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RESUMEN

Laidentificacion de cultivares de Phaseolus vulgaris L. capaces de tolerar estrés abidtico sin que se afecte
su rendimiento es un proposito de los programas de mejoramiento genético de esta leguminosa. El objetivo
de este trabajo fue diferenciar cultivares de P. vulgaris mediante la respuesta de tejido foliar expuesto a
estrés hidrico y salino inducido in vitro. Discos de hojas del cultivar ‘Cuba Cueto 25-9 Negro’ se colocaron en
placas Petri sobre papel de filtro. En cada placa se afiadieron 2 ml de solucién de PEG 6000 al 6, 8, 10, 12,
14, 16 y 18% (m/v) o NaCl a 50, 100, 150, 200, 250 y 300 mM para inducir estrés hidrico o salino. Como
control se empled agua desionizada. Las placas se mantuvieron durante 48 ha 25 + 2 °C. Se elabor6 una
escala de grados de afectacidn segun el porcentaje de area foliar con necrosis. En diez cultivares se aplicé
el ensayo y se registro su respuesta mediante la escala elaborada. Eltejido foliar a las 48 h presenté areas
necréticas. La escala disefiada se estructurd con siete grados donde el grado 1 se correspondio con tejido
no afectado y el siete con tejido con necrosis total. Se observé predominio de los grados 3, 4y 5. La
respuesta de los cultivares expuestos a PEG 6000 y NaCl estuvo influenciada por el tipo de agente estresante
y se clasificé en alta, intermedia o baja. El ensayo de discos de hojas de P. vulgaris sometidos a estrés
hidricoy salino inducidos in vitro permitié diferenciar la respuesta de cultivares a estas condiciones mediante
una escala cualitativa elaborada basada en el porcentaje de area con necrosis.
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Differentiation of Phaseolus vulgaris L. cultivars by leaf tissue
response exposed to drought and salinity stress

ABSTRACT

The identification of Phaseolus vulgaris L. cultivars capable to tolerate abiotic stress without affecting its yield
is a purpose of the breeding programs of this legume. The objective of this work was to differentiate P. vulgaris
cultivars by the foliar tissue response exposed to hydric and saline stress in vitro induced. Leaf discs of ‘Cuba
Cueto 25-9 Negro’ cultivar were placed in Petri dishes on filter paper. On each plate 2 ml of 6, 8, 10, 12, 14,
16 and 18% (w / v) PEG 6000 or 50, 100, 150, 200, 250, and 300 mM NacCl solution were added to induce
hydric or saline stress. Deionized water was used as the control. The plates were maintained for 48 h at 25 +
2 ° C. Ascale of degrees of affectation was elaborated according to the percentage of foliar area with necrosis.
In ten cultivars of P. vulgaris the assay was applied and its response recorded by the elaborated scale. Leaf
tissue at 48 h showed necrotic areas. The designed scale was structured with seven grades where grade 1
corresponded with unaffected tissue and seven with tissue with total necrosis. The predominance of grade 3,
4 and 5 was observed. The response of cultivars exposed to PEG 6000 and NaCl was influenced by the type
of stressor and it was classified as high, intermediate or low. The test of P. vulgaris leaf discs subjected to in
vitro induced hydric and saline stress allows differentiation of the response of cultivars to these conditions
through an elaborated qualitative scale based on the percentage of area with necrosis.
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INTRODUCCION de los cubanos, por necesidades nutricionales

y por estar al alcance de la mayoria. Su alto
El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es la  contenido en proteinas lo sitda como un cultivo
leguminosa mas importante en la dieta diaria  estratégico del pais ya que permite palear el
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déficit de proteinas en la dieta alimentaria, uno
de los mayores problemas de los paises en
desarrollo (Porrata et al., 2008). Segun la
Oficina Nacional de Estadistica e Informacion
de la Republica de Cuba (ONEI, 2016) la
produccion de frijol en el 2015 fue de 117.6 miles
de toneladas, la que decreci6 en un 13.2%
respecto al 2014.

El estrés hidrico, provocado por déficit de agua,
constituye la segunda causa que limita la
produccion de frijol en Cuba (Polén et al., 2014)
y en América Latina (Suérez et al., 2016).
Cuando el déficit hidrico se presenta durante
la etapa reproductiva tiene efectos adversos
sobre el rendimiento del frijol (Boicet, 2010). El
estrés salino es otro factor ambiental importante
gue afecta el crecimiento y desarrollo de este
cultivo. Aunque P. vulgaris se considera una
de las especies con tolerancia a la salinidad
(Barrero etal., 2012), se ha informado que bajo
condiciones de estrés salino se afecta la
germinacion de las semillas, su emergencia
o el posterior establecimiento de las plantulas
(Dantas et al., 2007, Kaymakanova, 2009),
se reduce la formacion de nddulos (Ashrafy
Harris, 2004) y se retarda el crecimiento
vegetativo (Garcia et al., 2010), todo lo cual
repercute negativamente sobre la
productividad de este cultivo. Por ello, se
requiere de investigaciones que contribuyan
con la identificacién de cultivares de frijol
tolerantes al estrés hidrico.

A nivel de laboratorio es posible, con el empleo
de agentes estresantes, simular condiciones
de estrés hidrico y salino para determinar el
grado de tolerancia o afectacion de tejido y
plantas a estos ambientes adversos. En
relacion con esto, se han utilizado diferentes
compuestos entre los que se recomiendan:
manitol, sorbitol, cloruro de sodio (NaCl) (Zeng
y Shannon, 2000; Ashraf y Harris, 2004; Zeid,
2004; Shereen et al., 2005) y el polietilenglicol
(PEG) (Lu y Neumann, 1999; Basra et al.,
2005). De ellos, los més utilizados son PEG y
NaCl (Rai et al., 2011; Thiam et al., 2013).

Ante un escenario de estrés hidrico o salino, la
planta se marchitay sobre las zonas afectadas
es caracteristica la aparicion de manchas
necréticas. En condiciones de laboratorio, la
presencia de estos sintomas se han observado
en discos de hojas, después de ser incubados
durante dos dias con diferentes
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concentraciones de PEG 6000 o NacCl
(Schulze et al., 2005). El empleo de una
escala basada en las dimensiones de estas
areas necréticas permitiria a través de un
analisis cuantitativo, comparar la respuesta
al estrés hidrico o salino de diferentes
cultivares y podria ser un indicador de cuales
son las concentraciones de NaCl o PEG a
tolerar por cada cultivar. Sin embargo, la
formacion de areas necréticas en el tejido ha
sido poco explorada como variable y en la
literatura cientifica internacional no se han
descrito escalas para equiparar el area de
las zonas afectadas con valores cuantitativos
de tolerancia a estrés abidtico en frijjol coman.
Este trabajo se realiz6 con el objetivo de
diferenciar cultivares de P. vulgaris mediante
larespuesta de tejido foliar expuesto a estrés
hidrico y salino inducido in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal, condiciones de cultivo y
colecta de muestras

Se emplearon semillas de P. vulgaris de los
cultivares ‘ICA Pijao’, ‘145R’, ‘'L68.3’, ‘'L84.9’,
‘L84.6",'L84.4’, “Tomeguin-93’, ‘BAT-93’, ‘Cuba
Cueto 25-9 Negro’y ‘Guama-23’, procedentes
del banco de germoplasma del Centro de
Investigaciones Agropecuarias de la
Universidad Central Marta Abreu de Las Villas.

El material vegetal se mantuvo en una casa de
cultivos protegidos con condiciones
semicontroladas (temperatura ambiente de 27
+ 5 °C, humedad relativa de 84 + 5% y una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos en
el rango de 280-400 umol m-2s?). La siembra
se realiz6 en bolsas de polietileno rellenas con
1004.8 cm® de mezcla de sustrato (materia
orgénica y zeolita en proporciéon 4:1). Se
colocaron tres semillas por bolsa y se
emplearon 25 bolsas por cada cultivar. Se
efectuaron dos riegos al dia con un sistema
automético de aspersores.

Se colectaron la segunda y tercera hoja
trifoliada de plantas con 30-35 dias después
de la germinacién. Los foliolos se seccionaron
en discos de 1.1 cm de didmetro con un
horadador. En todos los casos, las nervaduras
principales y los extremos terminales de los
foliolos se desecharon. Los discos de hojas
obtenidos se utilizaron para evaluar la
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respuesta del tejido foliar en condiciones de
estrés hidrico y salino.

Respuesta del tejido foliar expuesto a
condiciones de estrés hidrico y salino

Con el objetivo de determinar la respuesta del
tejido foliar bajo estrés hidrico y salino, se
utilizaron placas Petri plasticas (8.5 cm
didmetro) dentro de las cuales se coloc6 un
papel de filtro (Whatman No. 42) que cubrié el
area de la base de la placa. Se colocaron ocho
discos de hojas en cada placa. Cada disco
represento una unidad experimental, por lo que
se establecieron ocho réplicas por cultivar. A
cada placa se le afiadieron 2 ml de solucién de
PEG 6000 o NaCl para inducir estrés hidrico o
salino respectivamente. Como control se
empled agua desionizada.

El cultivar ‘Cuba Cueto 25-9 Negro’ sensible al
estrés hidrico (Dominguez et al., 2014) se
empled para la elaboraciéon de una escala
cualitativa que se utiliz6 para la evaluacion de
los grados de afectacion por necrosis. Para ello
la solucién de PEG 6000 y agua desionizada
se prepar6 a las concentraciones 6, 8, 10, 12,
14,16y 18% (m/v) que equivalen a los potenciales
osméticos: 6% (-0.066 MPa), 8% (-0.103 MPa),
10% (-0.148 MPa), 12% (-0.201 MPa), 14%
(-0.262 MPa), 16% (-0.330 MPa) y 18% (-0.407
MPa). En el caso del NaCl, se incluyeron seis
concentraciones (50, 100, 150, 200, 250 y 300
mM), su equivalencia con los potenciales
osmoticos es la siguiente: 50 mM (-0.2 MPa), 100
mM (-0.4 MPa), 150 mM (-0.6 MPa), 200 mM
(-0.8 MPa), 250 mM (-1.0 MPa) y 300 mM (-1.2
MPa) segun lo descrito por Sosa et al. (2005).

La escala se estructurd con grados definidos
segln el porcentaje de area afectada por
necrosis. Se cuantificé el nimero de discos por
grado de afectacion y se realiz6 un andlisis de
frecuencia de aparicibn mediante el empleo de
estadisticos descriptivos a través de tablas de
frecuencia. Ademads, se hizo un andlisis de
regresion multiple de los datos.

Con la escala elaborada se determiné la
respuesta del tejido foliar de 10 cultivares de P.
vulgaris expuesto a estrés hidrico inducido con
PEG 6000 al 6% y salino con NaCl a 200 mM.

Las placas con las muestras expuestas a
estrés hidrico y salino, asi como el control,
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fueron mantenidas durante 48 h a 25 = 2 °C.
Luego de este periodo con la escala elaborada
se comparé la respuesta de los cultivares
incluidos en el estudio.

Andlisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron con el
paquete estadistico SPSS versién 21.0. La
normalidad y la homogeneidad de varianza, se
comprobaron mediante las pruebas de
Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente.
Paralos datos que no cumplieron los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza, se
aplic6 un analisis no paramétrico mediante las
pruebas H de Kruskal Wallis y U de Mann
Whitney para un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta del tejido foliar expuesto a
condiciones de estrés hidrico y salino

El tejido foliar del cultivar ‘Cuba Cueto 25-9
Negro’ expuesto a condiciones de estrés
inducido con PEG 6000 y NaCl, a las 48 h
presento &reas necréticas, lo que podria estar
relacionado con la muerte de las células que
forman ese tejido. Atendiendo al porcentaje de
area del disco foliar con necrosis la escala
disefiada se estructur6 con siete grados donde
el grado 1 se correspondié con tejido no
afectado y el siete con tejido con necrosis total
(Tabla 1).

La frecuencia de aparicion de los grados de
afectacion definidos varié en las muestras del
cultivar ‘Cuba Cueto 25-9 Negro’ utilizadas para
la confeccién de la escala con predominio de
los grados 3, 4 y 5. El grafico que se obtuvo
mostré una distribucién gaussiana por la
normalidad con la que se distribuyeron los
datos y se ajustdé a un modelo polinémico de
grado 2 (R2=0.9847) (Figura 1).

Cuando se analiz6 la respuesta de los
diferentes cultivares expuestos a PEG 6000 y
NaCl se observé que la frecuencia relativa de
aparicion de los grados de afectacion estuvo
influenciada por el tipo de agente estresante
empleado (Figuras 2 y 3). A causa de ello tanto
para las muestras expuestas al PEG 6000
como para aquellas tratadas con NaCl esta
respuesta se clasific6 en alta, intermedia o
baja.
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Tabla 1. Escala cualitativa para la evaluacion de la formacion de areas necréticas en tejido
foliar de P. vulgaris expuesto a estrés hidrico y salino inducido con PEG 6000 o NaCl.

Grado de necrosis Descripcion
1 Tejido no afectado
2 10% de necrosis .
3 25% de necrosis .
4 50% de necrosis .
5 75% de necrosis .
6 20% de necrosis .
7 Tejido con necrosis total .
30
V= -2 5357x2+20.129x- 15.514
S
i R®=0.9847
E AU+
@
S 15
[ £]
=3
[&)
2 10
[
5 -
0 T T T T T T
1 2 3 4 5 5] ra

Grado de necrosis

Figura 1. Frecuencia relativa de aparicion de los grados de afectacion del tejido
foliar de P. vulgaris expuesto a diferentes concentraciones de NaCl y PEG 6000. 1.
tejido no afectado, 2. 10% de necrosis, 3. 25% de necrosis, 4. 50% de necrosis, 5.

75% de necrosis, 6. 90% de necrosis, 7. tejido con necrosis total.

Con 6% de PEG 6000, se observé unarespuesta
variada en dependencia del cultivar (Figura 2). En
este caso los cultivares que tuvieron menor grado
de afectacion fueron ‘ICA Pijao’ e ‘I145R’ que
mostraron una respuesta alta, pues segun la

escala propuesta la afectacién observada fue solo
de grado 2. A ellos le siguieron los cultivares
‘Tomeguin-93', 'L84.9", 'L68.3’, 'L84.6’y ‘Guama
23’ que mostraron respuesta intermedia, los que
presentaron grados de afectacién 2, 3y 4. La
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Figura 2. Frecuencia de aparicion de grados de afectacion del tejido foliar de P. vulgaris
expuesto a 6% de PEG 6000. 1. tejido no afectado, 2. 10% de necrosis, 3. 25% de necrosis,

4.50% de necrosis, 5. 75% de necrosis.
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Figura 3. Grado de afectacion promedio del tejido foliar de diferentes cultivares de P. vulgaris colocados

en una solucién con 6% de PEG 6000.

respuesta mas baja se identific en los cultivares
‘L84.4', 'BAT-93'y ‘Cuba Cueto 25-9 Negro’, estos
presentaron el mayor grado de afectacién promedio.
Esde destacar que aunque en el tejidofoliar de 1.84.4'
y ‘BAT-93’ se identificaron varios grados de
afectacion, el 4 (disco con 50% de necrosis) tuvo la
mayor frecuencia de aparicion (Figura 3).

El estrés hidrico produce pérdida de clorofilas
acompafiada de clorosis caracteristica y
posteriormente necrosis del tejido (Wong y

Nadeson, 1993). En la presente investigacién
se observé esta secuencia sintomatoldgica en
los discos de hojas expuestos a diferentes
concentraciones de PEG 6000. La formacion
de las areas necréticas es una consecuencia
de la senescencia del tejido foliar, pues bajo
estrés hidrico, se afectan diferentes procesos
metabolicos y bioquimicos como la reduccion
del contenido de clorofila y la sintesis de otros
pigmentos que afectan el proceso de la
fotosintesis (Jaleel et al., 2009).
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Figura 4. Frecuencia de aparicion de los grados de afectacion del tejido foliar de P. vulgaris
expuesto a 200mM de NaCl. 1. tejido no afectado, 2. 10% de necrosis, 3. 25% de necrosis, 4.
50% de necrosis, 5. 75% de necrosis, 6. 90% de necrosis.

Hasta la fecha no se encontraron informes
acerca de la respuesta al estrés hidrico y salino
de la mayoria de los cultivares de P. vulgaris
evaluados, de ahi su importancia para iniciar
estudios que corroboren estos resultados en
planta en condiciones de casa de cultivo y
campo. Es de destacar que los resultados del
cultivar ‘Cuba Cueto 25-9 Negro’ coincidieron
con lo informado por Dominguez et al. (2014)
que lo refieren como sensible en condiciones
de estrés hidrico. Ello indicé que el ensayo de
discos de hojas colocados en condiciones de
estrés hidrico y salino puede ser una
herramienta Gtil para la seleccién de cultivares
de frijol comun tolerantes a estrés hidrico.

El tejido foliar de los diferentes cultivares
tratados con 200 mM de NaCl también presento
afectaciones. El cultivar ‘ICA Pijao’ tuvo la
respuesta mas alta con el menor grado de
afectacion. En este cultivar el grado 2 de
afectacién present6 la mayor frecuencia de
aparicién, aunque también se observaron
afectaciones de grado 3y 4. En el caso de los
cultivares ‘'l 45 R’, 'L68.3’ 'L84.6’, ‘Cuba Cueto
25-9 Negro’ y ‘Guama-23’' que presentaron
mayor grado de afectacion con una respuesta
baja, se observo tejido con grado 6, pues este
result6 afectado hasta en un 90% (Figura 5).

Respecto a la respuesta fisiologica de las
leguminosas al estrés salino se han encontrado

diferentes planteamientos. Por ejemplo, Garzén
y Garcia (2011) en el estudio del efecto de NaCl
(100 mM) sobre la anatomia radicular y foliar
en dos cultivares de frijol de la especie Vignia
unguiculata (L.) Walp., revelaron unainduccién
de tricomas glandulares en las hojas primarias
de las plantas estresadas, asi como
invaginaciones en las células del parénquima
en empalizada y arreglo menos compacto del
mesofilo. En tres cultivares también
encontraron una reduccién significativa del
grosor de la hoja y de la epidermis adaxial del
parénquima clorofilico en empalizada y
esponjoso. Estos autores concluyeron que los
mecanismos anatémicos de adaptacién de
esta especie al estrés por NaCl estan
relacionados con el mantenimiento de la
integridad del tejido foliar. Sin embargo, las
respuestas obtenidas en este trabajo en los
diferentes cultivares evaluados no se han
descrito para frijol comun en la literatura
cientifica consultada.

Los resultados demostraron que la formacién
de areas necréticas bajo las condiciones
establecidas en esta investigaciébn permiten
diferenciar la respuesta de los cultivares de frijol
expuestos a estrés hidrico o salino. La validacion
de este procedimiento como una herramienta
para seleccionar cultivares de frijol tolerantes al
estrés hidrico o salino requiere de futuras
investigaciones para correlacionar estos



Biotecnologia Vegetal Vol. 17, No. 1, 2017

(s3]
[}
=

ab

Ay}

[}

=
I

=,

=]

=
I

cd

% ]
[}
=
|
o

Grado de afectacign
] — %]
] [ (=]
= = (=]
) )
I -

31

o
&«
P L
&Q&

R S TN

& @ X e P
s oy
Le] (&)
Cultivares

Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (p<0.05) segun las pruebas H

de Kruskal Wallis y U de Mann Whitney

Figura 5. Grado de afectacion promedio del tejido foliar de 10 cultivares de P. vulgaris expuesto a

estrés hidrico inducido con 200 mM de NaCl.

resultados con la respuesta de los cultivares
expuestos a déficit hidrico y altas concentraciones
de sales en condiciones de campo.

CONCLUSIONES

El ensayo de discos de hojas de P. vulgaris
sometidos a condiciones de estrés hidrico y
salino inducidos in vitro permite diferenciar la
respuesta de cultivares mediante una escala
cualitativas elaborada basada en el porcentaje
de &rea con necrosis.
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