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RESUMEN:

Introduccién. El déficit hidrico es el estrés abidtico de mayor incidencia en el crecimiento y rendimiento de las plantas de frijol.
Por ello, se buscan alternativas que permitan mitigar sus efectos adversos, como el uso de biofertilizantes a partir de la biodiversidad
microbiana existente en el suelo. Objetivo. Se evalué el efecto del inoculante Azofert’-F en el indice estomatico (IE) de plantas de
frijol en condiciones de estrés hidrico. Materiales y métodos. El experimento se desarrollé en el periodo 2016-2017 en un cuarto
con lamparas fluorescentes del departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San
José de las Lajas, Mayabeque, Cuba. Para el estudio anatémico la epidermis foliar se observé al microscopio 6ptico de luz (Motic)
y se fotografié con una cdmara acoplada. Las variables estomaticas se midieron mediante el programa morfométrico Image] y se
procesaron con el paquete estadistico SPSS Version 22.0. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado. Se seleccionaron diez
plantas al azar por cada tratamiento para evaluar la densidad y el indice estomdtico. Resultados. El Azofert"-F incrementé el IE
de los cultivares estudiados. La estructura de las células epidérmicas se alteré en ambas superficies foliares cuando disminuyé la
humedad en el suelo; la densidad estomdtica se modificd con la presencia del producto. En la superficie abaxial las células oclusivas
se mostraron mas estrechas, lo que evidenci6 que las hojas de mayor IE presentaron estomas més pequefios. El Azofert™-F provocd
que los estomas permanecieran semicerrados cuando hubo deficiencia hidrica en las plantas, debido a que estas bacterias ayudaron
a aliviar el déficit hidrico mediante la produccién de hormonas y otras enzimas que regulan la pérdida de agua por transpiracion.
Conclusién. La aplicacién de Azofert™F increment? la densidad e indice estomatico de plantas de frijol en condiciones de estrés

hidrico.

PALABRAS CLAVE: Phaseolus vulgaris L, biofertilizante, indice estomdtico, células epidérmicas.
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ABSTRACT:

Introduction. Water deficit is the abiotic stress with the highest incidence on the growth and yield of bean plants. For this reason,
alternatives are being sought to mitigate its adverse effects, such as the use of biofertilizers based on the microbial biodiversity
existing in the soil. Objective. The effect of Azofert™F inoculant on the stomatal index (IE) of bean plants was evaluated under
water stress conditions. Materials and methods. The experiment was carried out in the period 2016-2017 in a room with
fluorescent lamps of the Department of Plant Physiology and Biochemistry of the National Institute of Agricultural Sciences, San
José de las Lajas, Mayabeque, Cuba. For the anatomical study, the leaf epidermis was observed with an optical light microscope
(Motic) and photographed with a coupled camera. Stomatal variables were measured using the Image] morphometric program and
processed with the SPSS Version 22.0 statistical package. A completely randomized design was used. Ten plants were randomly
selected for each treatment to evaluate density and stomatal index. Results. Azofert™F increased the IE of the studied cultivars.
The structure of the epidermal cells was altered in both leaf surfaces when the humidity in the soil decreased; the stomatal density
was modified with the presence of the product. On the abaxial surface, the occlusive cells were narrower, which showed that the
leaves with the highest IE had smaller stomata. The Azofert*-F caused the stomata to remain semi-closed when there was a water
deficiency in the plants, because these bacteria helped to alleviate the water deficit by producing hormones and other enzymes that
regulate the loss of water through transpiration. Conclusion. The application of Azofert’-F increased the density and stomatal
index of bean plants under conditions of water stress.

KEYWORDS: Phaseolus vulgaris L, biofertilizer, stomatic index, epidermal cells.

INTRODUCCION

La superficie epidérmica foliar presenta un gran nimero de poros microscépicos llamados estomas. La
apertura de los estomas se controla a través de los cambios en el tamano y la forma de dos células especializadas,
llamadas células oclusivas, que flanquean la apertura estomdtica y poseen una estructura caracteristica que les
permite regular la apertura del poro estomdtico (Taiz & Zeiger, 2006). Estas estructuras se encuentran en
todas las partes aéreas de la planta, con mayor abundancia en las hojas, dado que la epidermis y la cuticula
de los 6rganos aéreos forman una capa continua y los estomas son las discontinuidades por donde la planta
realiza la mayor parte del intercambio de O, CO,, vapor de agua y otros gases (Clément et al,, 2011).

Laforma de los estomas es distintiva entre diferentes grupos de plantas, es muy conocida la diferencia entre
mono y dicotiledéneas. Los patrones de desarrollo y estructura estomética han sido abordados en diversos
estudios (Ogaya et al., 2011), asi como la respuesta de los estomas en cuanto a tamafio, aperturay densidad en
funcién de la concentracién de CO; (Zhou et al,, 2013), intensidad de la luz (Catiova et al,, 2012) régimen
hidrico (Lake & Woodward, 2008) y variacién de la temperatura (Alvarez & Reynaldo, 2015; Zhao et al,
2006).

El déficit hidrico en las plantas genera el cierre de estomas y disminuye la entrada del CO», lo cual reduce la
tasa fotosintética (Dubberstein et al., 2018). De manera que este cardcter es susceptible a cambiar en ciertas
etapas de crecimiento de la planta o en respuesta a diversos estimulos ambientales (O’Carrigan et al., 2014;
Yangetal., 2014).

En funcién de la disponibilidad de agua, las plantas ajustan la densidad, la cantidad de hojas y la
distribucién de los estomas. Estos tltimos establecen un control sobre el gasto del agua a lo largo del dia en
funcidn de la cantidad de luz, temperatura y disponibilidad del agua en las hojas (Quintana et al., 2017).

Las legumbres que comtinmente se asocian a los rizobios, en condiciones de déficit hidrico, mantienen
su contenido de agua en las hojas y evitan la deshidratacion del tejido, ademés regulan su conductancia
estomdtica, la abscision de las hojas y el cierre estomdtico (Polania et al., 2016; Zegaoui et al., 2017).
Esto conduce posteriormente a una disminucion en las concentraciones internas de CO», lo que limita la
fotosintesis y el crecimiento de los brotes. El control estomatico o regulacién estomitica, es un fenémeno

de suma importancia para las plantas, debido a que permite evitar la deshidratacién y asegurar la entrada de
CO; (Dell’ Amico et al., 2017).
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En la busqueda de alternativas para aumentar la produccién de alimentos surgen diversos productos
naturales, entre los que se encuentran los biofertilizantes. Estos bioproductos han mostrado la capacidad de
estimular el crecimiento, el desarrollo y el rendimiento vegetal y de permitir a las plantas tolerar situaciones de
estrés (Khan etal,, 2019). En tal sentido Azofert"-F es un inoculante a base de bacterias del género Rbizobium,
capaz de asociarse con las plantas leguminosas y formar nédulos en sus raices, dentro de los cuales fijan el
nitrégeno del aire y lo brindan directamente a la planta (Ndpoles et al., 2016). Los inoculantes bacterianos
tienen la capacidad de producir hormonas como ABA, AIA, fijar el nitrdgeno atmosférico al suelo, solubilizar
el fosforo y ademds de presentar actividad con la enzima ACC desaminasa que regula los niveles de etileno
para evitar la pérdida de agua, por tanto, disminuye la densidad y cierre estomitico.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del Azofert™-F en la densidad e indice estomatico de
plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de estrés hidrico.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizé en el periodo 2016 - 2017, en el Departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal,
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), perteneciente al Ministerio de Educacién Superior,
Cuba. Se utilizé para el desarrollo del experimento un suelo pardo mullido sin carbonatos, segtin la Nueva
Versién de Clasificaciéon Genética de los Suelos de Cuba (Herndndez et al., 2015), el mismo se obtuvo
del Huerto Intensivo Las Celias, situado en el municipio Guisa, provincia Granma, Cuba, perteneciente al
Ministerio de Agricultura. Se emplearon semillas comerciales de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) de dos
variedades, con diferentes grados de tolerancia a la sequia: CC-25-9 Roja (Tolerante) y Tomeguin-93 Negra
(Susceptible), de acuerdo con Baldoquin (2015) y Estrada et al. (2016), respectivamente. Las principales
caracteristicas de las variedades se presentan en el Cuadro 1.

CUADRO 1
Algunas caracteristicas de las variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) CC-25-9 (Roja) como tolerante

ala sequia y Tomeguin-93 (Negra) como susceptible, utilizadas en la evaluacién del efecto del Azofert"-
F en la densidad e indice estomdtico, en condiciones de estrés hidrico (Faure et al., 2014). Cuba. 2017.

Variedades Dias después de la siembra Habito Long. Masa Rend.
Flor Madurez Madurez Cto. tallo de 100 potencial
fisiolégica cosecha principal semillas kg ha*
(cm) (g)
CC-25-9 (Roja) 35 72 86 II1 40,0 17 3 300
Tomeguin-93 (Negra) 38 69 80 I 70,0 17 2 987

Crecimiento (Cto): II- Indeterminado arbustivo; III- Indeterminado postrado. / Growth (Cto): II-
Indeterminate bush; III- Indeterminate prostrate.

Table 1. Some characteristics of the bean (Phaseolus vulgaris L.) varieties CC-25-9 (Red) as drought
tolerant and Tomeguin-93 (Black) as susceptible, used in the evaluation of the effect of Azofert’-
F on density and stomatal index, under water stress conditions (Faure et al., 2014). Cuba. 2017.

Se empled el biofertilizante Azofert™-F (Az), producido y comercializado por el INCA y compuesto
por la cepa Rhizobium radiobacter Hg, procedente del cepario del Instituto de Suelos del Ministerio de
Agricultura, Cuba y por lipoquitinoligosicaridos o factores de nodulacién. Al momento de su empleo el
producto contenia una concentracién bacteriana de 6 x 108 UFC ml™.

El experimento se realizé en un cuarto de luces con ldmparas fluorescentes, bajo condiciones controladas
para evitar el efecto de las precipitaciones y el rocio, con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de oscuridad, a 24
+ 2 °C de temperaturay 67 % de humedad relativa. Se utilizaron recipientes plasticos de 7,5 cm de didmetro
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v 9,5 cm de altura, con un volumen de 357 cm? y con perforaciones en el fondo para posibilitar el drenaje.
En cada recipiente se depositaron 400 g de suelo. El mismo se repitié dos veces en el tiempo.

Semillas de ambas variedades se separaron en dos grupos para la siembra, uno que no fue inoculado y otro
se inoculé con Azofert™-F, a razén de 200 ml del biofertilizante por cada 50 kg de semilla en el momento de
la siembra (Népoles, 2003).

Desde la siembra se mantuvieron los recipientes a capacidad méxima de retencién de humedad, la cual se
evalué por el mérodo gravimétrico con pesajes cada 24 h, anadiéndose el agua perdida por evapotranspiracion.
A partir delos 15 dias después de la siembra (DDS), fase en que aparecié la primera hoja trifoliada, las plantas
se sometieron a dos condiciones de humedad, consistentes en: H1: Humedad al 100 % y H2: Humedad al
50 % de la capacidad méxima de retencién (déficit hidrico).

Los tratamientos quedaron conformados de la siguiente forma:

T1: CC-25-9 Roja + Humedad al 100 % + Azofert"-F

T2: CC-25-9 Roja + Humedad al 100 % - Azofert*-F

T3: CC-25-9 Roja + Humedad al 50 % + Azofert"-F

T4: CC-25-9 Roja + Humedad al 50 % - Azofert™-F

T5: Tomeguin-93 Negra + Humedad al 100 % + Azofert*-F

T6: Tomeguin-93 Negra + Humedad al 100 % - Azofert"-F

T7: Tomeguin-93 Negra + Humedad al 50 % + Azofert™-F

T8: Tomeguin-93 Negra + Humedad al 50 % - Azofert"-F

Por cada tratamiento se utilizaron diez recipientes con una planta en cada uno, para un total de ochenta
plantas en el experimento. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado para la distribucién de los
tratamientos.

Alos 24y 31 DDS se tomaron diez plantas por tratamiento y se les realizaron las siguientes evaluaciones:

Densidad estomatica ( X(mm?)?) e indice estomético (%): para la determinacién de la densidad
estomitica (DE) ¢ indice estomdtico (IE) se tomaron muestras de diez hojas por cada tratamiento, se escogié
la tercera hoja trifoliada en cada planta. Las impresiones epidérmicas abaxiales se obtuvieron con una mezcla
de poliestireno-xilol, la cual se aplicé sobre la superficie foliar, después de secada la capa se removié con cinta
adhesiva transparente y se coloc6 en un portaobjetos para su observacién en un microscopio Carl Zeiss, a
400x. En cada impresion se contd el nimero de estomas y de células epidérmicas tipicas, en un drea de 0,63
mm?, mediante la metodologia descrita por Rodés & Collazo (2006) y las ecuaciones 1,2 y 3:

DE =Ne/Ac(1)

Donde:

DE: densidad estomadtica.

Ne: nimero de estomas por campo.

Ac: drea del campo (um?).

Ac= (Ndd x 10%) ( ) (2)

Donde:

Ndd: namero de divisiones del didmetro, ( 7) = 3,14.

IE= (NEc / NCe) x 100 (3)

Donde:

IE= indice estomdtico (%).

NEc = namero de estomas por campo.

NCe= numero de células epidérmicas tipicas por campo.

Los datos obtenidos en el experimento se procesaron mediante el paquete estadistico SPSS 22,0 para
Windows. Se realizé un andlisis de varianza de clasificacién doble con arreglo factorial, se tuvo en cuenta los
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factores humedad, variedades y fertilizacién. Las medias se compararon segun la prueba de Rangos Multiples
de Duncan (p<0,05).

RESULTADOS

El analisis estadistico mostré interaccién significativa solo entre los factores nivel de humedad-inoculacién
para todas las variables evaluadas, donde aparecen los valores de F (Ficher) calculados. Los valores medios de
las dos repeticiones en el tiempo se presentan en el Cuadro 2.

CUADRO 2
Interaccion entre los factores nivel de humedad-inoculacién con Azofert*-F., para todas las variables

evaluadas en dos variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) CC-25-9 Roja como tolerante a
la sequia y Tomeguin-93 Negra como susceptible (andlisis de varianza p< 0,05). Cuba. 2017.

Efecto DE 24DDS DE 31DDS IE 24 DDS 1IE 31 DDS
Intercepto 108.14* 135.20%* 104.58% 116.70%
Variedades 127.08% 130.00%* 111.96%* 121.72*
Humedad 104.60% 112.00* 136.92% 142.77%*
Azofert 117.00% 126.00%* 140.84* 154.16%*
Variedades*Humedad 15.60ns 17.75ns 12.10ns 15.29ns
Variedades*Azofert 17.07ns 19.33ns 13.22ns 16.16ns
Humedad*Azofert 147.00% 155.40% 153.20% 164.22%*
Variedades*Humedad* Azofert 16.50ns 18.24ns 15.36ns 17.37ns

DE: densidad estomatica; IE: indice estomatico / DE: stomatal density; IE: stomatal index.

Table 2. Interaction between moisture level-inoculation factors with Azofert’-F., for all the
evaluated variables in two bean (Phaseolus vulgaris L.) varieties: CC-25-9 Red as drought
tolerant and Tomeguin-93 Black as susceptible (analysis of variance p< 0.05). Cuba. 2017.

La respuesta de la densidad estomdtica y el indice estomatico en la epidermis abaxial de las hojas en las
dos variedades de frijol, inoculadas y no inoculadas, para las dos condiciones de abastecimiento hidrico se
muestran en el Cuadro 3.
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CUADRO 3
Comportamiento de la densidad estomatica y el indice estomdtico en la epidermis

abaxial de dos variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.): CC-25-9 Roja como
tolerante a la sequia y Tomeguin-93 Negra como susceptible, con y sin inocular con
con Azofert*-F y expuestos a dos niveles de humedad, alos 24 y 31 DDS. Cuba, 2017.

Tratamientos Densidad estomatica (u(mm?2)) Indice estomatico (%)
24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS
Variedad CC-25-9 Roja
H,Az 14,60° 20,63¢ 21,79¢ 25,99¢
H,noAz 9,054 15,871 15,93¢ 22,714
H,Az 24,292 30,16° 27,652 30,167
H,noAz 19,68° 25,40° 25,08° 28,06b
ESx 0 78%% D67T* D;55%E 0,44%*
Variedad Tomeguin-93 Negra
H,Az 12,70¢° 19,05¢ 19,99¢ 24,99+
H,noAz 7,944 14,29¢ 14,669 21,414
H,Az 22,86® 28,57 26,95 29,502
H,noAz 17,46° 23,81k 23,390 27,260
ESx 0,73%* 0,67%* 0,77%* 0,57%*

Az: Inoculado con Azofert®-F, noAz: no inoculado con Azofert®-F, H1: humedad al 100
%, H2: humedad al 50 %. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segun
la prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05 / Az: inoculated with Azofert®-F,
no Az: not inoculated with Azofert®-F, H1: moisture at 100 %, H2: moisture at 50 %.
Means with equal letters do not differ statistically according to Duncan’s multiple range
test for p<0.05.

Table 3. Behavior of stomatal density and stomatal index in the abaxial epidermis of two bean (Phaseolus
vulgaris L.) varieties: CC-25-9 Red as drought tolerant and Tomeguin-93 Black as susceptible, with and
without inoculation with with Azofert*-F and exposed to two humidity levels, at 24 and 31 DDS. Cuba, 2017.

Tanto alos 24 como alos 31 DDS se observé respuesta similar de las variedades para ambas variables. Los
mayores valores se alcanzaron en las plantas de los tratamientos inoculados con Azofert’-F y que recibieron un
aporte de agua del 50 % de la capacidad maxima de retencién de humedad, seguido por aquellas que tuvieron
igual condicién de humedad, sin inocular; ambos tratamientos fueron los mejores bajo estrés. Lo anterior
sugiere que el déficit hidrico podria ser el responsable de las respuestas observadas y no el Azofert™F. Los
menores valores para estas variables se obtuvieron en las plantas que recibieron el 100 % de la humedad sin
la inoculacién con Azofert*-F. La inoculacion con Rhizobium radiobactery el déficit hidrico incrementaron
la densidad estomdtica y el indice estomatico (Figura 1).
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FIGURA 1
Microfotografias de la epidermis foliar de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con Azofert*-
F (A, C) y no inoculadas (B, D) con el 100 % de humedad (H1), inoculadas con Azofert*-F (E, G) y no

inoculadas (F, H) con el 50 % de humedad (H2). Variedades CC-25-9R y Tomeguin-93. Cuba, 2017.
(A, B, E, F) superficie abaxial y (C, D, G, H) Superficie adaxial al 50 % de Humedad, e: estomas, ce: células epidérmicas.
Figure 1. Photomicrographs of the foliar epidermis of bean (Phaseolus vulgaris L.) plants inoculated with
AzofertF (A, C) and not inoculated (B, D) with 100 % humidity (H1), inoculated with Azofert™F (E, G)
and not inoculated (F, H) with 50 % humidity (H2). Varieties CC-25-9R y Tomeguin-93. Cuba, 2017.
(E, F) abaxial surface and (G, H) adaxial surface at 50% humidity, e: stomata, ce: epidermal cells.

El Azofert"-F incrementd el indice estomdtico (IE) de los cultivares estudiados. La estructura de las células
epidérmicas se alteré en ambas superficies foliares cuando disminuy6 la humedad en el suelo; mientras que la
densidad estomatica se modificé con la presencia del producto. En la superficie abaxial, las células oclusivas
se mostraron mds estrechas, lo que evidencié que las hojas de mayor indice estomdtico presentaron estomas
més pequenos. El Azofert™F provocd que los estomas permanecieran semicerrados cuando hubo deficiencia
hidrica en las plantas, debido a que estas bacterias ayudan a las plantas a aliviar el déficit hidrico mediante la
producciéon de hormonas y otras enzimas que regulan la pérdida de agua por transpiracién.

Discusion

Las plantas responden al estrés hidrico mediante adaptaciones evolutivas a nivel anatémico, morfoldgico y
celular (Florido & Bao, 2014). En tal sentido, los valores informados en esta investigacién y los incrementos
en la densidad e indice estomético de plantas de frijol ante condiciones de estrés por déficit hidrico se
encontraron en relacién con lo obtenido por Gan etal. (2010), quienes obtuvieron incrementos significativos
en la densidad e indice estomatico en plantas de frijol ante condiciones de déficit hidrico. De manera similar,
en una investigacién se encontrd un aumento de estas variables en plantas de alfalfa en condiciones de estrés
hidrico (Ha n et al.,, 2017). Otros autores refieren un comportamiento similar en plantas de café (Quintana
etal,,2017) ylenteja (Sdnchez etal., 2018). Se plantea que las plantas de frijol ante el estrés por déficit hidrico
aumentan la densidad estomdtica para evitar la pérdida de agua por transpiracion (Torabian et al., 2018;
Nemeskérietal., 2018). Aunque, a medida que se intensifica el estrés hidrico, los cultivares tolerantes a sequia
sobreviven por el cierre estomdtico (Pungulani et al., 2013).

El inoculante Azofert™-F provocé un efecto positivo en la densidad e indice estomiético, tanto en
condiciones de humedad como de déficit hidrico. La transpiracion y la intensidad de la respiracién en
las plantas es directamente proporcional al nimero y abertura de los estomas, variables que influyen
directamente en la regulacién del intercambio gaseoso y en la tasa fotosintética de las plantas (Alvarez &

Reynaldo, 2015).
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CONCLUSIONES

La aplicacién de Azofert™-F influyé positivamente en la densidad e indice estomatico de plantas de frijol en
condiciones de estrés hidrico.

La inoculacién con Azofert™F en esta investigacién, no solo garantiz6 la presencia de Rhbizobium
radiobacter como microsimbionte, sino también de altas concentraciones de estos determinantes, con su
efecto nodulante y antiestrés. La inoculacién con Azofert’-F garantizé la produccién de hormonas que juegan
un papel esencial en mitigar las condiciones adversas de déficit hidrico.
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NotAs

1 Este trabajo forma parte de una tesis doctoral del primer autor, titulada “Efecto de la inoculacién con Azofert™F en
la tolerancia de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) al déficit hidrico”, la cual se encuentra respaldada y financiada
. « . . e » G AT
por los proyectos Nacionales “Los rizobios como alternativa a la fertilizacién nitrogenada en Cuba”, y “Aplicacién de
tecnologias nucleares para la obtencién de genotipos con mayor adaptacién a los efectos del cambio climético (altas
temperaturas, sequia, salinidad) en diferentes cultivos de importancia econémica”.

ENLACE ALTERNATIVO

https://revistas.ucr.ac.cr/index.php/agromeso/index (html)
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