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Fenotipo, fisiologia y bioquimica de frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray)
con restricciéon de humedad

Reynaldo Leal Delgado, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta a la restriccion de humedad de
cuatro recolectas de frijol tépari de los estados de Chihuahua (10020), Durango (10006
y 10017) y Nayarit (10011), México, mediante diferencias fenotipicas, fisioldgicas, del
rendimiento y del contenido de carbohidratos. Las evaluaciones en la fase vegetativa
(tercera hoja compuesta-V4) incluyeron niveles de humedad de 25 %, 50 % y 100 % de
capacidad de campo (CC) y en la fase reproductiva (llenado de la vaina-R8) las
evaluaciones incluyeron riego y su suspension. En la fase vegetativa se analizaron el
fenotipo (caracteres morfométricos) con una plataforma de fenotipaje (Lemnatec),
variables fisiolégicas como fluorescencia de la clorofila a (Fv/Fm), potencial hidrico del
vastago (Ww) y variables bioquimicas (azucares solubles y almidon). En la etapa
reproductiva las determinaciones incluyeron peso seco de la biomasa del vastago,
rendimiento de semilla y peso individual de la semilla. Durante la etapa V4 el area
proyectada (cm pixel) y la expansién foliar, disminuyeron en las cuatro recolectas con la
caida de los niveles de humedad. 10020 tuvo crecimiento similar en 25 % y 50 % de
CC. El potencial hidrico de las plantas disminuy6 con el porcentaje menor de humedad
en las recolectas 10011 y 10017; en contraste, 10006 y 10020 mostraron un potencial
hidrico similar al de la condicion de 100 % de CC. La recolecta 10020 mantuvo la
turgencia de las hojas independientemente del nivel de humedad; su fluorescencia de la
clorofila a, junto con la de la recolecta 10006 no se afect6é con el nivel de humedad. El
contenido de glucosa, fructosa y almidon, en las cuatro recolectas disminuy6 con la
disminucién de la humedad y el de sacarosa se incrementd. Este ultimo fue el doble con
25 % de CC en la recolecta 10020. En la etapa R8, la restricciébn de humedad redujo el
peso seco del tallo y pericarpio en todas las recolectas y no alter6 el peso de las hojas
de la recolecta 10020 con respecto al control. El rendimiento de semilla por planta de
las recolectas 10011 y 10017 fue superior a las de 10006 y 10020 con restriccién de
humedad. Ademas, el peso individual por semilla disminuyé significativamente en las
cuatro recolectas con la restriccion de humedad. La recolecta 10020 mostr6 caracteres
de tolerancia a la restriccion de humedad en las etapas vegetativa y reproductiva, y
10006, 10011 y 10017 se distinguieron por su rendimiento mayor de semilla. Phaseolus
acutifolius mostré potencial para usarse como germoplasma en programas de
mejoramiento del frijol Phaseolus vulgaris L. y como una alternativa para enfrentar la
restriccion de humedad.

Palabras clave: Phaseolus acutifolius A. Gray, restriccion de humedad, azucares
solubles, potencial hidrico, rendimiento de semilla.



Phenotype, physiology and biochemistry of tepary bean (Phaseolus acutifolius A.
Gray) with water restriction

Reynaldo Leal Delgado, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

The objective of this study was evaluate the responses to water restriction in four
accessions of wild tepary bean from Chihuahua (10020), Durango (10006 and 10017)
and Nayarit (10011), Mexico, by phenotypic and physiological traits and yield and
carbohydrate content. The evaluations in vegetative stage (third expanded leaf-V4)
included humidity levels of 25 %, 50 % and 100 % field capacity (FC) and in
reproductive (pod filling-R8) stage was evaluated under well water and water restriction.
At V4 stage the phenotype by non-destructive image analysis (morphometric traits) and
physiological traits such as chlorophyll a fluorescence (Fv/Fm), water potential (\Ww) and
biochemical traits (soluble sugars and starch content) were evaluated. In the
reproductive stage (R8), dry mass of stem, leaves, pod wall, seeds and seeds yield
were evaluated under well water and water restriction. The results indicated that in
phenotype analysis: the area (cm? Pixel) and leaf expansion (calipher length,
compactness and convex hull area) had a reduction in all accessions as water
percentage was low (50 % and 25 %). The accession 10020 grows similarly under 50 %
and 25 % of field capacity. This was related with physiological traits in shoot where the
water potential diminished, it was more evident in 10011 and 10017 accessions.
However 10020 and 10006 showed water potential similar to 100 % field capacity.
10020 accession had a turgor while water potential was reduced. It was similar to
Chlorophyll a fluorescence where 10006 and 10020 were not affected. All accessions
showed low glucose, fructose and starch content according moisture available was
diminished; whereas sucrose content was increased. This increment of sucrose was
more evident in 10020 accession which accumulated more than twice at 25% water
availability. In the pod filling stage (R8), the water restriction reduced the dry weight of
stem and pod walls in all accession, however, the leaves weight no showed differences
in the accession 10020 with respect to control. The seed yield per plant of collections
10011 and 10017 was higher than 10006 and 10020 under water restriction.
Additionally, the individual weight per seed under water restriction decreased
significantly among the four materials compared to well water. In conclusion, the 10020
accession show traits of tolerance to water restriction in both reproductive and
vegetative stages, while the accessions 10006, 10011 and 10017 were better by seed
yields. The results indicate that Phaseolus acutifolius can be a potential source of
germplasm in breeding programs for common bean (Phaseolus vulgaris L.) and as an
alternative to face water restriction.

Keywords: Phaseolus acutifolius A. Gray, water restriction, soluble sugars, water
potential, seed yield.
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1. INTRODUCCION

El frijol Phaseolus vulgaris L. es la leguminosa que mas se consume en
Latinoamérica y Africa (Beebe et al., 2013). Comunmente, el frijol se cultiva en
condiciones de secano (Farooq et al., 2017). Sin embargo, alteraciones recientes
en el ambiente han originado que las sequias de las ultimas dos décadas hayan
reducido el rendimiento hasta en 80 % (Reynolds et al., 2016). Una alternativa
para enfrentar los efectos adversos de la falta de agua sobre la produccion de frijol
es usar tipos silvestres o cultivares con caracteres adaptativos a la tolerancia a
sequia (Aguirre et al., 2003). Sin embargo, los materiales albergados en bancos
de germoplasma se encuentran subutilizados o permanecen sin identificar; por lo
que, el analisis de las recolectas permitird su rescate, conservacion y uso de la

riqgueza genética (Pefa-Valdivia et al., 2012; 2013).

El frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray) se ha sefialado como
candidato para transferir caracteres adaptativos a estrés abidtico a frijol (P.

vulgaris) (Rao et al., 2013).

La distribucién natural de frijol tépari incluye zonas del suroeste de Estados
Unidos y noroeste de México, caracterizadas por ambientes secos y calurosos
(Mogotsi, 2006; Nabhan y Felger, 1978). Esta especie esta adaptada a ambientes
aridos, su ciclo de vida es corto, hojas estrechas y raices finas (Butare et al.,
2012); ademas, tolera ciertas plagas, como bruquidos (Achantoceles optectus)
(Jiménez et al., 2017), que infestan a las semillas de frijol. El contenido de proteina
en la semilla de frijol tépari es cercano a 23 %, similar al de otras especies del

genero Phaseolus (Federici et al., 1990; Kuruvadi y Valdez 1993).



En el presente estudio se evaluaron parametros fenotipicos, fisiolégicos y
bioguimicos de cuatro recolectas de frijol tépari con restriccibn de humedad
durante la etapa de tercera hoja trifoliolada de la fase vegetativa y, en la etapa de
llenado de la vaina en la fase reproductiva, la distribucién de la biomasa y el

rendimiento de semilla.

2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el fenotipo, fisiologia, rendimiento y contenido de azUcares y

almidon en cuatro recolectas de frijol tépari con restriccion de humedad.

2.1. Objetivos particulares

e Evaluar el efecto del contenido de humedad del sustrato sobre caracteres
morfométricos en plantas de frijol tépari en etapa vegetativa.

e Cuantificar el efecto del contenido de humedad del sustrato en la eficiencia
fotoquimica del PSII en plantas de frijol tépari en etapa vegetativa

e Conocer el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa y almidén en la
tercera hoja trifoliolada de plantas de Phaseolus acutifolius bajo diferentes
niveles de humedad en el sustrato.

e Determinar la distribucién de biomasa y el rendimiento de semilla en cuatro
recolectas de Phaseolus acutifolius con riego a capacidad de campo y

suspension del riego en la etapa de llenado de la vaina.

3. HIPOTESIS

La restriccion de humedad modifica el fenotipo, la fisiologia, el contenido de
azucares solubles y almidon y el rendimiento de frijol tépari independientemente

del &rea geografica de procedencia.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Importancia de las leguminosas como alimento

Dos terceras partes del alimento de la poblacion mundial son de origen
vegetal. Los cereales, como maiz (Zea mays L.), trigo (Triticum aestivum L.) y
arroz (Oryza sativa L.), se consumen en cantidad mayor por millones de humanos
y aportan cerca de la mitad de las calorias (Lal, 2016). ElI consumo de
leguminosas, es mayor en paises de Latinoamérica y occidente de Africa (Beebe
et al., 2013). El género Phaseolus ocupa un lugar importante, por su amplia
distribuciéon y consumo mundial (Daryanto et al., 2015). Actualmente, las especies
del género Phaseolus con el consumo mayor son: frijol (P. vulgaris L.), frijol
ayocote o botil (P. coccineus), frijol lima o comba (P. lunatus), frijol tépari o
escumite (P. acutifolius A. Gray) y frijol acalete o gordo (P. dumosus) (Delgado y
Gama, 2015). De ellas, P. vulgaris es la de cultivo y consumo mayor. La gran
diversidad que se gener6 en los dos principales centros de origen
(mesoamericano y andino) y la capacidad de crecer en varios ecosistemas
permitié que el género sea uno de los de consumo mayor (Broughton et al., 2003).
En el mundo la produccion de frijol se ha extendido a 29.5 millones de hectareas
(FAOSTAT, 2017). El consumo per capita mundial es de 14 kg y en el centro y
este de Africa es cercano a 31 kg (FAO, 2004; Singh, 1999a y 1999b). En México
el consumo de 18 kg per céapita es uno de los mas elevados del continente
americano, por lo que la produccion alta deberd mantenerse para asegurar el

consumo (Pefia-Valdivia et al., 2012).



4.2. Efecto del déficit de humedad en la produccion de frijol (P. vulgaris L.)
Diferentes modelos climaticos pronostican cambios en la distribucion de
lluvias y aumentos de sequia (Hansen et al., 2006). Segun datos de la
Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacién y Agricultura, la
agricultura mundial enfrentard amenaza por las alteraciones resultantes del
cambio climatico (FAO, 2004). Las regiones subtropicales y tropicales
probablemente representen el area mas afectada por el aumento de temperaturas
y sequias prolongadas (Lal, 2016; Reynolds et al., 2016). Entre los tipos de estrés
ocasionados por alteraciones en el ambiente, la sequia representa el impacto
global mayor en el rendimiento de los cultivos (Ramirez y Kelly 1998). Por
ejemplo, en México durante el 2011 se registr0 una sequia que causoé
disminuciones hasta de 80 % en maiz (Zea mays), frijol (P. vulgaris) y trigo

(Triticum aestivum L.) (Esparza, 2014).

Este panorama se complica por el crecimiento poblacional proyectado para
el 2050, que puede alcanzar 9.7 billones de personas en el planeta; por lo que los

alimentos deberan duplicarse en la siguiente mitad de siglo XXI (Lal, 2016).

En frijol, como en otras leguminosas, el estrés por sequia durante la etapa
de floracion y el llenado de la vaina disminuye el rendimiento entre 40 % y hasta
87 % (Ghanbari et al., 2013; Martinez et al., 2007; Rosales-Serna et al., 2004). La
produccion mayor de frijol en el mundo se logra en condiciones de secano
(Jiménez y Acosta, 2013). Asimismo, cerca de 60 % de la produccion de frijol
ocurre en suelos propensos a déficit hidrico, por lo que algunos productores

invierten en sistemas tecnificados de riego. Sin embargo, esos métodos son



costosos y, por lo tanto, poco accesibles para la mayoria de productores (Graham

y Ranalli, 1997).

Una de las estrategias para obtener cultivos de frijol con rendimiento mayor,
en condiciones de precipitacion baja, es seleccionar genotipos que utilicen
eficientemente la humedad aprovechable (Andrade et al., 2016). En las regiones
aridas o semiaridas del norte de México existen especies con cierta tolerancia al
estrés por déficit de humedad (Beebe et al., 2013). Pinto Villa es un cultivar de
frijol que se cultiva en condiciones de secano en el norte de México, y su
rendimiento no se afecta severamente en sequia, comparado con otros cultivares
(Acosta-Gallegos et al., 1997; Beaver et al., 2003; Graham y Vance 2003;
Rosales-Serna et al., 2000; Teran y Singh 2002). Estudios de campo han
mostrado que en sequia Pinto Villa presenta una reduccion pequefa en el indice
de cosecha; por lo que, existe la hipotesis de que este cultivar puede aumentar la
distribucion de carbono hacia las vainas como parte de su mecanismo de

adaptacion a la sequia (Rosales-Serna et al., 2000, 2003).

4.3. Respuestas fisioldgicas al estrés por déficit de humedad

Entre los mecanismos morfo-fisiolégicos con los que cuentan las plantas
para adaptarse a la sequia esta uno denominado escape y evasion; en este caso,
las plantas acortan su ciclo reproductivo, aceleran la removilizacién de fotosintatos
hacia la formaciéon de la semilla, activan el desarrollo de 6rganos reproductivos,
como flores y vainas (Coello y Martinez-Barajas et al., 2016). El mantenimiento de
los procesos bioquimicos como acumulacibn de compuestos organicos e

inorganicos, tasa de asimilacion de COg, fotosintesis, asi como la estabilizacion de



las membranas; asociados al retardo de la senescencia, turgencia y estatus
hidrico representan un complejo mecanismo denominado tolerancia (Asfaw et al.,
2017). Por lo que diversos estudios han abordado el problema con el propésito de
evaluar material genético con mayor resistencia al estrés abidtico (Assefa et al.,

2015; Polania et al., 2016; Rao et al., 2013).

Durante el ciclo de cultivo del frijol, existen etapas de crecimiento con mayor
susceptibilidad a la restriccion de humedad. En la etapa vegetativa, se
comprometen caracteres como altura, tamafio y numero de hojas (dosel) y
senescencia (Andrade et al, 2016; Farooq et al., 2017; Muchero et al., 2013), que
le permiten a la planta formar el nimero de flores necesarias para su rendimiento
optimo. En la etapa reproductiva la fertilidad del polen, la germinacién del tubo
polinico y la formacion de la vaina son procesos con mayor susceptibilidad a
factores causantes de estrés, que afectan el crecimiento de la vaina y llenado de
la semilla (Devasirvatham et al., 2012; Farooq et al., 2017). El estrés por sequia en
la etapa reproductiva modifica el rendimiento del grano, la homogeneidad del
tamafio, el nimero y el peso de la semilla (Padilla-Chacén et al., 2017). En
diferentes genotipos se ha mostrado que la sequia afecta la relacion del contenido
de carbono entre 6rganos fuente (como las hojas) y demanda (como las semillas y
raices). Esto indica que el proceso relacionado a la distribucion de carbono es un
blanco sensible a los factores ambientales adversos (Cuellar-Ortiz et al., 2008).
Como consecuencia se produce el aborto de estructuras reproductivas y la
disminucién en la acumulacion de biomasa en 6rganos almacén (como frutos y

tallo) (Boyer y Westgate, 2004).



4.4. Respuestas moleculares al estrés por déficit de humedad

Desarrollo de tecnologias conocidas como ‘omics’ se han enfocado a
identificar grupos de genes, proteinas y metabolitos que pudiesen estar asociados
al fenotipo de la planta modificada por un determinado tipo de estrés (Jha et al.,
2017). La identificacion de regiones del genoma asociadas a un caracter deseable,
o QTLs, son una estrategia de los mejoradores genéticos que les permite
seleccionar regiones del cromosoma heredables (Asfaw et al., 2012; Honsdorf et
al., 2017; Kelly y Vallejo, 2006; Miklas y Porch, 2010; Oblessuc et al., 2012, 2013).
La obtencién de ESTs (Expression Sequence Tags) en bibliotecas de cDNA (por
sus siglas en ingles) en plantas de frijol permiten identificar grupos de genes que
se expresan en condiciones de estrés (Deokar et al., 2011).

La secuenciacibn masiva 0 next-generation sequencing (NSG) o
polimorfismo de nucledtido Unico (SNPs) son herramientas para mapear genomas
en poblaciones derivadas de cruzas entre variedades (Gujaria-Verma et al., 2016).
La secuenciacion de proteinas (protedmica) y de metabolitos (metabolomica)
describen la interaccion de proteinas y modificaciones post-transcripcionales
(Ramalingam et al., 2015).

Especificamente, el conocimiento profundo de la diversidad genética y de la
estructura de las poblaciones de las especies del genero Phaseolus es necesario
para la utilizacion mayor de germoplasma. Esto podria apoyarse con la asociacion
de mapas de caracteres conspicuos, como los de la tolerancia a la sequia (Beebe

et al., 2013).



4.5. Reacciones bioquimicas a estrés por sequia

4.5.1. Proteinas clave en larespuesta al déficit de humedad

Dentro de las proteinas involucradas en el metabolismo de la planta bajo
condiciones de estrés, las hidrofilinas y proteinas abundantes de la embriogénesis
tardia (LEA por sus siglas en inglés) participan en la prevencion de la inactivacion
de enzimas del metabolismo primario y de estructuras celulares en respuesta a la
sequia (Battaglia y Covarrubias, 2013). Proteinas de la membrana como
acuaporinas, estan involucradas en el transporte de agua desde las raices,
facilitan y regulan el transporte de asimilados como la sacarosa a través de los
elementos cribosos en el floema (Ariani y Gepts, 2015). Participan en la
diferenciacion y elongacion celular, asi como también en el control estomatico y la
transpiracion (Braun et al., 2014). Las invertasas acidas, neutras y alcalinas, de
acuerdo a los requerimientos Optimos de pH y de la localizacién subcelular,
intervienen en catalizar la degradacion de sacarosa. Se ha reportado la actividad
de la invertasa vacuolar y de la pared celular durante el desarrollo del grano
(Weschke et al., 2000) y una disminucidon durante un estrés por sequia

(Zinselmeier et al., 1999).

4.5.2. Ajustes osmoéticos y hormonales en la respuesta al déficit de humedad

Se ha documentado la acumulacion de &cido abscisico (ABA) en plantas
como un ajuste osmatico en respuesta a un déficit de humedad (Sussmilch y
MacAdam, 2017). Su papel fisioldgico es regular la apertura del poro estomatico;
por lo que, participa en el balance de intercambio gaseoso, minimizando la

transpiracion y pérdida de agua (Saradadevi et al., 2017). EI ABA patrticipa en una

8



serie de funciones reguladas por calcio (Ca**), como segundo mensajero que
desencadena sefiales relacionadas con la respuesta al estrés por déficit de

humedad (Zou et al., 2015).

4.5.3. Carbohidratos en respuesta al estrés por déficit de humedad

En la red de ajustes metabdlicos y bioquimicos en respuesta al estrés por
déficit de humedad, las plantas superiores sintetizan carbohidratos especificos,
con varias funciones, como proteger estructuras celulares mediante
osmoproteccioén, y sefializacion (Rosa et al., 2009; Ruan, 2014). Entre los
carbohidratos que aumentan su concentracion en condiciones de estrés estan los
azucares, como los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFOs por sus siglas
en inglés); su sintesis y acumulacion se ha reportado en la expresion de la
tolerancia a bajas temperaturas (Pattanagul y Madore, 1999; Vandecasteele et al.,
2011). La trehalosa es un disacarido, no reductor, que participa como molécula de
sefalizacion en respuesta al estrés por déficit de humedad, ademas puede ser
fuente energética, actuar como osmolito y osmoprotector de proteinas de la
membrana (Iturriaga et al., 2009). El precursor de la sintesis de trehalosa es
trehalosa-6-fosfato, a esta se le ha atribuido el papel de sefializacion en el

desarrollo y crecimiento de plantas superiores (Julius et al., 2017).

4.5.4. Almidén y sacarosa en la respuesta al déficit de humedad

La fotosintesis, y la sintesis de almidén y sacarosa, son modificados por la
falta de humedad (Thalmann y Santellia, 2017; Yang et al., 2014). Esto repercute
en procesos moleculares, bioquimicos y fenotipicos. Por ejemplo, en plantas de

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.), el contenido de hexosas se incremento bajo
9



condiciones de estrés (Dubois et al., 2017). En frijol el contenido de almidén
aumento en las hojas por la restriccion de humedad, pero disminuy6 en la vaina

durante el llenado del grano (Padilla-Chacon et al., 2017).

En condiciones de sequia, temperatura baja e inundacion el contenido de
sélidos solubles incrementa; sin embargo, el estrés por luz (PAR), UVBR, metales
pesados, escasez de nutrientes y presencia de 0zono provoca una disminucion en
la concentracion de azucares (Dubey y Singh, 1999; Gill et al., 2001; Strand et al.,
1999). Ademas, los azucares solubles tienen roles metabdlicos diferentes
asociados al estrés. La sacarosa y la glucosa ademas de participar como sustratos
de la respiracion celular son osmolitos, pues participan en el mantenimiento de la
homeostasis de la planta; la fructosa no se ha identificado como molécula osmo-
protectora, y se ha identificado como metabolito secundario y en la sintesis de
eritrosa-4-P, que, a la vez, es sustrato en la sintesis de lignina y compuestos
fenolicos (Rosa et al., 2009). El incremento de azlcares solubles se ha
documentado en alfalfa (Medicago sativa L.), arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.
Heynh), trigo (Triticum aestivun L.), remolacha dulce (Beta vulgaris) y papa
(Solanum spp.) (Farhad et al., 2011; Irigoyen et al., 1992; Marcinska et al., 2013;

Sperdouli y Moustakas, 2012; Wu et al., 2014).

4.6. Respuestas fenotipicas al estrés por déficit de humedad

Los factores que definen la interaccién del genotipo con el medio ambiente
se han estudiado (Halperin et al., 2017). La interaccion se describe como G x A =
F, donde G es el genotipo, A el ambiente y F el fenotipo, el cual explica los

posibles cambios fenotipicos originados por la expresion de genes que responden
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ante una condicion ambiental (Tuberosa, 2012). Los primeros experimentos en
describir cambios en el fenotipo se reportaron desde 1991, algunos de ellos
realizados de forma visual, destructiva y con bajo nimero de plantas (Li et al,

2014).

Métodos que aceleran el analisis del fenotipo se han desarrollado para
aumentar el numero de plantas que puedan evaluarse en forma no destructiva
(Chen et al.,, 2014). La meta es identificar genotipos con caracteristicas de
tolerancia al estrés durante el ciclo de crecimiento e incorporar los cultivares a los
programas de mejoramiento genético. Esos protocolos se basan en la adaptacion
de sensores con longitudes de onda distintas. La informacion permite identificar
con precisién caracteres adaptativos a un determinado tipo de estrés biético y
abiotico (Halperin et al., 2017; Munns et al.,, 2010; Tuberosa, 2012). La gran
cantidad de informacion que se ha generado permitié desarrollar una nueva rama
del conocimiento, denominada fenotipeo de alto rendimiento, o en inglés High-
throughput Phenotyping. A las bases de datos de especies en condiciones
ambientales diversas se le ha denominado Fenomica o Phenomics (en inglés).
Esta rama, que forma parte de las tecnologias del Omics, se distinguen por las
siguientes caracteristicas: 1) uso de plataformas de fenotipaje adaptadas para la
toma de imagenes, con camaras con capacidad de detectar el espectro de luz
visible (VIS), infrarrojo (IR) y de fluorescencia (FLUO), y que funcionan como
sensores de gran namero de caracteres que a simple vista no se detectan (Kwon
et al., 2015; Singh et al., 2015). El conjunto de informacion, con un niamero grande

de imagenes, se le conoce con el término en inglés “High-troughput” o de alto
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rendimiento, que de acuerdo a estudios en maiz (Zea mays) (Yendrek et al.,
2017), sorgo (Sorghum sp.) (Neilson et al., 2015), trigo (Triticum aestivum) y
cebada (Hordeum vulgare) (Munns et al., 2010) en promedio usan de 300 a 1000
plantas por estudio bajo condiciones ambientales distintas. Los experimentos se
realizan por métodos no destructivos; pues, las mismas plantas son evaluadas
durante todo el tratamiento. La informacion generada podra usarse para crear con
el fenotipo un mapa del genotipo y obtener materiales con mejor adaptacion al

ambiente (Li et al., 2014).

4.7. El frijol tépari como modelo de estudio

El frijol tépari es una de las cuatro especies domesticadas del género
Phaseolus. Esta especie esta distribuida naturalmente en el desierto del noroeste
de México y suroeste de Estados Unidos de América (Beebe et al., 2013) y se
desarrolla en regiones aridas por su tolerancia a sequia, calor, atmosferas secas
(Mogotsi, 2006) y temperaturas bajas (Martinez-Rojo et al., 2007). Los factores
gue contribuyen a su tolerancia son sensibilidad estomatica y desarrollo de
sistema radical profundo y extenso (Butare et al., 2011). Los ambientes donde se
desarrolla presentan temperatura anual promedio de 17 a 26 °C y precipitacion
anual promedio de 500 a 1700 mm (Mogotsi 2006). Aunque existe variabilidad en
el rendimiento de semilla de frijol tépari (Kuruvadi y Valdez, 1993), en este es
superior al del frijol en condiciones de sequia (Mohamed et al., 2002). Al respecto,
algunos caracteres del frijol tépari que le permiten responder favorablemente a la
sequia se han documentado (Markhart, 1985). Por lo anterior, el frijol tépari se ha

seflalado como fuente de genes para tolerancia a estrés abibtico y bibtico que
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podrian transferirse para el mejoramiento de P. vulgaris (Schinkel y Gepts, 1988).
Ademas, el frijol tépari es un cultivo apropiado para agricultores de escasos
recursos en Africa y regiones aridas y semiaridas de Latinoamérica en condiciones
de sequia, por su germinacién rapida, sistema radical profundo y ciclo de vida

corto (Beebe et al., 2013).

En este estudio, a través de aproximaciones fenotipicas, fisiologicas y
bioquimicas se evaluaron cuatro recolectas de frijol tépari provenientes de Nayarit,
Durango y Chihuahua, proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

El objetivo del estudio fue identificar las diferencias adaptativas entre las
recolectas que permitan elucidar los mecanismos de resistencia al estrés por

restriccion de humedad.

La hipétesis fue que existen diferencias fenotipicas, fisiologicas, de
azlucares solubles y almidon, asi como también en el rendimiento en cuatro
recolectas de frijol tépari de diferentes areas geograficas con restriccion de

humedad.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal
En el estudio se incluyeron cuatro recolectas silvestres (10006, 10011,
10017, 10020) (Cuadro 1, Figura 1) de P. acutifolius, de acuerdo con la

informacion del INIFAP-CEVAMEX) (datos no publicados). La etapa reproductiva
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se evaluo durante el verano, de junio a octubre de 2016 y la etapa vegetativa en

primavera-verano, de mayo a junio de 2017.

Cuadro

1. Datos geograficos de procedencia de las semillas de Phaseolus

acutifolius utilizadas en el estudio. Banco de germoplasma, INIFAP-CEVAMEX.

Clave Afio de Especie Latitud  Longitud Altitud Lugar
curador recolecta

10006 1967 P. acutifolius  25°11° 104°34’ 1380 Durango
10011 1969 P. acutifolius  22°0° 104°30° 900 Nayarit
10017 1978 P. acutifolius  24°1 104°40° s/r8 Durango
10020 1984 P. acutifolius  27°1’ 107°45’ 500 Chihuahua

8 s/r: sin registro.

Figura 1 Semillas de las recolectas de frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray)

procedentes de Durango (a y c), Nayarit (b) y Chihuahua (d) utilizadas en el

estudio.

5.2. Sitio experimental

Ambas etapas del estudio se realizaron en condiciones de invernadero, en

el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México

(19°30° N, 98°51’ O y altitud de 2250 m).
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5.3. Evaluacién en la etapa de tercera hoja trifoliolada (V4) de la fase
vegetativa.

Semillas de las cuatro recolectas se sembraron en macetas de plastico de
1.5 kg de capacidad, con 1.25 kg de suelo cuyas caracteristicas fisicas y quimicas
se sefialan en el Cuadro 2. En cada maceta se mantuvo una planta, con riego a
CC desde la siembra hasta el desarrollo de la tercera hoja trifoliada (V4, CIAT
1982). Se fertiliz6 cada maceta al inicio del desarrollo de las hojas simples y
después cuando se desarroll6 la tercera hoja trifoliolada con 1.5 g del fertilizante

granulado (YaraMila® complex 12-11-18 + micro elementos).

Las plantas se distribuyeron en un disefio completamente al azar con cinco
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos estuvieron representados por la
recolecta (cuatro) y la condicion de humedad (tres). La unidad experimental fue
una planta por maceta. Los niveles de humedad en el suelo fueron 1) 100 % de

capacidad de campo (CC), 2) 50 % de CCy 3) 25 % de CC.

Cuadro 2. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo utilizado en el estudio.

pH 1:2 5.62 Humedad (CCS; %)  13.00
Conductividad eléctrica (dSm™) 0.53 Humedad (PMPS; %) 9.00

Materia organica (%) 0.10 Arcilla (%) 16.00

N total (%) 0.049 Arena (%) 59.00

P (mg kg?) 0.870 Limo (%) 25.00

K* cmol(+) (mg kg™?) 0.0065 Textura Migajon arenoso
Densidad aparente (Mg m-) 1.40 Tension (bars) CC 0.30

Densidad real (Mg m-3) 2.00 Tension (bars) PMP  15.00

Porosidad (%) 44.00

8 CC: capacidad de campo. PMP: punto de marchitez permanente.
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5.3.1. Variables del fenotipo

5.3.1.1. Estimacion de biomasa, altura y area foliar. El fenotipo de las
plantas se evalud con el sistema de adquisicion de imagenes Scanalyzer PL
(Lemnatec). Cada maceta se coloco en la cabina de la plataforma iluminada con
lamparas de luz blanca, se obtuvieron imadgenes con la cAmara lateral (side view)
en la region visible del espectro, RGB (400-700 nm). Las iméagenes se obtuvieron

cada tres dias durante el desarrollo de la tercera hoja compuesta (V4).

La resolucion de la camaras (Baster AG, Ahresburg Germany) permitio
obtener 1628 x 1236 pixeles, con 4.4 x 4.4 ym por pixel. Las imagenes se
exportaron al programa LemnaGrid. Este determind la biomasa digital que
correspondio al volumen por pixel, que es una aproximacion al peso fresco de la
planta. Las variables obtenidas se calcularon a partir de las imagenes y se
identificaron como “convex hull area” (cm?), “caliper length” (mm) y “compactness”
esta Ultima calculada como el cuadrado que forma el borde de la planta dividido

entre el area proyectada (Jansen et al., 2009).

5.3.1.2. Peso seco total del vastago. Con el propdésito de validar los datos
de las imagenes digitales en RGB, al finalizar las pruebas fenotipicas, las plantas
se cosecharon, se colocaron en bolsas de papel y se mantuvieron a 70 °C por 72
horas en una estufa de secado con aire forzado (marca Blue M) hasta alcanzar
peso constante. El peso seco se registrd6 en una balanza digital (marca Ohaus®

modelo Scout Pro™) con aproximacion a 0.01 g.
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5.3.2. Variables fisiolégicas

5.3.2.1. Eficiencia fotosintética del fotosistema Il. Con el propdsito de
evaluar el efecto de la restriccion de humedad en la capacidad fotosintética, la
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PSII) se determind en plantas mantenidas
en tres niveles de humedad. Los resultados se expresaron como Fv/Fm, donde Fv
es la fluorescencia variable (Fm-FO), Fm la fluorescencia maxima y FO la
fluorescencia inicial. La diferencia entre la fluorescencia generada con el primer
estimulo de luz y la maxima estimulacion con luz es la fluorescencia emitida
cuando los electrones son ocupados en la fotosintesis por “cantidad” de luz

absorbida.

Inicialmente la eficiencia fotosintética maxima del fotosistema Il se midioé en
el tercer trifolio, completamente expandido, separado de cada planta, 10 dias
después de establecida cada condicion de riego. Las mediciones se realizaron al
mediodia. Los trifolios se colocaron en oscuridad por 30 minutos y se introdujeron
en una camara cerrada (PhotoSystem Instruments Open FluorCam FC800-0,
Republica Checa) para cuantificar la fluorescencia con el programa FluorCam
(version 6), configurado para una lectura con la curva Kaustky y pulsos de luz
constante. Los valores de FO y Fm se obtuvieron, asi como también las imagenes

con la fluorescencia de las hojas.

5.3.2.2. Potencial hidrico del vastago. El potencial hidrico de las plantas
se determind con una cadmara de presion de Scholander (PMS Instruments Co.,
Corvallis, OR, USA) (Scholander et al., 1965). Las mediciones se realizaron en la

mafiana (10 am), y 10 dias después de haber llegado al nivel de humedad de cada
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tratamiento. Cada planta se cort6 de la base del tallo con una navaja, y se coloco
dentro de la camara de presion, con la base hacia arriba. Al cerrar la cAmara se
aplico presion hasta la aparicion de una gota o burbuja de savia sobre el corte
observado por una lupa y en ese momento se registré el potencial hidrico del

vastago (bars).

5.3.3. Variables bioquimicas

5.3.3.1. Extraccion y determinacion de glucosa, fructosa y sacarosa.
Se cosecharon al medio dia (12 h) 200 mg de la tercera hoja trifoliada la cual se
homogeniz6 en 1 mL de etanol al 80 % y se mantuvieron a 80°C, por 30 minutos.
Las muestras se centrifugaron a 10,000 x g por 10 minutos. La extraccion se
repitié y los dos sobrenadantes se mezclaron. La glucosa, fructosa y sacarosa se
cuantificaron en la mezcla de los sobrenadantes. El almidon se cuantifico en el
material insoluble. En el primer caso, 5 yL del extracto etandlico se mezclaron con
200 pL de 25 mM HEPES-HCI (pH 8.0), 50 mM KCI, 1mM ATP, 3 mM MgCl2, 0.3
mM NAD*y 1U mL* hexokinasa de levadura (EC 2.7.1.1.). La absorbancia basal a
340 nm se determiné con un lector de microplaca (Multiskan FC microplate
photometer, Thermo Scientific. USA). En la segunda etapa, 1 U mL* glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) se agreg6 a la mezcla, y la absorbancia
estable a 340 nm se establecid. La fructosa se cuantifico en forma similar a la
anterior después de adicionar 1 U mL* fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9), y al
final 1 U mL? invertasa (EC 3.2.1.26) se agregd, y la glucosa y fructosa se
cuantificaron en la misma reaccion. En esta secuencia de reacciones, los azucares

estan estequiométricamente transformados a glucosa 6-fosfato (G6P) y después a
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6-fosfogluconato. Por cada mol de hexosa transformada a 6-fosfogluconato, 1 mol
de NADPH es producido. El calculo de sacarosa considera que dos moles de

NADH son producidos por mol de azucar (Bernal et al., 2005).

5.3.3.2. Contenido de almiddén. Para cuantificar el almidon, la fraccion
insoluble se resuspendiéo en 2 mL de agua y se mantuvo a 90 °C por 4 horas.
Después de enfriarlo, 220 U amiloglucosidasa (EC 3.2.1.3 de Rhizopus) en 1.5 mL
200 mM de buffer de acetato (pH 4.5) fue agregado a cada muestra. Las muestras
se mantuvieron a 37°C una noche y, después centrifugada a 10,000 x g por 10
min, la glucosa se cuantificé en el sobrenadante con el método enzimatico descrito
anteriormente (Bernal et al., 2005) La estimacion cualitativa de almidon también se
hizo en las hojas. Una muestra del trifolio en etanol al 80 % se mantuvo a 90 °C
hasta observar la pérdida de la clorofila en las hojas. El tejido se coloc6 en cajas
Petri para tefiirlas con solucion Lugol y visualizar el contenido de almidon. En esta

etapa se observa el porcentaje de tincion en las hojas (Chen et al., 2005).

5.4. Evaluacién en la etapa de llenado de la vaina (R8) de la fase reproductiva
Semillas de P. acutifolius se sembraron en macetas de plastico de 5 kg de

capacidad, con 4 kg de tezontle rojo (granulometria de <5 mm).

Las plantas se distribuyeron en un disefio completamente al azar con cinco
repeticiones por tratamiento y una planta por maceta como unidad experimental.
Los tratamientos incluyeron el grupo con riego hasta el llenado de la semilla y el
grupo que se mantuvo con riego hasta la formacion de la vaina y después con
suspension del riego. La suspension de riego se inicid cuando 50 % de las plantas
presentaron la primer vaina desarrollada o R8 (CIAT, 1982). Las plantas con riego
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se mantuvieron asi hasta la madurez fisiologica. Al final del experimento se obtuvo
la biomasa seca del vastago, el peso total de semillas por planta y el peso

individual de semilla por recolecta.

5.4.1. Acumulacién de biomasa del vastago

Hojas, tallos y vainas (pericarpio) por planta se separaron y en bolsas de
papel se secaron en una estufa con circulacion de aire forzado (Blue M), a 70 °C,
por 72 horas. El peso de cada estructura se obtuvo en una balanza (marca

Ohaus® modelo Scout Pro™) con aproximacion a 0.01 g.

5.4.2. Rendimiento de semilla
Se separaron las semillas de las vainas cosechadas al final de cada
tratamiento y se registré el peso (mg) de semillas producidas por planta de cada

recolecta en una balanza para conocer el rendimiento de cada recolecta.

5.4.3. Distribucién del peso por semilla
Se estimd la distribucion del peso por semilla en cada recolecta, al pesar

100 semillas individualmente por repeticion. Cada semilla fue seleccionada al azar.

5.5. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con ANDEVA y comparacion de las medias con la
prueba de Tukey (p < 0.05) con el programa estadistico INFOSTAT 2.0 y la

representacion gréafica por SigmaPlot 11.
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6. RESULTADOS

6.1. Evaluacion en la etapa vegetativa (V4)
6.1.1. Variables fenotipicas

6.1.1.1. Biomasa, altura y area foliar. Las variables fenotipicas se
obtuvieron de un total de 300 imagenes, de la vista lateral (side view) para cada
repeticion (Figura 2). Con 25 % y 50 % CC disminuy0 el crecimiento respecto al
control (100 % de CC). Con el software LemnaGrid se determiné que el area de
las recolectas 10006 y 10017 disminuyeron entre 15 % y 20 % con 25 % y 50%
de CC; pero en la recolecta 10011 el efecto se presentd hasta que se alcanz6 25%
de CC. En contraste, la recolecta 10020 disminuyé mas de la mitad su crecimiento
con ambos porcentajes de humedad (Cuadro 3). Ademas, los valores de caliper
lengh, compactness y convex hull area se afectaron en las recolectas 10006,
10011 y 10017 con la reduccién de humedad y en la recolecta 10020 los valores

se mantuvieron significativamente menores respecto a las otras.
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Cuadro 3. Variables fenotipicas de plantas (+D.E.) de cuatro recolectas de

Phaseolus acutifolus sometidas a niveles de humedad del 100 %, 50 % y 25 % de

capacidad de campo (CC) en la etapa vegetativa (V4).

Origeny

Nivel de

Area

Caliper

Nam. de humedad (mm? por lengh Compact - Convex hull
recolecta (% de CC?) pixel) (cm) ness area (cm)
Durango ’e 919a  102042b 037a 54968125 b
+1089  +45.739  +0.026 £39.516
915a  1071.82b 036a  686162.25b
10006 50 +2.030  +127.722  +0.041  +145.462
100 1152a 133842a 030a  926347.50 a
+0496  +100.749  +0.044  +105.162
Nayari e 705b  977.96b  021b  477535.75b
+1.605  +115574  +0.047 +50.237
13.93a  1417.22a 029a  907852.00 a
10011 50 +1618  +345.736  +0.054  +276.315
100 1064a 154345a 030a 93992350 a
£2031 229200  $0.025  +153.740
Durango e 1336b  137461b 017b  846301.75a
£3.071  +122.246  +0.046  +133.460
1265b  1540.83a 04la  996811.25a
10017 50 +2.844  +109261  +0.040  +125.684
100 795a  1657.96a 021b  905738.00 a
£1.001  +132187  +0.035 +53.737
e 454b  85854b  028a  389711.75a
Chihuahua +0838 472423  +0.020 £29.473
448b  95552b  0.18b  485806.50 a
10020 50 £0503  +35.740  +0.030 +18.850
100 880a  19521a 017b  112347.75b
£2807  +207.749 0026  +260.008

CC: capacidad de campo. Los valores entre tres niveles de humedad por recolecta

con letra diferente son estadisticamente diferentes (Tukey p <0.05) (n=5).
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100% CC _50%CC 25%CC

Durango
10006

Nayarit
10011

Durango
10017

Chihuahua
10020

Figura 2 Vista lateral de plantas de frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray)
sometidas a niveles de humedad del 100 %, 50 % y 25 % de capacidad de campo
(CC) en la etapa vegetativa (V4). Imagenes tomadas con camaras RGB

(Lemnatec)., ww—— — 10 cm.
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Los resultados de las imagenes digitales en RGB se validaron en un segundo

grupo de plantas, de los 12 tratamientos, en las que se determiné el peso seco.

6.1.1.2. Acumulacién de biomasa del vastago. La biomasa seca
determinada en el vastago mostré correlacion significativa entre las colectas
10006 (r=0.749) (p <0.05) y 10017 (r=0.792) (p <0.05) con la biomasa digital
(Figura 3). La recolecta 10017 sobresalié por que no modificd estadisticamente su
biomasa bajo los niveles de humedad. La recolecta 10020 disminuy6 cerca de 50
% su crecimiento con la disminucion de 50 % de la humedad y contrastd con el

efecto menor (de alrededor de 30 %) en las otras recolectas (Cuadro 3, Figura 3).

EE 100 % CC
[ 50% CC
N 25 % CC
1.8
1.6 -
1.4 4 a
:@ a
& 1.2 1 3
o
- a a
S 1.0 A b
k) h L I
9 0.8 - T
(]
& N c a b
2 0.6 A b
[
o
0.4
0.2
0.0 - T = T
10006 10011 10017 10020
Recolecta

Figura 3 Peso seco del vastago (+D.E.) en cuatro recolectas de Phaseolus acutifolius sometidas
a niveles de humedad del 100 %, 50 % y 25 % de capacidad de campo (CC) en la etapa
vegetativa (V4). Letras diferentes sobre las barras de cada recolecta indican diferencias
significativas (Tukey p <0.05) (n=4).
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6.1.2. Variables fisioldgicas

6.1.2.1. Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il. Los valores de Fv/IFm se
modificaron significativamente con la disminucion de la humedad Unicamente en
las recolectas 10006 y 10017. La disminucion en ambas recolectas fue mayor con
25 % CC (Figura 4). Estos cambios se observaron en las imagenes de
fluorescencia, representadas en intensidades de color; en ellas el color cercano al
rojo indico un estado 6ptimo y el color cercano al azul indicé un estado minimo de
Fv/IFm (Figura 5). Las imdgenes mostraron que la recolecta 10006 expuso signos
de disminucién de color rojo con 50 % CC. En contraste, en las recolectas 10011 y
10017 los cambios ocurrieron con la disminucion a 25 % CC y en la recolecta

10020 el color rojo se mantuvo en los tres porcentajes de humedad.

EEEm 100 % CC
[ 50 % CC
I 25 9% CC
1.0
a 2 ab a
0.8 - a a
a a I T
g ah
E a o)
LC T b —
E 0.6 |
1=
w
11
£ 0.4 A
LL
=
LL
0.2 -
0.0 - = = m T
10006 10011 10017 10020
Recolecta

Figura 4 Eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm = Fm-FO/Fm) (+D.E.) en la tercera hoja
trifoliolada de cuatro recolectas de Phaseolus acutifolius sometidas a niveles de
humedad del 100 %, 50 % y 25 % de capacidad de campo (CC) en la etapa vegetativa
(V4). Letras diferentes sobre las barras de cada recolecta indican diferencias

significativas (Tukey p <0.05) (n=4).



100 % CC_ 50 % CC 25 % CC

Nayarit Durango
10011 10006

Durango
10017

Chihuahua
10020

s
L\L>
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Figura 5 Fluorescencia de la clorofila a en la tercera hoja trifoliolada de cuatro
recolectas de Phaseolus acutifolius sometidas a niveles de humedad del 100 %,

50 % y 25 % de capacidad de campo (CC) en la etapa vegetativa (V4).
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6.1.2.2. Potencial hidrico del vastago. Las recolectas con mayor efecto por la
restriccion de humedad fueron la 10011 y 10017 al presentar el menor potencial
de agua (-1.5 MPa) con respecto a las plantas con riego al 100% de CC (-0.5
MPa). En contraste, las recolectas con el menor efecto por la reduccion de
humedad fueron 10006 y 10020 al presentar un potencial de -1.0 MPa en

condiciones de 25 % humedad (Figura 6).

I 100 % CC
[T 50 % CC
N 25 % CC
0.0
-0.2 4
-04 4
-06 1 a a a
-0.8 1
@© 1 I
% 1.0 2 a L b :I:
B b ab
12 4 a b
14
16 1 c ¢
-18 1 1 1 1
10006 10011 10017 10020

Recolecta

Figura 6 Potencial hidrico del vastago (+D.E.) en cuatro recolectas de Phaseolus
acutifolius sometidas a niveles de humedad del 100 %, 50 % y 25 % de capacidad
de campo (CC) en la etapa vegetativa (V4). Letras diferentes sobre las barras de

cada recolecta indican diferencias significativas (Tukey p <0.05) (n= 4).
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6.1.3. Variables bioquimicas

6.1.3.1. Contenido de glucosa, fructosa y sacarosa. Con 25y 50 % CC
el contenido de glucosa y fructosa disminuyd 50 % en las cuatro recolectas (Figura
7). El contenido de sacarosa en 10006 y 10011 incrementé entre 15y 20 % y en la
10020 el aumento fue el doble respecto al control; en la recolecta 10017 el

contenido fue similar entre los tratamientos.

I 100 % CC
C15%cCC
I 25 % CC

20 | 10006 | 10011

mmol g1 peso fresco

] ]
[42] (/2]
S g

[&]
= >
(U] \C

Figura 7 Contenido de glucosa, fructosa y sacarosa (+D.E.) en la tercera hoja

Sacarosa
Glucosa
Fructosa
Sacarosa

trifoliolada de cuatro recolectas de Phaseolus acutifolius sometidas a niveles de
humedad del 100 %, 50 % y 25 % de capacidad de campo (CC) en la etapa
vegetativa (V4). Letras diferentes sobre las barras de cada recolecta indican

diferencias significativas) (Tukey p <0.05) (n=5).



6.1.3.2. Contenido de almidén. Con riego al 100 %, las recolectas 10006,
10011 y 10017 mantuvieron el contenido de almiddn en la tercera hoja trifoliada,
entre 12 y 15 mmol de glucosa (Figura 8). En contraste, la recolecta 10020
mantuvo mas del doble de almidén (40 mmol) que las otras recolectas. En 50 y 25
% CC, las cuatro recolectas disminuyeron el contenido de almidén a 10-12 mmol.
Estos resultados indican que el almidon se degradada en respuesta a una

restriccion de humedad.

I 100 % CC
1 50% CC
EEE 25 % CC
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10006 10011 10017 10020

Recolecta
Figura 8 Contenido de almidon en la tercera hoja trifoliolada de Phaseolus
acutifolius sometidas a niveles de humedad del 100 %, 50 % y 25 % de capacidad
de campo (CC) en la etapa vegetativa (V4). Letras diferentes sobre las barras de

cada recolecta indican diferencias significativas (Tukey p <0.05) (n=5).
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La tincién con lugol mostré el contenido de almidon respecto al nivel de
humedad (Figura 9). La recolecta 10020 mostr6 acumulacién similar

independientemente de la humedad del sustrato.

100 % CC 50% CC 25 % CC

wos | G OB <
o | @D >
| G G —

Figura 9 Deteccion cualitativa (coloracion obscura) de la presencia de almidon por

tincion con lugol en el foliolo central de la tercera hoja trifoliolada de cuatro
recolectas de Phaseolus acutifolius sometidas a niveles de humedad del 100 %,

50 % y 25 % de capacidad de campo (CC) en la etapa vegetativa (V4).

6.2. Evaluacién en la etapa reproductiva (R8)

6.2.1. Acumulacion de biomasa
La acumulacion de biomasa en tallo, hoja y pericarpio de las cuatro
recolectas disminuy6 significativamente entre 60 y 74 % respecto a la condicion

100 % de CC (Figura 10). Sin embargo, la pérdida de peso seco del tallo y
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pericarpio presentaron una disminucién en la recolecta 10020. En esta recolecta
no se observaron diferencias significativas en el peso de las hojas entre riego y

restriccion de humedad.
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Figura 10 Acumulacién de biomasa (+D.E.) en cuatro recolectas de Phaseolus
acutifolius con riego (R) y restriccion de humedad (RH) en la etapa reproductiva
(R8). Letras diferentes sobre las barras de cada recolecta indican diferencias

significativas (Tukey p <0.05) (n=5).

6.2.2. Rendimiento de semilla

Con riego la produccion de semillas fue similar entre las recolectas 10006, 10011 y
10017, la recolecta 10020 produjo 30 % menos semillas que aquellas. Ademas, en
esta recolecta el tamafio de la semilla es menor. Con restriccion de humedad la
recolecta 10006 redujo 80% el peso de las semillas y el menor efecto fue

observado en la recolecta 10017 (66%) por planta (Figura 11).
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Figura 11 Rendimiento de semilla de cuatro recolectas de Phaseolus acutifolius
(+D.E.) con riego (R) y restriccion de humedad (RH) en la etapa reproductiva (R8).
Letras diferentes sobre las barras de cada recolecta indican diferencias

significativas (Tukey p <0.05) (n=5).

6.2.3. Distribucién del peso por semillas

Bajo restriccion de humedad los pesos por semilla se redujeron en todas las
recolectas comparadas con riego (Figura 12). Con riego el promedio de peso por
semilla fue de 60 a 150 mg por semilla y con restriccion de humedad el intervalo
de pesos oscilo entre 50 y 130 mg. El nivel de humedad tuvo un efecto

significativo en el peso individual por semilla.
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Figura 12 Distribucion del peso individual de semilla (+D.E.) en cuatro recolectas
de Phaseolus acutifolius con riego (R) y restriccion de humedad (RH) en la etapa
reproductiva (R8). Letras diferentes sobre las cajas de cada recolecta indican

diferencias significativas (Tukey p <0.05) (n=5).
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7. DISCUSION
Phaseolus acutifolius es la especie del género Phaseolus que se

caracteriza por presentar tolerancia a estrés abiotico (Jiménez-Galindo y Acosta-
Gallegos, 2013; Mohamed et al., 2002) y bidtico (Jiménez et al., 2017). Debido a la
sobresaliente tolerancia a condiciones adversas, el frijol tépari se le ha
considerado como un modelo para transferir caracteres adaptativos a P. vulgaris
como una aproximacion ante la problematica de los efectos del cambio climatico
(Rao et al, 2013). En una primera aproximacion, en los caracteres morfométricos a
partir del fenotipaje preciso y no destructivo durante la etapa vegetativa (V4), La
recolecta 10020 mostré una reduccion del area (cm*pixel), mientras que las otras
recolectas no se observaron cambios significativos, incluso la recolecta 10017
aumento el valor del area (Cuadro 3). Esto debido a que esta recolecta presento
un crecimiento inicial de habito tipo Ill con desarrollo de guia. Diversos reportes
sobre la cuantificacidon del crecimiento en plantas han mostrado que la parte aérea
se reduce en condiciones de déficit hidrico (Chen et al., 2014). Sin embargo,
algunas estructuras como raices y partes reproductivas son estimuladas para
acelerar su desarrollo (Djekoun y Planchon, 1991). Esto como un mecanismo de
escape o con la finalidad de captar mayor humedad en el suelo. En este trabajo no
se descarta que las recolectas de frijol tépari posean diversos mecanismos de

sobrevivencia.

Los valores de biomasa digital (Figura 1) pudieron compararse con la
determinacién del peso seco del vastago. La recolecta 10020 disminuyd
significativamente en ambos porcentajes de humedad (25 % y 50 %), mientras en

otras recolectas se presentd una disminuciéon de la biomasa hasta el 25 % de CC.
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Mediante la herramienta de analisis de imagenes se detectaron cambios minimos
y significativos en el fenotipo a través del tiempo sin alterar la integridad de la
planta. Las comparaciones entre mediciones basadas en imagenes y las
evaluadas manualmente demostraron la factibilidad de cuantificar la variacion en
la arquitectura de la planta usando informacién de imagenes (Liang et al., 2017).
Actualmente las plataformas de analisis del fenotipo se han usado en diferentes
especies como trigo (Munns et al., 2010), cebada (Chen et al., 2014), Arabidopsis
(Arend et al., 2016), remolacha dulce (Bodner et al., 2017) y maiz (Liang et al.,
2017). Este estudio destac6d la importancia de la fenotipificacion aplicada por
primera vez a leguminosas y su respuesta a condiciones ambientales, con el
propdsito de identificar y evaluar en un mismo ensayo un numero mayor de

materiales.

El estrés por restriccion de humedad induce cambios en la transpiracion y
fijacion de CO2; ademas, los procesos fotoquimicos también son afectados.
Mediante la medicion de la fluorescencia a partir de pulsos de amplitud modulada
(PAM) con luz actinica se determing la eficiencia fotoquimica del PSII en las cuatro
recolectas con tres niveles de humedad (Figura 4 y 5). La disminucion del
porcentaje de humedad no tuvo efecto significativo sobre la tasa de fluorescencia
en las recolectas 10020 y 10011; en contraste, en las recolectas 10006 y 10017 se
detectd efecto significativo entre la tasa de fluorescencia con 25% CC. Las
imagenes de fluorescencia mostraron que la fluorescencia y la turgencia de la hoja
trifoliolada de la recolecta 10020 no se afectaron. Lo que indica que en esta

recolecta la capacidad fotosintética permanecié estable aun con una restriccion de
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humedad del 25%. En leguminosas se ha mostrado que el efecto de otros factores
generadores de estrés, como infeccibn de roya, afectan los procesos
fotosintéticos. Bassanezi et al. (2002) mostraron una relacion significativa entre la
disminucién de la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il en dos cultivares de frijol
y la severidad de infeccion de la roya de frijol y la mancha angular de la hoja.
Asimismo, Rios et al. (2018) encontraron el aumento de 14% en los valores de
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PSIl) a los 17 dias después de la
inoculacién con un hongo fitopatdégeno, e incrementdé hasta 18.9 y 15.7 % al
aplicarse 21 después de la inoculacion un tratamiento con fungicida. Esto se
observé al evaluar el funcionamiento fotosintético, que incluy6 intercambio
gaseoso Yy fluorescencia de la clorofila, en plantas de soya inoculadas con
Phakopsora pachyrhizi, el cual provoca la roya asiatica en soya. Resultados
similares fueron reportados en dos lineas mejoradas de frijol tépari en donde el
déficit hidrico moderado favoreci6 una mayor fluorescencia, indicando que con
baja humedad aprovechable en el suelo no modifica la capacidad fotosintética
(Mohamed et al., 2005). Estudios similares se detectaron en 11 genotipos de trigo
sometidos a estrés por calor y a la mancha de gota producida por Cochliobolus
sativus en hojas, bajo condiciones de campo. En esas plantas la fluorescencia de
la clorofila disminuyé méas en los tratamientos que incluyeron la combinacion de
calor y presencia de patogeno (Fv/Fm 0.19), hubo menor efecto con la inoculacion
del patégeno (Fv/Fm 0.40) y menos aun por el estrés por calor (Fv/Fm 0.60)

(Rosyara et al., 2010).
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Diversas investigaciones han demostrado que la capacidad fotosintética
depende del estatus hidrico de la planta (Sehgal et al., 2017; Traub et al., 2017).
En este estudio, las cuatro recolectas presentaron potencial hidrico de -0.8 a -0.9
MPa con 50 % de humedad (CC); por lo cual, puede asegurarse que para P.
acutifolius ese es un nivel de humedad que permite a la planta mantener funciones
de sobrevivencia (Lazcano y Lovatt, 1999). Ademas, la recolecta 10020 no
disminuy6 su potencial hidrico incluso a 25 % de humedad (CC). Por lo que, esta
recolecta parece ser sobresaliente en su tolerancia a la disponibilidad baja de
humedad. Resultados previos han indicado que el potencial hidrico en P.
acutifolius es menor en comparacion con P. vulgaris bajo condiciones limitantes de
humedad (Markhart, 1985). Dado que tépari se distingue por crecer en areas
donde la precipitacion anual es menor a los 400 mm, condicién en donde la
mayoria de los cultivos no podrian adaptarse. El potencial hidrico de la recolecta
10006 y 10020 fue -1.2 MPa y en las recolectas 10011y 10017 fue -1.6 MPa con
25 % CC (Figura 6). Traub et al. (2017) encontraron un valor similar en el potencial
hidrico del vastago en frijol tépari (-1.3 MPa) en comparacion con otras lineas
mejoradas (-0.7, -0.8 y -1 MPa) al evaluar las respuestas fotosintéticas y
metabdlicas en frijol comun y tépari bajo sequia. Adicionalmente Martinez-Rojo et
al. (2007) detectaron una disminucion del potencial de agua (-1.4 MPa) en hojas
de seis cultivares de frijol comun sujetas a restriccion de humedad en comparacion
con las plantas bajo riego (-0.9 MPa), en donde el cultivar mas susceptible (Arroz
Tuscola) presentd la mayor disminucion (-1.43 MPa) y el cultivar con mayor
resistencia (Orfeo) un potencial intermedio (-1.3 MPa). En el caso de tépari, la

presencia de un mecanismo de escape a la sequia se ha discutido (Levitt, 1972).
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De acuerdo con esto, se ha propuesto que en frijol tépari el mecanismo de
adaptacién a condiciones de sequia es a través de su desarrollo rapido, que
reduce el numero de dias para la madurez y el del periodo reproductivo; que son
algunas de las caracteristicas del mecanismo de escape (Acosta-Diaz et al., 2009;

Levitt, 1972).

Existen factores bidticos y abidticos involucrados en la alteracion del
metabolismo de carbohidratos. Los estudios han mostrado que la sequia,
salinidad, temperaturas bajas e inundaciones provocan en las plantas incremento
en el contenido de azucares solubles; en contraste, radiaciones altas (PAR,
UVBR), metales pesados, restriccion de nutrientes y ozono induce una reduccion
(Dubey and Singh, 1999; Gill et al., 2001; Strand et al., 1999). En nuestro estudio,
el contenido de glucosa, fructosa y almidén se redujo significativamente en todas
las colectas con un nivel de humedad del 50 % y 25%. Estos resultados
coincidieron con los que obtuvieron Padilla-Chacon et al. (2017); estos autores
determinaron disminucién en el contenido de glucosa y fructosa (> 5 mmol g1) en
hojas de dos variedades de P. vulgaris sometidas a restriccion de humedad.
Ambos estudios contrastaron en la respuesta de la acumulacion de sacarosa ante
el estrés por déficit de humedad. En el presente estudio se observé que la
sacarosa se incrementd. En este estudio, como en otros realizados en diferentes
especies, se sugiere gque la sacarosa es un metabolito que incrementa en
respuesta al déficit hidrico, y cuya funcion puede estar relacionada con el control
osmotico (Rosa et al., 2009; Ruan, 2014). Ademas como tejido fuente,

recientemente se ha descubierto que los pericarpios tienen un papel como
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suministro de carbono hacia el desarrollo de la semilla (Coello y Martinez-Barajas,
2016). En un estudio se detectaron altos niveles de glucosa y fructosa en vainas
en etapa de desarrollo (R7), en plantas de frijol bajo condiciones de sequia. Esto
sugiere que en estas vainas hay una activa degradacion de sacarosa que,
presumiblemente, se utilizar4 en la sintesis de almidon, el cual se acumula en las
mismas vainas (Cuellar-Ortiz et al., 2008). Este resultado concuerda con el
incremento observado en la actividad de la sacarosa sintasa bajo condiciones de
estrés y con reportes previos que indican que la actividad de esta enzima esta
asociada a la respuesta a esta condicion estresante en plantas de Arabidopsis
thaliana y P. vulgaris (Dejardin et al., 1999; Micheletto et al., 2007).
Adicionalmente, la acumulacion de cantidades mayores de fructosa respecto a los
de glucosa en vainas en desarrollo de Pinto Villa en condiciones de sequia,
sugiere que la degradacién de sacarosa ocurre preferencialmente por la via de la
sacarosa sintasa y no por la via de las invertasas, como se ha reportado que
ocurre en haba (Vicia faba) en condiciones controladas (Weber et al., 1995). En el
presente estudio la acumulacién de hexosas disminuy6 significativamente, pero el
contenido de sacarosa (Figura 7) en las recolectas 10006 y 10011 increment6
entre 15 % y 20 % y en la 10020 el aumento fue mas del doble respecto al control;
en contraste, en la recolecta 10017 los niveles se mantuvieron sin cambio. Ramos
et al. (1999) encontraron una tendencia de incremento similar en el contenido de
sacarosa en nodulos de frijol comin sometido a una restriccion de humedad del
30% durante 10 dias después del tratamiento. Estos resultados permiten sugerir
que la sacarosa acumulada puede actuar como osmolito manteniendo la

homeostasis, mientas que la glucosa actiia como sustrato en la respiracion (Gupta
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y Kaur, 2005); a la fructosa se le ha asociado en la sintesis de metabolitos
secundarios como lignina y compuestos fendlicos (Rosa et al., 2004, 2017, 2009;

Ruan, 2014).

El almidon es otro de los compuestos que puede ser relevante en la
respuesta a diferentes factores bibticos y abibticos (Prasch et al., 2015; Stitt y
Zeeman, 2012). En el presente estudio el contenido de almidon fue
significativamente menor con la restriccion de humedad respecto a las condiciones
con riego. Ramos et al. (1999) demostré la reduccion en el contenido de almidon
(45 mg g?) en nédulos de P. vulgaris con restriccion de humedad del 30%, 10 dias
después del tratamiento. Padilla-Chacon et al. (2017) observaron que el contenido
de almidén en hojas de dos variedades (V8025 y Canario 60) de P. vulgaris bajo
sequia terminal, durante el llenado del grano, disminuyé 5 dias después del
tratamiento de la suspension del riego, y después su aumento significativo hasta
los 20 dias después del tratamiento. Diversos estudios han mostrado que los
ajustes entre los contenidos de azucares estan estrechamente relacionados a la
sacarosa y el almidéon (Andrade et al., 2016). En tejidos fotosintéticos, la sintesis y
degradacion puede ocurrir a diferentes horas del dia, y el almidén puede presentar
diferentes funciones dependiendo del tipo de célula (Stitt y Zeeman, 2012;
Thalmann y Santellia, 2017) y ruta metabdlica (Tiessen y Padilla, 2013). Los datos
obtenidos en este trabajo coinciden con los reportados en varias especies donde
el almidén disminuye considerablemente ante una condicion de estrés abibtico.
Por ejemplo en frio, salinidad y sequia, el almidon tiene como papel amortiguar los

fluctuantes cambios en el ambiente por la interaccién con el genotipo (G x E) que
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induce cambios en el metabolismo en tiempos relativamente cortos (Thalmann y
Santellia, 2017). Dichas respuestas dependen de la eficiencia de las actividades
enzimaticas como AGPasa, ADP-GIc pirofosforilasa, metabolismo de la sacarosa,
sacarosa sintasa (SuSy), sacarosa fosfato sintasa (SPS), e invertasa (INV) y de
compartamentalizacion de las isoenzimas de cada organelo (Thalmann y Santellia,

2017).

La disminucion del peso de tallos, hojas y pericarpio fue afectado
significativamente por la restriccibon de humedad, en mayor medida sobre la
recolecta 10006 y 10011. Markhart (1985) encontr6 una mayor acumulacion de
biomasa hacia las hojas en frijol tépari en comparacion con frijol comdan bajo
condiciones de limitaciébn de agua durante la etapa vegetativa. De manera similar
Lépez et al. (2003) detectaron que el peso seco del tallo y hojas en frijol tépari
cultivadas en una solucién nutritiva salinizada (80 mmol Lt NaCl) fue cercano a
las plantas control y que el peso seco de la raiz fue significativamente mayor en
frijol tépari en comparacién con un frijol silvestre “frijolillo” (P. filiformis Bent) y el
frijol caupi (Vigna unguiculada) en condiciones de salinidad. Los resultados ponen
de manifiesto que entre las cuatro colectas existe una variabilidad significativa. Se
detectd un efecto significativo de la restriccidbn de humedad sobre el rendimiento y
el peso individual de semilla. Similarmente Padilla-Chacon et al. (2017)
encontraron una reduccion en el numero y peso de las semillas en dos variedades
de P. vulgaris, por efecto de la sequia en la etapa terminal. Por otro lado, Rao et

al. (2013) identificaron accesiones de frijol tépari superiores en el rendimiento en
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comparacién con el frijol comun con tolerancia a limitaciones de agua al comparar

el rendimiento bajo condiciones de riego y restriccion de agua.

Los resultados de este estudio mostraron que existen colectas de frijol tépari con
caracteristicas sobresalientes al déficit hidrico y que pueden ser empleados en
programas de mejoramiento genético del frijol coman. Se ha reportado que la
cruza entre ambas especies ha sido exitosa (Souter et al., 2017), lo que es una
posible alternativa que llevaria a obtener nuevos genotipos con tolerancia a

diferentes tipos de estrés bidtico o abiotico.

8. CONCLUSIONES
Las recolectas de P. acutifolius responden diferente a las condiciones de

restriccion de humedad en las etapas vegetativa y reproductiva. La variabilidad en
la respuesta de las colectas puede estar asociada a su caracter silvestre. Otras
caracteristicas podrian proporcionar tolerancia a las condiciones de estrés por

restriccion de sequia.

La restriccion de humedad si modifica solo parcialmente el fenotipo, la fisiologia, el
contenido de azucares solubles y almidén y el rendimiento de frijol tépari, pero las
respuestas son heterogéneas entre las recolectas y al menos algunas parecen
tener mecanismos fisiolégico-bioquimicos que “amortiguan” las reacciones a la

disponibilidad reducida de humedad.
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