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FISIOLOGIA DE SEMILLAS Y EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA
PERMEABILIDAD DE LAS MEMBRANAS CELULARES DE HOJA DE FRIJOL
(Phaseolus vulgaris L.) SILVESTRE, DOMESTICADO Y SU PROGENIE

Martha Elvira Morales Santos, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) se caracteriza por la sensibilidad a las temperaturas
extremas, lo que afecta el rendimiento. La fuente de tolerancia a los factores
abidticos y bidticos podria encontrarse en los progenitores silvestres, los cuales
deben caracterizarse. El objetivo del presente estudio fue caracterizar fisicamente
y fisiologicamente la semilla de frijol domesticado, silvestre y su progenie, y
evaluar la respuesta al estrés por temperatura de las membranas celulares en
hojas. La hipétesis es que existen caracteristicas sobresalientes en la progenie
respecto a los cultivares y hay un gradiente de tolerancia a las temperaturas
extremas entre los tipos de frijol. En las semillas se evalud: anchura, biomasa,
grosor, longitud, proporcion de cotiledones, eje embrionario y testa, porcentaje de
germinacién y emergencia; en las hojas la estabilidad de las membranas celulares
mediante la conductividad eléctrica e indice de dafio por efecto de la temperatura
(5 a 40 °C). Tres variantes silvestres, dos domesticadas y cinco selecciones de la
progenie de un domesticado y un silvestre se incluyeron en el estudio que se
desarroll6 con un disefio experimental completamente al azar. Los resultados se
analizaron con ANDEVA y comparacién multiple de medias con la prueba de
Tukey. En general las caracteristicas fisicas fueron relevantes entre las
selecciones de la progenie respecto a los domesticados y silvestres. El indice de
dafo de Chihuahua (10 %) indicé que sus membranas celulares foliares son poco
estables en frio, Durango Tipico es sensible a las temperaturas extremas (frio y
calor), Bayo Mecentral es menos sensible a las temperaturas cédlidas que a las
frias (13 % a 10°C), Negro Tacana es sensible a las temperaturas extremas (10%
a 5y 40 °C), las cuatro selecciones de la progenie mostraron indices de dafo
entre 0 y 8 %, estabilidad alta a todas las temperaturas, y la seleccion 11.1
destacd por su tolerancia mayor al frio y al calor. Entre las variantes silvestres hay
algunas menos afectadas por el calor, el frio 0 ambos respecto a las domesticadas
y, a la vez, la progenie de frijol domesticado y silvestre es significativamente mas
tolerante a ambas condiciones que los progenitores.

Palabras clave: Biomasa de semillas, domesticacién, silvestre, plasmalema,
permeabilidad.



SEEDS PHYSIOLOGY AND EFFECTS OF TEMPERATURE IN CELL
MEMBRANE PERMEABILITY IN LEAF OF WILD AND DOMESTICATED
COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.) AND THEIR PROGENY

Martha Elvira Morales Santos, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is characterized by its sensitivity to extreme
temperatures, which affects yield. The source of tolerance to abiotic and biotic
factors may be found in the wild progenitors, which must be characterized. The
objective of the present study was to characterize the seed of wild, domesticated
beans and their progeny physically and physiologically, and to evaluate the
response to stress by cell membranes in leaf temperature. The hypothesis is that
there are outstanding characteristics in the progeny as regards cultivars and there
is a gradient of tolerance to extreme temperature between bean types. In seeds:
width, biomass, thickness, length, proportion of cotyledons, embryo axis and seed
coat were evaluated, besides percentage of germination and emergence; in leaves
the stability of membranes cell using effect of temperature (5 to 40 °C) electrical
conductivity and damage index. Three wild variants, two domesticated and five
selections of progeny of a domesticated and one wild were included in the study,
which were developed with an experimental design completely at random. The
results were analyzed with ANOVA and multiple comparisons of means with the
Tukey test. In general the physical characteristics were relevant between the
selections of the progeny from the domesticated and wild. The index of damage of
Chihuahua (10%) indicated that their leaf cell membranes are little colds table,
typical Durango is sensitive to extreme temperatures (hot and cold), Bayo
Mecentral is less sensitive to warm temperatures than to cold (13% to 10 °C),
Negro Tacana is sensitive to extreme temperatures (10% to 5 and 40 °C), four
selections of the progenies showed damage index between 0% and 8% high
stability at all temperatures, and 11.1 selection highlighted by its higher heat and
cold tolerance. Wild variants include some less affected by heat, cold or both with
respect to the domesticated and, at the same time, the progeny of domesticated
and wild bean is significantly more tolerant to both conditions than parents.

Keywords: Seed biomass, domestication, wild, plasmalemma, permeability.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es originario de América y fue domesticado en el
mismo continente (Blair et al., 2012). La domesticacion de las plantas es un
proceso dirigido por los humanos, ya que los cultivares o variedades criollas
actuales provienen de progenitores silvestres (Chacén et al. 2005; Pefia-Valdivia
et al., 2012; Delgado et al., 2013; Hernandez-Lépez et al., 2013). Asi la base
genética de las dos razas determinadas para Phaseolus (Mesoamericana y
Andina) son los progenitores silvestres. Estos se han estudiado parcialmente y se
ha demostrado su variabilidad morfoldgica, bioquimica y fisiolégica (Pefa-Valdivia
et al. 2012). A pesar de que la diversidad genética es la base para el mejoramiento
genético, de acuerdo a Maxted et al. (2014), los parientes silvestres son utilizados
incipientes en la mayoria de los casos; algunas excepciones son el arroz y el trigo.
En el caso del frijol existe en México un gran acervo silvestre, que es un recurso

desaprovechado de acuerdo con Pefa-Valdivia et al. (2013).

Las poblaciones silvestres de varias especies, entre ellas del género Phaseolus
estan desapareciendo debido al crecimiento acelerado de la poblacién mundial
(Estrada et al., 2007), pues la humanidad ha pasado de menos de mil millones de
individuos en el afio de 1750 a mas de seis mil millones en el afio 2000 (SINAVEF,
2009); esto ha impactado en la temperatura global, que por su incremento
generalizado se ha reconocido como calentamiento global y ha modificado el clima
mundial. Los climas extremos, que incluyen temperaturas altas y bajas

representan una amenaza en la productividad de los cultivos (Hodar et al., 2004).

El frijol se caracteriza por su rendimiento bajo (menor a 250 kg ha™) cuando la
temperatura media durante el ciclo de desarrollo es menor a 18 °C o si se eleva a
mas de 27 °C (Masaya y White, 1991). En contraste, el rendimiento puede rebasar
los 3 000 kg ha™ si la temperatura media durante el ciclo de desarrollo esta entre
18 y 24 °C. Pero, de acuerdo con Pefna-Valdivia et al. (1999 y 2002) la sensibilidad

a las temperaturas extremas se debe a la combinacién de varios factores
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climaticos, edaficos y plagas, pues el cultivo en la mayoria de las regiones
productoras se realiza en condiciones de secano (Garcia-Esteva et al., 2003).
Entonces, ya que las poblaciones silvestres representan un acervo genético que
podria utilizarse para mejorar los cultivares que se consumen actualmente, es
primordial evaluar las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas que determinan la
tolerancia a factores ambientales fluctuantes (propios de su habitat) y el
rendimiento de esas poblaciones silvestres, ya que su estudio ha sido insuficiente
(Aguirre et al., 2003). Igualmente es necesario complementar la caracterizacion
morfoldgica y calidad agrondémica y alimenticia de las semillas silvestres (Pena-
Valdivia et al., 2011) y de la progenie de las cruzas de los cultivares con las

poblaciones silvestres.

El estrés por temperatura es un factor abiético que se expresa como una gama
amplia de alteraciones de las plantas en las vias de regulacién genética,
bioquimica y fisiolégica (Bita y Gerats, 2013), pues influye en los procesos de
crecimiento y desarrollo de las plantas (Machado et al., 2006). En el frijol el
intervalo 6ptimo de temperatura media para su cultivo es entre 24 y 25 °C (Socorro
y Martin, 1989). Cuando la temperatura ambiente alcanza 30 a 35 °C la respiracion
incrementa, la viabilidad del polen se reduce, el aborto de flores se incrementa y el
llenado de vaina disminuye (Barrios-Gomez et al., 2011; Devi et al., 2013; Raven
et al., 1992; Singh et al., 1997). Asimismo, los efectos de las temperaturas
moderadamente bajas (1 a 5 °C) se han reconocido en todas las etapas de
desarrollo de los cultivares de frijol. Por ello, la necesidad de generar cultivares

tolerantes al frio y al calor se ha sefalado.

Aunque la especie P. vulgaris se ha clasificado como termdfila (Schoonhoven y
Voysest, 1991), pues las heladas afectan el follaje, reducen el periodo
reproductivo (Ayala et al., 2006), provocan deshidratacién (Pena-Valdivia et al.,
1994) y desencadenan cambios morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos vy
moleculares en las plantas (Shangera et al., 2011). El nivel de dafo por

temperaturas extremas esta en funcion de la intensidad, la etapa de desarrollo en
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la que se encuentre la planta (Ayala et al., 2006), la duracion de exposicion y la
sensibilidad de las especies (Lukatkin et al., 2012). Uno de los indicadores de
resistencia a los factores abibticos, como las temperaturas extremas, es el dafo a
las membranas celulares, pues cuando la planta muestra este tipo de estrés el
contenido celular es expulsado de las regiones subcelulares al citosol y de éste al
exterior de la célula. La cuantificacion del contenido celular expulsado refleja la
integridad, estabilidad y funcionalidad de las membranas (Blum y Ebercon, 1981;
Chakherman, et al., 2009; Morales et al., 2015).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar variantes de frijol (P. vulgaris
L.) silvestre, domesticado y la progenie de estos mediante las caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas de las semillas, como la germinaciéon y emergencia y el
efecto de la temperatura en la estabilidad de las membranas celulares de sus

hojas.
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CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas botanicas del frijol (Phaseolus vulgaris L.)

La especie de frijol (Phaseolus vulgaris L.) taxonomicamente pertenece al orden
de los Rosales, a la familia Leguminoseae, subfamilia Papilionoideae, tribu
Phaseolae y género Phaseolus (Debouck e Hidalgo, 1984). Los frijoles también
forman parte del grupo de las leguminosas, el que se describe como grupo de
semillas secas de plantas de la familia de las leguminosas y se distinguen de las

semillas oleaginosas por su contenido bajo de grasa (FAO, 2007).

El género Phaseolus agrupa alrededor de 50 especies, de ellas destacan las
cuatro con grado mayor de domesticacion: Phaseolus vulgaris (frijol comun), P.
lunatus L. (frijol lima), y P. acutifolius (frijol tépari), P. coccineus subsp. coccineus

(frijol ayocote) y P. coccineus subsp. polyanthus (Gepts, 1990).

La planta de P. vulgaris L. es anual, herbacea, en general, tiene hojas pinnadas
con tres foliolos; presenta estipelas, la corola puede ser blanca, amarilla, violeta o
roja y estandarte de 9 a 12 mm (Thulin, 2010). Aunque en la planta se distingue la
raiz primaria, el sistema radical tiende a ser fasciculado y fibroso en algunos
casos, pero con variaciones aun dentro de un mismo cultivar, el tipo de raiz
pivotante auténtico se presenta en porcentaje bajo (Debouck e Hidalgo, 1984). El

frijol, como el género Phaseolus completo, es originario de América.

El tallo es herbaceo y en su seccidn transversal es cilindrico o levemente angular,
generalmente tiene diametro mayor que las ramas, puede ser erecto,
semipostrado o postrado, segun el habito de crecimiento (Debouck e Hidalgo,
1984). En las plantas de frijol se han descrito dos habitos de crecimiento
denominado determinado e indeterminado y cuatro tipos (I, II, 1l y IV) segun el
(CIAT, 1984).



La semilla de frijol es exalbuminosa (no presenta endosperma perceptible en la
madurez), por lo tanto las reservas nutritivas se concentran en los cotiledones. Se
origina de un évulo campilétropo, su forma puede ser cilindrica, reniforme, esférica
y otras. Las estructuras que forman a las semillas son la testa, el hilum o hilo, el
micrépilo y la rafe (Schoonhoven y Voysest, 1991). Kaplan (1965), indicé que el

tamarno de las semillas domesticadas varia ampliamente de las semillas silvestres.

En los tipos silvestres el color de la testa se debe a la seleccion natural que las
hace menos visibles a los depredadores (Gepts y Debouck, 1991). Otra
caracteristica en las semillas en las formas silvestres del frijol es que presentan
latencia, ocasionada por una capa de material impermeable sobre la testa y una
cera repelente al agua que sella el hilo y micrépilo (Smartt, 1988). Para este tipo
de latencia cualquier grado de escarificacion mecanica, que no dafie al embrién,
es suficiente para que las semillas de las especies silvestres germinen. Ademas,
los frijoles conocidos como intermedios o tipos maleza, no presentan este

fendmeno en la semilla (Lépiz et al., 2005).

Gonzalez et al. (2008) obtuvieron el peso de cien semillas obtenidas en
condiciones de secano, y observaron una relacion negativa entre la germinacion y
envejecimiento acelerado, las semillas de frijoles pintos y azufrados de peso
mayor fueron mas afectadas por esta prueba que las variedades tipo Flor de
Mayo. Los autores indicaron ademas, que la tasa de acumulacion de peso en el
grano fue mayor en genotipos con habito de crecimiento indeterminado y
adaptados a la region del Bajio, lugar donde se llevo a cabo este estudio, que en
genotipos con habito de crecimiento determinado, desarrolladas para regiones del
tropico seco. En relacion con esto, Salinas et al. (2008) evaluaron genotipos con
habitos de crecimiento determinado e indeterminado, encontrando que los
segundos tuvieron mayor rendimiento. Sin embargo si tomamos en cuenta la
longitud del ciclo biolégico es posible que estos resultados difieran, asi como el

origen de los genotipos y el ambiente en donde fueron estudiados.



El frijol es una especie clasificada como termdfila, porque no tolera heladas, y se
cultiva desde el trépico hasta las zonas templadas, entre los 52° LN y los 32° de
LS, en los trépicos humedo y semiarido, e incluso en regiones con clima frio
(Schoonhoven y Voysest, 1991), esencialmente para obtener las semillas, que

pueden ser consumidas inmaduras o secas (Debouck e Hidalgo, 1984).

El desarrollo de la planta comprende dos fases sucesivas: la vegetativa y la
reproductiva, la primera se inicia en el momento en que la semilla dispone de
condiciones favorables para germinar y termina con la exposicién de los primeros
botones florales. En esta etapa se forma la mayor parte de la estructura vegetativa
que necesita para iniciar su reproduccién; la segunda fase inicia con la formacién
de los primeros botones o racimos florales y termina cuando el grano alcanza el
grado de madurez requerido para su cosecha; durante la fase reproductiva. Las
variedades de crecimiento indeterminado (tipo I, lll y IV) continuan produciendo
estructuras vegetativas, aunque con menor intensidad que en la etapa vegetativa
(Fernandez et al., 1986; Aguirre et al., 2003).

La duracién de las etapas esta afectada por factores diversos, como el habito de
crecimiento, el clima (temperatura, fotoperiodo), el suelo (fertilidad, condiciones
fisicas), y el genotipo (aun dentro del mismo habito de crecimiento) entre otros
(Fernandez et al., 1986). La semilla del frijol al ser una semilla ortodoxa, posibilita

su desecamiento y almacenamiento por periodos prolongados (Cardenas, 2000).

2.2 El frijol como alimento nutracéutico

El término de alimento nutracéutico fue planteado en 1989 por el Dr. Stephen de
Felice, y actualmente se define como las sustancias quimicas o biolégicas activas
que pueden encontrarse como componentes naturales de los alimentos o
adicionados, que administradas en dosis superiores a las existentes en esos
alimentos, supuestamente tienen un efecto favorable en la salud, asi como la

capacidad de fortalecer las condiciones saludables. Son auxiliares en el cuidado y

10



mantenimiento de la salud, en la prevencion de enfermedades y en la mejora de

las funciones fisiolégicas del organismo (Pérez, 2006; Pefia-Valdivia et al., 2011).

En anos recientes el frijol (P. vulgaris L.) domesticado, ha recibido mayor atencion
debido a su caracter nutracéutico, ya que contiene componentes que juegan un
papel importante en la prevencion de enfermedades cronico-degenerativas. Por
ejemplo los compuestos fendlicos que el frijol contiene principalmente en la testa
han mostrado actividad biolégica como antioxidantes, antimutagénicos vy

anticancerigenos (Espinosa-Alonso et al., 2006).

En la piramide de los alimentos guia para la seleccion diaria de ellos, del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Ameérica, el frijol esta
colocado en el mismo grupo de las nueces, carnes rojas, pescados, aves y huevos
(Escaff et al., 2006); esto ubica al frijol como un producto altamente recomendado
y significa que el consumo de alguno de los productos de este grupo podria ser

sustituido por frijol.

Recientemente se ha reconocido que el frijol tiene algunas propiedades que
muestran una contribucion positiva a los principales problemas de salud, como el
control de la diabetes tipo Il, que en la actualidad ocupa el segundo lugar de causa
de muerte en México (Hernandez-Avila et al., 2013). Entre los componentes
importantes del frijol estan los minerales esenciales, como Fe y Zn, y un contenido

alto de fibra y polifenoles (Pefa-Valdivia et al., 2012).

El frijol es una excelente fuente de acido fdlico, calcio, fosforo, hierro, magnesio y
zinc; y aunque el contenido de calcio y magnesio es menor al recomendado,
puede contribuir a la prevencidn de osteoporosis, cancer de colon e hipertension, y
disminuye el riesgo de problemas relacionados con el sistema vascular y

disfunciones del cerebro (Paredes y Valverde, 2006).

Las propiedades nutracéuticas de algunos compuestos del frijol se han
investigado. Espinosa-Alonso et al. (2006) cuantificaron los principales

compuestos fendlicos en muestras de frijol silvestre e intermedio ("weedy" o
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enmalezado). Identificaron entre los acidos fendlicos al acido ferulico como el mas
abundante, los principales flavonoides identificados fueron la quercetina y el
kaemferol, asociados con la reduccion del riesgo de cancer de pulmén y
enfermedades cardiovasculares, ambos también tienen efecto antioxidante.
Ademas, la quercetina también presenta actividad citotoxica como inductora de la

apoptosis, arresto celular, y efecto antiproliferativo.

En el frijol la proporcién mayor de fenoles se encuentran en la cubierta seminal
pero en los cotiledones se encuentran en cantidad menor. Esta concentracion esta
influenciada por las condiciones de crecimiento y factores genéticos. Los taninos y
antocianinas determinan el color de la cubierta de la semilla y en la cubierta

oscura la concentracion de estos compuestos es mayor (Mojica et al., 2014).

Los componentes fitoquimicos del frijol pueden utilizarse como estrategia adicional
contra la diabetes tipo Il, ya mencionada anteriormente, debido a la capacidad de
inhibicion de enzimas relacionadas a la absorcion de glucosa. Los compuestos
fendlicos presentes en los frijoles indican actividad antioxidante alta contra
especies reactivas de oxigeno con significado bioldgico, como el éxido nitrico. Los
frijoles negros contienen concentracion alta de antocianinas, especialmente

delfinidina, y compuesto fendlico, como el acido ferulico (Mojica et al., 2014).

Entre los alimentos de cierta parte de la poblacién, se estima que el frijol y el maiz
aportan 70% de las calorias y 91% de la proteina ingerida; de ésta, 34% proviene
del frijol; ademas, 40% del hierro consumido proviene de estos dos alimentos
(Rosado et al., 1992; Pena-Valdivia et al., 2011). La combinacién nutritiva de estos
dos alimentos se debe a que el frijol es rico en aminoacidos como la lisina, que el
maiz tiene en poca o pobre proporcion y, viceversa, el maiz es rico en
aminoacidos azufrados como la metionina y la cisteina, que el frijol tiene en baja

concentracion (Estrada et al., 2007; Pefa-Valdivia et al., 2011).

Se ha obtenido la composicion quimica de las semillas de tipos diferentes de P.

vulgaris. Sotelo et al. (1995) compararon la composicidn quimica de frijoles
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silvestres y cultivares. Observaron que el contenido de proteina total, fibra cruda y
cenizas fue mas alto en el frijol silvestre que en los cultivares, mientras que grasas
y carbohidratos fueron mas altos en los cultivares, ademas también determinaron
que algunos compuestos como inhibidores de tripsina y lectinas fueron mayores

en las muestras silvestres.

Pefna-Valdivia et al. (2011) compararon doce caracteristicas fisicas y quimicas del
grano crudo y cuatro del cocido (potencial de la calidad culinaria del grano) de seis
recolectas de frijol silvestre mexicano (P. vulgaris L.) con tres cultivares
tradicionales y tres -cultivares mejorados. Los resultados mostraron una
variabilidad mayor de las caracteristicas fisicas y quimicas en los frijoles silvestres
que en los domesticados. Mediante analisis multivariado de componentes
principales los investigadores confirmaron que el gigantismo de grano es la
caracteristica fisica principal resultado de la domesticacion, ademas que el
contenido de proteina y triptéfano tendié a ser mayor en los silvestres que en los
domesticados. Algunas muestras silvestres de Chihuahua y Durango (México),
demostraron ser un recurso genético para mejorar la calidad de los alimentos,

debido a su riqueza en minerales, proteinas, lisina, triptéfano y fibra dietética.

2.3 Origen e importancia del frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol es una especie de las mas importantes dentro del grupo de las
leguminosas, es originario del continente Americano (FAO, 2007) y su cultivo es
considerado uno de los mas antiguos. Hallazgos arqueolégicos en su centro de
origen en Mesoamérica y en Suramérica indican que eran conocidos 5 000 afos
antes de Cristo (Fernandez et al., 1986). Dentro del género Phaseolus, las
especies P. vulgaris L., P. coccineus L., P. lunatus L. y P. acutifolius son las mas
importantes agrondmicamente (Hidalgo, 1991) y Garcia et al., (1997) incluyen

ademas la especie P. polyanthus en este grupo.
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En el frijol existen dos grandes grupos de germoplasma derivados de los acervos
genéticos Mesoamericano y Andino, que han sido separados en tres razas para
cada grupo (Durango, Jalisco, Mesoamérica y Chile, Nueva Granada, Peru)
respectivamente (Voysest, 2000). Asi este cultivo se encuentra geograficamente
distribuido ampliamente, y posee una gran adaptacion a ecosistemas distintos,
debido a su gran diversidad genética (Bayuelo-Jiménez et al., 1999; Berrocal et
al., 2002; Singh et al., 1991), aunque su diversidad mayor se encuentra entre los
500 y 1800 m de altitud, y en 1200 m ocurre la de frecuencia mayor para los

frijoles silvestres (Miranda, 1967).

Las poblaciones de frijol silvestre se distribuyen a lo largo de la Sierra Madre
Occidental y en Sudamérica, particularmente, en Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia

y el noroeste de Argentina (Miranda, 1967).

El frijol fue domesticado de sus congéneres silvestres, con crecimiento
indeterminado, que se cultiva desde altitudes intermedias neotropicas vy
subtrépicas y tiene distribucion amplia desde México septentrional al noroeste de
Argentina (Gepts y Debouck, 1991).

La afirmacion de que la mayor parte de la variacion originada durante el proceso
de dispersion de Phaseolus desde su forma ancestral todavia existente en un area
que comprende del sur de Ecuador y norte de Peru, esta basada en estudios de la

secuencia de ADN de faseolina (Kami et al., 1995).

Durante el proceso de domesticacion el hombre seleccion6 genotipos de acuerdo
a sus necesidades alimentarias y de produccion. Entre las caracteristicas de
seleccién estan el color, tamano, la forma vy el brillo de las semillas, las cuales han
sido factores muy importantes para el mantenimiento y ampliacion de la diversidad

genética en esta especie (Gepts y Debouck, 1991).

Pena-Valdivia et al. (2012) mencionan también que los cultivares actuales fueron
seleccionados desde un punto de vista antropocéntrico. En la semilla las

caracteristicas mas importantes son su tamafio mayor, la escasez o ausencia de
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factores antifisiolégicos, poca o nula latencia, y vainas sin dehiscencia; pero
durante el proceso de domesticacion algunas caracteristicas indeseables, en la

planta y semilla han persistido.

Aunque la preservacion de la diversidad de P. vulgaris es tan importante con todo
lo que representa en al ambito econdmico y genético, esta diversidad esta
desapareciendo aceleradamente, en parte debido a la tala y erosion de zonas
donde crecen los frijoles silvestres y muchas otras especies evolutivamente

cercanas (Estrada et al., 2007)

En este ambito de la preservacion, Vargas-Vazquez et al. (2008) seleccionaron y
caracterizaron 200 accesiones que forman la coleccion nucleo del INIFAP,
enfatizando que la variabilidad genética es significativa en la especie de frijol,
considerandola representativa de la forma cultivada de P. vulgaris en México;
ademas encontraron accesiones de frijol con tolerancia a enfermedades como el

tizon comun.

El significado econdmico principal de Phaseolus es probablemente su papel como
fuente de proteina vegetal en la semilla seca (Kaplan, 1965). El frijol es uno de los
alimentos basicos de Africa, América Latina y el Caribe (Jiménez-Galindo et al.
2010). En multiples paises de América Latina es parte de los principales alimentos

de las zonas rurales y las areas urbanas pobres (Rosas et al., 2003).

La produccion mundial de frijol en el afo 2013 fue de 23.2 millones de toneladas
(CEDRSSA, 2014). En México, el cultivo de frijol se realiza practicamente en casi
todas las regiones del pais y condiciones de suelo y clima. Por lo anterior, ocupa
el segundo lugar en importancia después del maiz, dentro de la superficie
sembrada total del territorio nacional (Secretaria de Economia, 2012). La
produccion de frijol fue de alrededor de 1.2 millones de toneladas en el afio 2014
(SIAP, 2015) y aunque se cultiva en casi todas las regiones agricolas del pais y en
climas distintos, destacan las regiones templada-semiarida y calida con invierno

seco, tanto por la superficie sembrada, como por el valor de la produccion;
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Zacatecas, Durango, Sinaloa y Nayarit son los productores principales
(SAGARPA, 2007). Sin embargo hay factores bioticos y abioticos que afectan su

metabolismo, produccion y calidad de la semilla.

El frijol (P. vulgaris L.) domesticado es de gran importancia para los humanos, ya
que es una fuente importante de proteinas (14 a 33%), calorias, vitaminas del
complejo B, minerales (Ca, Cu, K, Mg, P, y Zn) y fibra alimentaria (15.5 a 21 g por
cada 100 g de grano cocinado), se caracteriza porque es deficiente en
aminoacidos azufrados y triptéfano pero contiene grandes cantidades de lisina (1.2
a 1.5 g por 100 g de grano) (Pefia-Valdivia et al., 2011). Tiene de 1.5 a 6.2 % de
lipidos con diferentes acidos grasos, especialmente monoinsaturados y poli
insaturados, como oleico, linoléico y linolénico (Paredes y Valverde, 2006). Es un
cultivo fundamental en la economia campesina y su consumo es principalmente en
forma de grano integral (Leterme y Mufioz, 2002), su importancia data de tiempos
prehispanicos, que de acuerdo con el Cédice Mendocino, los Aztecas lo incluian
en los tributos exigidos a otros pueblos (Muioz, 2010). Representa una fuente de
nutrimentos, pero principalmente de proteina con costo bajo para la poblacion

mexicana (Censo Agropecuario, 2007).

2.4 Efectos de factores bidticos y abiéticos en frijol (P. vulgaris L.)

A pesar de su consumo amplio como alimento basico, el frijol se caracteriza por
sus rendimientos bajos, que contrastan con los de la mayoria de los cereales y

algunas otras leguminosas que pueden ser varias veces mas altos (White, 1988).

Los rendimientos bajos del frijol son resultado de su notable sensibilidad a factores
bidticos y abidticos, y en la mayoria de las regiones productoras el rendimiento se
reduce por efectos combinados de problemas climaticos, edaficos y plagas (Pefa-
Valdivia et al., 1999 y 2002) esto se debe a que la mayor parte del area sembrada

es de secano (Acosta y Kohashi, 1989).
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Entre los factores bidticos que afectan al cultivo de frijol estdn numerosos
patogenos, entre ellos, virus, bacterias y hongos, que pueden ser transmitidos a

través de la semilla (Rao et al., 2007).

La sequia, la deficiencia de fosforo son factores abitticos limitantes para la
agricultura en el 60% de los suelos tropicales, ademas de la salinizacién (Singh et
al., 1997). La temperatura es uno de los factores abioticos de mayor importancia
del ambiente, pues influye en los procesos de crecimiento y desarrollo de las
plantas (Machado et al., 2006), y en el establecimiento y desarrollo del cultivo, asi

como en la germinacion.

La época de temperaturas altas es propicia para el desarrollo de enfermedades,
como el virus del mosaico del frijol (VMDF) y la bacteriosis comun (Singh et al.,
1997). Por ello, la planta de frijol requiere niveles adecuados de tolerancia a estas
y otras enfermedades, cuya incidencia y severidad son favorecidas por
temperaturas medias de 18 a 25 °C y altas, mayores a 28 °C, estas ultimas

favorecen ademas la expresion de necrosis (Rosas, 2003).

De acuerdo con Rosas (2003), las temperaturas nocturnas calidas afectan mas el
cultivo que las diurnas, pues se relacionan con la caida de flores en el detrimento
de la produccién. Singh, (2005) concuerda con lo descrito por Rosas, ya que
indica que cuando las temperaturas son altas (>30°C en el dia o >20°C en la
noche) y la humedad relativa es baja en la etapa de antesis y llenado de semilla la
produccion de frijol disminuye. Asi, las temperaturas altas nocturnas, tienen

efectos mas adversos que las temperaturas altas en el dia.

Un aumento de la temperatura ambiente (30 a 35 °C) incrementa la respiraciéon y
concomitantemente la concentracion de bioxido de carbono intercelular, que
puede ser la causa del cierre estomatico en respuesta al calor. Muchas plantas de
climas calidos cierran sus estomas regularmente al mediodia (Raven et al., 1992),

aparentemente debido al efecto de la temperatura en la acumulacién de biéxido de
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carbono y a la deshidratacion de las hojas, cuando la pérdida de agua por

transpiracion excede a la toma de agua por absorcién (Devi et al., 2013).

Las temperaturas altas reducen la viabilidad del polen, el crecimiento del tubo
polinico y la fecundacion del évulo, aceleran la tasa de desarrollo de la planta y
acortan el periodo de crecimiento de los 6rganos reproductores (Barrios-Gémez et
al., 2011), ademas de ocasionar incrementos considerables en el aborto de flores

y disminucion en el llenado de vaina (Singh et al., 1997).

Barrios-Gémez et al. (2011) observaron en variedades del tipo Flor de Mayo que la
temperatura alta de la planta redujo el rendimiento de semilla, la biomasa aérea
final, el nUmero de vainas normales por metro cuadrado y el peso de 100 semillas
en 125, 10.7, 10.2 y 3.4% por cada grado Centigrado de aumento en la
temperatura del dosel del cultivo de frijol, en promedio de tres condiciones de

humedad del suelo.

La planta se ve afectada tanto por el exceso como por la falta de humedad, por el
frio (heladas) y el calor. Las temperaturas promedio 6ptimas adecuadas del frijol
son 15 a 27 °C (White, 1985), con intervalos 6ptimos de temperatura media entre
24 a 25 °C (Socorro y Martin, 1989).

El efecto de las temperaturas extremas (calor o frio) ha sido menos estudiado que
el déficit de agua en el cultivo de frijol. El rendimiento es notablemente reducido
(menor a 250 kg ha™') cuando la temperatura media durante el ciclo de desarrollo
es menor a 18°C o es mayor a 27 °C. Dicho rendimiento puede rebasar los 3 000
kg ha™" cuando la temperatura media durante el ciclo de desarrollo esta entre 18 y
24 °C (Masaya y White, 1991).

La productividad promedio nacional es de alrededor de 200 a 500 kg ha™ en
condiciones de secano, cuando en condiciones Optimas de riego y manejo de

plagas y malezas es de 3 a 5 ton ha'segun Estrada et al. (2007).
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Los efectos de las temperaturas moderadamente bajas (1 a 5 °C) se han
reconocido en todas las etapas de desarrollo de los cultivares de frijol; por ello, se
ha sefialado la necesidad de generar cultivares tolerantes al frio. En México, el
dafo por frio es frecuente, ya que el frijol se cultiva durante el periodo de lluvias
de verano en zonas amplias (valles centrales del Estado de México y sus
alrededores) con altitudes cercanas a los 2500 m, y en esas zonas son frecuentes
las heladas tempranas, coincidentes con la etapa critica de formacion del grano
(Peha-Valdivia et al., 1994). Las heladas tienen efecto negativo sobre el follaje y
reducen la duracion del periodo reproductivo en frijol (P. vulgaris L.); el nivel de
dafio de una helada esta en funcion de su intensidad y de la etapa de desarrollo

en la que se encuentre (Ayala et al., 2006).

Entre los factores ambientales que pueden afectar el desarrollo de la planta de
frijol estda la exposicion prolongada al exceso de humedad en el suelo o
inundaciones, que puede inducir clorosis y deficiencia de zinc. El calor extremo,
las heladas y la humedad limitada ocasionan el marchitamiento de la planta, por
deshidratacion, y su muerte; el viento, las particulas del suelo que el viento eleva y
el granizo pueden romper los tejidos de las plantas (Cardona et al., 1982). Estos

factores afectan las etapas de desarrollo de la planta en diferente nivel.

Acosta-Diaz et al. (2007) observaron que las lineas mejoradas tipo Flor de Junio
(raza Jalisco) fueron notablemente resistentes, incluso mas que una variedad
criolla, al déficit de humedad en campo e invernadero, de acuerdo con la
reduccion del rendimiento, indice de susceptibilidad a sequia y su media

geomeétrica.

Las temperaturas extremas pueden danar las células y tejidos al favorecer la
disociacion de las proteinas enzimaticas y las membranas celulares. En México
Barrios-Gémez y Lépez-Castafieda (2009) concluyeron que el valor de
temperatura base para variedades mexicanas es de 8.3 °C en promedio, y que es

menor al usado comunmente de 10°C.
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Las tensiones bidticas y abidticas pueden ser controladas parcial o totalmente
mediante la fecha de siembra y las practicas de cultivo, asi como con el uso de
productos agroquimicos y procesos tecnologicos desarrollados para tal fin. Debido
a que pocos productores de frijol tienen acceso a estos insumos y recursos
tecnoldgicos, por desconocimiento o falta de recursos econémicos, debe buscarse
un incremento substancial en el rendimiento mediante el mejoramiento genético.
Con el mejoramiento deben generarse cultivares tolerantes a las diferentes
tensiones que limitan el rendimiento y la calidad. La fuente de variabilidad genética
para este fin se encuentra dispersa en los cultivares criollos de frijol con los que
cuenta México, pero principalmente entre sus poblaciones silvestres (Pefa-
Valdivia et al., 2012).

Una explicacion para esta sensibilidad podria ser que, como resultado de la
domesticacion, los cultivares actuales han adquirido diversas caracteristicas
deseables para agricultores y consumidores, pero a la vez han perdido algunas
otras que los hacen mas sensibles a factores bidticos y abidticos diversos (Pena-
Valdivia et al., 1999).

Sin embargo en México existe un potencial genético de numerosas especies
silvestres que pueden usarse como fuente de resistencia a estrés bidtico y
abidtico, y con mejores caracteristicas agrondmicas y nutriciéon (Pefia-Valdivia et
al., 2011).

2.5 Cambio climéatico y sus efectos en la agricultura

El incremento de la poblacion en el mundo ha modificado el equilibrio natural. La
humanidad ha pasado de menos de mil millones de individuos en el afio de 1750 a
mas de 6 mil millones en el 2000 (SINAVEF, 2009). Es asi que desde la época de
la revolucién industrial se ha detectado la tendencia de incremento de la
temperatura media del planeta por la actividad humana, lo cual es uno de los

indicadores de cambio climatico (Fernandez et al., 2015).
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A pesar de los avances tecnolégicos, variedades mejoradas, organismos
genéticamente modificados y sistemas de irrigacion, el clima sigue siendo un
factor clave de la productividad en la agricultura (Tarquis et al., 2010). Evaluar el
impacto del cambio climatico en la biodiversidad es dificil, porque los cambios
ocurren lentamente y los efectos del cambio climatico interactian con otros

factores de estrés impuestos ya sobre el ambiente (Kappelle et al., 1999).

Los estudios del calentamiento de la Tierra se han basado en datos historicos de
temperatura, modelos computarizados y ecuaciones matematicas (SINAVEF,
2009). Distintas investigaciones se han realizado sobre el cambio climatico y de
acuerdo con proyecciones realizadas se menciona que en latitudes medias a altas
incrementaria la temperatura de 1 hasta 3 °C, y que la productividad (en funcion
del tipo de cultivo) aumentaria. En latitudes inferiores, la productividad de los
cultivos disminuiria por aumentos de temperatura entre 1y 2 °C, especialmente en
zonas secas Y tropicales estacionarias (FAO-SAGARPA, 2012; IPCC, 1997).

En los ultimos 30 afos el cambio climatico ha producido numerosos cambios en la
distribucion y en la abundancia de las especies, y las proyecciones del cambio
climatico indican que en el ano 2050 un porcentaje alto (15 a 37 %) de las
especies en algunas regiones podria estar altamente amenazada o desaparecer
(Thomas et al., 2004).

El riesgo mayor de extincién de especies por el calentamiento global puede ocurrir
en los trépicos donde la biodiversidad es mayor (Campbell et al., 2009). En
México, de acuerdo con Chavez et al. (2014), las zonas de transicion con
tendencia a célidas y calido secas, donde los ecosistemas son particularmente
sensibles a incrementos en la temperatura y reducciones de precipitacion,
incrementaria 34.65 % del total (29.61 %) de la superficie continental, con un

incremento en la temperatura de 0.7 °C.

En diferentes partes del mundo se han creado organizaciones e instituciones para
mitigar el cambio climatico. En 1988 la Organizacion Meteorolégica Mundial
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(OMM) y el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA),
crearon el principal érgano internacional encargado de evaluar el cambio climatico,
el Panel Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC, por
sus siglas en inglés) que esta conformado por cientificos expertos de todo el
mundo, y que presentan constantemente evaluaciones sobre los avances en el
conocimiento sobre el sistema climatico, la variabilidad climatica y el cambio
climatico (IPCC, 2012).

Actualmente ya se observan y se seguiran experimentando en las proximas
décadas impactos como: aumentos en la temperatura promedio global de los
océanos Yy la superficie terrestre, en el promedio mundial del nivel del mar, en la
temperatura superficial de los océanos, en el numero de dias y noches calidas
globales, en el numero e intensidad de huracanes, principalmente en el Atlantico
Norte, asi como disminuciones en: la productividad agricola, de los glaciares del
mundo, de la temperatura promedio en ciertos lugares, de la capa de nieve
primaveral del hemisferio norte, en la disponibilidad de agua para consumo
humano, agricola e hidroeléctrico, asi como modificacidon de los patrones naturales
de precipitacion, inundaciones recurrentes y sequias mas prolongadas entre otras
(INECC, 2012).

El incremento de la temperatura promedio del planeta, podria sobrepasar los 4 °C,
hacia finales del siglo, de ser asi la sociedad enfrentaria consecuencias graves
ambientales, econdmicas y sociales. Por ello, es de vital importancia tomar
acciones que minimicen el agravamiento y los impactos del cambio climatico
(DOF, 2013). México es especialmente vulnerable a los efectos del cambio
climatico al situarse en zonas que seran impactadas por sequias (Noroeste) e
inundaciones (Sureste); por fendmenos meteoroldgicos extremos, por un lado
temperaturas altas y por otro lado muy bajas. Se estima que entre 2020 y 2050 los
estados que pueden resentir mayores incrementos en sus temperaturas medias
son Guanajuato, Estado de México, San Luis Potosi, Tlaxcala y Veracruz, lo que
afectara las actividades agricolas (FAO-SAGARPA, 2012).
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Otro de los efectos del cambio climatico, es que éste modifica la distribucion de las
plagas y las enfermedades de los animales y las plantas. La sequia prolongada y
el incremento constante de temperaturas al igual que otros fenbmenos derivados
del calentamiento global (ciclones y nortes), favoreceran de manera general a las
especies invasoras de insectos (transfronterizas) mas que a las nativas y
establecidas, ya que aquéllas estan adaptadas a intervalos mayores de
temperatura (SINAVEF, 2009). Entre los factores mas importantes que influyen en
el incremento de las plagas estan la temperatura, la humedad relativa y el

fotoperiodo.

La amenaza creciente de los climas extremos, incluyendo temperaturas muy
elevadas podria dar lugar a la pérdida catastréfica de la productividad de los
cultivos. El estrés por temperatura alta se expresa como una gama amplia de
alteraciones de las plantas en las vias de regulaciéon genética, bioquimica y
fisiologia (Bita y Gerats, 2013).

Aunque los humanos han cultivado cerca de 7000 especies de plantas para
alimento, sélo cerca de 15 especies de plantas y ocho de animales proveen 90 %
de nuestra alimentacion. Durante la domesticacion ciertas caracteristicas de las
plantas se modifican y cambian respecto a sus congéneres silvestres. Entre esos
cambios esta la imposibilidad de crecer y permanecer en los ambientes silvestres,
que difieren ampliamente de los ambientes de cultivo. Asi, los parientes silvestres
representan un reservorio genético para mejorar los cultivares modernos (PeRa-
Valdivia et al., 2011; CDB, 2007).

Todos estos factores, el cambio climatico, la erosion, la tala de bosques, y el
avance de las manchas urbanas han contribuido y estan contribuyendo a la
extincion de frijoles criollos y silvestres de las especies del género Phaseolus
(Estrada et al., 2007).

Por lo anterior es necesaria la identificacion de cultivares y variantes silvestres

tolerantes a temperaturas altas y conocer los procesos biofisicos y fisiolégicos que
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les permiten esa tolerancia. De acuerdo al Convenio sobre la Diversidad Bioldgica,
las consecuencias del cambio climatico en el componente de las especies son:
cambios en la distribucion, aumento de las tasas de extincion, cambios en los
tiempos de reproduccion, y cambios en la duracion de la estacion de crecimiento
de las plantas (CDB, 2007). Ademas de los cultivares, muchas de sus congéneres
silvestres de los alimentos basicos corren peligro de extincion. Por ejemplo, se
prevé que en 50 anos desaparecera una cuarta parte de todas las especies

silvestres de la patata.

2.6 Variantes silvestres y su tolerancia a factores biéticos y abiéticos

Para utilizar adecuadamente a los progenitores silvestres como fuente de
tolerancia a estrés o para mejorar o incorporar otro atributo, es necesario entender
y conocer su variabilidad genética, definir la asociacién de caracteres distintivos y
evaluar la estabilidad de caracteres fenoldgicos, morfologicos, fisiolégicos,
bioquimicos y biofisicos, asociados a la calidad agrondmica, culinaria y nutricia
(Pena-Valdivia et al., 2012).

Los parientes silvestres del frijol pueden ser utilizados en el mejoramiento como
fuente de caracteristicas agrondémicas deseables, entre las que destacan la
resistencia a enfermedades, nematodos, insectos y condiciones ambientales
desfavorables, asi como por su valor nutricional, determinado por su alto

contenido de proteinas y de aminoacidos esenciales (Pefia-Valdivia et al., 2011).

Lopez et al. (2005) mencionan que algunas especies del género Phaseolus en sus
formas silvestres, entre ellas P. vulgaris L. se adaptan mejor a climas semicalidos
(18 a 22°C), con limites altitudinales de 493 y 2700 m, y que el limite inferior de
precipitacion es de 406 mm, estos valores son similares a los reportados en otros
estudios (Singh et al., 1997).

De acuerdo con estos limites de tolerancia climatica, se ha documentado que las

formas silvestres de P. vulgaris tienen un intervalo menor de adaptacién que en su
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forma domesticada. Entonces surge la cuestion de porqué la especie P. vulgaris
esta actualmente tan ampliamente distribuida, Gaut (2014) menciona que el
mejoramiento genético realizado en esta especie a partir de sus formas silvestres,

es lo que le ha permitido ampliar su adaptacion a diversos ambientes.

Las poblaciones silvestres de P. vulgaris L. poseen mecanismos diversos que les
permiten tolerar a factores bidticos y abidticos extremos, uno de ellos es la
latencia, que es un estado en el que las semillas maduras intactas no germinan en
un periodo especifico de tiempo aunque las condiciones ambientales, como luz,
temperatura, humedad y oxigeno, sean las normales para que el resto de las
semillas de la misma especie germinen. Al respecto Pefa-Valdivia et al. (2002)
estudiaron el fendmeno de latencia y crecimiento inicial de las plantulas en un
intervalo de temperatura de 25 a 45 °C de muestras silvestres y domesticadas;
estos autores observaron que algunas poblaciones silvestres tuvieron mas
tolerancia a las temperaturas altas (30 a 45 °C) durante la germinacién. En
contraste, en el frijol domesticado las temperaturas altas aunque no afectaron la
imbibicion si afectaron severamente la germinacion y el crecimiento inicial de la

plantula.

Las respuestas bioquimicas, fisiolégicas y anatdmicas de las plantas a los factores
ambientales que influyen en su crecimiento y desarrollo deben conocerse y
entenderse para evitar pérdidas de los cultivos y en general de la biota debidas al
cambio climatico. Al respecto se han documentado los cambios en la anatomia de
la raiz por efecto de déficit de agua. Pefia-Valdivia et al. (2010) evaluaron la
respuesta anatoémica de la raiz al potencial de agua del sustrato (entre -0.03 y -
2.35 MPa.) en plantulas de frijol (P. vulgaris L.) de una poblacién silvestre y una
domesticada. Estos autores observaron que a -2.35 MPa. el area celular del
parénquima en la variante domesticada disminuyé 71%, respecto a las plantulas
con el potencial de agua mayor y que en la muestras silvestres solo disminuyé 32
%. El numero de células en la corteza y el espesor de la pared del xilema
incrementaron en ambas variantes con el potencial de agua menor en el sustrato,

pero el efecto fue menor en el silvestre. También encontraron que el numero de
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vasos del xilema increment6 en el cultivar, mientras que en el silvestre disminuyo
(40 y 33% respectivamente). Las respuestas anatomicas de la raiz demostraron
que el frijol silvestre reaccion6 en forma diferente al domesticado a los potenciales
bajos de agua, lo que sugiere que los cambios durante la domesticacion
modificaron negativamente la capacidad de respuesta del frijol al estrés por déficit

de agua.

2.7 Variantes silvestres, domesticadas y lineas

Gepts y Debouck (1991) sugirieron que la seleccion del color de la semilla, su
brillo, tamano y forma, han sido los factores evolutivos principales responsables

del mantenimiento y la ampliacién de la variacion genética en P. vulgaris L.

Celis-Velazquez et al. (2010) compararon datos del color de las semillas de nueve
cultivares domesticados y seis silvestres y observaron que en promedio existio un
gradiente de colores y tonos en la testa seminal tanto en los cultivares como en los
silvestres seleccionados para el estudio, pues tanto la saturacion o pureza del
color ("croma") como la luminosidad y el tono fueron estadisticamente diferentes

entre los grupos, y en los grupos hubo semillas de testa clara y oscura.

Pefia-Valdivia et al. (2011) indicaron que para utilizar mejor las poblaciones
silvestres de frijol, es necesario identificar sus caracteristicas utiles al evaluar su
valor nutritivo, comercial e industrial ya que los consumidores de frijol comun
consideran varios atributos del grano, como su tamafio (peso por grano), forma,
color, brillo, uniformidad de color, dafios mecanicos, y tiempo de coccion. Es
importante considerar también el contenido de proteinas, minerales e hidratos de
carbono y las modificaciones de la coccion. Los mismos autores demostraron
mediante analisis multivariado de componentes principales variabilidad mayor en
las caracteristicas fisicas y quimicas de seis variantes silvestres en comparacion

con tres domesticadas y confirmaron que entre 14 caracteristicas fisicas vy
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quimicas el gigantismo del grano es la caracteristica principal resultado de la

domesticacion.

Kaplan (1965) indica que el tamafo de las semillas domesticadas varia
ampliamente de las semillas de las especies silvestres. Sugiere que el incremento
entre el tamafo de los cotiledones y el embribn meristematico se ha mantenido
aproximadamente en la misma proporcion. Este rasgo es la indicacion mas directa

de domesticacion en granos, disponible en estudios con materiales arqueoldgicos.

En este mismo contexto, con muestras silvestres de P. vulgaris L. recolectadas en
sitios diferentes, existen contrastes en caracteres relacionados con la fotosintesis.
Ademas se han estudiado también algunos parametros fotosintéticos en
poblaciones de frijoles silvestres en comparacion con muestras de frijoles
domesticados en donde se ha encontrado heterogeneidad entre y dentro de cada
grupo de materiales estudiados (Lépez-Herrera et al., 2007). Esos resultados
sugieren que la riqueza y variabilidad genética entre las variantes silvestres podria

aprovecharse para el mejoramiento de los cultivares vigentes en la actualidad.

Celis-Velazquez et al. (2010) determinaron el tamafo promedio de tres grupos de
semillas de frijol (silvestres, criollos o tradicionales y mejorados) y observaron que
el de los domesticados fue alrededor de tres veces mayor que el de los silvestres,
pero la proporcion de testa y eje embrional fueron mayores (33 y 28 %) en los
silvestres que en los cultivares. Las poblaciones nativas diversas de frijol muestran
una gran variacion en caracteristicas fenotipicas como habito de crecimiento,
resistencia a enfermedades, precocidad y rendimiento, asi como en forma, tamafo

y color de semilla (Avendano et al., 2004).

Las variantes silvestres representan un recurso genético que puede ser utilizado
como fuente de variabilidad para el mejoramiento de la calidad de los cultivares
actuales, por sus caracteristicas relacionadas con la adaptacion a condiciones

desfavorables, como temperaturas extremas, sequia y dafio por insectos y otras
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plagas de las plantas en desarrollo y de las semillas cosechadas (Pena-Valdivia et
al., 2013).

El mejoramiento genético permite obtener en un grupo, cualidades que no se
encuentran en el grupo del cual fueron obtenidas (Cubillos, 1990), pero debido a la
brecha genética entre el germoplasma élite y el germoplasma exético, existe una
etapa previa que consiste en la incorporacion de genes o grupos de genes
asociados a caracteristicas favorables, provenientes de genotipos exaticos,
llamado premejoramiento (pre-breeding) (Pritsch, 2001), de las cuales se obtienen
lineas, que en algunos casos, permiten obtener rendimientos mayores que alguno

0 ambos progenitores (Delgado et al., 2013).

Una parte amplia de la variacion observada en la cruza entre genotipos silvestres
y cultivados puede explicarse como efecto de genes vinculados con el sindrome
de domesticacion. La domesticacién de plantas es un proceso resultante de la
combinacion de la evolucion natural y la seleccion empirica practicada por el
hombre, mediante la cual se derivan los cultivos domesticados a partir de sus
progenitores silvestres (Pefia-Valdivia et al., 2012; Delgado et al., 2013;
Hernandez-Lépez et al., 2013). Aunque la domesticacion en esta evolucion ha
llevado al aumento de la productividad, también ha estrechado la base genética de

las especies cultivadas (Zamir, 2001).

2.8 Efecto de las temperaturas extremas en las membranas celulares de las

plantas

Las membranas celulares tienen un papel fundamental en la estabilidad de las
funciones celulares y este papel es incrementado bajo condiciones de estrés
(Blum y Ebercon, 1981). Los lipidos de la membrana son importantes para
mantener la actividad fotosintética, la respiracion, el intercambio de iones
organicos e inorganicos, nutrientes y metabolitos de desecho en las células, por lo
que las plantas expuestas a estrés por temperaturas extremas dependen en gran
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medida de la tolerancia de sus membranas al calor y al frio. En general, los
factores abidticos como la temperatura, la calidad e intensidad de la luz, el grado
de hidratacion, las interaccion entre iones, pH y fitohormonas afectan la fluidez de

las membranas y sus funciones celulares (Bingru, 2006).

Algunas funciones celulares son mas afectadas que otras por temperaturas
extremas. Es el caso de la fotosintesis, en ciertas temperaturas no se afecta
significativamente, siempre y cuando la calidad y cantidad de luz sean adecuadas,
pero hay intervalos de temperatura para cada especie donde la fotosintesis es
mas eficiente. Las variedades de frijol de zonas frias y calidas presentan variacion

genética significativa en la respuesta a la temperatura (White, 1988).

A temperaturas altas la fuerza de los puentes de hidrégeno y de las interacciones
electrostaticas entre los grupos polares de las proteinas en la fase acuosa de la
membrana disminuyen. Esos cambios, entre otros, modifican la estructura y
composicion de la membrana y provocan la pérdida de iones (Taiz y Zeiger, 2006),
también se generan cambios en sus lipidos y en actividades enzimaticas, como de
la H*-ATPasa, dependientes de la integridad y propiedades fisicoquimicas de la
membrana. Estos cambios generan un aumento de la liberacion de solutos y la
muerte eventual de la célula (Sanchez-Urdaneta et al., 2003). Las células danadas
por estrés por calor o frio son incapaces de mantener la composicion quimica de
sus contenidos ya que liberan electrolitos a través de las membranas celulares
(Murray et al., 1989).

El dafio en las membranas se utiliza como una medida de su tolerancia a
tensiones ambientales (Blum y Ebercon, 1981). La liberacion de electrolitos,
medida por los valores de conductividad eléctrica del medio en el que se
encuentren los tejidos se incrementa al mismo tiempo que aumenta el grado de

dano en las membranas (Binotti et al., 2008).

La exposiciéon de las plantas a temperaturas extremas afecta todos los procesos

fisiolégicos, régimen de agua, nutricibn mineral, fotosintesis, respiracion y
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metabolismo. Provoca cambios en el estado de las membranas que pueden
conducir a reacciones secundarias o irreversibles, dependiendo de la temperatura,
la duracién de la exposicion y la sensibilidad de las especies (Lukatkin et al.,
2012). La exposicion prolongada al frio, ademas de la pérdida de la integridad y de
la compartimentacion por las membranas, asi como la salida de solutos de las
regiones subcelulares, provoca disminucion de la actividad oxidativa de las
mitocondrias, aumento de la energia de activacion de enzimas de membrana,
reduce la tasa de fotosintesis, causa perturbacion y desequilibrio del metabolismo

y acumulacion de sustancias toxicas (Lukatkin et al., 2012).

Las lesiones de deshidratacion, frio y calor se atribuyen a los dafos en la
estructura de las membranas. La disminucion en la respiracion esta correlacionada
con la disminucion en la actividad mitocondrial. La tolerancia a la deshidratacion y
al calor en las plantas se deben en parte a reacciones celulares similares a las
causadas por el frio, uno es el reordenamiento de la cromatina en masas grandes
alrededor de los nucleolos y el desplazamiento de los lipidos de las membranas

que forman gotas minusculas en el citoplasma (Kramer, 1995).

Un caso extremo de tolerancia a la desecacion de las membranas y de las
reacciones naturales de tolerancia y su alteracion por el frio son las referentes a
las semillas. Tao et al. (1991) sugirieron que las temperaturas bajas durante la
imbibicion de las semillas, generalmente deshidratadas, afectan la reorganizacion

de las membranas, particularmente las membranas de las mitocondrias.

En estudios de frijol con déficit de humedad, basados en evaluaciones del
contenido relativo de agua, conductividad eléctrica, indice de dafo y recuperaciéon
del crecimiento posterior al estrés, Sanchez-Urdaneta et al. (2003) concluyeron
que las membranas radicales de plantulas de frijol silvestre de Chihuahua fueron
menos afectadas por los diferentes potenciales de agua que las del frijol silvestre

de Durango vy las del frijol domesticado.
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CAPITULO Ill. CARACTERIZACION FiSICA, DE GERMINACION Y
EMERGENCIA DE SEMILLAS DE FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.) SILVESTRE,
DOMESTICADO Y SU PROGENIE

3.1 RESUMEN

La fuente de tolerancia del frijol (Phaseolus vulgaris L.) a algunos de factores bidticos
y abidticos podria hallarse en los congéneres silvestres, pero éstos deben
caracterizarse primero. El objetivo de este estudio fue caracterizar fisicamente, la
germinacion y emergencia de semillas de frijol silvestre, domesticado y su progenie.
La hipétesis fue que una o mas caracteristica de la progenie son sobresaliente
respecto a los cultivares. A muestras silvestres (Durango Tipico, Chihuahua y S13),
dos cultivares (Bayo Mecentral y Negro Tacana) y cinco progenies (53b, 51b, 3.3,
118b y 11.1) del S13 y Negro Tacana se les evalud: biomasa, anchura, grosor,
longitud, proporcidn de cotiledones, eje embrionario y testa, porcentaje de
germinacion y emergencia de las semillas. El estudio se desarrollé con un disefio
experimental completamente al azar con 100 repeticiones, y una semilla como unidad
experimental. Los resultados se analizaron con las curvas de frecuencia de tamafio,
ANDEVA y comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey. Las
caracteristicas fisicas, como biomasa, anchura, longitud y el grosor de las semillas
mostraron un gradiente entre las variantes silvestres, la progenie (de domesticado con
silvestre) y las domesticadas (67 a 124 mg, 4.36 a 5.72 mm, 2.65 a 4.92 mm y 6.81 a
8.47 mm). Las semillas silvestres y de la progenie (1.74 % y 2.12 %) tuvieron
proporcion mayor de eje embrionario que las domesticadas (1.34 %). Todas esas
caracteristicas pueden ayudar a caracterizar a la progenie del frijol domesticado vy el
silvestre. La germinacion de las semillas y emergencia de las plantulas en condiciones
Optimas no difirieron entre las variantes. Solo algunas caracteristica de la progenie,
como la proporcion de cotiledones y de eje embrionario en las semillas, son
caracteristicas sobresalientes respecto a los cultivares.

Palabras clave: Biomasa de semillas, dimensiones de semillas, domesticacion,

silvestre.
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3.2 ABSTRACT

The source of tolerance of beans (Phaseolus vulgaris L.) to some of biotic and
abiotic factors could be in wild congeners, but these should be characterized first.
The objective of this study was to characterize physically, germination and
emergence of seeds of wild, domesticated beans and their progeny. The
hypothesis was that one or more characteristic of the progeny are outstanding on
the cultivars. Biomass, length, width, thickness, proportion of cotyledons,
embryonic axis and seed coat, and percentage of germination and emergence of
seeds were evaluated in wild samples (Durango Tipico, Chihuahua and S13), two
cultivars (Bayo Mecentral and Negro Tacana) and five selections of Negro Tacana
and S13 progeny (53b, 51b, 3.3, 118b and 11.1): The study was developed with
an experimental design completely at random with 100 repetitions, and a seed as
experimental unit. Results were analyzed with the curves of frequency of size,
ANOVA and multiple comparison of means with the Tukey test. Physical
characteristics, such as biomass, width, length and thickness of the seeds showed
a gradient between the wild variants, progeny and the domesticated (67 to 124 mg,
4.36 to 5.72 mm, 2.65 to 4.92 mm, and 6.81 to 8.47 mm). Wild seed and progeny
(1.74% and 2.12%) had higher proportion of embryonic axis than the domesticated
(1.34%). All of these features can help to characterize the progeny of domesticated
and wild beans. Seed germination and seedling emergence in optimal conditions
did not differ between the variants. Only some feature of the progeny, as the
proportion of cotyledons and embryo axis in the seeds, are outstanding features

respect the cultivars.

Keywords: Seed biomass, seed dimensions, domestication, wild.
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3.3 INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa alimenticia mas importante en el
mundo. Segun la FAO este cultivo es producido en sistemas, regiones y
ambientes diversos en América Latina, Africa, el Medio Oriente, China, Europa,
Estados Unidos, y Canada. En 2013 la produccién mundial fue de 23.1 millones de
toneladas (CEDRSSA, 2014). En México, este cultivo también se realiza
practicamente en casi todas las regiones del pais y condiciones de suelo y clima,
desde el nivel del mar hasta los 2700 m. Por lo anterior, el frijol ocupa el segundo
lugar en importancia dentro de la superficie sembrada total del territorio nacional, y
esta solo después del maiz. El rendimiento ponderado promedio nacional de frijol
en el periodo de 2000 a 2009 fue de 0.7 toneladas por hectarea (Secretaria de
Economia, 2012).

El frijol es una fuente importante de proteinas (14 a 33 %), calorias, vitaminas del
complejo B, minerales (Ca, Cu, K, Mg, P, y Zn) y fibra alimentaria (15.5 a 21 g por
cada 100 g de grano cocinado), se caracteriza porque es deficiente en
aminoacidos azufrados y triptéfano pero contiene cantidades suficientes de lisina
(1.2 a 1.5 g por 100 g de grano) (Pefia-Valdivia et al., 2011). Las semillas pueden

ser consumidas inmaduras, maduras o secas (CIAT, 1984).

Los frijoles que se -cultivan actualmente son resultado del proceso de
domesticacion de frijoles silvestres ancestrales (Pefia-Valdivia et al., 2012; Gepts y
Debouck, 1991). Como resultado de la domesticacion existen diferencias entre las
variantes silvestres y domesticadas, como en el tamano de las semillas, la
permeabilidad de la testa seminal, la latencia, la variabilidad de colores y el
contenido de pigmentos antifisiologicos (Pefia-Valdivia et al., 2012). Segun Gepts
y Debouck (1991) la seleccién del color de la semilla, brillo, tamafio y forma, han
sido de los principales factores evolutivos responsables del mantenimiento y la

ampliacién de la variacion genética en Phaseolus vulgaris.

47



El tamafio de la semilla y el habito de crecimiento estan relacionados con la
eficiencia en la asignacion de biomasa al grano en el ambiente de crecimiento,
pero ademas depende de otras caracteristicas de la semilla, como la calidad. Por
ejemplo Gonzalez et al. (2008) observaron que el peso de cien semillas de frijol
fue afectado por las condiciones de secano y fue mas afectado fisiolégicamente,
después del envejecimiento acelerado. En contraste una recolecta de frijol
silvestre de Durango mantuvo su capacidad de emergencia después de
mantenerse en condiciones de envejecimiento acelerado (Pefia-Valdivia et al.,
1999).

Otras caracteristicas que resultan de la domesticacién son la pérdida de latencia
(Pefa-Valdivia et al., 2002), de impermeabilidad al agua y la dureza de las
semillas de frijol, relacionadas con particularidades de la testa (Pefia-Valdivia et
al., 1999y 2011).

La latencia es un estado fisico que impide la germinacién a pesar de que
exteriormente existan las condiciones que la promuevan (Egley, 1989). De
acuerdo a Keeley (1991) un estado de latencia no es siempre una condicién
estatica, pero algunas semillas pueden pasar por ciclos con latencia y sin ella, a
menudo inducido por las condiciones ambientales. La escarificacion mecanica,
que no dafe al embrién, rompe la latencia en las semillas de frijol silvestre (Lopez
et al., 1999), pero las semillas de los frijoles conocidos como intermedios (tipos
maleza) no presentan este fendmeno (Lépiz et al., 2005). Ademas, el
almacenamiento a temperatura ambiente (alrededor de 25 °C) elimina
gradualmente la latencia de las semillas de frijol silvestre (Pena-Valdivia et al.,
2005).

La capacidad de germinacién y el vigor son los atributos principales involucrados
en el componente de calidad fisiolégica de la semilla. La germinacion es el
proceso fisiologico mediante el cual emergen y desarrollan, a partir del embrion,

las estructuras esenciales para la formacion de una planta normal (Delouche,
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2002). Este proceso comienza a partir de una variedad de actividades anabdlicas
y catabdlicas, como la respiracion, la sintesis de proteinas y la movilizacién de las
reservas después de la absorcién de agua (Desai, 2004). El vigor en semillas es
su potencial biolégico para el establecimiento rapido y uniforme en condiciones,

incluso desfavorables, en el campo (Gonzalez et al., 2008).

Los factores externos, como la temperatura, agua, oxigeno y luz, influyen
directamente en la germinacion de las semillas. La emergencia de una plantula
depende entonces de las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de las semillas,
y de su reaccion a las condiciones externas a ella, asi como de su eficiencia al
usar sus reservas durante la germinacion (Pefa-Valdivia et al., 2013). Al respecto,
al evaluar la eficiencia del uso de reservas seminales para la germinacion y
emergencia de las plantulas en cultivares mejorados, cultivares criollos y variantes
silvestres, Celis-Velazquez et al. (2010) observaron que los cultivares mejorados

fueron mas eficientes en el uso de reservas que las demas variantes evaluadas.

Las semillas de frijol silvestre presentan impermeabilidad al agua, esto puede
representar problemas durante la germinacion. En las semillas, las estructuras
como el hilio, micropilo y el poro de la chalaza regulan la absorcién de agua. Al
respecto Pérez-Herrera y Acosta-Gallegos (2002) mencionan que la testa y la
region microépilo-hilio participaron de diferente manera en el proceso de absorcion
de agua en los genotipos cultivados vy silvestres, en la mayoria de los genotipos
silvestres y en algunos cultivares la participacion de las estructuras micropilo e
hilio en la imbibicion del agua fue importante, ademas que presentaron testa
impermeable, mientras que en el cv. Flor de Mayo Bajio la absorcién de agua se
llevé a cabo principalmente a través de la testa, que es altamente permeable.

La testa representa entre 8 y 10 % del total de la semilla (Celis-Velazquez et al.
2010), estd compuesta de 67% de polisacaridos insolubles no derivados del
almidén y 4 % de fibra soluble, ademas es rica en compuestos fendlicos, que son
susceptibles de polimerizacion y pueden contribuir a la impermeabilizacidén de la
testa (Shiga et al., 2011).
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El almacenamiento en condiciones que dafian la semilla, como temperaturas altas
y humedad relativa alta, ocasionan el fenomeno denominado dureza para la
coccion del frijol domesticado, pero no del silvestre (Pefa-Valdivia et al., 1999).
Otras caracteristicas intrinsecas a la semilla, como el grosor, composicién vy
microestructura de la testa pueden afectar la dureza de la semilla; ademas,
cambios durante la postcosecha, como la oxidacion de lipidos, la formacion de
pectatos insolubles y modificaciones de los componentes de la pared celular,
también pueden alterar irreversiblemente a las semillas. Velasco-Gonzalez et al.
(2013) observaron que cultivares de frijol con contenido mayor de cenizas (de 3.60
a 4.63%) presentaron mayor absorcion de agua, y que la dureza de la semilla se
correlacion6 inversamente con la absorcion de agua. Los autores confirmaron que
las estructuras mas densas de la testa provocan menos absorcion de agua, mas
dureza de las semillas. Al respecto Pefia-Valdivia et al. (2012) coincidieron en que
la dureza de la semilla se correlaciona inversamente con la absorcion de agua
entre variantes silvestres y cultivares de frijol, pero el contenido de cenizas en las

silvestres fue mayor o igual (4.3 %) que en los cultivares.

En México existe un potencial genético con numerosas variantes silvestres de
frijol, que pueden usarse como fuente de resistencia a estrés bidtico y abidtico,
con caracteristicas agrondmicas y nutricionales mejores que los tipos
domesticados (Peha-Valdivia et al., 2011). Las respuestas bioquimicas vy
fisioloégicas de las plantas silvestres, a factores ambientales que influyen en su
crecimiento y desarrollo, y de las semillas silvestres se conocen parcialmente
(Bayuelo-diménez et al., 1999; Celis-Velazquez et al., 2010; Garcia et al., 1997;
Lopez et al., 1999; 2001; Peha-Valdivia et al., 1998; 2002; 2010; 2011; 2012), pero
las caracteristicas morfologicas y bioquimico-fisioldgicas de los tipos derivados del
cruzamiento de cultivares y poblaciones silvestres de frijol son practicamente
desconocidas. Principalmente porque estas cruzas se han realizado minimamente,
pues en los programas de mejoramiento los mejoradores prefieren utilizar lineas
elite dentro de las clases comerciales y evitan utilizar el germoplasma silvestre
(Herrera y Acosta, 2008).
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El objetivo de este estudio fue caracterizar fisicamente, la germinacién y la
emergencia de semillas de frijol (P. vulgaris L.) silvestre, domesticado y su
progenie. La hipotesis fue que una o mas caracteristica de la progenie son

sobresalientes respecto a los cultivares.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material biologico

En este estudio se evaluaron tres variantes silvestres, dos domesticadas (o
cultivares) y cinco progenies derivadas de la cruza del cultivar Negro Tacana y el

silvestre S13, de Phaseolus vulgaris L. (Figura 3.1; Cuadro 3.1).

3.4.2 Variables evaluadas.

Las caracteristicas que se evaluaron fueron: biomasa, anchura, grosor, longitud,
proporcion de cotiledones, eje embrionario y testa, porcentaje de germinacion vy

emergencia de las semillas.

Biomasa: 100 semillas de cada variante se pesaron individualmente en una

balanza analitica (Marca Scentiech Modelo No: SA120, precision + 0.0001 g).

Dimensiones. 100 semillas de cada variante se midieron individualmente, con un

vernier digital.

Estructuras de la semilla: Primero se determind la biomasa de las estructuras
separadas, cotileddn, eje embrionario y testa, y luego se calculé el porcentaje de
cada estructura, en cuatro repeticiones de tres semillas cada una. La separacion
de la testa se hizo con un bisturi. Para obtener la biomasa, las estructuras se
deshidrataron a 75 °C durante tres dias, cuando alcanzaron peso constante.
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Variantes
Silvestres:
Domesticados:
Bayo Mecentral Negro Tacana
Progenie:
3.3 11.1 51b 53b 118b

Figura 3.1. Semillas incluidas en el estudio.

Germinacion. La germinacion de las semillas a 25 + 1 °C y oscuridad, se evalué
de acuerdo con lo descrito por Pefa-Valdivia et al. (2002). Las semillas en esta
evaluaciéon no se escarificaron. El numero de semillas germinadas se cuantifico
cada 12 horas diariamente. Una semilla se consideré que habia germinado
cuando la radicula habia emergido y tenia una longitud de 1 cm, esta medicién se
realizd con un calibrador digital tipo vernier, estandar y milimétrico, sensibilidad *

0.01mm (Marca Mitutoyo, CD-6C).
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Cuadro 3.1. Variantes silvestres, domesticadas y progenies de frijol silvestre.

Variantes Origen Fuente
Silvestres Toro et al., 1990.
Chihuahua Chihuahua, México

Durango Tipico

Durango, México

S13
Domesticadas

Bayo Mecentral Meéxico

Negro Tacana  México CIAT, 1982
Progenie Garcia-Nava et al.
2014.
3.3 Derivada de la cruza de Negro
Tacanay S13
111 Derivada de la cruza de Negro
Tacanay S13
51b Derivada de la cruza de Negro
Tacanay S13
53b Derivada de la cruza de Negro
Tacanay S13
118b Derivada de la cruza de Negro

Tacanay S13

Emergencia. La emergencia se cuantificd después de sembrar las semillas en un
invernadero de polietileno, ubicado en el Colegio de Postgraduados en Montecillo,
Municipio de Texcoco, Estado de México (19°31’N, 98°53’0; 2353 msnm), durante
el ciclo otofo-invierno del 2014.

La siembra se realizé en charolas de material plastico, con tezontle como sustrato
con particula < 0.5 cm y a 4 cm de profundidad. Las semillas se escarificaron con

un corte en la testa, en el lado opuesto al micrépilo con un bisturi. Quince semillas
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se sembraron en una charola, con cinco repeticiones por variante. Las charolas se
mantuvieron humedas mediante riego con agua dos o tres veces por semana,
desde la siembra hasta que las hojas primarias estuvieron completamente
desplegadas (etapa V2) (CIAT, 1982). Cada 12 horas se cuantificd el numero de
plantulas que emergian, esto es cuando los cotiledones se observaban al nivel de

suelo (Fernandez et al., 1986).

3.4.3 Disefio experimental y andlisis de resultados

El estudio se desarrolld6 con un disefio experimental completamente al azar, con
cinco repeticiones. Los tratamientos fueron los genotipos de Phaseolus vulgaris:
tres silvestres Chihuahua, Durango Tipico y S13 con habito de crecimiento
indeterminado (tipo Ill); dos domesticados, Bayo Mecentral con habito de
crecimiento determinado (tipo I, CIAT, 1982) y Negro Tacana con habito de
crecimiento determinado, y cinco muestras, identificadas como 3.3, 11.1, 51b, 53b
y 118b derivadas de la cruza del cultivar Negro Tacana vy el silvestre S13. Los

resultados fueron analizados con ANDEVA y comparacién multiple de medias.

3.5 Resultados y Discusion

3.5.1. Biomasa de las semillas

La biomasa promedio de las semillas fue significativamente (p<0.05) diferente
entre los tres grupos, las silvestres tuvieron los valores menores, en promedio
entre 49.9 y 76.1 mg cada una. De ellas las de S13 fueron las mas livianas y las
de Chihuahua y Durango Tipico fueron en promedio 52 % mas pesadas. Las
muestras de frijol silvestre tuvieron cierta heterogeneidad en la biomasa seminal,
pues su C.V. varié entre 14.93 % en S13 y 16.82 % en Durango Tipico hasta
27.27 % en Chihuahua (Figura 3.2 A).
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Las diferencias en la biomasa de las semillas silvestres dentro de cada muestra se
confirmaron con las curvas de distribucion de la frecuencia de biomasa (Figura
3.3). La distribucidn difirid entre tres variantes silvestres. La de las semillas en la
muestra Chihuahua fue asimétrica y mostré dos maximos, uno alrededor de 55 mg
y otro de 90 mg. La biomasa de las semillas Chihuahua mostraron la distribucién
mas amplia entre las silvestres, desde 30 hasta 120 mg, es decir las semillas con
biomasa menor de la muestra fueron cuatro veces mas livianas que las mas

pesadas (Figura 3.3 A).

La distribucion de la frecuencia de biomasa de las semillas en la muestra Durango
Tipico fue cercanamente simétrica, con cierto sesgo hacia semillas con biomasa
menor a la media, y mostré moda en torno a los 70 mg. La distribucion de la
frecuencia de biomasa seminal mostrd que las semillas de esta muestra silvestre
se localizaban entre 45 y 100 mg, es decir las semillas con biomasa menor fueron

dos veces mas livianas que las mas pesadas (Figura 3.3 B).

La distribucién de la frecuencia de biomasa de las semillas de la muestra S13 fue
simétrica, mostr6 moda entorno a los 50 mg. La distribucion de biomasa de las
semillas de esta muestra se localizé entre 35y 70 mg, pero 73 % de la biomasa de
las semillas en la muestra se concentré alrededor de los 50 y 60 mg (Figura 3.3
C).

Entre las caracteristicas distintivas de las poblaciones silvestres de frijol, como de
otras especies, esta la heterogeneidad de sus caracteres morfologicos, fisioldgicos
y agronomicos y contrasta con la homogeneidad de los tipos domesticados
(Harlan, 1992). En oposicion a lo que podria esperarse, de acuerdo con el C.V., la
heterogeneidad de la biomasa de las semillas de los cultivares fue similar a la de
las muestras silvestres, con excepcion de Chihuahua, que fue cerca del doble que
las otras.
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Figura 3.2. Biomasa de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) (A) silvestre,

(B) domesticado y (C) progenie del domesticado Negro Tacana y silvestre

S13. Variantes 1: Chihuahua, 2: Durango Tipico, 3: S13, 4: Bayo Mecentral,

5: Negro Tacana, 6: 3.3, 7: 11.1, 8: 51b, 9: 53b y 10: 118b.
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Figura 3.3 Frecuencia de biomasa de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

silvestre. (A) Chihuahua, (B) Durango Tipico y (C) S13.
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Ya que las semillas silvestres se multiplicaron varias veces, en condiciones de
campo de cultivo, antes de utilizarlas en el estudio, existe la posibilidad que uno de
los efectos del cultivo sea la tendencia a homogeneizar su biomasa después de
varios ciclos de cultivo. Efectos sobresalientes en la morfologia y biomasa de las
semillas silvestres debidos al cultivo ya se han documentado (Berrocal-lbarra et
al., 2002; Pefia-Valdivia et al., 1998). Ese fue el caso de algunas plantas de una
poblacidon silvestre de Durango que duplicaron su biomasa seminal de una

generacion a otra (Pefia-Valdivia et al., 2013).

Como se esperaba las semillas de los cultivares fueron las mas pesadas entre
todas las muestras; ademas la biomasa de los cultivares fue diferente (p<0.001)
entre si; en promedio las semillas de Bayo Mecentral (311.6 mg; C.V. = 15.21 %)
fueron 26 % mas pesadas que las de Negro Tacana (247.6 mg; C.V. =17.98 %) y
de acuerdo con el C.V. la homogeneidad fue relativamente similar en esas
muestras. Esto ultimo lo evidenciaron las curvas de distribucion de frecuencia de
la biomasa seminal, que fue simétrica alrededor de la media y la moda se situ6
alrededor de los 250 y 325 mg, lo que representé 47 % de las semillas de la

muestra de Negro Tacana y 29 % de Bayo Mecentral (Figura 3.2 B).

La biomasa varias veces menor de las semillas silvestres de frijol respecto a las
domesticadas la han documentado varios autores (Celis-Velazquez et al., 2010;
Lépiz et al., 2010; Pena-Valdivia et al., 1998). Pero las curvas de distribucion de
frecuencia de biomasa seminal mostraron traslapo entre las semillas silvestres,
Chihuahua y Durango Tipico, con las domesticadas. Esto es, la biomasa de las
semillas mas pesadas (entre 150 y poco mas de 250 mg) de esas muestras
silvestres fue similar a la de las mas ligeras de ambos cultivares (Figura 3.3 A-B 'y
3.4 A-B).

En relaciéon con lo anterior, Miranda (1979) menciond que es dificil separar el
tamafno de las vainas la biomasa de las semillas de los tipos silvestre y

domesticado del frijol, pues la amplitud de la variacion se traslapa con la de
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algunos tipos domesticados. Estos aspectos fueron confirmados por Pena-

Valdivia et al. (1998).

En la biomasa seminal de la progenie se detectaron diferencias significativas
(p<0.05), los valores promedio fluctuaron entre 106.3 y 138.9 mg por semilla; las
de la muestra 53b tuvieron entre 20 y 23 % menos biomasa que 3.3, 11.1 y 51.b

(Figura 3.2 C).
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Figura 3.4 Frecuencia de biomasa de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

domesticado. (A) Bayo Mecentral y (B) Negro Tacana.

De acuerdo con el C.V. la heterogeneidad de esta caracteristica en las semillas

fue baja en la progenie 51b (12.77 %) y 53b (13.94 %) y fue mayor en 3.3 (19.94
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%), 11.1 (21.09 %) y 118b (19.15 %). Las muestras de las selecciones 51b y 53b
fueron las mas homogéneas entre las 10 evaluadas; y sobresalié que fueran entre
1y 5 % mas homogéneas que sus progenitores. Estos resultados indican que las
semillas de la progenie de frijol domesticado y silvestre pueden presentar como

caracteristica excepcional la homogeneidad alta en su biomasa.

Esta caracteristica de las semillas es un caracter de calidad, pues esta
relacionada con los atributos agrondmicos, pues en dependencia de otros factores

extrinsecos, contribuye a la emergencia uniforme (ISTA, 2005).

La distribucién de la frecuencia de biomasa de las semillas en la progenie mostro
algunas diferencias entre las muestras evaluadas (Figura 3.5). Las selecciones
3.3, 51b y 118b mostraron distribucion de la frecuencia de biomasa seminal
simétrica, con moda entorno a los 13, 12 y 11 mg, respectivamente. La
distribucién de la frecuencia de biomasa de las semillas de la muestra 3.3 mostro
el intervalo mas amplio (35 y 70 mg) de las tres muestras y 33 % de la biomasa de
las semillas en ella se concentré alrededor de 13 y 14 mg (Figura 3.5 A)y 60 % y
50 % de las semillas de 51b y 118b tuvieron entre 110 y 120 mg (Figura 3.5 C y
E).

Entre los cambios reconocidos como resultado de la domesticacion esta el
incremento de la biomasa o tamafio de los 6rganos de la planta particularmente de
las semillas. Pero, se ha demostrado que el incremento de su biomasa, como
parte del sindrome de domesticacion, no representa el incremento proporcional de

cada una de sus estructuras (Pefia-Valdivia et al., 1998).

3.5.2. Proporcion de cotiledones, eje embrionario y testa en las semillas

La proporcién de los cotiledones, el eje embrionario y la testa en las semillas
mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre las variantes silvestres,

domesticadas y progenie y entre los entre estos grupos (Figura 3.6).
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Figura 3.5 Frecuencia de biomasa de las semillas de la progenie de frijol

(Phaseolus vulgaris L.) domesticado (Negro Tacand) y silvestre (S13). (A)

3.3, (B) 11.1, (C) 51b, (D) 53b y (E) 118b.
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Entre las variantes silvestres se observd un gradiente del contenido de estructuras
seminales; en él, S13 presentd la proporcion menor (p<0.05) de cotiledones (74.21
%) en la semilla, pero la proporcion de testa y eje embrionario fue mayor que en
Chihuahua (Figura 3.6).

La proporcién de cotiledones y de testa no mostro diferencia (p>0.05) entre ambos
cultivares, pero la de eje embrionario fue mayor (p<0.05) en Bayo Mecentral; la
diferencia represent6 13.6 % mas de esta estructura en la semillas de este cultivar
respecto a Negro Tacana (Figura 3.6). La proporcion de cotiledones en las
semillas de los cultivares fue significativamente mayor que en las silvestre, la
diferencia representd 224 % mas de esas estructuras en las semillas

domesticadas.

La proporcion de cotiledones en las semillas de las selecciones de la progenie no
mostro diferencias significativas (p>0.05) entre ellas y en promedio representd
86.15 % de la biomasa total de la semilla. Esta proporcion difirié significativamente
de la proporcion en ambos progenitores, respecto al domesticado fue 3.7 % menor
y respecto al silvestre fue 16 % mayor. Estos resultados indican que las
selecciones de la progenie del cultivar Negro Tacana y S13 incluidas en el estudio
tendieron a igualar la proporciéon de cotiledones en las semillas del progenitor

domesticado.

La proporcion adecuada de cotiledon puede favorecer la germinacion y
emergencia de la plantula por la cantidad de reservas que representa; pero, se ha
sefialado que el eje embrionario podria ser la estructura seminal importancia
mayor porque durante la germinacion, emergencia y establecimiento de la planta
como organismo autoétrofo dependen de su actividad metabdlica (Pena Valdivia et
al., 1995).

La proporcion de testa mostré diferencias significativas (p<0.05) entre y dentro de

los grupos de variantes. Entre las semillas silvestres S13 presenté la proporcion
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mayor de esta estructura y representd poco mas de 30 % que en las semillas de

Chihuahua y Durango Tipico (Figura 3.6).

La proporcion de testa en los frijoles domesticados represent6 en promedio 7.79 %
del total de la semilla. Esta proporcion fue significativamente (p<0.05) menor a la
correspondiente al grupo silvestre, pues en promedio representé la mitad. La
diferencia entre el S13 y el cv. Negro Tacana fue mayor, pues la proporcion de
testa en las semillas del silvestre fue cerca de tres veces la del domesticado
(Figura 3.6). Estos resultados son similares a los documentados por PeRa-
Valdivia et al. (1999) en muestras de frijol domesticado y silvestre, con 9 % y 14

%, en cada caso.

La proporcion de testa en las selecciones de la progenie formd dos grupos con
base en su similitud, 3.3 y 51b constituyeron un grupo con contenido promedio de
11.07 % de testa en las semillas y fue diferente (p<0.05) al grupo formado por 53b
y 118b, con promedio de 12.53 % (Figura 3.6).

La proporcidn de testa en las semillas de la progenie representé disminucion de 43
y 35.3 % respecto al progenitor silvestre S13 e incrementos entre 45.2 y 64.3 %
respecto al progenitor domesticado, Negro Tacana. Estos resultados indican que
la progenie del frijol silvestre y domesticado tendié a mantener una proporcion de

testa equivalente al promedio de los progenitores.

De acuerdo con Pefa-Valdivia et al. (2002) la proporcidon mayor de testa en los
frijoles silvestres parece estar relacionada con la regulacion de la entrada de agua
a la semilla durante la imbibicién y la proteccién de sus estructuras internas, como
resultado de la adaptacion al ambiente natural donde permanecen estas semillas,
por meses o0 afos, desde su liberacion de la planta que las origina hasta el
momento que germinan. Por lo anterior, la disminucién de la proporcion de testa
en las semillas de la progenie, respecto al progenitor silvestre es un caracter

agronomico deseable.
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La proporcidon de eje embrionario en las semillas mostré diferencias significativas
(p<0.05) entre y dentro de los grupos de variantes. Las variantes silvestres
formaron dos grupos segun su proporcidon de eje embrionario seminal. La
originaria de Chihuahua y Durango Tipico formaron un grupo con (1.53 %) cerca
de 30 % menos proporcion de testa que las semillas de S13 (Figura 3.6). Estos
resultados muestran que la proporcion significativamente menor de cotiledones en

las semillas S13 es complementada por testa y por eje embrionario.

La proporcion de eje embrionario no difirié entre los cultivares (1.33 %), vy
contrastd con las proporciones mayores de esta estructura en las semillas
silvestres; las diferencias representaron entre 12.2 y 38.2 % menos eje
embrionario en aquellos respecto a los silvestres. Resultados similares fueron
documentados por Pefia-Valdivia et al. (1998) con muestras silvestres originarias
de Durango y el cultivar Bayo Mecentral multiplicados en el mismo campo y ciclo
de cultivo; estos autores indicaron que las semillas silvestres tuvieron 2.18 % de

testa y las del cultivar unicamente 1.6 %.

El analisis estadistico indicé que la proporcion de eje embrionario no fue
significativamente diferente (p>0.05) entre las semillas de las cuatro selecciones
de la progenie analizadas (2.12 % en promedio). La proporcion de eje embrionario
en las semillas de la progenie incrementd significativamente (p<0.05) respecto a la
del progenitor domesticado, el incremento en términos relativos representé 69 %;
en contraste, esa proporcién disminuyé significativamente (p<0.05) respecto al
progenitor silvestre, aunque en promedio en términos relativos representoé solo 6.1
%.

Los resultados indican que las semillas de la progenie de frijol domesticado y
silvestre incluida en este estudio tendié a mantener la proporcion relativa de eje

embrionario en las semillas como la que presentan las silvestres.
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Figura 3.6. Proporcion relativa (%) de cotiledones, eje embrionario y testa en las
semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) silvestre, domesticado y progenie

del domesticado Negro Tacana y silvestre S13.
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3.5.3. Dimensiones de las semillas

3.5.3.1. Anchura

La anchura de las semillas silvestres varié entre 4.02 mm, en S13, y 4.66 mm, en
Durango Tipico, y mostrd diferencias significativas (p<0.05) entre las variantes
(Figura 3.7 A). Aunque, en promedio las semillas de Bayo Mecentral fueron sélo 2
% mas anchas que las de Negro Tacana, la diferencia fue estadisticamente
significativa y en promedio fueron 29.2 % mas anchas que las variantes silvestres
(Figura 3.7 B); pero la diferencia entre las de Negro Tacana y S13 fue menor, ya
que aquellas fueron mas anchas que las silvestres.

En general la anchura de las semillas fue un caracter poco variable dentro y entre
las variantes silvestres y domesticadas, ya que en el primer grupo el C.V. vari6
entre 6.47 % (en S13) y 9.38 % (en Durango Tipico) y en los domesticados fue
menor de 8 % (7.67 % en Bayo Mecentral y 5.63 % en Negro Tacana) (Figura 3.7).

La anchura de las semillas en las selecciones de la progenie fluctu6é entre 5.29
mm (en 53b) y 5.96 mm (en 11.1); aunque existieron diferencias significativas
(p=<0.05) entre alguna de ellas en otras no, fue el caso de la selecciéon 118b que no
fue diferente (p>0.05) a 11.1 y 51b (Figura 3.7 C). El C.V. confirmé que la anchura
seminal dentro de la progenie, con excepcion de la seleccién 11.1 (C.V. 10 %) fue

menora 7.72 %.

La anchura de las semillas S13 fue 7.14 % menor que del domesticado Negro
Tacana; y en promedio la anchura seminal de la progenie fue 10.5 % mayor que
del progenitor silvestre y 20.8 % menor que del progenitor domesticado (Figura
3.7).

Esta informacion demostr6 que la anchura es una caracteristica seminal

sobresaliente de la progenie, pues es un caracter estable.
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3.5.3.2. Grosor

Diferencias significativas en el grosor seminal se detectaron dentro de los grupos
de variantes y entre ellos; de las muestras silvestres S13 fueron las semillas mas
homogéneas en grosor, con C.V. de 7.37 %, y Durango Tipico fue la menos
homogénea, con C.V. de 13.07 % (Figura 3.8 A).

El grosor de las semillas silvestres tuvo en promedio (2.6 mm) cerca de la mitad
de las domesticadas (4.9 mm); las proporciones cambiaron en la progenie, pues
su promedio fue 43 % mayor que el progenitor silvestre S13 y 24.2 % menor que

del progenitor domesticado, Negro Tacana (Figura 3.8).

3.5.3.3. Longitud

Diferencias significativas se detectaron en la longitud de las semillas dentro y entre
los grupos de las silvestres, domesticadas y progenie (Figura 3.9). En las
silvestres esta caracteristica varié entre 6.48 mm (C.V. 9.35 %), en S13, y 7.06
mm (C.V. 7.98 %), en las semillas de Durango Tipico. La longitud de las semillas
de los frijoles domesticados mostré diferencias significativas (p<0.001) entre ellos,
las del cv. Negro Tacana fueron 10 % mas largas (C.V. 7.43 %) que las del cv.
Bayo Mecentral (C.V. 8.36 %).

La longitud de las semillas de la progenie también mostré diferencias significativas
entre las selecciones incluidas en el estudio. De ellas las de 53b fueron las mas
cortas (7.67 mm; C.V. 10.42 %), las otras cuatro selecciones tuvieron en promedio
8.67 mm de longitud (C.V. entre 7.63 y 9.95 %). Las primeras fueron 15.5 % mas
largas que el progenitor silvestre y 25 % mas cortas que el progenitor
domesticado; en contraste el grupo con longitud similar, formado por las
selecciones 3.3, 11.1, 51b, y 118b, mostr6é 37.2 % y 15 % longitud mayor y menor
que los progenitores silvestre y domesticado, respectivamente (Figura 3.9).
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Figura 3.7 Anchura de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) (A) silvestre,
(B) domesticado y (C) progenie de la cruza de domesticado Negro Tacana y
silvestre S13. Variantes 1: Chihuahua, 2: Durango Tipico, 3: S13, 4: Bayo
Mecentral, 5: Negro Tacana, 6: 3.3, 7: 11.1, 8: 51b, 9: 53b y 10: 118b.
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Estos resultados indican que la progenie tendié a igualar la longitud del progenitor

domesticado

3.5.4. Germinacién y emergencia

El porcentaje de germinacion en condiciones de laboratorio no mostré diferencias
significativas (p>0.05) entre las variantes silvestres, domesticadas o selecciones
de la progenie, con excepcion de 51 b (Figura 3.10). La germinacién promedio de
las semillas silvestres (92 %), los cultivares (99 %) y la progenie (93 %) es un
caracter importante para calificar la calidad de la progenie respecto a los
progenitores pues fue cercana a 100 % en todos los casos. Por lo que ésta
caracteristica fue independiente de la biomasa y dimensiones de las semillas
(Figura 3.2, 3.7, 3.8, 3.9y 3.10).

Las diferencias entre y dentro de las variantes de los grupos se detectaron en el
tiempo para alcanzar la germinacion maxima. Entre las variantes silvestres los
tiempos fluctuaron entre 84 h en Durango Tipico y 252 h en Chihuahua (Figura
3.10 A) y entre los cultivares los valores fueron 72 h en Negro Tacana y en Bayo
Mecentral fue el triple. Entre las selecciones de la progenie el tiempo para la
germinacién maxima también varié ampliamente, desde 48 h en 53b hasta 648 h
en 11.1. El tiempo para la germinacion maxima y las diferencias entre las variantes
no mostraron alguna relacion directa entre las caracteristicas fisicas de las

semillas.

Debe sefialarse que la seleccidn 51b no se considerd en este andlisis porque las
168 h que permanecieron las semillas en condiciones de germinacion fue
insuficiente y no se mantuvieron el tiempo necesario para evaluar la germinacién

total.
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Figura 3.8. Grosor de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) (A) silvestre, (B)
domesticado y (C) progenie de la cruza de domesticado Negro Tacana y
silvestre S13. Variantes 1: Chihuahua, 2: Durango Tipico, 3: S13, 4: Bayo
Mecentral, 5: Negro Tacana, 6: 3.3, 7: 11.1, 8: 51b, 9: 53b y 10: 118b.
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Figura 3.9. Longitud de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) (A) silvestre,
(B) domesticado y (C) progenie de la cruza de domesticado Negro Tacanay
silvestre S13. Variantes 1: Chihuahua, 2: Durango Tipico, 3: S13, 4: Bayo
Mecentral, 5: Negro Tacana, 6: 3.3, 7: 11.1, 8: 51b, 9: 53b y 10: 118b.
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El porcentaje de emergencia en condiciones de invernadero como en las que se
realizo el estudio no mostro diferencias significativas (p>0.05) entre las variantes
silvestres, domesticadas o selecciones de la progenie (Figura 3.11). La
emergencia promedié de las semillas silvestres (95 %), los cultivares (100 %) y la
progenie (97 %) es un caracter importante para calificar la calidad de las semillas y
especificamente en el caso de la progenie debe sefialarse que no hubo diferencia
con los progenitores. Por lo que ésta caracteristica, como el caso de la
germinacioén fue independiente de la biomasa y dimensiones de las semillas
(Figura 3.2, 3.7, 3.8 y 3.11).

Las diferencias entre y dentro de las variantes de los grupos se detectaron en el
tiempo para alcanzar la emergencia maxima, aunque como se sefialéo en la
seccion de materiales y métodos las semillas de todas las variantes se
escarificaron mecanicamente para esta evaluacion. Entre las variantes silvestres
los tiempos fluctuaron entre 15 dias en S13 y 23 y 24 dias en Chihuahua y
Durango Tipico (Figura 3.11 A). En los cultivares el tiempo para la emergencia
maxima de las plantulas de Negro Tacana fue (14 dias) cerca de la mitad que en
Bayo Mecentral (25 dias). Entre las selecciones de la progenie el tiempo para la
emergencia maxima también varié ampliamente, desde 14 dias en 53b hasta 24
diasen 3.3y 11.1.

Como en el caso de la germinacién, el tiempo para la emergencia maxima no

mostré alguna relacion directa con las caracteristicas fisicas de las semillas en

ninguna de las variantes.
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Figura 3.10. Germinaciéon acumulada (25 = 3 °C y obscuridad) de las semillas de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) (A) silvestre, (B) domesticado y (C) progenie de
la cruza de domesticado Negro Tacana y silvestre S13. Variantes:
Chihuahua (' ), Durango Tipico (@), S13 (@), Bayo Mecentral (W), Negro
Tacana (), 3.3 (A), 11.1 (A), 51b (A), 53b (A) y 118b (A).
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Ademas, en las variantes silvestres y en la progenie el tiempo para la emergencia
maxima tampoco mostré una relacion directa con el tiempo para la germinacion
maxima; ya que las variantes que germinaron en menos tiempo no fueron los que
emergieron antes o viceversa (Figura 3.10 y 3.11). Las excepciones fueron los
cultivares, ya que Bayo Mecentral tardd 70 % mas tiempo que Negro Tacana para
la germinacion maxima y 79 % mas para la emergencia maxima. En las
condiciones de este estudio la emergencia total del cultivar Negro Tacana fue 14
dias y para el silvestre S13 fue 15 dias, y tres de las cinco selecciones de su
progenie, evaluadas en este estudio, utilizaron tiempos similares para la

emergencia total.

Este aspecto es sobresaliente, ya que con el mejoramiento se esperan
modificaciones de los caracteres agrondmicos de las semillas, como Ila
emergencia maxima y sincronica; esto disminuye las pérdidas de semilla y propicia

el desarrollo homogéneo del cultivo (Celis-Velazquez et al., 2010).

3.6 CONCLUSION

Las caracteristicas fisicas, como la biomasa, anchura, grosor y longitud de las
semillas de frijol silvestres, domesticadas y su progenie son tipicas de cada uno de
estos grupos; pero las caracteristicas fisiolégicas, como la germinacién y la
capacidad de emergencia en condiciones de laboratorio e invernadero son
similares entre los grupos. Pocas caracteristicas de la progenie, como la
proporcion de cotiledones y de eje embrionario en las semillas, son caracteristicas

sobresalientes respecto a los cultivares.

74



(B)

Emergencia (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dia)

Figura 3.11. Emergencia acumulada (25 + 3 °C y obscuridad) de las semillas de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) (A) silvestre, (B) domesticado y (C) progenie de
la cruza de domesticado Negro Tacana y silvestre S13. Variantes:
Chihuahua (), Durango Tipico (@), S13 (®), Bayo Mecentral (®), Negro
Tacana (), 3.3 (A), 11.1 (A), 51b (A), 53b (A) y 118b (A).
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CAPITULO IV. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA PERMEABILIDAD DE
LAS MEMBRANAS CELULARES DE HOJAS DE FRIJOL (Phaseolus vulgaris

L.) SILVESTRE, DOMESTICADO Y SU PROGENIE

4.1 RESUMEN

Factores ambientales diversos afectan el cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.).
La temperatura es uno de los mas importantes pues afecta el establecimiento, el
desarrollo y la productividad del cultivo. El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de la temperatura, entre 5 y 40 °C, en la permeabilidad de las membranas
celulares de la primera hoja trifoliolada de plantas de frijol silvestre, domesticado y
su progenie. La hipotesis es que un gradiente de tolerancia a las temperaturas
extremas existe entre los frijoles silvestres, domesticados y su progenie. Variantes
silvestres (Chihuahua, Durango Tipico y S13), domesticadas (cv. Bayo Mecentral y
Negro Tacana) y selecciones de la progenie Negro Tacanay S13 (3.3, 11.1, 51by
118b) se cultivaron en invernadero. Los foliolos del primer trifolio desarrollado
completamente se mantuvieron por 3 h a 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, o 40 °C
(luminadas con luz blanca; 18.5 umol m? s de radiacién fotosintéticamente
activa). Cuatro circulos (0.636 cm?) de cada foliolo se colocaron en agua
desionizada. La conductividad eléctrica de medio acuoso (tejido vivo) se cuantificd
por 3 h. El mismo procedimiento se realizé con el tejido muerto, después de
mantenerlo en N liquido por una noche. Con esa informacién se calcul6 el indice
de dafio en las membranas. El estudio se desarrollé con un disefio completamente
al azar con seis repeticiones, y una planta como repeticion. La conductividad
eléctrica originada por el tejido vivo, independientemente de la temperatura,
fluctud entre 10y 20, 8 y 20, y 0.2 y 15 uS cm™ 100 mg™' de tejido en las variantes
silvestres, domesticadas y en la progenie. Con el tejido muerto la conductividad
eléctrica incrementd sin una tendencia identificable, entre el doble (en Negro
Tacana a 10 °C) y cerca de siete veces (en Durango Tipico a 25 °C, 51b a 25y 35
°C) respecto al tejido vivo. El indice de dafo de Chihuahua (10 %) indicé que sus
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membranas celulares foliares son poco estables en frio, Durango Tipico (8.3 % a 5
y a 40° C) es sensible a las temperaturas extremas (frio y calor), Bayo Mecentral
es menos sensible a las temperaturas calidas que a las frias (13 % a 10 y 15 °C),
Negro Tacana es sensible a las temperaturas extremas (10% a 5 y 40 °C), las
cuatro selecciones de la progenie mostraron indices de dafo entre 0 y 8 %,
estabilidad alta a todas las temperaturas, y la seleccion 11.1 destacé por su
tolerancia mayor al frio y al calor. Entre las variantes silvestres hay algunas menos
afectadas por el calor, el frio o ambos respecto a las domesticadas y, a la vez, la
progenie de frijol domesticado y silvestre es significativamente mas tolerante a

ambas condiciones que los progenitores.

Palabras clave: Liberacion de electrolitos, membranas, plasmalema,

permeabilidad.
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4.2 ABSTRACT

Different environmental factors can affect the cultivation of common bean
(Phaseolus vulgaris L.). Temperature is one of the most important because it
affects the establishment, development and the productivity of the crop. The
objective of this study was to evaluate the effect of temperature, between 5 and 40
° C, in membrane cell permeability of the first trifoliate leaf of wild and
domesticated bean plants and their progeny. The hypothesis was that a gradient of
tolerance to extreme temperatures exist between wild, domesticated beans and
their progeny. Wild (Chihuahua, Durango Typical and S13) and domesticated (cv.
Bayo Mecentral and Negro Tacana) variants, and selections from the progeny
Negro Tacana and S13 (3.3, 11.1, 51b and 118b) were grown in a greenhouse.
The leaflets of the first three-foliolate fully developed leave were maintained for 3 h
at 5 10, 15, 20, 25, 30, 35, or 40 ° C (lightened with white light; 18.5
photosynthetically active radiation mol m? s™). Four circles (0.636 cm?) of each
leaflet were placed in deionized water. The electrical conductivity of aqueous
medium (living tissue) was quantified by 3 h. The same procedure was done with
dead tissue, after holding it in liquid N for one night. That information was used to
calculate the membrane damage index. The study was developed with a
completely randomized design with six replications, and a plant as repetition.
Electrical conductivity produced by living tissue, regardless of temperature, ranged
between 10 and 20, 8 and 20, and 0.2 to 15 pS cm™ 100 mg™" of tissue in the wild
and domesticated variants and their progeny. With dead tissue the electrical
conductivity increased without an identifiable trend, between double (in Negro
Tacana to 10 ° C) and about seven times (in Durango Tipico at 25 ° C, 51b at 25
and 35 ° C) with respect to the living tissue. The damage index of Chihuahua
(10%) indicated that their leaf cell membranes are low stable to cold, Durango
Tipico (8.3% to 5 and 40 °C) is sensitive to extreme temperatures (hot and cold),
Bayo Mecentral is less warm temperatures sensitive than cold (13% at 10 and 15
°C), Negro Tacana is sensitive to extreme temperatures (10 % at 5 and 40 °C), and

four selections from the progeny showed rates of damage between 0 and 8 %, high
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stability at all temperatures, and 11.1 selection highlighted by its higher heat and
cold tolerance. Wild variants include some less affected by heat, cold or both with
respect to the domesticated and, at the same time, the progeny of domesticated
and wild beans is significantly more cold and heat tolerant as its parents.

Keywords: Electrolyte leakage, membranes, plasmalema, permeability.
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4.3 INTRODUCCION

Factores ambientales diversos afectan el cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.).
La temperatura es uno de los mas importantes ya que afecta el establecimiento y
el desarrollo del cultivo (Machado et al., 2006) y la productividad; Sanghera et al.
(2011) sefiald que este factor abidtico desencadena una serie de cambios

morfoldgicos, fisiologicos, bioquimicos y moleculares en las plantas.

Los efectos en las plantas provocadas por el calor y frio son parcialmente
similares (Kramer, 1995). Las lesiones causadas por temperaturas bajas
(enfriamiento y congelacion) pueden ocurrir en todas las plantas, pero de acuerdo

a Snyder y Melo-Abreu (2005) los mecanismos y tipos de dafio varian.

Al respecto, se ha senalado que el efecto de las temperaturas que generan estrés
en las plantas depende de la duracién de la exposicion, la sensibilidad de las
especies, la etapa de desarrollo en la que se encuentre la planta (Ayala et al.,
2006; Lukatkin et al. 2012), de las condiciones de la planta debidas al clima
durante su crecimiento o cultivo y de su adaptacion al frio (Snyder y Melo-Abreu,
2005).

De acuerdo con Donoso et al. (2015), en la etapa vegetativa las temperaturas
bajas afectan el vigor de las plantulas, el que se traduce en el crecimiento no
uniforme en altura de la planta; ademas, pueden ocurrir lesiones irreversibles en
las hojas (como necrosis y clorosis). De acuerdo a Lukatkin et al. (2012), la
exposicion prolongada al frio provoca disminucion de la actividad oxidativa de las
mitocondrias, reduce la tasa de fotosintesis (Pefa-Valdivia et al., 1994),

desequilibra el metabolismo y conduce a la acumulacion de sustancias téxicas.

Premachandra y Shimada (1987) senalaron que el mejoramiento genético para la

resistencia en las plantas, depende de la identificacion de los mecanismos de
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resistencia y del desarrollo de métodos adecuados para medirla. Evidencias
experimentales han demostrado que el estrés abidtico puede danar la membrana
plasmatica o plasmalema y cuando esto sucede el contenido celular se expulsa al
exterior (Chakherman et al., 2009). Por lo anterior, Morales et al. (2015) sefalaron
que la integridad y estabilidad del plasmalema en condiciones de estrés puede
considerarse un indicador de resistencia (Blum y Ebercon, 1981); y agregaron que
la pérdida de electrolitos para determinar genotipos tolerantes al estrés abidtico se

ha demostrado en cultivos de soya, arroz, maiz, trigo y chile.

Al respecto Binotti et al. (2008) aseguraron que la liberaciéon de electrolitos,
medida mediante los valores de conductividad eléctrica del medio en el que se
encuentren los tejidos, se incrementa al mismo tiempo que aumenta el grado de

dano en las membranas.

Furt et al. (2011) indicaron que el plasmalema en las plantas es la membrana mas
diversa en composicion. Ademas, la composicion y proporcion de proteina vy
lipidos varia con el tipo de célula, etapa de desarrollo y ambiente en el que esté
creciendo la planta. Las propiedades fisicoquimicas de los lipidos y las proteinas
que forman las membranas permiten que las membranas funcionen como una
barrera semipermeable y selectiva a macromoléculas de solutos (Becker et al.
2007); por lo que, la alteracion en composicidbn u organizacion de esas
macromoléculas en las membranas alterara la permeabilidad y selectividad.
Cuando los tejido foliares se exponen al frio, las membranas celulares sufren
cambios en sus lipidos por modificacién en la composicién de acidos grasos que
los forman, eso permite mantener la funciéon del cloroplasto y otras regiones

subcelulares a temperatura baja (Campos et al. 2003).

En el caso de la presencia de temperaturas que conducen a la congelacién de los
tejidos se produce deshidratacidon celular, esta ultima es la causa de dafio mayor
en la planta. Pearce (2001) indicé que en condiciones naturales hay otros factores
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que incrementan el dafno en estos tejidos, como el viento o la radiacion solar, las
enfermedades por la exposicién de las lesiones, o la formacién de cristales de
hielo, que causa estrés hipdxico.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la temperatura, entre 5y 40 °
C, en la permeabilidad de las membranas celulares de la primera hoja trifoliolada
de plantas de frijol silvestre, domesticado y su progenie. La hipétesis fue que un
gradiente de tolerancia a las temperaturas extremas existe entre los frijoles

silvestres, domesticados y su progenie.

4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Material vegetal

El estudio se realiz6 en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Municipio de Texcoco, Estado de México (19°31’'N, 98°53’0; 2353 msnm) en un

invernadero de polietileno.

Las variantes de P. vulgaris L. evaluadas fueron: (a) tres silvestres: Chihuahua,
Durango Tipico y S13 (Toro et al., 1990), (b) dos domesticadas: Bayo Mecentral y
Negro Tacana y (c) cuatro selecciones de la progenie derivada de cultivar Negro
Tacana y el silvestre S13, e identificadas como 3.3, 11.1, 51b y 118b por el Dr.
Jorge Acosta Gallegos del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales

Agricolas y Pecuarias.

4.4.2 Cultivo de las plantas

Las semillas se sembraron en tres grupos durante el ciclo otofio-invierno del 2014.
Las semillas se sembraron en charolas de material plastico (49 x 36 x 18 cm), con
tezontle (tamafo de particula < 0.5 cm) como sustrato y a 4 cm de profundidad.
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Las semillas se escarificaron con un corte en la testa, en el lado opuesto al
micrépilo con un bisturi. Se sembraron quince semillas en una charola, con cinco
repeticiones por variante. Las charolas se mantuvieron humedas mediante riego
con agua dos o tres veces por semana, desde la siembra hasta que las hojas
primarias estuvieron completamente desplegadas (CIAT, 1982). Posteriormente se
regaron con solucion Steiner (presién osmaética de 0.018, 0.036, 0.054 MPa.) por 8
dias, y durante el resto del cultivo se utilizo la solucién a 0.072 MPa. para el riego
(Steiner, 1984).

4.4.3 Evaluacion de la conductividad eléctrica del medio

Después de que el primer trifolio se expuso la longitud y anchura se midié
diariamente para detectar el momento del crecimiento maximo. El primer trifolio
desarrollado completamente se cosechd (entre las 9 y 10 am), se lavaron con
agua destilada y cada foliolo se colocé en un tubo de ensayo de 2.5 cm de
diametro interno. Los tubos se colocaron dentro de una camara con ambiente
controlado (Seedburo; Modelo ATTGPT-B) por 3 h, iluminadas con luz blanca
(radiacion fotosintéticamente activa de 18.5 umol m? sy a temperatura constante
de entre 5y 40 °C.

De los foliolos se obtuvieron con un sacabocados cuatro circulos, cada uno con un
area de 0.636 cm?, se enjuagaron brevemente con agua destilada para eliminar
los residuos de la zona de corte, y se pesaron en una balanza analitica (Scentiech;
SA120) con precision de £ 0.0001 g, se colocaron en 5 mL de agua desionizada.
Los recipientes que contenian el tejido en agua se mantuvieron en un agitador
orbital, con agitacion ligera (120 RPM), a 25 + 2 °C, por 3 h. Cada 30 min se midi6
la conductividad eléctrica en 100 pL del medio acuoso con un conductimetro
(Horiba B-173). A esta condicibn de medicion se le denomindé conductividad

eléctrica del tejido vivo.
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Después de las 3 h el tejido foliar se extrajo del medio acuoso, se envolvieron en
un segmento de papel de aluminio y se introdujo en nitrégeno liquido. El tejido se
transfirié a 5 mL de agua desionizada y se cuantifico la conductividad eléctrica del
medio acuoso en la forma descrita para el tejido vivo. A esta condicion de

medicion se le nombré conductividad eléctrica del tejido muerto.

La conductividad del tejido vivo y muerto se expresé en pS cm™ 100 mg™' de tejido.

4.4.4 Célculo del indice de dafio

La funcionalidad e integridad de las membranas se cuantificd indirectamente
mediante los cambios en la conductividad eléctrica del medio acuoso de acuerdo
con la metodologia descrita por Murray et al. (1989), Sanchez-Urdaneta et al.
(2003) y Binotti et al. (2008). Para esto se calcul6 el indice de dafio (Id) con la
metodologia descrita por Prasil y Zamecnik (1998).

El indice de dafio lo describe la siguiente igualdad:
Id (%) = ((Rt-Ro / (Rf-Ro)) x 100

donde Id: indice de dano, Rt: conductividad eléctrica del medio acuoso con el
tejido vivo mantenido a cualquiera de las temperaturas entre 5y 40 °C, excepto 25
°C, Ro: conductividad eléctrica de la muestra a la temperatura éptima (25 °C) y Rf:

conductividad eléctrica del medio acuoso con el tejido muerto.

4.4.5 Disefio experimental y analisis de resultados

El estudio se desarrollé6 con un disefio experimental completamente al azar con

seis repeticiones, cada una representada por una planta.
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Los resultados fueron analizados con ANDEVA y comparaciéon multiple de medias

de Tukey y graficados con el programa SigmaPlot versién 11.0.

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Conductividad eléctrica de tejido vivo

La cinética de liberacion de electrolitos en el medio acuoso del tejido vivo de todas
las variantes mostraron dos fases de liberacién de electrolitos, una acelerada en
los primeros 30 min y otra lenta las siguientes 2.5 h, hubo dos excepciones de
este comportamiento, ellas fueron las selecciones 3.3 y 11.1. En ambas
selecciones la liberacion inicial de electrolitos los primeros 30 min, fue tipo lag
(periodo de adaptacion sin cambio en el crecimiento), no fue significativa y en
promedio se mantuvo cercana a cero; el incremento acelerado de la conductividad
en ambas selecciones se observd entre los 30 y 60 min (Figura 4.3). En la
segunda fase la conductividad eléctrica del medio continué incrementando

lentamente en la mayoria de los tratamientos.

En la primera fase, la conductividad eléctrica generada por las variantes silvestres
Chihuahua y Durango Tipico mostré pocas diferencias, entre 8.0 y 13.8 uS cm™
100 mg™", por lo que no se observé alguna relacién directa con la temperatura de
exposicion del tejido foliar. En contraste, en esa fase inicial S13 si generdé un
gradiente de conductividad, entre 8.6 a 20 uS cm™ 100 mg™', dependiente de la
temperatura. La conductividad menor se obtuvo con el tejido expuesto a 5y 40 °C
(alrededor de 10 uS cm™ 100 mg™") y las mayores (entre 15y 19 uS cm™ 100 mg™)

correspondieron a los tejidos expuestos a 15, 30 y 35 °C (Figura 4.1).
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En la segunda fase de liberacién de electrolitos se obtuvo la conductividad
eléctrica maxima de cada tratamiento, pero en algunos de ellos fue similar al valor

de la primera fase (Figura 4.1).

La cinética de liberacién de electrolitos en el tejido foliar de Durango Tipico fue
notablemente similar entre las temperaturas y contrastdé parcialmente con S13,
que si mostro diferencias por efecto de la temperatura. Ademas, la conductividad
maxima generada en cada temperatura mostro diferencias entre las variantes
(Figura 4.1).

Estos resultados indican que el tejido foliar de las variantes silvestres del estudio
reaccionan parcialmente diferente a la temperaturas entre 5 y 40 °C y son
evidencia indirecta de que los electrolitos liberados al medio difieren en cantidad,

tipo 0 ambos.

Los cultivares en la primera fase de la cinética de liberacion de electrolitos
mostraron diferencias significativas. En Bayo Mecentral con 5 y 40 °C la
conductividad eléctrica del medio a los 30 min fue en promedio 7.10 uS cm™ 100
mg™” y con 10 a 35 °C incrementd a casi el triple (20 uS cm™ 100 mg™). En Negro
Tacana la tendencia de liberacion de electrolitos en la primera etapa fue
parcialmente similar a la descrita en Bayo Mecentral, pero la conductividad

producida por los tejidos expuestos a 5 °C fue la menor de todas (Figura 4.2).

En la segunda fase de liberacién de electrolitos se obtuvo la conductividad
eléctrica maxima con los tejidos foliares de los cultivares en cada temperatura. Las
diferencias generadas por las temperaturas se mantuvieron en Negro Tacana,
pero en Bayo Mecentral se incrementaron, respecto a las de la primera fase; ya
que la conductividad producida por los tejidos expuestos a 5 y 40 °C fue cerca de

2.5 veces menor que a 15y 30 °C (Figura 4.2).
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Figura 4.1. Conductividad eléctrica (+ e. e.) del medio acuoso con tejido foliar vivo,
mantenido por 3 horas a las temperaturas indicadas, de frijoles (Phaseolus
vulgaris L.) silvestres (n = 6).
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vulgaris L.) domesticados (n = 6).
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Figura 4.3 Conductividad eléctrica (+ e. e.) del medio acuoso con tejido foliar vivo,
mantenido por 3 horas a las temperaturas indicadas, de la progenie de
frijoles (Phaseolus vulgaris L.) silvestre S13 y el domesticado Negro Tacana
(n=6).
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La conductividad maxima del tejido foliar con las temperaturas diferentes contrasto
entre los cultivares, esto indica que la reaccion a la temperatura fue dependiente

del cultivar.

Las selecciones 3.3 y 11.1 mostraron cinética de liberacion de electrolitos atipica
si se compara con la de las otras siete variantes; ambas presentaron una fase tipo
lag en los primeros 30 min, otra fase de incremento acelerado entre los 30 y 60
min y luego la fase de liberacion lenta que se extendi6 por 120 o 150 min. Aunque
al final de la fase acelerada se observaron diferencias pequefias entre algunos de
los tratamientos en la fase lenta las diferencias se disiparon y las cinéticas
mostraron que las temperaturas tuvieron el mismo efecto dentro y entre esas dos

selecciones (Figura 4.3).

Las selecciones 51b y 118b no presentaron la fase tipo lag en la liberacion de
electrolitos, pero el incremento acelerado de la conductividad y el lento, posterior
al acelerado, no mostraron diferencias entre las temperaturas ni entre las cuatro

selecciones (p>0.05) (Figura 4.3).

La conductividad mayor de los tejidos foliares vivos de Negro Tacana y de S13
con temperatura entre 10 y 35 °C fue de alrededor de 22 pS cm™ 100 mg™ y
ninguna de las selecciones de su progenie alcanz6 esos valores; en promedio las
cuatro selecciones mostraron 33 % menor liberacién de electrolitos que ambos
progenitores (Figura 4.1 a 4.3). Estos resultados indican que la progenie de frijol
silvestre y domesticado puede expresar caracteristicas excepcionales diferentes a

las de los progenitores.

4.5.2 Conductividad eléctrica de tejido muerto

La cinética de liberacion de electrolitos del tejido muerto, independientemente de

la temperatura a la que fueron expuestas las hojas, mostré dos fases, la unica
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excepcion fue la seleccién 3.3 con tres de ellas. Asi, en la mayoria de los casos en
los primeros 30 o 60 min la conductividad eléctrica habia alcanzado el valor
maximo o cercano a él y durante las siguientes 2.5 h, en el medio acuoso
incrementd lentamente o mantuvo su conductividad. Entre los tratamientos que
mantuvieron sin cambio la conductividad eléctrica en la segunda fase estuvieron
los de Negro Tacana a 5, 10, 15y 30 °C y de la progenie 51b a 15 °C, entre otros
(Figura 4.4 a 4.6).

Los tratamientos en los que la fase inicial se alargd a 60 min correspondieron a
temperaturas diferentes en S13, Bayo Mecentral y Negro Tacana (Figura 4.4 y
4.5).

La conductividad eléctrica del tejido muerto de la seleccion 3.3 mostro al inicio una
fase tipo lag, con incremento minimo, que se extendié hasta por 60 min con la
mayoria de las temperaturas (Figura 4.6). En la siguiente fase el incremento en los
siguientes 30 min fue significativo (p<0.05) respecto al inicial y fue incrementando
pero no fue considerable. En la tercera fase la conductividad eléctrica del medio

continud incrementando lentamente en la mayoria de esos tratamientos.

Los valores de conductividad en la primera etapa fueron notablemente variables
dentro y entre las variantes y no se identificaron tendencias dependientes de la
temperatura. En la primera etapa, la conductividad eléctrica generada por
Chihuahua y S13 mostrd valores entre 25y 72 uS cm™ 100 mg™, y en ninguna de
las dos variantes se observd alguna relacién directa con la temperatura de
exposicion del tejido foliar. En contraste, en Durango Tipico la conductividad
eléctrica al final de la primera etapa y en general de la cinética completa vario
poco (43 a 55 uS cm™ 100 mg™') entre las temperaturas y los valores de esos

tratamientos se sobrepusieron unos y otros (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Conductividad eléctrica (+ e. e.) del medio acuoso con tejido foliar
muerto, mantenido por 3 horas a las temperaturas indicadas, de frijoles

(Phaseolus vulgaris L.) silvestres (n = 6).
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muerto, mantenido por 3 horas a las temperaturas indicadas, de frijoles

(Phaseolus vulgaris L.) domesticados(n = 6).
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La variabilidad en la conductividad eléctrica maxima (al final de la segunda fase)
dentro de las variantes en la mayoria de los tratamientos mantuvo las mismas
tendencias que en la primera fase. Los valores de todos los tratamientos variaron
entre 37 pS cm™ 100 mg™” en 51b a 15 °C hasta 90 uS cm™ 100 mg™” en S13 a 30
°C en (Figura 4.4 a 4.6).

Asi, la conductividad eléctrica maxima incremento significativamente (p<0.05) con
la muerte del tejido, respecto al tejido vivo, en todos los tratamientos. Los
incrementos variaron sin una tendencia identificable, entre el doble, como en
Negro Tacana a 10 °C, y cerca de siete veces, como en Durango Tipico a 25 °C,
51b a 25y 35 °C (Figura 4.4 a 4.6).

Las dos fases de liberacion de electrolitos las han documentado varios autores en
tejidos y especies vegetales diversos como raiz de frijol (P. vulgaris) (Sanchez-
Urdaneta et al., 2003), raiz de maiz (Zea mays L.) (Tsougkrianis et al., 2007),
cladodios de nopal (Opuntia ficus-indica) (Garcia et al., 2008) y hojas de café
(Coffea sp.) (Campos et al., 2003) entre otros. La liberacién lenta de electrolitos y
el incremento paulatino de la conductividad eléctrica del medio a temperaturas
bajas en tejidos vivos estan asociados a los procesos fisico-quimicos pasivos de
difusion de iones en el apoplasto (Gonzalez y Barrett, 2010), los cambios mas
lentos de la conductividad eléctrica del medio en la segunda etapa se atribuyen a
la actividad funcional del plasmalema (Kocheva et al. 2005), y la tasa de salida de
electrolitos puede indicar la pérdida de control de su permeabilidad (Murray et al.,
1989; Vasquez-Tello et al. 1990). La tasa de salida de electrolitos e incremento de
la conductividad del medio en la primera etapa es acelerada y varias veces mayor
en los tejidos danados respecto a los tejidos intactos y completamente funcionales
(Knorr, 1994). Los valores extremos en este caso son los de los tejidos vivos sin
dafio aparente y los de los tejidos muertos, como se observo en el presente
estudio. Los tejidos que presentan diferencias en la cinética de liberacion de

electrolitos y cambio de la conductividad eléctrica del medio.
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En general, los tejidos vivos de los frijoles domesticados en este estudio,
independientemente del efecto de la temperatura, desarrollaron ambas fases de la
cinéticas de liberacién de electrolitos mas aceleradas que las selecciones de la
progenie y que la mayoria de los silvestres; o que indica que las membranas de
los tejidos foliares de los cultivares son mas susceptibles a alteraciones y
disminucioén de su impermeabilidad, en comparacion con las otras variantes. La
impermeabilidad, o permeabilidad selectiva, es una de las funciones mas relevante
de las membranas celulares, por lo que su alteracion conduce al funcionamiento
incorrecto del tejido y puede causar su muerte (Pefa-Valdivia et al., 2012; Delgado
et al., 2013). Los resultados de la cinética de liberacion de electrolitos de los
tejidos vivos mostraron un gradiente de permeabilidad entre los tipos de frijol
evaluados. Las membranas celulares foliares de la progenie mantuvieron casi
totalmente su permeabilidad selectiva (o impermeabilidad) independiente de la
temperatura, al menos dos de la variantes silvestres mantuvieron parcialmente ese
control y las de los frijoles domesticadas fueron las mas susceptibles de dafio o

alteracion.

4.5.3 indice de dafo

El indice de dafio de la variante silvestre Chihuahua fluctu6 entre 3 % a 10 °C,
hasta cerca de 10 % a 5 °C. Lo que puede interpretarse como evidencia de la
estabilidad relativa de las membranas celulares foliares de esa variante a
temperaturas entre 10 y 40 °C. La variante silvestre Durango Tipico presento los
indices de dafio mayores con las temperaturas en los extremos del intervalo
evaluado, 8.3 % a 5y a 40° C, pero se observd ademas un maximo que parece
atipico a 30 °C; ademas las fluctuaciones del indice de dafio de esta variante
fueron poco pronunciada, alrededor de 6 % en la mayoria de las temperaturas. La
variante silvestre S13 fue la Unica que mostré un gradiente del indice de dano
relacionado con la temperatura. Los indices de dafo fueron mayores con las

temperaturas menores y disminuyeron con las temperaturas mayores, en esta
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variante las temperaturas de 5y 10 °C permitieron un indice de dafio promedio de
10 % y la de 40 °C lo disminuy6 a 2 % (Figura 4.7).

Entre las variantes domesticadas los indices de dafio también fluctuaron con las
temperaturas. En el cultivar Bayo Mecentral mostré valores entre 5 % a 40° C y
13 % a 10 y 15 °C; en general los valores mayores se obtuvieron con las
temperaturas menor (Figura 4.8). Esto indica que Bayo Mecentral es menos

sensible a las temperaturas calidas que a las frias.

Negro Tacana mostr6 indices de dafo con valores entre 1.2 y 10.35 %; lo valores
mayores (alrededor de 10 %) se obtuvieron con las temperaturas extremas, i.e. 5y
40 °C; los indices con valores intermedios (6 %) se obtuvieron con temperaturas
menos extremas, i.e. 10 y 30 °C; y las temperaturas moderadas, entre 15y 30 °C,
generaron los indices de dafio menores en este cultivar (entre 1 y 2 %) (Figura
4.8). Estos resultados indican que el tejido foliar del cultivar Negro Tacana es
sensible al calor y al frio y reacciona diferente que el cultivar Bayo Mecentral que

es mayormente sensible al frio.

Los indices de dano de las selecciones de la progenie Negro Tacana y S13
mostraron tendencias parcialmente parecidas. La temperatura que mostré efecto
menor en los tejidos foliares de las cuatro selecciones fue 20 °C. En contraste, 15,
30 y 35 °C alteraron el tejido foliar de las selecciones 3.3 y 51b y sus indices de
dafio con estas temperaturas fueron los mayores (8 % en 3.3 y 4 % en 51b). Sin
embargo el efecto de las temperaturas extremas no mantuvo esa tendencia y la
seleccion 3.3 presentd algunos valores de indices de dafio menores a 5, 10, 40
°C. Las selecciones 11.1 y 118b mostraron estabilidad mayor en sus membranas
y los indices de dafio se mantuvieron entre 1.7 y 4.1 % en el primer caso y entre 2

y 6.6 % en el segundo caso, independientemente de la temperatura.
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Figura 4.7. indice de dafio (+ e. e.) en tejido foliar, mantenido por 3 horas a las

temperaturas indicadas, de frijoles (Phaseolus vulgaris L.) silvestres (n = 6).

Sobresalié que las cuatro selecciones presentaron valores similares (p<0.05),
entre 2 y 3 %, a 20 °C. Los resultados mostraron que en general entre las
membranas celulares foliares de las cuatro selecciones, las de 51b reaccionaron
mayormente a las temperaturas extremas y que las de los foliolos de la seleccion

11.1 fueron notablemente tolerante al frio y al calor (Figura 4.9).

Con excepcidén de la seleccidén 51b, la progenie del frijol domesticado y silvestre
mostro los indices de dafio menores con todas las temperaturas (en promedio 4
%) en comparacion con los frijoles domesticados (en promedio 7 %) y los

silvestres (en promedio 6 %), con excepcion de Durango Tipico (Figura 4.7 a 4.9).
104



N
()
l

—
o
l

Indice de dafio (%)
o
|

(&)
l

o
l

T T T | 1 [ I I
0 10 20 30 40

Temperatura (°C)

—&— Bayo Mecentral —l— Negro Tacana

Figura 4.8. indice de dafio (+ e. e.) de tejido foliar, mantenido por 3 horas a las
temperaturas indicadas, de frijoles (Phaseolus vulgaris L.) domesticados (n
=06).

La cuantificacion de la alteracion celular en los tejidos vegetales expresada como
pérdida de la integridad de la membrana (Binotti et al.2008) permite correlacionarla
con los cambios que ocurren en la estructura y composicién de la célula con su
funcionalidad (Angersbach et al. 1999; Knorr, 1994). Esto se comprobd con el
incremento en la conductividad eléctrica maxima obtenida con los tejidos muertos
de todos los tratamientos, la que se triplicd o cuadruplicé respecto al tejido vivo
(Figura 4.4 a 4.6).
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Figura 4.9. indice de dafio (+ e. e.) de tejido foliar, mantenido por 3 horas a las
temperaturas indicadas, de progenies de frijoles (Phaseolus vulgaris L.)

obtenidas del silvestre S13 y el domesticado Negro Tacana (n = 6).

Asi, los resultados experimentales comprueban esa relacién, y que la relacion
fisiolégica con la ultraestructura de la célula también puede utilizarse para medir el
dafo en los tejidos, aunque los sintomas no sean visuales. La especie P. vulgaris
es sensible a las temperaturas bajas (Pena-Valdivia et al., 1994), pero algunos
genotipos silvestres han mostrado tolerancia (Pefia-Valdivia et al., 2012). El indice
de dafio de los tipos silvestres, domesticados y progenie mostré un gradiente de

tolerancia a las temperaturas extremas y algunos contrastes entre los tres grupos;
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los domesticados fueron los mas sensibles, las variantes silvestres fueron mas
tolerantes que las domesticadas y la progenie fue el grupo con la tolerancia mayor
de todos. La respuesta fue heterogénea a la alteracion de la funcionalidad de las
membranas celulares entre las variantes silvestres Chihuahua y Durango Tipico
por efecto del potencial de agua del sustrato por Sanchez-Urdaneta et al. (2003).
En ese estudio las membranas celulares de la raiz de plantulas de Durango Tipico
fueron mas afectadas por los potenciales de agua menores que las de Chihuahua

y ambos fueron menos afectados que el cultivar Bayo Mecentral.

Las diferencias en las cinéticas de liberacion de electrolitos y los indices de dafio
entre las variantes de frijol del presente estudio se basan en modificaciones
complejas en la organizacién y caracteristicas fisicoquimicas de los lipidos del
plasmalema y las otras membranas celulares y en alteraciones en la funcionalidad
de las proteinas de membrana encargadas del transporte de solutos a través de
ella. La liberacion mayor de electrolitos a menudo se relaciona con la fluidez de la
membrana (Gonzalez y Barrett, 2010), a temperaturas bajas su fluidez disminuyen
y estos cambios son dependientes de la composicion lipidica (Campos et al.,
2003; Becker et al., 2007; Kaur et al., 2008). Debido a que la composicion lipidica
del plasmalema y las otras membranas celulares es distinta dentro y entre tejidos
y dentro y entre especies (Simon-Plas et al., 2011), cabe esperar que su fluidez y
permeabilidad se afecte diferente por las temperaturas, pero los efectos sumados
daran como resultado la estabilidad o dafo de los tejidos en la planta. Ademas de
los lipidos las proteinas en las membranas, que estan relacionadas con los
procesos de transporte pues una de su funcidén principal es el intercambio de
solutos, modifican su funcionalidad por la temperatura y por los cambios de la
fluidez de los lipidos (Becker et al.,, 2007). En condiciones de temperatura baja
podria aumentar la permeabilidad por alteracion de las proteinas de transporte en

las membranas (Lukaktin et al., 2012).
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Alonso et al. (1997) observaron que la liberacion de iones por el apice de la raiz de
plantulas de 30 dias de Coffea arabiga L. se incrementd 55% debido al estrés
generado por frio con temperaturas (5 y 10 °C), en comparacion con 15, 20 y 25
°C y el contenido mayor de malondialdehido (30% mas respecto al testigo) a 10 °C
fue evidencia de que a esa temperatura hay una tasa mayor de oxidaciéon de
lipidos de las membranas, que probablemente conduce a dafios en ellas (Campos
et al., 2003; Gao et al., 2015). Asi, los cambios en los lipidos alteran la integridad
de las membranas (Graham y Patterson, 1982). De acuerdo con lo anterior,
alteraciones de la integridad de las membranas foliares por frio y por calor
sucedieron en nivel mayor en las variantes domesticadas y menos en la progenie

en el estudio presente.

El gradiente de los indices de dano de los frijoles domesticados, silvestres y
progenie por efecto de la temperatura muestra que las lesiones causadas por
temperaturas bajas y altas pueden ocurrir en todas las plantas, pero los
mecanismos Yy tipos de dafos son variables (Kuo et al., 1992; Snyder y Melo-
Abreu, 2005). Esto sugiere que el genotipo, por sus caracteristicas bioquimicas,
biofisicas vy fisioldégicas puede tener la capacidad de mantener la integridad de la
membrana o reparar el dafio causado por estrés abiotico propiciado por calor y frio
(Levitt, 1980; Baiji et al., 2001; Saltveit, 2002).

De acuerdo con Campos et al. (2003) el genotipo funciona como un factor que
influye en el mantenimiento o recuperacion de los dafios causados a la integridad
de la membrana, esto lo confirmaron al evaluar la conductividad de electrolitos con
disminucién gradual de temperatura, en discos de hojas de Coffea spp. de cinco

genotipos.

La prueba de conductividad eléctrica, similar a la aplicada en el estudio presente,
segun Kuo et al. (1992) fue adecuada para medir la tolerancia a temperaturas

altas en tejido de hojas de distintas especies, ya que evaluaron el efecto del calor,
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con temperatura entre 30 y 50 C°, en 20 cultivos en tres etapas de crecimiento,
mediante la conductividad eléctrica del medio de resuspension de los tejidos

foliares.
4.6 CONCLUSION

Entre las variantes silvestres hay algunas menos afectadas por el calor, el frio o
ambos respecto a las domesticadas y, a la vez, la progenie de frijol domesticado y
silvestre es significativamente mas tolerantes ambas condiciones que los

progenitores.
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CAPITULO V. DISCUSION GENERAL

La temperatura es un factor abiético que influye en el metabolismo, los procesos
de crecimiento y desarrollo de las plantas, y produccion y calidad de la semilla de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Peha-Valdivia et al.,, 2002). Los progenitores
silvestres representan un potencial genético que puede utilizarse para conferir

resistencia a este y otros factores bitticos y abidticos (Pefia-Valdivia et al., 2011).

El mejoramiento genético permite obtener individuos con cualidades que no se
encuentran en el grupo del que fueron obtenidos (Cubillos, 1990). La cruza de
progenitores silvestres y cultivares permiten en algunos casos obtener grupos con
caracteristicas mayores que alguno o ambos progenitores (Delgado et al., 2013).
Esto se comprob6 al evaluar la biomasa, proporcidn de estructuras, anchura,
grosor y longitud de las semillas, e indice de dafio en las membranas de los
foliolos de las muestras silvestres, domesticadas y su progenie en este estudio
(Capitulo Il 'y IV). En la biomasa la progenie presentd homogeneidad alta, en
contraste con el grupo de semillas silvestres y los cultivares; entre las selecciones
de la progenie 51b y 53b mostraron la homogeneidad mayor de todas las
muestras evaluadas. Esta caracteristica de las semillas es un caracter de calidad
ya que esta relacionada con los atributos agrondmicos y contribuye a la

emergencia uniforme (ISTA, 2005),

La heterogeneidad seminal en las caracteristicas morfoldgicas vy fisiolégicas que
las muestras silvestres tuvieron en la biomasa y su morfologia de sus semillas,
como la recolecta Chihuahua, comprueba la variabilidad existente en las
poblaciones silvestres respecto a los cultivares (Pefia-Valdivia et al., 2011). Al
respecto Harlan (1992) aseguré que entre las caracteristicas distintivas de las
poblaciones silvestres de las especies vegetales esta la heterogeneidad de sus
caracteres morfoldgicos, fisiolégicos y agrondmicos, y que contrasta con la

homogeneidad de los tipos domesticados. En algunos estudios se sugiere que una
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posibilidad de esta variacion se debe al origen o las regiones geograficas de los
genotipos (Vargas et al., 2003). Esto fue comprobado con variantes silvestres de
frijol, en las que la variabilidad morfolégica, como biomasa, tamafo, grosor,
anchura y longitud de las semillas dentro y entre poblaciones dependié de su sitio
de origen (Pefia-Valdivia et al. 2012; Avendario et al., 2004). Asi, en este estudio
se comprobd la biomasa seminal menor entre los frijoles silvestres, entre 49.9 y
79.1 mg (Capitulo Ill), lo que concordd con lo que documentaron Celis-Velazquez
et al. (2010), en el silvestre Chihuahua (36 mg) y Durango Tipico (68.3 mg). En el
estudio presente el silvestre S13 destacd por su biomasa seminal menor entre los
silvestres y todas las muestras evaluadas. El peso o biomasa seminal estan
relacionados con su tamafio, y también con la cantidad del tipo de constituyentes
que almacena la semilla, que a la vez estan relacionados con el vigor (Pefia-
Valdivia et al., 2013). Respecto a esto, Celis-Velazquez et al. (2010) sugirieron
que el vigor que se ha observado en algunos cultivares, en contraste con el de
algunas poblaciones silvestres, puede deberse a su eficiencia mayor en el uso de
sus reservas para el desarrollo de la plantula. Pero también se ha sehalado que el
peso de las semillas no afecta el tiempo y tasa de emergencia y si se relaciona
con otras caracteristicas de la planta, como numero de ramas. Al respecto,
Garcia-Nava et al. (2014) observaron que el tamano seminal de las selecciones
3.3 y 51b, no afectoé el rendimiento de semilla por planta en comparacioén con los
cultivares, los que exhibieron semillas mas grandes. En contraste, en el estudio
presente se comprob6é que la progenie superé a sus progenitores en otras

caracteristicas seminales, como la homogeneidad relativa de su tamanio.

Las caracteristicas intrinsecas como el espesor de la testa, su composicion vy
microestructura son determinantes en las propiedades fisicoquimicas del frijol
(Velasco-Gonzalez et al., 2013) pues se relaciona con la dureza. Esto es
importante para la germinacion y el consumo como alimento. Los resultados del
presente estudio confirmaron que la progenie tendidé a superar a su progenitor
silvestre S13 al igualar la proporcién de cotiledones en las semillas del progenitor

domesticado, y asimismo a superar al domesticado en la proporcién de eje
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embrionario con un incremento relativo de 69 %. Ademas, la proporcién de la testa
en la progenie tendié a ser equivalente al promedio de los progenitores (x12 %),
de los que el silvestre S13 destacd por su proporcion mayor entre todas las
muestras analizadas (19.36 %). En relacion con el contenido de testa se ha
senalado que la proporcion mayor de esta estructura en los frijoles silvestres
podria estar relacionada con la regulacion de la entrada de agua a la semilla
durante la imbibicion y la proteccidn de sus o6rganos internos, como una
adaptacion al ambiente natural donde permanece, por meses o anos, desde su
liberacion de la planta que la origind hasta el momento que germine (PeRa-
Valdivia et al. 2002) y entre los cultivares puede ser relevante en la proteccion a
los dafios mecanicos de las simiente durante la cosecha y procesos industriales

(como embolsado y enlatado).

Las estructuras de la semilla (cotiledones, eje embrionario y testa) silvestre se han
cuantificado y comparado con cultivares autoctonos (regionales o criollos) vy
mejorados, los resultados mostraron variabilidad amplia y contrastantes; al
respecto, Pefa-Valdivia et al. (2011) documentaron que los tipos silvestres
tuvieron contenido mayor de testa, equivalente a 65 % mas de testa y 18 % de eje
embrionario que los domesticados, locales y mejorados; entre algunos silvestres
incluidos en el estudio estuvieron variantes Chihuahua, Durango L y Durango S y
entre los domesticados estuvieron Bayo Mecentral, Pue. 40, Flor de Mayo y
Amarillo 154.

Respecto a la conductividad eléctrica generada por el tejido foliar vivo, la progenie
del cultivar Negro Tacana y silvestre S13, también sobresalid, ya que en las
selecciones evaluadas mostré afectacion menor en las membranas celulares (33
% menos); es decir, mantuvieron la fluidez y funcionalidad en estas estructuras
(Bingru, 2006) independiente de la temperatura a la que se expusieron los foliolos.
Lo anterior esta relacionado con tipo de acidos grasos y proporcion de cada uno

que forman a las membranas. Al respecto, el contenido alto en acidos grasos
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saturados en los lipidos de las membranas permite disminuir la fluidez en
temperaturas altas (Taiz y Zeiger, 2006; Antunes y Sfakiotakis, 2008). La
composicién de lipidos también esta relacionada con la peroxidacion de sus
cadenas hidrocarbonadas, relacionada, a la vez, con los cambios estructurales en
los lipidos de membrana cuando hay tension por frio (Alonso et al. 1997). Algunos
autores han senalado la asociacion de los productos de la peroxidacion de lipidos
con la senescencia y con la respuesta a la infeccion microbiana en las plantas,
pero no es claro si los productos de la peroxidacion son una causa o un efecto del
deterioro (Shewfelt y del Rosario, 2000).

En relacion a la tolerancia a las temperaturas extremas, la selecciones 3.3y 11.1
fueron mas tolerantes, ya que sus indices fueron los menores (1 a 6 %). Lo que
permitié comprobar la hipdtesis de la existencia de un gradiente de tolerancia a las
temperaturas extremas entre las muestras estudiadas, y el efecto menor en la
progenie respecto al progenitor domesticado. También se confirmd que el silvestre
Chihuahua tiende a mantener su estabilidad relativa en las membranas celulares
del tejido foliar a temperaturas entre 10 y 40 °C, y que no todas las variantes
silvestres son igualmente tolerantes, como Durango Tipico. Este aspecto también
fue senalado por Sanchez-Urdaneta et al. (2003), quienes observaron que las
membranas de la raiz del silvestre Chihuahua fueron menos afectadas por el
potencial de agua menor en el suelo. También se comprobd que los cultivares
fueron mas sensibles a las temperaturas extremas que los silvestres y la progenie,
y de ellos Bayo Mecentral fue el mas sensible a las temperaturas frias que a las

calidas.

Los resultados estan de acuerdo con otros estudios que han demostrado la
correlacion positivamente entre la liberacion de electrolitos con diversos cambios
anatémicos y bioquimicos, asociados a las membranas celulares como una forma
para evaluar el dafio causado por tension de temperatura baja (Morales et al.,
2015).
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En la liberacién de electrolitos de los tres grupos de frijol incluidos en este estudio,
el mas contrastante fue el de la progenie. Aunque los resultados pudieron ser
influenciados por la edad de la hoja (Baiji et al., 2001), el tipo de tejido y el dafo
provocado durante la preparacion de la muestra (Prasil y Zamecnik, 1998) las
hojas se evaluaron con edad fisiolégica similar entre ellas y el mismo método de
evaluacion. También es probable que algunas diferencias en la reaccion a las
temperaturas se deban a la estacion de siembra, pero todas se obtuvieron en la
misma condicion y época del afio. Lo que conduce a asegurar que el factor que
mas influyo en esta variable fue el genotipo (Levitt, 1980; Campos et al. 2003) y
que los mecanismos de reaccion al estrés por temperatura parecen diferentes

entre las variantes (Kuo et al., 1992; Snyder y Melo-Abreu, 2005).
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES GENERALES

La progenie se frijol (Phaseolus vulgaris L.) proveniente de la cruza del
domesticado Negro Tacana y el silvestre S13 superé a sus progenitores, con
algunas caracteristicas fisicas (biomasa, anchura, grosor, longitud, proporcién de
cotiledones, eje embrionario y testa) y estabilidad de las membranas celulares
foliares que pueden conferir tolerancia mayor a factores abidticos; esto también
demuestra que las poblaciones silvestres son una fuente de variabilidad genética
para mejorar las caracteristicas fisica, fisiolégica y bioquimicamente del cultivo de

frijol.
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