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Resumen y Abstract IX

Resumen

Esta investigacion evalio la actividad de la enzima Superoxido Dismutasa (SOD) y su
isoforma Cobre y Zinc Cu/Zn (SOD Cu/Zn) bajo condiciones de estrés hidrico en dos
lineas de frijol, una tolerante (SER 16) y la otra susceptible (Tio canela) a la sequia.
Las dos lineas fueron sembradas en los invernaderos de la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira y de la Universidad de California Riverside, USA. La linea SER
16 reportada previamente como tolerante a estrés hidrico mostro un valor de 3.234 U/ml
de actividad enzimatica SOD mientras que la linea Tio Canela reportada como
susceptible mostro una actividad enzimatica dos veces mas alta con un valor de 6.920
U/ml. La tendencia de la actividad enzimatica de SOD Cu/Zn, fue aumentar a medida
gue el déficit de agua se incrementé en la linea susceptible. Estos resultados
demuestran que la tolerancia a la sequia de la linea SER 16 no involucra la enzima SOD

como un mecanismo antioxidante de proteccion.

Palabras clave: Tolerancia a sequia, susceptibilidad a sequia, Variedad SER16,

Variedad Tio Canela



Abstract

This research evaluated the activity of the enzyme superoxide dismutase (SOD),
isoforms Copper and Zinc (Cu/Zn SOD) in two lines of beans, one tolerant
(SER16), and another susceptible (Tio Canela) to water deficit. The two lines were
grown in the greenhouses of the National University of Colombia in Palmira
(Colombia), and the University of California in Riverside (USA). SOD/Cu/Zn
enzyme activity was two-fold higher (6.920 U/ml) in leaves of the susceptible
variety Tio Canela, compared with the drought tolerant line SER 16 (3.234 U/ml).
The enzymatic activity of SOD Cu/Zn also increased in the susceptible line, but
not in the tolerant line, as the water deficit was raised. The cumulative results
indicated that tolerance to water stress in SER16 line is not associated with in an
increase in SOD enzymatic activity.

Keywords: Drought tolerance, susceptibility to drought, Ser 16 Variety, Variety Tio Canela
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Introduccioén

El cambio climético global lleva a un incremento de las regiones aridas y semiaridas del
planeta (Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climético, 2007), junto con la
sobrepoblacion que lleva a una sobreexplotacion del recurso agua para fines agricolas,
debido a que es necesaria para que las plantas se desarrollen, sobrevivan y asi obtener
buena produccién (Chaves et al., 2003; Passioura, 2007). La FAO (2008; 2002) corrobora
lo anterior sefialando que la agricultura es el primer consumidor de agua a escala
mundial, con 69 % de toda el agua dulce procedente de lagos, cursos de agua y
acuiferos ademas que su carencia puede ser una causa principal de hambrunas y

subnutricién.

Ante una poblacién creciente, reducir el hambre s6lo seré posible si se logra aumentar de
forma significativa y sostenible los rendimientos agricolas. Ello, a su vez, dependera de

un aumento de la utilizacién del riego y una mejor gestion del agua (FAO, 2008).

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es una leguminosas consumida por de 300
millones de personas, se considera de gran importancia a nivel mundial porque es una
fuente de proteinas, fibra dietética, minerales, vitaminas y es un alimento poco costoso
para consumidores que cuentan con bajos recursos. El frijol es la segunda fuente de
proteina en Africa oriental y del sur y la cuarta en América tropical (SDR, 2007). También
es de interés agricola ya que posee acciéon fertilizante, debido a la simbiosis con

bacterias del género Rhizobium (Rodifio, 2000).

La produccioén global del frijol es aproximadamente de 22 millones de toneladas por afio,
Latinoamérica es el mas importante productor de la regién con 8 millones de hectareas,
representando casi la mitad de la produccion mundial (Acosta et al., 1989 citado por
Rosales et al., 2012).



2 Introduccién

Los principales productores de frijol son Brasil con 2.5 millones, Estados Unidos con 1.3
millones y México con 1.0 millén de toneladas métricas (Singh, 1999). A nivel mundial el
rendimiento es Unicamente de 0.7 ton/ha (SAGARPA, 2007). Pero a pesar de ser un
cultivo de importancia alimentaria en los paises en via desarrollo, se enfrenta problemas
debido a que el 60% de su produccion mundial se obtiene en condiciones de déficit
hidrico (Beebe et al., 2008). Los periodos inesperados de sequia inducen pérdidas en
la produccion cerca al 80% (Acosta et al., 1989; FAO, 2009 citados por Rosales et al.,
2012).

La sequia es el factor que mas contribuye en la reduccion del rendimiento después de las
enfermedades (Singh, 1995). En Colombia, Bruges (2007) describe que las areas de
cultivos de frijol en Santander se han reducido debido a la escasez de agua. En México,
Centroamérica, Brasil y Colombia, el déficit abidtico como la sequia afecta altamente los
rendimientos del frijol (Phaseolus vulgaris L), traduciendose en un impacto econémico y

social por ser un cultivo de subsistencia. (CYTED, 2007).

Para solucionar este problema se han desarrollado materiales tolerantes a sequia, se
pueden mencionar los trabajos realizados por (Beebe et al., 2013; Beebe et al., 2008;
Mufioz et al.,, 2006; Frahm et al., 2004; Ishitani et al., 2004; Teran et al., 2002b).
Evaluaciones de caracteristicas morfo-fisioldgicas relacionadas con los mecanismos
esenciales de adaptacion a sequia como el ciclo de desarrollo corto (Beebe et al.,
2008; Teran et al.,, 2002), mejor rendimiento bajo sequia, mejor rendimiento o ganancia
en grano por dia, mejor potencial de rendimiento bajo condiciones de humedad en el
suelo (Polania, 2011: Beebe et al., 2008; Rao, 2001), perdida del area foliar (Rios et al.,
2002), interrupcion de la fotosintesis, aceleracion de la madurez fisiologica (Rios et al.,
2002; Rao, 2001), raices profundas (Polania, et al., 2012; Beebe et al., 2008; Ho et al.,
2005; White et al., 1994a, b; Sponchiado et al., 1989), plasticidad fenotipica (Acosta et
al., 1995).

Otra alternativa es estudiar las caracteristicas bioquimicas y moleculares del cultivo como
son las proteinas sintetizadas en las células durante el estrés hidrico y los procesos
moleculares que ocurren cuando se presenta el dafio oxidativo. Un ejemplo es la enzima
desintoxicante Superoxido Dismutasa (SOD) (Rosales et al., 2012; Chaves et al., 2004;
Goday et al.,, 2004; Prasad, 2004; Shinosaki et al., 1997). Los estudios realizados
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muestran que diferentes cultivos bajo sequia incrementan la actividad de SOD (Abdul et
al.,, 2008; Marulanda et al., 2007; Sankar et al., 2007; Rubio et al., 2002),
principalmente la actividad de la isoforma enziméatica SOD Cu/zZn (Lee et al.,, 2007;
Turkan et al., 2005; Borsani et al., 2001). Estos reportes demuestran que hay una
mecanismo molecular y bioquimico involucrado en la tolerancia a la deshidrataciéon o en
la rehidratacion (Goday et al., 2004) como es la regulacion de los niveles de enzimas
antioxidantes para inducir la tolerancia al déficit hidrico (Martinez, 2003).

En frijol no se conoce si existe asociacion entre la actividad de la isoforma de
Superoxido Dismutasa Cu/Zn (SOD Cu/Zn), con la tolerancia al déficit hidrico en
germoplasma de frijol (Phaseolus vulgaris L.).

En el presente proyecto se planteé como hipétesis si la tolerancia de frijol a sequia esta
asociada a la actividad de la isoforma Superoxido dismutasa Cu/Zn (SOD Cu/Zn).

Por lo cual se plante6 como objetivo general evaluar la asociaciéon de la isoforma
Superoxido Dismutasa Cu/Zn (SOD Cu/Zn) con la tolerancia al déficit hidrico.

Como objetivos especificos se propusieron:

- Determinar la presencia de isoforma SOD Cu/Zn en la variedad de frijol SER 16
tolerante a sequia, y en la variedad de frijol Tio Canela, susceptible a sequia bajo

diferentes condiciones de déficit hidrico.

- Cuantificar la actividad de la isoforma SOD Cu/Zn en la variedad de frijol SER 16,
tolerante a sequia y en la variedad de frijol Tio Canela, susceptible a sequia bajo

diferentes condiciones de déficit hidrico.

Con base a los antecedentes descritos y la importancia de la basqueda de resistencia al
déficit hidrico en cultivo del frijol Phaseolus vulgaris, se evallo la actividad de la
Superoxido Dismutasa Cu/Zn (SOD Cu/zZn) bajo condiciones de déficit hidrico de dos
lineas de frijol, una con tolerancia a déficit hidrico (SER 16) y una susceptible (Tio
canela) cultivadas bajo condiciones climaticas controladas y en suelos con condiciones

guimicas y fisicas similares.






1. Revisidn de literatura

1.1 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) importancia y
problemas de produccion

Miklas et al., (2006), citado en Rosales et al. (2012) describe el frijol como una
leguminosa de la familia fabaceae y la mas importante legumbre de consumo humano. El
frijol es considerado uno de los alimentos mas completos por su alto contenido de
proteinas, fibra, carbohidratos complejos, vitaminas (folate) y minerales (Cu, Ca, Fe, Mg,
Mn, Zn).

La produccion global del frijol es aproximadamente de 22 millones de toneladas por afio,
Latinoamérica es el mas importante productor de la regiéon con 8 millones de hectareas,

representando casi la mitad de la produccién mundial. (Acosta et al., 1999).

Los principales productores de frijol son Brasil con 2.5 millones de toneladas métricas,
Estados Unidos con 1.3 y México con 1.0 millébn de toneladas métricas (Singh, 1999). A
nivel mundial el rendimiento es Unicamente de 0.7 ton/ha (SAGARPA, 2007). El frijol se
cultiva desde el nivel del mar hasta 3000 m.s.n.m. especialmente por pequefos
agricultores que en promedio no siembran méas de 1 ha de frijol, sin riego, sin control de
plagas y enfermedades y en su mayoria sin fertilizacion. Gran parte del frijol cultivado en
Suramérica y el Africa subsahariana crece en suelos con erosién incipiente y de baja
fertilidad (CIAT, 2006).

Uno de los principales problemas de produccion del cultivo de frijol es que se 60% se
cultiva en regiones propensas a déficit hidrico, sin sistemas de riego, lo cual reduce la
produccion en un 80% (FAO 2009, Acosta et al., 1989 citados por Rosales et al., 2012;
Beebe et al., 2008; Rios et al., 2002; Singh, 1995).



6 Evaluacion de la actividad Enzimatica de Superoxido Dismutasa Cu/Zn en
frijol (Phaseolus vulgaris L.) bajo diferentes condiciones de déficit hidrico

También es de gran impacto el hecho de que en las zonas tropicales bajas el cultivo de
frijol es sembrado al inicio de la estacion seca y es frecuentemente sometido a sequia
terminal, por esto afecta criticamente la floracién y el llenado de vainas debido a la

intensidad del estrés. (Rosales et al.,, 2012).

De acuerdo con informes de la FAO, una sequia que azot6 esta region durante el afio
2001 afect6 a 1.5 millones de centroamericanos, particularmente en Honduras y
Nicaragua, s6lo en Nicaragua dejo pérdidas del 68 % produccién total del frijol
(INFOAGRO. Produccion de frijol.2007). En México el cultivo de frijol ha sido desplazado
a zonas de alto déficit hidrico como la franja agricola del Estado de Zacatecas, Sur de
Durango y las Babicoras en Estado de Chihuahua (Ortiz, 1998).

Mufioz-Perea (2006) reporta que en lugares donde se concentra gran parte de la
producciéon mundial de frijol como en el noreste de Brasil y en las zonas altas del norte de
México donde la sequia es constante, el déficit hidrico es una de las mayores limitantes
en la produccion. Ademas en América central se da generalmente un déficit moderado
hacia el final de la temporada de cultivo de frijol, correspondiente a los meses de
noviembre y diciembre. En Chile, la costa de Peru y el oeste de EE.UU. la falta de lluvia
es una limitante al punto de que el cultivo no puede desarrollarse normalmente sin riegos
suplementarios (Teran et al., 2002a, b). En Africa se pierden por causa de la sequia mas
de 300.000 toneladas/afio (Wortmann et al., 1998).

En las zonas tropicales y subtropicales de América Latina la sequia intermitente es
comun, ocasionando pérdidas en los cultivos (Acosta et al., 1999). En Colombia este tipo
de déficit es el mads comun en las zonas productoras de frijol. En Santander se ha
presentado sequia severa en la region productora de frijol causando grandes pérdidas

econdmicas para los agricultores (Henry Teran, comunicacion personal, 2007).

Este problema afecta las cosechas desde hace varios afios. Segun la comercializadora
(de frijol) en Santander Nueva Villanueva en el 2005: “las areas cultivadas han pasado de
5.000 hectareas en toda la provincia Guanentina a 800 hectareas; y en el caso de

Villanueva, se paso6 de 3.000 hectéreas a tan sélo 500. En esta region y de acuerdo con
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CORPOICA, la precipitacién es de 110 mm, cuando se necesitan cuatro veces mas para

una obtener buena cosecha (Bruges, 2007).
1.2 Estrés hidrico en plantas y respuestas bioquimicas

Cuando hay poca disponibilidad de agua en las plantas su crecimiento, produccion,
integridad de la membrana, contenido de pigmentos, ajuste osmdtico, y actividad
fotosintética se ven afectados (Benjamin & Nielsen, 2006; Praba et al., 2009 citados por
Anjum et al., 2011). El estrés hidrico produce varias modificaciones en los diferentes
procesos de las plantas induciendo cambios adaptativos en su crecimiento y procesos
fisio-bioquimicos como cambios en la estructura de la planta, tasa de crecimiento,
potenciales osmoéticos de tejido y defensas antioxidantes (Duan et al.,, 2007 citados por
Anjum et al 2011).

La generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) es una respuesta bioquimica
temprana de las células eucariotas al estrés hidrico; es de hecho un mensajero
secundario para desencadenar subsecuentes reacciones de defensa en las plantas
(Orozco et al, 2001). Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) incluyen iones
oxigenos, radicales libres y peréxidos, estas se forman como un producto natural normal
del metabolismo de oxigeno y tienen un papel importante en la sefializacién celular. Sin
embargo durante los estreses ambientales como la sequia, los niveles de las Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS) se incrementan dramaticamente produciendo dafio
oxidativo a las proteinas, DNA vy lipidos, enzimas o transportadores de iones
membranales (Apel and Hirt, 2004 citados Anjum et al 2011; Turkan et al., 2005; Prasad,
2004).

El aumento de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en el metabolismo celular
(fotosintesis, respiracion), en condiciones de déficit hidrico se debe a que los estomas se
cierran disminuyendo la disponibilidad de CO, dentro de la planta y la capacidad de
disipar la energia necesaria para el ciclo de Calvin produciendo una reduccion de la
fotosintesis y aumento de los radicales superoxido (Turkan et al., 2005; Prasad, 2004).
También debido al cierre estomatico se presenta un aumento de la actividad

fotorrespiratoria produciendo un aumento de H,O; (Goday et al., 2004)
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Cuando las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) aumentan pueden producir dafios
serios en las plantas por el incremento de la peroxidacion lipidica, degradacion de
proteina, fragmentacién de DNA y por ultimo llevar hasta la muerte celular. La sequia
induce al estrés oxidativo por la generacién de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).
(Farooq et al., 2009 citado por Anjum et al 2011). Especies Reactivas de Oxigeno tales
como O,—, H»O, y radicales *OH, pueden atacar directamente las membranas lipidicas e

incrementar la peroxidacion lipidica (Orozco et al., 2001; Anjum et al., 2011).

1.3 Enzimas antioxidantes, caracteristicas e importancia
de la Superoxido Dismutasa

En condiciones Optimas de crecimiento de la produccién de ROS en las células se estima
en una tasa constante de 240 uM s'O?%, y un nivel de estado estacionario de 0,5 pM
H.0.. Sin embargo, las tensiones que perturban la homeostasis celular dan lugar a la
mayor produccién de ROS (hasta 720 uM de s O?, y un nivel de estado estacionario de
5-15 uM H20,). Estos incluyen la sequia y desecacion, salinidad, enfriamiento, choque
térmico, los metales pesados, la radiacion UV, contaminantes del aire como el ozono y el
SO,, el estrés mecanico, deficiencia de nutrientes, ataque de patdégenos, y la luz alta. El
aumento de la produccién de ROS durante el estrés puede ser una amenaza para las
células, y muchas condiciones de estrés aumentan la expresion de enzimas de barrido
de las especies reactivas de Oxigeno. Sin embargo, también se cree que durante el
estrés las Especies reactivas de Oxigeno se producen activamente por las células (por
ejemplo, por la NADPH oxidasa), y actian como sefiales para la induccion de las vias de
defensa. Por lo tanto, ROS puede ser visto como subproductos del metabolismo celular
de estrés, asi como mensajeros secundarios que participan en la respuesta de estrés via

sefial de transduccién (Mitler, 2002).

Carvalho, (2008) propone un modelo de la respuesta de estrés por sequia en tres fases
sucesivas, donde se muestra una primera fase donde el estado de equilibrio normal de
nivel de ROS se ve perturbada por el estrés por sequia y se presenta un aumento en la
produccion de ROS debido al cierre de los estomas desplaza el equilibrio hacia arriba y

esto desencadena vias de transduccion de sefiales de defensa, en una segunda fase el
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estrés por sequia prolongada dara lugar a una sobreproduccion de ROS que no puede
ser compensada por el sistema antioxidante, que conduce a la oxidacion deletérea

eventos que en una Ultima fase resultan en la muerte celular.

El sistema antioxidante es un catalizador enzimatico que se encarga de proteger las
celulas mediante una fina regulacion a nivel molecular evitando dafios causados por el
oxigeno el cual es altamente reactivo, conllevando a una funciéon celular normal.
(Horvéth et al., 2007 citado por Anjum et al 2011). El balance entre la produccion de
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y actividad enzimatica antioxidativa determinan
sefializacion oxidativa y/o dafios que puedan ocurrir (Moller et al., 2007 citado por Anjum
et al 2011). El mecanismo del estrés oxidativo involucra un sistema complejo
antioxidante enzimatico y no-enzimatico, tales como enzimas antioxidantes de bajo peso
molecular (glutathione, ascorbato, carotenoides) y enzimas de barrido de Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS) como peroxidasa (POD), catalasa (CAT), ascorbata
peroxidasa (APX) y superoxide dismutase (SOD), (Apel and Hirt, 2004 citada por Anjum
etal., 2011).

El equilibrio entre actividad de SOD y APX (y / o CAT) en las células se considera que es
crucial para determinar el nivel de estado estacionario de O, y H,O,. Este equilibrio, junto
con iones de metales secuestrados tales como Fe y Cu por ferritina y proteinas de unién
de Cobre, se piensa que es importante para prevenir la formacion de la HO- , altamente
téxico a través de las reaccion Haber-Weiss o las reacciones de Fenton dependientes de
metal. Los antioxidantes como el 4cido ascorbico y glutation, que se encuentran a muy
altas concentraciones en los cloroplastos y otros compartimentos celulares (acido
ascorbico 5-20 uM y 1.5 uM de glutation), también son importantes para la defensa de las
plantas contra el estrés oxidativo (Mitler, 2002).

En dos especies de alamo (Populus cathayana), (Populus kangdingensis) sometidas al
100% de capacidad de campo y a 25% de capacidad de campo se incrementd la
actividad de las enzimas CAT, SOD, POD, APX y GR (Yang et al., 2009 citado por
Anjum, et al., 2011). También se ha presentado una actividad més alta de enzimas
antioxidantes en especies tolerantes que en especies susceptibles de cultivos como trigo,
frijol, maiz (Turkan et al., 2005; Chopra et al., 2007).
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El radical superéxido libre (O2.") ha sido reportado como el principal causante del dafio
oxidativo en plantas, por esta razon ha tenido un papel importante en la determinaciéon de
sus sistemas de adaptacion en relacion a tolerancia al déficit hidrico (Smirnof, 1993;
Borsani, et al., 2001).

El radical superoxido libre (O27), puede reaccionar a su vez con el H,O, por reacciéon de
Haber-Weiss para generar hidroxilo (OH'), el cual es el oxidante conocido mas potente.
Dado que la generacion de (OH) mediante la reaccibn de Haber-Weiss es un
componente importante de la toxicidad de oxigeno, la defensa frente a esta toxicidad
debe por una parte evitar esta reaccion y por otra minimizar su influencia dafiina. Esto se
consigue por la accién de las Superoxido Dismutasas que atrapan el Oy” y por las
catalasas y peroxidasas que atrapan el H.O,. Estas enzimas minimizan la reaccién de
Haber- Weiss manteniendo concentraciones de O2"y H202 cercanas a cero (Anjum et al.
2011; Jaramillo et al., 2005; Turkan et al., 2005; Prasad, 2004; Borsani et al., 2001;
Smirnof, 1993).

La induccion por sequia puede contribuir al mantenimiento de un nivel alto de actividad
de las enzimas antioxidantes, incrementando la capacidad contra el dafio oxidativo
(Sharma and Dubey, 2005 citado por Anjum et al. 2011). EIl papel de los sistemas de
ROS (especies reactivas de oxigeno) en la tolerancia de las plantas al estrés es muy
importante, porque con la manipulacion de niveles de enzimas antioxidantes, es posible
disminuir el estrés oxidativo, ofreciendo una alternativa para contrarrestar el efecto del

estrés por sequia (Anjum et al., 2011; Ramachandra et al., 2004).

El incremento de la actividad de las SOD confiere tolerancia al estrés (Abdul et al.,
2008). En plantas esta respuesta enzimatica puede constituir una ventaja adaptativa en
la proteccién al déficit oxidativo (Borsani et al., 2001). La enzima SOD es importante
porque es la que inicia el proceso de minimizar la reaccién de Haber- Weiss dismutando

0..- a H20,. Y de ella depende el éxito de este sistema de defensa antioxidante.

Las Superéxido Dismutasas (SOD) pertenecen a una familia de metaloenzimas que
catalizan la dismutacion o reacciones redox donde un elemento es al mismo tiempo

oxidado y reducido cuando la suma de potenciales de los correspondientes pares redox
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es mayor de cero; en este caso especifico son los radicales superoxido para oxigeno y

peroxido de hidrogeno (Jaramillo et al., 2005; Mufioz et al., 2005).

Superoxido Dismutasas se caracterizan por tener tres isoformas y cada una de estas
esta regulada por un metal diferente como cofactor (Jaramillo et al., 2005; Mufioz et al.,
2005). SOD es codificada por una pequefia familia de genes, lo que probablemente ha
complicado aclarar la funcion de cada una de ellas en las plantas (Kliebenstein et al.,
1998).

Se han identificado las tres isoformas de Superoxido Dismutasas por su sensibilidad
diferencial a KCN y H»0,. La isoforma Superoxido Dismutasa Cobre y Zinc (SOD Zn/Cu)
se caracteriza por ser sensible a KCN y H202, la isoforma Superoxido Dismutasa hierro
(SOD Fe) unicamente sensible a H20; y la isoforma Superoxido Dismutasa manganeso
(SOD Mn) es resistente a KCN y H20, (Bowler et al., 1994).

Dentro de las isoformas Superdxido Dismutasas se han reportado varias isoenzimas de
SODFe (seis isoenzimas), SODMn (tres), SODCu/Zn (siete). Al comparar la secuencia y
estructura de estas isoformas se observé que SODMn y SODFe son grupos que estan
estrechamente relacionados, mientras SODCu/Zn parecen haber evolucionado

independientemente (Mufioz et al., 2005).

Las isoformas SOD Cu/Zn y SODMn se encuentran en todos los eucariontes superiores
del reino animal. Sin embargo, en las algas eucariontes y los protozoos poseen SODMn y
SODFe pero no poseen SOD Cu/Zn (Bowler et al., 1992). La isoforma SOD Cu/Zn es la
mas abundante en organismos eucariotas y estd localizada principalmente en el
citoplasma, en los cloroplastos y en diferentes tipos de peroxisomas (Martinez, L. 2003).
También se encuentran en el nidcleo y en el apoplasto (Mufioz et al., 2005). La isoforma
SODMn se ha encontrado en mitocondria y peroxisomas, y la isoforma SODFe esta

presente en los cloroplastos (Mufioz et al., 2005).

Los resultados de los estudios de las enzimas SOD son muy variables por el hecho de
que esas isoformas son afectadas en forma diferente por el déficit hidrico (Bowler et al.,
1994). En general la respuesta de la actividad de SOD al estrés hidrico, no siempre es la

misma, como lo muestran diferentes estudios, esta va a depender de la especie el estado
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de desarrollo y metabdlico de la planta, la duracion e intensidad del estrés (Smirnoff,
1993; Castillo, 1996).

En las plantas la isoforma que aumenta su concentracién, en repuesta a diferentes
estimulos de déficit es la isoforma SOD Cu/zZn (Mittler & Zilinskas, 1994; Kenis et al.,
1994; kaminaka et al., 1999). La actividad de la isoforma SOD Cu/Zn experimentan un
incremento cuando se presenta estrés hidrico, este comportamiento se ha observado en
diferentes estudios (Pan et al., 2006); (Mascher et al., 2005);(Turbe et al.,1998); (Borsani
et al.,, 2001). Los esfuerzos para fortalecer las defensas antioxidantes en el citoplasma o
en el cloroplasto incluyen la sobrexpresién de esta isoforma, la cual provee aumento a la
tolerancia a estrés oxidativo en plantas (Perl et al., 1993; Gupta et al., 1993a, b; Murgia
et al., 2004).

Las diferentes isoformas en plantas sometidas a déficit hidrico han sido reportadas y
ademas se han detectado cambios en su actividad especialmente un incremento, por
ejemplo en Catharanthus roseus (Abdul et al., 2008), maiz (Zea mays L.) (Jiang et al.,
2002; Zhu, et al., 1994), Arabidopsis thaliana (Kliebenstein, et al., 1998), L. corniculatus
(Borsani et al., 2001), trigo (Shao et al., 2005; Singh & Usha. 2003), arroz (Wang et al.,
2005), Phaseolus acutifolius (Turkan et al., 2005).

En un estudio realizado en genotipos tolerantes y sensibles a sequia del musgo Tortula
ruralis se observé un incremento en los niveles de SOD en los genotipos tolerantes a
sequia (Bowler, et al., 1992). Guo et al., (2006); Huang et al., (2005) reportaron que
variedades de arroz resistentes a sequia y a heladas incrementaban las SOD en
presencia del déficit hidrico, asociando esto a un aumento en la capacidad del sistema

antioxidante bajo estos tipos de estrés.

En tres genotipos de Radix astragali planta medicinal de la china, se observé que al
aplicar déficit hidrico aumento la actividad de las SOD y ademas que este aumento se
presentd en el genotipo mas tolerante (Yong et al., 2004). En plantas, la isoforma SOD
Cu/Zn se ha reportado con alto nivel de respuesta a diferentes estimulos de estrés, en
cultivos como tabaco (Hamid et al., 2004) guisantes (Mittler & Zilinskas. 1994; avena
(kenis et al., 1994) y arroz (Kaminaka et al., 1999).
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Borsani et al., (2001) reportan en el analisis por Northern-Blot de SOD Cu/Zn mRNA en
Lotus corniculatus bajo estrés hidrico una alta acumulacion de la enzima a medida que
pasa el tiempo de exposicion al estrés. Esto puede estar relacionado especificamente
con la acumulacion de la isoenzima SOD Cu/Zn2. Este mismo comportamiento se ha
observado en tabaco (Hamid et al., 2004), arboles de caucho (Miao et al.,, 1993) y

plantas de tomate (Perl- Treves et al., 1993).

La actividad de SOD se increment6 en cebada (Hordeum sp.), clavel (Armeria sp.) y
pasto (Deschampsia sp.) (Smirnoff, 1993), decreci6 en Corchorus (Chowdury &
Choudhuri, 1985) y no cambio en alfalfa (Irigoyen et al., 1992) y girasol (Smirnoff, 1993)
en respuesta a estrés hidrico.

Estrés hidrico y su relaciobn con la absorcion de
nutrientes, concentracion, disponibilidad y funcion
metabolica del Cobre y Zinc

La sequia puede tener efecto sobre la absorcion de elementos minerales en los tejidos
de la planta afectando el crecimiento de raiz y la movilidad en el suelo y absorcion de

nutrientes (Fageria et al., 2002; Samarah et al., 2004).

La principal funcion de las raices es la toma de nutrientes y agua; por esto un sistema
radicular es eficiente cuando se adapta a las condiciones del suelo. Esta adaptacion es
influenciada por la disponibilidad de los nutrientes en el suelo asociado a sus condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas del mismo, que al final determinan la disponibilidad del
nutriente por la raiz (Brouder et al., 2008). Ademas, la disponibilidad de nutrientes del
suelo para las plantas no solo esta en funcién de las propiedades del suelo, si no que
también dependen de la ubicacion de los iones en relacion con las superficie de la raiz y
la longitud de las vias de transporte de nutrientes del suelo para llegar a la superficie de
la raiz; la adquisicién de nutrientes refleja una serie de fenémenos fisiol6gicos que rigen
el transporte de nutrientes que dentro de las raices pueden alterar aspectos quimicos y

de ubicacion y a su vez la disponibilidad de los mismos (Jungk, 2002).
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Los nutrientes en el suelo deben estar en solucion para que puedan ser absorbidos por
las plantas (Brouder et al.,, 2008). El decrecimiento en la disponibilidad de agua bajo
sequia resulta generalmente en la reduccién total de absorcion de nutrientes y
frecuentemente causa la reduccion de las concentraciones de los nutrientes minerales en
las plantas. El mas importante efecto del déficit hidrico se observa sobre el transporte de
nutrientes, sobre el crecimiento y extension de la raiz. La reduccion de la absorcion de
los elementos resulta en una interferencia de toma de nutrientes por mal funcionamiento
de los mecanismos de descarga en el sistema vascular de la planta y una reduccion del
flujo de transpiracion (Baligar et al., 2001; Ashraf et al., 1994), afectando el transporte
del agua y la permeabilidad de la membrana (Hsiao, 1973).

Esto puede llevar a reducir la actividad metabdlica causada por un incremento de la
presion osmdtica, lo que limita la toma de nutrientes y reduce la concentracion de
nutrientes en la hoja. Explicando completamente el efecto adverso del déficit hidrico
sobre la toma de nutrientes (Tanguilig et al., 1987; Ashraf et al., 1994). Todos estos
cambios fisiol6gicos y metabdlicos ocurridos en la planta y los cambios en la solucién del
suelo cuando hay déficit hidrico por sequia se reflejan en la calidad de desarrollo de los

cultivos y en la disminucion de la produccion y (Chopra et al., 2007).

Elementos como el Cobre y el Zinc llegan a la superficie de la raiz mediante un
mecanismo pasivo es decir no necesitan gastar energia y este movimiento ocurre por

procesos de flujo de masa (Amézquita, 2001; Lora, 2001).

El Cobre participa en la mayoria de las funciones metabdlicas en reacciones redox ligado
enzimaticamente a Oxidasas terminales y reaccionando directamente con oxigeno
molecular. Es un catién divalente (Cu?*) que tiene la facilidad de unirse a compuestos
organicos para formar complejos y hace parte o participa en la enzima Superoxido
Dismutasa (SOD) y el Zinc es absorbido como catién divalente (Zn?*) y es transportado
por el xilema en forma libre o unido a acidos organicos. En las plantas, este catién no es
oxidado ni reducido y actia como componente metalico de enzimas o como cofactor. El
Zinc y el cobre son cofactores limitante de la actividad enzimética de la Superéxido
Dismutasa (SOD) (Clavijo, 2001).
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El pH del suelo también influye en la solubilidad de Cobre y Zinc. Cation es acomplejados
como Cobre y Zinc, aumentan su solubilidad a medida que decrece el pH del medio,
porque el i6bn hidrogeno (H*) compite con otros catibn es aceptores por sitios de
complejamiento. La solubilidad de estos nutrientes se ve disminuida por aumentos en el
pH, debido a que son retenidos por coloides organicos e inorganicos y que la fuerza de
retencibn aumenta con el pH. Por ejemplo en el caso del Zinc su solubilidad se
disminuye debido a que se presenta precipitacion de compuestos insolubles,
presumiblemente Zn(OH),, ZnCO3, y CazZn(OH)4, formando quelatos organicos estables
con Cobre a pH de 6 y con Zinc a pH de 8, con lo cual se disminuye la estabilidad de
estos elementos para la planta. Hay evidencia de la retencion de Cobre como Cu (OH)*
por montmorillonita-H cuando el pH es mayor de 5.5 (Lora, 2001).

La disponibilidad de Cobre en el suelo se ve afectada por la textura del suelo como
suelos arenosos podzolicos y bajos en materia organica, también por su relacion con
otros elementos; por ejemplo su disponibilidad se ve disminuida por altos contenidos de
nitrégeno, fésforo-potasio, aluminio y Zinc, fésforo y hierro, ademas por la incorporaciéon

de residuos de cosecha (Lora, 2001).

El Zn es un nutriente de gran importancia por su relacion con el crecimiento de la planta.
Su disponibilidad se reduce debido a la adsorcién por 6xidos hidratados de hierro y
aluminio; por materia organica con pH alto; por arcillas como bentonita, illita y caolinita;
por carbonatos especialmente por Ca Mg (COs); y MgCOs; por complejos de materia
organica (acidos fulvicos y acidos humicos); por interaccibn con otros nutrientes por
ejemplo Cobre, hierro, manganeso y alto fésforo; por fuentes de residuo neutro o por
inundaciones en suelos acidos que disminuyen su concentracién. Su disponibilidad
aumenta cuando se presenta nitrégeno, porque es una fuente de residuo acido y cuando

se presenta aumentos en la temperatura del suelo (Lora, 2001).

1.5 Mecanismos de respuesta del frijol (Phaseolus
vulgaris L.) a déficit hidrico y desarrollo para proveer
su adaptacion a sequia

La respuesta de las plantas de frijol a sequia ademas de depender de la intensidad y
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duracién, dependen también del tipo de déficit hidrico es decir si es intermitente o
terminal (White et al., 1991; Terdn et al.,, 2002a; Mufoz, et al., 2006).

Beebe et al. 2013, reporta los mecanismos de resistencia a sequia estan agrupados

dentro de tres categorias:

A) Escape a la sequia. Las plantas tienen la habilidad de completar su ciclo de vida
antes de que se presente fuertes déficits de agua en suelo y cultivo. En este mecanismo
estdn envueltos el desarrollo fenoldgico rapido (floracion y maduracién temprana),
desarrollo de plasticidad (variacién en duracion del periodo de crecimiento dependiendo
de la duracion del déficit hidrico), y removilizacién de fotosintatos hacia el grano.

B) Evadir la sequia. Las plantas tienen la habilidad de mantener el potencial hidrico
relativamente alto, a pesar de la escasez de la humedad del suelo. Esto lo logra la planta
incrementando la profundidad de la raiz, con un eficiente sistema de raiz e
incrementando la conductancia hidraulica, y por reduccion de pérdida de agua a través
de la reduccién de la conductancia de la hoja, reduciendo la absorcién de la radiacion por

movimiento y rotacion de hoja, y reduciendo superficie de evaporacién (area de la hoja).

C) Tolerancia a sequia. Las plantas que son tolerantes a sequia tienen habilidad de
mantener el potencial hidrico bajo en los tejidos bajo déficit hidrico. Esto lo logra
manteniendo el turgor a través de un ajuste osmatico (proceso en el cual se induce la
acumulaciéon de solutos en la célula), aumentando la elasticidad y disminuyendo medida

en la célula, y tolerancia a la deshidratacién por resistencia protoplasmatica.

La pérdida del area foliar es el mecanismo morfolégico mas importante de adaptacion de
la hoja y los resultados son una reduccion del nimero de hojas, reduccion de la medida
de las hojas jovenes, inhibicion en el desarrollo y expansion del follaje o una acentuada
pérdida de hojas por senescencia, todo esto lleva a una disminucién en la produccion.
(Rao et al., 2006; Rios et al., 2002; Rao, 2001). Esta respuesta puede ser asociada con
una copia de un mecanismo del Phaseolus vulgaris silvestre cuando es sometido a
sequia (Beebe et al., 2008). Beebe et al., en (2013), reporto los efectos del estrés por

sequia en el crecimiento de la planta, desarrollo, y produccion de semillas; desarrollo de
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métodos de deteccidon en campo y evaluacion de diferentes caracteristicas fisiologicas

relacionadas con los mecanismos de adaptacidén a sequia en plantas de frijol comun.

El frijol comun se caracteriza porque crece en un amplio rango de ambientes donde es
expuesto durante todo el afio a periodos de sequia y a muchos cambios en la solucién
del suelo. Las investigaciones sobre el cultivo de frijol comin se han enfocado en su
adaptacion a sequia estudiando los efectos del estrés hidrico sobre el crecimiento,
desarrollo y produccion de semilla. Se han desarrollado diferentes métodos de
evaluacion y seleccion de campo para identificar fuentes de germoplasma tolerante y
seleccionar lineas segregantes a sequia evaluando caracteres fenotipicos relacionados

con mecanismos de adaptacion a sequia (Rao, 2001).

Por evaluacion y seleccion en campo, se identificaron las lineas de germoplasma de frijol
BAT 477, A 195 y BAT 1289 las cuales se caracterizaron por ser relativamente tolerantes
a sequia. Hubo una mayor adaptacion a déficit hidrico de la linea BAT 477 comparada
con las otras dos lineas, debido a que poseia una raiz mas densa, larga y profunda que

permitian una mayor extraccion de la humedad del suelo (Rao, 2001).

Uno de los mas importantes mecanismos de resistencia a sequia en frijol comun es el
alargamiento y el aumento de densidad de raices para alcanzar mayor profundidad y
mayor cubrimiento (Beebe et al., 2008; Ho et al.,2005; White et al., 1994a, b; Sponchiado
et al.,1989)

Una respuesta a sequia observada en algunos genotipos de frijol es retrasar el desarrollo
reproductivo, manteniéndose la plantas en fase vegetativa hasta que hay disponibilidad
de agua (Beebe et al., 2008). Esto ha sido reportado por Teran et al., (2002b) donde
observaron que el genotipo “San Cristébal 83" (G 17722) sometido a sequia alargo su

fase de crecimiento.

Rios et al. (2002) reportan la interrupcion de la fotosintesis como una respuesta rapida
del frijol a sequia, esto afecta la expansion de los tejidos, y lleva a pérdida de la eficiencia
en los mismos procesos fisioldgicos de la fotosintesis. Otra respuesta a las pocas horas
de sequia es el marchitamiento y pérdida en la habilidad para orientar la hoja, respuestas

en periodos largos como cambio en el crecimiento general de la planta. También se
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presenta aceleracion de la madurez fisiolégica cuando ocurre la sequia durante el llenado
del grano, mayor restriccion en la producciéon de semillas y el himero de vainas/planta
durante las etapas de floracion y llenado de vaina y que a su vez el mayor consumo de

agua se presentaba en las etapas de floracién y llenado de vaina.

La plasticidad fenotipica que es uno de los medios por el cual la planta puede ajustar su
morfologia y fisiologia ante un estrés ambiental, es considerada como un mecanismo que
contribuye a incrementar la produccion bajo sequia en frijol (Rao, 2001; Acosta et al.,
1995).

También se han reportado como mecanismos fisiolégicos de adaptacion al estrés hidrico
en el frijol el ajuste osmoético y elasticidad de la pared celular, estos mecanismos
contribuyen al mantenimiento de la presién de turgencia y el turgencia celular o volumen

simplastico respectivamente (Martinez et al., 2007).

La resistencia de frijol a sequia se ha encontrado especialmente en la raza Durango la
cual fue domesticada en el altiplano seco de México. Esta resistencia ha sido incorporada

en lineas mejoradas (Mufoz-Perea et al., 2006 y 2007; Teran et al., 2002b).

Frahm et al.,, (2004) desarrollaron lineas recombinantes consanguineas (RILs) de frijol
negro; la linea RIL L8863 fue la de mejor rendimiento cuando fue sometida a estrés de

sequia.

En resumen publicado por Ishitani et al. (2004) se reportan las estrategias para integrar
investigacion genémica con mejoramiento tradicional de cultivos, con esfuerzos que se
aplican a factores abioticos desfavorables, en particular a la fenotipicacion, priorizando la
aplicacion a gran escala en enfoques gendémicos funcionales, un ejemplo de esta
integracion es la investigacion que se ha realizado en CIAT con frijol comdn. Aunque se
han creado con éxito variedades tolerantes a sequia, con los aportes dados por lo
fisidlogos de plantas, la disponibilidad de las herramientas gendmicas han sido limitadas
para el descubrimiento de nuevos genes y el estudio de sus funciones en la planta de

frijol.
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Ishitani et al. (2004) resumen los progresos que se han tenido en el desarrollo de frijol
tolerante a sequia en los dltimos 25 afios empezando con los trabajos de CIAT en la
década de 1970 donde se desarrollaron variedades de frijol coman mas tolerantes a la
sequia por evaluacion de lineas avanzadas seleccionadas previamente para otros rasgos
(Broughton et al., 2003).

En la década de 1980 se seleccionaron lineas como la BAT 477 que presentan tolerancia
intermedia al estrés por sequia. Los estudios fisiologicos ligaron esta tolerancia a sequia
a un mayor crecimiento de raiz bajo condiciones de déficit hidrico (Sponchiado et al.,
1989) y se demostré mas adelante que el control genético de ese rasgo fue expresado en
raices y no en brotes (White & Castillo, 1992). Adicionalmente se identificaron recursos
genéticos para tolerancia a sequia, especialmente variedades Mexicanas.

Durante la década de 1990, cruzamientos entre diferentes fuentes de resistencia fueron
usados para desarrollar variedades con alta tolerancia a sequia junto con un mecanismo
adicional, como por ejemplo movilizacién de fotosintatos de hojas y tallos para desarrollo
de semillas (Rao, 2001).

Hacia el 2002 esas variedades tolerantes a sequia fueron probadas y paralelamente a
este trabajo, fueron iniciados intentos para integrar técnicas genémicas con desarrollo
tradicional. Para obtener las variedades tolerantes a sequia y de alta produccién de frijol
rojo y negro, se requirieron cinco ciclos de desarrollo convencional. Las mejores familias
en términos de produccién bajo condiciones de sequia incluyen lineas de cinco diferentes
pedigries. La hipotesis de trabajo fue que cuando la fertilidad del suelo es limitada, la
expresion de tolerancia a sequia requiere que las plantas también posean tolerancia a la
baja fertilidad del suelo, expresado en un vigor temprano y un buen desarrollo de raiz
(Beebe et al., in press 2008). Los resultados de esta investigacion fueron reportados
mas tarde por Beebe et al., (2008), donde las clases de grano con potencial varietal,
como el rojo y negro pequefio, crema (mulatinho) y crema desnudo (carioca), fueron mas
resistentes que las comerciales cuando se sometieron a sequia y condiciones limitadas
de fésforo. Sugiriendo bajo estrés por sequia el grano con potencial varietal poseen
genes que corrigen ineficiencias heredadas del frijol silvestre, y que pueden ser una

clave para el mejoramiento de la produccién de frijol coman.
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Las plantas de frijol cuando se enfrentan a factores de estrés limitan la translocacion de
los fotosintatos de las estructuras vegetativas a la semilla y varia considerablemente
entre variedades. Se ha observado que la capacidad de trasladar biomasa dentro del
grano es un caracter que contribuye a la tolerancia del frijol bajo sequia y baja fertilidad
del suelo, lo que se traduce en un mejor llenado de grano, mejor calidad de grano y alta
produccion. También la raiz parece jugar un papel importante en la capacidad de
translocacion (Rao et al., 2001).

En trabajos que se estan realizando para mejorar el rendimiento del frijol comun, se tiene
como meta incorporar resistencia a estrés abidtico como un objetivo de desarrollo dentro
de programas de curso de frijol por medio de identificacion de genotipos contrastantes,
usando cruces interespecificos y evaluando tipos seleccionados en granjas (Broughton et
al., 2003; Morgante et al., 2003).

También en frijol se estan realizando investigaciones que respondan a las bases
fenotipicas vy fisioldgicas de adaptacion a sequia, identificando componentes fisiolégicos
individuales especialmente por patrones de segregacion para tolerancia a estrés de
mecanismos fenotipicos vy fisiol6gicos, los cuales son prerrequisitos para el

descubrimiento de caracteres de genes (Ishitani et al., 2004).

En investigacion realizada con un grupo de 21 genotipos meso-americanos de frijol
comun (P. vulgaris L.) donde se incluyé los genotipos SER 16 y Tio Canela 75 vy se
evallo la profundidad de raices, vigor de planta y desarrollo de la parte aérea, los
resultados mostraron que el genotipo SER16 presento mayor profundidad de raices,
vigor de planta y desarrollo de la parte aérea comparado con el genotipo Tio Canela 75
gue aunque presento raices profundas su biomasa fue poca, indicando que la planta

invierte una gran parte de la energia para la obtencién de agua .(Polania et al.,2012).

Rosales, et al., 2012, realizaron un estudio en frijol comun, para descubrir caracteristicas
relacionadas con resistencia a sequia terminal; ellos utilizaron dos cultivares de frijol uno
susceptible a sequia (Bayo Madero) y uno resistente a sequia (Pinto saltillo). Los
resultados indican la competencia del cultivar resistente para mantener la produccion de

semilla bajo sequia terminal esta relacionada con una respuesta temprana y, una mejor
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conductancia estomatica y de fijacion y difusién de CO,, ademas por un eficiente uso del
agua y con la capacidad de evitar la acumulacion de Especies Reactivas de Oxigeno
(ROS).

1.6 Grupos geneticos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de
América Central y sus caracteristicas

Se han dividido los grupos genéticos principales de esta familia, dentro de razas,
teniendo en cuenta la morfologia de la planta, rango de adaptacién y caracteres
agronomicos. El principal grupo de genes de América Central fue dividido en la raza
Durango (arbusto rastrero, semilla mediana del altiplano seco Mexicano), Jalisco (frijol
trepador de las tierras altas humedas de México), y Mesoamérica (semillas pequefas,
mayoria de habito arbustivo, de las tierras bajas de América Central y México). (Singh et
al., 1991 citado en Beebe et al., 2013).

Las lineas SER 16 y Tio Canela, estan clasificados dentro de los genotipos meso-
americanos de frijol coman (P. vulgaris L.).(Polania et al., 2012). SER 16 se caracteriza
por ser sensible al Aluminio, tener semillas pequefas y rojas, habito de crecimiento
indeterminado arbustivo de tipo Il; alcanza la maduracién en menos de 70 dias con una
excelente movilizacién de fotosintatos hacia el grano y tolerante a sequia. (Beebe et al.,
2008, CIAT 2007 citados por Butare et al.,, 2011). En relacién con su rendimiento
responde bien tanto a riego como a sequia; en condiciones de sequia terminal presenta
una buena profundizacion de raices, lo que les permite tener alta tasa de transpiracion y
un buen vigor de planta, pero su produccion de vainas y granos fue similar al promedio

de las lineas evaluadas (Polania et al., 2012)

La linea Tio Canela 75, fue liberada en Honduras en 1996. Esta linea se caracteriza por
esta bien adaptada a diversos ambientes, su semilla es de color rojo-pequefio-brillante
con caracteristicas de alto rendimiento. Tiene una arquitectura de porte erecto y
compacto; las plantas son de habito arbustivo- indeterminado tipo Il y una madurez
intermedia de 70-72 DDS, es de maduracién temprana y uniforme, también posee el gen

dominante | para la resistencia al virus del mosaico comun del frijol (VMCF). (Rosas, et
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al., 2004). Sus dias a floracién son 38 dias y a maduracién de 68 a 70 dias, se adapta en

zonas intermedias y altas entre los 400 y 2000 m.s.n.m. (Lardizabal et al., 2008)



2. Materiales y métodos

2.1 Efecto de la humedad sobre la actividad enzimatica
de frijol SER 16 y Tio Canela en ensayo realizado en
Colombia

2.1.1 Localizaciéon del estudio

Este ensayo se realizO bajo condiciones de invernadero, ubicados en el Centro
Experimental de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP), localizado
a 3° 3045.22" latitud norte y 76° 1829.93" longitud oeste, altura de 980 m.s.n.m,
temperatura promedio anual de 26°C, precipitacion promedia anual de 1100 mm y
humedad relativa de 76% (IDEAM 2001).

2.1.2 Recoleccion del suelo

El suelo fue colectado a una profundidad de 30 cm, en lote ubicado en el Centro
Experimental de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP), este fue
molido, homogenizado, esterilizado y secado. Posteriormente fue llevado para ser

caracterizado fisica y quimicamente.
e Analisis quimico del suelo

Los resultados del analisis quimico del suelo con base en tablas de analisis quimico de
la quinta aproximacién (CORPOICA, 2005), corresponde a un pH neutro, contiene baja
cantidad de Cobre, Zinc, Hierro y Aluminio, la Materia Organica, Sodio y Capacidad de
intercambio Cati6nico se encuentran en niveles medios, mientras que el resto de
elementos estan en cantidades altas. La saturacion de Aluminio es 0% mostrando que

no tiene niveles toxicos.
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Tiene porcentaje de saturacion de bases de 72.268%, propia de suelos con pH >6.0.
Relativamente alta (Espinosa et al, 2012). La suma de bases igual a 15.84 cmol/kg,
Garcia y Carvajal (1976) lo clasifican como un suelo de alta fertilidad.

Con base a Villaroel (1999), se realizaron las siguientes interpretaciones:

Una relacion Ca/Mg=1.82 cmol/Kg. Si la relacibn es >10 se presenta una posible
deficiencia de Mg. La relacion 6ptima es de 5 cmol/Kg.

La relacién de K/Mg=0.083 cmol/Kg. Debe estar comprendida entre 0,2 y 0,3. Si esta
relacibon es mayor de 0,5 pueden producirse deficiencias de Magnesio por efecto
antagonico de Potasio, Si la relacién es de alrededor de 0.1, se puede producir una

deficiencia de potasio inducida por el Magnesio.

El Sodio se encontr6 en cantidad de 0.22 cmol/Kg. El exceso de Sodio produce
deficiencias de Calcio y de Mg. Cuando el Sodio esta en una proporcién mayor al 10% de
la CIC pueden existir problemas de salinidad de tipo sédico. En este suelo el sodio

representa el 1.07% de la CIC.

Teniendo en cuenta las caracteristicas quimicas de este suelo, aunque los niveles de
Zinc, Hierro y Cobre estan bajos, este ultimo elemento es el que presenta deficiencia
para cultivo de frijol. Flor y Thung (1989) reportaron una aproximacién de niveles criticos
para analisis de suelos en frijol y muestran que se presenta deficiencia de niveles de

Zinc a 0.8 ppm, 2 ppm para niveles de Hierro y 0.6 ppm para Cobre (Tabla 2-1).

Fisicamente este suelo estd compuesto por: 80.4 % de arena, 10% de limo, 9.6 de
arcilla corresponde a un suelo arenoso franco. Estos suelos se caracterizan por tener
altos porcentajes de porosidad, minima retencion de agua Yy la retienen por muy poco
tiempo (Jaramillo, 2002). La densidad aparente normal de los suelos agricolas oscila
entre 1.2 y 1.5 gr/cc. (Blanco, 2003). Este suelo tiene una una densidad aparente de 1.24

gr/cc.
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Tabla 2-1: Analisis quimico de suelo

Los Limites de Deteccién del Método, LOM, extin expresades en mgl
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Notzs: 1, Los resultados presenties en esie informe, se= refieren unicaments 3 las muestas analizadas,

2.1.3 Germinacion y siembra de semilla

Se utilizaron semillas de frijol de la linea SER 16 (tolerante a sequia) y linea Tio canela
(susceptible a sequia). Se pusieron a germinar en papel de germinacion y posteriormente
fueron prensadas y colocadas en agua, para que por capilaridad las semillas adquirieran
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humedad. Después de 48 horas, las semillas con raiz pequefia, fueron sembradas en
cilindros plasticos (transparentes) pequefios de 80 cm longitud y 7.5 cm de diametro que
son insertados dentro de tubos de PVC. Todos los cilindros son llenados con (6Kg) de
suelo (CIAT, HQ).

2.1.4 Determinacién de volumenes de suministro de agua

Para determinar los niveles de suministro de agua se pesaron tubos de acetato
transparentes con el suelo seco, luego se regaron hasta saturacion y se dejaron drenar
durante 48 horas. Posteriormente se establecié la diferencia de pesos (peso humedo -
peso seco), basados en esa diferencia se determiné el nivel de suministro de agua para
mantener el suelo a una Capacidad de Campo del 100% y a partir de este se determind
los volimenes de agua para mantener la Capacidad de Campo de 80%,60%,40% y 20%.

La Tabla 2-2, muestra los volimenes de suministro de agua para mantener (CIAT, HQ).

Tabla 2-2: Volumenes de suministro de agua en ensayo realizado en Colombia

Porcentajes de Humedad Volumen de agua ml/g
a Capacidad de Campo

100% 0.13

80% 0.10

60% 0.08

40% 0.05

20% 0.03

2.1.5 Diseio, tratamientos y variables para evaluar el efecto de
humedad sobre la actividad enzimatica de SOD Cu/Zn en
frijol (Phaseolus vulgaris L.)

= Disefio experimental: El ensayo se realizé con un disefio completamente al azar.
= Descripcion de los tratamientos: consistieron en cinco niveles de suministro de

agua: 100%,80%,60%,40%,20% de capacidad de campo. Se utilizé una linea de

frijol tolerante a sequia (R: SER 16) y una linea susceptible a sequia (S: Tio
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canela), para un total de 10 tratamientos, cada tratamiento constaba de tres

repeticiones para un total de 30 unidades experimentales.

¢ La humedad inicial del suelo antes de aplicar los tratamientos de Capacidad de
Campo fue de 100% de capacidad de campo (CC). Los tratamientos se iniciaron
10 dias después de la siembra (DDS), cuando todas las plantas tenian las
primeras hojas trifoliadas. Los porcentajes de humedad a Capacidad de Campo
de los tratamientos, se mantuvieron pesando los tubos cada dos dias y se

aplicaba el agua faltante (Tabla 2-3).

Tabla 2-3: Tratamientos para ensayo realizado en Colombia

Tratamientos con Variedad | Tratamientos con Variedad
Tolerante Susceptible
HiR H1S
H2R H2S
H3R H3S
H4R H4S
H5R H5S

H 1,2,3,4,5= Humedad a Capacidad de Campo R=Variedad tolerante a sequia (SER 16)
S= Variedad susceptible a sequia (Tio Canela)

= Variables de respuesta: Las variables medidas fueron actividad de la enzima
SOD total y actividad de la enzima SOD Cu/Zn, estas mediciones se realizaron
en las hojas y durante la etapa de formacion de vainas del cultivo, se tomé en
esta etapa porque el efecto del estrés hidrico es mayor, debido a que
corresponden a una fase de activo crecimiento o division celular donde,
en un breve periodo de tiempo, ocurren grandes cambios de tamafio en
algin componente de produccion de la planta (Jara y Valenzuela, 1998). La
formacion de vainas para la variedad SER16 se inicié a los 33 y 35 DDS en
todos los tratamientos, la variedad Tio canela inicié la formacion de vainas
entre 50 y 52 DDS, no se tomO muestra en el tratamiento del 20% de
humedad, en la variedad Tio Canela debido a que murieron las plantas antes

de llegar a la etapa de formacién de vainas.
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= Las muestras colectadas para evaluar las variables, se preservaron en

Nitrégeno liquido, se almacenaron a —80°C y posteriormente fueron liofilizadas.

2.1.6 Técnicas de laboratorio utilizadas en la determinacion de

las variables de respuesta

Se evallo la actividad de la enzima SOD en las variedades SER 16 y tio Canela del

tratamiento de 100% de capacidad de campo hasta el tratamiento de 40% de Capacidad

de Campo.

Para evaluar variable actividad de la isoforma SOD Cu/Zn, se tomaron los tratamientos

donde se presentaron diferencias significativas en la actividad de la enzima SOD total.

Preparacion del extracto de enzima. Se utiliz6 la metodologia descrita por
Beauchamp & Fridovich (1971) con algunas modificaciones. Se tomaron 25 mg de
tejido foliar liofilizado, posteriormente se adiciono 500 ul de buffer de extraccion
compuesto por Buffer fosfato potasico con pH 7.0, EDTA, Triton x-100 y PVPP,
esta mezcla se homogenizo y luego se centrifugo por 30 minutos a 10.000 rpm a
una temperatura de 4°C. La fraccion de sobrenadante se utilizé como extracto

para determinar actividad de la enzima SOD.

Actividad enzimatica de SOD total. Se utilizé el SOD Assay Kit — WST de
Donjindo Molecular Technologies,Inc. Este método mide la habilidad de la SOD
para inhibir la reduccién fotoquimica de Xantina Oxidasa (XO). Es un método
colorimétrico donde se mide el 50% de inhibicion de la actividad de SOD o
materiales ligados a SOD (ICso). Esta medicion se hizo sobre curvas de inhibicion

realizadas de acuerdo al protocolo del KIT (Anexo A).

Se utilizd espectrofotometro BIO-RAD Model 3550-UV Microplate reader, en el

cual se midi6 la absorbancia a una Densidad Optica (OD) de 490 nm.

Para hallar el 50% de inhibicion de la actividad de SOD, a partir de las curvas de
porcentaje inhibicion, se utilizd el programa WolframAlpha computational

knowledge engine.
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= Actividad enzimética de la isoforma SOD Cu/zZn. Para diferenciar las isoformas
SOD (Cu/zZn, Mn, Fe), se utilizé la metodologia planteada por Nebot et al. 1993,
con algunas modificaciones, se tomaron 80 ul de extracto de enzima SOD y se le
adiciono una mezcla de cloroformo/etanol (375ul/625ul (v/v)) fria (4°C) que inactiva
las isoformas Mn — Fe SOD, posteriormente se homogenizo con un agitador por 30
segundos y se centrifugo a 3000 rpm durante 10 minutos. Inmediatamente
después se almaceno la muestra a una temperatura de — 80°C para su posterior
evaluacion, siguiendo la metodologia usada para evaluar la actividad de la enzima
SOD total indicada por el Kit.

2.1.7 Andlisis estadistico de lainformacion

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) con el sistema estadistico SAS, con un nivel
de error de P< 0,05. La diferencia entre las medias fue comparada mediante prueba de

Duncan para determinar el mejor tratamiento.

2.2 Efecto de la humedad sobre la actividad enzimatica
de frijol SER 16 y Tio Canela en ensayo realizado en
estados Unidos

2.2.1 Localizacion del estudio

El ensayo se realizé bajo condiciones controladas en los invernaderos pertenecientes al
laboratorio de Plant Transformation Research Center (PTRC), los cuales estaban
ubicados en la Universidad de California Riveride (UCR), Estados Unidos. Presentaban

una temperatura promedio de 093 °F (33.8 °C) y humedad relativa entre 65% y 70%

2.2.2 Recoleccion del suelo

El suelo utilizado fue facilitado en el laboratorio de PTRC de la Universidad de California
Riverside, esta es una mezcla denominada Mezcla de suelo lll, la cual fue realizada en
este laboratorio, este suelo se esterilizo y fue secado durante 15 dias dentro del

invernadero para su posterior uso.
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Tabla 2-4: Caracteristicas de la Mezcla de suelo Il

Mezcla de suelo Il

Arena de yeso grueso  0.42 m3

Turba Canadiense 0.34 m?
Superfosfato simple 2 % Ibs.
kNO3 4 onzas
k2SO4 4 onzas
Caliza Dolomita 3% Ibs.

Lima de cascara de ostra 12 Ibs.

Micronutrientes

Cu 30 ppm
Zn 10 ppm
Mn 15 ppm
Fe 15 ppm

En cuanto a sus caracteristicas fisicas esta mezcla esta compuesta por 2/3 de arena 'y

1/3 de compost y se caracteriza por tener mejor retencion de humedad.

Esta mezcla de suelo se caracteriza por tener adecuadas caracteristicas fisicas y
guimicas para el crecimiento de las plantas en general. Para el cultivo de frijol los niveles
de micronutrientes en esta mezcla no son deficientes. Flor y Thung (1989) reportaron
una aproximacion de niveles criticos para analisis de suelos en frijol y muestran que se
presenta deficiencia de niveles de Zinc a 0.8 ppm, 2 ppm para niveles de Hierro, 0.6 ppm
para Cobre y Manganeso 5 ppm.

2.2.3 Germinacion de semilla y siembra

Se utilizaron semillas de frijol de la linea SER 16 y linea Tio canela. Las semillas se
pusieron a germinar en germinadores individuales, estas germinaron mas o menos 48
horas después de la siembra. Después de germinacion y cuando las plantulas estaban

homogéneas con las primeras hojas verdaderas, se realiz6 la siembra en materas con
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dimensiones de altura 21.59 cm y diametro 22.86 cm. Todas las materas se llenaron con
2.23 Kg de suelo.

2.2.4 Determinacion de niveles de suministro de agua

Para determinar los niveles de suministro de agua se pesaron materas con el suelo
seco, luego se regaron hasta saturacidon y se dejaron drenar durante 48 horas.
Posteriormente se establecio la diferencia de pesos (peso humedo - peso seco), basados
en esa diferencia se determiné el nivel de suministro de agua para mantener el suelo a
Capacidad de Campo del 100% y a partir de este se determiné los volumenes de agua
para mantener la Capacidad de Campo de 80%,60%,40% y 20% (Tabla 2-5).

Tabla 2-5: Volumenes de suministro de agua en ensayo realizado en Estados Unidos

Porcentajes de Humedad Volumen de agua ml/g
a Capacidad de Campo

100% 0.30

80% 0.26

60% 0.21

40% 0.15

20% 0.08

2.2.5 Disefio, tratamientos y variables para evaluar el efecto de
humedad sobre la actividad enzimatica de SOD Cu/Zn en
frijol (Phaseolus vulgaris L.)

= Disefio experimental: El ensayo se realizd con un disefio completamente al azar.
= Descripcion de los tratamientos: consistieron en cinco niveles de suministro de
agua: 100%,80%,60%,40%,20% de capacidad de campo. Se utilizé una linea de
frijol tolerante a sequia (R: SER 16) y una linea susceptible a sequia (S: Tio
canela), para un total de 10 tratamientos, cada tratamiento constaba de tres
repeticiones para un total de 30 unidades experimentales. La humedad inicial del
suelo antes de aplicar los tratamientos fue de 100% de capacidad de campo (CC).
Los tratamientos se iniciaron 10 dias después de la siembra (DDS), cuando todas

las plantas tenian las primeras hojas trifoliadas. Los porcentajes de humedad a



32 Evaluacion de la actividad Enzimatica de Superoxido Dismutasa Cu/Zn en
frijol (Phaseolus vulgaris L.) bajo diferentes condiciones de déficit hidrico

Capacidad de Campo de los tratamientos, se mantuvieron pesando los tubos cada
dos dias y se aplicaba el agua faltante (Tabla 2- 6).

Tabla 2-6: Tratamientos de humedad en ensayo realizado en Estados Unidos

Tratamientos con Tratamientos con
variedad Tolerante Variedad Susceptible
T1R T1S
T2R T2S
T3R T3S
T4R T4S
T5R T5S

T 1,2,3,45= Tratamiento a Capacidad de Campo R=Variedad SER 16

S=Variedad Tio Canela

= Variables de respuesta: Las variables medidas fueron actividad de la enzima
SOD total y actividad de la enzima SOD Cu/Zn, estas mediciones se realizaron
en las hojas y durante la etapa de floracion del cultivo, teniendo en cuenta que
es una de las etapas donde necesitan mayor cantidad de agua (Jara y
Valenzuela 1998). Para la variedad SER 16 tolerante a sequia, la floracion se
presentd entre los 22 y 25 DDS después de la siembra (DDS) en todos los
tratamientos y para la variedad Tio Canela susceptible a sequia se presentd
entre los 33 y 35 dias después de la siembra. En la variedad Tio Canela no se
tomd muestra en el tratamiento del 20%, de Capacidad de Campo, debido a que
la planta estaba en malas condiciones especificamente las hojas antes de llegar

a la etapa de floracion.

= Las hojas colectadas para la evaluacion de las variables, fueron llevadas en

nitrégeno liquido y se almacenaron —80°C.

2.2.6 Técnicas de laboratorio utilizadas en la determinacién de
las variables de respuesta

Las variables respuestas se determinaron siguiendo las mismas técnicas de laboratorio

descritas para el ensayo realizado en Colombia.
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Para la extraccién de la enzima se utiliz6 la metodologia descrita por Beauchamp &
Fridovich (1971) con algunas modificaciones. Se tomaron 50 mg de tejido vegetal sin
liofilizar en 250 pl de buffer de extraccion, posteriormente se siguié la misma metodologia

realizada en el ensayo realizado en Colombia

En la figura 2-1, se presenta el protocolo establecido para evaluar la actividad de la
enzima SOD en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Figura 2-1: Protocolo para analisis de la enzima SOD en plantas frijol (Phaseolus
vulgaris L.).

1. BUFFER DE EXTRACCION:

SER 16: 100%

40% > 50 mg muestra/250 ul buffer de extraccion (PTRC)
0

Preparacion de buffer de extraccion: 250ul x 2 muestras = 0.5 ml

Tio canela: 100%

40% > 25 mg muestra (liofilizada)/500 pl buffer de extraccion (Colombia)
0

Preparacion de Buffer de extraccion: 500ul x 2 muestras =1 ml
e Buffer phosphate: 150l
e EDTA: 7.5l
e Triton X-100: 15ul

e PVPP: 30mg
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2. EXTRACCION DE ENZIMA . Mezclay
Adicicn 250pl/500u0 homogeniza r
Muestra e .
Hojas en de buffer de buffer 301307 Centrifugar 10000 £2ce de separacion

frijol (50;

Nitrogeno e extraccion . rpmy 30min/4 °C
F5misl o p
. ] Q f\\ Q B
iy ==
—r

%L_, !

e v

Transferir el sobrenadante a un

tube nuevo (solucién muestra) (1)

3. DILUCIONES st

Solucion muestra:
Frijol Tio Canela 75 v SER 16

Tratamientos:
100% B0% 60% 40% 20%

4. REACTIVOS Y CANTIDADES USADAS POR MUESTRA/PLATO

Preparacidn de las Muestra | Muestra | Muestra | Blanco | Blanco | Blanco
soluciones 1 2 3 1 2 3
2 3
15 115 115

Solucién muestra (SOD) v 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
(SOD CulfZn)
dd HED 20 pl 20 pl
WST solucién 200 pl 200 pl 200 pl 200l | 200 gl | 200 pl
(WST solucion+ solucidn
buffer)
Buffer de dilucion 20 pl 20 pl
Solucién de enzima 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
( Solucién de enzima +
Buffer de dilucion)

Blancol: Color sin inhibidor
Blanco2: Blanco de la muestra
Blanco3: Blanco del reactivo



3. Resultados y discusion

3.1 Efecto de la humedad sobre la actividad enzimatica
de frijol SER 16 y Tio Canela en ensayos realizados
en Colombiay Estados Unidos

Las figuras 3-1 y 3-2 muestran que la variedad Tio Canela presenté mayor actividad
enzimatica entre los tratamientos. El tratamiento del 20% de Capacidad de Campo es
menor para la variedad tolerante, pero, en términos estadisticos no es comparable
porque, en este tratamiento no se esta expresando una de las fuentes o factores de
variacion (variedad). Es decir no tiene uno de los efectos en su variable respuesta

Figura 3-1: Actividad enzimatica de la enzima SOD entre los tratamientos en las
variedades de frijol SER 16 y Tio Canela en ensayo realizado en Colombia

SOD Total
E
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T 10 -
o
a 8-
3 6
Q *
T 4 )
E ' @
T 2 - \ﬁ 2l Blz| |Blz] |&ls
2 = o 3 © R w© ™ §
"6 O 1 1 T T T
< 20% 40% 60% 80% 100%
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Figura 3-2: Actividad enzimatica de la enzima SOD entre los tratamientos en las
variedades de frijol SER 16 y Tio Canela en ensayo realizado en Estados Unidos

SOD Total

—

o N B OO 0 O N

(*)

11.714
12,909
11.189
12.378

Actividad de SOD total (U/ml)

20% 40% 60% 80% 100%
Tratamiento de humedad a Capacidad de Campo

M Tio Canela MSER 16

(*) El tratamiento del 20% de la variedad SER 16, no se pudo comparar en estos ensayos
debido a que la variedad Tio Canela, susceptible a estrés hidrico, murié antes de realizar
el muestreo

Posiblemente los resultados de la actividad enzimatica de SOD total, en el tratamiento
con mas baja capacidad de campo para la variedad SER 16, fue debido a que las

plantas estaban senescentes por el bajo nivel de agua.

La baja actividad de SOD y su relacibn con el envejecimiento fue estudiada por
Prochazkova & Wilhelmova (2007) en cotiledones de frijol, modulando su envejecimiento
por un lado prolongaban su periodo de vida por decapitacion de apices y por otro
acortaban su periodo de vida con rayos UV, con el fin de encontrar el papel de la
proteccion antioxidante en el inicio de la senescencia de las plantas. Ellos dicen que la
caida de la actividad de las enzimas antioxidantes dentro de las cuales esta la enzima
SOD precede el inicio de la senescencia de las plantas. Por lo tanto la hip6tesis es que
esta caida permite el aumento de las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en

concentracion y actuar como una sefial y/o causa del estrés oxidativo.
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En semillas maduras de frijol (Phaseolus vulgaris cv. Vernel), el cual se caracteriza por
ser tolerante a sequia y sometidas a condiciones de humedad relativa y temperatura
controlada, se observé el mismo comportamiento de la enzima SOD. Relacionan ese
comportamiento con el inicio de la fase en que la semilla madura empieza a secarse,

ocasionando acumulacién del anién superéxido (Bailly et al., 2001).

En hojas de dos genotipos de maiz muestreadas desde la floracion hasta el estado de
senescencia, se observd que la actividad de la SOD fue disminuyendo a medida que la
hoja llego a senescencia (Prochazkova et al., 2001).

La relaciébn de la baja actividad de todas las enzimas SOD y de otras enzimas
antioxidantes con la senescencia de las plantas es corroborada en varios estudios
(Pauls and Thompson, 1984; Polle et al.,, 1989; Pastori & Trippi, 1993 citados por
Casano, et al.,, 1994) (Asada et al. 1977; Casano et al.,, 1994 citados por Synkova &
Valckeb 2001).

La relacion de baja actividad de SOD asociada con un aumento en el dafio oxidativo, se
present6 en estudios realizados en plantulas de banana (Chai, et al., 2005), plantas de
jute (Corchorus sp.) sometidas a estrés hidrico (Chowdhury & Choudhuri 1985 citado por
Chai, et al., 2005).

La eficiencia de las enzimas también declina cuando el estrés se hace mas fuerte.
(Baisak et al., 1994; Sgherri & Navari-lzzo 1995; Schwanz et al., 1996 citado por Synkova
& Valckeb 2001).

En tres especies de bentgrass sometidas a estrés hidrico, después de 6 dias de aplicado
el tratamiento no se observé efecto sobre la actividad enzimatica de SOD, pero a medida
gue aumentaban los dias de someterlas a sequia decreci6 la actividad de la enzima
SOD respecto a los controles que estaban bien regados, indican que este
comportamiento es debido a un aumento el dafio oxidativo a medida que aumentaba el
estrés hidrico (DaCosta & Huang, 2007).
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En dos lineas de arroz tolerantes a sequia, sometidas a estrés hidrico, se observé que la
actividad enzimatica de SOD aumento tres dias después de aplicar tratamiento de estrés
hidrico, y luego de cinco dias de tratamiento de estrés la actividad de SOD fue
decreciendo (Guo, et al., 2006).

3.1.1 Actividad enzimatica de Superoxido Dismutasa (SOD) total

Para determinar el efecto de tratamientos, variedades, lo mismo que interaccion
significativa entre tratamiento y variedades, se realiz6 un andlisis factorial sin el

tratamiento del 20% de Capacidad de Campo.

En las figuras 3-3 y 3-4 se muestra que existen diferencias entre los valores de SOD
total, donde el valor mas alto lo presento la variedad Tio Canela. Las barras con la misma
letra no son significativamente diferentes (P<0.05) segun la prueba de Duncan (Anexo B)
(Anexo C).

Figura 3-3: Actividad enzimatica de SOD total en las variedades en ensayo realizado en
Colombia.

SOD Total
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Figura 3-4: Actividad enzimatica de la SOD total en las variedades en ensayo realizado
en Estados Unidos

SOD Total
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Variedades

Los resultados obtenidos mostraron tanto en el ensayo realizado en Colombia como en el
de Estados Unidos, que la actividad de SOD total fue mas alta en la variedad susceptible

a sequia.

Estos resultados coincidieron con los reportados por Rosales et al. (2012), ellos
determinaron la actividad de SOD total en dos cultivares de frijol comin: Bayo Madero
(susceptible a sequia) y Pinto Saltillo (resistente a sequia), donde fue mas alta la
actividad enzimatica total de la variedad susceptible comparada con la variedad
resistente. Sugieren que esto puede ser debido a que la variedad susceptible es menos
efectiva en los mecanismos para escapar de los origenes de la acumulacion de Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS), tales como un cierre de estomas alto y bajos niveles de

fotorrespiracion (J. Bota et al., 2004 citado por Rosales et al., 2012).

Polania en el 2011, realizo una identificacibn de caracteristicas morfofisiologicas

asociadas a la adaptacién a sequia en frijol comun. Encontr6 que en condiciones de
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sequia en el caso de conductancia estomética la variedad Tio Canela fue mas baja,
induciendo mayor % de cierre estomatico comparada con la variedad SER 16. Tio
Canela 75, posiblemente debido a este alto cierre estomatico, baja la fotorrespiracion vy,
se ocasiona una sobreproduccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) intracelular,
gue pueden sobrepasar su nivel de estado estacionario (steady-state level), en el cual la
produccion de ROS no puede ser compensada por el sistema antioxidante, que conduce

a la oxidacion deletérea, eventos que en Ultima instancia resultan en la muerte celular.

En la figura 3-5 se muestra que entre los tratamientos de capacidad de campo no se
presentaron diferencias significativas en la actividad de la SOD total. Las barras con la
misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05) segun la prueba de Duncan
(Anexo B). Esto indica que independientemente del grado de tolerancia y susceptibilidad
de las variedades, no se presentd respuesta de la planta al estrés hidrico, que se refleja

en un valor de la actividad SOD similar.

Figura 3-5: Actividad enzimatica de la SOD total entre los tratamientos con las dos
variedades en ensayo realizado en Colombia
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Este comportamiento coincide con los reportados en plantas de Lotus corniculatus,

leguminosa comunmente llamada zapatico de la virgen, expuestas 2,4 y 8 horas de
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estrés hidrico. Se observé que en las hojas no se alteré la actividad de la SOD

significativamente en ninguno de los tratamientos (Borsani et al., 2001)

En hojas de alfalfa transgénica, sometidas a tratamientos sin estrés, estrés hidrico
medio, moderado, alto y de rehidratacion, la actividad de SOD permanecio relativamente
sin cambio. Lo cual sugiere que este comportamiento se pudo presentar debido a una
expresion coordinada de enzimas antioxidantes (Rubio et al., 2002).

En dos especies de bentgrass sometidas a tratamientos de estrés hidrico y regado, no
hubo diferencias en la actividad de SOD con respecto a las que estaban bien regadas.
Esto lo explican diciendo que no todas las enzimas antioxidantes cambian en su actividad
al mismo tiempo o con el mismo patrén de respuesta al estrés hidrico (DaCosta & Huang,
2007). La actividad de SOD no cambio en alfalfa (Irigoyen et al., 1992) y girasol
(Smirnoff, 1993) en respuesta a estrés hidrico.

En la figura 3-6 se muestra que dentro de los tratamientos de capacidad de campo se
presentaron diferencias significativas. Las barras con la misma letra no son
significativamente diferentes (P<0.05) segun la prueba de Duncan (Anexo C). Los
tratamientos con menor nivel de humedad presentaron mayores valores de SOD. Esto
indica, que independientemente del grado de tolerancia de la variedad hay cierta
respuesta de la planta al estrés hidrico, que se refleja en un incremento de la actividad
SOD.

Figura 3-6: Actividad enzimatica de la SOD total entre los tratamientos con las dos
variedades en ensayo realizado en Estados Unidos
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Los tratamientos con menor nivel de humedad presentaron consistentemente mayores
valores de SOD. Esto indica que independientemente del grado de tolerancia de la
variedad hay cierta respuesta de la planta al estrés hidrico, que se refleja en un
incremento de la actividad SOD. Estos resultados son comparables con los obtenidos en
estudio realizado en dos especies de &lamo (Populus cathayana), (Populus
kangdingensis), donde muestran que las plantas sometidas a 25% de capacidad de
campo se incrementd la actividad de la enzima SOD, comparado con las plantas
sometidas all00% de capacidad de campo (Yang et al., 2009 citado por Anjum et al.,
2011).

Estos mismos resultados de incremento de la actividad de la enzima SOD cuando estan
sometidas a estrés hidrico lo asocian con tolerancia a estrés hidrico. Se han encontrado
en genotipos tolerantes y sensibles a sequia del musgo Tortula ruralis (Bowler, et al.,
1992), en genotipos de Radix astragali planta medicinal de la china (Yong et al., 2004),
en canola (Brassica napus L.) (Abedi & Pakniyat, 2010), en variedades de arroz
resistentes a sequia y a heladas. (Guo et al.,, 2006) (Huang et al., 2005) y este

incremento lo asociaron a un aumento en la capacidad del sistema antioxidante.
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3.1.2 Actividad enzimatica de la isoforma Superoxido Dismutasa
Cobrey Zinc (SOD Cu/Zn)

Para evaluar esta variable se tomaron Unicamente, los tratamientos donde se

presentaron diferencias significativas en la actividad de SOD. Por lo tanto se evaluaron

los resultados del ensayo realizado en Estados Unidos, debido a que en este ensayo se

presentaron diferencias significativas en la actividad de la SOD en los tratamientos de

humedad a Capacidad de Campo para las dos variedades.

En la figura 3-7 se muestra que existen diferencias entre los valores de la isoforma SOD
Cu/Zn, donde el valor mas alto lo presento la variedad Tio Canela con respecto a la
variedad SER 16. Las barras con la misma letra no son significativamente diferentes
(P<0.05) segun la prueba de Duncan (Anexo D).

Figura 3-7: Actividad enzimatica de la isoforma SOD Cu/Zn entre las variedades en
ensayo realizado
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Estos resultados muestran que el aumento de la isoforma Cu/Zn, fue mayor en la

variedad Tio Canela la cual siempre presento la mayor actividad de la SOD total.
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Resultados similares se obtuvieron en plantas de canola sometidas a estrés hidrico,
donde el incremento en la actividad de la enzima SOD total fue relacionado con el
aumento de las isoformas, entre ellas la isoforma SOD Cu/Zn, este comportamiento es
causado por el sustrato (ROS) que se esté generando durante el estrés y el
compartimiento celular donde se encuentren. (Abedi y Pakniyat, 2010)

En la figura 3-8 se muestra que no existen diferencias entre los tratamientos de humedad
en la actividad de la isoforma SOD Cu/Zn. Las barras con la misma letra no son
significativamente diferentes (P<0.05) segun la prueba de Duncan (Anexo D). Aqui se
tomd un tratamiento con un alto nivel de humedad (100% de Capacidad de Campo) y un
tratamiento con menor nivel de humedad (40% de Capacidad de Campo) para las dos
variedades, teniendo en cuenta los resultados del ensayo realizado en Estados Unidos
donde se presentaron diferencias significativas de la actividad de la SOD entre
tratamientos.

Figura 3-8: Actividad enzimatica de la isoforma SOD Cu/Zn entre los tratamientos en
ensayo realizado en Estados Unidos
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En los resultados de este ensayo no se presentaron diferencias en la actividad de la

isoforma SOD Cu/Zn con respecto al estrés hidrico. Posiblemente porque las respuestas
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a la actividad de la isoforma SOD Cu/Zn esta en coordinacion con las otras isoformas,
dependen de los espacios subcelulares donde se ubiquen y de los sitios donde actien

las isoformas antioxidantes. (Ruth et al., 2002).

Ademds, Bowler et a. en (1992) sefialan que cada una de las isoformas de SOD, son
regulada independientemente, de acuerdo al grado de estrés oxidativo experimentado en
los respectivos compartimientos subcelulares. Se ha sugerido que la regulacion de esta
actividad depende de sefiales bioquimicas consistentes en productos especificos de la
peroxidacion de lipidos de cada organelo, que difunden desde el sitio donde ocurre el

dafio oxidativo hacia el ncleo en donde estimulan la transcripcién de los genes de SOD.

Los resultados de los estudios de las enzimas SOD son muy variables por el hecho de
que las isoformas que la componen, son afectadas en forma diferente por el déficit
hidrico (Bowler et al., 1994) y en general la respuesta de la actividad de SOD al estrés
hidrico, no siempre es la misma. Como lo muestran diferentes estudios, esta va a
depender de la especie el estado de desarrollo y metabdlico de la planta, la duracién e
intensidad del estrés (Smirnoff, 1993; Castillo, 1996).

En la figura 3-9, se presenta un registro fotografico de los ensayos realizados en
Colombia y Estados Unidos, donde se realiza una comparacion del desarrollo de las
plantas en cada una de las variedades debido a los tratamientos de humedad de
Capacidad de Campo. Lo que muestra es como las plantas de la variedad tolerante
(SER 16) presento un mejor desarrollo que la variedad susceptible (Tio Canela) dentro
de los tratamientos. Ademas como la variedad susceptible no pudo sobrevivir al
tratamiento de menor humedad de Capacidad de Campo (20%), lo que corrobora su
susceptibilidad a la sequia.

Figura 3-9: Registro fotografico de las dos variedades de frijol para los ensayos
realizados en Colombia y Estados Unidos

Ensayo realizado en Colombia

Varieda Tolerante (SER 16) Vs Variedad susceptible (Tio Canela)
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Ensayo realizado en Estados Unidos

Variedad Tolerante (SER 16) Vs Variedad susceptible (Tio Canela)
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La enzima SOD y su isoforma Superoxido Dismutasa SOD Cu/Zn esta asociada con la

tolerancia al déficit hidrico en germoplasma de frijol (Phaseolus vulgaris L.).

La enzima SOD y su isoforma SOD Cu/Zn estan presentes en germoplasma de frijol
susceptible (Tio Canela) y (SER 16) tolerante a sequia bajo diferentes condiciones de
déficit hidrico.

La actividad de la enzima SOD y su isoforma SOD Cu/Zn en la variedad Tio Canela

susceptible a sequia fue mas alta comparada con la actividad encontrada en la variedad
tolerante a sequia SER 16

4.2 Recomendaciones

Realizar estudios de otros mecanismos de tolerancia a sequia en la variedad de frijol
SER 16.

Evaluar todas las enzimas que participan en la reduccion del dafio oxidativo, ademas de

todas las isoformas.

Evaluar concentracion de nutrientes en tejidos de planta y suelo, antes y después de

aplicar los tratamientos.

Realizar evaluacion de expresion génica de las enzimas bajo estrés.
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Anexo: Protocolo del SOD

Assay Kit-WST

General Information

Kit Contents

Storage Condition

Required Equipment
and Materials

Precaution

Sample preperation

Preparation of
Solutlons

SOD Assay Kit - WST Technical Manual

Wm(sooymmmmumwxmm@nlmmm xioe
and molecular oxygen. Is one of the most imp enzy . In order to determine SO0 activity, several
awmawmmnmwmmmma Nlmhdmmmmm
(NBT) Is commonly used due to the convenience and ease to use. However, there are several disadvantages in the NBT
maethod, such as poor water sclubility of the fo dye and the with the reduced form of
SOD Assay Kit-WST allows very convenlent SOD assay by utilizing Dojindo’s highly water-solubie tetrazolum sait, WST-1
(2-{4-lodophenyly aumphmyl)-az A-disulfophenyl - 2H-tetrazolium. monosodium salt) that produces a8 water-soluble
dys upon with the sup anion. The rate of the reduction of WST-1 with ©." are ineary related
1o the xanthine oxidase (XO) activity, and this reduction is inhibited by SOD, as shown in Fig. 1. Therefore, the IC,. (50%
Inhiition activity of SOO or SOD-ike ) can be ved by the method (Patent fling).

o
..a. \h// 20; n’-d—"{:O WET Sowvarne

/=9 SOPY -

WO e O3 * MO
—etce rescmon

.

Fig 1 Princple of the detamination of SOD activly using SOD Assay Kt - WST

100 tests 500 tests
- WST solubon 1 mix 1 botte 5 mi x 1 bottle
- Engyme saiution 20 pl x 1 bottle 100 pl x 1 bottle
- Buffer sokfon 11 mi x 2 bottles 100 mi x 1 bottle
- Diuton buffer W mix 1 bosde S0 mi x 1 bottle

Please store at 0-5 “C. Protect the WST solution and WST working solution from light.

- Plate reader (450 nm filter) - 88.well microplate
- 2-20 pl and 20-200 i pig a multi ch | pip - Incubator

-For dilution of sample, use Dilution buffer or saline.

~The Enzyme solution is separate into two layers. Therefore, omitting the pipetting process will result in inaccurate ex-
perirmental results_

-For an accurate measurement, the use of multiple wells per sample is recommended.

-Since sup will be rel d immediately after the addition of Enzyme working solution to a well, use a mult-
channel pipette to avoid the reaction time lag of each wel.

General preparation methods are indicated in cur home page. Access www dojindo com and go 1o SOD Assay Kt
product nformation.

WST working solution
Diuta 1 mi of WST solution with 19 ¥ of ¥ SOMON
"WST working soluton is stable for 2 months at 4
Enzyme working solution
Certrifuge the Enzyme solution tube for 5 sec. Mo by ppet-
0. Gilute 15 10 of Enzyms solution with 2.5 mi of Dilution -
bufter
“Enzyme working solution 15 stable at 4 °C %00 3 woeks
Sample solution

Dise sample solution with Diubion buffer or salme to prepare am -~ am~
sampla soluson as follows e et = ool = b = S
Orubon rabo - 1, 1%, 157, 18, 15° 18, 1%°

Fig 2 Preparation of sampia solution

Tabtde 1. Amount of each soluton for sample, blank 1.2 and 3
blonk |

el blank 1 ok
T 20w 20 14 ing without inhitstor
0 — o0 - o m: sampie blank
WST working soubon | 200ul | 2004 | 20044 | 2004 | 4 i the color of e sample souon is srong, measure
Dihution bufer | = 3 20 4 20 i blark 2 ot each diubion of the sample
Enzyma warking solution | 20 20 - -
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UL See Table 1, Fig.3 and 4,

1) Add 20 pl of sample solution to each sample and blank 2 well, and add 20 pi of ddH,O (double distilled water) to
each blank 1 and blank 3 well.

2) Add 200 pf of WST werking solution to each well, and mix.

3) Add 20 pi of Dilution buffer to each blank 2 and blank 3 wed,

4)  Add 20 pl of Enzyme working solution to each sample and blank 1 well, and then mix thoroughiy.*

5) Incubate the piate at 37°C for 20 min,

6) Read the absorbance at 450 nm using & microplate reader

7) Calculate the SOD activity (inhibition rate %) using the following equation,

$OD activity (inhibition rate %) = [(Auwa - Avsers) = Aveege * Aot 3} (At s = A 5) X 100

* Swice supevoxide Wit be released urmedialely aftsr the additron of Enzyme working sohaion 1o @ well vse & mull-channe) -
PadTe 10 avad e ragehion Iime kag of sach wal

Inhibition activity can also be determined by a kinetic method, Please determine an ncubation time range that has a

linaarity of the siope before the assay. A good inearity should be cbserved up 1o 20 min, For the calculstion, use the fol-

lowing equation:

SOD activity(Inhibition rate%) = [(S1 - 83) - (S8 - 82)] / (S1 - 83) x 100

51 =ope of blank1, 82 slopa of blank2, 53 sope of blank3, SS: slope of sample
1 2 3 4 8 ¢ 7 0 0 10 11102

i

e 3B 8s 883338

I

PREvR
O bempier v

-
e

L) et ot

Fig 3 Exampia of sampie and blank amangament on a 96-wel plate

ek ) ViR ww W e

Otution rese
Fig 4 Intubition curve of Cu Zn-SOD (SIGMA Cat S§2515)

LRI E e One unit of SOD is defined as the amount of the enzyme in 20 pl of sample solution that inhibits

the reduction reaction of WST-1 with superoxide anion by 50%.

Determination of SOD
aclivity

1) Read the diution ratio at 50% Inhibition (IC.,) from inhibition curve.
2) Multiply the dilution ratio at IC., and at the sample preparation to ob-
tain the SOD activity.
Example : Detemination of SOD activity in erythrocytes
1) Read the dilution ratio at 50% inhibition (IC,) from the inhibition curve
(Fig.5). The diution ratio at IC,, is 11.8.
2) The SOD activity before diluticn is “1.8 U/20 i * from the definition
above.
3) The SOD activity in 1ml of sample is 1.8 /0.02 = 80.0 U/mi
4) Multiply the SOD activity calculated above by the necessary dilution
ratic for sample preparation. In the case blood is dited to 1/120 dur-
ing the sample preparation, the SOD actwvity in bload is calculated as
below.
120 x $0.0 = 10,800 U/ml of blood

2

Vi Wi

Fig.5 Inhitsbon cusrve of ery®wocytes

Mn-SOD activity can be measured by adding potassum cyanide (final concentration: 1 mmoll) or dietyldithiocar-
bamate (final concentration: 1 mmoll) to the sample solution. These reagants inactivate Cu, Zn-SOD and extra-
cellular-SOD activities,

vio ey

Determination of
Mn-S0D activity

N0 8 Table 2 shows compatible concetration of possibie interfering matenials, if sample contains these materials, please dilute
the sample to be below their compatitie concentration,
Since 2-mercaplosthancl and dithiolhreitol cause a significant increase of the 0.D. value, piease remove them when

sample contains these matarials.
Tabie 2 Conpahble conceniration of possbia interfening matanals for SOD assay

Soivents agents olhers

DS 0.05% | Ethanct 25%| Gutatione 125 mmot | EDTA 21
Twaen 20 0.5% | DMso 5% | recuoad form BSA 13wy
NP-40 05% Ascoticack 0,1 mmolt

ff you requre assstance, please contact Dopndo techncal sevice
Dojindo Molecular Technologies, ing

A0 Wast Guoe (e, Sute 2600, Rockalie, Mantend X850 U/ S A

Kb fmo 1077 987 2067 Prone M1 507 2047  Fax 301987 2697

Emad nfolBdoinoo com IR wiww dapndo com



B. Anexo: Prueba estadistica
para actividad enzimatica de SOD
total para variedades y
tratamientos en ensayo realizado
en Colombia

Actividad enzimatica total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico (COL)

Procedimiento ANOVA
Informacion de nivel de clase

Clase Niveles Valores
Trat 4 1234

Var 2 Serl6 TioCan

Namero de observaciones leidas 24

Numero de observaciones usadas 24

Actividad enzimética total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico (COL)

Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: ActSOD
Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 7 81.89494133 11.69927733  473.96 <.0001
Error 16 0.39494467 0.02468404
Total corregido 23 82.28988600

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE ActSOD Media

0.995201 3.094575  0.157112 5.077000

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Trat 3 0.10923033 0.03641011 1.48 0.2590
Var 1 81.53432067 81.53432067 3303.12 <.0001
trat*var 3 0.25139033 0.08379678 3.39 0.0438
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Actividad enzimatica total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico (COL)

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango multiple de Duncan para ActSOD
Note: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 16

Error de cuadrado medio 0.024684

Numero de medias 2 3 4

Rango critico 1923 2016 .2075

Medias con la misma letra
no son significativamente
diferentes.

Duncan Agrupamiento  Media N trat

A 514517 6 4
A
A 514100 6 2
A
A 5.03000 6 1
A
A 499183 6 3

Actividad enziméatica total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico (COL)

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango multiple de Duncan para ActSOD

Note: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 16
Error de cuadrado medio ~ 0.024684
Ndamero de medias 2

Rango critico .1360

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento  Media N var
A 6.92017 12 TioCan
B 3.23383 12 Serl6
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C. Anexo: Prueba estadistica
para actividad enzimatica de SOD
total para variedades y
tratamientos en el ensayo
realizado en Estados Unidos

Actividad enzimatica total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico (USA)

Procedimiento ANOVA
Informacion de nivel de clase

Clase Niveles Valores
trat 4 1234

var 2 Serl6 TioCan

NuUmero de observaciones leidas 24

Numero de observaciones usadas 24

Actividad enzimatica total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico (USA)

Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: ActSOD
Fuente DF = Suma de cuadrados = Cuadrado de la media @ F-Valor = Pr>F
Modelo 7 4156361429 5.93765918 80.96 = <.0001
Error 16 1.17349867 0.07334367
Total corregido = 23 42.73711296

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE ActSOD Media

0.972541 2.466273  0.270820 10.98096
Fuente DF Anova SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Trat 3 3.72821146 1.24273715 16.94 <.0001
Var 1 27.42412604 27.42412604 373.91 <.0001
trat*var 3 10.41127679 3.47042560 47.32 <.0001
Actividad enzimatica total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico
(USA)
Procedimiento ANOVA

Prueba del rango multiple de Duncan para ActSOD
Note: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Grados de error de libertad 16
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Error de cuadrado medio 0.073344

Numero de medias 2 3 4

Rango critico 3314 3476 .3577

Medias con la misma letra
no son significativamente
diferentes.

Duncan Agrupamiento Media N | Trat

A 114423 6 4
A
A 113000 6 3
B 106238 6 2
B
B 105577 6 1

Actividad enzimatica total de la SOD en dos variedades de frijol bajo diferentes niveles estrés hidrico (USA)

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango multiple de Duncan para ActSOD
Note: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 16

Error de cuadrado medio 0.073344

NUmero de medias 2

Rango critico .2344

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento Media N @ Var

A 12.0499 @ 12 TioCan

B 9.9120 12  Serl6
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D Anexo:

Prueba estadistica para actividad

enzimatica de la isoforma SOD Cu/Zn para
variedades y tratamientos en el ensayo
realizado en Estados Unidos

‘ Actividad enzimatica total de la SOD Cu/Zn (U/ml) en dos variedades de frijol bajo dos condiciones de estrés hidrico

Procedimiento GLM
Informacién de nivel de clase

Clase Niveles
VARIEDAD 2
TRATAMI 2

NUmero de observaciones leidas

Valores
Ser 16 Tio Canela
14

12

NUmero de observaciones usadas 12

\ Actividad enzimatica total de la SOD Cu/Zn (U/ml) en dos variedades de frijol bajo dos condiciones de estrés hidrico ‘

Procedimiento GLM

Variable dependiente: SODCuZn

Fuente DF | Suma de cuadrados | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr > F
Modelo 3 28.99372425 9.66457475| 223.38|<.0001
Error 8 0.34612667 0.04326583
Total corregido | 11 29.33985092
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE SODCuZn Media
0.988203 4.449847 0.208004 4.674417
Fuente DF Tipo | SS|Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
VARIEDAD 1]28.86411008 28.86411008 | 667.13|<.0001
TRATAMI 1| 0.12958408 0.12958408 3.00|0.1218
VARIEDAD*TRATAMI | 1| 0.00003008 0.00003008 0.00|0.9796
Fuente DF| Tipo llI SS|Cuadrado de la media | F-Valor | Pr >F
VARIEDAD 1]28.86411008 28.86411008 | 667.13 | <.0001
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Fuente DF| Tipo llI SS|Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
TRATAMI 1| 0.12958408 0.12958408 3.00|0.1218
VARIEDAD*TRATAMI| 1| 0.00003008 0.00003008 0.00| 0.9796

Procedimiento GLM
Prueba del rango multiple de Duncan para SODCuZn

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 8

Error de cuadrado medio 0.043266

NUumero de medias 2

Rango critico 2769

Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento | Media | N | VARIEDAD
A 6.2253 | 6 | Tio Canela
B 3.1235| 6| Ser 16

Procedimiento GLM
Prueba del rango multiple de Duncan para SODCuZn

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 8

Error de cuadrado medio 0.043266

NUmero de medias 2

Rango critico .2769

Medias con la misma letra
no son significativamente
diferentes.

Duncan Agrupamiento | Media| N | TRATAMI

A 47783 6|1

A
A 45705| 6|4
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