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El rendimiento del frijol {Phaseolus vulgaris L.) en Mexico esta alectado por diferentes
factores de estreés bidticos y abidhicos. Por lo que es necesario seleccionar variedades
resistentes para tales factores, asi como estudiar las respuestas de los diferentes
mecanismos de tolerancia.

El objetivo del presente trabajo es conacer la variabilidad genotipica y las respuestas
morfofisiolégicas, bioquimicas y ultraestructurales de algunos cultivares de frijol
sometidos a diferentes factores de estrés (salinidad, altas temperaturas y sequia) que
afectan el establecimiento del cultivo y de esta manera poder establecer la posible
relacion con los mecanismos de tolerancia a tales factores. Para el cumplimiento de
este objetivo se trabajo con diferentes gqrupos de cultivares {mejorados y comerciales)
en condiciones controladas (en camaras bioclimdticas) y bajo un disefio experimental
de blogues al azar. Se realizaron una serie de experimentos con el propdsito de evaluar
las caracteristicas maortotisioldgicas (tasa de imbibicion, porcentaje de germinacidn,
crecimiento y desarrollo), Bioquimicas {contenido de azucares solubles, absorcion de
minerales, proteing total, proteinas especificas, contenido de clorofila), Asimilacién de
CQ, y Ultraestructura del cloroplasto.

Respecto a la tasa de imbibicidén se encontrd que aunque no se presentan diferencias
significativas si existe un ligero electo de la salinidad sobre ésta. En €l proceso de
germinacién tanto en las variedades mejoradas (Marin) como en las comerciales se
observé un efecto muy marcado cuando los cultivares fueron sometidos a condiciones
de salinidad y temperaturas de 35°C, presentdndose diferencias significativas tanto
entre las variedades como entre los tratamientos. Los resultados cromatograficos en
semilla germinada bajo condiciones de salinidad revelaron la acumulacién de azicares
solubles, los cuales se incrementan al cumentar la concentracién de la solucién salina
siendo mayor en las variedades Pinto Americano y Pastilla consideradas como tolerantes
en comparacion a las susceptibles. La acumulacion de estos azacares se considera
como una adaptacién, ya que reducen el polencial osmatico, y por lo tanto, el potencial
hidrico cumenta.

La tasa de crecimiento es influenciada por los diferentes factores observéndose
diferencias en la acumulacién de peso seco tanto de la parte aérea como de la raiz,
esta respuesta se manifiesta tanto en los tratamientos de salinidad como en los de
altas temperaturas y sequia.

En este trabajo se describe la respuesta de asimilacién de CO, durante la fotosintesis,
en hojas de dos variedades de frijol sometidas a salinidad, alta temperatura (38 +2 °C)
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y sequia (7 dias sin riego), encontrandose que ésta disminuye en cada uno de los
factores, esta respuesta podria estar respaldada por las observaciones realizadas sobre
la ultraestructura del cloroplasto, donde se encontraron moditicaciones a nivel de

organizacion tilacoidal, presencia de grénulos de almidén y atectacién en la morfologia
general del cloroplasto.
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The yield of the bean (Phasecolus vuigaris L.) in Mexico is affected by different biotic
and abiotic stress factors. Therefore, it is necessary to select varieties resistant to such
stress as well gs to study the response of the different tolerance mechanisms,

The objective of the present work is to know the genotipic variability and the
morphophysiological, biochemical and ultrastructural responses of some bean
cultivars exposed to different stress factors (salinity, high temperature and drought)
that affect the crop establishment and in this way to establish the possible relationship
of the tolerance mechanisms to such factors. In order to fultil this objective, work was
undertaken with different groups of cultivars (improved and commercial) under
controlled conditions in growth chambers, under a completely randomized
experimental blocks design. A series of experiments were realized in order to evaluate
the morphophysiological characteristics (rate of imbibicién, percentage of
germination, growth and development), biochemistry (soluble sugar content, mineral
absorption, total protein, specific proteins, chlorophyll content), assimilation of CO, and
chloroplast ultrastructure.

With respect to the rate of imbibition it was observed that although no significant
differences were present, there existed a slight effect of the salinity on it. In the
germination process both in the improved (Marin) as well as in the commercial
varieties it was observed a very marked effect when the cultivares were submitted to the
conditions of salinity and temperatures of 35°C, showing significant differences between
the varielies as well as between the treatments. The chromatographic results of the
germinated seeds under conditions of salinity revealed an accumulation of sugar, which
increased with an increase in the concentration of the saline solution being greater in
the varieties, Pinto Americano and Pastilla, considered as tolerant. The accumulation
of these sugars is considered as an adaptation, since it reduces the osmotic potential,
and therefare, the water potential increases.

The growth rate is influenced by the different factors observing differences in the dry
weight accumulation both in the aerial part and in roots. This response is manifested in
the salinity, high temperatures and drought treatments.

In this work it is described the response of CO, assimilation during photosynthesis (leaf)
in the two varieties of bean exposed ta salinity, high temperature (38 +2°C) and drought
(7 days without irrigation), observing that this is reduced under each of the stress factars.
This response would be supported by the observations reulized on the chloroplast
ultrastructure, where modifications at the level of thylacoidal organization, presernce of
starch granules and effects in the general morpholegy of the chloroplast were found.
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A pesar del desarrollo tecnolégico en el &rea agricola, actualmente un gran porcentaje
de nuestra poblacion sigue dependiendo del frijol come fuente importante de proteinas
y carbohidratos. El frijol comun es sin duda la especie econdomicamente mds importante,
yva que estd cultivada en seis continentes, en mayor parte por su grano seco o por su
vaina verde.

El Hrjol (Phaseolus vulgaris L.), es uno de los cultivos principales de Ameérica Lating,
Africa y muchos otros paises, llegando a un limite su rendimiento éptimo gracias a la
contribucidn de los mejoradores, sin embargo, la diversidad de ambientes prevalecientes
en las regiones de crecimiento, afectan su rendimiento.

Los principales factores que limitan la produccién de frijol en América Latina son sequia,
plagas y enfermedades causadas por patégenos (Schoonhoven, of ai, 1989), mientras
que en Africa san las practicas agronamicas pobres, deficiencia de fertilidad del suelo,
susceptibilidad a la sequia, competencia con malezas, enfermedades e insectos, asi
como virus, bacterias y hongos (Allen ef @i, 1989). En México los problemas para los
cultivos en general estan en relacion con el establecimiento del cultivo, alta y baja

temperatura, salinidad, suelo pobre en nutrientes y factores bidticos principalmente
(Maiti, 1986, 1996).

En relacidn a la superficie sembrada, México se sitia en cuarto lugar a nivel mundial
con respecto a su superficie cosechada, superado solo por la India, Brasil y China
(INEGI, 1991; FAQ, 1992), sin embargo, a pesar de su importancia, los rendimientos se
han quedado muy bajos. se estima que el rendimiente promedio mundial esta cerca
de 650 Kg/ha, lo que es por debajo del rendimiento potencial de 4,500 a 5,000 Kg/ha
(INEGI, 1991; FAQ, 1992; Gepts, 1994). Las diferencias en rendimiento son quizds debido
a que no se han aprovechado suficientemente los recursos genéticos de estas especies
para aumentar el potencial de rendimiento de las variedades, asi como incrementar su
resistencia o tolerancia a factores bidticos o abidticos que impiden la expresion del
rendimiento poterncial, o bien las variedades seleccionadas para cada regién no son
adecuadas.

Es conveniente explorar diferentes metodologias para la caracterizacion de respuestas
a factores adversos como salinidad, altas temperaturas y sequia, las cuales podrian
utilizarse para el mejoramiento genético del cultivo y asi incrementar la produccién y el
rendimiento en las regiones semidridas.
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La productividad de frijol bajo condiciones de aridez es afectada grandemente por
diferentes condiciones de estrés abidticos como sequia, salinidad y altas temperaturas
afectando la emergencia y establecimiento inicial del cultivo. La mayoria de los trabajos
de mejoramiento genético o seleccion de variedades estan enfocados en la etapa adulta
del cultivo, existiendo pocos trabajos en México sobre esta area aungue existen
numerosos trabajos a nivel internacional dedicando la investigacidén a la seleccion de
variedades o lineas resistentes en la fase inicial del cultivo y posteriormente el
mejoramiento genético para su resistencia a tales factores. El presente trabajo se enfoca
en los tres principales factores de estrés, permitiendo la seleccién y el estudio de
diferentes respuestas relacionadas con algunos mecanismos, lo que puede servir en
un futuro para el mejoramiento genético a nivel tradicional y biologia molecular.
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Las variedades de frijol muestran diferentes respuestas morfofisiclégicas, bioquimicas
y de ultraestructura, las cuales estan asociadas con el grado de adaptabilidad «a
condiciones adversas.

El grade de adaptabilidad bajo diferentes condiciones de estrés, podria estar
relacionado con la acumulacion de diferentes compuestos quimicos con funciones
osmorreguladoras.

S
Objetivo General

« Conocer el grado de respuesta de algunas variedades de frijol a condiciones de
estrés (salinidad, altas temperaturas y sequia), a través de la posible relacién que
guardan algunas caracteristicas (morfofisioldgicas, bioquimicas y de ultraestructura)
comn su grado de adaptabilidad a condiciones adversas.

Obijetivas Partic:ulares

+ Determinar los componentes morfofisioldgicos relacionados con la tolerancia a
diferentes factores de estrés en etapa de germinacion y plantula.

» Evaluar algunos componentes bioquimicos (azicares solubles, minerales, proteina
total, proteinas especificas y contenido de clorotila) relacionados con la tolerancia a
diferentes factores de estrés, en la etapa de germinacidn y plantula.

+ Conocer, mediante microscopia electronica de transmision las modificaciones
estructurales de cloroplastos, en hoja de plantulas de frijol sometidas a los diferentes
factores de estrés.

* Determinar la asimilacion de CO, en plantulus sometidas a salinidad, altas
temperaturas y sequia.
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Caracteristicas Generales

La adaptacién de las plantas a los cambios ambientales depende de una serie de
ajustes moleculares, fisiolégicos y morfologicos que se presentan como respuesta a las
modificaciones de la iradiancia, la calidad espectral, el fotoperiodo y la temperatura,
entre otras. Los gjustes mencionados se integran, a través de mecanismos aun no bien
comprendidos, con los patrones globales de desarrollo genéticamente programados
(Smith, 1982; Kuhlemeier er af, 1987; Quail, 1991; Thompson y White, 1991; Chamovitz
y Deng, 1996).

La percepcidn de un estimulo, por medio de un receptor adecuado, desencadena una
cascada de senales que originan la sintesis de ciertos compuestos, la modificacion en
la concentracidn de otros y cambios en las propiedades de las membranas, entre otros
procesos. Es decir, la sehal ambiental es traducida a una senal biequimica o
fisicoquimica por la accién de diferentes transductores {Serger y Schmidt, 1986).

La variabilidad en las condiciones abiodticas afectan considerablemente la produccion
y el rendimiento de las especies cultivadas, razén por la cual un gran nimeroe de
investigadores trabajan conjuntamente para el mejoramiento genético de los cultivos.
Las investigaciones incluyen: 1} estudiar el efecto de la salinidad, sequia y otros factores
abiéticos sobre la produccién de frijol; 2) evaluacién y seleccién de especies silvestres
para su resistencia a diferentes factcres de estrés; 3) estudiar los mecanismos de
resistencia a los diferentes factores de estrés; v 4) incorporacién de resistencia a los
factores de estrés a los cultivos (Popa y Dinca, 1985; Yonts ef af, 1985; CIAT, 1986-1988,
Schoonhoven y Pastar-Corrales, 1987, Parjol-Savulescu et al, 1985; Cornic etal, 1987y
Vlad y Pretorian, 1986).

Respuestas a la Salinidad

La salinidad es una de las causas mds importantes en la pérdida de tierras agricolas
y de la productividad en muchas partes del mundo, la utilizacién de variedades

resistentes es la solucion econdmicamente viable (Flowers et al, 1977; Yeo y Flowers,
1980).

En las regiones donde la precipitacion pluvial es baja y las temperaturas son elevadas,
existe la tendencia o ka acumulacion de sales solubles cerca de la superficie del suelo,
en la época de lluvias las sales son arrastradas a estratos inferiores del suelo, pero el

alto indice de evaporacion de la época de sequia las retorna a las capas superiores
(Sandoval, 1991).
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Sin incluir los desiertos, hay 4,000,000 de Km’ de tierras afectadas par la salinidad en
el mundo y con una tendencia a incrementarse cada afio. La presencia de las sales
provocan un aumento en la presién osmoética que se anade a la presién del agua en el
suelo, e incrementa el contenido hidrico del mismo en el punto de marchitamiento, la
capacidad de campo no puede incrementarse y en consecuencia la capacidad de
retencidn del agua es baja. En estas condiciones, la planta sufre de escasez de agua
(Alvarado, 1990; Rojas, 1993).

Efectos sobre la Germinacion

Dentro de los eventos que se relacionan con la semilla se encuentran los que
modifican su viabilidad, la mayoria de los trabajos mencionan una reduccién en la
capacidad de germinacion de la semilla sometida a estrés salino (Pan, 1984; Malibari
et al., 1993). Otro trabajo es el de More y Malewar (1988), quienes al sembrar sorgo y
algodén en macetas encontraron que el suelo salino reducia el porcentaje de
germinacion y la acumulacién de peso seco, mostrando variacién ambos entre las
variedades estudiadas. Maiti ef a/(1983), en un estudio sobre germinacion de 25 lineas
de sorgo en soluciones de NaCl y CaCl, . encontraron que el porcentaje de germinacion
puede ser usado como un indicador confiable de la resistencia a la salinidad.

Asi mismo Verma ef al., (1989) realizaron un experimento con ocho variedades de sorgo
y seis niveles de salinidad (rango de 0-200 meq/1), para evaluar la germinacién de
semillas y la tolerancia de la piantula a la salinidad. Ellos observaron que en las
variedades [5-3383 y I5-3193-1 la germinacién no se veia atectada en niveles de 40
meq/l, pero en niveles de concentracién mas altes el cultivar 1S-3193 presentaba

sensibilidad.

Ademdas [gartua ef al, (1994) opinan que es necesario establecer la respuesta del maiz
sometido a estres salino en las primeras etapas de desarrollo y determinar la
contribucién relativa de los efectos de la salinidad durante la imbibicién y después de
niciada la germinacion a la fase final de la emergencia.

Efectos sobre el Crecimiento y Desarrollo

Algunos trabajos sobre el efecto de la salinidad en el crecimiento del maiz
utilizando scluciones nutritivas para un mejor control de las concentraciones salinas,
han demoastrado, que incrementos en la salinidad reducen la altura y longitud de la
raiz, el peso especifico de la hoja, el area foliar y la produccion de materia seca (Mishra
et al, 1994),

El crecimiento es afectado por la salinidad, siendo comprobado por Couglan y Wynjones
(1980) quienes, al experimentar con espinaca, encontraron una disminucién del peso
fresco al ser sometida a la salinidad.

Enuntrabgjo, bajo condiciones hidropédnicas, con distintas lineas de sorgo provenientes
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de distintos lugares y sometidas a salinidad, se encontrd que el NaCl provecaba la
disminucion de la longitud del talle y la raiz ademdas de la disminucidn en el peso seca
(Azhar y McNeilly, 1989), estos resultados concuerdan con los encontrados por Cramer
et al.. (1988) y Venter y Van de Venter (1988) quienes ademds concluyen en que es mds
significativo el efecto de salinidad sobre el crecimiento de la plantula (reduccidn en la
acumulacion de materia seca, la altura de la planta y en el desarrcllo de la raiz) en
comparacion con la tasa de germinaciéon bajo las condiciones del experimento.

De acuerdo con Khan y Ashraf, (1988) las plantulas de ocho dias de edad de cuatro
cultivares de sorgo colocadas en solucién Hogland durante 8 dias y paosteriormente
sometidas a estrés de salinidad durante 16 dias con NaCl, mostraron una disminucién
en el peso seco de las plantulas y la longuitud de raiz. Los cuatro genotipos, de mayor
a menor tolerancia a la salinidad fueron: [5-1347 (GIZA10); [S-18348; IS-E 35 y 15-4807.

La salinidad es un factor que inhibe el crecimiento, produce disminucién de la
fotosintesis causada por la reduccion de la apertura de los estomas en cultivos de maiz
y frijol; pero la fertilizacién con O, tiende a restaurar el crecimiento normal, grosor de
hoja, area foliar y la elongacidn de entrenudos (Schwarz, 1984 y Rayani, 1988). Se ha
observado que el NaCl disminuye la fluidez de la membrana celular (Lynch, 1988), el
crecimiento del tallo y las raices (Soliman, 1988), el crecimiento de las yemas (Pan,
1988), disminuye la absorcion del ion NO, (Kostyukovich, 18938), en el polen de las plantas
cultivadas en medio salino afecta la actividad de la amilasa e invertasa (Dhingra,
1986). Se alecta ademas la diferencia de potencial entre embrién-endospermo, la
plumula y radicula (Rubtsova, 1984), se presenta reduccion del area foliar y la proporcion
del peso de la hoja (Cramer et @i, 1994).

En general el crecimiento de las lineas de maiz disminuye, conforme aumenta la
concentracion de NaCl; siendo mas notable en las lineas sensibles (Maliwal y Paliwal,
1984).

Efectos sobre la Fotosintesis

La influencia de soluciones salinas de cloruro de sodio, cloruro de calcio o sulfato
de sodiode 2.5"10 dS/m en los procesos fotosintéticos de Phaseolus vulgaris cv. Vaghya
fueron estudiados. El contenido de clorofila se reduce en plantas sometidas a salinidad
de cloruro, contrario a lo observado en piantas tratadas con sulfato. Los rangos de
asimilacién de CO, en la fotosintesis son marcadamente atectados por la solucién
salina de cloruros. Un andlisis de los productos fotosintéticos en un corto tiempo (1 h)
revelan que la incorporacion de radioactividad reduce la sacarosa, esta reduccion es
acompanada con un incremento en la asimilacion de CQ, en la fraccion de fosiato y
aminodgcidos (Bhivare ef al, 1988).

Efectos sobre Componentes Bioquimicos
Bajo condiciones de salinidad se han realizado una serie de estudios bajo
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diferentes cultivos y plantas en general, estableciendo que éstas sufren cambios que
se manifiestan en diferentes aspectos fisiolégicos y bioquimicos que pueden indicar la
capacidad de tolerar los efectos de la salinidad. Al respecto Couglan y Wynjones, (1980),
Khair, (1986), (He y Tang (1993) y De La Rosa (1993), han demostrado en diferentes
cultivos, gue existe un incremento en la acumulacion de minerales con funciones de
osmorregulacidn. Se reportan también incrementos de diferentes compuestos arganicos
(Couglan y Wynjones, 1980), y aumento en la produccion de hormonas y diferentes
compuestos bioquimicos y fitorreguladores (Amzallag ef af, 1990).

La sintesis de aminodcidos y proteinas totales se ve incrementada bajo condiciones de
salinidad en las lineas tolerantes en comparacion con las lineas susceptibles (Leigh
et al, 1981; Huber y Sankhla, 1980; Hanson y Nelsen, 1978; Coughlan y Wynjones,
1980; De La Rosa [barra, 1993).

Por otro lado se ha observado que una de las variaciones fenctipicas en las plantas no
halofitas resistentes a la salinidad radica en la eficiencia de eliminar el exceso de
sales de las hojas (Trougth y Donaldson, 1972; Greenway y Munns, 1980).

Contenido de Azucares Solubles: La osmorregulacién se puede definir como la
capacidad que tienen las plantas para poder mantener niveles osméticos bajos (es
decir con altas concentraciones de solutos) en el citoplasma. Algunos aminodcidos
como las betaings, la proling, algunos azicares y azucares alcohélicos capacitan a la
planta para dicho fendémeno (Coughlan y WynJones, 1980).

Poffenroth et al., {1992) mencionan que la sacarosa presente como osmorregqulador
tiene como origen el metabolismo fotosintético de la célula guarda ¢ bien la
descomposicidn de almidones en la célula inducida por algun factor externo.

Contenido de Minerales: Couglan y Wynjones (1980) observaron que al someter a la
espinaca {Spinacea oleraceq) a salinidad se incrementaba el contenido de sodio y
clora, pero el potasio se mantuvo estable en todas las concentraciones salinas
estudiadas. Sin embargo He y Tang (1993) reportaron un incremento en la acumulacién
de potasio (P*) en la raiz de sorgo «l estudiar el efecto de estrés osmético.

Mientras que De la Rosa (1993), después de haber evaluado 17 lineas de sorgo "glossy”
sometidas a 200 mM de NaCl reparta que cuatro lineas que se sometieron a diferentes
niveles salinos (0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y 0.25 M) acumularon més sodio principalmente en
la vaina y menos cantidad en la lamina foliar,

Por otro lado Khair (1986) encontrd una relacion entre la acumulaciéon de calcio (Cat)
en la hoja y la telerancia a la salinidad, cuando trabajé con seis variedades de sorgo.
En ese estudio la variedad md&s resistente fue Abu-Sabeen.
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Proteinas Especilicas: Existen diversas investigaciones acerca de la presencia de
proteinas que intervienen en la tolerancia a la salinidad en diferentes cultivos (Hurkman
y Tanaka, 1987; Singh ef al, 1983, 1987; Ramagopal. 1986; Ben-Hayyim ef o, 1989)
demostrando que la salinidad promueve la sintesis de proteinas especificas de estrés
de salinidad (SSSP salt stress specific-protein), provecando un cumento (Levitt, 1972) o
una disminucién {Dubey, 1982) en el contenido de proteina total sequn la especie. Los
trabajos en este aspecto (Ericson y Alfinito, 1987; Singh ef ai., 1985; Ben-Hayyim et al,
1983) fueron realizados en cultivo de tejidos por la facilidad de controlar las variables
y poder preservar una linea de células resistentes a la salinidad. Aunque esta bien
establecido que la tolerancia y la sensibilidad de los genotipos dependen de su
constitucién genética y bioquimica, ha sido muy dificil precisar el dominio genético
responsable de la expresidén de adaptabilidad a la salinidad que guia la sintesis de
esas proteinas en las plantas adaptadas a la salinidad. Los mecanismos de accién de
estas proteinas no se conocen con claridad.

De acuerdo con Singh ef al, (1985} en cultivo de células de tabaco, €l proceso de
adaptacidn celular al estrés osmdtico (estrés salino) en el ambiente salino involucra
una alteracién especifica en la expresion génica de las células adaptadas que induce
la sintesis de proteinas de novo, incluyendo la predominancia de una proteina de 26
kD, llamada osmotina. Esta se considera como proteina tnica asociada a células de
tabaco adaptadas a la salinidad (Singh ef al, 1987). Es interesante decir que la sintesis
de la osmotina no es inducida por el choque osmético porque comienza solo cuando
las células son adaptadas a NaCl o PEG (Singh ef al., 1985). Se estima que el papel de
la osmotina sea inducir en la célula el gjuste osmatico al facilitar la acumulacién de
solutos o al permitir alguna alteracién metabdlica en la célula.

Ericson y Alfinito (1987) encontraron la presencia de 2 polipéptidos (20 y 32 kD) en
forma més abundante en células de tabaco adaptadas a la salinidad que en células
no adaptadas. En variedades resistentes de maiz se encontrd un polipéptido con peso
molecular de 26 kD (Ramagopal, 1986). En otros estudios se han encontrado resultados
similares, generalmente proteinas de bajo peso molecular.

En arroz se encontré que los patrones de proteinas de las lineas susceptibles y tolerantes,
mostraron diferencias creciendo en presencia y ausencia de NaCl. Las lineas tolerantes
poseian una proteina de 28 kD en el vastago y ausente en las lineas susceptibles, la

presencia de esta proteina se relacioné con la tolerancia del arroz a la salinidad (Hani,
1988).

En tomate y en Citrus sinensis L. Osbeck, se demuestia la variabilidad que puede existic
en la sintesis de las proteinas al ser reportada una disminucién de la sintesis en
C. sinensis y por el contrario en el tomate un cumento de ésta, el factor importante a
mencionar es que en él se sintetiza una proteina de 25 kD relacionada con lineas
resistentes a la salinidad {Ben-Hayyim ef a/, 1989).
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Efectos sobre la Ultrgestructura del Cloroplasto
Este lactor en plantas de maiz atecta el grosor de la lamina medic, tamario,
numero de células y cloroplastos (Tretyakov ef al,, 1985).

La membrana que envuelve al cleroplasto se rompe, los tilacoides se dilatan, hay
distorcién de cloroplasto (Roth ef al, 1996).

Los grana no se distinguen facilmente y hay mucha acumulacion de lipidos (Ristic y
Cass, 1992).

Respuestas a las Altas Temperaturas

La temperatura influye directamente en los procesos fisioldgicos relacionados con la
produccion de grano. En los tropicos semiaridos, la presencia de temperaturas subletales
y letales para los cultivos es constante. Este factor puede presentarse en dos facetas:
a) altas tempercaturas en el suelo (etapa germinativa), la cual reduce el porcentaje de
emergencia y b) altas temperaturas en el ambiente, (Maiti, 1996).

Estudios sobre el efecto de la temperatura del suelo sobre €l crecimiento de la raiz y el
vastago del frijol, han demostrado que el mayor crecimiento se presenta entre los 20 y
30°C, mientras que a 9,10 y 35°C se produce paco crecimiento, atribuyéndose esto a la
tensién hidrica causada por la absorcion del agua, tanto a temperaturas bajas como
altas (Brower, citado por Kramer, 1974).

Para el maiz las temperaturas subletales y letales van desde los 40 y 45°C donde se
presenta gran variabilidad en el crecimiento y la acumulacién de materia seca en

plantulas sometidas a altas temperaturas (Martiniello y Lorenzoni, 1985; Bonham-Smith
el af, 1988; Muiti ef af., 1996).

Efectos sobre la Fotosintesis

Las altas temperaturas afectan las funciones fotosintéticas de las plantas,
modificando la proporcién de las reacciones quimicas y la organizacion estructural. El
PSII, particularmente, es el componente mdas sensible del sistema fotosintético (Berry y
Bjorkman, 1980). Las altas temperaturas extremas afectan el funcionamiento del sistema
de produccion de O, (Yamashita y Butler, 1968), resultando en la liberaci¢n de iones de
Mn funcional del complejo (Nash et al, 1985). El PSII también responde a un rango de
bajas temperaturas causando inhibicién ¢ destruccién del complejo con consecuencias
en el funcionamiento y organizacién tilacoidal. La separacién de los grupos antena
(LHCII) induce la formacion de almidén en la grana {Gounaris ef al, 1984),

La informacién disponible sobre el efecto de las altas temperaturas en la fotosintesis
estd relacionada con la respuesta a largos periodos en los cuales las plantas son
capaces de modificar sus funciones fotosintéticas, incrementando su tolerancia y
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capacidad térmica optima para la asimilacion de CO,, o con pasos individuales hacia
el proceso y partes aisladas de la maquinaria fotosintética. Sin embargo
consideraciones fluctuables de temperatura ocurren en un rango de tiempo de pocos
minutos a horas y el proceso fotosintético por consiguiente tiene que ser ajustado.

Pastenes y Horton, (1996) evaluaron el efecto de las altas temperaturas en la asimilacién
de CO,, contenido de metabolitos y capacidad para reducir el pader de produccién en
condiciones de no fotorrespiracién, en dos variedades de frijol (BL y BA). La variedad
BA mantiene sus funciones fotosintéticas por mds largos periodos de tiempo bajo
temperaturas extremas comparadas con la variedad BL. La proporcidon de asimilacion
de CQ, se incrementa por aumento de temperatura, con una disminucion en la
proporcién de sus valores a diferentes temperaturas de 10 °C, esto sugiere que las
limitaciones en la asimilacién de CO, son causadas por restricciones metabdlicas que
pueden diferenciarse entre los que ocurren en un rango de 20 a 30 °C y 30 a 35 °C.

Las respuestas sobre el metabolismo de carbén han sido casi exclusivamente
interpretadas como el efecte sobre la disponibilidad de CO,. Ha sido demostrado que
la difusién de CO, y O, asi como la afinidad para la carboxilacion de la enzima Rubisco
se afecta por incrementos en la temperatura (Hall y Keys, 1983; Jordan y Ogren, 1984;
Brooks y Farquhar, 1985), pero se ha discutido o argumentado que en la estimulacion
de la fotorrespiracion no puede explicarse completamente el efecto de alta temperatura,
sugiriendose que la restriccidn en el transporte de electrones puede ser limitado por el
suministro de la RuBP (Berry y Bjorkman, 1980).

También se ha considerado que cambios en la temperatura inducen variaciones en la
actividad de las enzimas, y que a causa de estas diferencias en valores de Q, | (Pollock
vy Rees, 1975) tales variaciones no son las mismas para todas las enzimas funcionales
en un camino particular, En fotosintesis, particularmente en las reccciones que
involucran directamente la asimilacion de CQ, y la sintesis de sacarosa y almidén.

Efectos sobre Componentes Bioquimicos

Se presentan variaciones en los niveles de aminodcidos en plantulas de maiz
de tres dias de edad {glutamina libre, lisina y arginina total, entre otros) cuando eran
sometidas a una temperatura de 45 °C por 12 horas (Tadic, 1982). Otra respuesta es la
produccién de hormonas vegetales (Rojas, 1993). Bonham-Smith et al, (1998)
demostraron que la aplicacion de ABA qumenta la capacidad del maiz a soportar
temperaturas superiores a los 40 °C.

Proteinas Especificas (Choque Térmico): A nivel molecular una de las mejores
caracterizaciones a las condiciones ambientales es la respuesta a las altas
temperaturas. Hace mdas de 10 afios se demostrd en organismos que van desde bacterias
hasta humanos que responden a temperaturas elevadas reprimiendo la sintesis
normal de proteinas y mRNAs, e iniciando la transcripeidn y transduccion de un pequeno
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grupo de proteinas, denominado proteinas de choque térmico (HSPs) (Arrigo y Welch,
1987; Neumann, et al., 1989; Nover et a/,, 1984; Lindquist, 1986; Morimoto et ai., 1990 y
Nover, 1990; Kimperl y Key, 1985; Lindquist y Craig, 1988).

Algunas de estas proteinas tienen pesos moleculares relativamente elevados {por
ejemplo, es comun que las HS5Ps de 70 kilodaltones aparezean en muchos organismos,
incluyendo plantas), pero el grupo que oscila de 20 a 30 HSFs con pesos moleculares
bajos (15 a 27 kD) es exclusivo de las plantas. Las HSPs aparecen con rapidez, pues,
por lo general se convierten en una porcién considerable del total de proteinas en los
30 minutos siguientes a una variacién comprendida entre 28 °C y 41 °C. Su sintesis
continua realizandose durante las siguientes 3 o 4 h, pero después de 8 h, el patron de
sintesis es esencialmente el mismo que tenia con la temperatura baja inicial. Las HSPs
también aparecen cuando es gradual el incremento en la temperatura, como ocurre en
condiciones naturales, Tres o cuatro horas después de regresar a la temperatura
normal ya no se producen HSPs, aqunque muchas de ellas aun estdn presentes, lo cual
indica que son muy estables.

La sintesis de proteinas de choque térmico (HSPs Heat Shock Proteins) ocurre en tejidos
transcriptalmente activos y se expresan cuando las plantas sufren de manera natural
un incremento gradual de la temperatura. El grado de estrés de diferentes genes varia
entre las especies y qun dentro de un mismo organismeo (Voelmny, 1994; Vierling, 1991).
Las HSPs tienen un papel en la estabilizacidon de las proteinas, ensamblaje, transporte
a través de la membrana y la modulacidén de los receptores (Vierling, 1991).
Generalmente los niveles de HSPs (de novoy preexistentes, como las HSPs60 HSPs70)
aumentan a partir de los 33 °C intensificando su sintesis al qumentar la temperatura
{Heikkila et al, 1984; Cooper etal, 1984 y Cooper y Ho, 1987). La produccién de proteinas
en respuesta a temperaturas altas fue estudiada por Heikkila ef ai, (1984), quienes
encontraron en mesocotilos de plantulas de maiz la intensificacién de dos tipos de
proteina con peso molecular de aproximadamente 70,000 Daltones. Cooper ef af, (1984),
encontraron que la intensidad y duracidn de la sintesis de proteinas HSPs en respuesta
a un tratamiento de 40 °C tue diferente entre varios tejidos de maiz. Dos lineas de maiz,
una resistente y la otra susceptible, fueron sometidas a estrés de sequia y de alta
temperatura, no enconttando diferencias en sus patrones de proteinas, sintetizando
proteinas de 43-45 kD, evento poco comin para maiz, sin embargo el dafio de ambos
factores q la membrana tilacoidal y plasmatica fue similar (Ristic ef af, 1991).

e ha encontrado que las HSPs participan en la induccion de tolerancia al cdlor, lo
cual probablemente se lleve a cabo protegiendo a las enzimas esenciales y los Gcidos
nucleicos de la desnaturalizacién provocada por el calor. Sin esta proteccion, los acidos
nucleicos podrian ser fragmentados por los iones metdlicos especificos que desde el
exterior (o desde la vacuala) entran al citoplasma a medida que las membranas se
hacen mé&s permeables a las temperaturas elevadas (Vierling, 1991).
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Se ha establecido que algunas de las HSPs y en general las proteinas del estrés son
también sintetizadas en otras condiciones adversas tales como anoxia, adicién de azida
de sodio, cambios en el pH (Heyde y Portalier, 1990), condiciones adversas de oxigeno
(Begenia y Salin, 1991), cambios de presién (Qoronfleh y Streips, 1987), exposicion a
luz ultravicleta, infeccidon viral, transformaciones malignas, inflamacion (Kaufmann,
et al., 1990), presencia de 2.4-dinitrofenal (Heyde y Partalier, 1990), de agentes oxidantes
(Farr y Kogoma, 1991).

Las principales HSPs han sido clasificadas en cuatro familias de acuerdo a los pesos
moleculares que presentan: a) HSPs de alto peso molecular, variando entre 83 y 90 kD;
b} HSPs 70, cuyos pesos varian entre 66 y 78 kD; c) HSPs 650, que han sido encontrados
en bacterias, mitocondrias y cloroplastos ¥ a las que se les ha llamado "chaperoninas"
(Hemmingsen, ef af, 1988) y d) HSPs de bajo peso molecular, la cual comprende un
diverso grupo cuyos pesos varian entre 15 a 30 kD.

Est& bien establecido que en condiciones nommales no estresantes la mayoria de las
HSPs estan presentes en bajas concentraciones en las células, lo que sugiere que en
todo tiempo tienen funciones indispensables, sin embargo, durante la situacién de estrés
su sintesis se incrementa hasta 100 veces, disminuyendo posteriormente cuando cesa
la condicién tensionante (Palter ef ai., 1986).

Efectos sobre la Ultraestructura del Cloroplasto

Pastenes y Horton (1996), concluyeron que la organizacion de los tilaccides en
frjol, observada a 30-3% °C incrementa la excitacion de electrones, induciendo « la vez
un incremento en el transporte ciclico de electrones y una disminucién en el suministra

de la NADPH, limitando la asimilacién de carbdn.

Las altas temperaturas alteran entre otros procesos y componentes, la organizacién
estructural, previamente se ha reportado que las altas temperaturas son responsables
de cambios en la membrana tilacoidal, alterando no solo las propiedades
fisicoquimicas, sino también su organizacién funcional (Berry y Bjorkman, 1980).

El PSII también responde a un rango de bajas temperaturas causando inhikicién o
destruccion del complejo con consecuencias en el funcionamiento y organizacién
tilacoidal, asi come un desordenamiento de la grana (Gounaris ef al., 1984).

En general el calor afecta la estructura del cloroplasto, rompiendo la membrana del
mismo y dilatando a muchos de los tilacoides (Histic ef al., 1991).

Las altas temperaturas afectan la fotosintesis alterando la distribucion de energia por
cambios en la estructura de los tilacoides (Berry y Bjorkman, 1980; Weis y Berry, 1988) y
por cambios en la actividad del ciclo de Calvin y otros procesos metabdlicos tales como
la fotorrespiracion y sintesis de productos. Mucha de la atencién ha sido enfocada al
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aspecto anterior, donde los tilacoides son altamente sensibles al calor.
Respuestas a la Sequia

Existe una creciente necesidad de incrementar la produccién en las zonas dridas y
semicridas del mundo. En estas zonas la sequia afecta grandemente el establecimiento
de los cultivos y su rendimiento. La sequia es un factor muy complejo que no implica
solamente bajas precipitaciones, ya que conjuntamente se presentan otros problemas
como las altas temperaturas ambientales y del suelo, formacién de costra y bajas
condiciones de resistencia de humedad (Jordén, 1983 y Maiti, 1981, 1986).

En las zonas subtropicales la sequia periédica originada por una distribucién
irregular de las lluvias, causa severas reducciones en los rendimientos de los cultivos
como el maiz y el sorgo (Woll of al, 1974). Algunas estimaciones revelan que la sequia
causa en promedio un 15% de pérdida en la produccién de los cultivos; sin embargao,
es necesario considerar que ésta también implica el uso de fertilizantes, insecticidas y
otros insumas, por lo que segquramente éste factor sea responsable de mayores pérdidas
economicas (Wolf ef al, 1974 y Jordan, 1983).

La resistencia a la sequiq se refiere a la capacidad de una planta para sobrevivir,
reproducirse y rendir su producto econdmico con una disponibilidad limitada de agua.
Al parecer, los mecanismos responsables de la sobrevivencia de una especie son
diferentes de aquellos que proporcionan una méxima produccién econémica en plantas
bajo estrés (Qualset, 1979).

Efectos sobre la Germinacion

Se ha demostrado que existen diferencias en los requerimientos de humedad
del suelo para la germinacién de semillas de distintas especies (Adebona y Ayisire,
1979). La sequia es un factor que inhibe marcadamente la gemmincacion, pero para que
se presenten diterencias aparentes entre los hibridos de maiz es necesario aplicar un
grado de sequia severa. Un método para seleccionar genotipos, resistentes a la sequia
es la capacidad de germinacion en un medio hiperosmatico. Las lineas seleccionadas
mediante este método manifiestan ventaja sobre la poblacion original en condiciones
tanto de humedad como desfavorables en etapa de pléntula (Castellanos, 1992).
Trabajando bajo este concepto, Lopéz-Nuiio (1994), demostré que el incremento en la
presion osmotica causada por soluciones de manitol, entre otros efectos, provocan una
disminucidan en el porcentaje de germinacion.

Efectos sobre el Crecimiento y Desarrollo

Diferentes investigaciones han demostrado que los genotipos de frijol responden
de manera diferente al estrés de sequia. Acosta-Gallegos, of af. (1988) y Kohashi-
Shibata y Uscanga-Martera (1989) encontraron diferencia entre el rendimiento de grano
en variedades sometidas a sequia en diferentes etapas de desarrollo. Sponchiado
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et ai., (1989) menciona que el potencial de profundidad de la raiz estd determinado
genéticamente. Se ha demostrado que el nimero de raices secundarias en genotipos
sin riego en comparacion con el testigo es mayor.

Las caracteristicas relacionadas con las adaptaciones de frijol en condiciones de
semiaridez en Kenya fueron estudiadas por Itulya, et al, (1986) seleccionando varios
cultivares adaptados a tales condiciones. Se ha encontrado que el color de la semilla,
su tamano, brillantez, habito de crecimiento, dias a floracion, madurez , adaptacion
vegetativa y repraductiva, nodulacion, dafnio por factores bidticos, resistencia a la sequia
y tolerancia o los factores del suelo son considerados para la evaluacion de los cultivares
de frijol para su adaptacién a tales condiciones (CIAT, 1987).

Los mecanismos de adaptacién a la sequia fueron estudiados en CIAT (1988), evaluando
longitud de hipocotilo, persistencia de raiz principal, fibrosis general y abundancia de
raiz secundaria en 100 genotipos de frijol. El crecimiento de la raiz es mayar en todas
las etapas en las lineas resistentes a la sequia comparado caon las lineas susceptibles,
observando que el cruzamiento entre especies mexicagnas y colombianas produce
poblaciones con mejores caracteristicas para su adaptacion a condiciones de estrés
comparado con los progenitores de la misma regidn.

El estrés de humedad reduce severamente el indice de dreq foliar, peso seco, numero
de granos y rendimiento de frijol, pero las especies muestran alta recuperacién en
crecimiento y produccién de vaina cuando se riegan después del tratamiento de sequia
(Pena-Ramos y Munoz-Orozco, 1988).

Los efectos fenotipicos y ambientales sobre las caracteristicas de 18 cultivares de
F vulgaris fueron estudiadas por Acosfa-Gallegos ef af., (1988) en 11 caracteristicas
morfolégicas y fenolégicas. Se muestra que el efecto en la variacién ambiental ¥ la
interaccidn cultivar-ambiente fue significante. La variacién de los componentes en los
cultivares tue impartante para el numero de dias a floracidn y grosor de tallo. La
presencia de mayor variacién ambiental sugiere la posibilidad de incrementar el
rendimiento a través de practicas culturales que permitan una méxima captacion y
utilizacion de la precipitacién. En este proceso se pueden obtener cultivares con una
amplia adaptacion y tolerancia a la sequia.

El efecto relativo del tallo y la raiz de diferentes genotipos de frijol sobre el rendimiento
bajo condiciones de sequia fueron reportados por White y Castillo (1389} mostrando
que los genotipos con abundante raiz tienen un efecto significative sobre rendimiento
de semilla, pero los genotipos de tallo ancho no tienen efecto. No hay interaccién entre
el tallo y la raiz, demostrando que las caracteristicas de tallo son de menor importancia.
Asimismo Sponchiado et al., (1989) demostraron en un estudio que el crecimiento de la
raiz de cuatro cultivares de frijol esta relacionada con la tolerancia a la sequia en
diferentes ambientes y en diferentes tipos de suelo. Por su parte Maiti et a/, (1996) en
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19 cultivares de maiz sometidos a sequia, encontraron diferencias significativas entre
los tratarnientos y cultivares en el peso seco de tallo y la altura en etapa de plantula.
Ellos demostraron que existen cultivares que pueden ser resistentes a mds de un factor
de estrés.

El estrés de humedad afecta el crecimiento del foliolo central de la hoja de £ wulgaris
(Kohasi-Shibata y Uscanga-Martera, 1989). Del mismo modo, se ha encontrado que los
indices morfofisicldgicos estém relacionados con el crecimiento y productividad de
plantas bajo condiciones de sequica, donde los cultivares resistentes muestran una alta
actividad metabodlica (Parjol-Savulescu et al, 1985).

De acuerdo con Cumpa Reyes efa/, (1988) existe una relacién lineal entre la produccién
de materia seca y la evapotranspiracién, ellos desarrollaron un modelo logistico que
explica el efecto de niveles de humedad relacionados con la tasa de produccién de
materia seca y evapotranspiracién.

El numero de granos, tasa de crecimiento y acumulacién de biomasa es menor (Lorens,
1987). Existen plantas de maiz tolerantes a este estrés debido al aumento de prolina en
las raices (Thakur, 1987}, también se encontré incremento de esta sustancia en las
hojas (Niemi y Hasan 1988), y a la baja tasa de evapotranspiracién (Wang y Hu, 1988).

Tanguling y Otoole {1987), demostraron que el potencial de agua en las hojas inferiores,
la elongacion y el rango de transpiracion en plantas de arroz sujetas a estrés hidrico
declinaron mas rapidamente que en el maiz y en la soya.

La respuesta y tolerancia de los tejidos de plantas a la reduccion del potencial del
agqua en la hoja, pueden involucrar varios procesos fisiolégicos y metabdlicos. El
mantenimiento del crecimiento bajo agotamiento de la humedad del suelo puede servir
come una medida de la tolerancia de la planta bajo estrés. La medida del crecimiento
y la interpretacién de los resultados son dificiles de evaluar debido a las interacciones
complejas en tamano entre los érganes (Thomas ef a/, 1976; Begg y Tumer, 1976).

Ajustes osmdticos diurnes y estacionales en respuesta al estrés de humedad se han
encontrado en sorga por Jones y Turner (1978) y las diterencias genotipicas para estos
aspectos fueron estudiados por Stout y Simpson (1978). Bajo condiciones de una alta
evaporacion, se demostrd gque existe una disminucion en el potencial osmético y que
contribuye a la expansion foliar en el sorgo (Acevedoe et al, 1971).

En consecuencia se encuentra que existen diferentes mecanismos en las plantas para
soportar la sequia y los genotipus mueshran un amplio rango de variabilidad (Blum,

1974; Seetharama, 1980).

Las variedades Fundelea 332 se reportan en Rumania como un cultivo prometedor para
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su adaptacion a las condiciones de sequia, dadas sus caracteristicas de etapa

vegetativa corta, el crecimiento limitado y el alto contenido de proteina (Vlad y Pretorian,
1986).

Efectos sobre la Fotosintesis
Uprety (1989) estudio la capacidad fotosintética de £ radiatus encontrando que
se reduce bajo la influencia de estrés de humedad.

Mientras que Sharkey y Seemann, (1989) estudiaran el efecto del estrés hidrico sobre
los intermediarios del ciclo de carbong, la actividad de la carboxilasa de ribulosa
bitostato y la homogeneidad espacial de la fotosintesis en las hojas de £ vulgaris. La
tasa de actividad y la concentracidon de ribulosa bifosfato antes y después de la
incubacidn con CO, y Mg?* fueron poco reducidos por la sequia severa, pero no por la
sequia ligera, la concentracion de fosfoglicéridos fue reducida por ambas condiciones

de sequica.

Por otro lado Li y Walton (1990) repartaron que la ciclohexamida bloquea la biosintesis
de &cido abscisico y provoca un cumento de la apertura estomdtica en plantas bajo
condiciones sin y con estrds.

Efeclos sobre Componentes Bioquimicos

Existe gran variedad de condiciones ambientales (fisicas, quimicas o biolégicas)
a las cuales los organismos deben adaptarse y que provocan en la mayoria de los
cusos estados de estrés para las células. Morimoto, ef af, (1990) establecieron que
casi todos los organismos responden a estas condiciones induciendo la sintesis de
proteinas conocidas como proteinas del estrés, las cuales probablemente funcionan
protegiendo a las células del cambio adverso, el cual podria ser letal.

Contenido de azacares solubles: Las plantas en condiciones de sequia experimentan
cambios en el contenido de sus carbohidratos como un reflejo de las alteraciones en su
metabolismo (Maiti, 1986).

[ljin (1957) senald que en las hojas marchitas, el almidén desaparece y los aztucares se
acurnulan simultaneamente. En tres especies de Aumexdespués de perder un 20% de
agua, reportan incrementos en el contenide de aziacares de un 49 a un 96%, despues
de algunas horas; cuando Inula visconsa fue sometida durante 36 horas a diferentes
condiciones de humedad, las hojas mostraron una concentracién de azicares de 0.015,
0.021, 0.042 y 0.053 m., estos resultados demuestran que es posible modificar
significativcanente el contenido de azucares en las especies vegetales manipulando la
humedad de su habital.

Asi mismo Saucedo (1986) reporta que el contenido de carbohidratos qumenta con el
incremento del estrés de humedad.
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Por otro lado dentro de las respuestas que manifiesta el maiz estd la acumulacién de

prolina en las hojas, factor que se puede usar como indicador de resistencia a la sequia
{Grzesiak, 1991).

Mientras que Vasquez-Tello ef al. (1990) demostraron que la salida de electrolitos,
fostatos y azdacares solubles son pruebas fisioldgicas para evaluar la resistencia a la
sequia de especies como Phaseolusy Vigna, al trabajar con trozos de hojas de frijol
tratadas con polietilenglicol (PEG) 600 {(-1.13 Mpa) durante cuatro horas y estudiando
la cinética de electrolitos, azicares solubles y el contenido de almiddn durante un
periodo de 24 horas de rehidratacion de las porciones de hojas. Estas pruebas son
indicadores de la integridad de la membrana de cloroplastos y células, actividad
fotosintética y capacidad de movilizacidén de azicar. En base a estas pruebas se puede
clasificar a las especies de acuerdo q la sensibilidad de las células al déficit de agua,
resultando P vulgarnssensitivo, £ acutifolius y Vigna radiata moderadamente talerantes
y Vigna unguiculata tolerante.

Contenido de Minerales: La capacidad de absorcion de minerales ha sido estudiada
en diferentes cultivos, siendo el sorgo el que mdas atencidn ha recibido a este respecto.
Ramani 1980 (citado por Saldivar, 1991} examiné la absorcién y el transporte de zinc
en variedades de sorgo, resistentes y susceptibles a la sequia, observando que 1o
existe deficiencia en la absorcion de ambas variedades. Se ha observado ademdas que
las lineas glossy son mas eficientes en la captacién de fosfatos en comparacion con
las lineas no glossy (Raju, 1980) citado por Saldivar (1991). Se ha concluido que los
factores ambientales influyen negativamente sobre la tasa de crecimiento y la
asimilacién de nutrientes (calcio y magnesio) en plantas de sorge (Jacques et al, 1975).

Algunocs experimentos muestran la acumulacién de diferentes minerales que intervienen
en el factor de tolerancia a la salinidad comeo lo demuestra He ot al, (1993) al observar
la acumulacién de potasio en raices de sorgo bajo estrés osmético inducidae por PEG y
reducirse los niveles de potasio al anadir ciclohexamida.

Proteinas Especificas (Choque Térmico): La sequia induce la sintesis de pequerios
grupos de proteinas especificas de estrés, promotores principales de la modificacién
de la expresién genética. Existen trabajos dirigides a conacer la forma en que las plantas
sintetizan las proteinas en condiciones de sequia (Bewley et al, 1983; Heikkila et al,
1983; Dasgupta y Bewley, 1984).

La respuesta del estrés de sequia sobre algunas caracteristicas agrondmicas de
especies domesticadas y silvestres fueron estudiadas por Frederici, ef al, (19390),
mosirando diferencias significativas en el contenido de proteinas de la semilla, peso
de semilla y rendimiento.
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Se ha establecido que esta proteina no solamente presenta un alto grado de
conservacion estructural, sino también funcional. Se ha encontrado que es
indispensable para el crecimiento a diferentes factores de estrés ¥ que probablemente
tenga un papel importante en los procesos de replicacion del DNA y en la transcripcion.
Ademas de que facilita el plegamiento post-transcripcional, €l ensamblaje y en algunos

casos el transporte de proteinas oligoméricas a través de la membrana (Khandekar, ef
al, 1993).
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Ubicacidén del Experimento
El presente trabajo se Uevé a cabe en ¢l Laboratorio de Fisiclogia Vegetal, del
Departamento de Botanica, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Autonoma

de Nuevo Ledn.

Material Biologico
El material genético utilizado para el desarrollo de la presente investigacion se

describe en la Tabla (1).

El material genético fue evaluado inicialmente, determinande los parametros peso,
longitud, ancho y grosor, de la semilla.

Para la determinacion del peso seco inicial se seleccionaron al azar 400 semillas, las
cuales fueron distribuidas en cuatro repeticiones y se pesaron en una balanza analitica

Sartorius, Modelo AC2105.

La longitud, ancho y grosor se evaluaron en un total de 100 semillas, distribuidas en
cuatro repeticiones para cada una de las variedades, utilizando para esto una escala

Vernier.

Las evaluaciones posteriores para el desarrollo integral de este estudio fueron
realizadas en diferentes fases, las cuales ser@n descritas a continuacién, siendo
importante mencionar que la semilla utilizada para cada uno de los experimentos fue
previamente desinfectada con una solucion de hipoclorito de sodio al 5%, durante 10
minutos y posteriormente se enjuagdo tres veces con agua bidestilada.

Tabla 1. Relacién de cultivares y variedades de frijol proporcionades para la realizacién
de los diferentes experimentos en que se desarroll$ el presente estudio.

Cultivares Majorados
Variedades Comerciales

Anahuac Marin
P-114 Anzalduas Negro
2-2 Sel na. 4 Flo: de Junia
389-4 Pinta 114 Flor de Mayo
Anzalduas Finamsrpa Pirto Mexicano
P-24 Marco Vinicio Pinto Americano
P-335 Laguna Paatilla
P-4
P-10
389.2
P-373
P-55
P-13
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Descripcidn de los Tratamientos
Estrés de Salinidad
Fase 1. Variabilidad Genotipica en Etapa de Germinacion

Para conocer la variabilidad genotipica de los cultivares de frijol {mejorados y
comerciales) a diferentes niveles de estrés de salinidad en etapa de germinacion se
realizaron las siguientes determinaciones:

Tasa de Imbibicién

Consiste en determinar la gcmcmcm en peso de la semilla bajo condiciones de
estrés de salinidad. Con base a los resultados en los experimentos de germinacion se
seleccionaron las variedades comerciales; Pinto Americano y Flor de Junio.

Primeramente se registro el peso inicial de 25 semillas de cada cultivar por triplicado y
posteriormente se colocaron en cajas Petri. Se aplicaron tres tratamientos, los cuales
consistieron en 15 ml de agua bidestilada para el contral y 15 ml de cloruro de sodio a
una concentracion de 150 y 200 mM, respectivamente para los dos tratamientos,
manteniéndose en una camara bioclimatica a 16 h de fotoperiodo y 26+£2 °C de
temperatura, durante 28 h., obteniéndose el peso de la semilla aproximadamente cada
cuatro horas; finalmente se registra la ganancia en pesa con respecto al peso inicial,
en base a la siguiente formula:;

Ganancia en peso= Peso Final - Peso Inicial X 100
Peso Inicial

Geminacién

La evaluacién de esta caracteristica se realizd en diferentes etapas
manteniéndose en camaras de crecimiento en condiciones de 16 h de fotoperiodo a
una temperatura de 26+ 2 °C. El porcentaje de germinacion en todos los experimentos
se evalud a las 96 h, después de iniciado el experimento.

Primeramente 60 semillas de cada una de las doce variedades mejoradas (Andhuac,
Tabla 1} fueron distribuidas en cuatro fratamientos con tres repeliciones y se colocaron
en cajas Petri conteniendo papel secante previamente humedecido, posteriormente se
aplicaron los tratamientos que consistieron de 15 ml de solucién salina (NaCl) a
concentraciones de 50, 100 y 150 mM, respectivamente, mientras que el control consistié
en agua bidestilada.

Posteriormente 45 semillas del grupo de cultivares mejorados (Marin, Tabla 1) v 300 de
cada una de las variedades comerciales, fueron distribuidas en tres tratamientos con
tres repeticiones en cajas Petri con papel secante, aplicandoseles posteriormente 15 ml
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de solucién salina (NaCl) a 130 y 200 mM, y agua bidestilada para el control.
Fase 2, Respuestas Bioquimicas en Etapa de Germinacidén

La determinacién de los diferentes componentes bioquimicos se realizé en muestras
de semilla germinada, obtenidas de los experimentos realizados en la etapa de
germinacién, La determinacidén de azicares solubles y proteina total se realizé
unicamente para los cultivares comerciales, en tanto que el perfil de minerales fue
realizado en los tres grupos de cultivares.

Azucares Solubles

Se pesaron aproximadamente 2 g de cada una de las muestras secas y se
molieron. La harina ebtenida fue pasada por una malla No. 40, se hicieron extractos en
etanol caliente al 80% v/v, los cuales se concentraron al vacio y se recogieron en un
volumen de 10 ml de agua bidestilada. La separacién de los azicares solubles se hizo
por cromatografia de particién en método descendente, utilizando hojas de papel
Whatman grade 3 mm. Las hojas se dividieron en secciones de 6 cm, para cadaunode
los reveladores, dejande una seccion central de 10 cm para la recuperacion cuantitativa,
la cual no se asperjé. En cada seccidn de 6 cm se aplicd una alicuota de 25 microlitros
y en la seccidn central de 10 cm se aplicd un volumen de 150 microlitros. El solvente de
desarrollo fue: isopropanol-agua 4:1 v/v, con un corrimiento de 3 horas. Mediante los Rf
se realizd la identificacidn de los azucares.

Después del desarrollo, se secaron los cromatogramas a 80 °C en una estufa de secado
Modelo felisa 131 y se separaron en secciones para detectar las manchas con el
revelador de reaccion ftalato de anilina que determina aziucares y sus derivados, excepto
cetosas (Patridge, 1949).

Una vez identificados los problemas, se trazan lineas enmarcando la region de la parte
central que no ha sido asperjada, se recorta el area de la mancha y se pesa, tanto para
las muestras como para los estdndares.

Para la determinacion cuantitativa de los extractos se usé el método gravimeétrico.

Proteina Total

Se pesaron aproximadamente 3 g de cada una de las muestras. La determinacion
de la proteina total se realizo por duplicado, mediante un andlisis bromatolégico,
siguienda las técnicas recomendadas por el A O.AC. (1980). Ademds de la proteina se
incluyeron los componentes que se pueden determinar mediante este andalisis, tales
como extracto etéreo, fibra cruda, extracto libre de nitrégeno (E.L.N.) y Ceniza.

Perfil de Minerales
Se pesaron aproximadamente 2 g de cada una de las muestras, se carbonizaron
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completamente sobre un tripié con tritngulo de porcelana a fuego lemto con llama azul
hasta ausencia de humo, se calcinaron en una mufla Thermolyne 1500, a una
temperatura de 500 °C durante 3 h. Las cenizas se disolvieron con S ml de &cido
clorhidrico-agua al 20% v/v y sé aforaron a 25 ml con agua bidestilada, pasando la
solucién a través de un embudao de filtracién r@pida con papel filtro Whatman No. 1.

Se prepard un blancoe reactivo consistente de 5 ml de acido clorhidrico-agua al 20%
v/v y alorado a 25 ml con agua bidestilada. y filtrado de la misma manera que las
muestras.

Los minerales analizados fueron: magnesic (Mg), sodio (Na), potasio (K), calcio (Ca),
molibdeno (Mo), manganeso (Mn), fierro (Fe) y zinc (Zn), utilizando un espectrofotémetro
de emisién por plasma inductivamente acoplado, Marca Thermo Jarrell Ash, Modelo
ICAP G61lE Trace Analyzer.

Fase 3. Variabilidad Genotipica en Etapa de Plantula

Crecimiento y Desarrollo

Las variables morfofisioldgicas: porcentaje de emergencia, altura de la plantulg,
longitud de raiz, peso seco aereo y pesa seco de raiz, fueron evaluadas en una serie de
experimentos, tanto para cultivares mejorados como para comerciales.

En una primera etapa se seleccionaron 12 cultivares, sembrandose 10 semillas de cada
uno en vasos de poliuretano de 300 ml de capacidad, utilizéndose perlita como sustrato
y una vez sembradas las semillas, al testigo se le regd con suficiente agua bidestilada
para provocar la germinacion y emergencia de las plantulas, en tanto que los
tratamientos fueron de 120 ml. de solucion salina a 100 y 150 mM. Los vasas fueron
dispuestos en un diseno completamente al azar con arreglo factorial de 5x3,
procuréndose mantener a capacidad de campo hasta el término del experimento, a los
25 dds. Se evaluaron el peso fresco y peso seco total.

Treinta semillas de cada una de las variedades comerciales (Tabla 1) fueron sembradas
en vasos de poliuretano de 300 ml de capacidad, utilizando perlita como sustrate, una
vez sembradas las semillas se aplicaron los tratamientes, que consistieron en 120 ml
de clorura de sodio (Nall} a una concentracian de 150 y 200 mM, a los testigos se les
aplicé agua bidestilada. Los vasos fueron dispuestos en un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 6x3, manteniéndose en una camara bioclimGtica en
condiciones de luz y temperatura controladas, procurande mantener a capacidad de
campa cada una de los tratamientos. Este experimento concluyé a los 25 dds.
Adicionalmente se evalué el porcentaje de emergencia, sembrdandose 8 semillas por
vaso en tres repeticiones y con tratamientos de 150 y 200 mM de NaCl

25
W Matenal y Métodos



Respuestas Maorfolsicldgicas, Bioguimicas ¥ de Ultraestructura en Frydl (raseoks vfpars L) Sergie Moreno Limén ﬁ ’

Fase 4. Respuestas Bioquimicas en Etapa de Flantula

Para la evaluacion de los compornentes bioquimicos fue necesario desarrollar un
experimento en los cultivares Pinto Americano y Flor de Tunio que como resultado de
las evaluaciones anteriores fueron identificados como moderadamente tolerante y
susceptible, respectivamente bajo condiciones de salinidad.

12 semillas de cada uno de los cultivares fueron sembradas en vasos de poliuretano de
1000 ml de capacidad, utilizando perlita como sustrato. Una vez sembradas las semillas
se regaron los vasos con suficiente agua bidestilada procurando mantener a capacidad
de campo. Los vasos fueron dispuestos en un diseno experimental completamente al
azar con arreglo factorial de 2x2 y colocados en una camara bieclimética bajo
condiciones de 14 h de fotoperiodo a 26+2 °C, A los seis y a los nueve dias de iniciado
el experimento se aplicaron 60 ml de solucién nutritiva de Shive'n y simulténeamente
se realizé un aclareo, dejando nueve plantulas por maceta. Posteriormente a los 10
dias y durante los siguientes seis, al 50 % del material se le aplicaron 60 ml de solucién
de NaCl a una concentracion de 200 mM (tratamiento) y al resto del material se le
continud aplicando agua bidestilada {control). El experimento finalizé a los 16 dds,
realizéndose las siguientes determinaciones:

Pertil de Minerales

Se pesaron aproximadamente 2 g de cada una de las muestras (tallo y raiz),
previamente tratadas, los minerales determinados corresponden a los que se incluyeron
en la germinacidn, siguiéndose la metodologia descrita anteriormente.

Perfil de Proteinas (Proteinas Especificas)

Obtencion del Extracto.

El extracto de proteinas se obtuvo de tejido vegstal fresco de hoja de frijol de 16
dds de crecimiento. La muestra se colocé enun congelador durante 24 h. Posteriormente
se pesaron 0.5 g de hoja, la cual fue triturada en un mortero con amortiguador Tris-HCL
pH 6.8, 0.002 M, este procedimiento se llevo a cabeo a una temperatura de 4 °Cla cual se
obtuvo colocando el mertero en un bario de agua fria can hielo. La lisis de la células se
completé aplicando cuatro impulsos de ultrasonido (40 ciclos) de 30 sequndos cada
uno, con un periodo intermedio de 30 segundos en bafio frio para evitar el calentamiento
de la muesira. El extracto obtenido fue centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante fue colocado en tubos Eppendorif y se congelo hasta su procesamiento.

Electroforesis en gel de Poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Para este experimento se siguio la metodologia descrita por Hames (1981) con ligeras
modificaciones. La muestra de proteina (1 mg/ml) se colocd en una scolucidon
desnaturalizante (10% de b-mercaptoetanol o Ditriotreito 1 0.05 M, SDS al 5% (p/v),
0.01% de azul de bromofenol, glicerol al 20% (p/v} y Tris al 1.5% con un pH de 6.8} en
proporcién l:1, posteriormente la suspensidn se mantuvo en un baiio de agua hirviendo
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durante 2 ¢ 3 minutos.

Esta solucién se centrifugd a 6,000 x g para eliminar el material insoluble. Una alicuota
{20 a 40 ml) se someli¢ a eleciroforesis en un gel separador de policrilamida al 10% de
3 mm de grueso con un gel concentrador al 2.5%. Se aplicaron 130 volts para la
concentraciéon de las proteinas y después 150 volts para la separacion, utilizando
ventilacién para mantener fresco gl gel.

Después de la electrotoresis, el gel se colocd en dcido tricloroacético al 12.5% durante
30 minutos, se lavd con agua y se mantuvo en una solucién colorante azul Coomassie
R-250 al 0.1% (p/v), metanol al $0% y dacido acético al 10% durante 12 a 14 h con agitacién
continua, Para eliminar el exceso de colorante, el gel se colocd en dcido acético al 10%
con agitacidén continua y con varios cambios de la solucién. Como marcadores de peso
molecular se utilizaron 4 conjugados de hemoglobina con un rango de 16,000 a 64,000
daltons (16, 32, 48 y 64 kD, Sigma Chemical Co).

Contenido de Clorofila

Para el andlisis de clorofila se siguid el método de Goodwin (1976), en el cual
2 g de tejido foliar lueron macerados en 100 ml de acetona 80% y luego [iltrados a
través de un embudo Buchner. El filtrado fue leido directamente en un espectrofotémetro
SEQUQIATURNER Mod. 690, a una longitud de onda de 648 y 663 nm. La cuantificacién

de la clorofila a, b, y total, se realizé de acuerdo con las ecuaciones propuestas por
Armnon (1949):

Clorofila Total = (20.2) (A 648) + (8.02) (A 563)
Clorofila a = (12.7) (A 663) - (2.69) (A 648}
Clorofila b = (22.9) (A 548} - (4.68) (A 663)

En las que la A seguida por un subindice indican la absorbancia a 6548 y 663 nm,
respectivamente.

Fase 5. Asimilacién de COa

Las lecturas para determinar la tasa de asimilacion de CO, fueron realizadas en hoja
de plantulas de 16 dds. Se selecciond una hoja al azar, de cada una de las dos
repeticiones, en cada uno de los tratamientos a los que fueron sometidas. Estas lecturas
se realizaron mediante un Infrared Gas Analyser {IRGA), en el cual la hoja tue
introducida en una cdmara. Se realizaren tres lecturas por repeticidon obteniendo de
esta manera seis lecturas para cada uno de los tratamientos, las cuales se registraron
cada 10 segundos. Adicionalmente se tomaron datos de temperatura de la hoja,
temperatura ambiente y humedad relativa.
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Fase 6. Hespuestas de Ultraestructura

Muestras de hoja de pldntulas de 16 dds de crecimiento son lavadas y fijadas en una
solucidn de glutaraldehido 5%, la cual es preparada en una solucién amortiguadora
(Bufter de Fosfato pH 7.2), posteriormente se realizd una doble fijacion con Tetroxido de
osmio, estabilizando con esto las estructuras lipidicas, se lava con agua para eliminar
el exceso de osmio, siguiendo una deshidratacién con acetona en concentraciones
graduales de 30 a 100%. La infiltracion se realiza en resina Spurr con combinaciones
de acetona-resina crecientes hasta llegar a resina pura. Finalmente la inclusion se
realiza en resina mas un catalizador que acelera su polimerizacién, colocandose en
bloques para su posterior procesamiento. Se obtienen secciones de 90 nm y la coloracién
se realiza con metales pesados para dar un contraste a la muestra, utilizando
primeramente acetato de uranilo y posteriormente citrato de plomo. Las observaciones
se realizan en un microscopio electrénico de transmision, Zeiss En-9. Las caracteristicas
observadas correspondieron principalmente a la estructura y organizacion de
cloroplastos, tilacoides, mitoccondrias y granulos de almidon.

Estrés de Altas Temperaturas
Fase 1. Variabilidad Genotipica en Etapa de Germinacion

Para conocer la variabilidad genotipica de los cultivares de frijol {mejorados y
comerciales} a diferentes niveles de altas temperaturas en etapa de germinacidn y
pldntula se plantearon una serie de experimentos los cuales se describen a continuacion:

Germinacién

oe distribuyeron 45 semillas de cada variedad {(Anzaldua, SEL. # 4. Pinto 114,
Pinamerpa, Marco Vinicio y Laguna) en cuatro repeticiones en cajas Petni con papel
secante, aplicémdoseles 15 ml de agua bidestilada. Posteriormente se aplicaron dos
tratamientos que consistieron en exponer & temperaturas de 35y 38 =2 °C, en tanto que
el control se mantuvo a 26+2 °C. El porcentaje de germinacion se evaluo a las 96 h
después de iniciado el experimento.

Se distribuyeron 100 semillas de cada variedad (Flor de Junio y Pinto Americano) en
cuatro repeticiones en cajas Petri con papel secante, aplicdndoseles 15 ml de agua
bidestilada. Posteriormente se aplicaron tres tratamientos de temperatura que
consistieron en exponer a temperaturas de 35 y 38+2 °C, en tanto que el control se
mantuve a 26+2 °C, E] porcentaje de germinacién se evalio a las 96 h después de
iniciado el experimento.

Fase 2. Respuestas Bioquimicas en Etapa de Germinacién

La evaluacién de los componentes bioquimicos bajo el factor de altas temperaturas
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fue realizada unicamente en el perfil de minerales, siguiéndose para esto la metodologia
descrita en el estrés de salinidad.

Fase 3. Variabilidad Genotipica en Etapa de Plantula

Para conocer las respuestas de los cultivares sometidos a altas temperaturas se
realizaron los experimentos descritos a continuacién:

Crecimiento y Desarrolio

Se sembraron 60 semillas de cada variedad comercial en vasos de poliuretano
de 300 ml de capacidad, utilizanda perlita como sustrato, las semillas se dividieron en
tres repeticiones por tratamiento una vez sembradas las semillas, los vasos fueron
regados con agua bidestilada hasta capacidad de campo, procurando mantener esta
condicién permanentemente. Posteriormente una parte del material se mantuvo en una
céamara bioclimdtica en condiciones de 14 h de fotoperiodo y a una temperatura de
26=2 °C {control), y la otra parte se colocd en otra cdmara con 14 h de fotoperiodo pero
a una temperatura de 38+2 °C (tratamiento). En ambas cdmaras los vasos fueron
dispuestos en un disefio completamente al azar. Este experimento concluyé a los 25
dds. Al finalizar éste se evaluaron la altura de la plantula, longitud de la raiz, peso
seco de tallo y peso seco de raiz.

Fase 4. Respuestas Bioquimicas en Etapa de Plantula

Al igual que en el estrés de salinidad, fue necesario disefiar un experimento para la
obtencion de las muestras, en dos cultivares comerciales de trijol, baja condiciones de
alta temperatura.

La diferencia en este experimento con respecto al establecido para salinidad es
unicamente el tratamiento, ya que tanto el diserio experimental como las variables
evaluadas y el andlisis estadistico fueron los mismos.

El tratamiento en este experimento consistié en que a los 16 dds, en el cual al material
se le estuvieron aplicanda riegos de agua bidestilada y solucién nutritiva de Shive'n,
manteniéndose a capacidad de campo. Al 50% del material, es decir cuatro repeticiones
de cada variedad, se sometié a una exposicién de alta temperatura 38 +2 °C en cdmara
bioclimatica durante 12 horas, mientras que el contral se mantuvo también en c@mara
bioclimdtica a 262 °C. Al final del experimento el material fue colectado para la
posterior evaluacion de las distintas variables.

Para las determinaciones bioquimicas de perfil de minerales, perfil de proteinas
(proteinas especificas) y contenido de clorofila, se siquié la metodologia descrita en el
estrés de salinidad.
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Fase 5. Asimilacion de CO,

Las lecturas para determinar la tasa de asimilacion de CQO, se realizaron de la misma
manera que en el estrés de salinidad. Utilizdndose hojas de pléantula de 16 dds.

Fase 6. Respuestas de Ulraestructura

El material ocbtenido para analizar estas caracteristicas consistié de hojas de plantulas
de 16 dds, de las variedades, Flor de Junio y Pinto Americano. De iqual manera la
metodologia utilizada ya ha sido descrita en el estrés de salinidad.

Estrés de Sequia
Fase |, Variabilidad Genotipica en Etapa de Plantula

Para conocer la variabilidad genotipica de los cultivares comerciales de frijol a diferentes
niveles de sequia en etapa de pldntula.

Crecimiento y Desarrollo

Las semillas de cada una de las variedades fueron desinfectadas con una
solucion de hipoclorito de sodio al $% durante 10 minutes, posteriommente se enjuagaron
tres veces con agua bidestilada y se sembraron.

Se sembraron 60 semillas de cada variedad comercial, en vasos de poliuretano de 300
ml de capacidad utilizande una mezcla de suelo-perlita en una proporcién de 3:1 como
sustrato, las semillas se dividieron en tres repeticiones por tratamiento. Una vez
sembradas las semillas, los vasos fueron dispuestos en un disefio completamente al
azar, manteniéndose en una cadmara bioclimdtica, con un fotoperiodo de ld hluzy a
una temperatura de 262 °C y se regaron con agua bidestilada hasta capacidad de
campo, procurando mantener esta condicion hasta los 15 dias, posteriormente a la
mitad del material se le suspendié el riego constituyendo de esta manera el tratamiento
y al resto del material se le continué regando (control). Este experimento concluyd alos
25 dds. Se evaluaron la altura de la plantula, longitud de la raiz, peso seco de tallo y
peso seco de raiz.

Fase 2. Respuestas Bioquimicas en Etapa de Plantula

Se establecié un experimento de manera similar al de salinidad y altas temperaturas,
utilizando el mismo disenio experimerntal, diferencidndose unicamente los tratamientos
aplicados, siendo estos de la siguiente manera; a los diez dias y durante los siguientes
sels se suspendid completamente €l riego al 50% del material {tratamiento) y al resto
se le continué aplicande agua bidestilada (control). Finalizando el experimento a los
16 dias. Las variables evaluadas asi como el andlisis de los datos fueron similares a
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los de salinidad y altas temperaturas.

Para el sstrés de sequia también se determinaron el perfil de minerales, perfil de
proteinas (proteinas especificas) y contenido de clorofila, siguiéndose la metodologia
descrita en el tactor de salinidad.

Fase 3. Asimilacion de CO,

Las lecturas para determinar la tasa de asimilacion de CO, se realizaron de la misma
manera que en el estrés de salinidad. Utilizdndose hojas de plantula de 16 dds.

Fase 4. Respuestas de Ultraestructura

El material obtenido para analizar estas caracteristicas, consistié de hojas de plantulas
de 16 dds de las variedades Flor de Junio y Pinto Americano, De igual manera la
metodologia utilizada ya ha sido descrita en el estrés de salinidad.

Andalisis de Datos

Los resultadas obtenidos de las diferentes variables fueron analizados estadisticamente
mediante el paquete estadistico SPSS, aplicando primeramente un andlisis de varianza,
para de esta manera detectar el efecto de la salinidad, alta temperatura y sequia,
sobrec diferentes componentes en plantulas de frijol. Los valores promedio fueron
analizados mediante una comparacion multiple de medias de Tukey (Zar, 1974).
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Caracteristicas de la Semilla

Las caracteristicas de la semilla mostraron que existe variabilidad entre las variedades.
En el andlisis de varianza (Tabla 2) se presentaron diferencias altamente significativas
(P <0.01) entre las variedades comerciales asi como en los cultivares mejorados (Marin).

La comparacién multiple de medias (Tabla 2Z) nos muestra también la variabilidad
existente, al formarnos cuatro grupos estadisticamente diferentes para las variables
largo, ancho y peso de la semilla en las variedades comerciales, y en el largo de la
semilla de los cultivares mejorados. En la variable grosor de la semilla se formaron
tres grupos en ambos (comerciales y mejorados) y en el ancho de la semilla de los
mejorados unicamente dos grupos.

Tabla 2. Comparacion miltiple de medias (Tukey), desviacion esténdar y valores de F
calculada para diferentes caracteristicas de la semilla en seis variedades comerciales
Y seis cultivares mejorados.

Caracteristicas de la Semilla
Varnedades
Largo Ancho Grosor Peso
Variedades Comerciales
Negro 1.12= 0.08¢c 066+ 005¢ 0.49 + 005 c 199+ 093d
Flor de Junio 125 0.12d 073x007d 0.48 = 0.06 ¢ 3725+ 126 ¢
Flor de Mayo 1.02= 0.38 b 062=005b 046+ 006 b 2584+ 048 b
Pinto Mexicano 092+ 007 a 056004 a 045+ 005 b 21.74 £ 02l a
Pinto Americano 1.04+ 007 b 0.71 £ 008 d 0.50 = Q06 ¢ 31.25*+ 0.37d
Pastilla [.iI0* 014 ¢ 065*007¢ 042+ 005 a 2877 1.22¢
Valaresde F 128.89 ** 103.55 ** 33.22 ** 157.81 **
Cultivares Mejorados
Anzalduas 1.18+x 0.08d 06] 004 a 042+ 004 b —_ —_
Selno. 4 099=x0.15b 054x004a 041 £ 005 b - —
Piato 114 1.14= 0.13 ¢ 067+006b D47 = 005 ¢ — —
Pinamerpa Ll ollc 064 + D07 a 045+ 006 ¢ — -_
Matrco Vinicio 094= 008 a 051 =004 a 033004 a —_ —_—
Laguna 1.1s+ 0.07 ¢ 0D67+005h 0.49 = 005 ¢ - -
Valares de F 78.80 ** 160861 ** 75.37 **

NOTA: Letras diferenies indican diferencias significativas (F<0.05).
**  Valores allamente sigrificetivos (P<0.01).
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Estrés de Salinidad
Fase 1. Variabilidad Genotipica en Etapa de Germinacion

Tasa de Imbibicion

La tasa de imbibicién, reportada en porcentaje con respecto a la ganancia
en peso, nos mostré (Tabla 4) que en las primeras cuatro horas de imbibicién la
variedad Flor de Junio incrementa un 54% su peso, el cual al aplicar los niveles de
salinidad de 150 y 200 mM disminuye ligeramente, alcanzando un 49 y 51%
respectivamente. La variedad Pinto Americano presenté una mayor tasa de
imbibicién alcanzando un 72% sobre el peso inicial, la cual se incrementa a un 74%
al aplicar la solucidn salina a una concentracién de 150 mM, en tanto que con 200
mM disminuye, alcanzando un 70%. La ganancia en peso, en ambas variedades
disminuye progresivamente conforme aumenta el tiempo, lo que indica el grado de
hidratacion de la semilla.

Los resultadaos obtenidos en el andlisis de varianza (Tabla 3) para la tasa de
imbibicién de las variedades Flor de Junio y Pinto Americano, demostraron que
existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las variedades, siendo
estas diferencias en las primeras cuatro y 12 horas, cuando son sometidas a
salinidad. Por otro lado se muestra tamhbién que a kas ocho horas de tratamiento se
presentan diferencias significativas (P<0.05) entre las variedades. Los tratamientos
y la interaccién de las diferentes fuentes de variacién no mostraron diferencias
significativas.

Tabla 3. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para la tasa de
mmbibicion (%), de las variedades comerciales Flor de Junio y Pinto Americano, sometidas
a niveles de salinidad (NaCl), en diferentes tiempos.

5“9,‘"‘3_?‘9 Gl  4hs 8 us 12 hrs l6hrs 28 hrs
aracian

Electos Medidos 3 3768 ** 1.99 NS 394 * 0.79 NS 1.72 NS
Variedades 1 11203 ** 539 * 11.52 ** 042 NS 1.54 NS
Tratamientos z .51 NS U029 NS .15 NS £0.91 NS 1.8 NS
Interaccion 2 148 NS 06l NS QI8 NS 031 NS 119 NS
Explicado ) Z23.20 ** 1.44 NS 2.43 NS 0.57 NS 1.51 NS
Total 23

**  Valores altammente sigaificativos (P<0.01).
*  Valores sigruficatives (P<0.05).
NS Valores no signiticativoa (P ~0.05).
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Al analizar los resultados mediante una comparacion multiple de medias (Tabla 4)
podemos observar que dentro de cada una de las variedades, unicamente se forma un
grupo de medias, lo que indica que estos valores son estadisticamente iguales.

Tabla 4. Comparacion miltiple de medias (Tukey) y desviaciéon estdandar de la tasa de
imbibiciéon (%), en las variedades comerciales Flor de Junio y Pinto Americanc sometidas
a niveles de salinidad {NaCl), en diferentes tiempos.

. . Tiempos
Variedad Tratamie
guedoges I ntos Lhrs § hrs 12 hes 16 s 26 bus
Flor de [unio Control | 5435+515g 23.804055a 2830+ 420a 2034 169a 10847= 1439b
ISOmM | 4943+ 397 2474t Ella 2987t 22la  173:06la 9993+ 638a
00mM | 5142+283c 2672+ 164a 2478+ 1.48a 0912 074a 10384 3.26b
Pinto Americana | Contral | 7177+ 949 c 2207+ 357a 1499+ 905¢ 211¢ 126a 11033+ 28l a
1SOmM | 7441+ 263G 18141 821a 1443+1Slda 174+ 055a 108.78=11.07a
W0mM | 6995+ 793a 1932+ 7.19a 1461+ 728a 172+ 13la 10301 =10.04a

NOTA: Letras iguales indican no significancia (P=0.05).

Las diferencias observadas entre ambos cultivares en la cantidad de agua absorbida,
expresada en porcentaje de la ganancia en peso de la semilla, pueden ser explicadas
si consideramos cue la toma de agua esta influenciada principalmente por el tamaiio
y peso de la semilla, caracteristicas que son marcadamente diferentes entre estas dos
variedades, considerando ademdas lo reportado por Stiles {1949) citado por Mayer
(1977) cuien sencala que las semillas adaptadas a condiciones xerofiticas tionen bajos
requerimientos de agua para la germinacion y ademds de que cada cultivar tiene un
nivel de hidratacion especifico, debajo del cual la germinaciéon no ocwrird.

Germinacién

El porcentaje de germinacion se ve ampliamente influenciado por los diferentes
niveles de salinidad y las variedades.

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (Tabla §) nos permiten chservar
que existen diferencias altamentes significativas (P<(0.01) entre los tratamientos y entre
las variedades, asi como en la interaccién de ambas fuentes de variacién. Estos
resultados se presentan tanto en los cultivares mejorados como en los comerciales.
Respecto a los cultivares mejarados de Marin, se puede observar que la interaccién de
las diferentes fuentes de variacion no presenta diferencias significativas (P>G.0S).

34
YU Pesultados y Discusdn



-
iy

-
Respuestas Morfofsiolagicas, Biogquimicas y de Ulraestructura en Frjol  (Phaseodss wujgaris L) - Serge Moreno Limdn f‘*

<

Tabla 5. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para el porcentaje

de germinacion (%), en diferentes grupos de cultivares sometidos a niveles de salinidad
(NaCl), durante 96 L.

f,‘:f:;g: Bnéhwae  Marn  Comerciales
Efectos Medidos | 490%* 1537 ** -
Variedades I54*  S3E**  4B.16**
Tratamientos 983 *= q9.86 "~ 98.31 =~
Interaccién 2,00 ** 1.62 NS 732+
Explicado 287 ™ 7.29 ** -

**  Valores altamente signiticativos {(P<0.01).
N3 Valores no significativos (P>0.05).

En los 12 cultivares mejorados, del grupo Andhuac la comparacion miltiple de medidas
(Tabla B6) nos muestra la variabilidad existeute con respecto al porcentaje de
germinacion, observandose que en el control se forman unicamente dos grupos
diferentes estadisticamente, donde el cultivar P-10 es diferente a los cultivares P-395,
P-373 y P-15. En el tratamiento de 100 mM, los cultivares no muestran diferencias
estadisticas entre si, mientas que con 200 mM el cultivar P-373 es diterente a los
cultivares P-24, P-4, P-10 y 389-2. Finalmente con 250 mM los cultivares Anzalduas, P-24,
P-395 y P4 son estadisticamente diferentes al P-10.

Tabla 6, Comparacidn miltiple de medias {(Tukey) y desviacion estandar del porcentaje

de germinacion (%), en 12 cultivares mejorados (Andhuac) sometidos a niveles de
salinidad (NaCl), durante 36 h.

Porcentaje de Germinacion

Variedades Trataouienios

Contral 100 M 200 enM 250 mM
P-114 6500 ab B6.66 a 46.56 ab 66.66 ab
40-2-2 4833 ab 6000 a 5333 ah 5333 ab
3834 4833 ab 4666 a 80.00 ab 40.00 ab
Anzalduss 5500 ah 4000 a 8000 ab a3 «
P24 50.00 ab 46.66 a 99.33 b 2000 o
P-395 4500 « 4666 « G667 ah 26668 o
P4 46.66 ab 4000 a 8666 b 2666 «
B-10 BIEE b 8000 « 10000 b 8666 b
389-2 5833 ab 46.66 a 190.00 b 4666 ab
P.373 4333 a 9333 « 2000 « 5133 ab
P-55 4666 ab 3333 « 5333 ab 4000 ab
P-15 3833 a 2666 « 4666 ab 4000 ab

NOTA: Letras diferentes en un mismo nivel indican dilerencias no

sigrnificativas (P=0.05),

Los cultivares mejoradas del grupo Marin, son fuertemente afectados en su porcentaje
de genminacion, al ser tratados con diferentes niveles de salinidad. Comoe se pueds
observar en la Tabla (7) la comparacién miiitiple de medias en el control forman dos
grupos de los cuales el cultivar Pinamerpa presenta el mas bajo porcentaje de
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germinacion alcanzando unicamente un 67%, lo cual la hace estadisticamente diferente
al resto de los cultivares gque alcanzan del 93% al 100% de germinacién, Estos
porcentajes se ven afectados conforme cumentan los niveles de salinidad, observandose
que con el tratamiento de 150 mM, también se forman dos grupos, de los cuales la
variedad Marco Vinicio es estadisticamente diferente al resto de los cultivares. En el
tratamiento de 200 mM no se observan diferencias.

De la misma manera, el porcentaje de germinacién en las variedades comerciales se
ve influenciado por la salinidad. En la Tabla (7} podemos apreciar que en el control, la
variedad Negro es diferente al resto de las variedades, alcanzando un 41% de
germinacion, el segundo grupo formado por las variedades Flor de Mayo, Pinto
Mexicano y Pinto Americano, de las cuales la variedad Pinto Mexicano es
estadisticamente diferente g las variedades Negro, Flor de Junio, y Pastilla, en el tercer
grupo se incluyen las variedades Flor de Junio, Flor de Mayo, Pinto Americano y Pastilla,
de las que Flor de Junio y Pastilla son diferentes a Negro y Pinto Mexicano. En el
tratamiento de 150 mM se forman tres grupos de los cucales en el primero se encuentran
Flor de Junio, Flor de Mayo y Pastilla, en el segundo se incluye la variedad Pinto Mexicano
y en el tercero Negro y Pinto Americano las cuales presentan el menor porcentaje de
germinacion. Finalmente al tratarse con 200 mM se forman unicamente dos grupos de
los cuales la variedad Pastilla es estadisticamente diferente al resto da las variedades.

Tabla 7. Comparacién multiple de medias (Tukey) y desviacion estandar, del porcentaje
de germinacién (%), en seis cultivares mejorados (Marin) y seis comerciales, sometidos
a niveles de salinidad (NaCl), durante 96h.

Porcentaje de Germinacion
Cultivares Marin Cultivares Comerciales
Var Control 150 mM 200 mM Var Control 150 mM 200 mM
1) 10000+ 0.00g 65000-2000q 60.00+£2000ac| 7)) 41,331 3Slc 1200+ [.00c 1700£361l L
2) 10000+ 000a 53.3314163a 6666111.54a| B) 9667+ 4.04a 68.00t 4.58 a 1200t 5.57 b
3 93.33:1l54a 33.33z11.54a 2000+2000a| 9) 9067+ 3.2lab 6700:1670a 19.00+784b
4) BEBE+1IS54b 26.66+30.55a 20.00+2000¢| 13} 7567+1343k 44.33% 551k 18.33+451b
) 10000t 000 a BEGE+1l.54b 33.33»23.09a| 11) 83.33+ 3.21ab  22.33% 493c¢  10.33:1.15b
6) 10000 000a 2666:2309ac 33.33+3055a 12) 99.33t 0.58 a 66.67+170la 4100+8839q

1) Anzalduas, 2, Sel no. 4: 3) Finio 114; 4] Pinamerpa: 5 Murco Yinicio: B) Laguna; 7) Negra: 8) Flar de Junio; 9) Flor de Moyo: 10] Pinto Mexicana:
1.} Pinto Americano: 12) Pastillg.
NGOTA: Letras diferentes inducan dilerencias signiticativas (P<0.051.

En general los resultados obtenidos muestran una reduccién gradual en la capacidad
de la germinacion de la semilla sometida a condiciones de salinidad, qumentando
esta sensibilidad conforme gqumenta la concentracién de los tratamientos. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Pan (1984) y Malibari et al.. (1993) al trabajar
con diterentes cultivos. De la misma manera Maliwal y Paliwal, 1984 reportaron esta

respuesta al trabajar con lineas de Maiz.
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Fase 2. Respuestas Bioquimicas en Etapa de Germinacion

Azucares Solubles

Los azucares sclubles encontrados en semilla a 72 h de germinacién, en las seis
variedades comerciales se muestran en la Tabla (8) donde podemos cbservar que la
arabinosa en combinacidn con la xilasa se presentan en cada uno de los tratamientos
de las variedades Negro y Pastilla, esta combinacion de azucares también se presentd
en el tratamiento de 200 mM en la variedad Flor de Junio.

Tabla 8. [dentiticacién de azucares solubles en seis variedades de frijol, sometidas a
niveles de salinidad (NaCl), durante 72 h.

Yariedades Contral 15¢ mM 200 mM
Pastilla Arabinosa-Xilosa Arabinosa-Xilosa Arabinosa-Xilosa
Megra Arabinoxt-Xilasa Arabinoaa-Xilosa Arabinosa-Xilosa
Pinto Americano Arabinosa Maltosa Maltosa
Pinto Mexicano Fructosa Galactosa Maltasa
Flor de Mayo Galactosa-Maltosa ~ Arahinosa Lactosa-Fructosa
Flor de Jurio Galnclosa Mallasa Arahinoasa-Xilosa

En general los azucares solubles encontrados son: galactosa, fructosa, maltesa, lactosa,
arabinosa, xilosa Tabla (8), concordando estos resultados con lo reportado por Coughlan
y Wynjones, (1980). La cuantificacion de estos azdacares se presenta en la Tabla (3).

Tabla 9, Acumulacion de azacares solubles (ppm) en seis variedades de frijol, sometidas
a niveles de salinidad (NaCl), durante 72 h.

Yariedades Contral 150 mM 200 mM
Pastilla 0.47 0.4& 0.47
Negro 0.48 0.47 044
Pinto Americano 0.43 0.41 0.41
Pinto Mexicano 0.29 0.36 pad
Flor de Mayo 037 042 0.30
Flor de Junio 035 034 0.46

La acumulacion de gzacares solubles, en semilla germinada, se puede apreciar en la
Tabla (10), donde se muestra que la variedad Pinto Americano (tolerante) acumula
galactosa y glucosa en el tratamiento de 150 mM, mientras que en 200 mM, acumula
ademdas maltosa, azicar que se encuentra en la semilla y en el control, por el contrario
la variedad Flor de Junio (susceptible) en el tratamiento de 150 mM unicamente presenta
maltosa y en 250 mM acumula galactosa y glucesa. La acumulacion de estos azdacares
es favorable ya que constituyen sustancias con funciones de osmorregulacién
permitiendo un adecuado funcionamiento celular. Estos resultados concuerdan con lo
demostrado por Hasaneen ef al., {(1990) quienes reportan que Na,So, incrementa el
cantenido de aziucares, disminuyendo los niveles de sacarosa y polisacdridos.
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Tabla 10. Identificacién de azicares solubles en las variedades Pinto Americano y Flor
de Junio, sometidas a niveles de salinidad (NaCl), durante 72 h.

Variedades
Azucares Pinto Americano Flor de Mayg
Semilla Testign 150mM 250 mM | Semilla Testign 150mM 250 mM
Galactosa ] o »
Glucosa » - -
Maltosa * - . . * *

En general los resultados obtenidos concuerdan con los trabejos realizados a nivel de
ultraestructura en callos de variedades de sorgo tolerantes a este estrés, se ha
encontrado que existe movilizacién y wilizacion de azidcares en respuesta a los cambios

osmdticos (Mir, 1996). Similarmente {Olmos y Hellin, 1996) encontraron lo mismo en
Pisum sativum,

Proteina Total

Los resultados de los andlisis bromatolégicos nos mostraron que existen
diferencias entre cada una de las variedades, en las determinaciones realizadas,
ademds estos resultados estan influenciados por los diferentes niveles de salinidad. Al
respecto se encontro que en la variedad Pinto Americano (tolerante) las variaciones en

los distintos componentes (Tabla 11) con respecto al control, son menores que en la
variedad Flor de Junio (susceptible).

El contenida de ceniza en Pinto Americano se incrementa en un 3 y 9% respectivamente,
en los niveles de salinidad 150 y 200 mM, mientras que en Flor de funio estos incrementos
son del 9 y 14%. En la variedad Pinto Americano el contenide de extracto etéreo se
incrementa un 1 y 28% en cada uno de los tratamientos (150 y 200 mM) con respecta al
cantral, mientras que en estas mismas condicicnes la variedad Flor de Junio presenta
incrementos del 36 y 49%. La fibra cruda en Pinto Americano se incrementa 16% en el

tratamiento de 150 mM mientras que en Flor de Junio disminuye 22% en 150 mM y
aumenta un 2% en 200 mM.

Por otra parte el E.L.N. también se ve afectado aungque en menor proporcion,
encontrandose que en Pinto Americano disminuye 0.3% en 150 mM y aumenta 2% en

200 mM, en tanto que en la variable Flor de Junio se incrementa 0.1% en 150 mM y
disminuye 1% en el segqundo tratamiento.

En la presente investigacion se observd que la concentracion de proteina soluble total
se atectd en diferente proporcion dependiendo de la concentracién de salinidad y €l
cultivar. En el cultivar Pinto Americano, seleccionado como tolerante se observd que
dicho contenide no se atecté en concentraciones de 150 y 200 mM de salinidad, en
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tanto que en la variedad Flor de Junio seleccionada como susceptible se observa un
ligero decremento confarme aumenta la concentracion de salinidad, el compartamiento
de estos resultados pueden ser apreciados en la Table (11). Estos resultados concuerdan
con lo repertado por Blum (1988) quien reporté que el estrés a diferentes factores afecta
el contenido de proteinas solubles.

Tabla 11. Determinacién bromatolégica (%) en dos variedades de frijol, sometidas a
niveles de salinidad (NaCl), durante 96 h.

. . Pinto Americano Flor de Mayao
Determinaciones

(%) Semilla Control 150 mM 250 mM | Semille Control 150 mM 250 mM
Ceniza 4 45 477 4972 5,20 454 457 497 5.19
Extracto Eterco 1.36 1.73 1.76 2.22 1.56 1.58 2.1% 232
Fibra Cruda 2.29 2.18 2.55 —_ 3.01 2.02 1.58 2.06
Proteina 22.25 22.66 22.29 22.70 2179 21.30 2041 20.72
E.L.M. 69.65 68.66 63.48 69.83 649.10 70.53 70.62 69.68

Perfil de Minerales

El contenido de minerales en semilla de frijol sometida a diferentes niveles de
scalinidad en seis cultivares mejorados (Marin) mostré amplia variabilidad. Al respecto
en el andlisis de varianza (Tabla 12) se encontrd que existen diferencias altamente
significativas (P<0,01) entre las variedades y entre los tratamientos, asi como en la
interaccidén de ambas fuentes de variacion, para cada uno de los minerales analizados.

Tabla 12. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza, para el pertil
de minerales (ppm), en semilla de seis cultivares de frijol mejorados, sometidos a niveles
de salinidad (NaCl), durante 96 h.

Fuente de

Variacién Gl Na Ny K Ca Mo Mn Fe Zn
Electos Medidos| 8 2B4551.10""  43755.16*" 28568 ** 58493.S7*" 175722 .9** 2153341 ** 205853 "" 33489710 "
Yariedades 5 8000.42 ** 5452.52 ** gas~ 132048 ** 103934567 ** 2010444 ** 1577 79" 93052 98 **
Tratamiernios 3 69213556 107592%0*" 61.06* 15378205 * Z99348.72** 23916.3% " 2859.75*% 8A1253.95 **
Interaccion 15 319105 101897 ** 082" |564.94 ¥ 12609.58 **  2298.17 ** 22988 13627617 **
Explicado 23 WM0%8A9** 1588371 |TO04** 2136614 ** 6334440 °* 833886 ** 863,32 ** 222753.02 **
Total 7L

**  Valores altamente significativos (P<0.01).
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En la Tabla (13) podemos observar que en forma general el contenido de minerales
parg cada uno de los cultivares es estadisticamente diferente en cada tratamiento,
observandose, en la mayoria de log minerales la formacidn de cuatro grupos diferentes,
con excepcion del contenido de tierro en los cultivares Sel. no. 4 y Pinto 114 donde el
contenido de éste en el tratamiento de 200 mM es iqual estadisticamente al contenido
de 150 mM. En el cultivar Pinamerpa, el fierro en la semilla no se afectd con el tratamiento
de 150 mIV.

Tabla 13. Comparacion maltiple de medias (Tukey) y desviacion estandar del perfil de
minerales (ppm) por variedad y mineral, en seis cultivares mejorados de frijol, sometidos
a niveles de salinidad (NaCl), durante 96 h.

Vomiedadea | Tratamicatos| Ng Mg E Cq Mo Mn Fe 4]
Anzalduas Semillg 586.13%¢ 0304 54226:0.07<a E47I6: JEJ4C 421302 0.00a QO0£0.00a 129020010 26974175 43.33:20.08a
Coutral 097+ 370k 9397331380 13570BO+37.50b  B2961+ 0.23b 9.0610.0lb 15.87+0.04b 40302010k 337620080
150 mM B7FZ309241.45¢c 10037A+I68c 1565240 ¢ 7707 LL4B 38t O73¢c 1 00:x0.04¢ LEN:0.02¢ F73220.23c J8S5:003c
200 mM SaT6ET:2246d 85810+ 087d 1330807+ 3781d  B4118t 1.71d 9.14+0.05L 1502Z=007ud 3105+0.20d 27.91+007d
Geloo. £ Semilla §4799z [ 37a WYYz (S5 1YYBRS0:Z4.50c 5071 Qlla Q001+0.00c (34520.070 2837104590 346200
Control 50274+ 191b 102970+ 336 b 1782489+ 41 4%k 327.19x 0.38b 259:0.01b 17.78:0.0%k 327992006k 29.3020.07b
150 mM ASS2IZ+2Z2.24c 1057 1R+372 ¢ 1321918t 83735c 124747+ 023c 223+002c 18854007 35871021 2491 +t002¢c
200 mM 530208+ 42 16d LOI6 MW+ 415d TT26.21 £3637d 103197 3.90d 253:0.08d 1606:0.07d WAl 108« 276810124
Pinta 114 Seailla 599.20= 063a S5I006x212a 1I58M67: 687a 45760+ Q179 QUU+0.00a LB.4420.03c 26.23:0.10a 63.0220.04a
Caoatrol 53177+ 1L.75b B07.49+J40b 1474220+ 35.87b 915341 0.16b 42110.02b 17.1B£0.030 37.372006c 487:005b
L50 M TBEI 43+ ZZ06c HIL 9+ 1 Dbc LZ00GAS + 4348c 101431 £ 043¢ 4342 0.02c IEF7+0QRe I7.19%0.17b 21 53+002¢c
200 mM THTA1+1303d BIG 44+ 043d TISTTL 1724d LL1G. 14+ 064d 466+0.01d 15.76:0.04d 27161 0.17b 2632+0.04d
Pusnae g Semillz 48696 2.09a S4090z 447 g 1725683+ 13%la 46617+ 006a 0.00:0.00a 15.65:0.11c 29492020 al4] 1820.12a
Cantral BED3B: ! 94b SE7SI-000b JGSVHULr 34250 PUTHB4 041b 40110.020 22.5620.04b J9E] 40210 J12B:0.040
150 mM TI0L891 1055c S4T28+052« 14795609+ 2€.76% 109287+ 0.52¢ 341x00lc 19.23:0.24c 2976820070 I2.58:0.04¢
200 mM 693829t 166])d 88250+383d 4986721 1882d 123107+ 0684 3I671002d 1425+008d 251020.15¢c 2186:002d
Marco Semille 76571+ 183ac 49381 2490 1209767+ 22050 43173x159ka Q.00+0,00a 1533+00%3a 31361007a 4246:0 34
Vidicio Control 90914+ 1.01b W4332:1.11k 1633601+ S43b BOETT: DU7h T40+001b 2262:001k 5254:0.14k 7.1l +006b
150 mM BUBY ST £ 17.94¢ LOBBTEL 038« 17.91657+ 4663 111690+ |59 B241000<c 20.[3+0.08c¢ 414020.(fc J2.897:0.08¢c
W0 mM BUA, 2l xJl.41d LU46. T4+ 422D 1346438 £ 5869d 11624l 1.55d B.I7+0.05d 18.02£0.06d 41.70+0004d 35.32+0.09d
Laguosa Semilla 8602 = 087a J0759-272a 1I5767t1849c #6653t Jlle Q00000 17 10+3.05u 3L 531008a 995+0.12a
Coutral 124603+ 1.19b 36249:26| b 17930247+ |9S8b 90470+ 071b 455:004b 2566+0 100 4420+030b 2401 :004b
130 =M 30282 9165 100495 596« 1274391 43.29< L3306 642 037c 461:0001¢ 2530:0.11c 40531021 WA £006«
200 @M 854377+ 40354 B3 W2 Q8L d LII2ZTI L I569d 105224+ 023d 4.I5:0.01d 23.2040.09d 3RI40.13d MI+0064d

KOTA: Letras diferentes indican diferencias significativos {P<0.05).
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En la Figura (1) podemos apreciar el comportamiento en el contenido de los diferentes
minerales en forma individual para cada uno de los tratamientos por variedad, pudiendo
observar que con el incremento en la concentracidén de sal, el contenido de sodio y
calcio se incrementa marcadamente, contrario a la disminucién gradual que se observa
en peotasio, herro y zine.

El contenido de sodio en la semilla e incluso en el control, glcanza valores menores al
0.2%, los cuales se incrementan con los tratamientos de salinidad alcanzando casien
promedio de 0.6 al 0.9% en las diferentes variedades.

Respecto al contenido de magnesio no se presentan diferencias muy marcadas entre
los tratamientos y el control pero con respecto a la semiilla, el incremento va de 0.04 al
0.08%. En el potasio se observa una mayor variabilidad entre los cultivares,
observindose que en general éste se reduce con los tratamientos de salinidad. El calcio
presenta el mismo comportamiento que el sodio, ya que en semilla existe un contenido
de aproximadamente 400 ppm las cuales se incrementan a poco mas de 800 ppm en el
control y de 1000 a 1300 con los tratamientos de 1350 y 200 mM. Respecto al molibdeno,
a nivel de semilla presentd cantidades no detectables, sin embargo se cbserva un
incremento significativo con los diferentes tratamientos, alcanzando armrriba de 8 ppm
en el cultivar Anzalduas, aunque no existe una diferencia muy marcada en todos los
cultivares entre el control y los tratamientos, si existe la tendencia a un mayer incremento
con la salinidad.

El magnesio y fierro no muestran mucha variabilidad, sin embargo en semilla se
presentan cantidades menores, mismas que se incrementan con los diferentes
tratamientos, chservandose que en el control su contenido es mayor que en 150 y
200 mM de solucién salina. Finalmente el contenido de zinc en la semilla supera al
encontrado en cada uno de los tratamientos, al respecto podemos observar que los
diferentes tratamientos afectan su contenido, observando por ejemplo que en el
cultivar Pinamerpa el contenido pasa de 140 ppm en semilla a menos de 20 ppm en el
tratameiento de 200 mM de NaCl

En las lineas mejoradas la reduccién en el contenido de potasio, asociada con el
incremento en sodio y calcio puede ser explicada debido al grado de interaccion que
existe entre los iones monovalentes y bivalentes. Este comportamiento no se expresa
claramente en los cultivares comerciales, indicando de alguna manera que en los
comerciales existe una menor adaptacidén a las condiciones de estrés,
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Figura 1. Contenido de minerales en seis cultivares mejorados de frijol, sometidos a
diferentes niveles de salinidad.
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Tabla 14. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para el perfil de
minerales {(ppm), en semilla de las variedades comerciales Flor de Junio y Pinto
Americano, sometidas a niveles de salinidad (NaCl), durante 96 h.

Fuenteds | oy Na Mg K Ca Mo Mn Fe Zn

Vanucidn
Electos Modidos | 3 165587.14 **  36199°° 12428~ 4545 5053.25°* 14L12.89 ** 225755 = 2575157 **
Variedades l 4857  4123°*  QOQI3NS 3031" 926379°* 4129569 ** 1657.61 ** S2078.17 **
Tratamientos | 2 248356.43°" 52223°* 1641 ™  5302%" 994798°% 52154 255752 % 1258897 **
Interaccion 2 415387°% 7116 104203 367  BG798**  ZI0UET ~* 94432 **  6514.37 **
Explicado S 101013.83*" 24562 49138°%  2R74* 339114 930806 ™ 173225 " 1865669 ™
Total 17

i

Valores altamente significativos (P<0.01}.
NS Valores no sigaificatives {P>0.09),

A continuacion se muestra la respuesta diferencial en la absorcion de diferentes
minerales entre los genotipos tolerante (Pinto Americano) y susceptible (Flor de Junio).

En el caso del sedio, magnesio y calcio no existe diferencia marcada entre las variedades
Flor de Junic y Pinto Americano, en tanto que el potasio, molibdeno, manganeso, fierro
vy zine existe una diferencia marcada. Pudiéndose observar que la variedad resistente
(Pinto Americano), presenta niveles de captacidon mds bajos que la variedad
susceptible, excepto para el zinc, donde presenta una mayor cantidad.

Podemos mencienar que la mayor acumulacién de minerales en la variedad
susceptible, Flor de Junio tunciona como un mecgnismo de sobrevivencia a las
condiciones de salinidad contrario a la variedad Pinto Americano, donde probablemente
intervengan otraos factores, tales como azucares, proteinas, etc., influyendo ampliamente
en sus mecanismos de tolerancia.

Tabla 15. Comparacién multiple de medias (Tukey) y desviacion estandar del perdil de
minerales {ppm), en dos variedades de frijol sometidas a niveles de salinidad (NaCl),
durante 96 h.

Mineral Contral 150 mM 1 200 mM

o Flor de Junic Pioto Americano Flor ds [unio Pinto Americano Flor de junic Pinto Americano
Na 69933+ 907¢| 113440+ 4£33q| 426991 2 17.589b| 4340.16 + 562b | 487571 + 831c| 427168 = 95dc
Mg 99236+ 857a 537582 1.29q| 49340 1351b 52922 + 0.57b 470.21 £ Q.14¢ 482.9% + l8lc
K 15962397 + |7066a| 14536.27 + 37 70 13061.22 + 38.09% | 1540917 + 21 59b | 15]146.60 + 21 .63 [ 13838.88 + 52.01 c
Ca 48152+ 190%a 484.57 ¢ 0.07a| 48039 0.llg 49232 + 0.12b 46580+ 7.19b| 47364+ 097¢
Mo 213+ 003a 186+ 0.0la 248 - 001b 160 + D.Q0b 190 + 0.03c 095+ 00lc
Mn 19.52+ 033a 03851 0.0la 168323+ 002b 2.66 + 0.06b 18.68 = 0.05¢c 518+ 007¢
Fe 41.102 0Sla 31.71 + 0.2ba 25.131¢ 013b 2768 ¢+ 0.17b 31.86 + 003 2153+ 021lc
in 22,12+ (.28a 3033+ 0.04q 2041 + 0.02b 2841 + 00Zb 2292+ 0.03c 4754+ 0.10c

S
NOTA: Letras diterentes en un mismo nivel indican diferencics sig-n.i.ticutivu:.__[-l:' «<(.05}; por variedad.

Comparando les resultados de minerales para los cultivares comerciales y los
mejorados, podemos concluir que las lineas mejoradas presentan una mayor
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acunmulacién de minerales, lo cual podria estar relacionado con su grado de
adaptabilidad a las condiciones adversas, al tratarse de lineas mejoradas.

Respecto a los mecanismos de tolerancia a salinidad se cbserva que estos involucran
el metabolismo relacionado a control e integracién de iones de sodio, su acumulacién,
localizacidn, asi como el ajuste y otros aspectos del metabolismo con referencia a fuentes
de carbono (Poffenrath, et al, 1992 y Couglan y Wynjones, 1980).

El ajuste osmético v la requlacion de iones en células de plantas sometidas a salinidad
son moedelos reconocidos de diferentes mecanismos existentes para obtener tolerancia
a sal (Flowers efal, 1977).

En la Figura (2), podemos observar la variabilidad existente en el contenido de minerales
en los seis cultivares comerciales, existiendo ademds un efecto significativo en el
contenido de sodio y calcio, los cuales se incrementan al cumentar la concentracion de
salinidad, en tanto que el magnesio, molibdeno y manganeso disminuyen
gradualmente,

En general pademos decir que para el magnesio y el potasio no existen diferencias
entre las variedades vy los tratamientos.

En el casa del sodio existe una gran variacidn en ka absorcidon de los genatipos y los
tratamientos, observémdose que con el incremento de la concentracién salina, la
captacion se incrementa. Los cultivares Pinto Americano y Negro muestran una mayor
captacion, mientras que los cultivares Flor de Junio, Pinto Mexicano y Pastilla presentan
la minima absorcién.

El calcio muestra también gran variabilidad entre los cultivares y tratamientos en
general existe un incremento al aumentar la concentracion del tratamiento en los
cultivares Flar de Junio, Pinte Americano y Pastilla. Para el cultivar Flor de Mayo existe
un incremernto en el tratamiento de 150 mM, pero al aumentar la concentracion se
presenta una disminucion. El cultivar Pinto Americano absorve la maxima cantidad de
calcio, en comparacion con el cullivar Negro el cual presenta la minima cantidad.

La respuesta del molibdeno tambien mostrd gran variabilidad para los cultivares y los
tratamientos, pero se observa que con ¢l incremento de la concentracidén de salinidad
existe una disminucidn gradual en la captacién del molibdeno, siendo los cultivares
Pinto Mexicano y Negro los que mostraron las mayores captaciones, en contraste los
cultivares Pinto Americano y Pastilla presentaron los minimos valores.

Con el incremento de la concentracién de salinidad la absorcién del manganeso
presenta una tendencia estable en su absorcidn, con excepcidn de las variedades Pinto
Americano y Pastilla donde se presenta una disminucidn al incrementar la salinidad.
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La variedad Pastilla muestra la méxima captacién de este mineral.

Para el caso del fierro, los genotipos Flor de Mayo y Pinto Americano muestran una
disminucién en la absorcién con el incremento de la salinidad, mientras que para el
resto de los genotipos la absorcién en general se mantiene estable. Mientras que el
genotipo Pinto Mexicano presenta un mayor incremento.

En general el zinc no presenta mucha variacién en la absorcién del zinc, en las diferentes
concentraciones de salinidad, observandose que los genotipos Pinto Americano y
Pastilla muestran un incremento marcado en la absorcion de este mineral al
incrementarse las concentraciones de salinidad.
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Figura 2. Contenido de minerales en seis variedades comerciales de frijol, sometidas a
diferentes niveles de salinidad.
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Fase 3. Variabilidad Genotipica en Etapa de Plantula

Crecimiento y Desarrolle

Los resultados del andlisis de varianza para las diferentes variables se muestran en la
Tabla (16). Diterencias altamente significativas (P<0.01) fueron observadas para las
variables peso fresco y peso seco de la plantula, entre genotipos y tratamientos. En la

interaccion genotipo-tratamientos se observan diferencias significantes (p<0.09) solo
para el peso seco en el tratamiento de 150 mM.

Tabla 16. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para peso fresco

y peso seco {g) de la plantula, en 12 cultivares de frijol mejorados sometidos a diferentes
niveles de salinidad (NaCl).

Fuente de al Peso Fresco (g) Peso Seco (q)
Variacién 100mM 150 mM 100mM  150mM
VYariedades Ll 478 ** 401 ** 13.40 ** 9.21 **
Tratamientos | | 17.41 ** 13.56 ** 0.03 NS 2413 **
Interaccion 11 048 NS 1.BI N3 0.78 RS 210"

Total 71

" Valores altamente significatvos (P <0.0L).
*  Valores siguificativas (P<0.05).
NS Valores no significatives (P>0.03),

La comparacién multiple de medias (Tabla 17) nos permite observar que respecto al
peso fresco en el tratamiento de 100 mM se formam tres grupos en los cuales los cultivares
P-114 y P-24 son estadisticamente diferentes al resto de los cultivares, siendo laP-114 la
que acumula el mayor peso y el P-24 el menor. En el ratamiento de 150 mM el P-24 es
igual a los cultivares 4(0-2-2, 383-4, P-10 y diferente al resto de los cultivares.

Respecto al peso seco se puede observar que aligual que en el peso fresco los cultivares

P-114 y P-24 acumulan el mayor y menor peso seco respectivamente, siendo ademds
estadisticamente diterentes al resto de los cultivares.
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Tabla 17. Comparacién miltiple de medias (Tukey) y desviacion estandar para peso
fresco y peso seco (g) de la pldntula, en 12 cultivares de frijol mejorados sometidos a
diferentes niveles de salinidad (NaCl).

Peso Fresco (g) Pesa Seca (g)
100 mM 150 mM 100 mM 150 mM

1) 538+083c 1) 497£1.35a |1 )1.39+00la 1) 1.1420.03a

2) 431%068ch B8 ) 395207]lab |7 )1.092001b 4) 1.02=0.06ab
3) 424+098abc 3 ) 3882076ab |3 )1.062004b 3) 097+0.09abc
8) 402+058abc 4 ) 3.81+00lab (4)099+007b 10) 0.93+0.0lbc
9) 3.83x054bc 10) 3.53+0.54b 100098+0.10b 11) 091+ 0.06bc
7) 38l+066bc 11) 3.50+046b |6 )098+005b 2) 0.89+0.05bcd
10) 3.81=0.11bc 2) 33620630 12)098+001b 8) 0.87+0.11bcd
1) 3.57+*0Q0.30bc 6) 3.20+0.09b 11)098+0.01b 7 ) 0.85+0.07bed
4 ) 3.55x068bc 12) 3.18x098L (8)03972006b 6 ) 0.84x0.22cd
§)331x042bc 9 ) 3.11x036b |1 097+003b 12) 0.83=0.08cd
12) 3.06£0.14bc 7 ) 3.04+029b |9)094+005b 9) 081+0.12cd
5 ) 282+0.5l1c 9) 3.02+x0.04b 5)074+004¢c 5) 0.73x0.10d

1) P-114; 2) 40-2-2; 3) 389 -4; 4] Anzalduas: 5] P-24: €) P-395: 7) P-4; 8) P-10: 9) 389-2; 1Q) P-373; 11) P-§5; 12} P-15.
NOTA: Letras iguales indican diferencias no significativas (P>-0.05).

Respecto a las variables de crecimiento, altura de la plantula, longitud de raiz, peso
seco aéreo y peso seco de raiz, se observaron diferencias altamente significativas
(P<0.01), como se puede observar en la Tabla (18), con un coeficiente de variaciéon de
19% en peso seco a 30% en longitud de raiz.

Tabla 18. Valores de T calculada, obtenidos en el anélisis de varianza para diferentes
variables morfofisiolégicas en seis variedades comerciales de frijol sometidas a
diferentes niveles de salinidad (NaCl).

Fuentede | ., AP LR PSA PSR
Variacion
Cultivares S 1437 g40** 9371~  4373°*
Tratamientos | 2 99.45** 38427  128.53°" 54.78 **
Interaccién | 10 3.73** 3.56** 8.35** 2.95**

(AP) Altura de Plénbtula, cm.; (LR} Longitud de Raiz, cm.; (PSA] Peso Seco Adreo, q.
{PER) Pasc Seco de Raiz, g.
** Valores allomenty significativos (P<Q.01}.

47
W Resuttados y Dhscusidn



Respuestas Morfofisicldgicas, Bioquimicas y de Ultraestructura en Frijol (Phaseolus vuigans L)..

Sergio Moreno Limén

Con base en la comparacién multiple de medias se encontré que el peso seco aéreo y
peso seco de la raiz de los cultivares Pinto Americano y Pastilla presentan los més altos
valores (tolerantes), mientras que Flor de Mayo (susceptible) tiene el valor mas bajo.
En general se presenta un decremento gradual en la longitud de la plantula, longitud
de raiz, peso seco aéreo (Figura 3), y peso seco de la raiz (Figura 4), al incrementar la
concentraciéon de la solucién salina dependiendo de la susceptibilidad de las

variedades.

Tabla 19. Comparacién multiple de medias (Tukey) de cada uno de los tratamientos,
dentro de cada variedad, para diferentes variables morfofisiolégicas, en plantulas
sometidas a niveles de salinidad (NaCl).

Variables | Tratamientos Variedades
Negro FlordeJunio Florde Mayo Pinto Mexicano Pinto Americano Pastilla
Altura de la Control 22.76 a 2045 a 3387 a 37.85a 56.36 a 3847 a
Plantula (cm) 150 mM | 11.37 ab 9.54 ab 2059 b 24.11b 2190 b 2356 b
200 mM 183 b 728 b 365¢c 14.80b 852¢ 1424 b
Longitud de Control 870 a 473 a 887 a 785a 948 a 10.24 a
Raiz (em) 150 mM als5b 3.36 a 641 a 5.81 ab 8.06 a 7.74 ab
200 mM 055 b 267 a 08l b 293b 430 b 522 b
Peso Seco Control 050 a 0.18 a 083 a 064 a 1.52a 1.13 a
Aéreo (g) 150 mM 027 b 0.17 a 0.66 b 062a 09Zb 094 a
200 mM 001 ¢ 011 a 0.10 ¢ 0.18b 055 ¢ 061 b
Peso Seco de Control 009 a 0.03 a 013 a 010a 020 a 015 a
Raiz (g) 150 mM 002 b 0.02 a 0.08 b 008a 0.14b 0.14 a
200 mM 0.00 b 0.02 a 0.0l ¢ 002b 0.11b 0.08 b
NOTA: Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
2.00
5 1so0f]
l§ 100 Control
.E 0so| | B 150 mm
0.00 :] 200 mM

Negro

c5

5 g
b3l 3l

3
g

Figura 3. Promedios de peso seco (g) aéreo de seis variedades comerciales de frijol,
sometidas a diferentes niveles de salinidad (NaCl).
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Figura 4. Promedios de peso seco (g) de la raiz en seis variedades comerciales de frijol,
sometidas a diferentes niveles de salinidad (NaCl).

Los resultados indican que los cultivares de frijol presentan alta variacién en la
resistencia a estrés de salinidad en la etapa de plantula. La observacién de la variacion
significativa entre los cultivares de frijol en la altura de la plantula y longitud de raiz,
peso seco de tallo y raiz se ofrece una oportunidad para la seleccién de genotipos
tolerantes a salinidad. La variabilidad genotipica para resistencia a salinidad fue
reportada por Maiti (1997). El crecimiento de plantula de frijol, mostré una reduccién
gradual con el incremento de la concentracién de salinidad, esta reduccién en el
crecimiento de la plantula podria correlacionarse con algunas funciones fisiolégicas y
bioquimicas que reducen la expansién de la célula e incrementa la extensién de la
pared celular que interactiia con el mantenimiento de turgencia y tasa de crecimiento
de la hoja (Neuman, ef al, 1989). Una reduccién en el potencial de agua también fue
reportada (Nasiry-Mahallati y Sarmadria, 1990) y una reducciéon en la absorcion de
minerales (Rehm, ef al, 1987 y Abbas, 1991) al mismo tiempo afectando el proceso de
fotosintesis y conductividad estomatal. El presente estudio indicé que algunos cultivares
(P-114 y Pinto Americano) fueron tolerantes a estrés de salinidad. Estos cultivares también
mostraron altos indices de tolerancia con respecto a la biomasa de tallo, pero no en
biomasa de raiz, lo que indica que las raices de frijol fueron altamente sensitivas a
salinidad. La respuesta de lineas comerciales y avanzadas mostraron variacién
significativa entre tratamientos y entre genotipos para cada una de las variables
estudiadas. El rango de respuesta a estrés de salinidad entre varios cultivares de frijol
en la etapa de pléantula probablemente tienen una fuerte implicacién para el
mejoramiento genético respecto al establecimiento de la plantula del cultivo de frijol
en México.

En este trabajo se estudiaron diferentes respuestas que podrian estar relacionadas
con los mecanismos de resistencia a salinidad, por lo tanto los estudios deberan estar
enfocados en esta direccion a niveles bioquimicos y moleculares. A este respecto mas
estudios son necesarios para ultraestructura de cloroplasto, estimacion del contenido
de clorofila, proteinas de choque térmico y andlisis de DNA y en los genotipos tolerantes
y susceptibles a salinidad bajo estrés y sin estrés, para conocer los mecanismos de
resistencia a estos factores.
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Enla Tabla (19), podemos observar mds detalladamente el efecto de la salinidad scbre
las variables morfafisiolégicas estudiadas. Con respecto a la altura de la plantula en
las variedades Negro, Flor de Junio, Pinto Mexicano y Pastilla se forman dos grupos
con diferencias significativas, siendo de esta manera los tratamientos de salinidad
estadisticamente diferentes al control. En las variedades Flor de Mayo y Pinto Americano,
se forman tres grupaos, indicando diferencias entre los tratamientos. En la longitud de
raiz de la variedade Flor de Junio, no se observan diferencias estadisticas entre los
tratamientos, mientras que en el resto de las variedades si, siendo esta principalmente,
marcada por el ratamiento de 200 mM. Respecto a las variables peso seco aéreo y
peso seco de raiz en la variedad Flor de Junio no se presentan diferencias significativas,
mientras que ern el resto de las variables si.

En forma general podemos mencionar que la altura de la planta se ve afectada
significativamente con los tratamientos de salinidad lo cual puede observarse en la
Tabla (19). Con el tratamiento de 150 mM de NaCl esta se reduce hasta un 61% con
respecto al control, mientras que con 200 mM el porcentaje de afectacion alcanza hasta
un 92%. Por otro lado la longitud de la raiz se reduce desde un 64% hasta un 94% con
los tratamientos de 150 y 200 mM respectivamente. Aparentemente el peso seco de la
parte aérea es la variable que menos afectacion presenta, con el tratamiento de 150
mM, reduciéndose hasta un 46% y un 89% en 200 mM. Finalmente el pesc seco de la
raiz se reduce hasta un 100% en condiciones de 200 mM.

El porcentaje de emergencia estd altamente influenciado por la concentracién salina,
va que como se puede observar en la Tabla {20), existe una diferencia altamente
significativa entre las variedades y entre los tratamientos aplicados.

Tabla 20. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para el porcentaje
de emergencia (%), en seis variedades de frijol comerciales sometidas a niveles de
salinidad (NaCl), durante 12 dias.

Fuente de Gl Emergencia

Variacion (%}
Caovariantes i §29.78 **
Dia | €29.78 **
Efectos Medidos 7 16646 **
Tratamientos 2 47266 **
Variedades S 4398 **
Interaccion 10 446 **
Explicado 18 102.20 **
Total 6547

**  Valores altumente significativos (P<0,01),

Como podernos observar en la Figura (5), el control inicia la emergencia a partir de las
24 h, mientras que para cada uno de los tratamientos el inicio de la emergencia requiere
entre 6 y 7 dias.
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Control
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O = N W & 00 O

D Negro - Flor de Flor de D Pintr:a Pinto Pastill

Junio Mayo Mexicano Americano

Figura 5. Efecto de diferentes niveles de salinidad (NaCl), sobre la emergencia en seis
variedades comerciales de frijol, durante 12 dias.

Fase 4. Respuestas Bioquimicas en Etapa de Plantula

Perfil de Minerales

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza indican que existen diferencias
altamente significativas (P<0.01) en el contenido de minerales, tanto en el tallo (Tabla
21) como en la raiz (Tabla 23). De igual manera el contenido es estadisticamente
diferente entre el control y el tratamiento de salinidad Tabla (22) y Tabla (24).
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Tabla 21. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para el pertil de
minerales (ppm), en tallo de plantulas de 16 dds, de las variedades Flor de Junio y
Pinto Americano, sometidas a 200 mM de NaCl durante seis dias.

Fuente de
| Vamiacién
Etectos Medidos| 2 225298.73** 231128%** 4199450 1978.78 ** 2675981** 23995158 * 54036.51 **
Vaniedades I 18542737 4437641 353.43*%%  1396.53** 53434.02"" 478778.86+* 12806747 *"
Tratamientos 1 26517009** 194%.29*" 8363557 256102 ** 8559 ** 1124.28* 5.56*

1
3

Gl Na Mg K Ca Mn Fe Zn

[nteraccion 1GBE47 78" 25.80°7 10785991 ** S155.20** 3J345473°" L8753.59 =* 2104562
Explicada 20641508* 15417,17°" 6394963°* 303758 ** 28981.45** 1B6.6218.58*" 49706.22**

Total 11

** Valotes allamente sigruficativos (P<0.0]).
*  Vaolores siguificativos (F-20.05).

Tabla 22. Comparacidon multiple de medias (Tukey) y desviacién estandar del perfil de
minerales (ppm), en tallo de plantulas de 16 dds, de las variedades Flor de Junio y
Pinto Americano, sometidas a 200 mM de NaCl durante seis dias.

arigdades | T isnios Na My K T Mn Fa Za
Florda Coutrol 235673+ 91.37a 49185~ 0.12a 1666778~ 5439a A6E664~ L. Ida 2912=029a 38268+ 100a E79%~0.l4a
unin Salinidad 2815521 - 2701 b 59741+ 227b 16236 08= 91.74b 84723+ 2.33b 576+0.02b 31552+071b 10402019b
Pinto Contral 1600822 GS4o  (036.i325.33a JIiU.E42 §4.[8a SWI4=2 IFWa I61+01!17a 355072039 151.04=06ia
Americana | Salinidad 4707.25* 14.1%b 16862 712D 420 47+ 4295b 94293 35lb Gl 46=029b 93.57=041b 2067T2 11380

NOTA Letras diterentes indican difcrencias significativas (P<0.05).

Tabla 23. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para el perfil de
muinerales (ppm), en raiz de plantulas de 16 dds, de las variedades Flor de Junio y Pinto
Americano, sometidas a 200 mM de NaCl durante seis dias.

ﬂ“ﬂi‘gﬁg Gl No Mg K Ca Mn Fe Zn
Efectos Medidos | 2 1244.53** 24267.05** 555048** 53199.07 ** 2531580 77202.25"F 7748211 **
Variedades | B43.08"" 4287857+ 12823.33** 65059 *  100141** [31241.73** 106849.77 **
Tictamicntos | 1 1640.10%%  5655.52** 1829557** 10S747.55*% 49629.19°* 2316276°* 4811445
lateraccion | ZO95.06°* 242240°° 1635707°" 2521561 " 20686.23°° 7692557 1814779
Explicado 3 1528.42°* 1698550 15825.37°* 43871.25°° 24106.28°* 9403235 5770401 **
Total 11

F Valores allaments signifieativos (F <001

Tabla 24. Comparacion multiple de medias (Tukey) y desviacién estandar del perfil de
minerales (ppm), en raiz de plantulas de 16 dds, de las variedades Flor de Junio y Pinto
Americano, sometidas a 200 mM de NaCl durante seis dias.

h‘miodadns|Trutcmuvnm Na Mg K Ca Mn Fo Zn

Flor de Contrgl 673322 20746 114276=32.18c 6557855 39058 1678192 505a  36.96=047a  787.15=0.09a 9020:2.28
Junie | Salinidod 876270=1311.30b 104774-7.43b 488625r700.18b 217039=551b 7363:047b 13%012:093b [5764=053h
Pinte Gontrsl 550595 64.76a 2079972 77a SUTIAl: 3667¢ 1100022329¢  JL422002a  191992097a 240.32:0.10q
Americano | Calinidad | 2370882 5520b 162496=708b 1560.95= 9159b 25646€=621b 110142037 b 265412139b 5254421470

A Letras duerentes indican diferencias s{grjul_icuuvas P<0.09).
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En la Figura (6) podemos observar que el contenido de minerales en tallo, se ve
influenciado por la salinidad. Con respecto al control el contenido de sodio, magnesio
y potasio se incrementa en la variedad Flor de Junio mientras que el calcio, manganeso,
fierro y zinc disminuyen, por el contrario en la variedad Pinto Americano observamos
que con excepcidn del potasio que disminuye, el resto de los minerales se incrementan.

Sodio Calcio

m w0000
g #0000

g 800 00

0000

fh} 20000
=
S Flor de Pinto Flor de Finto Flor de Finto e =TT Pinto
W Junio Americanc Junio Americano Junio Americano Junio Amearicano
a
0o Manganeso Fiemro Zinc
a
=
6 & Control
O B 200 =M

Flor de Pinio Flor de Pinto
Junio Americano Junio Americanc

TRATAMIENTO DE SALINIDAD

Figura 6. Contenido de minerales en tallo de plantulas de frijol de 16 dds, en dos
variedades comerciales, sometidas a 200 mM de NaCl, durante seis dias.

Respecto a la raiz, en la Figura (7) observamos que en la variedad Flor de Junio, el
contenido de sodio, calcio, manganeso, fierro y zinc se incrementa, disminuyendo el
magnesio y el potasio. En Pinto Americano disminuyen el sodio, magnesio y potasio,
mientras que el calcio, manganeso, fierro y zinc se incrementan.

Sodio Magnesio Potasio Calcio
0]
w
=
Ll
Z
Flor de Pinto
E Junio Americano
&l .
0O Manganeso Fierro Zinc
E T
% 10 0
2§ ax [ Control
O - oam
nx -
O om0 o - L . - - 200 mM
Flor de Pinio Flor de Pinio Floi de Pinto
Junio Americano Junio Americano Junio Americano

TRATAMIENTO DE SALINIDAD

Figura 7. Contenido de minerales en raiz de plantulas de frijol de 16 dds, en dos
variedades comerciales, sometidas a 200 mM de NaCl, durante seis dias.
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Perfil de Proteinas (Proteinas Especificas)

Los resultados obtenidos en la electroforesis, para la determinacion de proteinas
especificas nos permiten observar que aparentemente éstas no se manifiestan, ya que
no existen diferencias en el corrimiento entre el control y el tratamiento, manifestandose
unicamente proteinas estructurales. Este hecho nos permite deducir que éstas proteinas
son sintetizadas como una respuesta inmediata de la planta a diferentes condiciones
de estrés.

Nuestros resultados pueden ser reforzados si consideramos las observaciones de
diferentes investigadores que mencionan que las proteinas de choque térmico aparecen
con rapidez, donde su sintesis continiia realizéndose durante 3 6 4 h, pero después de
8 h, el patrén de sintesis es esencialmente el mismo que tenia al inicio (Arrigo y Welch,
1987; Neuman ef al, 1989; Nover ef al, 1984).

a
|
5 205 205
o B = V, 200 mM
= C = V, Control
o 116 & 18 D = V, 200 mM
& 97 &= 97
66 * 66
P V. = Flor de Junio
S - V;= Pinto Americano
29 29

A.B C D

Figura 8. Perfil de proteinas especificas en hoja de pléantulas de 16 dds, de las variedades
Flor de Junio y Pinto Americano, sometidas a 200 mM de NaCl, durante seis dias.

Contenido de Clorofila

Como se puede observar en la Tabla (26) el contenido de clorofila no presenta
diferencias significativas entre tratamientos y variedades, sin embargo al analizar los
resultados para cada una de las variedades pudimos encontrar que para la variedad
Flor de Junio si se presentan diferencias significativas en el contenido de clorofila a,
entre los tratamientos.
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La Tabla (25) presenta los valores promedio obtenidos para el contenido de clorofila.
Como se puede observar, existe una ligera variacion en el contenido de este compuesto
entre las variedades y los tratamientos.

Bajo condiciones de salinidad ¢l contenido de clorofila total, gumenta tanto en la
variedad Flor de Junio (susceptible), como en Pinto Americano {(resistente), pero en el
cultivar tolerante el incremento es mayor, demostrando con esto una mayor estabilidad
de la clorofila, lo cual ayuda o una mayor tasa de fotosintesis, por otro lado el incrementa
del cultivar susceptible se puede considerar como una respuesta de sobrevivencia.
Esto estd asociado con la alta acumulacidon de iones de sodio bajo condiciones de
estrés de salinidad, los cuales se complementan en la nutricién y el ajuste osmético.
Estos resultados difieren con los encontrados por Bhivare et al, (1988),

Tabla 25. Valores promedio del contenido de clorofila (mg/g) y desviacion estéandar, en
dos variedades de frijol sometidas a condiciones de salinidad (NaCl).

— - T- —
Variedades Tratamientos 1empos
Total a b
Flor de Junio Contrel 2l.16 + 0.46 1293+ 016 7.14 £ Q.57
200 mM 2491 + 142 15.14 £ 0.72 8.50 + 0.62
Pinto Americano Control 21.61 + 1.86 13.27 £ 1.10 7.23 + 0.66
200 mM 2761 +13.10 1544 + 5.62 10.52 + 5.74

Fase 5. Asimilacion de CO2

En este apartado se describen los resultados de la respuesta de asimilacion de CO, en

pléntulas de dos variedades de frijol expuestas a sclucién salina a una concentracién
de 200 mM durante seis dias.

En la Tabla (26) se presentan los resultados obtenidos en el andlisis de varianza donde
podemos observar que estadisticamente no existen diferencias significativas (P>0.05)
entre las variedades y los tratamientos.

Aunqgue estadisticamente no se presentaron diferencias significativas, entre las
variedades y los tratamientos, como se puede ohservar en la Tabla (27), si existen ligeras
diferencias en la tasa de asimilacién de CO, entre las variedades y los tratamientos.
La tasa de asimilacidn de CO, de la variedad Flor de Junio se ve disminuida con el
tratarmiento de salinidad al pasar de 8.32 ppm/cm?/h a 6.17 ppm/cm®/h, para la variedad
Pinto Americano que es considerada con cierto grado de toleranciq, la disminucién es
mas dré&stica al pasar de 12.30 ppm/cm?/h a 3.55 ppm/cm?/h.
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Tabla 26. Valores de F calculada, obtenidos en el andlisis de varianza para la tasa de
asimilacién de CO, (ppm/cm?/h) y contenido de clorofila (mg/qg). en las variedades Flor
de Junio y Pinto Americano sometidas a salinidad (NaCl, 200 mM).

Fue‘nte‘qe Gl Asimilacién de CQ, Clorofila Tatal  Clorofila a Clorofila b
Variacidon 2
Variedades l 0.93 N3 443 N8 0.21 NS 2.24 NS
Tratamientos 1 59.42 NS 4591 NS 9.54 NS 10.79 NS
Interaccion 1 21.80 NS 2.14 N8 0.00 N3 1.86 NS
Emor 4 11.64 NS 44 34 NS 11.39 NS 252 NS
Total 7

NS Valores no signlﬁcutivo:_(-f’ >0.05).

Aunque la tasa de asimilacién de Co, del cultivar tolerante sufre una disminucion, se
puede observar que en este cultivar se desencadenan otros mecanismos como la

acumulacién de sustancias osmorreguladoras y una mayor acumulacion de biomasa
total, como se pudo demastrar en los resultados.

Tabla 27. Tasa de asimilacidon de CO, (ppm/cm?th), en dos variedades de frijol sometidas
a condiciones de salinidad.

Variedad Asimilacion de CO,

anedaces Conlzcl 200 mM
Flor de Junic 8.32 6.17
Pinto Americano 12.30 3.55

Respecto a la asimilacién de CO, Bhivare, of al., (1988) reportaron que la salinidad de
cloruro afecta significativamente la tasa de asimilacién, resultados que concuerdan
con los obtenidos en el presente estudio al encontrar que en Flor de Junio y Pinto
Americano ésta se reduce en un 26 y 71 % respectivamente.
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Fase 6. Respuestas de Ultraestructura

En los cultivares susceptibles bajo tratamiento de salinidad una pérdida de orientacién
en la organizacién de tilacoides en los cloroplastos, que involucra un hinchamiento de
los organelos y amplia separacién de tilacoides asociado con una acumulacién de
granulos de almidén de gran tamano, en contraste en las lineas tolerantes no se
encuentran este tipo de anomalias en la organizacién de los cloroplastos. En los
genotipos tolerantes bajo condicién de salinidad hubo mayor acumulacion de granulos
de almidén de gran tamano, granulos osmofilicos y mayor nimero de mitocondrias
comparado con el testigo. Estas caracteristicas proveen a las plantas de una gran
ventaja estratégica en las fuentes de material energético y mecanismos
osmorreguladores bajo estrés de salinidad. Las modificaciones observadas concuerdan
en parte con las reportadas por diferentes investigadores en cultivos de importancia
econdémica (Ristic y Cass, 1992 y Tretyakov ef al, 1985).

a)

Figura 9. Ultraestructura de
cloroplasto en pléantulas 16
dds, de la variedad Flor de
Junio, mediante microscopia
electrénica de transmisién, a)
Control, b) 200 mM de NaCl.

Figura 10. Ultraestructura de
cloroplasto en plantulas de 16
dds, de la variedad Flor de
Junio, mediante microscopia
electrénica de transmisién, a)
Control, b) 200 mM de NaCl.
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