los
cultivos (Teran y Singh, 2002).

El estrés hidrico se produce, segun el Programa de Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUMA, 2000) cuando la demanda de agua excede la cantidad disponible
durante un periodo determinado de tiempo o0 cuando su uso se ve restringido por su
baja calidad o porque se produce un deterioro de los recursos de agua destinada al
consumo tanto en cantidad (sobreexplotacion de los acuiferos, rios secos, entre otras)
como en calidad (eutrofizacion, contaminacion de la materia organica, intrusion salina,
entre otras). Ademas, la falta de agua puede interactuar con otros factores como altas

temperaturas y altas irradiaciones.

Segun EROSKI CONSUMER (2011), gran parte del mundo registra un elevado riesgo
de sufrir un deterioro de la cantidad y calidad del agua. El agua estd cada vez mas
escasa, su consumo aumenta y su cantidad y calidad disminuye. La Unidon Europea
alerta de esta peligrosa conjuncion que afecta a gran parte de los europeos, y
especialmente en Espafia. Y si las previsiones del cambio climatico se cumplen, el
problema sera alin mas grave en los proximos afios limitando cada vez mas el agua
disponible para los cultivares. Por ello, los expertos recomiendan un uso mas

responsable y eficiente de este recurso (Fernandez, 2008).

En el afio 2025 mas de 3.000 millones de personas podrian estar viviendo en paises
gue sufren estrés de agua, y alrededor de 14 paises sufriran escasez de agua (Rey y
col., 2006).


http://revista.consumer.es/web/es/20051101/medioambiente/
http://www.consumer.es/web/es/medio_ambiente/naturaleza/2005/03/18/140538.php

La agricultura utiliza alrededor del 76% del agua total colectada, incrementandose en
los dltimos afios el déficit de los recursos hidricos como consecuencia del cambio
climatico, y se pronostica un empeoramiento de este problema. El informe de la
Agencia Europea de Medio Ambiente (AEMA) asegura que el calentamiento global
producird menos lluvias, mas intermitentes y un aumento de las temperaturas, lo que
acentuard la evaporacion. La demanda para la agricultura crecera cada vez mas, y se
desarrollard una competencia por este recurso entre los distintos sectores: turismo,
produccién de energia, usos de la poblacion, ganaderia, entre otras (EROSKI
CONSUMER, 2011).

Ademas de los problemas de escasez de agua, el cambio climatico provocara también
lluvias mas violentas, y por tanto, mas inundaciones y crecidas de los rios, lo que
complicara aun mas su aprovechamiento. En este sentido, en 2030 un 65% de la
poblaciéon espafiola padecera estrés hidrico, segun el presidente del Comité
Internacional de Grandes Presas (ICOLD), Luis Berga. Este experto asegura que en la
actualidad un 36% de la poblacion ya lo padece, y que por lo tanto, en dicha fecha casi
se duplicara. En definitiva, los expertos subrayan que la escasez de agua va a ser uno
de los grandes problemas del siglo XXI que repercutirda en la produccion agricola. Por
ello, cada vez mas voces reclaman una nueva cultura del agua que permita entre todos
la gestidon sostenible de este valioso recurso (EROSKI CONSUMER, 2011).

Las proyecciones actuales indican que la demanda se incrementara un 20% mas en el
afio 2030, por lo que se incrementara el estrés hidrico afectando la calidad de los
productos agricolas, teniendo como consecuencia que la produccion proveniente de la
agricultura de secano, medio de sustento de la mayoria de las personas mas pobres del
mundo, enfrentara riesgos muy graves en muchas regiones del mundo (Watkins, 2006).
También habra un aumento del indice de eventos extremos que se manifestaran como
sequias e inundaciones, los cuales agravaran los riesgos que enfrentan las personas en
paises que cuentan con infraestructura limitada para proporcionar apoyo a la
adaptacion (Afrol News, 2006).

A pesar de que la demanda de agua en los diferentes sectores en el mundo ha crecido
de forma espectacular en el siglo XX, la agricultura todavia utiliza la mayor parte. En los
paises en desarrollo, la agricultura adn representa mas del 80% del consumo de agua.
(Abderrahman, 2002; Watkins, 2006).
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En un futuro se debe producir una redistribucién del agua desde la agricultura hacia la
industria y otros sectores. Las proyecciones sefialan que la proporcion en que los
cultivos de regadio utilizan el agua mundial sufrira una caida constante hasta alcanzar
aproximadamente el 75% del total en el afio 2025. En algunas partes de Asia Meridional
la participacion de usuarios no agricolas en el uso de agua aumentarda, de menos del
5% actual, a mas del 25% en el afio 2050 (Watkins, 2006), por lo que cabe preguntarse
¢de qué manera alimentara el mundo a otros 2.400 millones de personas en el afio
2050?, si tenemos en cuenta que los recursos hidricos ya presentan un marcado
déficit. Un peligro evidente es que salgan perdiendo aquellas personas cuyo medio de
sustento depende de la agricultura, pero que no cuentan con derechos establecidos,
poder econdmico ni voz politica (Araral, 2005). La productividad de los cultivos de
granos aumentara en los paises desarrollados mientras que disminuira en muchos
paises en desarrollo. Aqui también el impacto de una dependencia cada vez mayor por
importaciones de alimentos tiene implicaciones potencialmente adversas para la

seguridad de los alimentos en muchos paises (Watkins, 2006).

Si bien algunas ciudades se enfrentan con los problemas del déficit de agua, es la
agricultura el sector que debera hacer frente al verdadero desafio. Las personas tienen
una necesidad basica minima de agua de entre 20 y 50 litros por dia. Comparemos esta
cifra con los 3.500 litros necesarios para producir los alimentos que permitan obtener el
minimo diario de 3.000 calorias (producir alimento suficiente para una familia de cuatro
integrantes requiere una cantidad de agua tal que llenaria una piscina de natacion
olimpica). En otras palabras, para producir alimentos se requiere una cantidad de agua
gue es aproximadamente 70 veces superior que la que las personas usan para fines
domeésticos. El cultivo de un solo kilo de arroz requiere entre 2.000 y 5.000 litros de
agua. Pero algunos alimentos necesitan para ser producidos mas agua que otros. Por
ejemplo, se necesita una cantidad de agua ocho veces mayor para cultivar una
tonelada de azlcar que una tonelada de trigo. La produccion de una sola hamburguesa
demanda alrededor de 11.000 litros, aproximadamente la cantidad diaria disponible
para 500 personas que viven en un barrio pobre urbano con viviendas sin conexién a la
red de abastecimiento de agua. A la vez, el crecimiento demografico y del nivel de
ingresos dara mayor impulso a la demanda de agua de riego para satisfacer los

requerimientos de produccién de alimento (Ballabh, 2005).
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El cambio climatico incrementard con implicancias significativas para la produccion
agropecuaria. La susceptibilidad a las sequias y a las inundaciones aumentara con el
tiempo. El aumento del nivel del mar reducira la disponibilidad de agua dulce, y ello
afectara a millones de personas que se encuentran en paises a baja altura y en los
deltas de los rios. Para una gran parte de las personas del mundo que se encuentran
en paises en desarrollo, las proyecciones relativas al cambio climatico indican medios
de sustento menos seguros, mayor vulnerabilidad al hambre y la pobreza, acentuacion

de las desigualdades sociales y mayor degradacién medioambiental (Watkins, 2006).

El cambio climéatico, traerd consigo implicaciones negativas para la produccion
agropecuaria, no sera una catastrofe aislada, sino de un desastre que se revela
lentamente. El peligroso cambio climatico ya es inevitable, se ha sobrepasado el limite,
disminuyendo la posibilidad de retorno. La forma en que responda la comunidad
internacional determinara las perspectivas de desarrollo humano para las generaciones
presentes y futuras. Una prioridad inmediata es trazar estrategias para mitigar el cambio
climatico y lograr cultivares adaptados a las transformaciones inevitables (Watkins,
2006; Banco Mundial, 2006).

3. 5. Respuestas de las plantas al estrés hidrico

El estrés de sequia ocurre cuando se reduce el agua disponible del suelo, y las
condiciones atmosféricas ocasionan una perdida continua de agua por transpiracion y
evaporacion. Este ejerce efectos profundos sobre el crecimiento, el rendimiento y la
calidad de la planta. El primer efecto es la perdida de turgencia, la que afecta la
elongacion del tallo, la expansién foliar, la apertura estomatica y finalmente un
decremento en la tasa de crecimiento. Ocurren algunos cambios fisiolégicos en la
planta como respuesta a la sequia, por ejemplo: un incremento en los niveles se acido
abscisico, el cierre de estomas y cambios en la osmolaridad celular (Rodriguez y col.,
2003).

La pared celular primaria y la lamina media tienen gran importancia en el proceso de
extensibn o expansiéon celular, ya que constituyen la Unica estructura
extracitoplasmatica de las células que conservan la capacidad de dividirse y/o

elongarse. Generalmente, las células que han perdido la capacidad de elongarse y/o
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dividirse depositan en la cara interna de la pared nuevas capas de material, cuya
composicion depende del tipo concreto de elemento celular, y en las que como norma
general, aparecen nuevos materiales como lignina o suberina y se modifica la
proporcion de los componentes de la pared celular primaria y la lamina media (Singh y
col., 2009). Estas modificaciones originan una estructura multicapa de mayor espesor y
ordenacion mas orientada de las microfibrillas de celulosa denominada pared celular
secundaria. Se pueden diferenciar dos tipos principales de pared celular primaria: la
pared celular tipo |, que es la existente en las dicotiledoneas y algunas
monocotiledéneas, contiene proporciones semejantes de celulosa y xiloglucanos (XG),
siendo estos ultimos los polisacaridos que se unen a las microfibrillas de celulosa y que
fijan la posicion de éstas, determinando la distancia entre ellas. En cambio, en la pared
celular tipo I, presente en algunas monocotiledéneas, los glucuronoarabinoxilanos
(GAX) son los principales polimeros que se unen a las microfibrillas de celulosa. La

pared tipo I, es la que esta presente en la especie (Phaseolus vulgaris) (Garcia, 2005).

En general la pared celular de tipo | esta formada por entramados diferentes: una red
de celulosa-hemicelulosas embebida en una matriz de polisacaridos pécticos, y una red
de proteinas que se entrelaza con las otras dos para reforzar la estructura. Dentro de
esta configuracion el agua representa aproximadamente el 65% y esta localizada
preferentemente en la matriz péctica, donde tiene gran importancia en la formacion de
geles (Willats y col., 2002). Otros polisacaridos que forman parte de la pared, estan
compuestos en su mayor parte por azlcares neutros como arabinanos, galactanos y
arabinogalactanos (AG) altamente ramificados, de varios tamafos y configuraciones, se
unen a los restos de L-ramnosa del ramnogalacturano (RGI). Los AG se encuentra
asociado con proteinas especificas, denominadas arabinogalactano proteinas (AGPS)
(Arora y col., 2000; 2002; Singh y col., 2009).

La lignina, principal compuesto fendlico de las paredes celulares secundarias, aparece
ocasionalmente en la pared primaria de ciertos tipos celulares, como tragueidas, vasos
del xilema y algunas células cultivadas en suspension, o en respuesta a diferentes tipos
de estrés. Esta composicion varia dependiendo de la especie que consideremos, del
tipo de tejido e incluso del grado de diferenciacién del tipo celular en cuestion (Arora y
col., 2000).
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La pared celular posee una elevada capacidad para acomodarse a nuevas condiciones
mediante variaciones de su estructura. En los Ultimos afios se han caracterizado
paredes celulares con composicion alterada debido a modificaciones genéticas
(mutaciones), adaptaciones o habituaciones a diferentes tipos de estrés y al uso de
inhibidores de la biosintesis de la pared celular (Degenhardt y Gimmler, 2000; Willats y
col., 2006).

Las células habituadas presentan una disminucion del volumen celular, en una clara
tendencia a restringir la necesidad de agua, y tienen paredes celulares mas débiles que
contienen menos celulosa y proteina rica en hidroxiprolina. Estas células mantienen el
contenido total en pectinas pero varian la organizacién y composicién de los polimeros
pécticos, formandose una red laxa de homogalacturonano y ramnogalacturonano que
sustituye parcialmente a la red celulosa-xiloglucano (McCartney y col., 2003). Un
estudio posterior mostré0 que ademas presentaron cambios en la estructura de las
pectinas, que principalmente consisten en variaciones en el grado de esterificacion y en
la localizacion de las pectinas metilesterificadas y desesterificadas en las células

tolerantes (Willats y col., 2000; Sorensen y col., 2009).

La pared de la raiz es una de la mas susceptible a sufrir cambios como consecuencia
del estrés hidrico ya que estan en contacto directo con el agua y los solutos disueltos
(Huang y Gao, 2000).

El uso de anticuerpos es una potente herramienta que permite la identificacion in situ de
cambios producidos en los distintos componentes de la pared celular como
consecuencia del estrés, ya que el proceso de extraccion no provoca modificaciones de
los componentes como sucede con los métodos fisicoquimicos que a menudo incluyen
la homogenizacion de estructuras celulares, o la utilizacion de disolventes, que
conllevan a una gran pérdida de informacion (Willats y col., 2002, Bernal y Willats,
2004).

En la Tabla | se presentan algunos de los anticuerpos mas utilizados en el estudio de
las membranas. En el caso de LM5 y LM6, reconocen un conjunto amplio de epitopos
de polisacéaridos y proteinas de la pared (Willats y Knox, 1999; Willats y col., 2000), ver
Figura 1.
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Tabla I. Algunos de los anticuerpos mas utilizados en el estudio de la pared celular, asi como el
antigeno y el epitopo que reconocen. Algunos epitopos pueden estar presentes en mas de un
antigeno. Todos los antigenos son monoclonales.

Anticuerpo | Antigeno/Epitopo Referencia
JIM5 HG/poco metil-esterificado Hnox y col. (1990):

Willats y col. (2000)
JIM7 HG/muy metil- esterificado Hnox y col. (1990):

Willats y col. (2000)
PAM 1* HG/30 restos de GalU no esterificados | Willats y col. (1990 y 2000)
LM7 HG/metil- esterificacién alterna Willats y col. (2001)
LM5 RGI/B -1,4-D galactano Jones y col. (1997):

Willats y col. (1999)
LM6 RGI 0 AGP/a -1,5-L-arabinano Willats y col. (1998 y 1999)
LM10 Xilanos/B -1,4-xilano McCartney y col. (2005)
LM11 Xilanos y arabinoxilanos McCartney y col. (2005)
CCRC-M1 | XG o RGl/t-a-Fuc-1,2-D-Gal Puhimann y col. (1994)
LM1 Extensina/desconocido Smallwood y col.(1995)
LM2 AGP/B-D-GlepA Smallwood y col.(1996)
MAC208 AGP/B -D-GleU-1,3-a-D-GalU-1,2-L-Rha | Pennell y col.(1991)
JIM8 AGP/parte glicidica de la AGP Pennell y col.(1991)
Anti-calosa | Calosa/p -1,3-glucano Meikle y col. (1991)

B-1,4-D-galactano

Metil

LME[

Gally

RG

0000+

]LME

Gal

@-1,5-L-arabinano

Figura 1.- Etitopos de homogalacturano (HG) y del ramnogalacturano
(RGl} reconocidos por algunos de los anticuerpos mas comunes
presentados en la tabla L.
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La sequia puede tener importantes impactos sobre el crecimiento y el desarrollo de la
planta, causando disminucion de los rendimientos de las cosechas. Los efectos del
estrés hidrico en la planta varian entre especies de plantas. El reconocimiento
temprano de los sintomas de estrés hidrico puede ser fundamental para mantener el
crecimiento de un cultivo. El sintoma mas comudn de estrés de la planta es la marchitez.
A medida que la planta sufre estrés hidrico, la presion del agua dentro de las hojas
disminuye y la planta se marchita (Bauder, 2003). Uno de los indicadores mas sensibles
del estado fisiol6gico de una planta es su comportamiento estomatico. Los estomas
responden rapidamente a los cambios ambientales, y de esta manera permiten que la
planta pueda regular la pérdida de agua y la toma de carbono durante los periodos de
escasez de humedad en el suelo. La planta regula la abertura del poro estomatico con
relacion a los factores internos de la planta, tales como su estado hidrico y también en

respuesta a factores climaticos (Jaleel y col., 2008b).

También, como respuesta al estrés hidrico, se observa la acumulacion de solutos
compatibles, como la prolina, betainas, los polioles (manitol, sorbitol y pinitol); las cuales
actian como osmolitos citoplasmaticos en el ajuste osmotico. No obstante, pueden
desempeiar otras funciones como el mantenimiento de la estabilidad de las
macromoléculas y las membranas (Kavi y col., 2005). Bajo esta condicion de déficit
hidrico, la sintesis de proteinas en los tejidos vegetales también sufre efectos
profundos. En algunos casos hay reduccion en la sintesis de proteinas totales y una
disociacion de ribosomas, y en otros la sintesis de proteinas se incrementan y se
acumulan como respuesta a estas condiciones de deshidratacion celular,
considerandose como moléculas que proveen a la planta de mecanismos

osmoprotectores (Rodriguez y col., 2003).

Los efectos del estrés hidrico en la planta se perciben usualmente como un
decrecimiento de la fotosintesis y del crecimiento, asociados a su vez al metabolismo
del carbono y el nitrégeno. Sin embargo, la respuesta de las plantas al estrés es
compleja y tiene como consecuencia una serie de modificaciones metabdlicas,
morfoldgicas Y fisiolégicas en todos los 6rganos de la planta, constituyendo en muchas
ocasiones mecanismos de adaptacion. Dentro de las respuestas al déficit hidrico se

reporta el cierre estomatico, disminucion de la conductancia estomatica y reduccion de
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la transpiracion, el decrecimiento del potencial hidrico, de la fotosintesis y del
crecimiento de la planta en general, la acumulacién de acido abscisico (ABA), prolina,
manitol, sorbitol, sintesis de nuevas proteinas y RNA mensajeros, entre otras;
implicando la accion concertada de muchos genes. Por lo tanto, los estudios
morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares de la tolerancia a la sequia en el
frijol (Phaseolus vulgaris, L.) y otras leguminosas de interés agricola, son necesarios
para caracterizar los distintos rangos de tolerancia observados en la naturaleza
(Chaves y col., 2003), ya que nos permitird identificar las variedades de frijol mas
tolerantes al estrés hidrico, disponibles en los bancos de semillas para ser cultivadas en
el pais.

Diversos y numerosos procesos de la planta pueden ser alterados por el estrés hidrico.
Las respuestas pueden ser respuestas transitorias o bien involucrar cambios en la
expresion génica (Bray, 2002).

Uno de los primeros efectos del déficit hidrico sobre los vegetales es la inhibicion de la
elongacion celular y por ende, del crecimiento. Es bastante conocido que el crecimiento
de la raiz es menos sensible que el crecimiento de la parte aérea, lo que conduce a un

aumento de la relacion raiz / parte aérea (Tambussi, 2004).

En la literatura se definen tres grados de estrés hidrico (Tambussi, 2004):

Estrés leve: disminuciéon de algunos bares del potencial hidrico (décimas de MPa) o del
contenido relativo de agua (CRA) en un 8-10 % respecto a plantas bien regadas.

Estrés moderado: disminucion del potencial hidrico mas agudizada (aunque menor a
(1.2-1.5 MPa) o una disminucién del CRA entre un 10 y un 20%.

Estrés severo: disminucion del potencial hidrico mayor a 15 bares (1.5 MPa) o

disminucién del CRA mayor a un 20%.

Es un hecho conocido que el cierre estoméatico puede inducirse aun antes de cualquier
cambio detectable en el Potencial hidrico (Ww) y el CRA, que expresa la relacién
porcentual entre el contenido de agua de la hoja y el contenido a maxima turgencia de
la misma. Actualmente se relaciona esto con la existencia de una sefal proveniente de
las raices. El resultado del cierre estomatico conlleva a la disminucion de la tasa

transpiraciéon y una caida de la asimilacion de CO; y diversos efectos asociados, tales
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como acumulacién de poder reductor, susceptibilidad a la fotoinhibicion y/o
fotooxidacién, entre otras (Flexas y Medrano, 2002).

La preservacion del status hidrico de la planta de frijol es importante para la produccion
de vainas y rendimiento de semilla, al mantener la actividad fotosintética y la extension
de los 6rganos y tejidos en condiciones de sequia y calor (Kumar y col., 2006).

La acumulacién de osmolitos en las células vegetales trae como consecuencia un
aumento del potencial osmético estimulando la absorcion de agua e incrementando la
presiobn de turgencia. En condiciones de estrés hidrico esto puede contribuir al
mantenimiento de diversos procesos fisiolégicos tales como la apertura estomatica, la
fotosintesis y la expansion celular (Ashraf y Iram, 2005). Debe sefalarse que el
verdadero ajuste osmotico ocurre cuando hay un aumento en el numero total de
moléculas osmoticamente activas, no considerandose como tal al aumento pasivo de
solutos que se produce en la deshidratacion de los tejidos (Tambussi, 2004). Por lo
tanto, para la correcta evaluacion del ajuste osmético (OA) u osmoregulacion debe
medirse el potencial osmético a turgencia maxima, evitando asi el artefacto producido

por la disminucion del volumen celular.

3. 6. El efecto del estrés hidrico en la germinacion, crecimiento y desarrollo de las

plantas

Las caracteristicas que contribuyen a la adaptacion de las especies vegetales a
regiones con deficiencias de humedad deben estudiarse en tres niveles: semilla,
plantula y planta adulta. A nivel de semilla, una de las mejores pruebas para identificar
variedades tolerantes a sequia es determinar el porcentaje de germinacion a diferentes
potenciales osmoéticos con manitol, ya que esta sustancia quimica, al igual que otras,
como sacarosa y polietilenglicol, han mostrado simular satisfactoriamente un efecto de
sequia durante la germinacion y emergencia de la semilla. También se ha demostrado
gue existe una correlacion alta y positiva entre la tasa de germinacion en soluciones
osmoéticas y la tasa de emergencia en el campo, indicando que estas pruebas tienen
valor predictivo. Por ejemplo, la emergencia de la semilla en una solucién de manitol
puede revelar tolerancia al estrés osmético en semillas y plantulas; adn asi una
correlacién con el rendimiento podria ser una coincidencia, a menos que se coloque

éste como factor en ensayos de rendimiento (Maduefio y col., 2006).
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Las plantas absorben agua a través de sus raices. La cantidad de fuerza necesaria de
una planta para extraer agua del suelo se conoce como el potencial méatrico. Cuando la
humedad del suelo es baja, las plantas tienen que utilizar mas energia para extraer
agua del suelo, por lo tanto el potencial matricial es mayor. Cuando el suelo esta seco
y el potencial matricial es fuerte, las plantas muestran sintomas de estrés. Esto se
conoce como el efecto matricial (Bauder, 2003).

La raiz es el 6rgano encargado de tomar el agua del suelo y el primer érgano que se ve
afectado por el estrés hidrico. Los enfoques de mejoramiento y seleccion para el
desarrollo de variedades de frijol tolerantes a condiciones abibticas limitantes,
responden a las limitaciones que confrontan los agricultores que producen la mayor
proporcion de los granos basicos en Centroamérica, incluyendo el frijol. La tolerancia a
la sequia y a la baja fertilidad de los suelos estan asociadas a la mayor eficiencia de
ciertos genotipos de frijol con caracteristicas de raices que les permite una mayor
absorcion de agua y nutrimentos y/o una mayor tasa de produccion de biomasa y

desarrollo de granos bajo estas condiciones limitantes (Red SICTA, 2007).

Las plantas también pueden tener dificultades para extraer agua del suelo si las sales
estan presentes en la zona de la raiz. Generalmente, cuando la solucion del suelo es
mas salina que la de la planta, se necesita mas energia para la absorcion de agua que
si la solucion del suelo no es salina. El estrés hidrico de las plantas causado por

condiciones de salinidad, se conoce como el efecto osmotico (Bartels y Sunkar, 2005).

El estrés por el efecto osmético causa los mismos sintomas que el estrés por el efecto
matricial. La principal consecuencia de la falta de humedad es la reduccién del
crecimiento y el desarrollo causados por la reduccion de la fotosintesis. La fotosintesis
es el proceso mediante el cual las plantas combinan el agua, el diéxido de carbono y la
luz para producir hidratos de carbono para obtener energia. Cambios quimicos debido
a la reduccion de los componentes criticos de fotosintesis, como el agua, puede afectar

negativamente al crecimiento de las plantas (Lei y col., 2006).

La baja disponibilidad de agua también puede causar limitaciones fisicas en las plantas.
Los estomas son células de las plantas que controlan el movimiento de agua, diéxido

de carbono y el oxigeno dentro y fuera de la planta. Durante la falta de humedad, los
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estomas se cierran para conservar el agua, esto también cierra la via para el
intercambio de agua, dioxido de carbono y oxigeno que resulta en la disminucion de la
fotosintesis. El crecimiento de las hojas se veré afectado por la falta de humedad mas
que el crecimiento de las raices porque las raices son mas capaces de compensar la
falta de humedad (Bauder, 2003).

Las plantas han desarrollado diversas estrategias y mecanismos para responder a
cambios en el ambiente donde se desarrollan, las adaptaciones anatOmicas Yy
fisiolégicas les permiten un mejor crecimiento bajo condiciones desfavorables
(Degenhardt y Gimmler, 2000).

En muchas plantas cultivadas, se ha observado que los primeros estadios de su vida
son mas sensibles a los estreses medioambientales (Sivritepe y col.,, 2003). Como
causa del estrés hidrico se provoca la marchitez de las hojas, se secan y se caen. Sin
embargo la falta de agua es el factor mas limitante en la regulacion de fotosintesis. La
fotosintesis es el proceso mediante el cual las plantas convierten la energia luminosa,
dioxido de carbono y agua en azlcares de las plantas. Ante la falta de agua, ni la
cantidad de luz o del diéxido de carbono seran de utilidad para la planta. Las hojas se
marchitan, los mecanismos de la fotosintesis cesan y el crecimiento se desacelera
hasta detenerse (Gore, 2010).

Si se acepta que la interaccion genotipo-ambiente produce un fenotipo con una funcion
determinada, encontramos que cualquier variacion de las condiciones ambientales
puede afectar tanto a la estructura como a la funcion, por lo tanto cualquier estrés

tendra una consecuencia estructural, morfolégica y/o funcional (Gonzalez, 2007).

Las hojas, por su gran plasticidad morfolégica y por la diversidad de funciones que
desempeiian (termorregulacién, fotosintesis, transpiracion) son los 6rganos que
presentan el mayor nimero de estructuras especializadas. En la anatomia del mesofilo
de la hoja encontramos con una estructura dorsiventral que en el caso del género
Phaseolus presenta basicamente dos epidermis, la inferior y la superior, con cuticulas,
estomas, un tejido fotosintético, parénquima en empalizada de células alargadas
dispuestas en capas, un paréngquima esponjoso de almacenamiento y numerosos
espacios aéreos entre las células. Esta estructura cambia drasticamente ante factores

como: el estrés hidrico, salino, luminico, térmico o contaminante (Aleman y col., 2007).
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Sin embargo el indice estomatico es conocido como un cardcter estable (Stenglein y
col., 2003), ya que el numero de estomas queda definido en el momento del desarrollo
del tejido epidérmico.

Diversos factores estan vinculados a los mecanismos de tolerancia al estrés hidrico,
tales como la produccién de compuestos osméticamente activos, la produccion de
especies reactivas del oxigeno y otros mecanismos de defensa antioxidante (Sairam y
Tyagi, 2004), Estos ultimos mecanismos son variados e incluyen la sintesis de
metabolitos tales como aminoacidos como la prolina, aminas cuaternarias, azucares
solubles, polioles, poliaminas, compuestos de sulfonio, fructanos y pigmentos
(carotenoides, antocianinas, betalainas).

La prolina es un aminoacido que se encuentra en pequefias cantidades en las plantas,
cuando éstas crecen en condiciones Optimas. En condiciones de estrés, se ha
encontrado que el contenido de prolina aumenta para actuar como un agente osmotico,
protegiendo a la planta de la deshidratacion. Muchas especies de plantas acumulan
prolina libre en respuesta a la salinidad (Jiménez y col., 2006; Tajdoost y col., 2007),

sequia (Avendario y col., 2005) y frio (Konstantinova y col., 2002).

Se ha sugerido que la prolina participa en multiples roles en la tolerancia de las plantas
al estrés; actuando como un mediador del ajuste osmotico (Chaman, 2007),
estabilizador de proteinas y membranas, inductor de genes relacionados a estrés
osmotico (Kumar y col., 2006), fuente de carbono y nitrégeno facilmente disponible en
la rehidratacion celular (Gore, 2010), fuente de equivalentes de reduccion (del
catabolismo de prolina) para sostener la fosforilacion oxidativa y la generacién de ATP
durante la recuperacion del estrés (Aguilar y col., 2003). Ademas, ayuda al control de la
acidosis del citosol y puede mantener la relacion NADH/NAD+ a valores compatibles
con el metabolismo; en la detoxificacion del exceso de NH4+ y ayuda a las células a
superar la tension oxidativa (cosechador de especies reactivas de oxigeno). (Harsh,
2003; Ramanjulu y Sudhakar, 2000).

La fotosintesis en estrés hidrico también declina debido a la reduccién en la fijacién de
C total (Brevedan y Egli, 2003), al dafio en la maquinaria biosintética requerida para la
asimilacion de C y para su conversibn a productos metabdlicamente utilizables

(Pattanagual y Madore, 1999). El déficit hidrico provoca ademas pérdida de reservas de
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almidéon (Zinselmeier y col.,, 1999) y de azlcares no estructurales que soportan el
crecimiento y desarrollo, por la disminucién en la actividad de la enzima fotosintética
galactinol sintetasa (Pattanagul y Madore, 1999).

Entre las respuestas fisiologicas de las plantas al estrés hidrico esta la disminucion de
la conductancia estomética (Pattanagul y Madore, 1999) que causa reduccién de la
transpiracion y de la fotosintesis (Lei y col.,, 2006). La fotosintesis en estrés hidrico
también declina debido a la reduccién en la fijacion de C total, al dafio en la maquinaria
biosintética requerida para la asimilacion de C y para su conversion a productos
metabdlicamente utilizables (Brevedan y Egli, 2003).

La magnitud del dafio causado por el déficit hidrico sobre el rendimiento depende de la
etapa del desarrollo, intensidad del estrés y la duracion del mismo (Castafieda y col.,
2006), asi como del genotipo (Molina, 2008).

3. 7. El efecto del estrés hidrico en frijol (Phaseolus vulgaris, L.)
El 60% de la produccion mundial de frijol (Phaseolus vulgaris, L.) se obtiene en
condiciones de déficit hidrico, por lo que este factor es el que mas contribuye en la

reduccion del rendimiento después de las enfermedades (Singh, 1995).

Cerca de 60% de las regiones productoras de frijol sufre condiciones de sequia, que es
el segundo factor mas importante de reducciéon en rendimiento después de las
enfermedades. Sus rendimientos se ven afectados por varias causas, entre las cuales

la sequia puede generar pérdidas entre 10 y 100% (Rao, 2002).

Las sequias recurrentes afectan la produccién de frijol no solo en regiones semiaridas y
en el trépico seco, sino también en regiones de clima templado con veranos
relativamente célidos. Sin embargo la magnitud del efecto de la sequia depende de la
intensidad y la duracion de ésta, asi como de la etapa fenolégica en que se encuentre
el cultivo. El déficit hidrico en etapas tempranas generalmente afectan el alargamiento y
el tamarfio final de las hojas, en cambio en estadios mas avanzados se incrementa la
senescencia foliar y la pérdida de follaje (Galvan y col., 2003). Esta disminucion del
area foliar, conjuntamente con una reduccién en la conductancia estomatica, pueden
limitar tanto la intercepcion de la energia solar como la tasa de fotosintesis y finalmente

la produccion de materia seca en la planta (Rodés y col., 2006).
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Estudios posteriores han demostrado, que aun bajo sequias relativamente severas, la
capacidad fotosintética del mesdfilo de la lamina foliar no es facilmente reducida y las
tasas de fotosintesis solo disminuyen radicalmente cuando por sequia se pierde mas
del 40% del contenido de clorofila en la hoja (Aleman y col., 2007).

Segun Nielsen y Nelson (1998), en la etapa vegetativa el estrés hidrico provoca
reduccion en altura de planta y area foliar del frijol, pero no en su rendimiento.

El estrés por sequia, causado por la baja disponibilidad de agua en el suelo, modifica
negativamente la productividad del frijol. Esta puede ser mads o menos afectada
dependiendo de la intensidad y duracion de la escasez de agua, de la rapidez con la ual
se alcance dicha intensidad y ademas de la etapa fenologica en que el efecto ocurra,
asi como el pre acondicionamiento de la planta (Aguirre y col., 1999).

Otros estudios han revelado pérdidas en el rendimiento de grano del frijol debido al
déficit hidrico durante la etapa reproductiva (Castafieda y col., 2006). Estos autores
encontraron que un estrés hidrico de -1,5MPa aplicado al inicio durante 15 dias redujo
en 42 y 50% el rendimiento, lo que se atribuyo a reducciones en el nimero de vainas

por planta y en el indice de area foliar.

Nielsen y Nelson (1998) reportaron un rendimiento de 1975 kg.ha™ de frijol negro en el
testigo bajo riego y 1280 y 1035 kg.ha™ en tratamientos bajo estrés durante el llenado
de grano y la floracion, respectivamente; las reducciones fueron causadas por
disminucién en el nimero de vainas por planta, numero de semillas por vaina y peso de
semilla.

En Glycine max, L. Sasovsky, (2008) reporto reducciones en el rendimiento por estrés
hidrico durante el llenado de semilla, de 38y 58% en dos afios sucesivos, asociados
con disminuciones del periodo de llenado de grano y de los componentes del
rendimiento de semilla.

Al respecto, Pautasso y col. (2012) encontraron que con tres dias de estrés hidrico en
prefloracion, la soya aborta méas flores a causa de dafio en el pistilo (évulo) y no en el

polen, lo que reduce el nimero de vainas.

La mayor sensibilidad al estrés hidrico en leguminosas ocurre durante la etapa

reproductiva, ya sea antes del inicio de la floracién, en plena floracion, de floracion a
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llenado de grano (Rosales y col., 2001), en desarrollo de vainas y en llenado de grano
(Esquivel y col., 2002).

Respecto a la calidad fisica y fisiol6gica de la semilla, el estrés hidrico severo incidente
en la etapa de acumulacion de reservas en soya, reduce la germinacion y el vigor

(Ferraris y Couretot, 2011), asi como el tamafio de semillas (Esquivel y col., 2002).

Al triplicarla intensidad de estrés hidrico en la etapa de llenado de grano en soya,
Sasovsky, (2008) encontr6 que la germinacién se redujo en12%, el masa seca de la
plantula en 5% y la conductividad eléctrica en semillas individuales se incrementd en
19%. La germinacién de la soya fue inferior a 80% con estrés hidrico durante la etapa
reproductiva (Pautasso y col., 2012), pero la magnitud del efecto dependié del genotipo
(Ferraris y Couretot, 2011).

En contraste, Vieira y col. (1992), al aplicar estrés hidrico en soya durante el desarrollo
de la semilla, no detectaron efectos en la germinacion y vigor, aunque hubo mas

semillas inmaduras, arrugadas y sin brillo.

Los enfoques de mejoramiento y seleccion para el desarrollo de variedades de frijol
tolerantes a condiciones abioticas limitantes, responden a las limitaciones que
confrontan los agricultores que producen la mayor proporcion de los granos basicos en
Centroamérica, incluyendo el frijol. La tolerancia a la sequia y a la baja fertilidad de los
suelos estan asociadas a la mayor eficiencia de ciertos genotipos de frijol con
caracteristicas de raices que les permite una mayor absorcion de agua y nutrimentos
y/o una mayor tasa de produccion de biomasa y desarrollo de granos bajo estas
condiciones limitantes (Red SICTA, 2006).

La identificacion de genotipos que presentan estas caracteristicas asociadas a mayor
tolerancia a la sequia y la baja fertilidad es importante para fines de mejoramiento, a
través de la incorporacion de estas caracteristicas en genotipos superiores y/o su
utilizacion en enfoques de variedades multilineas para ambientes variables que
presentan estrés causado por la sequia y la baja fertilidad individualmente, o ambos

simultdneamente (Henry y col., 2008).

Los aspectos botanicos ayudan a precisar datos, por lo que una descripcién varietal
puede determinar la diferencia, la uniformidad y la estabilidad para cada especie: la

variedad se puede identificar por una o mas caracteristicas morfoldgicas vy fisicas,
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uniforme y estable, por cuanto la variedad permanecera sin cambios y ofrecerd un
grado razonable de confiabilidad en sus caracteristicas esenciales y tipicas (Gonzélez,
2007).

La raiz como organo relativamente plastico, suele sufrir, bajo la influencia del medio,
modificaciones importantes. La penetracion de las raices en profundidad permite una
mejor absorcién de agua y aumenta la resistencia a la sequia (Benites, 2008). Las
relaciones del sistema radicular y el agua son, sin discusion, el punto capital de su
fisiologia. Las raices buscan siempre agua y cuando falta este elemento descienden a
capas profundas del suelo, a condicion de que la planta haya adquirido un desarrollo
suficiente, para alimentar la multiplicacion celular resultante de este alargamiento.

El sistema radicular pivotante consta de una raiz principal que profundiza en el suelo en
busca de agua, y de raices secundarias con pelos absorbentes mas superficiales, cuya
funcidn es capturar los nutrientes que se alojan, mayoritariamente, en los primeros

20 cm del suelo (IICA, 2008).
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4. MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

La presente investigacion se realizd en el Centro de Estudios Biotecnologicos de la
Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”. Se utilizaron 5 variedades de frijol
comercializadas en Cuba, provenientes de la Empresa Provincial de Semillas de
Matanzas (ver Figura 2).

Cuba Cueto 25-9 Cuba Cueto 25-9 Cuba Cueto 25-9
Colorado Negro Blanco

BAT 58 Negro Bolita 42 Negro

Figura 2. Variedades de frijol comercializadas en Cuba

Técnicas y procedimientos generales:

Las semillas se esterilizaron por inmersién secuencial en etanol al 70% durante un
minuto, en seguida fueron lavadas y ligeramente desinfectadas con hipoclorito de sodio
(0.5%), durante 10 minutos, seguidos por enjuagues sucesivos con agua destilada
estéril, tres veces. Posteriormente se realizaron los experimentos en condiciones

experimentales de sequia.
Disefio experimental
Experimento 1. Estudios de la etapa de germinacion.

Las semillas se pusieron a germinar en frascos, de 5 cm de diametro por 10 de alto,
sobre papel de filtro humedecido en camara oscura, a 25 ° C. Para simular condiciones
de sequia se utilizaron concentraciones de 0, 10, 15y 20% de polietilenglicol (PEG)




8000 en solucion de Hoagland. Se utilizé un disefio totalmente al azar. Se sembraron
12 semillas para cada concentracion de PEG. Se realizaron 3 réplicas del experimento,
para un total de 36 semillas por tratamiento por cada variedad. Se determing el
porcentaje de germinacion de las semillas y la presencia de hipocdétilo, epicétilo y hojas
verdaderas, a los 4, 6, 8, 10 vy 15 dias. Ademas, se midio la longitud de la raiz
principal, del tallo, y la cantidad de raices laterales a los 10 y 15 dias. También se
determiné masa fresco del tallo y de la raiz al final del experimento y se realizaron
estudios histoquimicos de la raiz.

Para determinar el efecto del estrés sobre los pardmetros estudiados se utilizé la
siguiente formula (Penichet y col., 2006):
indice de estrés (IE)
Valormuestra estresada
IE= X100
Valor muestra control

% de Inhibicién = 100 - IE

Longitud del tallo y de la raiz. Se midieron las plantas desde la base del hipocotilo
hasta la yema apical y al extremo de la raiz para calcular las longitudes del tallo y la raiz

respectivamente.

Masa fresca (MF) del tallo y de la raiz. Las pesadas se realizaron en una balanza

digital Sartorius.

Estudios Inmunohistoquimicos de las raices (Willats y col., 2001).

Se realizaron cortes histologicos de raices procedentes de las variedades estudiadas,
sometidas a las condiciones experimentales de estrés hidrico con PEG8000. Para la
deteccion de los distintos epitopos en la superficie de la raiz se fijaron segmentos de 1
cm desde la caliptra con paraformaldehido 2,5% (p/v) en fosfato sédico 0,1 M; pH 7,4
durante un periodo de 48-72 h a 4°C. A continuacion, las raices fueron incubadas con
los anticuerpos primarios LM5 (RGI/B -1,4-D-galactano) y LM6 (RGI o AGP/a-1,5-L-
arabinano) en diluciones 1/10 en PBS (NaCl 0,14 M, KCI 2,7 mM, Na,HPO,4 2 H,O 7,8
mM, KH,PO41,5 mM a pH 7,2) que contenia un 4% de leche en polvo (MPBS) y se

mantuvieron durante 2 h a temperatura ambiente en oscuridad. Transcurridas las dos
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horas, las raices se lavaron con PBS en abundancia y se incubaron con el anticuerpo
secundario (IgG anti-rata conjugada con isotiocianato de fluoresceina —FITC-) en
dilucién 1/100 en MPBS durante 2 h a temperatura ambiente en oscuridad. Nuevamente
se lavaron con PBS y se incubaron con calcofltior 0,2% (p/v) en dilucion 1/50 en MPBS
durante 5 min. El dltimo paso tras lavar con PBS fue el montaje en una solucion de
glicerol/PBS (Citifluor AF1) para ser observadas en un microscopio Nikon Eclipse E600
con unidad de epifluorescencia usando un filtro LP470 (395-460) propio para el
calcofltor y un filtro LP520 (450-490) para FITC ( Willats y Knox, 1999)

Experimento 2. Estudios de la etapa de crecimiento.

Las semillas esterilizadas se sembraron en flujo, en condiciones estériles, en placas
Petri y se mantuvieron en oscuridad por 24 horas. Una vez germinadas se sembraron
en vasos de 400 mL de volumen que contenian como sustrato 25% de suelo ferralitico
rojo y 75% de humus de lombriz. Posteriormente se trasladaron caso de cultivo con un
fotoperiodo de 13 horas de luz y a temperatura ambiente. El riego se mantuvo a plena
capacidad de campo (CC), cada dos dias, hasta que los primordios foliares estaban
completamente desarrollados y se formo el primer trifolio. Transcurrido ese tiempo, las
plantas se distribuyeron de forma aleatoria en dos grupos con diferentes niveles de
humedad: 70 % CC (control), 40% CC, 20% CC (estrés severo).Se emplearon tres

réplicas por cada CC, para un total de 30 plantas para cada tratamiento por variedad.

Las plantas se clasificaron en tolerantes, medianamente tolerantes y susceptibles
segun marchitez (Aleman y col., 2010), y se evaluaron los diferentes indicadores
anatémicos, fisiolégicos y bioquimicos a los 15, 21 y 28 dias después de aplicar los

diferentes riegos.

Estudios anatdmicos

Para el estudio anatébmico de la epidermis se realizaron improntas en las hojas del
primordio utilizando la técnica descrita por Rodés y Collazo, (2006), para lo cual
seleccionaron porciones de aproximadamente 1,5 cm? tanto de la cara adaxial como

abaxial y se evaluaron 5 campos por muestra de cada tratamiento utilizadndose para la
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observacion un microscopio de contraste de fase marca Olympus B a un aumento de
400X y se tomaron microfotografias de las muestras.

El indice estomatico (IE) se determind utilizando la férmula de Salisbury sugerida por
Wilkinson (1979):

NE
IE = —x 100
NCE + NE

Donde, NE es el numero de estomas por campo de observacion y NCE es el nimero de
células epidérmicas tipicas en el campo de observacion.

Para la observacion del mesdfilo se fijaron las muestras en solucién de formol al 10%, a
las cuales previo lavado se les realizaron cortes transversales de la parte media de la
lamina foliar de 18 Rm con un microtomo de congelacion (marca Leica CM 1850) y se
montaron en agua: glicerina (V: V), para la obtencion de laminas semipermanentes. Por
cada variante experimental se observaron 5 muestras en un microscopio optico Leica a
10X y 40X de lente objetivo y las imagenes se capturaron y procesaron con el programa

Micrometrics SE Premium.

La medicién del &rea foliar se hizo al finalizar el ensayo y se expresé en cm?, utilizado
por Milthorpe (1969), Cabrera (1972).

Una vez que se detectaron los primeros sintomas de marchitez, las hojas de las
variedades estresadas (20% CC) y no estresadas (70% CC) fueron congeladas en
nitrégeno liquido y almacenadas a — 80°C. Posteriormente se evalud la respuesta
metabdlica de las plantas en las condiciones experimentales.

Estudio Fisiologico

Determinacion del Potencial Osmético (Ws)

Se determiné mediante el Método Refractométrico usando el refractbmetro de mano
CARL ZEISS 114332 West Germany.
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Contenido Relativo de Agua (CRA).

Se utilizaron discos foliares de 1 cm. de diametro los cuales fueron pesados en una
balanza digital Sartorius para la determinacion de la masa fresco (5 discos por
tratamiento de plantas diferentes).

La formula para la determinacion del CRA fue la siguiente (Ascon y Taylon, 2000):

CRA (%) = [(Pf-Ps)/(PT-Ps)]*100

Donde: PT es el peso del tejido a su maxima turgencia.
Pf es el peso fresco de la muestra.
Ps es el peso seco de la muestra.

Estudio Bioquimico

Determinaciéon de la concentracion de clorofila total

La clorofila se determind mediante espectrofotometria. Se emplearon las ecuaciones

propuestas por Wintermans y de Mots (1965).

Ca (mg L™) = 13.95 (Agss) — 6.68 (Asao)

Cb (mg L-1) =24.96 (Asao) -7.32(Ases)

Clorofila total: Ca+b (mg/g)= (20.2 Ags9)+(8.02 Ages).
Ca= concentracion de clorofila a

Cb= concentracion de clorofila b

Determinacién de los fenoles

Las hojas de las plantas estresadas y no estresadas fueron maceradas en nitrogeno
liquido. Posteriormente se midid la concentracién de fenoles totales (solubles y ligados
a la pared celular. La extraccién de los fenoles solubles se realiz6 en 10 volumenes de
metanol. Las muestras fueron homogenizadas y centrifugadas a 27200 g. El precipitado
se resuspendié en NaOH 2mol/L, para la extraccion de los fenoles ligados a las paredes
celulares, neutralizandose en igual volumen de HCI 2mol/L. La concentracién de fenoles
fue determinada utilizando acido clorogénico (0,05 mol.L-1) como patrén y los valores
de absorbancia fueron determinados a 760 nm. A partir de los valores obtenidos de
concentracion de fenoles solubles y ligados a pared se calcularon las concentraciones

de fenoles totales.
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Determinacién de Prolina libre

La determinacion de Prolina se realiz6 segun Bates (1973). Los resultados fueron
interpolados en una curva para determinar la cantidad de Prolina (mg/mL) y expresados

finalmente como umoles prolina/g masa fresco de hojas.
Determinacion de la actividad enzimética

a) Actividad catalasas

Los ensayos de actividad enzimética de catalasas se realiz6 en hojas por determinacion
espectrofotométrica a 240 nm, de la descomposicion de H,O, en 20 mmol/L de tampdn
fosfato de sodio a pH= 7 (Chance y Machley, 1955), en un volumen final de 3 mL. Se

realizaron tres mediciones por muestra en un Espectrofotometro (Ultrospect 2000).
b) Actividad Peroxidasas

La actividad peroxidasas se realizo en un volumen final de 3 mL. (Bergmeyer, 1974)
Para la reaccion se adicion0 en una cubeta de cuarzo 2,80 mL de solucién fosfato de
sodio 0.1 mol/L, pH 7.0; 50 uL de solucion guajacol 0.018 mol/L; 50 uL solucion de
peroxido de hidrogeno ajustado a una absorbancia a 240 nm (0.040-0.045) utilizando
agua como blanco. A la mezcla reaccionante se adicionaron 100 uL del extracto
vegetal. La actividad enzimatica se realizo a 25 °C y a una longitud de onda de 436 nm.

Se tomaron tres mediciones por muestra en un Espectrofotometro (Ultrospect 2000).
Andlisis estadistico

El analisis de los datos se realizo a través del paquete estadistico InfoStat/ profesional
version 1.1 (Di Rienzo y col., 2011), Los datos experimentales se analizaron para
conocer si existié normalidad y homogeneidad de varianzas, utilizando el método de
Shapiro-wilk. Tras cumplir los requisitos de normalidad y homogeneidad se empleo el
analisis de varianza de clasificacién doble (ANOVA). Para las comparaciones multiples
se utilizo la prueba de Test de Duncan, a fin de comprobar el nivel de significacion para
p <0,05y0,01.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5. 1. Experimento 1. Estudios de la etapa de germinacién en condiciones de
sequia con PEG.

Al determinar el porcentaje de germinacién de las semillas pudimos constatar que,
desde los 4 dias de sembradas, existia una disminuciéon marcada en los diferentes
cultivares sembrados al 15y 20 % de PEG al compararlos con el control (0% PEG). Los
resultados de la Figura 3 muestran que no en todas las variedades se afecta por igual
el proceso de germinacion en las condiciones de estrés hidrico, presentando la mayor
afectacion la CC 25-9 negra a diferencia de la Bolita 42 que tuvo un comportamiento

tolerante al estrés provocado por las condiciones experimentales utilizadas.

120 -
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BAT 58 Belita42 ccc ccB CCHN

Variedades de Phaseolus vulgaris

[@0%PEG m10%PEG 0O15%PEG 0O 20%PEG |

Figura 3. Porciento de germinacién en variedades de Phaseolus vulgaris sometidas a diferentes
concentraciones de PEG a los 7 dias de sembradas.

La Figura 4, muestra la cinética de la germinacion que de forma general, las semillas
mantuvieron un elevado porcentaje de inhibicion de la germinacién al 20%, a los 15
dias de sembradas, excepto la variedad Bolita 42. La variedad Cuba Cueto 25-9 negro
(CC N), mantuvo un porcentaje alto de inhibicion de la germinacién, tanto al 15% como
al 20% de PEG. La variedad CC 25-9 blanca también presentd disminucién del proceso
de germinacion en condiciones de estrés (15% y 20% de PEG) pero en menor cuantia.
Las restantes variedades presentaron bajos porcentajes de inhibicion por lo que

tuvieron un comportamiento tolerante a las condiciones de sequia experimental.
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Estos resultados eran de esperar ya que al aumentar la concentracion de PEG
disminuye la disponibilidad de agua por lo que se inhiben los procesos de
ablandamiento de la pared celular primaria, los cuales requieren una presion de

turgencia celular concreta.

En estudio a nivel de semilla, se ha demostrado que una de las mejores pruebas para
identificar variedades tolerantes a sequia es determinar el porcentaje de germinacion a
diferentes potenciales osmaéticos con manitol, ya que esta sustancia quimica, al igual
gue otras, como sacarosa y polietilenglicol, han mostrado simular satisfactoriamente un
efecto de sequia durante la germinacion y emergencia de la semilla. También se ha
probado que existe una correlacion alta y positiva entre la tasa de germinacién en
soluciones osmoticas y la tasa de emergencia en el campo, indicando que estas

pruebas tienen valor predictivo (Maduefio y col., 2006).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién de la germinacién, de las semillas de las variedades
comercializadas, alos 6y 15 dias de sembradas en pomos, a diferentes concentraciones de PEG.

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportado por Penichet y col. (2006) en su
estudio sobre la germinacién de diferentes cultivares de Phaseolus vulgaris, L., en
condiciones de sequia experimental con PEG, donde observaron que algunas de las
variedades estudiadas, cultivadas en un 18% de concentracion de PEG, presentaron 48
y 50% de inhibicibn de la germinacion, incrementandose la cantidad de variedades
afectadas a un 21% de concentracion de PEG, llegando a alcanzar algunas hasta un

87% de inhibicion.
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Al analizar la cinética del desarrollo del hipocotilo, epicétilo y las hojas verdaderas se
pudo constatar, que todas las variedades presentaron hipocaétilo a partir del cuarto dia.
El epicétilo aparece el sexto dia, asi como algunas hojas verdaderas en diferentes
cultivares del grupo control y en las sembradas al 10 % de PEG, esto pudiera explicarse
por una tendencia de la expansion foliar como consecuencia del bajo grado de
hidratacion de los tejidos, a lo que se puede agregar una baja estimulacion del
crecimiento vegetativo producto de la disminucion de la sintesis de &cido giberélico e
incremento la de acido abscisico.

La Tabla Il muestra que a los 15 dias de sembradas, en las condiciones de sequia
experimental, los mayores porcentajes de inhibicion los presentan el desarrollo de las
hojas verdaderas en todos los cultivares estudiados, esto pudiera deberse a que en
condiciones de estrés severo de sequia se induce numerosas irregularidades
metabolicas en las plantas, siendo el primer efecto la perdida de turgencia la que afecta
la elongacion del tallo y la expansion foliar. Estos resultados concuerdan con lo
planteado por Passioura, quien refiere que la variacion del area foliar es una de las
respuestas macroscopicas mas tempranas en plantas que experimentan déficit hidrico
(Passioura, 1996, 2002).

Tabla Il. Porcentaje de inhibicion del desarrollo del hipocétilo, epicétilo, hojas verdaderas de las

diferentes variedades de Phaseolus vulgaris, a los 15 dias de sembradas, en condiciones de
sequia.

% inhibicion desarrollo | o4 nhibicién desarrollo
Epicotilo Hojas Verdaderas

TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS

% Inhibicion desarrollo Hipocétilo

Variedades | 10% | 15% | 20% | 10% | 15% | 20% 10% 15% 20%
Cubanas PEG | PEG | PEG | PEG | PEG | PEG PEG PEG PEG

BAT 58 8,33 | 8,33 | 16,66 | 22,22 40 66,67 40 66,67 80

Bolita 42 0 8,33 | 16,66 | 40 60 90 36,36 72,72 78,18

CCB 0 16,66 16,67 40 50 90 40 50 100
cccC 0 8,33 25 25 50 90 36,36 50 78,18
CC N 0 50 | 66,67 | 58,33 | 83,33 | 100 58,33 83,33 100

Resultados similares fueron encontrados por Boutra y Sanders (2001), quienes

plantean que la limitacion de la humedad del suelo, influye en el cultivo del frijol,
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reduciendo el tamafio de la planta entre otros indices de crecimiento, como es la
presencia de la hoja verdadera. Un estrés severo de sequia induce numerosas
irregularidades metabdlicas en las plantas, tales como, disminucién de la tasa de
crecimiento, reduccion en la capacidad de intercambio gaseoso, pérdida de turgencia y
sintesis de algunos metabolitos secundarios. Estas alteraciones y su impacto en la
morfologia y fisiologia de las plantas, van a depender del grado de tolerancia de los

tejidos a la deshidratacion, principalmente en las hojas (Lei y col., 2006).

Al analizar la longitud del tallo y la raiz se pudo constatar que estos parametros de
crecimiento se afectaron en todos los cultivares estudiados, en las condiciones de
sequia experimental, siendo la reduccidon mas severa en las sembradas a concentracion
de 20% PEG (ver Figura 5).

Figura 5. Comparacion de la longitud de la raiz y el tallo de las variedades de Phaseolus vulgaris
[a) CC 25-9 B; b) CC 25-9 C; c) BAT 58; d) CC25-9 N], alos 10 dias de sembrados, en condiciones
experimentales.

Por otra parte, el numero de raices laterales también disminuyé al aumentar la

concentracion de PEG en todas los cultivares como se puede apreciar en la Figura 6.
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Figura 6. Cantidad de raices laterales de las plantas de las variedades de Phaseolus vulgaris, a los
15 dias de sembrados, en condiciones experimentales. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticas entre las medias de los tratamientos para p < 0,05, segun Test de Duncan.

Las variedades Bolita 42 y BAT 58 mostraron la menor afectacion en el nimero de
raices a diferencia de la CC negro que incluso, en condiciones moderadas de estrés
(10% PEG) disminuyeron. EI mantenimiento de la produccion de raices lateral en
condiciones de estrés pudiera interpretarse como respuesta de adaptacion a la sequia
de dichas variedades, ya que las raices son importantes para garantizar la absorcion de
agua en suelos secos. Raices profundas y ramificacion de estas en la profundidad del
suelo son fundamentales para el comportamiento de los cultivos en limitaciones de

suministro de de agua.

Resultados similares fueron obtenidos por Cachorro y col. (1993) quienes encontraron
gue tanto el tallo de plantulas, como las raices de frijol comdn disminuyeron
significativamente su crecimiento, después de 13 dias bajo tratamiento salino con
cloruro de sodio. Similares resultados fueron reportados por Preciado y col. (2003),
guienes obtuvieron un menor crecimiento de la raiz de plantulas de melén y la

correspondiente disminucion en la absorcién de agua y nutrientes.

Al relacionar estos dos parametros se aprecia que el crecimiento del tallo fue el mas
afectado, provocando un aumento de la relacion longitud de la raiz/tallo con el estrés al

compararla con las que se sembraron en 0% de PEG (ver Figura7).
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Figura 7. Relacion longitud de la raiz/tallo de las variedades de Phaseolus vulgaris, a los 15 dias
de sembrados, en condiciones experimentales. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticas entre las medias de los tratamientos para p < 0,05, segun Test de Duncan.

Se pudo constatar que en todas las variedades la relacion aumenta significativamente
al incrementarse el déficit hidrico, presentando los mayores valores la CC 25-9 negro.
Es conocido que el crecimiento de la raiz es menos sensible al déficit hidrico que el de
la parte aérea, esto pudiera ser una respuesta adaptativa a la escasez de agua, que le
permitira crecer a una mayor profundidad donde existir agua. Por lo tanto, una mayor
afectacion del crecimiento de la parte aérea que de la raiz, como consecuencia del
déficit de agua, conduce a un aumento de la relacién raiz/parte

aérea (Mollet y Whitssit, 1996).

La raiz como Organo relativamente plastico, suele sufrir, bajo la influencia del medio,
modificaciones importantes. La penetracion de las raices en profundidad permite una
mejor absorcién de agua y aumenta la resistencia a la sequia. Las relaciones del
sistema radicular y el agua son, sin discusién, el punto capital de su fisiologia. Las
raices absorben el agua y cuando falta este elemento descienden a capas profundas

del suelo, lo que permite que la planta adquiera un desarrollo adecuado (Molina, 2008).

Aln se desconocen los procesos que generan esa diferencia en la raiz. Sin embargo,
su significado desde el punto de vista de la supervivencia de las plantas es de
importancia, ya que la mayor tolerancia de la raiz a condiciones de poca agua en el
suelo asegura su crecimiento en etapas tempranas de desarrollo, y el uso eficiente de
la humedad del suelo antes de la incidencia regular de las lluvias. Esto ha sido probado

en cereales como cebada (Lépez y col.,, 1996; Sanchez y col., 2003) y parece

38



igualmente importante para el frijol, que se cultiva en vastas zonas de secano de todo el
mundo (Maduefio y col., 2006).

La masa fresca del tallo y de la raiz disminuyeron significativamente al aumentar el
estrés hidrico en todos los cultivares estudiados, presentando los pesos menores los
tallos de las plantas que germinaron y crecieron al 20% de PEG, mostrando la mayor
afectacion en la Variedad CC 25-9 negro (ver Figuras 8 y 9 respectivamente). Esto
puede deberse a la disminucién del crecimiento y a procesos de deshidratacion que se

ponen de manifiesto como consecuencia del estrés, lo cual ha sido probado por otros
autores como Galvan y col. (2003).
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Figura 8. Masa fresca (MF) del tallo, expresado en g, de las variedades de Phaseolus vulgaris, a
los 15 dias de sembrados, en condiciones experimentales. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos para p < 0,05, segun Test de Duncan.
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Figura 9. Masa fresca (MF) de la raiz, expresado en g, de las variedades de Phaseolus vulgaris, a
los 15 dias de sembrados, en condiciones experimentales. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos para p < 0,05, segun Test de Duncan.

Los resultados obtenidos muestran que existe una respuesta varietal, ya que todas las
variedades no responden igual al efecto del estrés hidrico en esta etapa de desarrollo

de la planta. Los mecanismos o caracteristicas de la raiz que hacen esto posible se
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desconocen, pero podrian estar relacionados con la composicién de los tejidos o la
capacidad para mantener su integridad en condiciones de estrés. Se ha planteado que
para germinar las semillas de frijol silvestre y domesticado embeben proporciones de
agua estadisticamente diferentes; asi, algunos frijoles embeben agua equivalente al
60% de su peso y otros requieren el 100% para germinar (Pefa y col., 2002). Podria
pensarse que la semilla aporta humedad a la raiz, con la que se asegura su crecimiento
inicial hacia zonas mas profundas donde podria haber mas agua.

Estudios histoquimicos

Los cortes histologicos fueros incubados con dos anticuerpos (LM5 y LM6) con
especificidad frente a dos epitopos distintos de ramnogalacturonano | (RGI). Se ha
observado con anterioridad que estos epitopos estan implicados en cambios en el

desarrollo en distintas especies (Willats, 1999 y McCartney y col., 2003).

La expansion o crecimiento celular requiere de la toma de agua por parte de la célula y
es uno de los primeros procesos que se ven afectados por la falta de agua.

LMS [RGI/ B (1,4)-D -galactano)] se ha propuesto como marcador de la zona rapida de
elongacion en raices de Arabidopsis (McCartney y col., 2003) y de alubia (Willats,
2000). De igual modo se ha observado que LM5 es muy abundante en la superficie de
células de zanahoria en elongacion (Orfila, 2000), motivo por el cual se ha elegido como
indicador de este proceso, porque permite identificar aquellas variedades cuyos
procesos de elongacion y crecimiento radicular se ven menos afectados por el déficit

hidrico.

En la Figura 10, las raices control (0% PEG) de todas las variedades ensayadas
mostraron un intenso inmunomarcaje para LM5 en la zona de elongacion, comprendida
entre la zona meristematica (zona de divisién celular) y el inicio de la zona de
diferenciacién (en la que aparecen pelos radiculares). Las raices tratadas con 15% de
PEG 8000 no sufrieron reduccién en el marcaje para LM5 que incluso aumento en las
variedades BAT 58 y Bolita 42. Estas variedades fueron también la que presentaron
una menor diferencia entre las raices estresadas y las no estresadas en cuanto a la
longitud de la raiz, masa fresca y a la cantidad de raices secundaria; también fueron las
gue presentaron los menores porcentajes de inhibicion de la germinacion por lo que en

las condiciones experimentales mostraron un comportamiento tolerante al estrés
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hidrico, asi como la variedad CC 25-9 negro fue la que mostré la mayor afectacién por

el deficit hidrico y a su vez es la que presentd un menor marcaje en las raices

estresadas.

CC C (PEG 0%) CC C (PEG 15%)

Estresada

CC N (PEG 0%) CC N (PEG 15%) BAT 58 (0% PEG) BAT 58 (15% PEG)

Figura 10. Inmunomarcaje de las raicez estresadas (15% PEG) y no estresadas (0% PEG), de las
variedades de Phaseolus vulgaris, con el anticuerpo LM5 con especificidad por la zona de
elongacion.

Otro anticuerpo que se ha empleado para estudiar procesos de crecimiento celular es
LM6 [RGl/a(1,5)-L-arabinano], ya que es especialmente abundante en la zona
meristematica y se encuentra ausente en la superficie de células en elongacion
(McCartney y col., 2003).

El inmunomarcaje con LM6 se distribuy6 por toda la raiz en todas las raices tanto en las
plantas del grupo control como en las sembradas con PEG 8000 al 15%, excepto en la
zona de elongacion rapida. Este resultado parece indicar que en todas las variedades
ensayadas, el proceso de elongacién es mas sensible al estrés hidrico que el proceso

de division celular.
5. 2. Experimento 2. Estudios de la etapa de crecimiento

Las variedades en estudio fueron clasificadas inicialmente como tolerantes,
medianamente tolerantes y susceptibles, segun su respuesta al estrés hidrico al que
fueron sometidas. Se tuvo en consideracion el estado de marchitez aparente del
primordio foliar de las plantas bajo condiciones experimentales de estrés hidrico, sin

que llegara a alcanzar el punto de marchitez permanente.
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Tabla lll. Variedades estudiadas y su clasificacién segun grado de marchitez bajo condiciones de
estrés hidrico

NO [Variedades y Accesiones |Respuesta estado hidrico

1 CC 25-9 Colorado Tolerante (T)

2. |cC 25-9 Negro Susceptible (S)

3. [cc 25-9 Blanco [Medianamente Tolerante (1/2 T)
4. |BAT 58 Negro IMedianamente Tolerante (1/2 T)
5. [Bolita 42 Negro Tolerante (T)

Como se puede apreciar en la Tabla Ill, dos variedades se clasificaron en tolerantes,
otras dos en medianamente tolerantes y una en susceptible. A través de la observacién
macroscopica se pudo constatar que, tanto en estrés moderado como en severo, todas
las plantas mantuvieron un desarrollo de sus primordios muy similar o con ligeras
diferencias en relacién con el control, luego de una semana de tratamientos. La
susceptible mostro sintomas de marchitez en el tratamiento de estrés severo, como se

puede apreciar en la Figura 11.

CC 25-9 negro (susceptible)

Figura 11. Sintomas de marchitez de los primordios foliares de P. vulgaris, L., transcurrida 15 dias
de tratamientos con los diferentes riegos.




Observaciones generales de la anatomia de las hojas de frijol coman.

En la figura 12 se muestra las caracteristicas anatomicas de las hojas de frijol de las
diferentes variedades tanto por la cara adaxial como por la abaxial en condiciones
Optimas de riego. La epidermis para todas las variedades estudiadas resultaron ser
anfiestomaticas, con aparatos estomaticos del tipo Parasitico, segun la secuencia de
aparicion de los estomas en la lamina foliar tanto en la cara adaxial como abaxial
(Gonzalez, 2008), donde cada célula se encuentra acompafada por una o mas células
subsidiarias, cuyos ejes longitudinales son paralelos a los de la célula estomética y a la
apertura del estoma.

El arreglo y forma de las células epidérmicas es semejante en todas las variedades
tanto por la cara adaxial como abaxial de paredes onduladas mucho mas marcadas en
la cara abaxial, rasgo caracteristico del género Phaseolus. Estas caracteristicas han
sido reportadas por Flores y col., (1977); Silva y col., (1999); Stenglein y col., (2003) y
Herrera y col. (2005).

H \ "nF\J
C 1 L\
() Il
-~ Estomas
\ L —
Células subsidiarias \\ /
- - Células epidérmicas

Figura 12. Epidermis adaxial (H) y abaxial (E) con estomas Parasitico. Variedad BAT 58. Aumento
400X (a laizquierda). Pelos o Tricomas: D var: CC- 259 colorado. Aumento 400X (a la derecha)

Los pelos o tricomas observados en la epidermis de todas las variedades estudiadas
(Figura 12) son de los dos tipos reportados para la especie P. vulgaris, estos son del
tipo vector unicelular con mas o menos diez células poligonales en la base y del tipo
glandular de pedicelo corto formado por tres células y cabeza globosa. Ambos tipos se
observaron indistintamente tanto por la cara adaxial como por la abaxial. Por o que no

tienen valor de diagnéstico para las variedades. Estos tipos de tricomas fueron
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descritos por Dahlin (1992) para tres cultivares de P. Vulgaris y por Garcia y Madriz
(2000) para cinco cultivares de frijol Mungo (Vigna radiata, L.).

La anatomia del mesoéfilo de la hoja resultdé similar también para todas las variedades
analizadas, con estructura dorsiventral constituida por una epidermis superior y una
inferior con las caracteristicas ya descritas, un parénquima en empalizada con dos o
tres estratos de células hacia la cara adaxial y un parénquima lagunar hacia la cara

abaxial.

Se pudo constatar que los haces conductores aparecieron con la misma estructura para
todas las variedades estudiadas, quedando ubicados en el mesdfilo de la hoja entre el
limite del parénquima clorofilico en empalizada y el parénquima clorofilico lagunar o
inmerso en este ultimo, con el xilema ubicado hacia la cara adaxial (epidermis superior)
caracteristico de estructuras dorsiventrales, constituyéndose un haz colateral abierto, no

se observaron fibras ni esclereidas.

Efecto del estrés hidrico sobre la estructura del mesofilo de la hoja

Al comparar la anatomia del mesdfilo de las plantas sometidas a los tres niveles de
capacidad de campo (CC), se pudo constatar que en las variedades tolerantes o
medianamente tolerantes no se observaron cambios en la estructura del mesdfilo,
donde el parénquima clorofilico en empalizada, conservé su organizacién no variando la
disposicion de las células (Figura 13, Ay B), no asi en la variedad susceptible donde en
el riego al 20% de CC se evidencio la separacion de las células del parénquima
clorofilico en empalizada, aumentando los espacios intercelulares como aparecen en C
y D de la Fig. 13. Esto supondria una disminucién en la actividad fotosintética para
aquella variedad susceptible debido a que el parénquima clorofilico en empalizada
representa dos tercios del grosor del mésofilo de la hoja (Nobel y Walker 1985) y por
consiguiente la disminucién de cloroplastos y el amarillamiento de las hojas en la
variedad susceptible (ver Figura 11). La Rosa y col. (2008) en su estudio del mesdfilo
de la hoja de Ipomoea batata, L., en condiciones de estrés hidrico, encontraron
diferencias en la anatomia foliar, observando que las hojas en sequia desarrollan mas

parénquima lagunar.
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Figura 13. Seccion transversal de la hoja de P. vulgaris de la variedad CC 25-9 colorado (Tolerante)
y CC 25-9 negro (susceptible). Ay C: riego al 70% CC, By D: riego al 20% CC. Es: epidermis
superior, PCE: parénquima clorofilico empalizada, Si: espacio intercelular. Aumento 400X.

La epidermis tuvo un comportamiento similar en las tolerantes, en los tres niveles de

capacidad de campos estudiados, no asi en la susceptible donde se observé un cambio

en la anatomia de las células estomaticas y tipicas (ver Figura 14).
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Figura 14. Morfologia de células epidérmicas de hojas de Phaseolus vulgaris no estresadas
(riego 70% CC) y estresadas (20% CC). Aumento 40x, cara adaxial (ay c) ycara abaxial (b y d).




indice estomaético (IE)

El indice estomatico indica el numero de estomas por superficie foliar
independientemente del tamafio de las células epidérmicas. Cuando se compard esta
variable entre las variedades bajo condiciones no estresantes (70 % CC), se observo
como generalidad que el IE en el envés de la hoja supera en promedio a la cara adaxial
(haz), ver tabla IV. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Silva y col. (1999),
donde en los seis cultivares de P. vulgaris estudiados, siempre fue mayor el nimero de

estomas por la cara abaxial (envés) que por la adaxial (haz).

Kaymakanova y col. (2008), refieren un mayor nimero de estomas por la cara adaxial
gue por la abaxial (tanto para el control como para los tratamientos), en plantas de P.
vulgaris, pero sometidas a estrés salino. Por otra parte, en la variedad susceptible el IE
fue en promedio mayor que el de las tolerantes tanto por la cara adaxial (haz) como por
el envés (Tabla IV).

En nuestro trabajo, los valores obtenidos de IE de las variedades estudiadas estan en
correspondencia con la clasificacion realizada como tolerantes y susceptible, teniendo
en cuenta los sintomas de marchitez, ya que valores superiores de esta variable

implican una mayor pérdida de agua por transpiracion y un mayor indice de marchitez.

Tabla IV Comparacién de los valores promedio de apertura estomética, indice estomético (IE) del
haz y el envés, de las hojas estresadas y no estresadas de las plantas clasificadas en
medianamente tolerante (MT), susceptible (S) y tolerante al estrés hidrico.

TIPO | Variable n | Media Ds
MT Apertura estomatica 8 2,84 | 0,14
MT IE envés estresada 8| 36,33 | 3,77
MT IE envés no 8| 33,99 | 4,69
MT IE haz estresada 8| 26,19 | 2,78
MT IE haz no estresada 8| 27,36 | 3,55
S Apertura estomatica 4 2,50 | 0,00
S IE envés estresada 4| 53,25| 4,93
S IE envés no 4| 49,09 | 3,48
S IE haz estresada 4| 37,31 | 3,14
S IE haz no estresada 4| 3799 | 2,79
T Apertura estomatica 10 3,83 | 0,27
T IE envés estresada 10| 20,96 | 2,63
T IE envés no 10| 22,42 | 3,52
T IE haz estresada 10| 15,22 | 1,52
T IE haz no estresada 10| 16,10 | 1,97
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Cuando se analizo6 el efecto sobre el IE de los tres niveles de capacidad de campo, en
cada variedad, por el haz y el envés de la hoja, no se encontraron diferencias
significativas entre los resultados obtenidos en ambas caras, por lo que el estrés en
nuestras condiciones experimentales no modificé este indicador. ElI aumento o la
disminucion del IE pueden estar relacionados con el aumento o disminucion en el
crecimiento de las células afectadas por condiciones de estrés. La presencia de mayor
IE en la variedad CC negro en ambas caras conlleva a una mayor pérdida de agua por
transpiracion, lo que la hace susceptible. En la literatura existen discrepancias con
relacion a la variacion del IE por factores ambientales. Por una parte, Metcalfe y Chalk
(1979) mencionaron que el IE es una caracteristica de valor diagnéstico muy utilizada
en la sistematica de plantas, por mantenerse sin alteraciones. Por el contrario,
Stenglein y col. (2003) han sefialado que es una variable afectada por condiciones

estresantes tanto ambientales como nutricionales.

Determinaciéon Area Foliar.

Al determinar el area foliar, pudimos observar que en todas las variedades disminuyo
significativamente en condiciones de estrés (20% CC). La variedad CC 25-9 negro
presento el mayor porcentaje de inhibicion del area foliar con respecto a las hojas no
estresadas. El area foliar relativa de las restantes variedades fue semejante sin

observarse diferencia significativas entre ellas (ver Figura 15).
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Figura 15.Porcentaje de inhibicién del Area Foliar en variedades de Phaseolus vulgaris, L.,
sometidas a condiciones severas de estrés hidrico (20 % CC). Las letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre las medias del tratamiento con estrés entre las diferentes
variedades, p<0,05 segun Test de Duncan.
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Estos resultados pueden relacionarse con el IE, que puede ser una caracteristica
varietal, que esta directamente relacionada con la perdida de agua por transpiracion
gue hace que la planta sea o no susceptible al déficit hidrico. Por otra parte, el estrés
acelerarla formacién de especies reactivas del oxigeno que conducen a un
envejecimiento prematuro de la hoja y finalmente la muerte. También incrementa la
sintesis de acido abscisico como consecuencia de cambios volumen o la turgencia
celular. La presencia de condiciones adversas para la raiz induce una respuesta
en la parte aérea, como la ralentizacion del crecimiento de las hojas, el cierre
estomatico, y la senescencia. Varios autores reportan las afectaciones del area foliar
como uno de los primeros cambios que se pueden observar a simple vista en las
plantas que sufren déficit hidrico, por lo que se puede considerar un indicador de estrés
hidrico (Passioura, 2002 y Mederos y col.,, 2007). Ademas, uno de los primeros
sintomas que aparecen en condiciones de estrés hidrico es el cierre de los estomas
(Aleman, 2010), lo que trae como consecuencia una menor captacion de CO,, y por
tanto una menor produccion la fotosintética. Por otra parte en estas condiciones de
déficit hidrico se puede acelerar la formacion de especies reactivas del oxigeno que
conducen a un envejecimiento prematuro de la hoja y finalmente la muerte. Esta
respuesta diferente de las distintas variedades al estrés hidrico puede estar relacionada
con la capacidad de absorcion de agua desde el suelo y/o su emision en forma de
vapor a través de los estomas (Tirkan y col., 2005; Bayoumi y col., 2008). Igualmente
Atteya, (2003) y Medici y col. (2007) refieren que la respuesta estomatica a los cambios
en el potencial de agua de las hojas y el ambiente, constituye un mecanismo de
regulacion importante para la transpiracion, asi como para la adquisicion de CO,

necesario para la fotosintesis.
Estudio Fisioldgico.

Determinacion del Potencial Osmético (Ws)

En la Figura 16 se muestran los resultados de Potencial Osmotico (Ws) en hojas de
Phaseolus vulgaris, L., donde se observa que existe una disminucion del Ws en
condiciones de estrés severo (20 % CC), en la variedad CC 25-9 negro. Al comparar la
relacion entre los diferentes grupos clasificados segun el comportamiento frente al

estrés hidrico (tolerantes y susceptible). En el caso de las variedades CC25-9 colorada
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y Bolita 42, no hubo diferencia significativa de este indicador en las hojas estresadas, al
compararlas con las no estresadas, a diferencia de las variedades BAT 58 y CC25-9

Blanca donde se observé una disminucion de Ws en condiciones de estrés.
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Figura 16. Potencial Osmético (Ws) en hojas de variedades de Phaseolus vulgaris, L., no
estresadas (70% CC) y estresadas (20% CC). Las letras diferentes indican diferencias estadisticas
entre las medias, para P < 0.05 segun Test de Duncan.

Se pudo constatar que la variedad susceptible presento el valor mas negativo del
Potencial Osmatico (Ws) en condiciones de estrés (20% de CC).

Al disminuir el contenido de agua se hace mas negativo (disminuye) el Ws en
consecuencia disminuira también el potencial hidrico W,, y la planta en estas
condiciones, tendera a absorber mayor cantidad de agua desde el suelo; pero como el
contenido de agua en el suelo es bajo, las plantas pueden sufrir marchitez temporal y si
se prolongara la situacién por varios dias, marchitez permanente, de la cual es muy
dificil lograr la recuperacion y de lograrse, ya se habran producido dafios en la fisiologia
de las plantas que conspiran contra el rendimiento. Estos decrecimientos del potencial
osmoético pudieran estar influenciados también por el aumento de solutos
osmoéticamente activos procedentes de nueva sintesis 0 de la disminucién de su

catabolismo o transformacion.

Resultados similares fueron obtenidos por Barrios y col. (2011) en 8 variedades de frijol
del tipo “Flor de Mayo” donde el Ws disminuyd considerablemente mas en las plantas
gue se cultivaron en condiciones de secano (-1,38 Mpa y -1,83 Mpa) que en riego
(-1,13 Mpa), quien concluyé que un ambiente con deficiencia de agua en el suelo

puede causar disminuciones mas acentuadas en el W, lgualmente, Martinez y col.
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(2007) observaron que el Ws decrecio en las plantas de frijol en condiciones de sequia
moderada (-1,4 Mpa) con respecto a las plantas con riego (-0,9 Mpa), o que concuerda
con nuestros resultados. Solo los W obtenidos por Martinez y col. fueron menores tanto
en las plantas sin riego y con suministro de agua. Esto pudo deberse a que las plantas
en el primer caso, estuvieron sometidas a mayores temperaturas ambientales, que
causaron altas tasas de transpiracion y una mayor disminucién en el W. Por otra parte,
Parsons y Howe (1984) observaron que el frijol tepari (Phaseolus acutifolius) en
condiciones de estrés hidrico, disminuyé sus potenciales W, y Ws en mayor grado que
el frijol comun (Phaseolus vulgaris, L.), y esto le permiti6 mantener un mayor potencial
de acumulacion activa de solutos, turgencia, con un bajo contenido relativo de agua,
debido a alguno de los siguientes factores; mayor elasticidad de sus tejidos, mayor

acumulacion activa de solutos 0 mayor concentracion de solutos.

Determinacion del Contenido Relativo de Agua (CRA).

En la Figura 17 se observan los valores correspondientes al CRA en las variedades
estudiadas. La mayoria de las variedades estudiadas mostraron una reduccion
significativa en condiciones drasticas de sequia, excepto las variedades BAT 58 vy
CC25-9 coloradas.
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Figura 17. Contenido Relativo de Agua en variedades de Phaseolus vulgaris, L., sometidas a
condiciones severas de estrés hidrico (20 % CC). Las letras diferentes indican diferencias
estadisticas entre las medias de los tratamientos en un mismo genotipo, p<0,05 segln Test de
Duncan.
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Las diferencias observadas entre las distintas variedades pueden ser atribuida a la
capacidad de variar la absorcion de agua del suelo y/o la capacidad de controlar la
pérdida de agua a través de los estomas. A nivel celular operan mecanismos
moleculares como la produccién de compuestos osmédticamente activos, por ejemplo la
prolina que realizan un ajuste osmético para mantener la turgencia en los tejidos y una

actividad fisiolégica adecuada.

Similares resultados fueron obtenidos por El-Tayeb (2006) en Vicia faba, L. Estudios
realizados por varios autores reportan que los genotipos, variedades o especies
tolerantes a estrés hidrico muestran mayores porcentajes en el contenido relativo de
agua, en comparacion con las contrapartes susceptibles bajo condiciones estresantes
(Turkan y col., 2005).

Indicadores Bioquimicos
Contenido de Clorofila

Al evaluar el efecto del estrés sobre el contenido de clorofila total en Phaseolus
vulgaris, se pudo constatar un decrecimiento en las concentraciones de clorofila total en
las hojas estresadas de la variedad que fue clasificada como susceptible (CC 25-9
negro), a diferencias de las variedades tolerantes que tuvieron un comportamiento
homogéneo en cuanto a niveles de clorofila total, no observandose diferencia

significativa con el aumento de las condiciones de estrés hidrico (Figura 18).
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Figura 18. Concentracion de clorofila total en variedades de Phaseolus vulgaris sometidas a
diferentes condiciones de riego. Letras diferentes indican diferencias significativas para P < 0.05
segun Test de Duncan.

51



Resultados similares fueron obtenidos en experimentos de estrés hidrico realizados con
7 variedades diferentes de Vicia faba (Khalafallah y col., 2008) y en numerosas
variedades de Phaseolus vulgaris, L., comercializadas en Cuba y Venezuela (Aleman y
col., 2010).

Contenido de fenoles totales en hojas de Phaeolus vulgaris, L.

En la Figura 19 se observan las concentraciones de fenoles totales para las distintas
variedades estudiadas. En general se pudo observar una respuesta heterogénea. No
hubo diferencia significativa entre las hojas estresadas y no estresadas de las
variedades CC 25-9 negro (susceptible) y la CC 25-9 blanco (medianamente tolerante).
Sin embargo en la BAT 58 (medianamente tolerante) hubo una disminucion significativa
en las hojas estresadas. A diferencia en las variedades tolerantes que hubo un

incremento significativo en las hojas estresadas.
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Figura 19. Contenido de fenoles totales en hojas de variedades de Phaseolus vulgaris, L., no
estresadas (70% CC) y estresadas (20% CC). Las letras diferentes indican diferencias estadisticas
entre las medias de los grupos estresados y no estresados de cada variedad, para P < 0.05 segun
Test de Duncan.

Resultados similares fueron obtenidos por Tomasz y col., (2007) en estudios con
genotipos del género Triticosecale resistentes y tolerantes al estrés hidrico. Dichos
autores encontraron genotipos clasificados como tolerantes, en estudios de campo, con
una mayor concentracion de fenoles totales en las plantas estresadas, aunque otros
reportaron un decremento de los genotipos estresados respecto al control. De manera

similar, se encontraron genotipos sensibles que respondieron indistintamente al estrés
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hidrico con un aumento, disminucién o sin cambios en los niveles (Telesinski y col.,
2008).

Contenido de prolina en hojas de Phaseolus vulgaris, L.

En la Figura 20 se muestran los resultados de la concentracion de prolina en hojas de
Phaseolus vulgaris, L., donde se observa que no existi6 diferencia significativa en el
contenido de prolina en las hojas no estresadas (70 % CC). Sin embargo, en las
diferentes variedades existi6 un incremento significativo en la concentracién de prolina
en condiciones de estrés severo (20 % CC), presentando los mayores contenidos las
variedades Bolita 42 y la CC 25-9 blanco, a diferencia de la variedad CC 25-9 negro
gue presento el menor valor, esto puede relacionarse con una respuesta comun a todas
las plantas ante el déficit hidrico que conlleva a un incremento en la sintesis y/o

acumulacion de prolina libre y que pudiera tener un significado adaptativo.

Comportamiento similar fue reportado por Aguirre y col. (1999) en estudio realizado en
el contenido de prolina en las hojas de frijol bajo sistema de raiz dividida donde fue
mayor en el tratamiento sometido a la suspension del riego en comparacion con el
tratamiento con riego.

Aguilar y col. (2003) encontraron resultados semejantes en diferentes variedades de
quinua, atribuyendo este comportamiento a la diversidad de procedencia de las
variedades, lo que las hace presentar mas o menos desarrollada esta caracteristica de
adaptacion. Al igual Aleman y col. (2010) reportaron que el contenido de Prolina libre
fue mayor en las hojas estresadas de variedades de Phaseolus vulgaris,
comercializadas en Cuba y Venezuela, siendo los valores mas altos los de las
variedades tolerantes. El contenido de Prolina presentd también variacion entre las

variedades.
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Figura 20. Concentracion de prolina en hojas de 5 variedades de Phaseolus vulgaris, L., no
estresadas (70% CC) y estresadas (20% CC). Las letras diferentes indican diferencias estadisticas
entre las medias de los grupos estresados y no estresados de cada variedad, p<0,01 segln Test
de Duncan.

Resultados similares reportados por numerosos autores, evidencian el papel protector
de este aminoacido. Muchas especies de plantas acumulan prolina como respuesta
rapida a la sequia evitando el desbalance osmotico y la deshidratacion sin alterar su
metabolismo (Avendafio y col., 2005; Celikkol, 2010), lo que permite mantener la
turgencia de los tejidos y por ende la funcion celular. Los bajos niveles de este
compuesto en tejidos vegetales ha sido considerado por Andrade y col. (1995) como un
sintoma de un estrés severo. Por otra parte, la acumulaciéon de prolina ha sido atribuida
a un aumento de su biosintesis y disminucién en su degradacion (Kavi y col., 2005).
Sin embargo, otros autores consideran que la acumulacion de prolina puede ser un
indicador del estado hidrico, pero no de la tolerancia o la sensibilidad al déficit hidrico
(Lazcano y Lovatt, 1999). De hecho, algunos investigadores han obtenido un
incremento en el contenido de prolina en las plantas cultivadas con déficit hidrico, en
comparacion con plantas bajo riego (Avendafio y col., 2005, y Celikkol, 2010). Esta
acumulacién, segun Chaman (2007), se inicia por un ajuste osmotico en los tejidos de
las células, como respuesta a la adaptacion de las plantas cuando son sometidas a
estrés hidrico.

Diversos autores han sefialado que en algunas especies la acumulacién de solutos
favorece la absorcién de agua, y que de esta manera la turgencia de los tejidos, y por
ende el crecimiento, son mantenidos dentro de ciertos limites (Avendafio y col., 2005).
Al respecto, Cruz (2001) demostré que el apice de la raiz de maiz acumula mas prolina
en condiciones de déficit de agua. También el efecto de las diferencias de la

composicién quimica de la testa (taninos y polisacaridos estructurales) asi como
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electrolitos, contenido de almidon y proteinas en otras parte de las semillas, de frijoles
silvestres y domesticados, han sido estudiados (Pefia y col., 2002; Flores, 2002).

Actividad catalasas y peroxidasas

En la figura 21 y 22 se muestran los resultados de la determinacion de la actividad
enzimatica de las catalasas y peroxidasas, respectivamente, en las hojas estresadas
(20% CC) y las no estresadas (70% CC) de las diferentes variedades estudiadas.
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Figura 21. Actividad catalasas en hojas de Phaseolus vulgaris, L., no estresadas (70% CC) y
estresadas (20% CC). Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las medias de los
grupos estresados y no estresados de cada variedad, p<0,01 segln Test de Duncan.

El resultado de la determinacion de la actividad enzimatica mostré una disminucion
significativa en la actividad catalasas en las hojas estresas (20% CC), al compararlas
con las no estresadas (70% CC) (Figura 21). La disminucién de la actividad catalasas
en las condiciones severas de estrés hidrico pudiera ser el resultado del incremento
en la produccion de radicales libres y su interaccion con grupos especificos de la
enzima, su posible oxidacion e inactivacion. En este sentido Hung y col. (2005)
plantearon que el H,O, puede interactuar con residuos de cisteina dentro de la proteina.
La modulacién redox de dicha proteina podria potencialmente alterar la conformacién
proteica, afectando la actividad de la misma y por tanto iniciar subsecuentes respuestas
celulares. Se pudo constatar que las variedades tolerantes (CC 25-9 colorado y Bolita
42) presentaron la menor declinacion de la actividad en condiciones de estrés severa
(20% CC), asi como los menores niveles de actividad en condiciones normales, esto
puede deberse que estas variedades constan con otros mecanismos protectores del

estrés, lo que no permite una gran elevacion de los niveles de H,0,, a diferencia de la
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variedad CC25-9 negro (susceptible), que presentdé los mayores niveles de actividad
enzimatica, siendo significativamente diferente a las restantes, esto pudiera deberse a
que esté variedad presenta cambios morfolégicos como la separacion de las células del
parénquima clorofilico en empalizada, aumentando los espacios intercelulares, un
mayor indice estomatico que la hacen mas susceptible al estrés por lo que puede
presentar niveles elevados de H,O, provocando un mayor incremento de la actividad

catalasas, constituyendo este un mecanismo de defensa primordial para esta variedad .
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Figura 22. Actividad peroxidasas en hojas de 5 variedades de Phaseolus vulgaris, L., no
estresadas (70% CC) y estresadas (20% CC). Las letras diferentes indican diferencias estadisticas
entre las medias de los grupos estresados y no estresados de cada variedad, p<0,01 segln Test
de Duncan.

Con relacion a la actividad peroxidasas (Figura 22) no hubo un comportamiento
homogéneo. En la variedad CC 25-9 blanco, el déficit hidrico no afecto la actividad
peroxidasas. En el caso de las variedades CC25-9 negro, BAT 58 y Bolita 42 hubo un
incremento significativo de dicha actividad en las hojas estresadas, al compararla con
las no estresadas, a diferencia de la variedad CC25-9 colorada donde se observo una
disminucién en condiciones de estrés. Al comparar la respuesta varietal en las
diferentes condiciones de humedad, se pudo constatar que las variedades
medianamente tolerantes y susceptible presentaron los valores mas bajo de actividad
peroxidasas a un 70% de CC. En idénticas condiciones los valores mas altos lo

presentaron las variedades tolerantes (Bolita 42 y CC 25-9 colorado). Sin embargo, en
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condiciones de estrés la respuesta fue heterogénea. El incremento en las peroxidasas a
diferencia de las catalasas puede deberse a que las peroxidasas y las catalasas juegan
un papel diferente en la eliminacion del H,O,. Donde las peroxidasas es la responsable
de una modulacion fina y las catalasas remueve los excesos de radicales libres durante
el estrés. El H,O; en los cloroplastos es eliminado por accion de peroxidasas, por lo que
si la actividad de las peroxidasas es eficiente es poco probable que ocurra la difusién
del H,O, de los cloroplastos hasta los peroxisomas para su posterior eliminacion por las
catalasas (Arora y col., 2002).

Los efectos del estrés hidrico sobre la actividad enzimatica, reportado en la literatura,
son controvertidos, porque es reconocido que estos sistemas enzimaticos juegan un
papel importante en la eliminacidén de las especies reactivas del oxigeno (ERO), lo que
permite a la planta crecer en condiciones adversas del medio ambiente, provocando un
incremento de dichos radicales (Jebara y col., 2005; Bai y col., 2009). Altos niveles de
actividad de peroxidasas han sido reportados en diferentes estudios en frijol bajo
condiciones de estrés (Turkan y col., 2005; Yang y col., 2008 y Ozkur y col., 2009).
Sin embargo Celikkol y col. (2010) no encontraron un incremento significativo en la
actividad peroxidasas en 8 cultivares de mani bajo condiciones de estrés hidrico
mediado por PEG.

Se ha podido constatar en diversos estudios que esta respuesta depende del tipo de
cultivo, del grado de estrés, del desarrollo de la planta y del grado de tolerancia al déficit
hidrico (Contour y col., 2006), por lo que el rol que juegan los diferentes sistemas

antioxidantes puede variar con la familia, y las variedades (Celikkol y col., 2010).
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VALORACION ECONOMICA

Es preciso destacar que las variedades tolerantes CC 25-9 colorado y la Bolita 42 una
vez llevadas a condiciones de produccion influiran en los resultados econdémicos, ya
que permitird una disminucién de los gastos por concepto de riego, debido al ahorro en
el consumo del agua y combustible para el cultivo de estas variedades tolerantes al

déficit hidrico.
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6. CONCLUSIONES

Se demuestra la influencia negativa del estrés hidrico sobre el porcentaje de
germinacion de las plantas y los parametros morfofisiol6gicos longitud del tallo,
masa fresca del tallo y la raiz, aparicién del epicétilo y las hojas verdaderas y
elongacion de la raiz en las variedades de frijol (Phaseolus vulgaris, L.)
estudiadas.

Se clasifican las cinco variedades en estudio en las categorias de tolerantes (CC
25-9 colorado y Bolita 42), medianamente tolerantes (BAT 58 y CC 25-9 blanca)
y susceptibles (CC 25-9 negro), de acuerdo con su respuesta al estrés hidrico en
condiciones experimentales.

Se comprueba que en la variedad CC 25-9 negro, clasificada como susceptible
por su respuesta al estrés hidrico, se presenta el mayor indice estomatico y se
observan cambios morfofisioldgicos y bioquimicos como los siguientes:
alteraciones en la estructura del mesofilo, potencial osmaotico significativamente
mas negativo, mayor disminucién del contenido relativo de agua (CRA) con
respecto al control, disminucion notable del contenido de clorofila y menor
contenido de prolina que en las variedades restantes.

Se demuestra que en el comportamiento de las variedades CC 25-9 colorado y
Bolita 42 como tolerantes al estrés hidrico, han incidido particularmente la
anatomia de las hojas, la no afectacion del contenido de clorofila, del contenido
relativo de agua (CRA), ni del potencial osmotico con el incremento del déficit
hidrico; a diferencia del contenido de prolina que aumenta significativamente.
Ademas, la actividad enzimatica no parece ejercer un remarcado efecto protector

del estrés hidrico en estas variedades.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos de campo donde se pueda corroborar los resultados obtenidos y
correlacionarlos con el rendimiento, profundizando en el conocimiento de las variedades
clasificadas como tolerantes (Bolita 42 y CC 25-9 C) ya que la mejor variedad sera la

gue tenga una buena respuesta al déficit hidrico pero con un rendimiento adecuado.

Aplicar estos resultados en futuros trabajos de mejora genética.
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