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Resumen

La falta de agua para riego o su escasez tiene efectos drasticos sobre el rendimiento de las caraotas, por
lo que es imprescindible contar con materiales resistentes o tolerantes al estrés hidrico. El objetivo de
este trabajo fue identificar y caracterizar 22 cultivares de caraotas de Cuba y Venezuela en funcion de
su tolerancia a estrés hidrico. Se aplicaron dos tratamientos de riego: 70% y 20% de la capacidad de
campo (CC), y a ambas se evalud el contenido relativo de agua (CRA), la apertura estomatica, el
indice estomadtico, contenido de prolina y de fenoles totales en hojas. Un andlisis de componentes
principales para las variables estudiadas fue realizado y representadas mediante una grafica Biplot; que
permitié agrupar como tolerantes a 10 cultivares, a ocho como medianamente tolerantes y a cuatro
como susceptibles a un estrés hidrico del 20% de la CC. Los mayores valores de CRA se obtuvieron en
los cultivares tolerantes y susceptibles. Los tolerantes no mostraron cambios en la estructura del
mesofilo, no asi en los susceptibles, donde se evidencid la separacion de las células del parénquima
clorofilico en empalizada, aumentando los espacios intercelulares. El contenido de prolina libre y de
fenoles totales fue significativamente (p<0,01) més elevado en los cultivares susceptibles. Se
recomienda un grupo de caracteristicas morfo fisiologicas para ser incorporadas como criterios de

seleccion en la identificacion de cultivares de caraota tolerantes a sequia.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris L., estomas, fenoles, prolina.
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USE OF MORPHOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CRITERIA IN THE
IDENTIFICATION OF TOLERANT CARAOTS TO WATER STRESS

Abstract

The lack of water for irrigation or its shortage has drastic effects on the performance of beans, so it is
essential to have materials resistant or tolerant to water stress. The objective of this work was to
identify and characterize 22 cultivars of beans from Cuba and Venezuela based on their tolerance to
water stress. Two irrigation treatments were applied: 70% and 20% of the field capacity (CC), and both
were evaluated the relative water content (CRA), the stomatal opening, the stomatal index, proline
content and total phenols in leaves. An analysis of the main components for the variables studied was
performed and represented by a Biplot graph; which allowed grouping as tolerant 10 cultivars, eight as
moderately tolerant and four as susceptible to a water stress of 20% of the CC. The highest values of
CRA were obtained in the tolerant and susceptible cultivars.The tolerant nomostraron changes in the
structure of the mesodfilo, not so in the susceptibles, where it was evidenced the separation of the cells
of the chlorophilic parenchyma in palisade, increasing the intercellular spaces. The content of free
proline and total phenols was significantly (p <0.01) higher in the susceptible cultivars.Se recomienda
un grupo de caracteristicas morfo fisiologicas para ser incorporadas como criterios de seleccion en la

identificacion de cultivares de caraota tolerantes a sequia.

Key words: Phaseolus vulgaris L., stomata, phenols, proline.

Introduccion

La caraota, Phaseolus vulgaris L., es la leguminosa de consumo humano mas importante a nivel
mundial [Broughton et al., (2003)], muy especialmente en las regiones tropicales de América Latina
[Beebe et al., (2008)]. Sin embargo, son varios los factores que afectan negativamente su cultivo,
especialmente la sequia, que reduce drasticamente la productividad al afectar de manera negativa
numerosos procesos fisiologicos y bioquimicos como la fotosintesis, la respiracion, la absorcién de

nutrimentos [Cornic and Briantais, (1991); Yordanov et al., (2003)].
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La falta de agua para riego o su escasez (cultivo de secano) tiene efectos drasticos sobre los
rendimientos, estimandose que el promedio en la reduccion de la produccion en diferentes cultivos, es
de hasta un 69% en condiciones limitantes de agua (Bray, 2001).

Teniendo en cuenta que en el mundo gran parte del cultivo de leguminosas se desarrolla en zonas de
secano (s6lo el 7% de la superficie de caraota en América Latina se cultiva bajo buen riego); y que el
grado de afeccion depende del genotipo y de la etapa de desarrollo en la que se encuentre la planta al
momento del déficit hidrico; por lo tanto, es necesario 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 edafica. En ese sentido, el
desarrollo de nuevos cultivares con mejores rendimientos bajo condiciones de estrés es todo un desafio,
lo cual constituye, un objetivo prioritario de muchos programas de mejora genética. Sin embargo,
dentro de varios factores limitantes, encontramos i) el desconocimiento de la variabilidad para la
tolerancia a la falta de agua en el germoplasma disponible, y ii) la falta de criterios de seleccién que
puedan ser usados como marcadores de resistencia a algin tipo de estrés y que presenten
reproducibilidad, facilidad de medicion y deteccion precoz. En este sentido, la utilizacion de
pardmetros que puedan medirse en etapas de desarrollo temprano en las plantas, se consideran criterios
de seleccion o marcadores de estrés.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar genotipos de caraota bajo condiciones experimentales de

sequia mediante parametros morfologicos, fisiologicos y bioquimicos.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se emplearon semillas de 22 genotipos de caraotas suministrados por la “Empresa Provincial de
Semillas de Matanzas”, de Cuba (CC 259 - colorado C 5 E 8 T- 1551, CC 259 - negro C 6 E 11 T-
1567, “Milagro Villaclarefio” -negro C 5 E 3 T - 1460 y Bat - 58 C 5 E 7 T- 1380), y el “Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas” (INIA-CENIAP) de Venezuela (MGM — 08-02-072 negro
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2261, MGM- 08- 02-026 La Poncha blanco 2839, MGM - 08-02-023 rojo 2238, MGM- 08-02- 066
negro 2256, MGM- 10-02-011Negro 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, 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, MGM- 03-02-004 Negro 2216, Tacarigua Negro 07-875 y Montalban
Negro 07-875).

Las semillas se sembraron en un sustrato de tierra y turba, y el riego se mantuvo a plena capacidad de
campo (CC), cada dos dias durante 28 dias, que fue el tiempo en que se desarrollaron los primordios
foliares y se formd el primer trifolio. Luego, de manera aleatoria, las plantas se distribuyeron en tres
grupos y a cada uno se le aplico un tipo de riego diferente: T1: 70 % riego normal y T2: 20% (estrés

severo) de CC. Se utiliz6 un diseflo completamente al azar en arreglo factorial.

Comportamiento de las variedades ante el déficit hidrico

Una vez que se detectaron los primeros sintomas de marchitez, las hojas de los distintos genotipos
estresados y no estresados fueron congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a — 80°C para realizar
las determinaciones de contenido de prolina y fenoles totales. Las plantas fueron clasificadas como
tolerantes (T), medianamente tolerantes (MD) y susceptibles (S), 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.

Indice estomatico y apertura estomatica

Una semana después de aplicar los diferentes tratamientos de riego, se realizé un estudio anatémico de
la epidermis en las hojas del primordio, mediante improntas de las mismas segtn la técnica descrita por
Rodés y Collazo (2006). El indice estomatico (IE) se determiné utilizando la férmula de Salisbury

sugerida por Wilkinson (1979). La estructura del mesofilo y la apertura estomatica fue observada en
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cortes transversales de la parte media de la lamina foliar de 18 Rm realizados con un micrétomo de
congelacion (marca Leica CM 1850); observandose, por cada variante experimental, 5 muestras en un
microscopio Optico Leica a 10X y 40X de lente objetivo. Las imagenes se capturaron y procesaron con

el programa Micrometrics SE Premium.

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 descrita por Ascon y Taylon, (2000).

Determinacion de prolina
La determinacion de prolina se realizd segun Bates et al., (1973). La cantidad de prolina (mg/ml) fue

determinada a partir de una curva estandar en el rango de 20 — 100 pg.

Determinacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales (solubles y ligados a la pared celular) se extrajeron siguiendo el
procedimiento de Gurr et al., (1992). Para la cuantificacion total de los mismos, se utilizd el
procedimiento de Hoagland (1990); expresandose el contenido de compuestos fendlicos en mg/g de

masa fresca referido a una curva patrén de acido clorogénico.

Analisis e interpretacion de los datos

En la identificacion de los criterios anatomicos y bioquimicos (indicadores) para la seleccion de
genotipos tolerantes al déficit hidrico comparados con los testigo en condiciones de laboratorio, se
realizaron andlisis de componentes principales (ACP) para las variables indice estomatico, apertura
estomatica, contenido de prolina, fenoles totales y CRA, que fueron representadas mediante una grafica
Biplot (Jolliffe, 2002). Todos los analisis fueron realizados utilizando el programa InfoStat ver. 2010
[Di Rienzo et al., (2010)].
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Resultados y Discusion

La respuesta de tolerancia de las plantas a la falta de agua (sequia), implica una serie de mecanismos
anatomicos, fisiologicos, bioquimicos y moleculares. Por esta razon, la utilizacion de criterios de
seleccion basados en estos mecanismos, se convierten en herramientas valiosas para la seleccion de
genotipos adecuados (tolerantes). En el caso de la caraota, algunos autores han descrito la importancia
de combinar diferentes criterios de seleccion a la hora de identificar genotipos adecuados [Lizana et al.,
(2006); Mufioz-Perea et al., (2006)].

En la observacion macroscopica de los genotipos evaluados se pudo apreciar, que todas las plantas
mantuvieron un desarrollo muy similar de sus primordios, independientemente del tratamiento
aplicado. Las susceptibles mostraron sintomas de marchitez en los tratamientos de estrés severo

[Aleman et al., (2010)], (Figura 1).

Figura 1. Diferencias en los sintomas de marchitez de los primordios foliares de cuatro
variedades evaluadas de Phaseolus vulgaris L.. transcurrida una semana de estar
sometidas a los regimenes de riego de 70% (control). 40% (estrés moderado) y 20%
(estrés severo) de la capacidad de campo.

Deposito legal: PP201402DC4456.
ISSN: 2343-6212. Autor: Dominguez Amalia, et al.
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Los vectores. segun su magnitud y direccion. muestran la participacion de las variables
dentro de cada componente. (Tabla 1)

Tabla 1. Valores de la contribucién de las componentes a la variacion total.

Variables CP1 CP2
Aper_estomatica -0.6934 0.2461
Prolina 20% 0,6286 0.5953
Fenoles totales hoja 0.5933 0.4711
IE_enveés 20 % 0,9063 -0,0906
IE_haz 20 % 0.8808 -0,1676
CRA20% -0.2808 0.9022

Correlacion cofenética= 0,943

El andlisis de componentes principales (ACP), se realiz6 utilizando las 5 variables y mostré que la
mayor parte de la variabilidad es explicada por los dos primeros componentes, CP1 (48,40%) y CP2
(24,79%). Estos componentes aportaron en conjunto un 73,19% de la varianza total del ensayo. Las
variables cercanas entre si en el biplot presentan patrones similares de respuesta. Las variables con
angulo agudo entre ellas, indican asociacidén positiva o de comportamiento similar. La ausencia de
asociacion entre variable es dada por el angulo recto (90°) entre vectores y la asociacion negativa por
un angulo obtuso 180° [Ibanez et al., (2006)]; Yan et al., (2000)]. Se encontr6é una asociacion alta entre
las variables: prolina 20%, fenoles totales hoja, IE envés y haz 20%. La apertura estomatica y el CRA
correlacionaron positivamente, en cambio el indice estomatico se asocia opuestamente a la apertura

estomatica dado que forman un dngulo obtuso entre ellos. (Figura 2).

En cuanto a la distribucion de los tratamientos en funcion de los 22 genotipos y los dos riegos (T1: 70
% riego normal y T2: 20% (estrés severo) de CC), se encontrd dispersion en la ubicacion de éstos en
los componentes CP1 y CP2 (Figura 2 y 3), que pudiera estar dado a la variabilidad que existe entre
ellos. Se observan tres grupos de genotipos bien diferenciados, los tolerantes ubicados en el sector
izquierdo y arriba del grafico y los susceptibles en el sector derecho. El grupo I incluyé 10 genotipos
(CC 259 - colorado C 5 E 8 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
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con pinta 2350, MGM- 03-99-03 Vaina Blanca Negro 2025, DP- 03- 01-026 Negro de Macaira 2148,
“Milagro Villaclarefio” -negro C 5 E 3 T - 1460, Bat - 58 C 5 E 7 T- 1380) que muestran una tolerancia
a la falta de agua (20% CC). El grupo II incluy6 ocho genotipos (MEM — 03-02- 002 Poncha Negro
2215, CC 259 - negro C 6 E 11 T- 1567, 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 muestran un comportamiento intermedio para la

falta de agua y clasificados como medianamente tolerantes.

El grupo III incluy¢6 a los 4 genotipos (Tacarigua Negro 07-875, Montalban Negro 07- 875, MGM —
09-02-01 Negro 2279, MGM- 03-02-004 Negro 2216) que se muestran como susceptibles a la falta de
agua (20% CC).

1,751

Componente principal 2 (24,79%)
=]
S

-1,759

Medianamente
Tolerarfes
-3,50+

3,50 4,75 0,00 1,75 3,50
Componente principal 1 (48,40%)

Figura 2. Distribucion de los tratamientos para las variables evaluadas segiin ACP.
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Tacarigua negro
Montalban Negro
2279 negro
2216 Negro

2261 negro

2289 negro
2215rosada
CC259n

2215 Poncha Negro

2256 negro
2150 Plomito Negro

2141 Vaina Blanca negro
Milagro Villaclarefio
2305 negro

2350 Rosada Pinta

CC259¢c
BAT-58

2238 rojo

2288 negro

2239 La Poncha Blanco
2148 Negro de Macaira
2025 Vaina Blanca negro

r T T
0,00 3,00 6,00 9,00 12,00
Distancia

Figura 3. Dendrograma obtenido del analisis de conglomerado para las variables
evaluadas.

Conclusiones

De las 5 variables morfofisiologicas y bioquimicas evaluadas en condiciones de invernadero, solo la
apertura estomatica y el contenido relativo de agua (CRA) presentaron correlaciones con la tolerancia
(marchitez) bajo estrés por sequia experimental, las cuales pueden ser utilizadas como criterio de

seleccion de genotipos tolerantes a la sequia en caraota.
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