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RESUMEN

El presente trabajo se establecié con el fin de evaluar el efecto de la de aplicacién
foliar de sustancias quimicas involucradas en la tolerancia al estrés hidrico en
plantas de frijol. Las sustancias incluyeron a la prolina, glicina betaina, acido
glutamico, nitrato de potasio y &cido ascorbico a dos concentraciones diferentes.
Se incluyeron ademds dos testigos que consistieron uno sin tratamiento foliar y
manejado bajo condiciones de estrés hidrico y el otro sin aplicacion foliar y bajo
condiciones de no estrés hidrico. EIl trabajo se condujo bajo condiciones de
invernadero en el CENID RASPA; se utilizé la variedad Pinto Saltillo y las semillas
se sembraron en macetas de plastico de 18 L llenas con una mezcla de turba, perlita
y vermiculita (80:10:10, v:v:v). Las plantas se regaron cuando el sustrato tenia del
25 al 30% de la capacidad maxima de retencion de humedad para promover una
condicion de estrés hidrico, el testigo sin estrés hidrico se regd cuando se tenia del
55 al 60% de la humedad méxima disponible en el sustrato. Se hizo un muestreo
destructivo a los 60 dias después de la siembra para cuantificar el area foliar, peso
seco de raiz, tallo, hojas, transpiracion y contenido relativo de agua. Los resultados
indican que mediante la aplicacion foliar de glicina betaina y &cido glutdmico es

posible disminuir los efectos adversos del estrés hidrico en plantas de frijol.

Palabras clave: prolina, glicina betaina, estrés hidrico, acido ascorbico.
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|. INTRODUCCION

Las leguminosas después de los cereales, constituyen la fuente mas importante
de alimentos de origen vegetal y es la principal fuente de proteinas en el sector
de la poblacion de bajos ingresos. Dentro de las principales leguminosas se
encuentra el frijol cuyo género principal es el Phaseolus, el cual ocupa un lugar
importante en la economia agricola de México; tanto como la superficie que se
le destina, como por la derrama econdmica que genera (Delgado, 1985.). En
conjunto con el maiz constituyen la dieta basica del pueblo mexicano y en
consecuencia son los productos de mayor importancia socioeconémica, tanto
por la superficie de siembra, como por la cantidad consumida per capita.
(COVECA, 2011).

En México se siembra aproximadamente dos millones de hectareas de frijol con
un rendimiento promedio de 650 kg por ha. Se cultiva en todo el pais, tanto en
condiciones de riego como temporal donde la ocurrencia no definida de la
precipitacion impone estrés hidrico durante alguna etapa de su crecimiento. En
la actualidad el frijol, contindia siendo la leguminosa de mayor importancia para
la dieta de la poblacién de bajos recursos asi como por la cantidad de jornales

que se ocupan en su produccion (Lopez, 2009).

El agua es el factor mas importante entre los que restringen la productividad de
los cultivos (Hsiao et al., 2009).En México, la falta de precipitacién ha ocasionado
que el 50% de los municipios actualmente estén afectados por la sequia y se
calcula que 1.4 millones de ha sufrieron por esta condicion. En 2011, se
perdieron 3.2 millones de toneladas de maiz, 600 mil de frijol y 60 mil cabezas

de ganado (Romero, 2012). Ante esa situacion, es necesario desarrollar e



implementar estrategias que ayuden a incrementar el aprovechamiento y
eficiencia en el uso del agua, reducir los efectos de la sequia en las plantas y
desarrollar técnicas para obtener la produccion de alimentos que necesita el
pais. Una alternativa rapida y de bajo costo es la activacion de los mecanismos
de tolerancia al déficit hidrico en plantas mediante la aplicacion exdégena de
sustancias quimicas relacionadas con la respuesta de las plantas a los estreses
abidticos como la sequia. Dentro de esas sustancias se encuentran los solutos
organicos compatibles como la glicina betaina y prolina, los fertilizantes quimicos

y antioxidantes como el acido ascérbico.

1.1. Objetivo
Evaluar la respuesta del crecimiento de plantas de frijol, manejadas bajo déficit

hidrico, a la aplicaciéon foliar de cinco sustancias quimicas que comprenden

fertilizantes inorganicos, osmolitos organicos y antioxidantes.

1.2. Hipotesis
HO. Los tratamientos de aplicacion foliar de sustancias quimicas afectaran de

igual manera al crecimiento de plantas de frijol manejadas bajo estrés hidrico. .

Ha. Los tratamientos de aplicacion foliar de sustancias quimicas afectaran de
forma diferente al crecimiento de plantas de frijol manejadas bajo estrés

hidrico.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del cultivo del frijol

El cultivo de frijol del género Phaseolus es el mas importante desde el punto de
vista alimenticio; éste se siembra en todas las regiones agricolas del pais. De
esta manera tiene una enorme importancia para el pais desde diversos
enfoques: econdmico, alimentario, biolégico y cultural. Es el segundo cultivo en
importancia en cuanto a superficie sembrada y es también, sobre todo en
poblaciones rurales y el sector urbano de escasos recursos, un alimento basico
con un notable aporte proteico a la dieta (Basurto, 2000).A nivel internacional el
frijol es un producto de menor trascendencia en cuanto a superficie cultivada. Su
importancia radica como fuente de alimento y sustituto de otros nutrimentos en
la sociedad: sobre todo en paises donde el ingreso per capita limita la adquisicion
de bienes de alto valor proteico pero de mayor valor econémico. Segun la FAO
(2008), la produccion de frijol en el mundo se concentra en 129 paises de los
cinco continentes, entre 1961-2007 se produjo en promedio poco menos de 15
millones de toneladas al afo, lo que constituye una tasa media de crecimiento
anual de 1.16% durante dicho lapso (Reyes et al, 2008).

La importancia del frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) en tiempos precortesianos
era tal que, de acuerdo con el codice mendocino, los aztecas lo incluian en los
tributos exigidos a otros pueblos y nunca desapareciéo de la dieta nacional
durante los 500 afios que siguieron. De este modo, ha sido junto con el maiz, el
alimento basico de México y, ademas de su importante contenido de
carbohidratos y minerales, se considera la principal fuente de proteinas

vegetales en la dieta. Su papel es aun mas significativo para las clases de



menores recursos que, al no tener acceso a proteinas de origen animal, hallan

en el frijol esos nutrimentos esenciales (Mufioz, 2010)

2.2. Clasificacion taxonémica del frijol

La clasificacion taxondmica del frijol comun (phaseolus vulgaris L.) es la
siguiente:

Reino: Plantae

Division: Spermatophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Fabales

Familia; Fabacea
Subfamilia: Faboideae
Tribu:Phaseoleae
Subtribu: Phaseolinae
Género: Phaseolus

Especie: vulgaris

2.3. Morfologia y anatomia de la planta del frijol

El estudio de la morfologia se refiere a la estructura externa; es decir, los érganos
que componen en cuerpo de la planta (CIAT, 1984).En tanto que la anatomia
estudia la estructura interna de la planta, o sea los tejidos que componen cada
uno de los 6rganos. El frijol se caracteriza por ser una planta elevadamente
poliforme, ya que de acuerdo con el agro ecologico, donde se desarrolla, es

posible observar variaciones fenologicas entre la misma especie de un lugar a



otro. El ciclo del cultivo del frijol puede variar entre 80 variedades precoces y 180
dias variedades trepadoras. Dicho tiempo se encuentra determinado por el
genotipo de la variedad, habito de crecimiento, clima, suelo, radiacién solar y
fotoperiodo (Reyes et al, 2008). En seguida se describen los principales érganos

de la planta de frijol.

2.3.1. Raiz

El sistema radicular tiende a ser fasciculado, fibroso en algunos casos, pero con
una amplia variacion, incluso dentro de una misma variedad. Este sistema en las
primeras etapas de desarrollo esta formado por la radicula del embrion, la cual
se convierte después en la raiz principal o primaria. Al paso de pocos dias se
observan las raices secundarias que se desarrollan en la parte superior o cuello
de la raiz principal. Sobre las raices secundarias, se desarrollan las raices
terciarias y otras subdivisiones como los pelos absorbentes, estos se encuentran
en todos los puntos de crecimiento de la raiz. El frijol manifiesta ndédulos
distribuidos en las raices laterales de la parte superior y media de la raiz. Estos
nodulos tienen forma poliédrica, un didmetro estimado de 2 a 5 milimetros y son
colonizados por la bacteria del genero Rhizobium, las cuales fijan nitrégeno
atmosférico, que ayuda a satisfacer las necesidades de este elemento en la
planta (CENTA, 2008). La raiz pivotante se ramifica en distinto grado, desde
unas pocas raices hasta un sistema fibroso muy complejo. Su profundidad varia
desde pocos centimetros hasta 1 m, la nodulacion se concentra en las raices
superiores, también se desarrollan raices adventicias que emergen 1-2 dias
después de la germinacion y brotan de la parte inferior del hipocolito (Puentes et

al., 2001).



2.3.2. Tallo

El tallo es herbaceo y con seccion cilindrica o levemente angular, debido a
pequefias corrugaciones de la epidermis, se origina del meristemo apical del
embrion de la semilla. Desde la germinacion y en las primeras etapas de
desarrollo de la planta, este meristemo tiene fuerte dominancia apical y en su
proceso de desarrollo, genera nudos. Un nudo es un punto de insercion de las
hojas (o de los cotiledones) en el tallo (Arias, 2007) El tallo es el resultado de un
proceso dinamico de construccion por parte de un grupo de células situadas en
su parte final, llamada meristemo terminal, en proceso de division activa desde
sus primeros estados de crecimiento. Este proceso de construccion incluye asi
mismo, la formacion de otros érganos en los nudos, y la de los entrenudos. El

entrenudo es la parte comprendida del tallo entre dos nudos (CIAT, 1984)

2.3.3. Hojas

Las hojas estan insertadas en los nudos del tallo y las ramas. En dichos nudos
siempre se encuentran estipulas que constituyen un caracter importante en la
sistemética de las leguminosas. Las hojas de frijol, son de dos tipos: simples y
compuestas.Las hojas primarias son simples; aparecen en el segundo nudo del
tallo y se forman en la semilla durante la embriogénesis. Estas caen antes de
gue la planta esté completamente desarrollada. Las estipulas son bifidas al nivel
de las hojas primarias. Las hojas compuestas, trifoliadas, (trifolioladas) son las
hojas tipicas del frijol. Tienen tres foliolos, un peciolo y un raquis. Tanto el peciolo

como el raquis son acanalados. El foliolo central o terminal es simétrico y



acuminado; los dos laterales son asimétricos y también acuminados (CIAT,

1984).

2.3.4. Flores

El frijol coman tiene inflorescencia en forma de racimo, que nace en la axila de
las hojas. La flor se encuentra formada por cinco sépalos, cinco pétalos, diez
estambres y un pistilo, los estambres son diadelfos y cada estambre consta de
filamento y antera, nueve filamentos estan soldados y el décimo esté libre. En el
ce3ntro de la flor se encuentran el pistilo que consta de ovario, estilo y estigma.
El estandarte es el pétalo mas grande y se encuentra situado en la parte superior
de la corola. A los dos pétalos laterales se les da el nombre de alas, y laquilla
son los dos pétalos inferiores unidos por los bordes laterales (Miranda, 1966 y

SEP, 1983).

2.3.5. Semillas

La semilla se encuentra dentro de una vaina, que puede variar en colores al igual
qgue la semilla que existen infinidad de variaciones en forma, color y tamafio, la
semilla se propaga por dehiscencia, es decir que cuando la vaina se seca, se

abre y cae la semilla al suelo (Miranda, 1966 y SEP, 1983)

Las partes externas mas importantes de la semilla son:

a) La testa o cubierta.
b) El hilum, o cicatriz dejada por el funiculo, el cual conecta la semilla con la

placenta.



c) EIl micropilo que es una abertura en la cubierta o corteza de la semilla
cerca del hilum. A través de esta abertura se realiza principalmente la
absorcién de agua

d) La rafe, proveniente de la soldadura del funiculo con los tegumentos

externos del ovulo campilotropo (encorvado) (Arias et al., 2007).

2.4. Importancia del agua en la planta

El agua es la molécula esencial para la vida; en las plantas constituye
tipicamente del 80 al 95% de la masa de los tejidos en crecimiento y desempefa
varias funciones unicas. Es el solvente mas abundante y mejor conocido y, como
tal, permite el movimiento de moléculas dentro y entre las células. Debido a sus
propiedades polares, tiene gran influencia en la estructura y la estabilidad de

moléculas tales como proteinas, polisacéaridos y otras (Kirkham, 2005).

2.5. Déficit hidrico

El déficit hidrico en la planta se debe a la disminucion de su contenido de agua
y ocurre cuando la tasa de transpiracion excede a la de absorcién por la raiz
(Villalobos et al., 2002).Se ha definido al estrés hidrico como cualquier limitacion
al funcionamiento éptimo de una planta, impuesta por una disponibilidad de agua
insuficiente (Medrano y Flexas, 2003).

El estrés por déficit hidrico se produce en las plantas en respuesta a un ambiente
limitado de agua, en donde la tasa de transpiracion excede a la toma de agua.
El déficit hidrico no solo ocurre cuando hay poca agua en el ambiente, sino
también por bajas temperaturas y por una elevada salinidad del suelo (Nilsen 'y

Orcutt, 1996). Estas condiciones, capaces de inducir una disminucion del agua



disponible del citoplasma de las células, también se conoce como estrés

osmatico (Moreno, 2009).

2.6. Mecanismos de tolerancia de las plantas al déficit hidrico

En las plantas existe una multiplicidad de mecanismos de resistencia a la sequia.
Los distintos tipos de plantas privilegian diversos mecanismos; y cada tipo de
planta recurre a varios mecanismos al mismo tiempo (Levitt, 1980; Alpert y
Oliver, 2002; Walters et al., 2002).Los mecanismos de evasion actlan sobre
distintos puntos del sistema de transporte del agua en la planta y su accion es
fisica, facilitando la adquisiciéon de agua o limitando su pérdida. EI movimiento
del agua en la planta es pasivo, no requiere gasto de energia metabdlica, y es
provocado por gradientes de potencial hidrico. La transpiracién causa una caida
del potencial hidrico en las hojas, por debajo del potencial del suelo y provoca
que el agua ascienda desde las raices. A su vez, el bajo potencial osmético de
las células hace que el agua ingrese a ellas desde el apoplasto. Para evitar el
estrés hidrico, los mecanismos de evasién minimizan la resistencia al flujo de
agua en la planta, limitan la transpiracién, o provocan la disminucion del potencial

osmoético para favorecer el ingreso de agua al simplasto.

Entre los mecanismos de evasion del estrés hidrico, se cuentan los que limitan
la transpiracién mediante el cierre estomatico. El recubrimiento de la epidermis
con cuticula y pelos, el aumento de la conductancia hidraulica mediante mayor
densidad y profundidad de raices o por apertura de los canales de agua de la
endodermis. El de la elasticidad del tejido, ya que una mayor rigidez implica una

mayor hidratacion ante incrementos leves del potencial agua, y la disminucion
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del potencial osmoético. También representan mecanismos de evasion los
cambios morfologicos que limitan la radiacion absorbida y el calentamiento de
las hojas, fuente energética de la transpiracién. Por ejemplo, el desarrollo de
hojas angostas, el enrollamiento de las mismas o su recubrimiento con
superficies reflejantes. Los mecanismos de evasion acttan en distintos niveles
morfoldgicos. Los mecanismos de cierre estomético, de ajuste osmdtico, de
cambios en la elasticidad de los tejidos y de apertura de los canales de agua de
la endodermis radical, son mecanismos que se desarrollan en un nivel celular.
Los cambios en la conductancia hidraulica de los tallos se producen, en cambio,
en el nivel de tejidos. Por ejemplo,en el xilema y del mesdéfilo foliar (Osmond et

al., 1987; Chaves et al., 2002; Verslues et al., 2006).

2.6.1. Comportamiento estomético

La apertura estomatica se produce cuando ingresa agua y aumenta la turgencia
de las células oclusivas, como consecuencia de la disminucién de su potencial
osmotico. La disminucién del potencial osmético se produce por el ingreso de
iones como K* y CI; como producto de la sintesis de malato; y por el
desdoblamiento de almidon en las células oclusivas (Assman y Shimazaki,

1999).

2.6.2. Cambios morfoldgicos en la hoja

Un mecanismo de las plantas que les permite crear un ambiente en el que sus

células no estén bajo tension, es la pérdida de hojas. Un ejemplo claro lo seria
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el de la especie Follquieria splenden, la cual vive en el desierto de Sonora; esta
planta produce hojas después de las lluvias, pero las pierde cuando el suministro
de agua se ve limitado, quedando los nervios centrales y los peciolos como
espinas. Durante este tiempo, que esta desprovista de hojas, existen células
verdes en el tallo que mantienen una tasa fotosintética baja. Otras
modificaciones son las hojas pequefias que disipan el calor méas facilmente que
las grandes, mediante corrientes de conveccion. Las hojas dispuestas paralelas
a los rayos solares, al igual que aquellas de color verde claro o brillante,
absorben menos radiacion (Azcén y Talén, 2008). Otro mecanismo interno es la
prevencion, que permite crear un ambiente para que sus células no estén en
tension, no obstante que el ambiente del exterior sea muy estresante. Por
ejemplo, una hoja que, a través de la transpiracién, mantiene una temperatura

baja, cuando en el ambiente existe una temperatura elevada (Lopez, 1995).
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2.6.3. El ajuste osmaético

Consiste en una disminucion del potencial hidrico en los tejidos vegetales, lo cual
tiene como consecuencia la entrada de agua y, por tanto, no se presenta una
disminucién en la turgencia o en la productividad fotosintética. El ajuste osmotico
se da en las plantas a través de la biosintesis de osmolitos organicos de bajo
peso molecular y por la acumulacién de iones, fundamentalmente K+ (Cushman,

2001).

La acumulacién de solutos compatibles como la prolina, glicina betaina (GB) y
trehalosa también estan involucradas en la tolerancia a estrés abidtico por
proteccion de las proteinas y estructuras de la membrana de la deshidratacion,
regulando el estatus redox o actuando como desintoxicador de radicales libres
(Hussain et al., 2008, Tujeda, 2007, Turkan y Demiral, 2009, Zushi y Matsuzoe,
2009, Miller et al., 2008).La prolina es uno de los osmolitos mas estudiados en
tomate y su concentraciébn se incrementa significativamente después de la
exposicion al estrés, aunque no se habia logrado un consenso entre la tolerancia
al estrés y la acumulacion de prolina (Ashraf y Foolad, 2007). Algunos autores
plantean que la acumulacion se considera como un sintoma de dafio y no de
tolerancia al estrés, mientras que otros autores informan que los incrementos
observados en los niveles de prolina, estuvieron relacionados principalmente con
mecanismos de tolerancia a corto plazo (Ashraf y Foolad, 2007Bolarinet al.,
1995, Amirjani, 2010). Diversos autores sefialan que los cambios inducidos por
estrés en los contenidos de osmolitos son muy dependiente de la duracion,
intensidad y progresién del estrés, sefialando que variaciones en el contenido de

prolina pueden mostrar repuestas adaptativas de las plantas en orden a
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restablecer la homeostasis osmoética a mediano plazo, pero pueden también
mostrar una estrategia de defensa de las planta para mitigar los efectos dafinos
inducidos por estrés a largo plazo, después de una exposicion prolongada a la

sequia (Pinedaet al., 2012).

El ajuste osmotico puede considerarse, por un lado, un mecanismo de evasion
pues promueve el ingreso de agua a la célula y asi evita que éstas sufran estrés.
Por otro lado, el ajuste osmotico es un mecanismo de tolerancia, ya que los
solutos compatibles, responsables de bajar el potencial osmatico, se sintetizan
al sufrir estrés y tienen una accién protectora sobre las proteinas de las
membranas y del citoplasma (Bray, 1997, Mundree et al., 2002).Por otro lado el
ajuste osmotico no sélo lo producen los solutos compatibles, cuya acumulacién
en el citoplasma no compromete la Vvitalidad, sino también solutos
potencialmente téxicos, como Na*y Ca*?que ante situaciones de estrés hidrico
y salino, pueden acumularse en las vacuolas y contribuir al potencial osmaotico

de la célula (Bohnert y Gensen, 1996).

2.6.4. Crecimiento foliar

El resultado del déficit hidrico en las plantas es una disminucion de la tasa de
crecimiento, de elongacién del tallo, y expansién de la hoja (Villalobos et al.,
2002).Cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente, las plantas pueden
presentar respuestas de aclimatacion que tienen efectos sobre el crecimiento,
como la disminucion de la expansion foliar y el aumento del crecimiento radicular
(Potters et al., 2007; Shao et al., 2008).

El déficit hidrico en etapas tempranas generalmente afectan el alargamiento y el

tamanfio final de las hojas, en cambio en estadios mas avanzados se incrementa
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la senescencia foliar y la pérdida de follaje (Nufiez y Foster, 1996; Kramer, 1983).
Cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar
respuestas de aclimatacion que tienen efectos sobre el crecimiento, como la
disminucion de la expansion foliar y el aumento del crecimiento radicular (Potters
et al., 2007; Shao et al., 2008). La disminucion del area foliar, conjuntamente con
una reduccion en la conductancia estomética, pueden limitar tanto la intercepcion
de la energia solar como la tasa de fotosintesis y finalmente la produccion de

materia seca en la planta (Dai et al., 1992; Hall y Shultz, 1980).

2.6.5. Fotosintesis

Ante la falta de agua en el suelo y de vapor de agua en el aire, la fotosintesis de
disminuye. Esto se debe a la disminucion del area foliar, conjuntamente con una
reduccion en la conductancia estomatica, lo cual pueden limitar tanto la
intercepcion de la energia solar como la tasa de fotosintesis y finalmente la
produccion de materia seca en la planta (Dai et al., 1992; Hall y Shultz, 1980).
La planta reacciona ante el déficit hidrico cerrando los estomas para evitar su
desecacion, dificultando de este modo la entrada de dioxido de carbono.
Ademas, el incremento de la concentracién de oxigeno interno desencadena la
fotorrespiracion. Este fendmeno explica por quélas plantas C4 sean mas
eficientes que las plantas C3en condiciones de déficit hidricoLas tasas de
fotosintesis so6lo disminuyen radicalmente cuando por déficit hidrico se pierde
mas del 40% del contenido de clorofila en la hoja (Congreso Nacional de

Biotecnologia, 1996).

2.6.6. Altarelacién biomasa radical / biomasa aérea
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El que las plantas tengan una gran superficie foliar ocasiona una mayor pérdida
de agua mediante la transpiracion. Esto implica que el sistema radicular debe ser
extenso para recuperar del suelo toda el agua que pierden las hojas (Pérez y
Martinez, 1994).Las modificaciones anatémicas, morfoldgicas y fenolégicas de
las plantas sometidas a periodos prolongados de sequia se deben basicamente
a las alteraciones en los “patrones estacionales y ritmos de division y elongacion
celular. Los tejidos y 6érganos mas afectados son aquellos relacionados con la
absorcién y uso del agua (Ortiz, 2006). En relacion a los efectos en los procesos
fisiolégicos uno de ellos, incluso masimportante es el aumento en la relacion
raiz/parte aérea (Sanchez y Aguirreola, 2000). Bajo condiciones de estrés
hidrico, las raices continian creciendo en busqueda de agua en estratos mas

inferiores del suelo.

2.7 Efectos del estrés hidrico en frijol

El factor mas importante que limita el rendimiento del frijol (Phaseolus vulgaris
L.) en areas de temporal es la sequia, la cual se traduce en la planta como déficit
y estrés hidrico, inhibicién y subsecuente detencion del crecimiento (Kramer y
Boyer, 1995). Entre los cambios fisiolégicos y metabdlicos que ocurren se
encuentran la disminucién de la sintesis de proteinas y, por tanto, en la velocidad
de crecimiento, el aumento de cera en la cubierta de las hojas, cambios en la
transpiracion, en la respiracion, en la fotosintesis, en la distribucién de nutrientes,

entre otros (Covarrubias, 2007).

2.8. Estrategias para mitigar los efectos del estrés hidrico en las plantas
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En la region del altiplano semiarido de México, constituida por los estados de
Zacatecas, Durango, Chihuahua y Aguascalientes, se han implementado dos
estrategias para atenuar los efectos de sequia: una mediante la practica del
“pileteo” para incrementar la captacion de lluvia y mejorar las condiciones de
humedad del suelo y otra a través del mejoramiento genético, cuya finalidad es
la obtencién de variedades resistentes a sequia. Como resultado de la segunda
estrategia, se han desarrollado variedades de frijol de diferente tipo de grano,
con alta expresion de rendimiento en condiciones de sequia (Acosta et al., 2007).
Existen otras estrategias que se han venido desarrollando en varios cultivos y en
paises distintos con diferentes tipos de solutos orgénicos, reguladores de
crecimiento y nutrimentos para mitigar los efectos del estrés hidrico. Esas
sustancias se aplican en el pre acondicionamiento de semillas previo a la

germinacion o de manera exdgena al follaje, en tratamientos y dosis diferentes.

2.8.1. El pre acondicionamiento de semillas

Los procedimientos pre germinativos consisten en la inmersion de las semillas
en soluciones osmoéticas 0 en agua durante cierto tiempo con 0 sin
deshidratacion previa a la siembra y permiten que una gran proporcion de las
mismas alcance rapidamente el nivel de humedad y estado metabdlico deseado,
como la activacion de numerosos procesos bioquimicos-fisiologicos
relacionados con la germinacion, la tolerancia al estrés ambiental y a la auto
reparacion enzimatica de las membranas celulares (Sanchez et al., 2001). Un
tratamiento centrado en el efecto que causa la exposicion de las semillas a los
procesos de hidratacion-desecacion que ocurren en el suelo, durante su estancia

en el banco de semillas, y consiste en enterrar los lotes de semillas durante un
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tiempo delimitado por el momento de la dispersion y el establecimiento de las
lluvias es el pre acondicionamiento natural. Dicho tratamiento se ha usado
exitosamente en plantas silvestres y con fines de restauracién ecoldgica. El pre
acondicionamiento natural rompe la latencia, incrementa la velocidad de
germinacion y aumenta el porcentaje de sobrevivencia y de establecimiento de
las plantulas, debido a que promueve los eventos metabdlicos relacionados con
la fase temprana de la germinacién (Nicasio et al., 2011). Los tratamientos de
hidratacion parcial de las semillas han demostrado ser eficientes y hoy en dia se
investigan para los siguientes fines agricolas: a) revigorizacion de semillas para
recuperar vigor e incrementar la longevidad durante el almacenamiento, b)
acondicionamiento para incrementar, acelerar y uniformar la germinacion y el
establecimiento, c) acondicionamiento de semillas para eliminar dormancia
organica o impuesta y d) robustecimiento de semillas para incrementar la
germinacion, el establecimiento y los rendimientos de las plantas resultantes de

los tratamientos bajo condiciones ambientales adversas (Sanchez et al., 2001).
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2.8.2. Aplicacion foliar de solutos organicos y otras sustancias quimicas a
plantas para reducir los efectos del estrés hidrico

Diversos estudios de campo e invernadero indican que la aplicacién exégena de
algunos solutos organicos como la glicina betaina y prolina incrementa la
tolerancia al estrés hidrico. Por ejemplo, Ma y Wang (2006) investigaron los
efectos de aplicacion foliar de 100 mmol L de Glicina betaina (GB) sobre el
fotosistema Il (PSII) fotoquimico en la hoja bandera del trigo (Triticum aestivum)
bajo estrés por sequia combinado con alta radiacion. Los resultados mostraron
que las plantas tratadas con GB mantuvieron una alta tasa fotosintética neta
durante el estrés por sequia que las plantas sin GB. La Glicina betaina exdégena
puede preservar la actividad fotoquimica de PSII, en plantas tratadas con GB
mantuvieron una mayor eficiencia fotoquimica maxima de PSII (Fv/Fm) y se
recobraron mas rapidamente de la fotoinhibicion. Ademas, las plantas tratadas
con GB pueden mantener actividades altas de enzimas antioxidantes y sufrir
menor estrés oxidativo. Los datos sugieren que la GB puede proteger el complejo
PSII de dafios a través de la aceleracion de la rotacion de la proteina D1 y el
mantenimiento de las actividades de las enzimas antioxidantes en niveles altos

para aliviar el dafo solar (Hussain et al., 2008).

Otro experimento realizado por Argentel et al. (2010) en 12 variedades cubanas
de trigo, de las especies T. aestivumy T. durum,cultivadas bajo condiciones
salinas, se determinaron los contenidos de prolina, glicinebetaina y proteinas
solubles Los resultados indicaron que se obtuvo un significativo incremento del
contenido de prolina en la mayoria de las variedades, siendo mayor la

acumulacion en el follaje que en las raices. El contenido de glicina betaina solo
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fue altamente significativo en las variedades de trigo de la especie T. durum. El
contenido de proteinas solubles totales presento un comportamiento muy
variable, incluso entre variedades de la misma especie, por lo que no se

consider6 un indicador eficiente de tolerancia a la salinidad.

El &cido ascorbico es un antioxidante no enzimatico que participa en la defensa
contra el estrés oxidativo por su funcion en la degradacion del radical H20 (Smirnoff,
1996). También participa en otros procesos fisiolégicos tales como: fotosintesis,
cofactor enzimatico, homeostasis del sistema redox, precursor en las rutas de
sintesis de moléculas del metabolismo primario y secundario ( Smirnoff, 1996 ) y
regulador de la actividad enzimatica de las peroxidasas ( Stasolla y Yeung, 2007 ).
Ademas esté involucrado en el crecimiento, desarrollo y modulacion del ciclo celular
asi como de la division y elongacion celular ( De Pinto y De Gara, 2004). Diversos
estudios sefalan los beneficios de la aplicacion exdgena del acido ascorbico en
cultivos como trigo ( Atharetal.,2008 ) y canola (Dolatabadian etal., 2008).

La aplicacion foliar del acido glutdmico, pueden ser absorbido e incorporado
por las plantas tanto por la via radical como por la foliar e integrarse asi al
metabolismo vegetal. Asi, la aplicacion foliar del &cido glutamico puede ser
positiva ya que es un precursor importante en la biosintesis de otros aminoacidos
como la prolina, estimula el crecimiento, participa en los sistemas de tolerancia

de la planta a diferentes estreses ambientales (Arjona et al., 2004).

lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del sitio experimental
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El trabajo se desarroll6 en un invernadero del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en la Relacion Agua-Suelo-Planta-Atmosfera (CENID RASPA) del
INIFAP, localizado en el margen derecho del canal principal Sacramento km 6.5 en
Gomez Palacio Durango México. EI CENID RASPA se localiza en la Region
Lagunera, la cual se ubica entre los paralelos 24° 25’ y 26° 55’ de latitud norte y los
meridianos 102° 30’ y 104° 48’ de longitud oeste, con una altura media de 1123
metros sobre el nivel del mar. EI clima de la regién es seco y caliente con
temperatura maxima promedio normal es de 28.6°C, la minima de 12.3°C, la
evaporacion y precipitacion acumulada anual son de 2,488 mm y 215 mm,
respectivamente. El invernadero esta cubierto en sus lados de policarbonato de
doble pared y el techo con plastico. El control de la temperatura se llevé a cabo

mediante extractores, y pared hiumeda (Figura 1).

Figura 1. Invernadero donde se llevé a cabo el experimento

3.2 Factores en estudio



21

Se evaluo la aplicacién foliar de cinco sustancias quimicas a dos concentraciones.
Esas sustancias incluyeron a la prolina, glicina betaina, &cido glutamico, acido
ascorbico y nitrato de potasio. Cada una de ellas se prob6 a dos concentraciones;
también se incluyeron dos testigos; uno de ellos consistié en no tratamiento foliar y
manejado bajo condiciones de estrés hidrico y el otro sin aplicacién foliar y bajo
condiciones de no estrés hidrico (Cuadro 1). Se hicieron tres aplicaciones de las
sustancias probadas durante el desarrollo del cultivo con intervalos de 20 dias,

iniciando la primera a los 20 dias después de la emergencia.

Cuadro 1.Tratamientos del estudio de aplicacion foliar de inductores de la
tolerancia al estrés hidrico, en plantas de frijol, primavera del 2016.

Tratamiento Sustancia Concentracion
T1 Prolina 20 mM
T2 Prolina 40 Mm
T3 Glicinabetaina 20 mM
T4 Glicinabetaina 40 mM
T5 Acidoglutamico 3mM
T6 Acidoglutamico 5mM
T7 Acidoascérbico 3mMm
T8 Acidoascérbico 5mM
T9 Nitratodepotasio 6 mM
T10 Nitrato de potasio 10 Mm
T11 Sin aplicacion con

restriccion de humedad
T12 Sin aplicacion y sin
restriccion de humedad

3.3 Disefio experimental
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Se utilizé un disefio experimental de bloques al azar con siete repeticiones, la parcela
experimental consistio de tres macetas por tratamiento. En la Figura 2 se presenta

la distribucidn de los tratamientos en el invernadero.

Puerta | |
REPI T3 T9 T8 15 Tl0 | T6 T2 17 Ti1 | T4 T12 | T1
0] 0] o o o o o o o o o 0
0] 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0] 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
REPII T2 T7 T1 T4 Ti1 | T12 T3 T6 T8 T10 T9 15
(o) 0 0o o) o) 0 0 o 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0] 0] o 0 0 o o o o o o o
REP Il T9 T10 | T6 T3 T5 T8 T1 T4 T12 | 17 Ti1 | T2
] ] 0 0o 0o 0o 0o o 0 0 0 0o
] ] 0 0o 0o 0o 0o 0o 0 0 0 0o
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
REP IV T7 T12 | T4 T1 T2 Ti1 Tl0 | T3 15 T9 T6 T8
] ] 0 0 0 0 0 0o 0 0 0 0
] ] 0 0 0 0 0 0o 0 0 0 0
] ] 0 0o 0o 0o 0o 0o 0 0 0 0o
REPV T8 T6 Tl0 | T5 T3 T1 T4 T9 Ti1 | T2 T7 T12
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0] 0] o 0 0 o o o o o o o
] ] o o o o o 0 0 0 0 0o
T12 T4 T9 T2 T7 Ti1 T5 T10 | T6 T8 T1 T3
REP VI (0] 0] o o o o o o o o o o
0] 0] o o o o o 0 o o 0 o
] ] o o o o o 0 0o 0o 0 0o
T6 T5 T3 T12 | T8 T10 T7 T1 T2 Ti1 T9 T4
REP VII [0) [0) 0o o o o o o 0 0 o 0o
0] 0] o 0 0 0 0 0 o o 0 0
0] 0] o 0 0 0 0 0 o o 0 0

Figura 2. Distribucion de tratamientos en el invernadero; cada tratamiento tuvo
tres macetas.

3.4 Siembra
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Las semillas se trataron antes de la siembra con glicina betaina a una concentracion
de 50mM y tiempo de inmersion de 12 h. Lo anterior se hizo acorde a resultados
obtenidos de estudios previos de pre acondicionamiento de semillas, donde se
evaluaron diferentes sustancias osmaticas. Después del tratamiento de las semillas,
se secaron a temperatura ambiente y se sembraron en macetas de plastico de 20 L
de volumen llenas con una mezcla de turba con perlita y vermiculita (80, 10 y
10%,v:v:v). Se colocaron dos semillas por macetas y después de la emergencia se

dej6 sélo una planta. En la Figura 3, se muestra una vista del experimento

o

e i REsTne e

Figura 3. Vista del experimento en el invernadero



24

3.5. Riegos y fertilizacion

Las plantas se regaron cuando el sustrato tenia del 25 al 30% de la capacidad
maxima de retencion de humedad con el fin de establecer una condicion de estrés
hidrico; para ello se pesaron las macetas cada tercer dia. El testigo sin estrés hidrico
se reg0 cuando se tenia del 55 al 60% de la capacidad maxima de retencion de
humedad del sustrato. Las plantas se empezaron a fertilizar cuando tuvieron cuatro
hojas verdaderas con una solucién nutrimental equilibrada de 15 meq L de aniones
y cationes. La frecuencia de aplicacion de la fertilizacion fue de cada diez dias; se

aplicé un 15% mas del agua requerida para evitar la salinizacion del sustrato.

3.6 Variables de respuesta

A los 60 dias después de la primera aplicacion; se seleccioné una planta por
tratamiento y repeticion. Se midié las siguientes variables: area foliar por planta,
peso seco de raiz, tallo, y hojas, la transpiracion y el contenido relativo de agua. En

seguida se menciona la manera de cémo fueron hechas.
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3.6.1 Medicion del area foliar

El area foliar se determind midiendo cada hoja de la planta y se cuantifico en un
integrador de area foliar LI-COR 3500 (Figura 4). Para la obtencién del area foliar se
retiraron con tijeras todas las hojas de una planta que se tomo para este fin (fueron
tres plantas por cada tratamiento) se colocaron en una bolsa de papel de plastico y

se llevaron al laboratorio donde se encontraba el integrador de area foliar.

Figura 4.Medicion del area foliar

3.6.2 Determinacion del peso seco de raiz

Las plantas que se seleccionaron, se cortaron en la base del tallo, se obtuvieron las
raices. Estas se retiraron del sustrato y se lavaron con agua corriente para quitar
residuos del sustrato. Se secaron a temperatura ambiente y se metieron en bolsas
de papel, previamente etiquetadas y se metieron en una estufa de aire forzado por
un tiempo de 24 h. a una temperatura constante de 68° C. Posteriormente se pesaron
en una balanza de precisién para registrar el peso de cada muestra. EI mismo
procedimiento de secado se hizo para las hojas y tallos que corresponden a la parte

aérea de la planta (Figura 5).
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3.6.3 Determinacion del peso seco del tallo y hojas

Se obtuvieron los tallos de las plantas muestreadas, se colocaron en una bolsa de
papel y se etiquetaron. Las hojas obtenidas para el registro del area foliar se
colocaron en bolsas de papel y tanto los tallos como las hojas se metieron a una
estufa de aire forzado por un tiempo de 24 h y a temperatura de 68° C. Después de

ese tiempo se pesaron para obtener el peso seco de ambos érganos (Figura 5).

Figura 5. Secado de raiz, tallo y hojas en estufa
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3.6.4 Determinacion de la transpiracion

Se selecciond una planta por tratamiento en cada repeticion, se cubrieron con una
bolsa de plastico y se sellaron para evitar pérdidas de agua (Figura 6). Se registro el
peso de la maceta y a las 24 horas después se volvio a registrar el peso, el agua

transpirada por dia y planta se determiné por diferencia de peso.

2
|

;Eiv M\\lﬂ'ﬂ‘!

Figura 6. Determinacion de la transpiracion en plantas

3.6.5 Determinacion del contenido relativo de agua

Para la obtencién del contenido relativo del agua (CRA) se tomaron tres hojas de
tres plantas por tratamiento en cada repeticion. Las hojas seleccionadas estuvieron
en el tercer o cuarto lugar de la ultima hoja de la guia, se colocaban en una bolsa de
plastico y luego en una hielera para evitar su deshidrataciéon. Se llevaron al
laboratorio, donde se extrajeron diez discos foliares de 8 mm de diametro con un
sacabocados (Figura 7). Se registr6 el peso fresco (PF) de los discos foliares con

balanza digital. Luego se colocaron en cajas Petri con agua destilada, donde se
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dejaron por un tiempo de 4 h, con el fin de que se hidrataran. Después de ese tiempo
se sacaron de las cajas y se colocaron sobre toallas de papel para quitar el exceso
de agua. M4s tarde se pasaron para registrar el peso turgido (PT). Finalmente, los
discos se pusieron en sobres de papel, previamente identificados por tratamiento y
repeticion, y se metieron a una estufa de aire forzado a una temperatura de 68°C por
un tiempo de 48 h. después se pesaron para obtener el peso seco (PS) el CRA se

obtuvo con la siguiente ecuacion:

_ (PF-PS)
"~ (PT-PS)

CRA

Figura 7. Determinacion de contenido de agua en hojas en laboratorio

3.7. Andlisis de Resultados

Los datos se analizaron mediante el analisis de varianza usando el programa SAS
(SAS, Institute, 1999) segun el modelo lineal general del disefio experimental. La
separacion de medias se hizo con la prueba de Tukey (p<0.05) cuando hubo

significancia estadistica entre tratamientos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Area foliar (AF)

El andlisis estadistico sefiald que los tratamientos evaluados afectaron de
manera significativa al AF(P=0.003). Los tratamientos T3, T4, T5y T6 produjeron
mayor AF1 que el testigo sin aplicacion foliar y sin estrés hidrico (T11, Cuadro
2), resultando los tratamientos T3, T5 y T6 con mayor AF; ellos en promedio
produjeron 4374 cm? el cual represent6 el 91% del AF1 del T4 y no fueron
estadisticamente diferentes entre ellos (Tukey = 0.05). El T-10 produjo la menor
AF1 con una reduccién del 37% del AF1 producida en los mejores tratamientos.
El testigo T-11 produjo un 26% menos del AF1 de los mejores tratamientos
indicando la accion benéfica de la aplicacion foliar de la glicina betaina y el acido
glutdmico. EI testigo sin aplicacion foliar y sin restriccion de humedad (T12)
mostré un 7% mas de AF que la producida en los mejores tratamientos y no fue
estadisticamente diferente de ellos (Tukey = 0.05). Este testigo superd en un
45% al AF1 del testigo T11 (Cuadro 2), indicando claramente el efecto del estrés
hidrico en el area foliar. Resultado encontrado en otras especies como amaranto

(De la Cruz Guzmén et al., 2010),



Cuadro 2. Datos de area foliar en el estudio de frijol
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Tratamientos Nomenclatura (mM) AF (cm?) T
1 Pro, 20 3552 b
2 Pro, 40 3183 bc
3 GB, 20 4321 a
4 GB, 40 3973 ab
5 Ac.Glu 3 4566 a
6 Ac.Glu 5 4236 a
7 Ac.Asc 3 3238 bc
8 Ac.Asc 5 3149 bc
9 KNOg3, 6 3030 bc
10 KNOg3, 10 2761 c
11 Testl, sin aplicacion, con estrés 3227 bc
hidrico
12 Test2 sin aplicacion y sin estrés 4684 a
hidrico

T Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes

(Tukey P = 0.05)
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4.2Peso seco del vastago (PSV)

La suma del peso seco de las hojas y del tallo dio como resultado al peso seco
del vastago. Los tratamientos evaluados afectaron significativamente a esta
variable (P = 0.0001). La aplicacion foliar con GB 20 mM (T3) y Ac.Glu con 3 mM
(T5) promovieron la mayor produccién de peso seco del vastago. Ellos en
promedio tuvieron 30.11 g de PSV y fue estadisticamente similar al testigo sin
restriccion de humedad (Tukey = 0.05; Cuadro 3). Los tratamientos con acido
ascorbico, nitrato de potasio y el testigo con estrés hidrico produjeron el menor
PSV, con un promedio entre ellos de 21.4 g. El testigo sin restriccion de humedad
(T12) solo supero6 en un 3% al PSV de los mejores tratamientos y en un 46% al

del testigo sin restriccion de humedad (T11).

Cuadro 3. Peso seco del vastago de plantas de frijol

tratamientos Nomenclatura (Mm) PSV (g) T
1 Pro, 20 2713 b
2 Pro, 40 2752 b
3 Gb, 20 30.07 a
4 Gb, 40 27.27b
5 Ac.Glu 3 30.15a
6 Ac.Glu 5 28.25 ab
7 Ac.Asc 3 21.70c
8 Ac.Asc 5 20.63 c
9 KNOs3, 6 21.27c
10 KNOQOs, 10 21.85c
11 Test1, sin aplicacion con estrés hidrico 21.35¢
12 Test2 sin aplicacion y sin estrés hidrico 31.10 a

T Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes

(Tukey P =0.05)



32

4.3 Peso seco de laraiz (PSR)

La aplicacion de sustancias quimicas afectd de manera diferencial al crecimiento
de laraiz. Elefecto de los tratamientos en el PSR fue significativo a un P= 0.005;
los tratamientos con prolina (T1, T2), glicina betaina (T3, T4) y acido glutdmico
(T5y T6) promovieron el mayor crecimiento de raiz, con un promedio entre ellos
de 1.21 g (Cuadro 4). Ese valor fue superior en un 42% al PSR producido en el
testigo con estrés hidrico (T11), y estadisticamente similar al del testigo sin
restriccion de humedad (T12). Los resultados anteriores muestran un beneficio

de la aplicacion foliar en el crecimiento de la raiz

Cuadro 4. Peso seco de la raiz de plantas de frijol

Tratamientos Nomenclatura (mM) PSR (g)
1 Pro, 20 1.150 a
2 Pro, 40 1.100 a
3 Gb, 20 1.325a
4 Gb, 40 1.225 a
5 Ac.Glu 3 1.275a
6 Ac.Glu 5 1.200 a
7 Ac.Asc 3 0.875b
8 Ac.Asc 5 0.950 b
9 KNOs3, 6 0.875b
10 KNOs, 10 0.950 b
11 Test1, sin aplicacidon con estrés hidrico 0.850 b
12 Test2 sin aplicaciony sin estrés hidrico 1.325 a

T Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes

(Tukey P =0.05)
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4.4 Transpiracion (TRA)

La transpiracion de la planta se estandarizo en términos de mL de agua transpirada
por dia por cm? de area foliar. El efecto de los tratamientos en esta variable fue
significativo (P< 0.001). Los tratamientos T3, T4, T5 y T6, correspondientes a la
aplicacion de glicina betaina y acido glutamico, ambos a las dos concentraciones
probadas promovieron menor TRA que el resto de los tratamientos y que ambos

testigos (Figura 8)

0.140

0.120 - a a
0.100 -
ab
0.080 - b

0.060 H

mL cm -2

0.040 -

0.020 H

0.000 -
T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

Tratamientos

Figura 8. Transpiracién de la planta de frijol en cada tratamiento a los 60 dias
después de la siembra. Barras con la misma letra indican no diferencia significativa
entre tratamientos.
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4.5 Contenido relativo de agua (CRA)

Los tratamientos evaluados no afectaron de manera significativa al CRA (P = 0.05).
Lo cual indica que los tratamientos no alteraron el estado hidrico de las plantas al

momento del muestreo. EI CRA promedio fue de 83.74 %.

Cuadro 5. Contenido relativo de agua a los 60 dias después de la siembra.

Tratamientos Nomenclatura (mM) CRA (%) T
1 Pro, 20 82.56
2 Pro, 40 82.86
3 Gb, 20 82.53
4 Gb, 40 84.40
5 Ac.Glu 3 84.96
6 Ac.Glu 5 83.96
7 Ac.Asc 3 81.88
8 Ac.Asc 5 84.95
9 KNOs3, 6 84.49
10 KNOs, 10 82.91
11 Test1, sin aplicacidon con estrés hidrico 83.22
12 Test2 sin aplicaciény sin estrés hidrico 86.17
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se elabor6 el presente trabajo se concluye que la
aplicacion foliar a plantas de frijol con glicina betaina, a una concentracion de 20
mM, y acido glutdmico, a una concentracion de 3 y 5 mM reducen los efectos

adversos del déficit hidrico en el area foliar y peso seco de la planta.

Esas mismas sustancias y ademas la glicina betaina a una concentracion de 40

mM promovieron una menor transpiracion.

Los resultados encontrados en este estudio merecen ser probados bajo
condiciones de campo para verificar su veracidad ya que serian de gran impacto

en las zonas con baja disponibilidad de agua para riego.
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