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Respuestas fisioldgicas y bioquimicas del frijol caupi
(Vigna unguiculata L. Walp.) bajo déficit hidrico

Physiological and biochemical responses of the cowpea
bean (Vigna unguiculata L. Walp.) under a water deficit
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RESUMEN

El frijol caupi contribuye a la alimentacién humana y animal en muchas regiones del mundo, especialmente en
aquellos lugares donde la sequia restringe la produccién agricola. El objetivo de este trabajo fue identificar algu-
nas respuestas fisiolégicas y bioquimicas de esta especie, bajo condiciones de estrés hidrico en fase reproductiva.
Se experimenté bajo un disefio completamente aleatorizado en un arreglo factorial 2x6 (2 niveles de humedad
del suelo y 6 genotipos) con tres repeticiones. Se analizé la respuesta de la especie evaluando el rendimiento de
la planta mediante la cuantificacién del rendimiento de grano/planta, el nimero de vainas/planta, el nimero de
semillas/vaina, y la longitud de la vaina; se estimé la reduccién relativa del rendimiento y la susceptibilidad a la
sequia. También se analiz6 el intercambio gaseoso, la actividad de las enzimas catalasa y ascorbato peroxidasa,
asf como los contenidos de clorofila, carotenoides, proteinas libres, prolina y malondialdehido. El estrés por se-
quia causé una disminucién en el rendimiento de grano/planta del 57,72%, nimero de vainas/planta del 49,40%
y ndmero de semillas/vaina del 32,07%. A los 17 dias de sequia, la fotosintesis empez6 a registrar valores cer-
canos a cero cuando el contenido de humedad del suelo se redujo alrededor del 40% de la capacidad de campo,
lo cual pudo ser ocasionado por limitaciones estométicas y, posiblemente, por limitaciones no estomaticas. La
proporcién de clorofila a/clorofila b (Chla/Chlb), fue significativamente mas baja, mientras que el contenido de
malondialdehido fue significativamente mas alto, en plantas bajo estrés hidrico.
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ABSTRACT

The cowpea bean contributes to human and animal feed in many regions of the world, especially in places
where droughts restrict agricultural production. The aim of this study was to identify some physiological
and biochemical responses of this species under drought stress conditions in the reproductive phase.
We used a completely randomized design with a 2x6 factorial arrangement (2 soil moisture levels and
6 genotypes) and three replicates. The grain yield/plant, number of pods/plant, number of seeds/pod
and pod length were analyzed, and the relative yield reduction and drought susceptibility index were
estimated. The gas exchange and activity of the catalase and ascorbate peroxidase enzymes, as well as the
contents of chlorophyll, carotenoids, free protein, and proline, were analyzed. The drought stress caused
a decrease in the grain yield/ plant of 57.72%, the number of pods/plant of 49.40% and the number of
seeds/pod of 32.07%. At 17 days of drought, the photosynthesis began showing values near zero when
the soil moisture content was reduced by about 40% of the field capacity, which could have been caused
by stomatal limitations and possibly by biochemical limitations. The ratio of chlorophyll a/chlorophyll b
(Chla/Chlb) was significantly lower and the malonaldehyde content was significantly higher in the plants

under water stress.

Additional key words: crop physiology, water stress, gas exchange, antioxidant enzymes, proline.
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INTRODUCCION

El frijol caupi es un cultivo importante en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo,
donde la sequia es un factor de restricciéon en
la produccién debido a las bajas precipitaciones
(Pungulani et al, 2013), generando pérdidas de
al menos el 50% en el rendimiento de semilla
(Ahmed y Suliman, 2010).

El estrés por sequia induce diversas respuestas
morfofisiolégicas, bioquimicas y moleculares;
entre estas la fotosintesis es afectada por la dis-
minucién de la conductancia estomatica al dis-
minuirse la difusién de CO, desde los estomas
hacia los espacios intercelulares, y luego, hacia
los sitios de carboxilacién a través del meséfilo,
constituyendo una primera limitacién (limita-
cién estomaética). Una segunda limitacién, de
naturaleza bioquimica conocida como limi-
tacién no estomadtica, estd relacionada con la
restriccién de la fotofosforilacién, la deficiente
regeneracién de ribulosa 1,5-bifosfato (RuBp) y
el decrecimiento en la actividad de la Rubisco
(Singh y Reddy, 2011).

Ante el déficit hidrico, las limitaciones no esto-
maéticas de la fotosintesis se producen por la ex-
posicién de los cloroplastos a un exceso de ener-
gia de excitacién, que puede ser disipada como
calor via carotenoides, fotorrespiracién u otro
mecanismo fotoprotector; al mismo tiempo, el
exceso de energia puede generar dafos en el cen-
tro de reaccién del fotosistema II e incrementar
la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por su sigla en inglés) en los cloroplastos,
tales como el oxigeno singlete, peréxido de hi-
drégeno, radical hidroxilo y anién superdxido,
causando posibles dafos en las membranas vy,
por tanto, aumentando el contenido de malon-
dialdehido (MDA) (Smirnoff, 1993; Tripathy y
Oelmuller, 2012).

Para contrarrestar el dafio oxidativo, se activan
algunos mecanismos bioquimicos como la sin-
tesis y acumulacién de osmolitos protectores y
enzimas del sistema antioxidante (Tausz et al.,
2004), que contribuyen al mantenimiento de
los diferentes procesos fisiolégicos tales como la
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apertura estomaética, la fotosintesis, la expansién
celular, entre otros.

La acumulacién de osmolitos compatibles es
uno de los mecanismos de tolerancia a la sequia
(Claeys e Inzé, 2013), el cual tiene como con-
secuencia la osmoproteccién de las estructuras
celulares de las plantas ante el déficit hidrico
y estd dada por la capacidad estabilizadora de
algunos de estos solutos sobre macromoléculas
como las proteinas y los sistemas de membrana
celulares. Moléculas como prolina y glicina-be-
taina, pueden inducir la formacién de puentes
de hidrégeno alrededor de proteinas, preservan-
do su estado original (Taiz y Zeiger, 2010).

Entre las enzimas del sistema antioxidante invo-
lucradas en procesos de detoxificacién de ROS
estdn la catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa
(APX), superdxido dismutasa (SOD) y glutatién
reductasa (GR) (Pompelli et al., 2010). Las enzi-
mas GR y APX desempefian un papel clave en
frijol, debido a que la regulacién de la expresién
del gen de la GR citosdlica (cGR) esta directa-
mente relacionada con la intensidad del estrés
hidrico (Agbicodo et al., 2009).

Al considerar que el frijol caupi se presenta
como una alternativa en zonas donde se presen-
tan periodos de sequia prolongados como en el
Sind Medio colombiano, el estudio tuvo como
objetivo evaluar algunas respuestas fisiolégicas
y bioquimicas de seis genotipos de esta especie
sometidos a déficit hidrico progresivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones experimentales

El experimento se realizé en un invernadero cu-
bierto con pléstico en la estacién experimental
de la Universidad de Cérdoba (8°48’ N, 78°53’
W) localizada en Monteria, Colombia, entre
mayo y julio de 2013. Semillas de las lineas
promisorias del Programa de Mejoramiento
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Genético en Frijol Caupi de la Universidad de
Coérdoba, L-001, L-006, L-034, L-047 y de los
testigos Criollo-Cérdoba (parental de las lineas)
y BRS-Milenium, fueron sembradas en bolsas
plasticas con 24,5 kg de suelo franco-limoso a
capacidad de campo. Se utilizé un disefio expe-
rimental completamente aleatorizado con arre-
glo factorial 6x2 y tres repeticiones. El primer
factor correspondié al genotipo y el segundo a
humedad del suelo (con riego y sin riego, a par-
tir de floracién).

El contenido gravimétrico de agua (p/p) fue de-
terminado cada 4 d, a la profundidad de 20 cm.
Las muestras de suelo (tres/unidad experimen-
tal), de aproximadamente 200 g, se tomaron de
contenedores (bolsas plasticas) con plantas des-
tinadas para muestreo destructivo. Los recipien-
tes con el material himedo se introdujeron en
un horno de secado a 110£5°C, por 24 h (Fors-
ythe, 1985). También se determiné el contenido
volumeétrico de agua (v/v) con el medidor TDR
300 (Spectrum Technologies, Plainfield, IL), a 20
cm de profundidad en todos los recipientes.

Caracteres morfofisiologicos

A los 29 d de haber suspendido el suministro
de agua, se determin el rendimiento de grano/
planta (RGP), el nimero de vainas/planta (NVP),
el nimero de semillas/vaina (NSV), la longitud
de la vaina (LV), y los siguientes indices:

Reduccién relativa del rendimiento RRR: se
resté el rendimiento de grano en sequia al ren-
dimiento de grano en riego y se dividi6 por el
rendimiento de grano en riego.

fndice de intensidad de sequia (IIS): se estimé

mediante la férmula:
IS =1—-(Ys/Yr) (1)

Donde Ys y Yr son las medias de rendimiento de

todos los genotipos bajo tratamientos de sequia
(s) y riego (r), respectivamente.
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Indice de susceptibilidad sequia (ISS): se calculé
mediante la férmula:

ISS =[(1 - (Ys/Yr))/IIS )
Donde Ys, y Yr, son las medias de rendimiento de

cada genotipo en condiciones de sequia y riego
respectivamente (Fisher y Maurer, 1978).

Medidas de intercambio gaseoso

Se determinaron las tasas de fotosintesis A
(umol m? s?), conductancia estomaética g,
(mmol m? s7), transpiracién E (mmol m~? s7),
eficiencia intrinseca en el uso del agua A/g,
A/E, y CO, intercelular y ambiental (umol mol
1) cada 4 d, durante 28 d; para ello se usé un
analizador de gases en el infrarrojo (IRGA), me-
didor portétil de fotosintesis modelo CIRAS-2
(PP Systems International, Amesbury, MA).
Las medidas se hicieron entre las 8 y las 11 h
sobre un foliolo de la segunda, tercera o cuar-
ta hoja sana y totalmente expandida, contadas
desde el apice de la planta.

La temperatura media del aire fue de 31,44+
7,76°C; la media méaxima de 45,62+2,73°C,
registrada entre las 9:00 a.m. y 15:00 p.m. y la
media minima de 25,12 +0,76°C, registrada en-
tre las 04:00 a.m. y 06:00 a.m. La temperatura
méxima registrada fue de 51,1°C y la minima de
22,9°C. La humedad relativa media fue de 70,54
+ 22,92%, con valores que fluctuaron entre 22 y
70% durante el dia y entre 80 y 97% durante la
noche. Estas medidas fueron tomadas automati-
camente con el registrador grafico de humedad
y temperatura, modelo RH520 (Extech Instru-
ments, Nashua, NH).

Determinaciones analiticas
Muestras
Para las determinaciones analiticas, se tomaron

108 muestras de hojas totalmente expandidas
de la parte apical de las plantas (tercera o cuarta

hoja) distribuidas en tres grupos de 36 (12 tra-
tamientos x 3 repeticiones). Un grupo para de-
terminacién de clorofilas, carotenoides y MDA,
el segundo grupo para proteinas libres y prolina
y, el tercero, para las enzimas CAT y APX. Las
muestras se tomaron a los 17 d posteriores al ini-
cio de la floracién, cuando las plantas estresadas
presentaron valores de fotosintesis y conductan-
cia estomatica cercanos a cero, y se conservaron
en nitrégeno liquido hasta su uso.

Extraccion y actividad de catalasa (CAT)
y ascorbato peroxidasa (APX)

La extraccién de enzimas del tejido foliar (100
mg), se hizo mediante molido en frio con mor-
tero de porcelana en bafio de hielo hasta que el
tejido se visualizé sin fibras. Se utilizaron 50 mL
de solucién tampén que constituyé el medio de
extraccién constituido por tampén fosfato de
potasio (TFK) 100 mM (pH 6,5), 4cido etilendia-
minotetraacético (EDTA) 2 mM, ascorbato 20
mM y polivinilpolipirrolidona (PVPP) 30% p/p.
La homogenizacién se hizo mediante centrifu-
gado a 15.000 x g por 15 min en una centrifuga
refrigerada a 4°C. El sobrenadante se utilizé para
la determinacién de la actividad de las enzimas
CAT y APX.

Las actividades de CAT y APX se midieron en
términos de la descomposicién de H,O, y ascor-
bato, respectivamente. La descomposicion del
H,O, por la CAT se determiné por la medida de
la tasa de disminucién de la absorbancia a 240
nm por 1 min, en una solucién de 12,5 mM de
H,O, en 50 mM del tampén K-fosfato (TFK -
pH 7,0) a 30°C. Un mL de la mezcla de reaccién
contenfa 960 uL del tampén TEK (pH 7,0), 25
uL de H,O,y 15 uL del extracto de la enzima
(Havir y McHale, 1987). La descomposicién de
H,O, por la APX se midi6é por la disminucién
de la absorbancia a 290 nm durante 1 min, en
una solucién que contenfa 0,1 mM de H,O, en
50 mM del tampoén K-fosfato (TEK - pH 6,0) y
0,5 mM de 4cido ascérbico a 25°C. Un mL de
la mezcla de reaccién contenia 925 uL del tam-
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pén TFK (pH 6,0), 10 uL de H,O,, 50 uL de &ci-
do ascérbico y 15 uL del extracto de la enzima
(Nakano y Asada, 1981). Las reacciones se inicia-
ron con el extracto de las enzimas. Una unidad
de CAT o APX se definié como la cantidad de
enzima requerida para oxidar 1 uM de H,0, o
ascorbato por minuto.

Determinacion de malondialdehido (MDA), clo-
rofilas, carotenoides, prolina y proteinas libres

Para la determinacién de MDA, las muestras (50
mg de tejido foliar) se homogenizaron en 2 mL
de acido tricloroacético TCA de 0,1% (v/v) y se
centrifugaron a 10.000 x g por 15 min. El MDA
de los extractos se determiné mediante la reac-
cién del acido tiobarbittrico (TBA), segtin el pro-
cedimiento de Cakmak y Horst (1991).

Los contenidos de clorofilas y carotenoides (a
partir de 100 g de tejido foliar) se determinaron
espectrofotométricamente en el extracto segin
la metodologia de Lichtenthaler (1987); protei-
nas libres (50 mg de tejido foliar), segtin Bradford
(1976) y prolina (100 mg de tejido foliar), segin
Bates (1973).

Analisis estadisticos
Se efectuaron anélisis de varianza y pruebas de

comparacién de medias de Tukey al 5%, con el
software SAS version 9.2 (SAS, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteres morfofisioldgicos

La suspensién del agua a partir de floracién
redujo la totalidad de los caracteres evaluados.
El RGP y el NSV mostraron efectos significa-
tivos para la interaccién genotipo por hume-
dad, indicando que existe un comportamiento
diferencial de los genotipos ante la presién del
estrés; por su parte, el NVP y la LV mostra-
ron diferencias (P<0,01) solo para los efectos
principales del genotipo y el nivel de humedad
del suelo (tabla 1, figura 1). Resultados simi-
lares fueron reportados por Ahmed y Suliman
(2010), quienes atribuyen la disminucién del
rendimiento y sus componentes, bajo sequia,
a la abscision de estructuras reproductivas y la
limitacién de fotoasimilados para la formacién
y llenado de granos (Ishiyaku y Aliyu, 2013).
En varios estudios se ha reiterado el efecto de-
letéreo de la sequia sobre el crecimiento, el ren-
dimiento y la nutricién mineral de las plantas
(Afshar et al., 2013).

El estrés por sequia causé disminucién del ren-
dimiento de grano por planta de 57,72%, del
nimero de vainas por planta de 49,40%, del
nimero de semillas por vaina de 32,07% y de
la longitud de la vaina de 13,93%, con una co-
rrelacién altamente significativa entre los dos
primeros caracteres mencionados, lo que posi-

Tabla1. Cuadrados medios del analisis de varianza de seis genotipos de caupi bajo déficit de humedad del suelo para

el rendimiento de grano por planta (RGP), nimero de vainas por planta (NVP), nimero de semillas por vaina
(NSV) y longitud de la vaina (LV).
FV ‘ RGP NVP NSV Lv

Humedad 104,05 38,05%* 62,23** 33,45%

Genotipos 5,66 2,56%* 19,89** 4,21%*

Interaccion 3,22%* 0,36 ns 3,56* 0,86 ns

Media 419 3.14 6,89 12,82

CV (%) 16,41 12,52 15,38 7,19

*= significativa (P<0,05); ** = altamente significativa (P<0,01); ns = no significativa; CV (%) = porcentaje del coeficiente de

variacion.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.
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Figura 1. Rendimiento de grano/planta de los genotipos de frijol caupi segiin el nivel de humedad del suelo

(riego vs. sequia).

blemente obedezca a la limitada actividad foto-
sintética y a una menor absorcién de nutrientes
por la reducida movilidad de iones en el suelo y
toma de agua por las raices. Ahmed y Suliman
(2010), en trabajos desarrollados en campo, re-
portaron disminucién del rendimiento de semi-
lla/ha entre el 50 y 74% en esta especie.

Los resultados evidenciaron variabilidad entre ge-
notipos en cuanto a la reduccién del rendimien-
to, tal como lo reportan otros trabajos (Abayomi
y Abidoye, 2009; Ishiyaku y Aliyu, 2013; Cardo-
na et al., 2013); algunos genotipos presentaron
mayor reduccién relativa del rendimiento, con-
sistente con un menor indice de susceptibilidad
a sequia (tabla 2). Varios estudios han indicado

Tabla 2. Valores medios (+ error estandar) del rendimiento de grano/planta (g) (RP); reduccion relativa del

rendimiento (RRR) e indice de susceptibilidad a sequia (ISS) en seis genotipos de caupi.

Genotipo Riogo-sequla Riogo-soquia
L-001 3,00=0,63b 1,74 = 0,07 ¢c 0,38 =0,09a 0,67 +0,16a
L-006 6,97 £0,27a 2,73 = 0,27 ab 0,61 = 0,03 ab 1,07 = 0,05 ab
L-034 7,10 +£0,22a 2,57 0,21 bc 0,64 +=0,03b 1,12 +0,05b
L-047 5,39 = 0,57 ab 2,25 = 0,19 be 0,58 = 0,01 ab 1,03 = 0,02 ab
BRS-MIL 7,18 £055a 2,15+ 0,17 be 0,69 +=0,05b 1,22 =0,08b
CR-CO 571 0,74 a 352+0,18a 0,37 £ 0,06 a 065+011a
Media 589 = 0,22 2,49 = 0,33 0,54 = 0,09 0,96 = 0,16

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
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que el ISS podria considerarse como un criterio
aceptable para discriminar genotipos; sin embar-
go debe tomarse con precaucioén y relacionarse
con otras caracteristicas, ya que las lineas con
mayor tolerancia a sequia, no necesariamente
son las mas rendidoras bajo esta condicién, pero
s las que menos reducen su rendimiento al va-
riar la oferta hidrica (Rosales-Serna ez al., 2000).
Bajo este argumento, la linea L-001 y el parental
CR-CO se mostraron como los més tolerantes,
seguidos por L-047 y L-006.

Intercambio gaseoso

El efecto de la disminucién del contenido de hu-
medad del suelo se hizo evidente a partir de los
5 d posteriores a la suspensién del suministro de
agua a las plantas, con disminuciones altamente
significativas (P<0,01) de A, gy E (tabla 3).

Alos 17 d, cuando la humedad del suelo se ha-
bia reducido cerca al 40% de la humedad a ca-
pacidad de campo, A, g,y E junto a A/g, y A/E

Tabla 3. Valores medios (£ error estandar) de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (g ), transpiracion
(E), eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/g ), eficiencia de transpiracion (A/E) y proporcion entre
el CO, intercelular y el CO, ambiental (C,/C,) en hojas de frijol caupi durante estrés hidrico a partir de
floracion. Estimaciones seguidas por *, **, fueron significantes frente al control a los niveles de 5% y 1%,
respectivamente.

1 26,66 18,75 = 0,57 17,29 =057 | 76,03 = 3,86 53,73 =£3,86™* | 2,48 = 0,14 2,07 =014

5 25,91 1341 = 0,34 3,23 =0,34** | 62,68 = 3,52 34,17 £3,52** | 216 = 0,10 0.93 =0,10**
9 23,84 9,07 0,18 2,21 £0,18** | 41,61 =094 26,19 = 0,94** | 1,59 = 0,03 0,83 = 0,03**
13 21,66 8,75 0,29 2,25+0,29"" | 26,61 = 0,85 12,69 = 0,85** | 1,13 = 0,05 0,60 = 0,05
17 19,54 10,81 = 0,29 -0,94 = 0,29** | 50,33 = 1,74 11,54 £ 1,74** | 157 £ 0,05 0,47 = 0,05**
21 18,40 10,51 = 0,35 -1,71 = 0,35* | 77,62 = 3,66 6,07 = 3,66%* | 4,02 = 0,05 0,28 = 0,05**
25 15,85 12,74 = 0,23 -0,39 = 0,23** | 48,50 = 1,38 8,28 = 1,38** | 1,46 = 0,03 0,33 = 0,03**
29 14,99 1142 £ 0,27 2,32 £ 0,27** | 59,19 = 1,17 6,22 =1,17** | 1,61 = 0,04 0,23 = 0,04

A/g, (umol CO, mol* H,0) A/E (umol CO, mmol H,0)

1 26,66 0,36 = 0,02* 0,28 + 0,02 17,29 £ 0,57 | 18,75 £ 0,57 0,013 +0,01* | 0,06 = 0,01
5 25,91 0,10 = 0.05* 0,31 = 0.05 3,23 +£0,34** | 13,41 0,34 0,16 = 0,02* 0,06 + 0,02
9 23,84 0,08 =0,01** | 0,23 = 0,01 2,21 +£0,18** | 9,07 = 0,18 0,57 = 0,06 | 0,08 = 0,06
13 21,66 0,17 = 0,0** 0,34 = 0,02 3,79 =0,35** | 8,07 +0,35 0,81 =0,03** | 0,02 = 0,03
17 19,54 -0,08 = 0,02** | 0,22 = 0,02 -2,14 = 0,46** | 7,12 = 0,46 0,73 = 0,08* 0,10 =0,08
21 18,40 -0,38 = 0,056** | 0,15 = 0,05 -9,67 = 1,00** | 2,60 = 1,00 1,03 =0,06** | 0,17 = 0,06
25 15,85 -0,07 =0,01** | 0,27 = 0,01 -1,73 = 0,30** | 8,85 + 0,30 3,18 = 0,18* 0,10 =0,18
29 14,99 0.20 = 0.07** | -0.38 = 0.07 7.26 =2.09** | -10.39 +2.09 | 1,00 =0,02** 0,14 + 0,02

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.
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alcanzaron promedios muy bajos, a tal punto
que la fotosintesis empezé a registrar valores
negativos, debido posiblemente al CO, produc-
to de la respiracién, con balance negativo para
fotosintesis neta. Sin embargo, no se observa-
ron diferencias significativas entre genotipos,
lo que posiblemente obedezca a una tolerancia
similar a la sequia, identificada en un estudio
anterior con los mismos materiales (Cardona et
al., 2013).

La disminucién de A se atribuye a una limitacién
cuantitativa de la misma por efecto de las limi-
taciones estomaticas y posiblemente no estoma-
ticas que aumentan con la sequia, con un mayor
efecto de la segunda cuando el estrés hidrico es
severo. Es posible que en tales condiciones y con
temperaturas elevadas, pudiera haberse impedi-
do el transporte de electrones o verse disminuida
la actividad de la rubisco, dado que en determi-
nadas horas del dia se registraron temperaturas
muy altas que hubiesen podido superar valores
criticos para la estabilidad del fotosistema Il y la
capacidad de carboxilacién (Grassi y Magnani,
2009). En tales condiciones también es posible la
inactivaciéon de las enzimas del ciclo de Calvin,
bien por falta de ATP o por deficiente sintesis de
RUBP (Lawlor, 2002).

La disminucién de A/E a nivel de la hoja no mos-
tré diferencias entre genotipos, posiblemente por
la similitud de los mismos en relacién con tole-
rancia a sequia y por la variabilidad intrinseca
de esta respuesta. Sin embargo, Blum (2009) ha
reportado que A/E, a nivel de la hoja, es maés alta
en genotipos tolerantes a sequia en condiciones
de estrés hidrico y también puede ser medida por
discriminacién isotépica de carbono (3'3C) en
granos. Un trabajo similar reporté que en con-
diciones de estrés hidrico severo, varias lineas de
caupf tolerantes a sequia, mostraron conductan-
cia estomaética y eficiencia de transpiracién mas
altas que las sensibles (Belko et al., 2012).

Por otro lado, para el mismo periodo de obser-
vacién, la proporcién entre el CO, intercelular y

el CO, ambiental (C/C)) (tabla 3) resulté inver-
samente proporcional a A, g, A/g. y A/E y, en
la medida en que el estrés hidrico se hizo mas
intenso, C/C, también aumenté notablemente.
Al respecto, Brodribb (1996) reporté que cuando
el estrés hidrico se hace mas fuerte, esta propor-
cién aumenta como consecuencia de la limita-
cién no estomadtica de la fotosintesis. Singh y
Reddy (2011) encontraron C/C, inversamente
proporcional a A/g, en caupi y, Martin y Ruiz-
Torres (1992), en trigo. La magnitud de A esti-
mada con métodos de regresién, alcanzé el valor
de cero cuando C, alcanzé 250 umol mol; 38%
mads alto que el estimado por Singh y Reddy
(2011) en caupf, en un estudio similar.

Actividad bioquimica

Los contenidos de clorofilas a y b, no evidenciaron
disminucién significativa durante estrés hidrico,
como ha ocurrido en otros estudios (Pompelli ez
al., 2010; Witta et al., 2012), pero Chla/Chlb tue

significativamente més baja en plantas estresadas.

La reduccién de clorofilas inducida por la sequia
ha sido reportada en numerosos estudios y cons-
tituye un mecanismo de defensa de la planta
para reducir la presién del exceso de energia so-
bre los fotosistemas I y II (Iturbe-Ormaetxe et
al., 1998; Pompelli et al., 2010). En este estudio
la disminucién de clorofila a, fue de 8,4%, sin
diferencias significativas entre cultivares, cifra
mucho menor que la reportada por Bastos et al.
(2011) en esta misma especie, de 19%, quienes
ademads indicaron que aquellos cultivares que re-
gistraron menor reduccién de clorofila, tuvieron
mejor rendimiento de grano.

Aunque los niveles de carotenoides no aumen-
taron significativamente durante sequia, la
disminucién significativa de Chla/Chlb, podria
sugerir una fotoproteccién efectiva (Pompelli et
al., 2010) ya que la clorofila / y los carotenoides
absorben luz de longitudes diferentes de las que
absorbe la clorofila a4 y acttan como pantallas
que transfieren la energia a la clorofila 4, ex-
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tendiendo asi la gama de luz disponible para la
fotosintesis, pero al mismo tiempo la energia
de excitacién excesiva es reorientada y disipa-
da principalmente como calor, para lograr un
balance entre la energfa recibida por el fotosis-
tema II y la capacidad de este para utilizarla
(Cabrera, 2002).

El contenido de prolina aumenté 8,3% en condi-
cién de sequia, inferior al encontrado por Costa
et al. (2008) en esta especie (45,3%), por lo que
no hubo deferencia significativa con el control
(tabla 4). Al respecto, Santos et al. (2010) en-
contraron aumentos significativos de prolina en
genotipos de frijol caupf intermedios, pero en ge-
notipos tardios no se evidencié tal aumento.

Por otro lado, el contenido de proteinas no varié
significativamente bajo sequia, lo que podria es-
tar relacionado con la tolerancia a sequia de los
genotipos estudiados, ya que la disminucién de
proteinas y la salida de solutos de las células son
indicadores de senescencia en tejidos verdes (Bel-
trano et al., 2000).

La actividad de CAT registré un aumento de 33%
en plantas estresadas, significativo al 10%, con
respecto a plantas irrigadas (tabla 4). Sin embar-
go, varios estudios reportan cambios ligeros so-
lamente en la actividad de esta enzima localiza-
da en los peroxisomas (Smirnoff, 1993). Por otro
lado, la actividad de APX registré aumento de
13,5% en plantas estresadas, sin diferencias sig-
nificativas con respecto a plantas irrigadas. Va-
rios estudios reportan que la adaptacién a sequia
se manifiesta en la capacidad de incrementar los
niveles de esta enzima antioxidante (Pompelli et
al., 2011). Sin embargo, se ha reportado que du-
rante fuerte estrés oxidativo, resultante de la se-
quia en esta especie, se podria reducir la actividad
de APX posiblemente por disminucién del antio-
xidante ascorbato (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998),
lo que pudo haber ocurrido en este estudio.

Concomitante con lo anterior, Santos et al.
(2010) encontraron que el estrés hidrico induce
una respuesta diferencial en la actividad de las
peroxidasas resultando mayor o menor de acuer-
do con el genotipo de caupi estudiado (Fernan-

Tabla 4. Valores medios (+ error estandar) de clorofilas, carotenoides, proteinas, prolina, enzimas y aldehido
maldnico en hojas de caupi durante estrés hidrico a partir de floracion.

Biomoléculas ‘ Sequia Riego ‘ Diferencia
Clorofilaa (g kg MS) 7,35 +0,18 8,02 = 0,18 -0,67 *
Clorofila b (g kg™' MS) 411 +0,10 4,25 + 0,10 0,14 ns
Chlorafila a /Clorofila b (Chla/Chlab) 1,79 = 0,02 1,90 = 0,02 -0,11 **
Carotenoides (g kg™ MS) 1,39 = 0,03 1,38 = 0,03 0,01 ns
Clorofila/Carotenoides 8,51 = 0,25 9,04 = 0,25 -0,52 ns
Proteinas solubles (g kg™ MS) 292,72 + 14,51 287,48 + 14,51 5.24 ns
Prolina (uM g MS) 0,182 = 0,02 0,168 = 0,02 0,014 ns
Catalasa (U/mg proteina) 0,12 = 0,02 0,08 = 0,02 0,04 *
fj/‘ig;b;gtgfnr;’)’ddasa 042 = 0,07 037 = 0,07 0,05 ns
Aldehido maldnico (UM kg MS) 163,82 = 7,89 126,72 += 7,89 371 **

* = significativa al 10%; **= significativa al 5%; ns = no significativa; MS = materia seca.
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des-Santos et al,, 2010), variacién que se pueden
explicar de acuerdo con la adaptacién que ha te-
nido cada material a tal condicién.

El contenido de MDA, uno de los Gltimos pro-
ductos de la peroxidacién de lipidos (Pompelli
et al., 2011), alcanzé un valor significativamen-
te mds alto en plantas estresadas, lo que sugiere
que a los 17 d después de iniciada la suspensién
del suministro de agua, se evidenciaban posibles
danos de las membranas celulares por efecto de
los radicales libres, sin diferencias importantes
entre los genotipos estudiados, corroborando lo
antes anotado en cuanto a la respuesta similar
de los genotipos a la sequia.

CONCLUSIONES

El estrés hidrico indujo disminuciones significa-
tivas en el intercambio gaseoso, especialmente
en conductancia estomética al disminuir la ac-
tividad fotosintética en caupi, lo que trajo como
consecuencia una menor produccién de biomasa.
Asi, el rendimiento de grano/planta y el nimero
de semillas/vaina varié segtn el nivel de humedad
del suelo (riego vs. sequia), pero estos caracteres

disminuyeron significativamente durante sequia
(mayor reduccién relativa del rendimiento e indice
de susceptibilidad a sequia). Esta variacién permi-
tié identificar los genotipos CR-CO, L-001, L-006
y L-047, como los mas tolerantes. No obstante,
L-001 presenté menor rendimiento de grano/plan-
ta en ambas condiciones de humedad del suelo.

El contenido de clorofila a disminuyé durante
sequia, mientras que el de Chla/Chlb aumentd,
lo que sugiere una fotoproteccién efectiva por la
accién conjunta de clorofila / y carotenoides. La
actividad de CAT aumenté significativamente
durante estrés hidrico, mientras que APX tuvo
un aumento leve, posiblemente por la disminu-
cién del ascorbato, a raiz del fuerte estrés oxi-
dativo resultante del largo periodo de sequia. El
contenido de proteinas libres no varié, lo que po-
dria estar relacionado con la tolerancia a sequia
de los genotipos estudiados, mientras que el con-
tenido de prolina aumento ligeramente. El incre-
mento significativo de MDA evidencié posibles
dafos de las membranas celulares por efecto de
los radicales libres, sin diferencias importantes
entre los genotipos estudiados, corroborando lo
antes anotado en relaciéon con una respuesta si-
milar de los genotipos a la sequia.
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