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Resumen

El frijol comun, Phaseolus vulgaris L., es la leguminosa alimenticia mas cultivada
en América Latina pero a menudo es expuesta a condiciones no favorables y poco
uso de insumos. El estrés hidrico es considerado la condicibn mas comudn y
desfavorable para los cultivos, por tal motivo se estudio el efecto del estrés hidrico
en el periodo de germinacién de genotipos de Phaseolus vulgaris L cultivadas en
Cuba. Las semillas de frijol fueron colocadas a germinar en frascos, sobre papel
filtro. Para simular las condiciones de sequia se utilizaron concentraciones de 0,
10, 15y 20% de polietilen glicol (PG) 8000. Se evalud el numero de semillas
germinadas, la presencia del hipocatilo, epicétilo, hojas verdaderas, la longitud de
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la raiz, del tallo, la cantidad de raices laterales a los 4, 6, 8, 10 y 15 dias. Los
resultados muestran que las semillas germinadas al 15 y 20% presentaron menor
porcentaje de germinacion en todos los genotipos estudiados. La mayor afectacion
se aprecio en el desarrollo del epicétilo y de hojas verdaderas. La relacion longitud
de la raiz / tallo aumento con el estrés asi como el peso fresco del tallo y de la raiz
disminuyeron. Los genotipos que presentaron un comportamiento mas tolerante al
estrés hidrico fueron la Bolita 42, CC 25-9 colorado y BAT 58 y los mas
susceptibles fueron la CC 25-9 negro y la Alubia blanca

Palabras clave: estrés hidrico, sequia, Phaseolus vulgaris, germinacion, PEG-
8000.

Abstract

The common bean, Phaseolus vulgaris L., is the most important food legume in
Latin America but it is often exposed to unfavourable conditions and minimum use
of inputs. Water stress is considered the most common condition and unfavorable
for crops, for that reason we studied the effect of water stress during germination
period of genotypes of Phaseolus vulgaris L., seeds from Cuba. The seeds of
beans were put to germinate in bottle on filter paper. Concentrations of 0, 10, 15
and 20% of polyethylene glycol (PG) 8000 were used to simulate the conditions of
drought. The results show that the seeds germinated to 15% and 20% presented
lower germination percentage in all genotypes studied. The biggest affectation was
appreciated in the development of the epicotyl and true leaves.The ratio of the
length of the root / stem increased with stress, while the fresh weight of the stem
and root declined. Cuban genotypes that presented behaviour more tolerant to
water stress were the Bolita 42, CC 25-9 colorado and BAT 58 and the more
susceptible were CC 25-9 black and white beans.

keywords: water stress, drought, Phaseolus vulgaris L, germination, PEG-8000 .

Introduccion

La caraota, Phaseolus vulgaris L., es la leguminosa alimenticia mas importante en
el tropico de América Latina y Africa oriental y meridional y ha sido cultivado
tradicionalmente por pequefios agricultores, encontrandose entre los cultivos mas
importantes no solo por su alto valor nutricional sino por su alto consumo en la
poblacién, pero a menudo su cultivo es en condiciones no favorables y con déficit
de insumos (Beebe, Rao, Cajiao & Grajales, 2008; Moussa & Abdel-Aziz, 2008;
Campos, Garcia, Perez & Ramis, 2011). Entre las variables ambientales que
afectan el crecimiento y el desarrollo de estas plantas se puede citar la deficiencia
de agua, como una de las mas importantes, debido a que afecta negativamente un
grupo numeroso de procesos morfo-fisiolégicos y bioquimicos importantes
(Dominguez, Mita, Aleman, Pérez, Sosa & Fuente, 2012), tales como la
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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
(Farooq, Basra, Wahid, Cheema, Cheema, & Khaligq, 2008, 2009). Se ha estimado
que el estrés hidrico reduce en un 60 % la produccion mundial de granos de frijol
(Porch, Ramirez, Santana & Harmsen, 2009).

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. El estudio de la germinacién a
diferentes potenciales osmoticos, con manitol, sacarosa o polietilen glicol de pesos
moleculares 6000 y 8000 (PEG-6000 y PEG-8000), han mostrado simular
satisfactoriamente un efecto de sequia durante la germinacion y emergencia de la
semilla (Maduefio, Garcia, Martinez & Rubio, 2006; Nieto, Murillo, Troyo, Garcia, &
Ruiz, 2010; Sayar, Bchini, Mosbahi, & Exxine, 2010). También se ha demostrado
que existe una correlacion alta y positiva entre la tasa de germinacion en
soluciones osmdticas y la tasa de emergencia en el campo, indicando que estas
pruebas tienen valor predictivo (Mohammadkhani & Heidari, 2008).

Si se acepta, que la interaccion genotipo-ambiente produce un fenotipo que tendra
una funcién determinada, por lo tanto, cualquier variacion de las condiciones
ambientales puede afectar tanto a la estructura como a la funcion (Gonzélez,
2007). Los cambios morfo-anatomicos Yy fisiolégicos relacionados con los cambios
gue experimentan los cultivos en condiciones de estrés hidrico, puede ser utilizado
en la seleccibn o creacibn de nuevas variedades que permiten elevar la
productividad bajo condiciones de sequia.

Debido a lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo, evaluar el efecto del
estrés hidrico, en condiciones experimentales de sequia, sobre la germinacién de
semillas de diferentes genotipos de frijolcomun (Phaseolus vulagaris L.) cultivadas
en Cuba, con el propésito de establecer posibles diferencias entre ellos que
permitan considerarlos como criterio en la seleccién de genotipos tolerantes y
sensibles al déficit hidrico.

Materiales y métodos

El estudio se desarroll6 en los laboratorios del Centro de Estudio Biotecnoldgicos
(CEBIO), de la Universidad de Matanzas y en los laboratorios e invernaderos del
Instituto de Estudios Avanzados de Venezuela (IDEA). Se utilizaron ocho
genotipos provenientes de la Empresa Provincial de Semillas de Matanzas, Cuba
(figura 1).
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Variedades cubanas

BAT 58 BAT 304 Bolitad2 Giiira 89 ‘

CC 258 negro CC 259 blanco CC 258 colorado Alubia blanca espariola
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Figura 1. Semillas de Phaseolus vulgaris L., parte superior genotipbs
venezolanos e inferior genotipos de Cuba.

Las semillas fueron lavadas y ligeramente desinfectadas con oxicloruro de cobre
(0,5%) durante 10 minutos. Posteriormente se enjuagaron con agua estéril y se
colocaron a germinar en frascos, de 5 cm de diametro por 10 cm de alto, sobre
papel de filtro humedecido, en camara oscura, a 25 °C. Para simular las
condiciones de sequia se utilizaron concentraciones de 0, 10, 15y 20 % de
polietilen glicol (PG) 8000 en solucion de Hoagland al 100% de su fortaleza
(Hoagland & Arnon, 1950). Se sembraron 30 semillas para cada concentracion de
PG vy 3 replicas. Se evalué el porcentaje de inhibicion de la germinacion de las
semillas y la presencia del hipocotilo, epicotilo, hojas verdaderas a los 4, 6, 8, 10
pero se reportan los resultados a los 15 dias. Ademas se midi6 la longitud de la
raiz principal, del tallo y la cantidad de raices laterales a los 10 y 15 dias.
También se determiné la masa fresca del tallo y de la raiz al final del experimento.

Para determinar el efecto del estrés sobre los parametros estudiados se utilizé la
siguiente formula:

indice de estrés en la germinacién (IEG)
IEG= Valor muestra estresada x 100
Valor muestra control
% de Inhibicién = 100 — IEG

Longitud del tallo y de la raiz. Se midieron las plantas desde el nacimiento del
hipocétilo hasta la yema apical y al extremo de la raiz para calcular
respectivamente las longitudes del tallo y la raiz.

Masa fresca (Mf) del tallo y de la raiz. Las pesadas se realizaron en una balanza
digital Sartorius.
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Los datos experimentales se analizaron para conocer si existia normalidad y
homogeneidad de varianzas utilizando el método de Shapiro-Wilk. Tras cumplir los
requisitos de normalidad y homogeneidad se empled el andlisis de varianza y la
prueba de media de Duncan, a un nivel de significacion de p < 0,05 y 0,01. El
analisis de los datos se realizd a través del paquete estadistico InfoStat/
profesional version 1.1

Resultados y discusion

Al determinar el porcentaje de germinacion de las semillas se constato que, desde
los 4 dias de sembradas, existia una disminucion marcada en los diferentes
cultivares sembrados al 15 y 10% de PG al compararlos con el control (0% PG),
no estresado. Los resultados revelan que no en todos los genotipos se afecta por
igual el proceso de germinacion en las condiciones de estrés hidrico.

Existen diversos estudios acerca de la respuesta de plantas cultivadas bajo estrés
hidrico en etapas tempranas con el objetivo de conocer los mecanismos de
adaptacion a esta condicion de déficit hidrico, donde el porcentaje de germinacion
resulté ser altamente dependiente de las condiciones del estrés hidrico, por ser la
disponibilidad de agua una condicién esencial para la activacion de los procesos
metabdlicos que dan lugar a la aparicion de la radicula como inicio de la
germinacion (Dubrencq, Bergen, Vincent, Borsson, Caboche. & Lepiniec, 2000).

Resultados analogos reportaron Mohammadkhani & Heidari (2008) al estudiar la
respuesta de la germinacion al estrés inducido por PEG-6000 en dos cultivares de
maiz, encontrando que la germinacion fue inversamente proporcional a las
concentraciones de PEG. Por su parte, Gholami, Rahemi, & Kholdebarin (2010)
encontraron respuestas similares al evaluar el efecto del estrés inducido por
diferentes concentraciones de PEG sobre la germinacién de cuatro especies de
Prunus.

Estos resultados se explican por el déficit hidrico simulado por el PEG-8000, que
dificulta una mayor eficiencia en los eventos involucrados en el proceso de
germinaciéon en la semilla. EI PEG no soélo retrasa la germinacion, sino también
afecta los porcentajes de germinacion final, porque es una sustancia osmaética no
penetrante que previene la absorcion de agua por las células vegetales y alarga la
duracion de la fase de latencia entre la imbibicion y el crecimiento radicular, puesto
que la absorcion del agua por la semilla procede lentamente en este periodo
(Aparecida & Zambillo, 2003).

La figura 2 muestra que las semillas cubanas, de forma general, presentaron un
incremento en el porcentaje de inhibicion de la germinacion al 20%, a los 15 dias
de sembradas, excepto el genotipo Bolita 42 que no mostrd inhibicién de la
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germinacion ni al 15%, ni en condiciones de estrés severo (20% PG). Los
genotipos Cuba Cueto 25-9 negro (CC N) y la Alubia blanca (Alubia B),
presentaron los mayores % de inhibicion de la germinacion tanto al 15% como al
20% de PG. Los genotipos restantes presentaron bajos porcentaje de inhibicién
por lo que tuvieron un comportamiento tolerante a las condiciones de sequia
experimental.

— ra L] oy on [=2] b |
[ =] [—3 (=] [ =] [ —] [ —] [ —]
L I L L I I |

% Inhibicién Germinacion

Aall ] m

BAT58 CC(B) BAT304 AlubiaB CC(N) CC (C) Bolitad2 Giiira8
Variedades de Phaseolus vulgaris
@10% PEG W 15% PEG D 20%PEG

Figura 2. Porcentaje de inhibicibn de la germinaciéon (con respecto al
control), de las semillas de genotipos de frijol comun, a los 15 dias de
sembradas en pomos, a diferentes concentraciones de PG.

[ —J

Estos resultados concuerdan con los reportado por Penichet, Cabrera, Pérez,
Lago, Pérez & Mendoza. (2006) sobre la germinacion de diferentes cultivares de
Phaseolus vulgaris en condiciones de sequia, donde observaron que algunas
variedades evaluadas a un 18% de concentracion de PG, presentaron 48 y 50%
de inhibicibn de la germinacion, incrementandose la cantidad de variedades
afectadas a un 21% de concentracion de PG, llegando a alcanzar algunas hasta
un 87% de inhibicion.

Al analizar la cinética del desarrollo del hipocétilo, epicadtilo y las hojas verdaderas
se apreci6é que todas las plantulas presentaron hipocoétilo a partir del cuarto dia.
El epicotilo aparece el sexto dia asi como algunas hojas verdaderas en diferentes
genotipos al 0 % de PG vy en las sembradas al 10% de PG. Los mayores
porcentajes de inhibicién los presentan el desarrollo de las hojas verdaderas en
todos los genotipos estudiados (Cuadro 1). Estos resultados concuerdan con lo
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planteado por Passioura (2002) quien refiere que la variacion del area foliar es
una de las respuestas macroscopicas mas tempranas en plantas que sufren déficit
hidrico.

Resultados similares fueron encontrados por Nagafabadi, Ghanadha, Zali, &
Yazdi. (2003) y Gonzalez, Argentel, Zaldivar, & Ramirez (2005). El efecto
negativo del PEG puede explicarse por el déficit hidrico que produce en los tejidos
en crecimiento, al disminuir la turgencia de las células y por cambios en la
permeabilidad de las membranas. A lo que se puede agregar una baja
estimulacién del crecimiento vegetativo producto de la disminucion de la sintesis
de &cido Giberélico e incremento la de acido Abscisico (Chaves, Maroco, &
Pereira, 2003).

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion del desarrollo del hipocétilo, epicétilo,
hojas verdaderas de las diferentes genotipos de frijol comun cubano, a los
15 dias de sembradas, en condiciones de sequia

% Inhibicion % Inhibicién desarrollo | % Inhibicion desarrollo
desarrollo hipocotilo epicotilo hojas verdaderas

Variedades | 10% | 15% 20 10% 15% 20% 10% 15% | 20%
Cubanas PG PG %PG PG PG PG PG PG PG
BAT 58 8.33 | 8.33 16.66 22.22 40 66.67 40 66.67 80
CC (B) 0 16.66 | 16.67 40 50 90 40 50 100
BAT 304 10 20 16 25 44.44 66.67 22.22 50 100
Alubia B 0 12.5 37.5 37.5 50 90 50 100 100
CC (N) 0 50 66.67 58.33 83.33 100 58.33 83.33 100
CC (C) 0 8.33 25 25 50 90 36.36 50 78.18
Bolita 42 0 8.33 16.66 40 60 90 36.36 72.72 | 78.18
Guira 89 0 18.18 | 18..18 | 22.22 33.33 88.89 42.86 71.43 90

Boutra, & Sanders (2001) plantean que la limitacion de la humedad del suelo,

influye en el cultivo del frijol, reduciendo el tamafio de la planta entre otros indices

de crecimiento, como es la presencia de la hoja verdadera. Un estrés severo, por

sequia, induce numerosas irregularidades metabdlicas en las plantas, tales como,

disminucién de la tasa de crecimiento, reduccion en la capacidad de intercambio

gaseoso, peérdida de turgencia y sintesis de algunos metabolitos secundarios.
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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 (Ludlow, 1989).

Al analizar la longitud del tallo y la raiz se comprob6 que estos parametros de
crecimiento se afectaron en todos los genotipos estudiados, en las condiciones de
sequia experimental, siendo la afectacibn méas severa en las sembradas a
concentracion de 20% de PG (ver figura 3).

R 9/10/2010
Figura 3. Comparacion de la longitud de la raiz y el tallo de los genotipos
cubanos de Phaseolus vulgaris, a los 10 dias de sembrados, en condiciones
experimentales.

Por otra parte, el nimero de raices laterales también disminuy6 al aumentar la
concentracion de PG en todas los cultivares (figura 4). Estos resultados
concuerdan con lo reportado por otros autores, quienes encontraron que tanto el
tallo de plantulas, como las raices disminuyeron significativamente su crecimiento
después de 13 dias bajo tratamiento salino con cloruro de sodio (Preciado, Baca,
Tirado, Kohashi, Tijerina & Martinez, 2003), quienes obtuvieron un menor
crecimiento de la raiz de plantulas de melén y la correspondiente disminuciéon en
la absorcién de agua y nutrientes.

Al correlacionar estos dos parametros se aprecia que el crecimiento del tallo fue el
mas afectado, lo que trae como consecuencia que la relacion longitud de la
raiz/tallo aumenta con el estrés al compararla con las que se sembraron en 0% de
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PG. En la figura 5, se observa que en todos los genotipos cubanos la relacion
aumenta significativamente al aumentar el déficit hidrico, presentando los mayores
valores los genotipos CC negro y la Alubia B. Que el crecimiento de la raiz haya
sido menos afectado, en condiciones de estrés hidrico, 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 ramificadas son fundamentales para el comportamiento de los cultivos
en limitaciones de suministro de agua (Blum, 2005).

N (254
o o
I I
-3
L1}

Cantidad de raices
>
I
-]
&
1]

o
I

AlubiaB BAT-304 BAT-58 Bolitad2 CCB ccc CCN Guira 89
Variedades Phaseolus vulgaris

|[00%PG ®10%PG D15%PG 020%PG |

Figura 4. Cantidad de raices laterales de las plantas de los genotipos
cubanos de Phaseolus vulgaris, a los 15 dias de sembrados, en condiciones
experimentales. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre
las medias de los tratamientos segun Test de Duncan.
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Figura 5. Relaciéon longitud de la raiz/tallo de las variedades cubanas de
caraotas, a los 15 dias de sembrados, en condiciones experimentales. Las
letras diferentes indican diferencias estadisticas entre las medias de los
tratamientos seglun Test de Duncan.

La raiz como 6rgano 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 discusion, 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).

Alun 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 reducido
contenido de 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 (Sanchez,
Pefa, Trejo, Rogelio, Cardenas, & Galicia, 2003) y parece igualmente importante
para el frijol, que se cultiva en vastas zonas de secano de todo el mundo
(Maduerio, Garcia, Martinez & Rubio, 2006).

La masa fresca (Mf) del tallo y de la raiz también disminuyo significativamente al
aumentar el estrés hidrico en todos los genotipos estudiados, presentando las
menores masas los tallos de las plantas que germinaron y crecieron al 20% de
PG, mostrando la mayor afectacion las Variedades CC 25-9 negro y la Alubia
blanca (figura 6). Esto puede deberse a la disminucién del crecimiento y a
procesos de deshidratacion que se ponen de manifiesto como consecuencia del
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estrés, lo cual ha sido probado por otros autores como Galvan, Kohashi, Garcia,
Yafez, Martinez & Ruiz (2003).

244 d
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Figura 6. Masa fresca (Mf) del tallo, expresado en g, de las variedades
cubanas de Phaseolus vulgaris, a los 15 dias de sembrados, en condiciones
experimentales. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre
las medias de los tratamientos segun Test de Duncan.

Por lo anterior, se infiere que el aumento de la masa fresca es inversamente
proporcional a las concentraciones de PEG, ya que esta disminuyo
probablemente por la afectacion de la turgencia y elongacion celular (Martin,
Fuster, & Belmonte, 2005). Otra hipétesis puede ser la de Hamayun, Afzal, Khan,
Latif, Ahmad, & In-Jung, (2010) quienes analizaron el crecimiento de variedades
de soya y sefialan que los efectos por el PEG conducen a la disminucion
significativa del crecimiento debido a una disminucion de la actividad enzimatica
(enzimas hidroliticas), tales como la a-amilasa, proteasas y lipasas responsables
de hidrolizar las reservas de los cotiledones requeridas para proveer energia en
las primeras etapas del crecimiento.

En el caso de la Masa fresca (Mf) de la raiz la disminucién fue menor al
compararla con el 0% de PG en los genotipos estudiados, excepto en la Alubia
blanca que se caracteriza por tener una raiz larga y robusta en condiciones no
estresadas (figura 7).
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Figura 7. Masa fresca (Mf) de la raiz, expresado en g, de las variedades
cubanas de Phaseolus vulgaris, a los 15 dias de sembrados, en condiciones
experimentales. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre
las medias de los tratamientos segun Test de Duncan.

Los resultados obtenidos muestran que existe una respuesta varietal, ya que todos
los genotipos 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 desconocen, pero podrian estar relacionados con la composicién
de los tejidos o la capacidad para mantener su integridad en condiciones de
estrés. Se ha documentado que para germinar las semillas de frijol, silvestre y
domesticado, se requieren proporciones de agua diferentes; asi, algunos frijoles
embeben agua equivalente al 60% de su peso y otros requieren el 100% para
germinar (Pefa, Garcia, Aguirre, & Trejo, 2002). Diversos autores han sefialado
gue en algunas especies la acumulacién de solutos favorece la absorcién de agua
(Pefa, Garcia, Aguirre, & Trejo, 2002; Flores, 2002), y que de esta manera la
turgencia de los tejidos, y por ende el crecimiento, son mantenidos dentro de
ciertos limites (Ludlow & Muchow, 1990). Al respecto, Cruz (2001) demostro que el
apice de la raiz de maiz acumula mas prolina en condiciones de déficit de agua.
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Conclusiones

En las condiciones de sequia ensayadas, al aumentar el déficit hidrico aumenta el
% de inhibicidon de la germinacion, y disminuye tanto la longitud y la masa fresca
del tallo y la raiz, apareciendo en las plantulas estresadas mas tardiamente el
epicotilo y las hojas verdaderas.

Los genotipos que tuvieron un comportamiento mas tolerante al estrés hidrico, en
las condiciones experimentales de sequia, fueron Bolita 42, CC 25-9 rojo y BAT
58. Los mas susceptibles fueron los genotipos CC 25-9 negro y la Alubia blanca.
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