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RESUMEN

La tolerancia al estrés por sequia es un caracter deseado en cultivares de Phaseolus vulgaris L. El presente
trabajo tuvo como objetivo determinar la respuesta de 22 cultivares de frijol comun durante los primeros
estadios del desarrollo vegetativo. Las plantas se sometieron a riego al 70% o 20% de capacidad de campo
(CC) durante siete dias y se midieron los indicadores: contenido relativo de agua, apertura estomatica, indice
estomatico, contenido de prolina y de fenoles totales en hojas. Los datos obtenidos fueron procesados
mediante un Analisis de Componentes Principales y las variables estudiadas fueron representadas mediante
un grafico bivariado (Biplot). Fue posible agrupar los cultivares en base a su respuesta en tolerantes,
medianamente tolerantes y susceptibles a la condicion de estrés hidrico inducida por el riego al 20% de CC.
La apertura estomatica y el contenido relativo de agua fueron los indicadores recomendados para ser utilizados
como criterio de seleccion de cultivares de frijol tolerantes al estrés hidrico.

Palabras clave: ACP, estrés hidrico, frijol comun, prolina

Respose of Phaseolus vulgaris L. cultivars to drought stress

ABSTRACT

Tolerance to drought is a desired cultivars of Phaseolus vulgaris L. The present study aimed to determine the
response of 22 cultivars of common bean during the early stages of vegetative development character. The
plants were subjected to irrigation at 70% or 20% of field capacity (FC) for seven days and the indicators were
measured relative water content, stomatal opening, stomatal index, proline content and total phenols in
leaves. The data obtained were processed using a principal component analysis and the variables studied
were represented by a bivariate graph (biplot). It was possible to group the cultivars based on their response
in tolerant, moderately tolerant and susceptible to water stress condition induced by irrigation at 20% FC.
Stomatal opening and relative water content were recommended to be used as criteria for selecting cultivars
tolerant to water stress indicators bean.
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INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
constituye una de las principales fuentes de
alimentacion por su amplio consumo y valor
nutritivo (Phillip et al., 2006). Sin embargo,
varios factores abidticos como el estrés hidrico,
provocan una disminucién en el rendimiento de
este cultivo (Campos et al., 2011). Se ha
estimado que la sequia reduce en un 60% la
produccion mundial de granos de frijol comun
(Porch etal., 2009). Por ello, se hace necesario
el desarrollo de investigaciones encaminadas

a la identificacion y la obtencion de cultivares
tolerantes a la sequia, que contribuyan al
incremento de la produccién de este cultivo.

Ademas, el déficit hidrico afecta negativamente
procesos fisiolégicos y bioquimicos importantes
tales como la fotosintesis, la respiracion, el
metabolismo de los carbohidratos, la nutricion
mineral de la planta y la sintesis de promotores
del crecimiento (Abdellatif et al., 2012).

Las plantas presentan mecanismos antiestrés
que les permiten una mejor adaptacion a los
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cambios variables de humedad en el ambiente,
que ocurren normalmente durante su ciclo de
vida. Entre estos se encuentran la produccion
de compuestos osmoticamente activos como
la prolina, los azucares y las poliaminas
(Celikkol et al., 2010), la activacién de los
mecanismos de defensa antioxidante,
enzimaticos (superoxido dismutasa, catalasa,
peroxidasas) y no enzimaticos (acido
ascorbico, glutatiéon, fenoles) (Petridis et al.,
2012); asi como el aumento de las
concentraciones de acido abscisico que
provocan el cierre estomatico, lo cual evita la
pérdida excesiva de agua y la muerte por
deshidratacion de la planta (Garcia, 2005).

Numerosos trabajos de seleccion de
variedades tolerantes a estrés hidrico han
basado su estudio en el andlisis independiente
de indicadores tales como: velocidad de
crecimiento, contenido relativo de agua, area
foliar, estabilidad de membrana (Praba et al.,
2009); asi como el contenido de prolina y de
clorofilas totales y la actividad de las enzimas
antioxidantes (Kalefetodlu y Ekmekgi, 2009). Sin
embargo, el Analisis de Componentes
Principales (ACP) y bivariados, podrian
constituir herramientas utiles para la seleccién
de cultivares que muestren tolerancia a estrés
hidrico.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
respuesta de cultivares de frijol comun al estrés
por sequia mediante la evaluacién de
indicadores fisioldgicos y bioquimicos.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon semillas de 22 cultivares de frijol
comun suministrados por la Empresa
Provincial de Semillas de Matanzas de Cuba
(CC 25-9 - colorado C (E ,T- 1551, CC 25-9
negro C .E ,, T-1567, CC 25-9 blanco, Milagro
Villaclarefio -negro C _E , T - 1460y BAT - 58
C,E , T- 1380, ) y el Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA-CENIAP) de
Venezuela (MGM - 08-02-072 negro 2261,
MGM- 08-02-026 La Poncha blanco 2839,
MGM — 08-02-023 rojo 2238, MGM- 08-02-066
negro 2256, MGM- 10-02-011 Negro 2288,
MGM- 10-02- 012 Negro 2289, MGM -10-02-029
Negro 2305, MGM- 10 — 02- 078 Rosada con
pinta 2350, MGM — 10-02- 083 Rosada 2215,
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MEM — 03-02- 002 Poncha Negro 2215, MEM
—03-01-01 Plomito Negro 2150, MGM — 09-02-
01 Negro 2279, MGM- 03-99-03 Vaina Blanca
Negro 2025, DP- 03-01- 009 Negro Vaina
Blanca 2141, DP- 03- 01-026 Negro de Macaira
2148, Tacarigua Negro 07-875 y Montalban
Negro 07-875).

Las semillas se sembraron en envases
plasticos de 400 ml de capacidad con sustrato
compuesto por suelo vegetal y turba (3:2).
Previo a la siembra se determiné la capacidad
de campo (CC) del sustrato mediante el método
gravimétrico. El riego se mantuvo a plena
capacidad de campo (CC) durante 28 dias,
hasta que las plantas desarrollaron el primer
trifolio. Posteriormente se dividieron en dos
tratamientos: T1: 70% CC (riego normal) y T2:
20% CC (estrés hidrico severo). El experimento
se detuvo 7 dias después de inducido el estrés,
cuando los cultivares mas susceptibles
mostraron la presencia de marchitez e inicio
de clorosis en las hojas.

Se utilizé un disefio completamente al azar y
tres réplicas por cada tratamiento y cultivar. Las
plantas fueron mantenidas en casa de cultivo,
con un fotoperiodo de 13 horas luz y a
temperatura promedio diaria de 24°C + 2.

Se determind la respuesta de los cultivares al
estrés hidrico mediante la caracterizacién de
cinco indicadores fisiolégicos y bioquimicos,
durante los primeros estadios del desarrollo
vegetativo. Los indicadores fueron: indice
estomatico, apertura estomatica, contenido
relativo de agua, contenido de fenoles totales y
contenido de prolina. Los resultados se
analizaron de conjunto a través de un analisis
de componentes principales (ACP) y fueron
representados mediante un grafico bivariado
(Biplot) (Jolliffe, 2002). Los cultivares se
agruparon segun su respuesta a los indicadores
evaluados y se clasificaron en tolerantes (T),
medianamente tolerantes (MT) y susceptibles
(S) a la condicion de estrés hidrico inducido
por el riego al 20% de CC.

indice estomatico y apertura estomética

Para el estudio epidérmico se utilizé la técnica
de la huella epidérmica descrita por Rodés y
Collazo (2006). Se seleccionaron porciones de
aproximadamente 1.5 cm? tanto de la superficie
adaxial como abaxial de la hoja y se evaluaron
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cinco campos por muestra de cada
tratamiento. Se empled para la observacién 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
féormula de Salisbury sugerida por Wilkinson
(1979).

IE = [NE/NCE + NEJ*100

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

La apertura estomatica fue observada en un
microscopio optico Leica con un aumento de
400x. Las imagenes fueron capturadas y
procesadas con el programa Micrometrics SE
Premium. Para el calculo se utilizaron cinco
muestras por cada variante experimental.

Contenido relativo de agua (CRA)

Se utilizaron discos foliares de 1 cm de
diametro obtenidos con un horadador, los
cuales fueron pesados en una balanza digital
Sartorius para la determinacion de la masa
fresca (cinco discos por tratamiento de plantas
diferentes). Para la determinacion de la masa
seca los discos fueron introducidos en una
estufa a 60°C hasta obtener peso constante.
La férmula para la determinacion del CRA fue
la descrita por Ascon y Taylon (2000).

CRA= [PF-PS/PT-PS]*100
donde:

PF: masa fresca de la hoja.
PS: masa seca de la hoja.
PT: masa de la hoja turgente.

Para la determinacion del contenido de fenoles
y prolina se tomaron hojas de todos los
cultivares de ambos tratamientos, las cuales
fueron congeladas en nitrégeno liquido y
almacenadas a — 80°C hasta el momento del
ensayo.

Contenido de fenoles totales

La extraccion de los fenoles solubles se realizé
en 10 volumenes de metanol. Las muestras
fueron homogenizadas y centrifugadas a 27
200 g. El precipitado se resuspendié en NaOH
2M para la extraccion de los fenoles ligados a
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las paredes celulares, neutralizandose en
igual volumen de HCI 2M (Gurr et al., 1992).
Para la determinacién de la concentracion de
fenoles se midié la absorbancia a 760 nm,
empleando acido clorogénico (0.05 mol I")
(Serva, Heidelberg, Alemania) como patrén.
A partir de los valores obtenidos de
concentracion de fenoles solubles y ligados
a pared se calcularon las concentraciones
de fenoles totales.

Contenido de prolina

La determinacién de prolina se realizd segun
lo descrito por Bates et al. (1973) a partir de
una curva estandar de prolina (mg ml") (Merck,
Darmstadt-Alemania).

Analisis e interpretacion de los datos

Todos los analisis fueron realizados utilizando
el programa InfoStat ver. 2010 (Di Rienzo et al.,
2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de componentes principales (ACP),
con los cinco indicadores mostré que la mayor
parte de la variabilidad fue explicada por los dos
primeros, CP1 (48.40%) y CP2 (24.79%) y
explicaron en conjunto un 73.19% de la varianza
total del ensayo. Los vectores, segun su
magnitud y direccion, mostraron la participacion
de los indicadores fisiolégicos y bioquimicos
dentro de cada componente (Tabla 1).

Se encontré una asociaciéon alta entre el
contenido de prolina, contenido de fenoles
totales en hoja, IE por el envés y por el haz en
condiciones de 20% CC. La apertura
estomatica y el CRA correlacionaron
positivamente con la tolerancia al estrés, en
cambio el indice estomatico se asocié
opuestamente a la apertura estomatica
(formaron un angulo obtuso entre
ellos) (Figura 1). Este grafico permitié agrupar
los cultivares y los patrones similares de
respuesta al estrés hidrico segun los
indicadores evaluados. Las variables con
angulo agudo entre ellas, indican asociacién
positiva o de comportamiento similar. La
ausencia de asociacion entre variable es
dada por el angulo recto (90°) entre vectores
y la asociacién negativa por un angulo obtuso
180° (Yan y Tinker, 2005).
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Tabla 1. Valores de la contribucién de los componentes en la variacién total.

Indicadores CP1 CP2
Apertura estomatica -0.6934 0.2461
Contenido de prolina (20% CC) 0.6286 0.5953
Fenoles totales hoja 0.5933 0.4711
IE envés (20%CC) 0.9063 -0.0906
IE haz (20% CC) 0.8808 -0.1676
CRA (20% CC) -0.2808 0.9022
Correlacion cofenética= 0.943
2,50
Prolina
Fenoles totales
en heojas
—_ 1,754
= Apertura estomatica 7
5 -
E CRA / Susceptibles \
= F — v
= ==
2 000 “ \J,
= 7 T~ — Enves
= Tolerantes / o T
= .
= R
= Haz
E Indice estomatico
L]
-1,754 \,IH
Medlanamente \
Tolerantes \\
3,50
3,50 -1,75 0,00 1,78 3.50

Componente principal 1 (48,40%)

Figura 1. Distribucién de los cultivares de P. vulgaris y las variables evaluadas segun el analisis de

componentes principales.

En cuanto a la distribucién de los tratamientos
(T1: 70% riego normal y T2: 20% de CC) en
funcidon de los 22 cultivares se encontro
dispersiéon en la ubicacién de estos en los
componentes CP1y CP2 (Figuras 1y 2), que
pudiera estar dado por las caracteristicas
intrinsecas de cada genotipo que condiciona
la respuesta a los indicadores evaluados. Se
conformaron tres grupos de cultivares bien
diferenciados, los tolerantes ubicados en el

sector izquierdo y arriba del grafico y los
susceptibles en el sector derecho (Figura 1).

El grupo lincluyé 10 cultivares (CC 259 - colorado
C,E,T- 1551, MGM- 08-02-026 La Poncha blanco
2239, MGM — 08-02-023 rojo 2238, MGM- 10-02-
011 Negro 2288, MGM -10-02-029 Negro 2305,
MGM- 10— 02- 078 Rosada con pinta 2350, MGM-
03-99-03 Vaina Blanca Negro 2025, DP-03-01-
026 Negro de Macaira 2148, Milagro Villaclarefio
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-negro C,E, T - 1460, BAT 58C, E, T- 1380)
que mostraron una tolerancia al estrés hidrico
(20% CC).

El grupo Il incluy6 ocho cultivares (MEM — 03-
02- 002 Poncha Negro 2215, CC 25-9 blanco,
MGM - 08-02-072 negro 2261, MGM — 10-02-
083 Rosada 2215, MEM - 03-01-01 Plomito
Negro 2150, MGM- 08-02-066 negro 2256,
MGM- 10-02- 012 Negro 2289, DP- 03-01- 009
Negro Vaina Blanca 2141) que mostraron un
comportamiento intermedio para el estrés

hidrico y fueron clasificados como
medianamente tolerantes.
El grupo Il incluyé a cuatro cultivares

(Tacarigua Negro 07-875, Montalban Negro 07-
875, MGM — 09-02-01 Negro 2279, CC 25-9
negro C,E,, T- 1567) que se mostraron como
susceptibles al estrés hidrico (20% CC).

Las respuestas de los cultivares ubicados en cada
grupo a los indicadores evaluados mostré que los
valores de |E fueron en general mayores en los
cultivares susceptibles que en los tolerantes, tanto
en la superficie adaxial como en la abaxial. Por
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otra parte, la apertura estomatica para los
cultivares tolerantes fue superior en comparacion
con los susceptibles. Estos resultados sugieren,
que los cultivares tolerantes deben poseer otros
mecanismos que garanticen el control osmatico
y un estado hidrico que permita un funcionamiento
fisiologico adecuado para la planta, como por
ejemplo la sintesis de otros osmolitos como
proteinas, aminoacidos, azucares y poliaminas,
asi como un mejor control en la expresion de
acuaporinas (Sunita et al., 2014).

El CRA de las hojas disminuy® significativamente
(p<0.05) al comparar el resultado obtenido entre
los tratamientos 70% CC y 20% CC (estrés
hidrico), en la mayoria de los cultivares
susceptibles, a diferencia de los tolerantes cuyos
valores para dichos tratamientos no mostraron
diferencias significativas. El contenido relativo de
agua constituye un indicador importante que
caracteriza el estado hidrico interno de las plantas.
Bajo condiciones de estrés hidrico ha sido
utilizado exitosamente en la identificacion de
cultivares resistentes a sequia en diferentes
cultivos entre ellos Phaseolus vulgaris L. (Yagmur
y Kaydan, 2008).

Figura 2. Dendograma obtenido del andlisis de conglomerado para los indicadores evaluados.
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En el contenido de fenoles totales se pudo
observar una respuesta heterogénea tanto de
los cultivares tolerantes como en los
susceptibles al estrés hidrico. En este sentido,
Tomasz et al. (2007) al realizar estudios con
cultivares de Triticosecale sp. resistentes y
tolerantes al estrés hidrico, encontraron
individuos clasificados como tolerantes en
estudios de campo con una mayor
concentracion de fenoles totales en las plantas
sometidas a estrés, mientras que otros
refirieron un decremento con respecto al
control. De manera similar, se encontraron
individuos susceptibles que respondieron
indistintamente al estrés hidrico tanto con un
aumento, una disminucion o sin cambios en el
contenido de fenoles.

El contenido de fenoles ha sido referido como
un posible mecanismo de proteccién frente al
estrés hidrico (Abbas et al., 2014), ya que
participan en la eliminacién de las especies
reactivas del oxigeno, cuyos niveles se
exacerban en condiciones de estrés abidtico.
Sin embargo, los resultados obtenidos no
reflejan una asociacion entre los contenidos de
fenoles y el caracter tolerancia al déficit hidrico.
Esto pudiera estar dado porque en la respuesta
antiestrés pueden operar otros mecanismos de
desintoxicacion como el aumento de la
expresion de enzimas antioxidantes como
superodxido dismutasa, catalasa y peroxidasas;
asi como otros compuestos de naturaleza no
proteica como el acido ascoérbico y los
pigmentos caroteoides (Celikkol et al., 2010;
Mervat y Dawood, 2014).

El contenido de prolina libre fue
significativamente (p<0.05) mas elevado en las
plantas en condiciones de estrés hidrico que
en las desarrolladas en condiciones normales;
mientras que las especies susceptibles
mostraron mayores niveles de este compuesto
que las tolerantes. Estos resultados
concuerdan con lo informado en diferentes
especies por otros autores (Montesinos-Pereira
et al., 2014). La prolina ha sido referida como
un compuesto protector frente a cambios
osmoéticos por efecto de estreses abidticos
como el déficit hidrico y la salinidad (Abbas et
al., 2014). Muchas especies de plantas
acumulan prolina libre como respuesta rapida
ala sequia previniendo el desbalance osmotico
y evitando la deshidratacion sin alterar su
metabolismo (Avendafo et al., 2005), lo que
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permite mantener la turgencia de los tejidos y
por ende la funcion celular.

Estos resultados sugieren que la prolina por si
sola no es capaz de lograr un ajuste osmaético
en el caso del frijol, ya que los cultivares
susceptibles, las cuales mostraron mayores
niveles de este compuesto fueron las de mayor
marchitez. Por el contrario, Misra y Gupta
(2005), refirieron valores superiores del
contenido de prolina en brotes de cultivares de
Phaseolus aureus tolerantes con respecto a
los susceptibles. Esta contradicciéon pudiera
estar asociada con el hecho de que la prolina,
mas que un indicador de tolerancia a sequia,
refleja el estado hidrico de la planta.

La respuesta de tolerancia de las plantas a la
sequia, implica la intervenciéon de una serie de
mecanismos anatomicos, fisioldgicos,
bioquimicos y moleculares. Por esta razén, la
utilizacion de criterios de seleccién basados en
indicadores de estos mecanismos, se
convierte en herramienta valiosa para la
seleccion de cultivares tolerantes. En el caso
del frijol comun, algunos autores han descrito
la importancia de combinar diferentes criterios
de seleccion a la hora de identificarlos (Lizana
et al., 2006; Mufioz-Perea et al., 2006).

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permitieron
agrupar 22 cultivares de frijol comun a partir de
su respuesta a cinco indicadores fisiolégicos y
bioquimicos y sientan las bases para la
seleccion de cultivares tolerantes al estrés
hidrico. La apertura estomatica y el CRA
presentaron correlaciones con la tolerancia y
pueden ser utilizados como criterio de
seleccion. En estudios posteriores se podran
combinar con otras variables y dilucidar el papel
del genotipo en esta respuesta. El empleo del
Analisis de Componentes Principales junto al
Biplot, constituyeron herramientas utiles para
la clasificacién de los cultivares.
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