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RESUMEN

El frijol caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp) es una especie de gran importancia en la
alimentacién del Caribe colombiano, pero su rendimiento medio de grano de 600 kg-ha™
es considerado bajo, debido al bajo potencial de rendimiento de los cultivares criollos, y
la susceptibilidad a factores estresantes bidticos y abidticos. Se estimaron la
variabilidad genética y la calidad nutricional de una poblacion heterogénea-homocigota
de caupi y se analizaron las respuestas morfo-fisiolégicas y bioguimicas, bajo déficit
hidrico, en fases vegetativa y reproductiva. Inicialmente, se estimaron caracteres
agronémicos, parametros genéticos y calidad nutricional de 40 lineas obtenidas por
seleccion individual a partir de la variedad local Criollo-Cordoba (CR-CO). A
continuacién, las 13 lineas de mayor indice de seleccion, junto con el parental CR-CO,
fueron evaluadas por tolerancia a sequia en invernadero, desde etapas tempranas de la
fase vegetativa; y, posteriormente, las 4 lineas mas tolerantes fueron caracterizadas
morfo-fisiologica y bioquimicamente en fase reproductiva. Finalmente, 19 cultivares (15
lineas, el parental CR-CO y 3 genotipos silvestres) fueron genotipados por
secuenciacion y se analizo la diversidad y relaciones genéticas entre las lineas con el
uso de marcadores SNP (polimorfismos de nucle6tido simple. Los experimentos se
llevaron a cabo en campo e invernadero y las determinaciones bioquimicas en los
laboratorios de Fisiologia vegetal y Suelos de la Universidad de Coérdoba, Colombia,
entre 2012 y 2013. Los resultados mostraron variaciones significativas entre las lineas
para los caracteres dias a floracion, numero de semillas por vaina, peso de cien
semillas, longitud y ancho de semilla, y longitud de la vaina, que permiten incrementar
el rendimiento de grano, indirectamente. Ademas, los genotipos L-006 y L-009
presentaron rendimiento potencial de grano superior a 3,0 t-ha™; el 25% de las lineas
presentaron los porcentajes mas altos de proteina, 26,06 - 26,88%, y las
concentraciones mas altas de hierro, zinc y fésforo con 50,9 - 76,55; 43,9 - 48,55 y 4,93
- 5,34 ppm, respectivamente. El indice de seleccion utilizado permitié identificar 13
genotipos superiores de la poblacion local heterogénea. Los 13 genotipos evaluados
por sequia, toleraron tensiones de humedad del suelo cercanas a -2 Mpa, sin presentar
marchitamiento permanente. A partir de un potencial hidrico del suelo de -0,7 Mpa,

fueron evidentes las disminuciones en fotosintesis (A) y conductancia estomatica (gs),
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asi como el aumento en la eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs), las cuales
variaron con el genotipo; sus estimaciones con modelos de regresion permitieron
discriminar grados de tolerancia a sequia entre cultivares. Los genotipos L-047 y L-034,
conservaron entre 4 y 6 hojas, se mostraron como los de mayor retraso en senescencia
foliar durante la sequia y presentaron mayor biomasa a los 16 dias de recuperacion
post-rehidratacion. El estrés por sequia en etapa reproductiva causé disminucién en el
rendimiento de grano por planta de 57,72%, nidmero de vainas por planta de 49,40% y
namero de semillas por vaina de 32,07%. A los 17 dias de sequia, la fotosintesis
empez0 a registrar valores cercanos a cero, cuando el contenido de humedad del suelo
se redujo en cerca del 40% de la capacidad de campo, lo cual pudo ser ocasionado por
limitaciones estomaticas y, posiblemente, por limitaciones bioquimicas; la proporcion de
clorofila a / clorofila b (Chla/Chlb), fue significativamente mas baja, mientras que el
contenido de malonaldehido fue significativamente mas alto, en plantas bajo estrés
hidrico. El analisis de diversidad genética con marcadores SNP revelé variabilidad
genética entre genotipos de caupi y permitio diferenciar las lineas derivadas de la
variedad local Criollo-Cérdoba (CR-CO); las lineas L-006, L-034 y L-047 tolerantes a

sequia hacen parte de un grupo en el que también esta presente el parental CR-CO.
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ABSTRACT

Cowpea bean (Vigna unguiculata [L.] Walp.) is a species of great importance in feeding
the colombian Caribbean, but their average grain yield of 600 kg-ha™ is considered low
due to the low yield potential of creole cultivars and susceptibility to biotic and abiotic
stressors. Genetic variability and nutritional quality of a cowpea heterogeneous-
homozygous population were estimated and morpho-physiological and biochemical
responses under water deficit in vegetative and reproductive stages were analyzed.
Initially, agronomic traits, genetic and nutritional quality parameters of 40 lines obtained
by individual selection from the local variety Criollo-Cérdoba (CR-CO) were estimated.
Then, 13 lines greater selection index, along with the parental CR-CO, were evaluated
for drought tolerance in greenhouse from early stages of the vegetative phase; and
subsequently, 4 more-tolerant lines were characterized morpho-physiological and
biochemically in reproductive phase. Finally, 19 cultivars (15 lines, parental CR-CO and
3 wild genotypes) were genotyped by sequencing and genetic diversity and relationships
between selected lines, using SNP markers (single nucleotide polymorphism), were
analyzed. Fields and greenhouse experiments and biochemistry determinations in the
laboratories of Plant Physiology and Soil were carry out at the Universidad de Cérdoba,
Colombia between 2012 and 2013. The results of the first study show significant
variations among lines for days to flowers, seeds number per pod, 100 seeds weight,
seed length and width, pod length, that allow to increase yield grain, indirectly.
Moreover, L-006 and L-009 genotypes presented potential yield grain superior to 3.0
t-ha’; lines 25% presented highest protein percent, 26,06-26,88, and highest
concentrations of iron, zinc and phosphorus with 50,9-76,55; 43,9-48,55 and 4,93-5,34
ppm, respectively. Selection index used to allow identifying 13 superior genotypes from
heterogeneous local population. The 13 genotypes evaluated for drought, tolerated soil
moisture tensions close to -2 Mpa, with no permanent wilting. Starting at a soil hydric
potential of -0.7 MPa, decreases in photosynthesis (A) and stomatal conductance (gs)
were evident, as well as an increase in intrinsic water-use efficiency (A/gs), which varied
by genotype. Estimating with regression models allowed for the discrimination of the

degrees of drought tolerance between the cultivars. The genotypes: L-047 and L-034
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conserved between 4 and 6 leaves, displaying the highest delayed leaf senescence
during drought. Furthermore, they presented the highest biomass at 16 days post-stress
recovery. Drought stress caused decrease in grain yield per plant of 57.72%, the
number of pods per plant of 49.40% and the number of seeds per pod of 32.07%. At 17
days of drought, photosynthesis began showing values near zero, when the soil
moisture content was reduced by about 40% of field capacity, which could be caused by
stomatal limitations and possibly by biochemical limitations. The ratio of chlorophyll a /
chlorophyll b (Chla/Chlb) was significantly lower, while the content of malonaldehyde
was significantly higher in plants under water stress. Analysis genetic diversity with SNP
markers revealed genetic variability among cowpea genotypes and allowed to
differentiate the lines derived from the local variety Criollo-Cérdoba (CR-CO); drought
tolerant L-006, L-034 and L-047 lines constitute a cluster that includes the parental CR-
CO.
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INTRODUCCION GENERAL

Origen e importancia del frijol caupi

El frijol caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) (2n=2x=22), es una de las mas antiguas
fuentes de alimento y probablemente se ha cultivado desde el periodo neolitico (Zia-Ul-
Haq et al. 2013), su historia se remonta a la siembra antigua de cereales en Africa
occidental, 5-6 mil afios atras, donde estaba estrechamente asociado con el cultivo de
sorgo y millo perla (Kabas et al. 2006). Sus centros de diversidad estan en Africa e India
(Phansak et al. 2005, Araméndiz et al. 2011).

Es una de las leguminosas méas importantes de la familia Fabaceae usadas como
alimento y forraje en las sabanas semi-aridas tropicales, debido a su tolerantes a
sequia y su capacidad para crecer en suelos de calidad pobre y es, a la vez, un cultivo
valioso para agricultores (Timko et al. 2008). Se cultiva entre los 35°N y 30°S de la linea
del ecuador (Sokoto y Singh 2008) en las regiones tropicales, subtropicales, templadas
y célidas del mundo, abarcando Asia, Africa, Oceania, Medio Oriente, Europa, Estados

Unidos, centro y sur de América (Sokoto y Singh 2008).

La semilla de caupi contiene un alto valor nutritivo representado en promedio, de 23 a
25% de proteinas y 50 a 67% de almidén (Sokoto y Singh 2008); es también rica en
vitaminas y minerales (Zia-Ul-Haq et al. 2013). Ademas, las estructuras de la planta son
fuente de alimento de diversas maneras; asi, en Africa las hojas verdes son importantes
para el consumo humano, también se consumen las vainas inmaduras y a menudo se
mezclan con otros alimentos. En el Oeste de Africa, en la India, Estados Unidos de
América y México se consume el grano seco Yy la vaina fresca (Apaez et al. 2009).

También se usa como forraje para la alimentacion animal (Zia-Ul-Haq et al. 2013).

En el Caribe colombiano, el frijol caupi es una alternativa agricola y basica de
alimentacion, especialmente para los productores agricolas y estratos de baja

capacidad de compra. La rusticidad de esta especie le permite adaptarse a diferentes



agro-ecosistemas, lo que asociado a su alto valor nutritivo, especialmente en proteina,
contenido de fibras, vitaminas y minerales y baja cantidad de lipidos, menos del 2%,
constituye una opcion de mucho significado alimenticio para el consumidor regional que
lo ingiere cocido con arroz (arroz de frijol), en sopa (mote de frijol) y bufiuelos
(Araméndiz et al. 2003).

Limitantes tecnoldgicos

El potencial de rendimiento del frijol caupi podria ser el doble o aiin més si no fuera por
los limitantes que afectan negativamente su produccién; entre tales limitantes, las
plagas, las enfermedades y los cambios en los patrones de distribucidn de las lluvias,
son los mas importantes (Araméndiz et al. 2011, Matikiti et al. 2012).

Al respecto, se han reportado problemas serios con los afidos (Aphis craccivora) y el
Callosobruchus rhodesianus que consume el grano en almacenamiento; también, la
sequia y las inundaciones y en general los cambios en la distribucidon de las lluvias
tienen influencia directa en la preparacion de los suelos, la siembra, otras practicas

agronémicas y el rendimiento (Matikiti et al. 2012).

En este mismo orden de ideas, el cambio en la periodicidad de los fenébmenos El Nifio -
La Nifia ha tenido un efecto importante en la cantidad y la distribucion de las lluvias,
causando efectos negativos en la produccion agricola y pecuaria de amplias zonas
continentales (IDEAM 2009).

Los esfuerzos por incrementar el rendimiento de grano ameritan el desarrollo de
cultivares resistentes a plagas, enfermedades y a las nuevas condiciones del clima,
causadas por la variabilidad climética y el calentamiento global (Oyecanmi y
Sangodoyin 2007, Araméndiz et al. 2011). Es evidente que se requieren estudios que
conduzcan al aumento de los rendimientos de los cultivares locales y avances en el
mejoramiento de la resistencia a plagas, enfermedades y en resistencia a sequia. Se ha

reportado que en esta especie, el déficit hidrico tiene una fuerte implicacion en la



disminucion del rendimiento de grano, como consecuencia del cierre estomatico, con

notable variacién entre genotipos (Nascimento 2009).

Durante los periodos de sequia, el estrés hidrico afecta la morfologia, la fisiologia y la
bioguimica de la planta, expresandose en la reduccion del area foliar, la disminucion de
la difusion de CO, al interior de la hoja y la reduccion de la capacidad de los

cloroplastos para fijarlo, entre otras respuestas (Taiz y Zeiger 2010).

El frijol caupi se siembra en regiones semiaridas de Africa y otras partes del mundo,
donde probablemente habrd un mayor incremento de la sequia y por consiguiente el
estrés hidrico sera mas prolongado (Belko et al. 2012); ésto impone la necesidad de

identificar cultivares adaptados a tales zonas agroecoldgicas (Kholové et al. 2010).

Objetivo general

Analizar las caracteristicas morfo-fisiolégicas y bioquimicas del frijol caupi (Vignha
unguiculata [L.] Walp.), utilizadas como mecanismos de adaptacion al déficit hidrico,
para ser utilizadas como criterios complementarios de seleccién de lineas de alto

rendimiento y calidad nutricional.

Objetivos especificos

Evaluar el comportamiento agronémico, la variabilidad genética y la calidad nutricional
de 40 selecciones individuales de frijol caupi derivadas una poblacion heterogénea-

homocigota.

Caracterizar morfo-fisiolégicamente las lineas de frijol caupi, de mejor comportamiento

agronémico, en relacion con tolerancia a sequia en fase vegetativa.

Determinar respuestas morfo-fisiolégicas y bioquimicas asociadas a la resistencia al

déficit hidrico en fase reproductiva.



Determinar diversidad y relaciones genéticas entre las lineas seleccionadas con el uso

de marcadores moleculares SNP (polimorfismo de un solo nucleotido).

Hipotesis

El andlisis de las respuestas morfo-fisiolégicas y bioquimicas del frijol caupi, bajo déficit
hidrico, permite la identificacion de caracteristicas asociadas a los mecanismos de
adaptacion a sequia para ser usados como criterios de seleccion genética de lineas

promisorias tolerantes a sequia.

Perfil y alcance de la tesis

Esta tesis esta escrita en formato de articulo cientifico y cada capitulo corresponde a un

documento publicado o en proceso de publicacién en revista indexada.

Se llevé a cabo un andlisis de las respuestas morfo-fisioldgicas y bioquimicas de la
resistencia a sequia en frijol caupi, a partir del estudio de la variabilidad genética de 40
lineas obtenidas por seleccién individual en la poblacion local Criollo-Cérdoba (CR-CO),
variedad cultivada en la region Caribe de Colombia, con la finalidad de identificar
genotipos con mejores caracteristicas agronomicas y calidad nutricional, con
adaptacion a las condiciones agroecoldgicas de la region. Sobre la base del
rendimiento y la calidad nutricional se seleccionaron inicialmente los mejores 13
genotipos, los cuales fueron evaluados posteriormente en relacién con tolerancia a
sequia en etapas tempranas de crecimiento, identificandose cinco genotipos como los
mas tolerantes a sequia. La investigacion fue complementada con la determinacién de
biomoléculas involucradas en la tolerancia a sequia y un estudio de diversidad genética
basado en genotipaje por secuenciacion (GBS) y estimacién de las relaciones
filogenéticas entre genotipos con marcadores moleculares SNP (Polimorfismo de

nucleotido simple o de un solo nucledtido).



En el capitulo 1 se hace una revision amplia de los mecanismos de adaptacion a sequia
en frijol caupi, resaltando las respuestas relacionadas con la modificacion del
crecimiento y desarrollo de las plantas, las relaciones hidricas e intercambio gaseoso, el
ajuste osmotico, la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno y los avances en
biologia molecular, destacando el uso de marcadores moleculares en estudios de
diversidad genética, ligamiento, QTL y expresion geénica, enfatizando en tolerancia a

sequia.

El capitulo 2 aborda el tema de la variabilidad genética de las selecciones individuales
obtenidas de la poblacion parental Criollo-Cérdoba, germoplasma que se usO para
mejorar el rendimiento y calidad nutricional del cultivo. Para este propésito, se
evaluaron los caracteres dias a floracion (DF), nimero de ramas primarias por planta
(RPP), nimero de vainas por planta (VP), longitud de las vainas (LV), semillas por vaina
(SV), peso de 100 semillas (P100S), numero de vainas por pedunculo (VPE), longitud
de la semilla (LS) y rendimiento de grano por hectarea (RGH), contenido de proteina,
fésforo (P), hierro (Fe) y Zinc (Zn).

En el capitulo 3 se hace un analisis de la tolerancia a sequia del frijol caupi cuando se
suspende totalmente el suministro de agua en etapa vegetativa, con sélo dos hojas
trifoliadas totalmente expandidas. Se analizan respuestas de intercambio gaseoso
como fotosintesis neta (A), Conductancia estomatica (gs), transpiracion (E), eficiencia

intrinseca en el uso del agua (A/gs), Y la distribucién de biomasa.

En el capitulo 4 se analizan las respuestas fisioldgicas y bioquimicas del caupi cuando
se suspende del suministro de agua a partir de floracién, en invernadero. Se analiza y
discute el rendimiento y sus componentes, la reduccion relativa del rendimiento con
respecto al control y el indice de susceptibilidad a sequia. Asi mismo se analizan
variables de intercambio gaseoso, las actividades de las enzimas del metabolismo
antioxidativo de las plantas catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX), y las

biomoléculas clorofilas a y b, carotenoides, aldehido malénico, proteinas libres y prolina.



Finalmente, en el capitulo 5 se analiza la diversidad genética basada en genotipaje por
secuenciacion y marcadores SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) de 19 genotipos
de caupi, 15 de los cuales provienen de una poblacion heterogénea homocigota (CR-

CO), parental de las lineas evaluadas, también incluido, y tres genotipos silvestres.
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Resumen

Se presenta una revisién de los mecanismos de adaptacion a sequia observados en
frijol caupi, mostrando las respuestas morfolégicas, las relaciones hidricas e
intercambio gaseoso, el ajuste osmatico, el sistema antioxidante y la actividad
molecular. Se describen algunos indicadores que permiten la aproximacion a un
diagnostico del nivel de estrés de las plantas tales como la relacion raiz/parte aérea,
densidad y profundidad de raices, materia seca radical, area foliar especifica, numero
de hojas y flores, senescencia foliar y abscision foliar, componentes del rendimiento,
conductancia estomatica, transpiracion, eficiencia en el uso del agua, contenido de
osmolitos: prolina, glicina betaina y azucares; actividad de enzimas antioxidantes
involucradas en procesos de detoxificacion de las especies reactivas de oxigeno:
catalasa, ascorbato peroxidasa, superoxido dismutasa y glutation reductasa, asi como
la visualizacion de la frontera del conocimiento en este aspecto de gran importancia

para el mejoramiento de la especie y los avances en biologia molecular.

Palabras clave: tolerancia a sequia, osmoregulacion, raices, conductancia estomatica.



Abstract

A review of drought adaptation mechanisms observed in cowpea bean is presented,
showing morphological responses, water relations and gas exchange, osmotic
adjustment, antioxidant system and molecular activity. Furthermore, the indicators are
described that allow to diagnose the plant stress level, such as such as the root / shoot
ratio, density and root depth, root dry-matter, specific leaf area, number of leaves and
flowers, leaf senescence and abscission, yield components, stomatal conductance,
transpiration, water-use efficiency, content of osmolytes : proline, glycine-betaine and
sugars; activity of antioxidant enzymes involved in detoxification processes of oxygen-
reactive species: catalase, ascorbate peroxidase, superoxide dismutase and glutathione
reductase, as well as the knowledge-frontier visualization in this area of great

importance to the improvement of the species, and advances in molecular biology.

Additional keywords: drought tolerance, osmoregulation, roots, stomatal conductance.

1.1. Introduccion

El frijol caupi es una leguminosa muy importante (Fabaceae) usada como alimento y
forraje en las sabanas semi-aridas tropicales, debido a su tolerancia a sequia y su
capacidad para crecer en suelos de baja fertilidad y es, a la vez, un cultivo valioso para
los agricultores de muchas regiones del mundo (Timko et al. 2008); sin embargo, se
presenta baja productividad, que se atribuye al uso de cultivares de bajo rendimiento
sumado a la susceptibilidad a artropodos plaga y enfermedades, y a la carencia de
genotipos adaptados a sequia. En esta especie, el déficit hidrico reduce la conductancia
estomatica, el potencial hidrico foliar y la productividad de granos, presentandose
amplia variabilidad en tolerancia a sequia de acuerdo con el grado de déficit hidrico
(Nascimento 2009).

En las regiones semi-aridas de Africa, la frecuencia e intensidad de las sequias han
aumentado en los ultimos 30 afios (Hall et al. 2003) debido al cambio climatico,

evidenciado en el nimero de dias con precipitacion y cantidad de precipitacion por dia



(Wahid et al. 2007). Esto ha provocado un cambio a cultivos mas tolerantes a la sequia

como es el caso del caupi (Van Duivenbooden et al. 2002).

El conocimiento sobre los procesos y mecanismos de tolerancia a factores de estrés de
tipo abidtico y los efectos perjudiciales en especies cultivadas, particularmente en
aquellas sometidas a condiciones secas, ayudara a mejorar su comportamiento
agronémico mediante la incorporacion de caracteristicas relacionadas con tolerancia a

sequia en los nuevos cultivares (Singh y Reddy 2011, Beebe et al. 2013)

Considerando la gran importancia del frijol caupi en la seguridad alimentaria en paises
tropicales y subtropicales en via de desarrollo, se presenta esta revision con el objetivo
de visualizar los avances mas recientes de los mecanismos y estrategias defensivas
que presenta esta especie al ser sometida a déficit hidrico, hoy con mas relevancia ante
el impacto negativo del cambio climatico en la agricultura (Nelson et al. 2009).

1.2. Modificaciones del crecimiento y desarrollo de la planta

Se ha observado que los mecanismos de tolerancia a sequia en caupi estan
fuertemente relacionados con el sistema radical. Asi pues, densidad de raices,
profundidad de enraizamiento y materia seca radical por unidad de area, son
parametros que pueden ser utilizados como criterios de tolerancia a sequia, junto con

el area foliar especifica (Matsui y Singh 2003).

En este mismo sentido, Polania et al. (2012), en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
mostraron que la longitud de la raiz estd correlacionada positivamente con la
produccién de biomasa aérea, de tal manera que los genotipos que presentan mayor
profundidad radical estan mejor adaptados a periodos de sequia prolongada, puesto

qgue pueden explorar un mayor volumen de suelo y extraer agua de perfiles inferiores.
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Por las mismas razones, la relacion raiz/parte aérea es también una caracteristica
importante en estudios sobre adaptacion a sequia, ya que la absorcion de agua puede

ser mejorada a través de un sistema radical mas extenso y profundo (Reis y Hall 1987).

La altura de planta, el nimero de hojas y el nimero de flores por planta, disminuyen en
la medida en que se agota el agua aprovechable del suelo. Ademas, con altos niveles
de estrés hidrico se incrementan la senescencia y la abscision de las hojas (Abayome y
Abidoye 2009, Ichi et al. 2013); también se reduce el tamafio de las hojas y, por
consiguiente, el area foliar y el peso seco de la parte aérea, incluyendo las vainas
(Qasem y Biftu 2010, Okon 2013).

La etapa reproductiva es la mas sensible al déficit hidrico (Ahmed y Suliman, 2010); ya
que se ven afectados algunos de los componentes del rendimiento (Ishiyaku y Aliyu
2013). Estos autores encontraron que el niumero de vainas/planta y el nimero de

semillas/vaina se vieron afectados, y, por consiguiente, el rendimiento de grano.

El escape a sequia representado en precocidad en dias a floracion y maduracion ha
sido usado para desarrollar cultivares en regiones donde las lluvias escasean; sin
embargo, cuando tales variedades son expuestas a sequia intermitente en las etapas
vegetativas o reproductivas, los rendimientos disminuyen significativamente (Agbicodo
et al. 2009). Asi mismo, la evitacion a sequia se relaciona con el mantenimiento de altos
potenciales hidricos en los tejidos de la planta, a pesar de la escasez de agua en el
suelo, lo que obedece a una mayor profundizacion de las raices, incremento de la
conductividad hidraulica, disminucion de la conductancia estomatica, movimiento foliar
para disminuir la absorcion de luz y disminucion del area foliar. La tolerancia a sequia
se atribuye al ajuste osmotico, incremento en la elasticidad celular, disminucion del
tamafo de las células y resistencia del protoplasma a la desecacion (Beebe et al.
2013).
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Un buen indicador de tolerancia a sequia es la senescencia foliar tardia, que puede
evaluarse en etapa juvenil, junto con otras variables, utilizando el método de la caja de
madera (Agbicodo et al. 2009).

La senescencia foliar tardia concede resistencia a sequia, puesto que permite la
recuperacion post sequia y un segundo flujo de vainas compensa el bajo rendimiento
del primero (Hall 2004). También, la marchitez es el signo mas comuan de estrés hidrico
en plantas y puede evaluarse como indice de marchitez foliar, con la proporcion entre
el nimero de hojas marchitas y el numero total de hojas por planta; existe una fuerte
correlacion positiva entre este indice y tolerancia a sequia (Pungulani et al. 2013).

Se ha reportado alta variabilidad entre genotipos en cuanto a potencial y estabilidad del
rendimiento; algunos genotipos presentan buen comportamiento sin estrés y con estrés,
mientras que otros presentan rendimientos buenos, bajo estrés hidrico, pero malos, sin

estrés (Abayome y Abidoye 2009).

La reduccion del rendimiento de semilla, en ensayos bajo sequia, también puede ser
atribuido a la abscision de estructuras reproductivas (Abayome y Abidoye 2009, Ahmed
y Suliman 2010); genotipos de caupi de alto rendimientos de semilla, bajo condiciones
de estrés hidrico, son importantes en la produccion de este cultivo (Dadson et al. 2005).

Por otro lado, en lineas de caupi altamente tolerantes a sequia, la mayor cantidad de
materia seca se distribuyd hacia las raices y la menor proporcion hacia la formacion de
vainas, al contrario de las lineas altamente susceptibles. Esta caracteristica de las
lineas tolerantes parecidé ser muy ventajosa para colectar agua residual de las capas
mas profundas del suelo y con ello producir mas en la estacién seca (Watanabe et al.
1998).
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1.3. Relaciones hidricas e intercambio gaseoso

El potencial hidrico foliar (¥;) es un indicador muy utilizado como medida del estado

hidrico en las plantas, se mide principalmente antes del amanecer, cuando la planta ha
podido recuperar el agua perdida en el dia y por tanto, estd en equilibrio con el

contenido de agua del suelo (Tardieu y Simonneau 1998, Sellin 1999).

El potencial hidrico se basa en el potencial quimico del agua que es una expresion
cuantitativa de la energia libre asociada con el agua o, mas bien, el trabajo que se debe
realizar para llevar una unidad de masa de agua, ligada al agua misma o al suelo hasta
un estado de referencia cero, que es el agua pura (Taiz y Zeiger 2010). Se han

reportado valores aproximados de potenciales hidricos foliares (Y¥;) letales en las

plantas entre - 1,4 a -6,0 Mpa. En el frijol caupi se han registrado entre -1,5y -2,5 Mpa,
lo que ha permitido clasificarla como una especie moderadamente tolerante al déficit de

agua en el suelo (Boyer 1978).

Nascimento (2009), encontré que de un total de 20 genotipos de frijol caupi, solo tres
presentaron potenciales hidricos foliares mayores de -1,52 MPa, evidenciando con ello
un mayor control de la apertura estomatica, caracteristica asociada a tolerancia a
sequia en esta especie. En el mismo estudio reporté que uno de los genotipos registro

un potencial hidrico de -2,05 Mpa; posiblemente el mas bajo reportado en esta especie.

También se ha observado que el contenido hidrico relativo de la hoja esta asociado con
la disminucion del contenido de humedad del suelo, presentandose amplia variacion
entre genotipos (Kumar et al. 2008, Pungulani et al. 2013). No obstante, para Singh y
Reddy (2011) tal asociacion no fue encontrada al evaluar 15 genotipos de caupi.
Tampoco se ha encontrado correlacion entre la conductancia estomatica y el contenido
hidrico relativo de la hoja, sugiriendo la existencia de una comunicacion entre las raices

y los brotes, independiente del estado hidrico foliar (Agbicodo et al. 2009).
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En general, el CO, atmosférico se difunde a través de estomas hacia los espacios
intercelulares, constituyendo la limitacion estomatica; luego, el CO, se difunde a travées
del mesofilo (limitacion mesofilar) en los sitios de carboxilacion; ésta junto con la
limitacion bioquimica constituye la limitacibn no estomatica de la fotosintesis,
principalmente bajo estrés severo, que esta relacionada con impedimentos metabdlicos
tales como limitaciones a la fosforilacion, la regeneracion de la 1,5 ribulosa bifosfato
(RUBP) y con la actividad de la rubisco (Singh y Reddy 2011).

La limitacion estomatica utilizada para evitar la sequia podria explicarse, parcialmente,
por un mecanismo eficiente que transfiere la informacién de las raices a las hojas
(Bates y Hall 1981; Moreno 2009). Se ha reportado que el cierre estomatico como
resultado de la disminucién del contenido de humedad del suelo, mediado por cambios
en el estado hidrico de la raiz, constituye una respuesta al déficit hidrico en caupi y
varia con el genotipo (Cruz de Carvalho et al. 1998, Anyia and Herzog 2004, Hamidou
et al. 2007, Singh y Reddy 2011).

La disminucion de la conductancia estomética, como consecuencia del cierre
estomatico, ocurre cuando el mesdfilo comienza a sufrir deshidratacion y esta regulada
por el acido abscisico (Moreno 2009). El contenido de del &cido abscisico (ABA) en la
hoja se incrementa debido a su sintesis en las raices y su transporte via apoplasto con
la corriente de transpiracion hacia las células guarda, donde es liberado; también ocurre
una redistribucion ABA desde los cloroplastos de las células del mesofilo (Zhang y
Outlaw 2001, Moreno 2009).

El ABA causa pérdida de potasio, cloro o malato en las células guarda, lo que provoca
disminucion del volumen celular por la salida de agua del citoplasma, dando lugar al

cierre estomatico (Moreno 2009, Taiz y Zeiger 2010).

Se ha reportado que los genotipos que se marchitan temprano mantienen sus estomas
abiertos durante la fase inicial del estrés, mientras que los que se marchitan tarde, los

cierran (Agbicodo et al. 2009). A medida que avanza el estrés, los genotipos tolerantes
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a sequia sobreviven por el cierre estomatico (Pungulani et al. 2013). Estudios
realizados por Oliveira et al. (2005), muestran que la conductancia estomatica (gs) €s un
indicador de estrés hidrico en frijol caupi y reporta valores entre 14 y 165 mmol m? s™
de H,O, que varian segun la fase fenologica y segun el tiempo transcurrido desde la
suspension del suministro de agua. No obstante, al comparar genotipos sometidos a
estrés hidrico, los valores mas altos indican mayor tolerancia a sequia (Nascimento
2009).

Ensayos realizados en etapas tempranas, muestran que algunas plantas cierran sus
estomas y detienen el crecimiento, mientras que otras ademas de cerrar parcialmente
sus estomas, hacen ajuste osmético y continlan su crecimiento lentamente; las
primeras evitan la sequia, mientras que las segundas la toleran, éste parece ser el

mecanismo mas efectivo (Agbicodo et al. 2009).

En este mismo sentido, la reduccién en la transpiracién, regulada por el cierre
estomatico, es una respuesta comun de las plantas al estrés por sequia que permite
incrementar la eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs) (Singh y Reddy 2011). En
efecto, la A/gs ha sido reconocida como una medida de la ganancia de carbono por
unidad de agua perdida y es inversamente proporcional a la proporcién de las
concentraciones de CO; intercelular y ambiental (C/C,). Es evidente que una mayor
eficiencia en el uso del agua y una mayor tasa fotosintética, junto a una mayor
movilizacion de fotoasimilados hacia los oOrganos de cosecha, pueden mejorar el
rendimiento de los cultivos bajo estrés hidrico (Condon et al. 2004, Parry et al. 2005,
Singh y Reddy 2011).

Por otro lado, la eficiencia de transpiracion (A/E) a nivel de la hoja, es mas alta en
genotipos tolerantes a sequia bajo condiciones de estrés hidrico y también puede ser
medida por discriminacion isotopica de carbono (A*C) en granos (Parry et al. 2005,
Blum 2009). Bajo estrés hidrico severo, varias lineas de caupi tolerantes a sequia,
mostraron conductancia estomética y eficiencia de transpiracion mas altas que las
sensibles (Belko et al. 2012).
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El cierre parcial de estomas condujo también a un aumento de la temperatura de la
zona meristematica de la hoja, pero permanecio constante a pesar del incremento del
déficit de presién de vapor entre la hoja y el aire (Ben Haj Salah y Tardieu 1997,
Tardieu y Simonneau 1998).

En relacion con la limitacién bioquimica, el transporte de electrones parece ser muy
resistente a la inhibicibn bajo déficit hidrico, mientras que la fosforilacion y el
metabolismo fotosintético parecen ser mas sensibles a la deshidratacion (Flexas et al.
2006). El rendimiento cuantico maximo fotoquimico no fue afectado por el estrés hidrico
en Prunus salicina Lindh, indicativo de que la cadena de transporte de electrones es
resistente a la deshidratacion, de tal manera que la razén Fy/Fy no es un indicador
efectivo de estrés (Martinazzo et al. 2013).

La fosforilacion puede ser sensible a los efectos téxicos de la alta concentracion de
magnesio que acompafa la remocion de agua del cloroplasto en hojas deshidratadas
(Kozlowski y Pallardy 1997, Taiz y Zeiger 2010).

Por otro lado, cuando las plantas que pasan por un periodo de déficit hidrico son
irrigadas, la tasa de fotosintesis puede o0 no retornar a los niveles anteriores,
dependiendo del material genético, severidad, duracién de la sequia y la humedad
relativa; las que consiguen recuperarse y vuelven a fotosintetizar como antes del estrés,
poseen una mayor tolerancia al déficit hidrico (Kozlowski y Pallardy 1997). No obstante,
los mecanismos protectores que permiten mantener el aparato fotosintético del caupi,
bajo estrés hidrico, aun no son bien conocidos (Anyia y Herzog 2004, Singh y Reddy
2011).

Se ha encontrado que los efectos perjudiciales de la sequia en el aparato fotosintético
pueden durar dias, semanas o0 hasta meses; por lo que la capacidad de las plantas
estresadas de recuperar su capacidad fotosintética puede estar asociada a la

capacidad de los estomas de reabrirse parcial o totalmente y a la sintesis de proteinas
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para superar el dafio sufrido por el aparato fotosintético (Kozlowski y Pallardy 1997,
Pompelli et al. 2010).

Cruz de Carvalho et al. (1998) demostraron que la conductancia estomética (gs) v, la
tasa neta de asimilacién (A) en mmol m? s de CO,, medidas durante y después del
tratamiento de estrés hidrico, son parametros confiables para identificar tolerancia a

sequia en Phaseolus vulgaris y Vigna unguiculata.

1.4. Ajuste osmotico y biomoléculas relacionadas

El ajuste osmotico consiste en una disminucion del potencial hidrico en los tejidos
vegetales, lo que permite la entrada de agua e impide la disminucion en el turgor o en la
actividad fotosintética; se origina a través de la biosintesis de osmolitos organicos de
bajo peso molecular y por la acumulacion de iones, especialmente K* (Cushman 2001,
Gonzéalez Rodriguez et al. 2011).

La acumulacion de iones durante el ajuste osmético ocurre principalmente en la
vacuola, mientras que en el citoplasma se acumulan solutos compatibles que no
afectan negativamente la funcionalidad de macromoléculas celulares (Taiz y Zeiger
2010). Estos solutos son moléculas organicas de bajo peso molecular (osmolitos) como
el aminoacido prolina, alcoholes-azicar como el sorbitol y el manitol y una amina
cuaternaria llamada glicina-betaina (Rodriguez 2006, Moreno 2009). Diferentes tipos de
organismos como plantas, bacterias, hongos y animales presentan osmolitos
compatibles que se caracterizan por no alterar la estructura y funcion de las

macromoléculas, cuando se acumulan en altas concentraciones (Taiz y Zeiger 2010).

La acumulacién de osmolitos compatibles también tiene como consecuencia la
osmoproteccion, que esta dada por la capacidad estabilizadora de algunos de estos
solutos sobre macromoléculas como las proteinas y los sistemas de membrana

celulares. Moléculas como prolina y glicina-betaina, pueden inducir la formacion de
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puentes de hidrégeno alrededor de proteinas, preservando su estado original (Kavi-
Kishor et al. 2005).

En general, la osmorregulacion permite a las plantas tolerar condiciones de escasez de
agua y salinidad elevadas, e involucra mecanismos adaptativos que evitan la
disminucion de la fotosintesis, las alteraciones en la traslocacion y la distribucion de

fotoasimilados, y la pérdida de rendimiento (Rodriguez 2006).

En plantas de caupi sometidas a déficit hidrico, se reportaron significativos incrementos
de prolina que propiciaron ajuste osmoético (Lobato et al. 2008). No obstante, para
algunos autores, el aumento en el contenido de prolina, no esta claro si contribuye al
ajuste osmoético, dado que su papel en caupi ha sido reportado como representativo de

sintoma de lesiones en las hojas (Bates y Hall 1981, Singh y Reddy 2011).

También se ha reportado en caupi, bajo estrés hidrico, incrementos de carbohidratos y
aminoacidos totales, y disminucion de la cantidad de proteina total (Costa et al. 2008,
Farouk y Amani 2012). Ademas, reducciones significativas en clorofila total (Lobato et
al. 2009, Abass y Mohamed 2011, Farouk y Amani 2012), y carotenoides, considerados
tipicos indicadores de estrés oxidativo atribuidos a la foto-oxidacion de pigmentos y a la
degradacion o deficiencia en la sintesis de clorofilas, conducentes a minimizar la
absorcion de luz por los cloroplastos (Singh y Reddy 2011). Los mismos autores
reportaron un aumento en el contenido de cera epicuticular que podria contribuir a la

disminucion de la transpiracion.

1.5. Procesos de detoxificacion de especies reactiv. as de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), tales como perdxido de hidrégeno (H20,),
radical hidroxilo (OH) y anién superoxido (O»-), aumentan como producto de la
disipacion del exceso de energia, lo que generalmente ocurre junto con la
intensificacion de las limitaciones estomaticas y no estométicas, frecuentes en épocas

secas; simultdneamente, se activan mecanismos bioquimicos que las contrarrestan

18



(Tausz et al. 2004). En condiciones de estrés hidrico estos mecanismos bioquimicos
pueden contribuir al mantenimiento de diversos procesos fisioldgicos tales como la

apertura estomatica, la fotosintesis y la expansion celular (Lawlor y Cornic 2002).

Entre las enzimas del sistema antioxidante involucradas en procesos de detoxificacion
de ERO estan la catalasa (CAT), la ascorbato peroxidasa (APX), la superoxido
dismutasa (SOD) y Glutation reductasa (GR), ademas de Aldehido malénico (MDA)
(Pompelli et al. 2010). Las enzimas glutation reductasa y ascorbato peroxidasa juegan

un papel clave en frijol caupi (Agbicodo et al. 2009).

El incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes en plantas sometidas a
estrés por sequia, podria contribuir a su capacidad para sobrevivir en ambientes aridos

adversos (Pompelli et al. 2010).

Se ha indicado que el estrés por sequia conduce a diferentes niveles de expresion de
GR en caupi y frijol comun, segun sus grados de tolerancia a sequia (Torres-Franklin et
al. 2008) y, se ha reportado la expresion de un gen relacionado con la enzima
homoglutation sintetasa (h\GSHS) en respuesta al estrés por sequia en frijol caupi (Cruz
de Carvalho et al. 2010).

Por otro lado, las plantas tolerantes a sequia mantienen la composicion lipidica de las
membranas celulares, como resultado de mecanismos antioxidantes eficientes y control
de actividades hidroliticas (Matos et al. 2008). Los acidos grasos poli-insaturados y
especificamente el &cido linolénico se incrementan en las hojas de plantas de caupi
tolerantes a sequia, mientras que en las sensibles disminuyen (Torres-Franklin et al.
2009).

También, el contenido de MDA, uno de los ultimos productos de la peroxidacion de

lipidos por efecto del dafio provocado por los radicales libres, es un indicador de dafio
oxidativo (Pompelli et al. 2010).
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1.6. Actividad molecular

Ademéas de las respuestas fisioldgicas y bioquimicas inducidas por el estrés debido a
sequia, las plantas también responden y se adaptan a nivel celular y molecular, y
muchos genes son inducidos o represados bajo tal condicion de estrés; recientemente
han sido identificados varios de los genes inducidos por sequia (Cuadro 1.1), utilizando
el analisis de micromatrices (transcriptomica), tecnologia que emplea ADNc u
oligonucledtidos para analizar la expresion de genes de plantas expuestas a sequia
(Ansari y Lin 2010).

Los productos de los genes inducidos por sequia, identificados con esta técnica,
incluyen proteinas chaperonas, proteinas LEA (late embryogenesis abundant),
osmotina, enzimas clave para la biosintesis de osmolitos, proteinas canales de agua,
azucar y transportadores de prolina, enzimas detoxificantes y varias proteasas; también
se producen proteinas reguladoras, tales como kinasas, fosfatasas, enzimas
involucradas en el metabolismo de fosfolipidos y otras como la calmodulina (Ansari y
Lin 2010).

Por otro lado, con el desarrollo rapido de la biologia molecular, los marcadores
moleculares han sido ampliamente usados en el mejoramiento genético de varios
cultivos, incluyendo el caupi (Tan et al. 2012). Las técnicas moleculares han permitido
importantes logros en mejoramiento genético, tales como analisis de diversidad
genética, construccién de mapas de ligamientos genéticos y mapeo de QTL (locus de
un caracter cuantitativo, acrénimo del inglés quantitative trait locus) (Muchero et al.
2009).

Para tales propdsitos, se han aplicado marcadores moleculares RAPD (amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico, acronimo del inglés “Random Amplification of Polymorphic
DNA”), AFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, acronimo del
inglés “Random Amplification of Polymorphic DNA”) y Microsatélites (SSR o STR,

acronimos del inglés “Simple Sequence Repeat” o “Short Tandem Repeat”), mientras

20



que SNP (polimorfismo de nucleétido simple, acrénimo del inglés “Single Nucleotide
Polymorphism”) adn no han sido usados en analisis de diversidad genética en esta
especie (Tan et al. 2012, Patil 2013). Sin embargo, los marcadores SNP han ganado
mucho interés por la comunidad mejoradora de plantas (Ganal et al. 2009) v,
recientemente, se reporté que una coleccién mundial de caupi, compuesta por 422
variedades locales, procedentes de 56 paises, fue genotipada con mas de 1200
marcadores SNP, encontrandose dos pools de genes; el pool 1, mayoritariamente
distribuido al occidente de Africa y, el pool 2, mas relacionado con el oriente de Africa y
parece ser que las accesiones de América estan mas estrechamente ligadas al pool 2
(Huynh et al. 2013).

Cuadro 1.1. Listado de algunos genes identificados e involucrados en la tolerancia a
sequia en caupi.

Numero de la Funcién del gen Autores
Designacion del accesion
gen

CPRD12 D88121 Respuesta al estrés  por (Luchi et al. 1996b)
deshidratacion.

CPRDS8 D83970 Respuesta al estrés  por (Luchi et al. 1996a)
deshidratacion.

CPRD22 D83972 Respuesta al estrés  por (Luchi et al. 1996a)
deshidratacion.

CPRD14 D83971 Respuesta al estrés  por (Luchi et al. 1996a)
deshidratacion.

VUpAPX AY466858 Ascorbato peroxidasa (D’Arcy-Lameta et al. 2006)

peroxisomal involucrada en la
detoxificacibn  de  especies
reactivas de oxigeno.
VUcAPX U61379 Ascorbato peroxidasa del (D’Arcy-Lameta et al. 2006)
citosdlica involucrada en la
detoxificacibn de  especies
reactivas de oxigeno.
VUutAPX AY484492 Ascorbato peroxidasa del (D’Arcy-Lameta et al. 2006)
tilacoidal involucrada en la
detoxificacién de especies
reactivas de oxigeno.
VusAPX AY484493 Ascorbato peroxidasa del (D’Arcy-Lameta et al. 2006)
estromética involucrada en la
detoxificacibn  de  especies
reactivas de oxigeno

No obstante, la aplicacion de estos marcadores esta aun en etapa de exploracion, por

lo que es necesario profundizar en estas técnicas para acelerar el mejoramiento
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asistido por marcadores moleculares. EI mapeo de genes candidatos ofrece una
solucion alternativa para identificar los factores determinantes de caracteristicas

subyacentes a QTL de interés (Muchero et al. 2010).

Al usar estos marcadores moleculares, para la extraccion de ADN de alta calidad se
recomienda aislarlo de hojas jévenes de plantulas de caupi, lo cual resulta de bajo
costo, rapido, de alta pureza, integro, y funcional en la digestion de la endonucleasa de
restriccion y en el andlisis posterior basado en PCR (reaccion en cadena de la

polimerasa, acrénimo del inglés “Polymerase Chain Reaction”) (Tan et al. 2013).

Con estas técnicas se pretende aislar e identificar las principales vias genéticas
involucradas en la respuesta a sequia en caupi. Al respecto, se han encontrado altas
correlaciones entre el mantenimiento del color verde del tallo, sobrevivencia,
recuperacion de materia seca y senescencia en campo, que sugieren un proceso
basado en la senescencia de tejidos presente en la tolerancia a sequia en plantulas de
caupi; afirmacion soportada en ADNc (ADN complementario) asociado a senescencia,

aislado del caupi sometido a estrés hidrico (Muchero et al. 2008).

Por otro lado, los QTL asociados con tolerancia a la sequia en estado de plantula y en
la madurez, en lineas endogamicas de caupi, fueron identificados por (Muchero et al.
2009, Tan et al. 2012) y encontraron alta correlacion entre el estado verde del tallo a la
madurez y el peso seco de la planta, por lo que la seleccion fenotipica representa un
mecanismo efectivo para identificar plantas con tolerancia a sequia como ha sucedido
en sorgo (Subudhi et al. 2000). Posteriormente, se identificaron 5 loci que evidenciaron
efecto pleiotropico entre la permanencia verde de la planta y la senescencia tardia,

biomasa y rendimiento de grano (Muchero et al. 2013).

Mas recientemente, se ha encontrado que modificaciones epigenéticas, por metilacion
del ADN, y mecanismos basados en cromatina y pequefios ARN, pueden contribuir,
separadamente o en conjunto con los fenotipos, a regular la expresién de genes en

respuesta al efecto del estrés (Grativol et al. 2012).
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1.7. Conclusiones

Son muchos los aspectos asociados a las respuestas al déficit hidrico en las plantas y
particularmente en frijol caupi. Los estudios enfocados a seleccionar genotipos con
mayores grados de resistencia al déficit hidrico, se han dirigido hacia cinco grandes
aspectos interrelacionados: las modificaciones del crecimiento y desarrollo de los
organos de la planta, la dindmica de las relaciones hidricas e intercambio gaseoso, los
procesos bioquimicos que incluyen las limitaciones bioquimicas asociadas a proteinas y
otros procesos, el ajuste osmoético, los procesos de detoxificacion de especies reactivas
de oxigeno por la actividad de enzimas antioxidantes y la actividad molecular. Este
altimo aspecto pretende identificar vias genéticas asociadas a caracteristicas
morfoldgicas vy fisiolégicas que han desarrollado las plantas a lo largo de su proceso

evolutivo.
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Resumen

El frijol caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp) es una especie de gran importancia en la
alimentacién del Caribe colombiano, pero su rendimiento medio de grano de 600 kg-ha™
es considerado bajo, debido a la carencia de variedades mejoradas, adaptadas a
factores estresantes bidticos y abidticos. Con el objetivo de mejorar la especie, se
estimaron la variabilidad genética y parametros genéticos en 40 lineas obtenidas a
través de seleccion individual en la poblacion de frijol caupi Criollo-Cordoba (CR-CO) y
cuatro testigos, incluyendo entre éstos la poblacion original. El estudio fue realizado en
el area experimental de la Universidad de Cordoba (Monteria — Colombia) en 2012.
Para este propdsito, se utilizé el disefio de bloques aumentados de Federer con cinco
repeticiones. Los resultados del estudio mostraron variaciones considerables entre las
lineas, testigos, y en el contraste lineas versus testigos, para los caracteres dias a
floracion, niumero de semillas por vaina, peso de cien semillas, longitud y ancho de
semilla, y longitud de la vaina, que permiten incrementar el rendimiento de grano,
indirectamente. Asi mismo, los genotipos L-006 y L-009 presentaron rendimiento
potencial de grano superior a 3,0 t-ha; el 25% de las lineas presentaron los contenidos
mas altos de proteinas, 26,06 - 26,88%; de hierro, 50,9 - 76,55 ppm; de zinc, 43,9 -
48,55 ppm; y de fésforo, 4,93 - 5,34 ppm; el indice de seleccion utilizado permitio

identificar 13 genotipos superiores de la poblacion local heterogénea.

Palabras clave: seleccion, componentes del rendimiento, correlaciones, produccion,

proteina.
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Abstract

The cowpea beans (Vigna unguiculata [L.] Walp. ) is a species of great importance in
feeding the Colombian Caribbean, but their average grain yield of 600 kg-ha® is
considered low due to lack due to lack of improved varieties, adapted to biotic and
abiotic stressors. With the aim of improving the species, genetic variability and genetic
parameters in 40 lines obtained through individual selection in the population of cowpea
beans Criollo-Cérdoba (CR-CO) and four checks, including among them the original
population, were estimated. The study was conducted in the experimental area at the
Universidad de Cérdoba (Monteria - Colombia) in 2012. For this purpose, the Federer’s
augmented block design with five replications was used. Results of the study showed
considerable variations among lines, checks, and in the lines versus checks contrast for
the characters days to flowering, number of seeds per pod, weight of 100 seed, seed
length, seed width and pod length, which allow increasing grain yield indirectly.
Likewise, genotypes L-006 and L-009 showed a grain potential yield above 3.0 t - ha™.
25% of the lines had the highest protein content, from 26.06 to 26.88%; iron, from 50.9
to 76.55 ppm; zinc, from 43.9 to 48.55 ppm; and phosphorus, from 4.93 to 5.34 ppm; the
selection index used allowed to identify 13 superior genotypes of the heterogeneous
local population.

Key words: selection, yield components, correlations, productivity, protein.

2.1. Introduccioén

El frijol caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) es una leguminosa de grano oriunda de
Africa e India (Phansak et al. 2005). Se cultiva en el Caribe Colombiano por pequefios
productores en areas que oscilan entre 1 000 y 10 000 m?, bajo diferentes sistemas de
produccién con rendimiento promedio de 600 kg / ha, considerado relativamente bajo,
debido a multiples factores, entre ellos la ausencia de cultivares mejorados. Este cultivo
posee significativa importancia econémica, social y cultural, destacandose como fuente

de proteina y minerales de bajo costo, especialmente aprovechado por las personas de
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bajos ingresos en muchos paises (Xavier et al. 2005; Souza et al. 2007; Adewale et al.
2010; Araméndiz et al. 2011).

La variabilidad genotipica reportada por diferentes investigadores (Xavier et al. 2005;
Souza et al. 2007; Andrade et al. 2007, Shimelis y Shiringani, 2010; Adewale et al.
2010), ha sido fundamental para el desarrollo de cultivares adaptados a diferentes
condiciones ambientales (Hall 2004, Freire-Filho et al. 2005), lo cual es importante en el
mejoramiento genético de plantas; su conocimiento debe ser logrado a través de

parametros genéticos que indiquen las posibilidades de éxito en el mismo.

El genotipo ideal de acuerdo a Hall et al. (2003), debe poseer los siguientes atributos:
fotoperiodo corto, capacidad de competencia frente a las malezas, semillas de tamafio
pequefio, resistencia a plagas y enfermedades y alto rendimiento de grano (Biradar et
al. 2007). En este sentido, Harrison et al. (2006) evaluaron 47 genotipos en Charleston
(USA), seleccionando 11 por su capacidad de reaccion frente a las malezas, con
variacion en su respuesta al fotoperiodo, tamafio de las semillas y reacciéon a

enfermedades.

Parametros genéticos en diversas poblaciones de caupi han sido estimados por
Andrade et al. (2007), Adewale et al. (2010) y Shimelis y Shiringani (2010), resaltando
al coeficiente de variacién genético como un buen indicador de variabilidad genética y
posibilidades de ganancia genética en rendimiento a través de los componentes del
mismo. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la existencia de
variabilidad genética en una poblacion criolla de frijol caupi, medida a través de lineas
endogamicas derivadas de la misma, con la finalidad de mejorar el rendimiento y otras

caracteristicas de interés agronémico.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Localizacion

Esta investigacion se realizé en el afio 2012 en el area experimental de la Universidad
de Cordoba, la cual se encuentra localizada a 8° 50' de latitud Norte y 75° 49' de
longitud Oeste con una elevacion de 20 m.s.n.m. En la zona predomina un régimen de
precipitaciones con un promedio anual de 1.300 mm, una temperatura promedio de 28°
C y 6-7 horas diarias de brillo solar (IGAC 1996).

2.2.2. Material experimental

Para el estudio se evaluaron 40 lineas obtenidas a través de seleccion individual en la
poblacion de frijol caupi Criollo-Cérdoba y los testigos Criollo-Tierralta, Criollo-Cérdoba,
CP-M-35 e IT-86.

2.2.3. Disefio experimental

El disefio experimental aplicado fue de Bloques Aumentados propuesto por Federer
(1961), con cinco repeticiones o blogues y unidades experimentales de dos surcos de 5
m, con distancias entre surcos y plantas de 1,0 m y 0,25 m, respectivamente, para 40
plantas por unidad experimental, 480 plantas por bloque, y 2400 plantas en los cinco

bloques aumentados. El area experimental fue de 600 m?.

El proceso de aleatorizacion se hizo en dos pasos: primero, las cinco repeticiones de
cada uno de los cuatro tratamientos testigos se asignaron en forma independiente
dentro de cada bloque en las 60 unidades experimentales disponibles (parcelas);
segundo, en las 40 unidades experimentales restantes en los cinco bloques, se
asignaron al azar los 40 nuevos tratamientos (lineas). La aleatorizacion se hizo con
Excel 2010.

El modelo del disefio experimental utilizado es:
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Yi=HTp +T g

i=212,...r; j=12,...p,p+tLp+2..,p+t

r =numero de bloques

p =nuamero de lineas o progenies (tratamientos nuevos)

t = testigos o tratamientos comunes

2.2.4. Manejo agronémico

Se implementé el manejo integrado del cultivo, acompafiado de buenas practicas
agricolas (Corpoica 2009), con el propésito de controlar variables exégenas, como el
efecto de altas precipitaciones y sustancias toxicas, que pudieran incidir en los

resultados.
2.2.5. Variables de respuesta

Las variables consideradas en el estudio fueron: inicio de floracion (IF), cuando el 50%
de las plantas de cada unidad experimental registré flores en antesis, expresada en
namero de dias; numero de ramas primarias por planta (RPP), que representa la media
de cinco plantas tomadas al azar y en competencia, expresada como numero; nimero
de vainas por planta (NVP), equivalente a la media de cinco plantas tomadas al azar en
cada parcela y expresada como numero; longitud de vainas (LV) en centimetros,
equivalente a longitud promedia de 25 vainas maduras tomadas de cinco plantas al
azar, en cada unidad experimental; numero de semillas por vaina (NSV) en numero,
representada por el nimero promedio de semillas de 10 vainas maduras tomadas de
cinco plantas al azar en cada parcela; peso de 100 semillas (PCIENS) en gramos, que
representa el peso de 100 semillas tomadas al azar de cada unidad experimental;
namero de vainas por pedunculo (NVPE) en namero, representada por el promedio del
namero de vainas por pedunculo tomadas de cinco plantas al azar, en cada parcela;
longitud de la semilla (LS) en centimetros, representada por la longitud promedio de 10

semillas tomadas al azar en cada unidad experimental; ancho de semillas (AS) en

36



centimetros, representada por el ancho promedio de 10 semillas tomadas al azar en
cada unidad experimental y rendimiento de grano por hectarea (RGH) en toneladas,
medido a través del peso de semillas por planta convertido en toneladas por hectarea y
ajustado a 14% de humedad.

Para el estudio de la calidad nutricional de la semilla se hicieron determinaciones en
partes por millon (ppm) de zinc (Zn), hierro (Fe), fésforo (P), en g/kg y, el contenido de

proteina, en porcentaje. Se siguid el siguiente procedimiento:

Se pesaron muestras de 1 gramo de frijol caupi, secadas a 70 grados centigrados, en
viales blancos. Se adicionaron 10 ml de solucion digestora nitro-perclérica: HNO3-HCIO,4
en relacion 3:1. Simultaneamente se llevd un blanco de reactivos. A continuacién se
dejaron en pre-digestion por 24 horas. Luego, los viales se pusieron en plancha

digestiva, en cabina de extraccion, y se aumento la temperatura gradualmente.

Los viales fueron retirados, una vez que se observé desprendimiento de gases blancos
y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. El residuo contenido en los viales fue
transferido a balones de 50 ml y se afor6 con agua destilada. Con esta solucién se
determiné hierro y zinc en un espectrémetro de absorcion atbmica 3110 (Perkin Elmer
Inc. MA, USA). El fosforo se determind por colorimetria. El nitrégeno se determind por el
método Kjeldahl y se cuantificé por volumetria. La proteina se determiné multiplicando
el porcentaje de nitrogeno por el factor 6,25. Los datos se sometieron a andlisis de
varianza y cuando éste resulté significativo se aplico la prueba t o DMS para la

separacion de medias.

Con los parametros estimados del rendimiento, sus componentes y calidad nutricional
del grano se utilizé un indice basico de seleccion (IS) basado en el mérito relativo
asignado a cada caracter, en el cual los coeficientes son pesos econdémicos apropiados

fijados en este estudio.

1S=0,3(RGH)+0,2(NVP)+0,1(NSV)+0,2 PCIENS)+0,2(PROTEINA)+0,06(Fe)+0,02(P)+0,02(Zn)
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2.2.6. Analisis de datos

Con la informacion registrada en campo, se realizaron los andlisis de varianza y se
estimaron las varianzas fenotipica, genética, ambiental, heredabilidad en sentido amplio
(proporcidon de la varianza fenotipica resultante de causas genéticas), coeficiente de
variacion genética en porcentaje, e indice de variabilidad (cociente entre el coeficiente
de variacion genética y el coeficiente de variacion ambiental) con el programa GENES
version Windows (2004.2.1), desarrollado por Cruz (2004). Ademas, se uso el programa
estadistico computacional SAS® para evaluar los contrastes lineas vs testigos, asi como
entre testigos y entre lineas. Los datos de calidad nutricional de la semilla se
sometieron a analisis de varianza y prueba de separacion de medias DMS de Fisher, en

los casos en que el analisis de varianza resulto significativo.
2.3. Resultados y discusion
2.3.1. Caracteres morfo-agronémicos

El coeficiente de variacion cuantifica en forma de fraccion o de porcentaje la magnitud
del error experimental en un determinado ensayo, permite comparar la variabilidad
entre resultados de diferentes experimentos y estimar la precision experimental. Para el
presente estudio, los coeficientes de variacion (Cuadro 2.1), se consideran
satisfactorios (Ribeiro et al. 2004; Oliveira et al. 2009), con excepcion de los
correspondientes a NVP (24,93%), y a RGH (22,16%), que resultaron altos (Hedge y
Mishra 2009), lo que puede obedecer a la complejidad genética de estos caracteres
(Souza et al. 2007) y al efecto del ambiente que puede enmascarar las diferencias

genéticas entre los genotipos (Harrison et al., 2006).

Los coeficientes de variacion genética oscilaron entre 3,81% para AS y 19,22 %, para
RPP, con excepcion de NVP, que presentd valor de cero (Cuadro 2.1), lo que segun
Hallauer y Miranda (1985), se puede atribuir a inadecuado tamafio de muestra, modelo

genético o técnica experimental. La existencia de variabilidad genética en los caracteres
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estudiados, permite el mejoramiento genético de la especie y posibilita la seleccion
visual de genotipos con genes de interés (Shimelis y Shiringani 2010). Para los mismos
caracteres, Souza et al. (2007) reportaron valores entre 2,35% y 22,65%; Salimath et al.
(2007) entre 5,27% y 30,28% y, Andrade et al. (2010), entre 6,58% y 31,62%.

El indice de variabilidad b, medido por la relaciébn entre el coeficiente de variacion
genética y coeficiente de variacion ambiental, presenté valores entre 0,41 en RGH y
4,25 en PCIENS. Sdélo en NVP registro valor de cero, igual resultado que el coeficiente
de variacion genética, puesto que éste corresponde al numerador de b. indices
superiores a 1,0 indican condicion favorable para el aprovechamiento de la variabilidad
genética a traves de la seleccion e indica un alto componente genético en la expresion
del fenotipo y por ende mayor eficiencia en la seleccion visual (Ubi et al. 2007).

La varianza genética fue de mayor magnitud que la varianza ambiental para la mayoria
de los caracteres, excepto para NVP, NVPE y RGH (Cuadro 2.1). La heredabilidad en
sentido amplio varié entre 14,21% en RGH y 94,76% en PCIENS, discordante para
RGH y concordante para PCIENS con los reportes de Salimath et al. (2007) y Andrade
et al. (2010). Este resultado facilita el avance genético en aquellos caracteres que
tienen relacion con el rendimiento de grano a través del mejoramiento indirecto, dado
que la alta heredabilidad est4 asociada a genes con accidn génica aditiva (Siddique et
al. 2006).

De acuerdo con el andlisis de varianza para el IF, los contrastes lineas versus testigos y
entre testigos, resultaron altamente significativos, mientras que entre lineas fue apenas
significativo (Cuadro 2.1), lo que concuerda con Lopes et al. (2001), Rocha et al. (2003)

y Benvindo (2007), quienes obtuvieron resultados similares para esta caracteristica.

La media de IF para todos los cultivares fue 40,33 = 1,96 dias; para los testigos 42,0
dias y para las lineas 39,73 dias, destacandose L-037, C-003, L-029, L-067, L-006, L-
016 y L-033, como las mas precoces. Esto posibilita la seccién de lineas, dada la

varianza genética (11,13), varianza ambiental (3,85), heredabilidad (74,44%) vy
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coeficiente variacion genética (8,44 %) (Cuadro 2.1), por la poca influencia del ambiente
en de dicho caracter, como lo indica Hall (2004) y Benvindo (2007), especialmente
cuando se desea mejorar para ambientes de poca precipitacion. Ademas, la
maduracion temprana de las lineas precoces, entre los 55 y 64 dias después de
siembra, les permite escapar de la sequia en regiones donde las lluvias escasean
(Agbicodo et al. 2009). El IF registro correlacion positiva con RPP, pero negativa con
NVPE y RGH (Cuadro 2.2), hecho que concuerda con los reportes de Lopes et al.
(2001). Se observo que las plantas que lograron producir un mayor numero de ramas
primarias, requirieron de un mayor numero de dias para iniciar la floracion y la
formacion de frutos y semillas. La asociacion negativa con el RGH, posiblemente
obedezca al habito de crecimiento, en virtud del cual los genotipos determinados rinden
mas en el menor tiempo requerido para la cosecha, mientras que los indeterminados
rinden menos en el mismo tiempo, pero pueden rendir igual o mas, al alargarse el ciclo
del cultivo y originar un segundo o tercer flujo de vainas (Lopez et al. 2008).

El nUmero medio de RPP fue de 5,63 + 0,89; para los testigos (6,17), superior al de las
lineas (5,36), lo cual puede representar una ventaja agronémica para los primeros. Los
contrastes lineas versus testigos y entre testigos, resultaron altamente significativos,
mientras que entre lineas, no significativos. La varianza genética (1,05) fue mayor que
la varianza ambiental (0,78) y la magnitud de la heredabilidad (57,46%), posibilita la
seleccion de lineas con mas de seis ramas: L-038, L-034, L-036, L-003, L-019, L-047 y
L-019, por la accién génica aditiva que gobierna este caracter (Kurer et al. 2010) y su
correlacion con el rendimiento de grano como lo sostienen Biradar et al. (2007) y
Shimelis y Shiringani (2010).

Esta caracteristica presentd correlacion positiva y significativa con NVP y NSV como lo

reportaron Deepa y Balan (2006) y Biridar et al. (2007) (Cuadro 2.2), mientras que con

el PCIENS, LS y AS, la asociacion resultd negativa y altamente significativa.
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Cuadro 2.1. Cuadrados medios y parametros genéticos estimados de diez caracteres de frijol caupi.

CARACTERES ~ CMiwi CMye Mg X VOO g2 g2 52 B OV, (%) ©
P (%)

IF 83,33** 13,92* 103,60** 40,33 4,86 14,99 3,85 11,14 74,31 8,45 1,70
RPP 8,86** 1,45"™ 5,69 ** 5,62 15,74 1,84 0,78 1,06 57,46 19,22 1,16
VP 15,41™ 71,37"™ 168,45™ 36,43 24,93 78,16 80,32 0,00 0,00 0,00 0,00
LV 0,03™ 1,67* 14,73** 15,05 4,59 1,95 0,33 1,62 82,93 8,45 2,20
SV 7,01%* 1,60* 2,58* 11,65 6,55 1,70 0,49 1,21 70,93 9,65 1,56

PCIENS 30,51** 3,79** 15,85** 14,55 3,18 4,08 0,21 3,86 94,76 13,06 4,25
VPE 0,07™ 0,03 ™ 0,16" 1,70 8,11 0,03 0,02 0,01 26,82 5,23 0,61

LS 0,022** 0,003** 0,013** 0,76 3,19 0,004 0,0005 0,003 85,00 7,12 2,38
AS 0,002* 0,0005 ™ 0,0011* 0,46 3,32 0,0006 0,0002 0,0003 58,26 3,81 1,18
RGH 0,65™ 0,22"™ 0,18"™ 2,04 22,16 0,24 0,21 0,03 14,21 8,71 0,41

* Significancia al 5%; ** Significancia al 1%; ns: no significativo.
RPP: nimero de ramas primarias por planta, NVP: nimero vainas por planta, NVPE: niimero de vainas por pedinculo, NSV:
namero de semillas por vaina, LV: longitud de la vaina, RGH: rendimiento de grano por hectarea, IFLOR: inicio de floracion,
PCIENS: peso de cien semillas, LS: longitud de semillas, AS: ancho de semillas, RGH: rendimiento de grano por hectérea,

CM, s, : cuadrados medios de lineas vs testigos, CM : cuadrados medios de lineas, CM : Cuadrados medios de

lineas testigos

. < . - L : 2 . - 2 . .
testigos, X : media general, CV: coeficiente de variacion experimental, Jf : varianza fenotipica, Je . varianza ambiental,

0?, . varianza genética, h?: heredabilidad en sentido amplio, CV, (%) :coeficiente de variacién genética, b: indice de

variabilidad.
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Cuadro 2.2 . Correlaciones fenotipicas entre los caracteres vegetativos y reproductivos del frijol caupi.

CARACTER IF RPP NVP LV NSV PCIENS NVPE LS AS RGH
IF 1,0000 0,4105 -0,1559 0,0613 0,2440 -0,0665 -0,3190 -0,0628 -0,1005 -0,2978
** ns ns ns ns * ns ns *
RPP 1,0000 0,4397 -0,2443 0,4614 -0,4684 0,0203 -0,5598 -0,5240 -0,0074
** ns *%* *% ns *% *%* ns
VP 1,0000 -0,3150 0,3634 -0,3415 0,5117 -0,4569 -0,4003 0,7554
* *%* *% *% *% *%* *%*
LV 1,0000 -0,0424 0,1360 -0,3496 0,5084 -0,0260 -0,1570
ns ns i i ns ns
sV 1,0000 -0,5244 0,1672 -0,5745 -0,4865 0,2923
*% ns *% *%* *
PCIENS 1,0000 -0,1355 0,7423 0,7517 0,1424
ns *% *%* ns
VPE 1,0000 -0,3000 0,0543 0,4726
* nS *%
LS 1,0000 0,6403 -0,0308
*%* ns
AS 1,0000 0,0391
ns
RGH 1,0000

* Significancia al 5%; ** Significancia al 1%; ns: no significativo.
IF: dias a inicio de floracion, RPP: numero de ramas primarias por planta, NVP: nimero vainas por planta, LV: longitud de la vaina, NSV:
namero de semillas por vaina, PCIENS: peso de cien semillas NVPE: nimero de vainas por pedinculo, LS: longitud de semilla, AS: ancho

de semilla, RGH: rendimiento de grano por hectéarea.
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Los genotipos con mayor numero de ramas produjeron mayor cantidad de
semillas, pero de menor tamafio y peso, lo que explicaria la correlacion positiva

con el rendimiento de grano.

El NVP registré ausencia de significancia entre lineas y en el contraste lineas vs
testigos, lo que podria deberse al alto coeficiente de variacion experimental
(24,93%), que afecta la precision de los resultados (Adewale et al. 2010) y limita
sacar conclusiones mucho mas valederas sobre la diferencias reales entre lineas,

para las condiciones en las cuales se realizo la investigacion (Sobral et al. 2012).

El promedio de NVP fue 36,43 = 9,08; en tanto que para los testigos fue 37,14 y
para las lineas 36,10. Los genotipos con mayores valores para este caracter, son
mas eficientes en la distribucion de fotoasimilados hacia las vainas, como lo
sostienen Gwathmey y Hall (1992).

Los efectos genéticos aditivos que gobiernan esta caracteristica (Salimath et al.
2010), facilitan la seleccion visual de lineas que forman un mayor numero de
vainas y granos, por el aprovechamiento de la varianza genética aditiva (Falconer
1960).

Esta variable estuvo correlacionada positiva y significativamente con RPP, NSV,
NVPE y RGH, coincidente con lo reportado por Biradar et al. (2007). No obstante,
estuvo correlacionada negativamente con LV, PCIENS, LS y AS, como fue
igualmente encontrado por Jonah (2011), variables que expresan el tamafio y
peso de este 6rgano reproductivo. El vegetal al distribuir una mayor cantidad de
fotoasimilados para formar un mayor nimero de estructuras vegetativas y
reproductivas, disminuye el tamafio y peso individual de las semillas, aunque,
finalmente, alcanza a producir un mayor niumero de éstas, lo que se refleja en la

correlacion positiva con el rendimiento de grano por hectérea.
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La LV presento un valor promedio de 15,06 £ 0,70 cm; en los testigos 15,08 cm y
en las lineas 15,05 cm; los cuales son similares a los encontrados por Adewale et

al. (2010) y Cholin et al. (2010) e inferiores a los encontrados por Benvindo (2007).

El andlisis de varianza registré diferencias significativas entre las lineas vy
altamente significativas entre los testigos, mientras que el contraste lineas versus
testigos, no resultd significativo. Las diferencias genéticas entre cultivares,
posibilitan la seleccion de genotipos de interés, tal como lo constataron Benvindo
(2007), Adewale et al. (2010) y Cholin et al. (2010).

La correlacion entre LV y NVPE resulté negativa y altamente significativa, en tanto
que positiva y altamente significativa con LS, lo cual se atribuye a la competencia
por la distribucion y acumulacion de fotoasimilados en las estructuras

reproductivas, confirmando lo reportado por Jonah (2011).

El nimero de semillas por vaina (NSV) presentd diferencias significativas entre
lineas y entre testigos, y diferencia altamente significativa en el contraste lineas
versus testigos, posibilitando la seleccion entre las lineas, coincidiendo con los
resultados de Benvindo (2007), Ghalmi et al. (2010), Adewale et al. (2010) y
Arameéndiz et al. (2011).

El promedio de NSV fue de 11,67 + 0,76; para los testigos 12,20 y, en las lineas,
11,46, valores inferiores a los reportados por Benvindo (2007) de 14,63 en frijol
caupi y similares a los de Ghalmi et al. (2010) y Araméndiz et al. (2011). Un mayor
namero de vainas con menor nimero de granos representa ventaja agronomica,
por la menor susceptibilidad a quiebras por el peddnculo y menor contacto con la

humedad del suelo, evitando pudriciones de las mismas (Benvindo 2007).

El SV estuvo correlacionado positivamente con RPP, NVP y RGH, mientras que

con PCIENS, LS y AS, el grado de asociacion fue significativo y negativo,
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concordando con Biradar et al. (2007). Se infiere que los genotipos que invierten
mMAas en estructuras vegetativas y frutos, tienden a producir semillas de menor

tamafo y peso, pero a su vez mayor rendimiento de grano por hectéarea.

Diferencias altamente significativas fueron encontradas en el PCIENS entre lineas,
entre testigos y al comparar lineas versus testigos, sugiriendo la existencia de
variabilidad en dicho caracter y concordando con lo divulgado por Benvindo
(2007), Ubi et al. (2007) y Ghalmi et al. (2010).

La media de PCIENS fue 14,55 * 0,46 g; de los testigos, 13,54 g, y de las lineas
14,92 g, inferiores a los encontrados por Benvindo (2007) y Araméndiz et al.
(2011). Es posible entonces una presion de seleccion por semillas de mayor
tamafo en virtud de su accion génica aditiva (Ubi et al. 2007), dado que el precio
en el mercado internacional esta en funcidén del tamafo, color, textura y color del
hilium (Mishili et al. 2009). En este trabajo se destacan las lineas L -018, L-020, L-
007 y L-023, con pesos por encima de los 18 g, que supera al de la poblacién

parental Criollo-Cordoba.

Esta variable presentd correlacion positiva y significativa con LS y AS, mientras
que con RPP, NVP y NSV el grado de asociacion fue significativo y negativo,
coincidiendo con Jonah (2011) e indicando que la planta al formar un mayor
namero de estas estructuras vegetativas y reproductivas, disminuye el peso de la

semilla, evidenciando asi un equilibrio dinamico en la relacion fuente-vertedero.

El NVPE, registr6 ausencia de diferencias significativas entre las lineas y al
comparar lineas versus testigos, aunque entre testigos se registrd diferencia
significativa. Este resultado, probablemente obedezca a semejanza genética entre
las lineas y concuerda con los resultados obtenidos por Lopes et al. (2001),

quienes reportan poco aprovechamiento de la varianza genética disponible en
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dicho caracter y poco avance a través de la seleccion, dada la inestabilidad del
NVPE en el ambiente (Fernandez y Miller-Junior 1985).

La media de NVPE fue de 1,70 % 0,14; para los testigos, 1,65 vy, en las lineas,
1,71. Sin embargo, los cultivares L-033, L-006 y L-031 registraron mas de dos

vainas por pedunculo y superaron a la poblacion parental Criollo-Cérdoba.

Esta variable estuvo correlacionada positiva y significativamente con el NVP y
RGH. Por lo tanto, el mejoramiento por mayor cantidad de vainas se va reflejar en
el rendimiento de grano, por su efecto directo, como lo sostienen Goncalves et al.
(2003). Asimismo, estuvo correlacionada negativamente con LV y LS, variables
relacionadas con el tamafio de la semilla.

Diferencias altamente significativas fueron encontradas para LS entre lineas,
testigos y en el contraste lineas versus testigos, en tanto que para AS, solo se
registro significancia entre testigos y al comparar lineas versus testigos. Similares
observaciones han sido reportadas por Nkongolo (2003) y Vural y Karasu (2007),
lo que es atribuido a la posible existencia de variabilidad genética entre los
cultivares evaluados, condicion que incrementa las posibilidades de éxito en el
mejoramiento con métodos simples de seleccion. En este sentido, se ha reportado
correlacion genética positiva entre estos dos caracteres (Jonah 2011)

constituyendo un mecanismo indirecto de seleccion para mejorar el rendimiento.

Las medias de LS y AS fueron 0,764 + 0,024 y 0,470 + 0,016 cm. Para los testigos
y lineas la media de LS fue 0,736 y 0,774, y para AS, 0,461 y 0,473 cm,
respectivamente. Esto posibilita la seleccion de lineas con mayor tamafio de
semilla, dado que el 35% de las lineas presentaron esta particularidad, lo que
desde el punto de vista del consumidor es positivo, ya que las preferencias se

dirigen hacia un grano mucho mas grande.
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Entre los genotipos estudiados se destacan L-001, L-022 y L-023 con semillas de
mayor longitud, diferencidndose significativamente de al menos 31 lineas y los
cuatro testigos. Por otro lado, los genotipos L-007, L-011, L-018, L-020 y L-022
presentaron semillas mas anchas con respecto a 19 materiales entre los cuales se

incluyen los testigos Criollo-Tierralta y L-CP-M35.

La LS y AS correlacionaron positiva y significativamente. En particular, LS
correlaciond positivamente con LV y PCIENS, pero de forma negativa con RPP,
NVP, NVPE y NSV. Por otra parte, AS correlacioné positivamente con PCIENS,
pero de forma negativa con RPP, NVP y NSV. La formacion de tejidos y érganos
que implican mayor demanda de fotoasimilados durante la fase vegetativa, y

posteriormente en la fase reproductiva, afectan el tamafio de las mismas.

La media de RGH fue de 2,04 £ 0,46 t/ha; en testigos de 1,89 t/ha y en las lineas
2,11 t/ha. Se observo que las lineas L-020, L-037, L-005, L-001, L-036, L-024, L-
014, L-006 y L-009 presentaron rendimiento de grano entre 2,5y 3,1 t/ha, cifras
superiores al rendimiento promedio de la region Caribe colombiana de 0,6 t/ha
(Agronet 2010), de la poblaciéon original Criollo Cérdoba de 1,7 t/ha y de los
registrados en Nigeria (0,15 t /ha), Niger (0,47 t/ha), Kenia (1,0 t/ha) y Uganda
(0,60 t/ha) (Sokoto y Sing 2008).

El analisis de varianza no registré diferencias significativas entre lineas, entre
testigos ni al comparar lineas vs testigos, resultados concordantes con los
presentados por Adewale et al. (2010), lo que posiblemente obedezca a la
magnitud del error experimental reflejado en el coeficiente de variacion, como lo
sefala Hedge y Mishra (2009), quienes destacan que valores por encima de 20%
son considerados altos en esta especie. También hay que considerar la
interaccion genotipo-ambiente por haber considerado sdélo una localidad, como lo

sefialan Shimelis y Shiringani (2010).
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El rendimiento estuvo correlacionado de forma positiva y significativa con el
namero de vainas por planta, el nimero de vainas por peduinculo y el nimero de
semillas por vaina, mientras que con los dias a inicio de floracion la relaciéon fue
negativa y significativa, como consecuencia del acortamiento del periodo de

cosecha, evento que va en detrimento de los genotipos mas tardios.

2.3.2. Calidad nutricional del grano

Las medias del porcentaje de proteina y contenidos en partes por millon de
fésforo, hierro y zinc fueron, en su orden, respectivamente, 24,88 + 1,55; 4,76 +
0,50; 46,18 £ 12,25 y 41,98 + 3,81. El analisis de varianza sé6lo mostré diferencias

significativas entre los contenidos medios de proteina (p<0,01).

El 25% de las lineas presentaron los contenidos mas altos de proteinas, 26,06 -
26,88%; de hierro, 50,9 - 76,55 ppm; de zinc, 43,9 - 48,55 ppm; y de fésforo, 4,93 -
5,34 g/kg. Goenaga et al. (2008) y Gupta et al. (2010), en estudios previos
realizados en frijol caupi, registraron contenidos de proteina de 21,2 a 27, 9%, de
fésforo 1,5 mg/100 g vy, de hierro 6,8 mg/100 g, cifras que, al hacerlas equivalentes
en las mismas unidades, resultan inferiores a las registradas en el presente
estudio. En otros estudios, Ayana et al. (2013) determinaron en 3 accesiones de
caupi contenidos de 22,3% 22,17% y 21,13% de proteina, respectivamente,
mientras que Drago et al. (2007) registraron contenido de proteina en base seca

de harina de frijol de 29,0%, ligeramente mas alto que los del presente estudio.

La amplitud de variacion del contenido de hierro, en las lineas estudiadas, esta
dentro del rango reportado por Santos y Boiteux (2013) de 36,5 a 137,0 ppm en
lineas bio-fortificadas de caupi, mientras que los contenidos de zinc resultaron
similares a los reportados por Belane y Dakora (2011) quienes determinaron un
rango de 44 a 61 ppm, pero inferiores a los de Mune et al. (2013) de 9,93 mg/100

g, al expresarlos en ppm. Los contenidos de fésforo resultaron similares a los
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reportados por Mesquita et al. (2007), de 0,45-0,73 g/100 g en Phaseolus vulgaris
e inferiores a los de Vargas et al. (2012) quienes registraron 2607 mg/100 g, en un

estudio sobre analisis nutricional de harina de frijol caupi en Colombia.

La calidad nutricional de los materiales estudiados tiene gran importancia para el
Caribe colombiano con fines de contribuir a la solucion problemas de desnutricion
asociados a una deficiente ingesta de proteinas y minerales que se manifiestan
en altos porcentajes de anemia en nifios y mujeres gestantes, bajo peso al nacer

(Viloria 2007) y, en general, diferentes grados de inseguridad alimentaria.

El indice de seleccion utilizado, que corresponde a una combinacion lineal de
caracteres agronomicos y de calidad nutricional, permitio identificar los genotipos
L-006, L-009, L-034, L-047, L-014, L-036, L-037, L-001, L-024, L-005, L-030, L-019
y L-020, como los mejores, lo que favorece su prospectiva de evaluacion en
relacibn con tolerancia a sequia y, posteriormente en diversos ambientes,
mediante pruebas de evaluacion agrondmica con fines de liberacién de nuevas

variedades al mercado.

2.4. Conclusiones

Existe considerable variabilidad genética en las 40 lineas de caupi, derivadas de la
poblacion del genotipo Criollo-Cérdoba (CR-CO), indicando la posibilidad de
ganancia genética que puede ser aprovechada en la obtencion de cultivares

superiores.

La seleccion por el nimero de dias a floracidon posibilita la obtencion de genotipos

mucho mas precoces y su aplicacién en la rotacion de cultivos.

Las lineas L-007, L-020, L-022 y L-023 presentaron caracteristicas agronomicas

con ventajas comparativas frente a la poblacion original, como longitud de vainas,
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peso de cien semillas, longitud y ancho de semillas que permiten incrementar el

rendimiento de grano, indirectamente.

Las lineas L-020, L-037, L-005, L-001, L-036, L-024, L-014, L-006 y L-009
registraron rendimientos de grano superiores a 2,5 t /ha, lo que favorece su

prospectiva de evaluacion en diferentes ambientes.

La calidad nutricional de los genotipos estudiados permitié identificar genotipos

con altos contenidos de proteina, hierro, zinc y fésforo.

El indice de seleccién utilizado permitié identificar 13 genotipos superiores de la

poblacion local heterogénea CR-CO.
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Resumen

La tolerancia a sequia es importante para la supervivencia y productividad de las
plantas en ambientes con aumentos de sequia, como resultado de la variabilidad
climatica por causas naturales y, el cambio climético, por actividades humanas. El
objetivo de este estudio fue evaluar las dindmicas de fotosintesis (A),
conductancia estomatica (gs) y la eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs) en
funcion del contenido de humedad del suelo durante un periodo de sequia, y la
recuperacion pos-estrés en 14 genotipos de caupi. Los genotipos estudiados

toleraron tensiones de humedad del suelo (¥,,) cercanas a -2 Mpa, sin presentar

marchitamiento permanente. A partir de potencial hidrico del suelo de -0,7 Mpa,
fueron evidentes las disminuciones en A y gs, asi como el aumento en A/gs, las
cuales variaron con el genotipo; sus estimaciones con modelos de regresion
permitieron discriminar grados de tolerancia a sequia entre cultivares. A los 4 dias
después de reasumir la hidratacion, no se encontraron diferencias significativas
entre las medias de tales parametros. Se identificaron los genotipos L-034, L-047,
L-006 y L-001 como los més tolerancia a sequia; L-034 y L-047 conservaron entre
4y 6 hojas, se mostraron como los de mayor retraso en senescencia foliar durante

la sequia y presentaron mayor biomasa a los 16 dias de recuperacién post-estrés.

Palabras clave: conductancia estomatica, fotosintesis, sequia, senescencia foliar.
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Abstract

Drought tolerance is important for the survival and productivity of plants in
environments where drought periods are increasing as a result of climate variability
attributable to natural causes and climate change caused by human activities. The
objective of this study was to evaluate the dynamics of photosynthesis (A),
stomatal conductance (gs) and intrinsic water-use efficiency (A/gs) as a function of
soil moisture content over a period of drought and the post-stress recovery of 14

cowpea genotypes. The studied genotypes tolerated soil moisture tensions (¥,,)

close to -2 Mpa with no permanent wilting. Starting at a soil hydric potential of -0.7
MPa, decreases in photosynthesis (A), stomatal conductance (gs) and transpiration
(E) were evident, as well as an increase in A/gs, which varied by genotype.
Estimating with regression models allowed for the discrimination of the degrees of
drought tolerance between the cultivars. At 4 days after resuming hydration, no
significant differences were found between the means of A, gs, A/gs and E,
suggesting drought tolerance in all genotypes. The genotypes L-034, L-047, L-006
y L-001 were identified as more drought tolerance; L-047 and L-034 conserved
between 4 and 6 leaves, displaying the highest delayed leaf senescence during
drought. Furthermore, they presented the highest biomass at 16 days post-stress

recovery.
Key words: stomatal conductance, photosynthesis, drought, leaf senescence.

3.1. Introduccién

El caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.), es una de las leguminosas mas
importantes en las regiones tropicales y subtropicales donde la sequia es la mayor

limitante y un problema potencial de la produccion debido a las lluvias escasas e
irregulares (Agbicodo et al. 2009, Ahmed y Suliman 2010).
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Las estrategias fisiologicas de las plantas frente a cambios micro-climaticos se
dirigen a disminuir la pérdida de agua; una de las estrategias es el cierre
estomético, con lo cual disminuye la transpiracion pero también limita la entrada
de CO; a la planta, disminuyendo la tasa fotosintética y la translocacion de
fotoasimilados a diferentes 6rganos de la planta, ademéas de reducir el gradiente
de presion necesario para el ingreso de nutrientes por la raiz, situacion que se

agrava mas con los incrementos de temperatura y radiacion (DaMatta 2004).

En general, el estrés por sequia induce respuestas morfoldgicas, fisioldgicas,
bioguimicas y moleculares, entre las cuales la fotosintesis es afectada por la
reduccidn de la conductancia estomatica (gs), al disminuirse la difusién de CO, por
los estomas hacia los espacios intercelulares, y luego, a través del mesofilo hacia
los sitios de carboxilacion. Otra limitacion es de naturaleza bioquimica, conocida
como limitacion no estomatica, estad relacionada con la restriccion de la
fotofosforilacion, la regeneracion de RUBP (ribulosa 1,5-bifosfato) y actividad de la
Rubisco (Sing y Reddy 2011).

En frijol caupi, el déficit hidrico disminuye la conductancia estomética, el potencial
hidrico foliar y la productividad de granos, presentandose amplia variabilidad en
tolerancia a sequia de acuerdo con el grado de déficit hidrico (Nascimento 2009).

Estudios realizados por Oliveira et al. (2005), muestran que la conductancia
estomatica es un indicador de estrés hidrico en frijol caupi y reportan valores que
varfan desde 0,03 a 0,18 mol H,O m ?s . Los mayores valores que se registren
al comparar genotipos bajo las mismas condiciones de estrés hidrico, indican

mayor tolerancia a sequia (Nascimento 2009).

La relacidn raiz/parte aérea es también una caracteristica importante en estudios
sobre adaptacion a sequia, ya que la absorcion de agua puede ser mejorada a
través de un sistema radicular mas extenso y profundo que permita la absorciéon

de agua en mayor volumen de suelo (Reis y Hall 1987). En caupi, la densidad de
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raices largas, la profundidad de enraizamiento y la materia seca de raices por
unidad de area, son parametros que caracterizan el sistema radical y pueden ser
utilizados como criterios de tolerancia junto con el area foliar especifica (Matsui y
Singh 2003).

Por otro lado, se ha encontrado que los efectos perjudiciales de la sequia en el
aparato fotosintético pueden durar semanas o hasta meses; por lo que la
capacidad de las plantas estresadas de recuperar su capacidad fotosintética
puede estar asociada a la capacidad de los estomas de reabrirse parcial o
totalmente y la sintesis de proteinas para superar el dafio sufrido por el aparato

fotosintético (Kozlowski y Pallardy 1996).

El objetivo de este estudio fue evaluar la tolerancia a sequia de 14 genotipos de
caupi procedentes de una poblacion heterogénea homocigota, evaluando las
respuestas fisiologicas relacionadas con intercambios gaseosos y biomasa, en
etapas tempranas del ciclo de la especie, para ser utilizadas como criterios de
seleccion de genotipos mejorados.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Localizacion

Se realizd un experimento en invernadero cubierto con plastico en 2012-2013, en
la Universidad de Cdordoba (8° 48' N, 78 © 53' W). La clasificacion climatologica de
la regidn corresponde a bosque seco tropical, con un periodo seco de diciembre a
abril, temperatura media de 27,4 °C, precipitacion de 1346 mm por afio, humedad

relativa de 85% vy brillo solar anual de 2108 horas (Palencia et al. 2006).

60



3.2.2. Material experimental

Trece lineas de caupi provenientes de una poblacién heterogénea-homocigota
denominada Criollo-Cérdoba (CR-CO) incluida como testigo, seleccionadas
previamente por rendimiento y calidad nutricional, fueron sometidas a estrés
hidrico al suspenderles el suministro de agua a los 16 dias después de la siembra.
Las lineas se sembraron en recipientes de plastico de 8,5 litros de capacidad,
llenados con suelo aluvial disturbado del valle del Sinu, de textura franco-limosa.

3.2.3. Disefio experimental

Se utilizé el disefio bloques completos aleatorizados con 14 tratamientos, y 3
repeticiones. Se utilizaron 252 materas, 18 por genotipo; se sembraron 3 semillas
por matera, y el raleo se hizo a los 6 dias después de la siembra, dejando una

semilla por matera.
El modelo del disefio experimental utilizado es:
Y, =Utp T+

i=12,.r; j=12,...t

r =numerode bloques

t =numerode tratamientos
3.2.4. Dinamica hidrica del sustrato
Para caracterizar la dinamica hidrica del sustrato y su relacién con los parametros

de intercambios gaseosos, se obtuvo la curva de retencién de humedad del mismo

a tensiones o potenciales matriciales (¥,) de 0; 0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 y
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1,5 Mpa y sus correspondientes contenidos de humedad gravimétrica, empleando
el método del recipiente de tension hidrica combinado con la membrana a presion.
La curva de retencién de agua del suelo, relaciona el contenido de humedad

gravimétrica (g,) o volumetrica (&,) del mismo, con la succion (potencial matricial)

y, refleja la capacidad de un suelo o cualquier sustrato para retener el agua en
funcidon de la succién (tension) ejercida. Su caracterizacidn es necesaria para

conocer las propiedades hidraulicas de los suelos (Lopez-Cantefis et al. 2010).

Con el porcentaje de humedad a 0,03 Mpa (capacidad de campo) y la densidad
aparente del suelo se determinoé la cantidad de agua diaria necesaria para reponer
la evapotranspirada, por diferencia de peso, con el fin de garantizar un umbral de
capacidad de campo hasta el dia 16. A partir de este tiempo, el suministro de agua
fue suspendido, cuando las plantas presentaban dos hojas trifoliadas totalmente

expandidas.

En cada matera se utilizd una bolsa plastica para evitar la pérdida de sustrato por
los orificios inferiores. Después de 32 dias sin suministro de agua, las plantas
fueron rehidratadas durante 16 dias. La duracion total del ensayo fue de 64 dias.

La temperatura media del aire fue de 31,67 + 7,92°C; la media maxima de 45,41+
2,81 °C, registrada entre las 09 y 15 h y la media minima de 24,24 + 0,79 °C,
registrada entre las 04 y 06 h. La temperatura maxima registrada fue de 50,9 °C y
la minima de 22,7 °C. La humedad relativa media fue de 69,59 + 23,42%, con
valores que fluctuaron entre 22 y 70% durante el dia y entre 80 y 97% durante la
noche. Estas medidas fueron tomadas automaticamente con el registrador grafico
de humedad y temperatura RH520 (EXTECH Instruments Corporation, Nashua,
NH, USA).
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3.2.5. Medida del contenido de humedad del suelo

El contenido de agua del suelo fue determinado cada 4 dias, a las profundidades
de 6, 12 y 18 cm, usando dos materas con plantas de la misma edad. El secado
de las muestras se hizo a 105 °C por 24 horas. Simultaneamente, la humedad
volumétrica del suelo fue medida con el medidor TDR 300 (Spectrum

Technologies, Inc. IL, USA.) a 12 cm de profundidad, en todas las materas.

3.2.6 Medidas de Intercambio gaseoso

Las medidas de los parametros de intercambios gaseosos: fotosintesis (A),
conductancia estomética (gs), transpiracién (E), asi como la eficiencia intrinseca
en el uso del agua (A/gs), Temperatura y déficit de presion de vapor (DPV), se
hicieron cada cuatro dias, durante 32 dias de sequia y 16 de rehidratacion, con el
analizador de gases en el infrarrojo (IRGA, por su sigla en inglés), medidor portatil
de fotosintesis modelo CIRAS-2 ( PP System International, Amesbury, MA,USA).
Estas medidas se hicieron sobre un foliolo de la segunda, tercera o cuarta hoja
totalmente expandida, desde el apice de cada planta seleccionada, entre las 10 y

las 13 horas.

3.2.7. Medidas directas e indirectas del crecimient o0 y desarrollo de las

plantas

A partir de los 20 dias de suspension de la hidratacion, se llevé registro del
namero de hojas trifoliadas sin signos de marchitez y la presencia de organos
reproductivos: flores y vainas en formacion. Después de 16 dias de rehidratacion
se midid la masa seca de tallo y hojas (biomasa vegetativa), estructuras

reproductivas (biomasa reproductiva: flores y vainas) y total.
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3.2.8. Andlisis estadistico

La relacion entre contenido de humedad volumétrica del suelo y el potencial
hidrico del mismo fue probada para funciones polindmica, logaritmica y

exponencial, y se seleccioné el modelo de regresion de mejor ajuste.

Las relaciones entre los diferentes parametros de intercambios gaseosos (A, gs, E
y Algs) y el contenido de agua del suelo se probaron para funciones polindmica,
lineal, logaritmica, potencial y exponencial, y se seleccionaron las regresiones de

mejor ajuste.

Las ecuaciones fueron seleccionadas siguiendo los criterios de diagndstico,
sugeridos por Rincén (2009): coeficiente de determinacién (R?), cuadrado medio
del error, residuales estudentizados (r;), residuales externamente estudentizados
(t), distancia de Cook (Cj), influencia de cada observacion sobre su prediccion
(Dffitsj)), y el impacto de cada observacion en la suma de cuadrados residual (Qj),
para lo cual se utilizaron los procedimientos GLM, REG e IML del SAS version 9.2
(SAS 2008).

Para estimar los efectos de la variacion del contenido de humedad del suelo sobre
las medidas directas del crecimiento y desarrollo de los genotipos, se realizaron
los analisis de varianza, para cada variable. Para biomasa seca se utilizo la

transformacion raiz cuadrada de x+1.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Contenido de humedad y potencial hidrico del suelo

Segun las determinaciones de laboratorio y los valores estimados con la ecuacion

indicada (Figura 3.1), a 0,03 Mpa equivalente a 0,3 atmdésferas (capacidad de
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campo), el sustrato utilizado en el experimento presentd un porcentaje de
humedad de 27,88%, mientras que a 1,5 Mpa equivalente a 15 atmésferas,
succion correspondiente al punto de marchitamiento permanente, donde una gran

parte de las plantas se marchitan, el porcentaje de humedad fue de 12,03%.

1.6 - y = 24,569e0.23%
1.4 R%?=0,9837

Potencial matricial del suelo

0 .
0 10 20 30

Humedad gravimétrica (%)

Figura 3.1 . Relacion funcional entre el potencial matricial
del suelo y su contenido de humedad gravimétrica.

A los 32 dias de sequia el contenido de humedad del suelo fue de 10,86% y el
potencial hidrico del suelo (se estimo6 en -1,9 Mpa, valor que si se relaciona con el
potencial hidrico foliar en pre-amanecer (Tardieu y Simonneau 1998, Sellin 1999),
cuando los potenciales hidricos del suelo y la planta estan en equilibrio, permite
considerar al caupi como moderadamente tolerante a sequia (Boyer 1978). Este
autor report6 para esta especie valores no letales de -1,4 a -2,5 Mpa, partiendo de
que los potenciales hidricos letales en un gran nimero plantas se encuentran en el

rango de -1,4 a -6,0 Mpa.

3.3.2. Intercambio gaseoso bajo estrés hidrico

El analisis conjunto de los 14 genotipos mostré que a los 12 dias de suspension
del suministro de agua, con humedad gravimétrica de 15,24% (45,34% de la

humedad a capacidad de campo) y potencial matricial del suelo de -0,7 Mpa, se
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hizo evidente una disminucion en A, gs y E (Cuadro 3.1). Las plantas mostraron un
desvio de su fisiologia antes del estrés hidrico, puesto que la media de
fotosintesis neta decrecié en 55,08%, junto con la conductancia estomatica en
41,2% vy la transpiracion en 39,02%, sugiriendo que la regulacion estomética fue la
mayor limitante de la fotosintesis (Singh y Reddy 2011). Al mismo tiempo, la
eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs) aumento en cerca del 100% a partir
de un potencial hidrico del suelo de -0,75 Mpa y un contenido de humedad
gravimétrica de 14,90%. Simultaneamente, la temperatura foliar y el déficit de
presion de vapor (DPV) aumentaron en 6,8% y 8,18%, respectivamente, por el

cierre estomatico (Ben Haj Salah y Tardieu 1997, Tardieu y Simonneau 1998).

La disminucion progresiva de A, gs y E sugiere la activacion de mecanismos de
adaptacion morfologica y metabdlica para contrarrestar el déficit de humedad del
suelo (Taiz y Zeiger 2010, Singh y Reddy 2011). En particular, a los 16 dias de
sequia, la conductancia estomatica mostr6 una reduccion media de 84,52% vy

continud aun disminuyendo progresivamente hasta el dia 32.

La reduccion de gs, a causa del cierre de estomas, ocurre cuando el mesdfilo
comienza a sufrir deshidratacion y esta regulada por el acido abscisico (ABA)
(Moreno 2009). Aunque en este trabajo el contenido de ABA no fue medido, los
valores de gs sugieren un incremento de esta fitohormona en las hojas, debido a la
redistribucion desde los cloroplastos de las células del mesdfilo y a la sintesis y
transporte desde las raices; al ser liberada al apoplasto llega a las células guarda
a través de la corriente de transpiracion (Zhang y Outlaw 2001, Moreno 2009). El
ABA ocasiona pérdida de potasio, cloro o malato en las células guarda, lo que
provoca disminucion del volumen celular por la salida de agua del citoplasma,

dando lugar al cierre estomatico (Moreno 2009, Taiz y Zeiger 2010).

Los 14 genotipos evaluados mantuvieron sus tallos verdes y solo algunas hojas

presentaron signos de senescencia foliar y rebrotes basales en algunas plantas;
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ademas de reducciéon en el tamafo de tallos y hojas, como consecuencia de la
disminucion de la presion de turgencia (Taiz y Zeiger 2010); Resultados similares

fueron reportados por Hall (2004), en caupi, con un potencial hidrico de -1,8 Mpa.

Las magnitudes de A y gs disminuyeron a tasas diferentes con efectos lineal,
logaritmico o cuadratico, durante el periodo de sequia (Cuadro 3.2), lo que sugiere
diferencias genéticas entre cultivares en relacion con tolerancia a sequia. De igual
forma, el aumento de la A/gs se expresoO a tasas diferentes entre los genotipos

estudiados.

Las disminuciones graduales de A y gs, indican cierre parcial o total de estomas
para reducir la pérdida de agua por transpiracion. Se ha reportado que el cierre
estoméatico como resultado de la disminucion del contenido de humedad del suelo,
mediado por cambios en el estado hidrico de la raiz (Bates y Hall 1981) constituye
una respuesta al déficit hidrico en caupi (Hall et al. 1997, Cruz de Carvalho et al.
1998, Anyia y Herzog 2004, Hamidou et al. 2007, Singh y Reddy 2011) y, segun
Nascimento (2009), los valores mas altos de conductancia estomética indican

mayor tolerancia a sequia.

En este mismo sentido, la eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs) ha sido
reconocida como una medida de la ganancia de carbono por unidad de agua
perdida y es inversamente proporcional a la proporcion de las concentraciones de
CO;, intercelular y ambiental (C/C,) ( Singh y Reddy 2011). Es evidente que una
mayor eficiencia en el uso del agua y una mayor tasa fotosintética pueden mejorar
el rendimiento de las cosechas bajo estrés hidrico (Condon et al. 2002, Parry et al.
2005, Singhy Reddy 2011).
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Cuadro 3.1. Valores medios de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs), eficiencia intrinseca en el uso

del agua (A/g;), transpiracion (E), temperatura (T) y déficit de presion de vapor (DPV) para determinados contenidos
de humedad gravimétrica, potenciales matrico y tiempos de desecacion del suelo.

Tiempo 6y W A Os Algs E T DPV

(d)

0 27,88 | -0,033 | 10,53+0,04 100,86+0,58 0,1040,0005 4,1040,018 35,340,02 42,65+0,06
4 22,97 | -0,114 8,53+0,15 73,27+£1,17 0,1240,0257 3,39+0,042 36,6+0,03 47,46+0,17
8 16,93 | -0,577 | 13,05+0,16 99,02+1,09 0,13+0,0008 4,25+0,034 37,2+0,03 46,9140,14
12 15,24 | -0,694 3,20+0,08 59,31+0,73 0,08+0,0009 2,50+0,024 37,740,03 46,14+0,12
16 14,90 | -0,752 4,8740,09 15,48+0,32 0,3140,0040 0,8940,015 38,0+0,02 58,34+0,07
20 13,00 | -1,173 3,15+0,09 10,62+0,25 0,3040,0070 0,6040,012 38,140,03 59,78+0,11
24 11,21 | -1,783 1,51+0,07 5,7640,24 0,2640,0055 0,3440,011 37,740,02 60,16+0,10
28 10,90 | -1,917 1,02+0,06 3,9040,13 0,26+0,0057 0,24+0,007 37,1+0,01 58,36+0,06
32 10,86 | -1,935 0,09+0,02 1,29+0,04 0,07+0,0037 0,12+0,002 40,4+0,02 71,58+0,11

2.1

6,= humedad gravimétrica; 6, =humedad volumétrica;;y, =potencial matrico del suelo; A (LmoICO,m™“s™);

gs (mmolH,Om™s™); A/gs (umolCO,mmol*H,0); E (mmolH,Om™s™); T (°C), DPV (mb).
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Figura 3.2. Relaciones funcionales entre el contenido de humedad del suelo y (A)
conductancia estomatica (mmolH,0m™s™), (B) fotosintesis (umolCO,m™?s™), (C)

eficiencia intrinseca en el uso del agua (umolCO,mmol™H,0) y (D) transpiracion

(mmolH,0m™s™).

Un mecanismo eficiente que transfiera la informacion de las raices a las hojas
podria explicar parcialmente la evitacion a sequia mostrada por esta planta (Bates
y Hall 1981, Moreno 2009). Ademas, el ajuste osmaético debido a la acumulacién
de solutos orgénicos e inorganicos y otras estrategias asociadas a la adaptacion a
factores ambientales limitantes podrian estarse expresando (Gonzalez et al. 2011,
Moreno 2009, Rodriguez 2006).

Se ha reportado la acumulacién de prolina libre en Helianthus annus bajo estrés
hidrico, pero su sintesis tiene lugar temprano o mas tarde, dependiendo del grado
de tolerancia a sequia del cultivar (Unyayar et al. 2004). En plantas de caupi
sometidas a déficit hidrico, se reportaron significativos incrementos de prolina que

propiciaron ajuste osmotico (Lobato et al. 2008). También se han reportado
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incrementos de carbohidratos y aminoé&cidos totales, y disminucién de la cantidad
de proteina total (Costa et al. 2011).

Las relaciones funcionales de mejor ajuste fueron lineales, cuadréaticas y
logaritmicas para Ay gs, mientras que para A/gs, fueron cuadraticas y logaritmicas,
en relacién con la disminucion del contenido volumétrico de agua del suelo
(Cuadro 3.2). Singh y Reddy (2011) ajustaron ecuaciones lineales para A y
exponenciales para gs y A/gs en quince genotipos originarios de USA, Senegal,
Nigeria e India. La tendencia es la misma, es decir, la fotosintesis y la
conductancia estomatica disminuyen, mientras que la eficiencia intrinseca en el

uso del agua aumenta con la disminucion del contenido de humedad del suelo.

La variaciéon de las tasas de A, gs y Algs, en cada genotipo, permite la estimacion
puntual y promedia de estos parametros, en un intervalo de duracién de sequia en
funcion del contenido de humedad del suelo (Singh y Reddy 2011), y en este
estudio permiti6 discriminar grados de tolerancia potencial a sequia entre

cultivares, estimados con modelos de regresion (Cuadro 3.2).

3.3.3. Intercambio gaseoso después de rehidratacion

A los 4 dias después de reasumir la hidratacion, el andlisis de varianza no mostré
diferencias significativas entre las medias de A, gs, A/gs Y E (Cuadro 3.3). Los
valores medios encontrados son similares y en algunos casos mas altos que los
obtenidos al iniciar la suspensién del suministro de agua, sugiriendo tolerancia a
sequia en todos los genotipos. Resultados similares se encontraron a los 8, 12 y

16 dias (datos no mostrados).
Se sabe que las plantas que pasan por un periodo de déficit hidrico cuando son

irrigadas, la tasa de fotosintesis puede o no retornar a los niveles anteriores,

dependiendo del material genético, severidad y duracion de la sequia y la
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humedad relativa (Kozlowski and Pallardy, 1996). Las plantas que consiguen
recuperarse y vuelven a fotosintetizar como antes del estrés, poseen una mayor
resistencia al déficit hidrico. Al respecto, Cruz de Carvalho et al. (1998) mostraron
gue la conductancia estomética y la tasa neta de asimilacion medidas durante y
después del tratamiento de estrés hidrico son pardmetros confiables para

identificar tolerancia a sequia en Phaseolus vulgaris y Vigna unguiculata.

Por otro lado, se ha encontrado que los efectos perjudiciales de la sequia en el
aparato fotosintético pueden durar semanas o hasta meses; por lo que la
capacidad de las plantas estresadas de recuperar su capacidad fotosintética
puede estar asociada a la capacidad de los estomas de reabrirse parcial o
totalmente y a la sintesis de proteinas para superar el dafio sufrido por el aparato

fotosintético (Kozlowski y Pallardy 1996).

El transporte de electrones parece ser muy resistente a la inhibicion bajo déficit
hidrico, mientras que la fosforilacion y el metabolismo fotosintético parecen ser
mas sensibles a la deshidratacion. La fosforilacion puede ser sensible a los
efectos toxicos de la alta concentracion de magnesio que acompafia la remocion
de agua del cloroplasto en hojas deshidratadas (Taiz y Zeiger 2010, Kozlowski y
Pallardy 1996).

3.3.4. Numero de hojas y masa seca de 0rganos

No se encontraron diferencias significativas en el numero de hojas trifoliadas entre
los 20 y 32 dias (Cuadro 3.3), tiempo en el que el agua se encontraba retenida en
la matriz del suelo con succiones entre -1 y -2 Mpa. A los 32 dias de sequia
progresiva, ocho genotipos presentaron entre 2 y 3 hojas, cuatro entre 3y 4, y sélo
dos, L-047 y L-034 conservaron entre 4 y 6 hojas, mostrandose como los de

mayor retraso en senescencia foliar (Figura 3.3).
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Cuadro 3.2. Caracteristicas de las ecuaciones de regresion que describen la relacidén funcional entre la fotosintesis
(A), conductancia estomaética (gs), eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs) y transpiracion (E) del frijol caupi y
el contenido de humedad del suelo a partir de la suspension del suministro de agua en un periodo de 32 dias.
P < 001y nentre 16 y 26.

A (Coeficientes)* gs (Coeficientes) A/gs (Coeficientes)
Genotipo Yo a b R2 Yo a b R2 Yo a b R2
L-001 -5,333 0,497 N.A*. | 0,82 -30,98 2,95 N.A. 0,79 0,675 | -0,037 | 0,0006 0,92
L-005 -4,017 0,378 N.A. 0,76 | -116,85 | 10,97 | -0,140 0,79 1,753 | -0,102 | 0,0016 0,86
L-006 -15,234 | 6,996 N.A. 0,54 | -182,56 | 76,04 N.A. 0,70 0,749 | -0,186 N.A. 0,54
L-009 -19,630 | 8,027 N.A. 0,79 | -164,22 | 66,53 N.A. 0,67 1,071 | -0,067 | 0,0010 0,70
L-014 -3,763 0,330 N.A. 0,69 | -145,99 | 59,19 N.A. 0,70 1,010 | -0,059 | 0,0009 0,71
L-019 -2,358 0,283 N.A. 0,75 -34,76 3,25 N.A. 0,86 0,902 | -0,052 | 0,0008 0,75
L-020 -4,407 0,389 N.A. 0,88 -31,17 2,67 N.A. 0,81 1,374 | -0,080 | 0,0012 0,92

L-024 -19,270 | 7,989 N.A. 0,72 | -135,47 | 12,60 | -0,150 0,82 1,397 | -0,087 | 0,0014 0,72
L-030 -18,344 | 8,067 N.A. 0,70 -47,04 4,46 N.A. 0,87 0,659 | -0,035 | 0,0005 0,71
L-034 -16,798 | 1,762 | 0,028 | 0,75 | -180.14 | 17,96 | -0,270 0,76 0,659 | -0,031 | 0,0010 0,52
L-036 -4,407 0,389 N.A. 0,88 -41,44 3,392 N.A. 0,84 1,044 | -0,262 N.A. 0,39
L-037 -18,293 | 7,621 N.A. 0,73 -38,04 3,168 N.A. 0,75 0,781 | -0,040 | 0,0006 0,57
L-047 -18,400 | 1,886 | -0,029 | 0,91 62,10 5,23 N.A. 0,88 0,969 | -0,055 | 0,0008 0,62
CR-CO -14.414 | 6,032 N.A. 0,66 | -25,382 2,13 N.A. 0,83 1,087 | -0,269 N.A. 0,62

* Modelos de regresion: Para A: [y, +ax] en los genotipos L-001, L-005, L-014, L-019, L-020 y L-036; [ y, + aln x] en L-006, L-009,
L-024, L-030, L-037 y CR-CO; [y, +ax + bx?] en L-034 y L-047. Para gs: [ Y, +aX] en L-001, L-019, L-020, L-030, L-036, L-037, L-047
y CR-CO; [y, +aln x] en L-006, L-009 y L-014; [y, + ax + bx*] en L-005, L-024 y L-034. Para A/gs: [ y, + aln x] en L-036, L-006 y
CR-CO;[y, +ax+ bX2] en L-001, L-005, L-009, L-014, L-019, L-020, L-024, L-030, L-034, L-037 y L-047. "N.A. =No aplica
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.Cuadro 3.3. Valores medios de numero de hojas trifoliadas y biomasa seca durante sequia y rehidratacion
evaluados en 14 genotipos de caupi.

Tiempo of sequia (20y 32 d) y rehidratacion (36, 40 y 48 d)
Hojas trifoliadas (NUmero) Biomasa seca ( g)

Genotipo 20d 32d 36d 40d Vegetativa (48 d) Total (48 d)
L-001 3,58 a 2,83 a 2,50 a 2,58 ab 2,92 ab 3,29 ab
L-005 3,17 a 292 a 2,58 a 1,92b 2,28 ab 2,41 ab
L-006 3,25a 2,83 a 3,08 a 4,17 ab 4,09 ab 4,28 ab
L-009 3,25a 2,75 a 2,67 a 4,17 ab 1,16 b 1,27b
L-014 2,58 a 2,25 a 242 a 4,58 ab 3,64 ab 3,64 ab
L-019 3,33a 3,17 a 3,83a 517 a 3,27 ab 3,27 ab
L-020 342a 2,83 a 2,75a 3,42 ab 4,33 ab 4,90 ab
L-024 392 a 3,33a 342a 5,33 ab 4,67 ab 4,67 ab
L-030 3,17 a 2,75a 2,67 a 3,75 ab 2,46 ab 2,46 ab
L-034 4,42 a 4,42 a 5,67 a 8,50 a 8,97 ab 9,00 a
L-036 3,17 a 3,00 a 3,08 a 4,50 ab 2,91 ab 2,91ab
L-037 3,83a 3,42 a 3,67 a 6,50 ab 7,08 ab 7,55 ab
L-047 4,00 a 3,83 a 4,92 a 7,92 ab 8,64 ab 8,75 ab
CR-CO 3,75a 2,75a 3,67 a 4,58 ab 6,54 ab 6,77 ab

Medias 3,48+ 0,48 3,08 +0,52 3,30+ 0,68 4,79+1,25 4,50+ 1,75 4,65+ 1,77

*Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente, segun Tukey al 5%.
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La senescencia foliar tardia ha sido reportada como una caracteristica que
contribuye a la adaptacion a sequia debido a que aumenta la supervivencia de las
plantas después de un déficit hidrico, porque permite la emision de un segundo
flujo de vainas, una vez sea restaurado el suministro de agua (Ehlers y Hall 1997,
Hall 2004, Agbicodo et al. 2009), lo que representa una ventaja agronomica

durante los periodos de sequia.

Por otro lado, a los 8 dias de rehidratacion (54 dias posteriores a la siembra), el
analisis de varianza registro diferencias significativas entre genotipos y la prueba
de Tukey permitié separar L-034 de L-005 (Cuadro 3.3). No obstante el primero no
difiere significativamente del resto de los materiales probados. Sin embargo, a los
12 y 16 dias después de reasumir la hidratacion (60 y 64 dias después de la
siembra) tales diferencias no fueron evidentes (datos no mostrados), indicando

con ello una recuperacion post-estrés similar en todos los genotipos.
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Figura 3.3. Plantas de caupi sobrevivientes después de 32 dias de sequia. A la
izquierda (A) planta de la linea L-034 tolerante a sequia (mayor retraso en
senescencia foliar) y, a la derecha, (B) planta de la linea L-020 con menor
tolerancia a sequia.

Sin embargo, en relacién con biomasa, se encontré diferencia significativa en la
biomasa total (Cuadro 3.3); de tal forma que el genotipo L-034 acumulé mayor
biomasa (9,00 g) que L-009 (1,27 g); sin embargo, el primero no difiere
estadisticamente de los 12 genotipos restantes. Las diferencias en la particién de
asimilados se reflejaron en la biomasa total, explicada en parte por las diferencias

en los pardmetros de intercambios gaseo0sos.

Se resalta que los cultivares L-014, L-019, L-024, L-030 y L-036, no desarrollaron
flores mientras que L-034, L-047, L-009, L-005, CR-CO, L-006, L-037, L-001 y L-
020 florecieron y su biomasa reproductiva representé entre 0,3 y 11,2%. Esto
sugiere que en los genotipos estudiados, los mecanismos de adaptacion a sequia:
escape, evitacion y tolerancia (Mitra 2001), aunque podrian operar de manera

conjunta o por separado, se expresan de manera diferente. No obstante, las vias
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asociadas a estas respuestas con estos mecanismos aun no son conocidas
(Agbicodo et al. 2009).

Por otro lado, segun Ehlers y Hall (1997), los materiales que florecen temprano y
ademas, presentan senescencia foliar tardia y habitos de crecimiento
indeterminado, deberian exhibir adaptacion a sequia y estabilidad en rendimiento
en varios ambientes (Ehlers y Hall 1997). Posiblemente, tales caracteristicas estan
asociadas a una mayor densidad de raices distribuidas a mayor profundidad, lo
que a su vez permite una mayor absorcion de agua (Matsui y Sing 2003; Polania
et al. 2009) y podrian sugerir evasion a sequia.

Con los estimados de conductancia estomatica, fotosintesis, eficiencia intrinseca
en el uso del agua y biomasa seca total, se identificaron los genotipos L-034, L-
047, L-006 y L-001, como potencialmente tolerantes a sequia, por presentar
mayores valores de A, gs y A/gs entre los 12 y 28 dias de sequia, con contenidos
de humedad gravimétrica del suelo entre 15,24% y 10,90%, equivalentes a
potenciales hidricos del suelo entre -0,7 y -1,9 Mpa, y mayores valores de biomasa

seca total.

3.4. Conclusiones

Las tasas de conductancia estomatica y fotosintesis del caupi, bajo déficit hidrico,
disminuyeron a partir de un potencial matricial del suelo de -0,70 Mpa, mientras
que la eficiencia intrinseca en el uso del agua aumento progresivamente con la

desecacion del suelo.

La fotosintesis y conductancia estomatica alcanzaron valores medios de cero
cuando el suelo alcanzé un porcentaje de humedad gravimétrica de 10,86% y un
potencial hidrico cercano a -2 Mpa, sin que se produjera el marchitamiento

permanente de las plantas en ninguno de los genotipos.
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Las disminuciones de fotosintesis y conductancia estomética, asi como el
aumento de la eficiencia intrinseca en el uso del agua, bajo condiciones de estrés
hidrico, variaron con el genotipo y sus estimaciones con modelos de regresion
permitieron discriminar grados de resistencia a sequia entre cultivares. Se
identificaron los genotipos L-034, L-047, L-006 y L-001 como los mas tolerantes a

sequia.

Los 14 genotipos mostraron total recuperacion de las tasas de los parametros de

intercambio gaseoso, después de reanudarse el suministro de agua.
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Resumen

El frijol caupi contribuye a la alimentacion humana y animal en muchas regiones
del mundo, especialmente en aquellos lugares donde la sequia restringe la
produccion agricola. El objetivo de este trabajo fue identificar algunas respuestas
fisiologicas y bioquimicas de esta especie, bajo condiciones de estrés hidrico en
fase reproductiva. Se experiment6 bajo un disefio completamente aleatorizado en
un arreglo factorial 2x6 (2 niveles de humedad del suelo y 6 genotipos) con tres
repeticiones. Se analizo la respuesta de la especie evaluando el rendimiento de la
planta mediante la cuantificacion del rendimiento de grano/planta, el nimero de
vainas/planta, el nimero de semillas/vaina, y la longitud de la vaina; se estimo la
reduccion relativa del rendimiento y la susceptibilidad a la sequia. También se
analiz6 el intercambio gaseoso, la actividad de las enzimas catalasa y ascorbato
peroxidasa, asi como los contenidos de clorofila, carotenoides, proteinas libres,
prolina y malondialdehido. El estrés por sequia caus6 una disminucién en el
rendimiento de grano/planta del 57,72%, numero de vainas/ planta del 49,40% y
numero de semillas/vaina del 32,07%. A los 17 dias de sequia, la fotosintesis
empez0 a registrar valores cercanos a cero cuando el contenido de humedad del
suelo se redujo alrededor del 40% de la capacidad de campo, lo cual pudo ser
ocasionado por limitaciones estométicas y, posiblemente por limitaciones no
estomaticas. La proporcion de clorofila alclorofila b (Chla/Chlb), fue
significativamente mas baja, mientras que el contenido de malondialdehido fue

significativamente mas alto, en plantas bajo estrés hidrico.

Palabras clave adicionales: fisiologia de cultivos, estrés hidrico, intercambio

gaseoso, enzimas antioxidantes, prolina.
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Abstract

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

malonaldehyde was significantly higher in plants under water stress.

Additional key words: crop physiology, water stress, gas exchange, antioxidant

enzymes, proline.

4.1. Introducciéon

El frijol caupi es importante en las regiones tropicales y sub tropicales, donde la
sequia es un factor de restriccion de la produccion debido a las bajas y erraticas
precipitaciones (Pungulani et al. 2012), pudiendo causar pérdidas de al menos el

50% en el rendimiento de semilla (Ahmed y Suliman 2012).

El estrés por sequia induce diversas respuestas morfo-fisiologicas, bioquimicas y
moleculares; entre éstas la fotosintesis es particularmente afectada por la

disminucion de la conductancia estomatica al disminuirse la difusion de CO, desde
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los estomas hacia los espacios intercelulares, y luego, hacia los sitios de
carboxilacion a través del mesofilo, constituyendo una primera limitacion
(limitacidbn estomatica). Una segunda limitacion, de naturaleza bioquimica
conocida como limitacion no estomatica, esta relacionada con la restriccion de la
fotofosforilacion, la deficiente regeneracidon de ribulosa 1,5-bifosfato (RUBP) y el

decrecimiento en la actividad de la Rubisco (Singh y Reddy 2011).

Ante el déficit hidrico, las limitaciones no estomaticas de la fotosintesis se
producen por la exposicion de los cloroplastos a un exceso de energia de
excitacion, que puede ser disipada como calor via carotenoides, fotorrespiracion u
otro mecanismo foto-protector. Al mismo tiempo, el exceso de energia puede
generar dafios en el centro de reaccién del fotosistema Il e incrementar la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en los cloroplastos, tales
como el oxigeno singlete, perdxido de hidrogeno, radical hidroxilo y anién
superoxido, causando dafios en membranas (Smirnoff 1993; Tripathy y Oelmduller
2012).

Para contrarrestar el dafio oxidativo, se activan mecanismos bioquimicos (Tausz
et al. 2004) que contribuyen al mantenimiento de diversos procesos fisioldgicos
tales como la apertura estomética, la fotosintesis, la expansion celular, la sintesis
de osmolitos protectores y de enzimas del sistema antioxidante, entre otros
(Lawlor y Cornic 2002).

La acumulacion de osmolitos compatibles, tiene como consecuencia la
osmoproteccion de los tejidos de las plantas ante el déficit hidrico y est4 dada por
la capacidad estabilizadora de algunos de estos solutos sobre macromoléculas
como las proteinas y los sistemas de membrana celulares. Moléculas como prolina
y glicina-betaina, pueden inducir la formacion de puentes de hidrégeno alrededor
de proteinas, preservando su estado original (Kavi-Kishor et al. 1995, Taiz y Zeiger
2010).
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Entre las enzimas del sistema antioxidante involucradas en procesos de
detoxificacion de ERO estan: catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX),
superoxido dismutasa (SOD) y glutation reductasa (GR), ademas del Aldehido
malonico (MDA) (Pompelli et al. 2010). Las enzimas glutation reductasa y
ascorbato peroxidasa juegan un papel clave en frijol caupi, debido a que la sobre-
regulacion de la expresion del gen de la GR citosdlica (GRc) esta directamente
relacionada con la intensidad del estrés hidrico (Agbicodo et al. 2009).

Al considerar que el frijol caupi se presenta como una gran alternativa en zonas de
cultivo donde se presentan periodos de sequia prolongados como en el Sinu
medio colombiano, el estudio tuvo como objetivo evaluar las respuestas
fisiologicas y bioquimicas de seis genotipos de esta especie al ser sometidos a

déficit hidrico progresivo.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Material vegetal y condiciones experimentale s

El experimento se realizé en invernadero cubierto con plastico en la estacion
experimental de la Universidad de Cordoba (8° 48' N, 78° 53' W) localizada en la
ciudad de Monteria, Colombia, de mayo a julio de 2013. Semillas de las lineas
promisorias del programa de mejoramiento genético en frijol Caupi de la
Universidad de Coérdoba, L-001, L-006, L-034, L-047 y de los cultivares Criollo-
Cordoba (CR-CO) y BRS-Milenium, fueron sembradas en bolsas plasticas con una
capacidad en volumen de 18 litros; en cada bolsa se dejé una planta y se uso
suelo franco limoso, 24,5 kg por bolsa, a capacidad de campo. Se utilizé un disefio
experimental completamente aleatorizado con arreglo factorial 6 x 2 y tres
repeticiones. El primer factor correspondié al genotipo y, el segundo, al nivel de
humedad del suelo: con riego (control), y sin riego a partir de floracién, durante 24

dias consecutivos.
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El modelo del disefio experimental utilizado es:

Y, =Hta + B +(a:8)ij t &
=12 j=12,.6

A =Humedad (sequia y riego)
B =genotipo (L - 001,L - 006,L - 034,L - 047,CR - CO,BRS - MILLENIUM)

El contenido gravimétrico de agua fue determinado cada 4 dias, a la profundidad
de 20 cm. Las muestras de suelo (tres/unidad experimental), de aproximadamente
200 g, se tomaron de contenedores (bolsas plasticas) con plantas destinadas para
muestreo destructivo. Los recipientes con el material hUmedo se introdujeron en
un horno de secado a 110 £ 5°C, por 24 horas (Forsythe 1975). También se
determind el contenido volumétrico de agua con el medidor TDR 300 (Spectrum

Technologies, Inc.IL, USA.), a 20 cm de profundidad en todos los recipientes.
4.2.2. Caracteres morfo-fisiol6gicos

A los 29 dias de haber suspendido el suministro de agua, se determind el
rendimiento de grano/planta (RGP), el nimero de vainas/planta (NVP), el nimero

de semillas/vaina (NSV), la longitud de la vaina (LV), y los siguientes indices:

Reduccion relativa del rendimiento RRR: se restd el rendimiento de grano en
sequia al rendimiento de grano en riego y se dividio por el rendimiento de grano

en riego.
indice de intensidad de sequia IIS: se estimé mediante la férmula 1IS = 1 — (Ys

/Yr), donde Ys y Yr son las medias de rendimiento de todos los genotipos bajo

tratamientos de sequia (s) y riego (r), respectivamente.
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indice de susceptibilidad sequia (ISS): Se calculé mediante la formula ISS = [(1 —
(Ysi/Yr))IS, donde Ys; y Yri son las medias de rendimiento de cada genotipo en

condiciones de sequia y riego respectivamente (Fisher y Maurer 1978).

4.2.3. Medidas de intercambio gaseoso

2 s, conductancia

Se determinaron las tasas de fotosintesis A (umol m
estomatica gs (mmol m? s%), transpiracién E (mmol m? s™), asi como la eficiencia
intrinseca en el uso del agua A/gs, Temperatura Interna de la Hoja T; (°C) y Déficit

de Presién de Vapor DPV(mb), CO, intercelular y ambiental (umol mol*) cada
cuatro dias, durante 28 dias; para ello se usé un analizador de gases en el
infrarrojo (IRGA), medidor portable de fotosintesis modelo CIRAS-2 (PP Systems
International, Inc. USA.). Las medidas se hicieron entre las 8 y las 11 horas sobre
un foliolo de la segunda, tercera o cuarta hoja sana y totalmente expandida,

contadas desde el apice de la planta.

La temperatura media del aire fue de 31,44 + 7,76°C; la media maxima de 45,62+
2,73 °C, registrada entre las 09 y 15 h y la media minima de 25,12 + 0,76 °C,
registrada entre las 04 y 06 h. La temperatura maxima registrada fue de 51,1 °C y
la minima de 22,9 °C. La humedad relativa media fue de 70,54 + 22,92%, con
valores que fluctuaron entre 22 y 70% durante el dia y entre 80 y 97% durante la
noche. Estas medidas fueron tomadas automéaticamente con el registrador grafico
de humedad y temperatura marca EXTECH Instruments - Model RH520.

4.2.4. Determinaciones analiticas

Muestras. Para las determinaciones analiticas, se tomaron 108 muestras de hojas
totalmente expandidas de la parte apical de las plantas (tercera o cuarta hoja)
distribuidas en tres grupos de 36 (12 tratamientos x 3 repeticiones). Un grupo para
determinacion de clorofilas, carotenoides y MDA, el segundo grupo para proteinas
libres y prolina vy, el tercero, para las enzimas CAT y APX. Las muestras se

tomaron a los 17 dias posteriores al inicio de la floracion, cuando las plantas
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estresadas presentaron valores de fotosintesis y conductancia estomética

cercanos a cero, y se conservaron en nitrégeno liquido hasta su uso.

Extraccion y actividad de catalasa (CAT) y Ascorbat o peroxidasa (APX). La
extraccion de enzimas del tejido foliar (100 mg), se hizo mediante molido en frio
con mortero de porcelana en bafio de hielo hasta que el tejido se visualizd sin
fibras. Se utilizaron 50 mL de solucién tampon que constituyé el medio de
extraccion constituido por Tampén fosfato de potasio (TFK) 100 mM (pH 6,5),
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM, ascorbato 20 mM vy
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) 30% p/p. La homogenizacion se hizo mediante
centrifugado a 15000 x g por 15 minutos en una centrifuga refrigerada a 4°C. El
sobrenadante se utilizo para la determinacion de la actividad de las enzimas CAT
y APX.

Las actividades de CAT y APX se midieron en términos de la descomposicion de
H202 y ascorbato, respectivamente. La descomposicion del H,O, por la CAT se
determind por la medida de la tasa de disminucion de la absorbancia a 240 nm por
un min, en una solucién de 12,5 mM de H202 en 50 mM del tampon K-fosfato
(TFK - pH 7,0) a 30°C. Un mL de la mezcla de reaccion contenia 960 pL del
tampon TFK (pH 7,0), 25 pL de H,O, y 15 pL del extracto de la enzima (Havir y
McHale, 1987). La descomposicion de H,O, por la APX se midio por la
disminucion de la absorbancia a 290 nm durante un minuto, en una solucidon que
contenia 0,1 mM de H,0;, en 50 mM del tampoén K-fosfato (TFK - pH 6,0) y 0,5 mM
de &cido ascorbico a 25°C. Un mL de la mezcla de reaccion contenia 925 pL del
tampon TFK (pH 6,0), 10 uL de H,0O,, 50 pL de acido ascoérbico y 15 pL del
extracto de la enzima (Nakano y Asada, 1981). Las reacciones se iniciaron con el
extracto de las enzimas. Una unidad de CAT o APX se defini6 como la cantidad de

enzima requerida para oxidar una pmol de H,O, 0 ascorbato por minuto.

Determinacion de malondialdehido (MDA), clorofilas, carotenoides, prolina y

proteinas libres. Para la determinacion de MDA, las muestras (50 mg de tejido
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foliar) se homogenizaron en 2 mL de acido tricloroacético TCA de 0,1% (v/v) y se
centrifugaron a 10000 x g por 15 minutos. EI MDA de los extractos se determing
mediante la reaccion del acido tiobarbiturico (TBA), segun el procedimiento de
Cakmak y Horst (1991).

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

4.2.5. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante andlisis de varianza y pruebas de
comparacion de medias de Tukey al 5%, utilizando el procedimiento GLM del SAS
version 9.2 (SAS 2008).

4.3. Resultados y discusién
4.3.1. Caracteres morfo-fisiologicos

La suspension del agua a partir de floracion redujo la totalidad de los caracteres
evaluados. EI RGP y NSV mostraron efectos significativos para la interaccion
genotipo por humedad, indicando que existe un comportamiento diferencial de los
genotipos ante la presion del estrés; por su parte, el NVP y la LV mostraron
diferencias (p<0,01) sélo para los efectos principales del genotipo y el nivel de
humedad del suelo (Cuadro 4.1, Figura 4.1). Resultados similares fueron
reportados por Ahmed y Suliman (2010), quienes atribuyen la disminucién del
rendimiento y sus componentes, bajo sequia, a la abscisibn de estructuras
reproductivas y la limitacion de fotoasimilados para la formacion y llenado de
granos (Ishiyaku y Aliyu 2013). En varios estudios se ha reiterado el efecto
deletéreo de la sequia sobre el crecimiento, el rendimiento y la nutricion mineral de
las plantas (Afshar et al. 2013).
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Cuadro 4.1. Cuadrados medios del andlisis de varianza de seis genotipos de
caupi bajo déficit de humedad del suelo para el rendimiento de grano por planta
(RGP), numero de vainas por planta (NVP), niumero de semillas por vaina (NSV) y
Longitud de la vaina (LV).

FV RGP NVP NSV LV
Humedad 104,05** 38,05** 62,23** 33,45**
Genotipos 5,66** 2,56** 19,89** 4,21**
Interaccion 3,22%* 0,36 ™ 3,56* 0,86 ™

Media 4,19 3,14 6,89 12,82
CV% 16,41 12,52 15,38 7,19

*=gignificativa (p<0,05); **=altamente significativa (p<0,01); ns= no significativo. FV=Fuente
de variacion.

El estrés por sequia causé disminucién del rendimiento de grano por planta de
57,72%, del nimero de vainas por planta de 49,40%, del nimero de semillas por
vaina de 32,07% y de la longitud de la vaina de 13,93%, con una correlacion
altamente significativa entre los dos primeros caracteres mencionados, lo que
posiblemente obedezca a la limitada actividad fotosintética y a una menor
absorcion de nutrientes, en razon a la reducida movilidad de iones en el suelo y
toma de agua por las raices. Ahmed y Suliman (2010), en trabajos desarrollados
en campo, reportaron disminucion del rendimiento/ha de semilla entre 50 y 74% en
esta especie.
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Rendimiento de grano/planta (g)

L-001 L-006 L-034 L-047 BRSMIL CRCO
Genotipos de frijol caupi

Figura 4.1. Rendimiento de grano por planta de los genotipos de frijol caupi segun
el nivel de humedad del suelo (riego vs sequia).

Los resultados evidenciaron variabilidad entre genotipos en cuanto a la reduccion
del rendimiento, tal como lo reportan otros trabajos de investigacion (Abayomi y
Abidoye 2009; Ishiyaku y Aliyu 2013; Cardona et al. 2013 a); algunos genotipos
presentaron mayor reduccion relativa del rendimiento, consistente con un menor

indice de susceptibilidad a sequia (Cuadro 4.2).

Varios estudios han indicado que el ISS podria considerarse como un criterio
aceptable para discriminar genotipos; sin embargo debe tomarse con precaucion y
relacionarse con otras caracteristicas, ya que las lineas con mayor tolerancia a
sequia, no necesariamente son las mas rendidoras bajo esta condicion, pero si las
gue menos reducen su rendimiento al variar la oferta de agua (Rosales-Serna et
al. 2000). Bajo este argumento, la linea L-001 y el parental CR-CO resultaron ser
los mas tolerantes seguidos por L-047 y L-006; resultado que sugiere que aun es
posible seleccionar mas plantas de CR-CO con caracteristicas de tolerancia a

sequia.

91



4.3.2. Intercambio gaseoso

El efecto de la disminucion del contenido de humedad del suelo se hizo evidente a
partir de los cinco dias posteriores a la suspension del suministro de agua a las
plantas, con disminuciones altamente significativas (p<0,01) de A, gs y E (Cuadro
4.3).

A los 17 dias, cuando la humedad del suelo se habia reducido cerca al 40% de la
humedad a capacidad de campo, A, gs y E junto a Algs y A/E alcanzaron
promedios muy bajos, a tal punto que la fotosintesis empez6 a registrar valores
negativos, debido posiblemente al CO, producto de la respiracion, con balance
negativo para fotosintesis neta. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre genotipos, lo que posiblemente obedezca a una tolerancia
similar a la sequia, identificada en un estudio anterior con los mismos materiales
(Cardona et al. 2013).

Cuadro 4.2. Valores medios y errores estandar del rendimiento de grano por
planta (RGP), Reduccion relativa del rendimiento (RRR) e indice de
susceptibilidad a sequia (ISS) en seis genotipos de caupi.

RGP RRR ISS
Genotipo Riego Sequia Riego -sequia Riego -sequia
L-001 3,00 £ 0,63 b* 1,74 +£0,07 c 0,38 £0,09 a 0,67 £0,16 a
L-006 6,97 £ 0,27 a 2,73+0,27 ab 0,61 +0,03 ab 1,07 £ 0,05 ab
L-034 7,10+0,22 a 2,57 +0,21 bc 0,64 +0,03b 1,12+0,05b
L-047 5,39 +0,57 ab 2,25+0,19 bc 0,58+ 0,01 ab 1,03+0,02 ab
BRS-MIL 7,18 +0,55a 2,15+0,17 bc 0,69+0,05b 1,22+0,08 b
CR-CO 571+0,74 a 3,52+0,18 a 0,37 £0,06 a 0,65+0,11a
Media 5,89 £ 0,22 2,49 +0,33 0,54 £ 0,09 0,96 +0,16

*Medias y errores estandar con las mismas letras no difieren significativamente segun la
rueba de Tukey al 5%.
p y

La disminucion de A se atribuye a una limitacion cuantitativa de la misma, por
efecto de las limitaciones estoméatica y no estomatica que aumentan con la sequia,
con un mayor efecto de la no estoméatica cuando el estrés hidrico es severo; es
posible que bajo tales condiciones y con temperaturas elevadas, pudiera haberse
impedido el transporte de electrones o declinacion en la actividad de la rubisco,
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dado que en determinadas horas del dia se registraron temperaturas muy altas
gue hubiesen podido superar valores criticos para la estabilidad del fotosistema Il
(PPII, por su sigla en inglés) y la capacidad de carboxilacion (Grassi y Magnani
2005). Bajo tales condiciones también es posible la inactivacion de las enzimas del
ciclo de Calvin, bien por falta de ATP o por deficiente sintesis de RUBP (Lawlor
2002).

La disminucién de la eficiencia de transpiracion (A/E) a nivel de la hoja no mostro
diferencias entre genotipos, posiblemente por la similitud de los mismos en
relacion con tolerancia a sequia y por la variabilidad intrinseca de esta respuesta.
Sin embargo, Blum (2009) ha reportado que A/E a nivel de la hoja es mas alta en
genotipos tolerantes a sequia bajo condiciones de estrés hidrico y también puede
ser medida por discriminacién isotépica de carbono (A™C) en granos. Un trabajo
similar reportd que bajo condiciones de estrés hidrico severo, varias lineas de
caupi tolerantes a sequia, mostraron conductancia estoméatica y eficiencia de

transpiracion mas altas que las sensibles (Belko et al. 2012).

Por otro lado, para el mismo periodo de observacion, la proporcion entre el CO,
intercelular y el CO, ambiental (C/C,) (Cuadro 4.3) resultdé inversamente
proporcional a A, gs, Algs Y A/E vy, en la medida en que el estrés hidrico se hizo
mas intenso, Ci/C, también se incrementd notablemente. Al respecto, Brodribb
(1996) reportd que cuando el estrés hidrico se hace mas fuerte, esta proporcion se
incrementa como como consecuencia de la limitacion no estomatica de la
fotosintesis. Singh y Reddy (2011) reportaron Ci/C, inversamente proporcional a
A/gs en caupi y, Martin y Ruiz-Torres (1992), en trigo. La magnitud de A estimada
con métodos de regresion, alcanzé el valor de cero cuando C; alcanzé 250 pmol
mol™, 38% mas alto que el estimado por Singh y Reddy (2011) en caupi, en un
estudio similar.
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4.3.3. Actividad bioquimica

Los contenidos de clorofilas a y b, no evidenciaron disminucion significativa bajo
estrés hidrico, como ha ocurrido en otros estudios (Pompelli et al. 2011, Witta et
al. 2012), pero Chla/Chlb fue significativamente mas baja en plantas estresadas.

La reduccion de clorofilas inducida por la sequia ha sido reportada en numerosos
estudios y constituye un mecanismo de defensa de la planta para reducir la
presion del exceso de energia sobre los fotosistemas | y Il (Iturbe-Ormaetxe et al.
1998; Pompelli et al. 2010). En este estudio la disminucion de clorofila a, fue de
8,4%, sin diferencias significativas entre cultivares, cifra mucho menor que la
reportada por Bastos et al. (2011) en esta misma especie, de 19%, quienes
ademas indicaron que aquellos cultivares que registraron menor reduccion de

clorofila, tuvieron mejor rendimiento de grano.

Aunque los niveles de carotenoides no aumentaron significativamente bajo sequia,
la disminucion significativa de Chla/Chlb, podria sugerir una fotoproteccion efectiva
(Pompelli et al. 2010) ya que la clorofila b y los carotenoides absorben luz de
longitudes diferentes de las que absorbe la clorofila a y actian como pantallas que
transfieren la energia a la clorofila a, extendiendo asi la gama de luz disponible
para la fotosintesis, pero al mismo la energia de excitacion excesiva es
reorientada y disipada principalmente como calor, para lograr un balance entre la
energia recibida por el fotosistema Il y la capacidad de éste para utilizarla
(Cabrera 2002).

El contenido de prolina aumenté 8,3% en condicion de sequia, inferior al
encontrado por Costa et al. (2008) en esta especie (45,3%), por o que no hubo
deferencia significativa con el control (Tabla 4). Al respecto, Santos et al. 2010
encontraron aumentos significativos de prolina en genotipos de frijol caupi

intermedios, pero en genotipos tardios no se evidencié tal aumento.
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Cuadro 4.3. Valores medios y errores estandar de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs), transpiracion (E),
eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs), eficiencia de transpiracion (A/E) y proporcion entre el CO, intercelular y el
CO;, ambiental (Ci/C,) en hojas de frijol caupi bajo estrés hidrico a partir de floracion.

Tiempo Humedad
(d) (% p/p) Riego Sequia Riego Sequia Riego Sequia
1 26,66 18,75+ 0,57 17,29 + 0,57 76,03 + 3,86 53,73 + 3,86** 2,48 £0,14 2,07+£0,14
5 25,91 13,41 +0,34 3,23 £ 0,34* 62,68 + 3,52 34,17 £ 3,52* 2.16 £0,10 0.93 £ 0,10**
9 23,84 9,07 £0,18 2,21 +0,18* 41,61 +0,94 26,19 + 0,94** 1,59 £+ 0,03 0,83 + 0,03**
13 21,66 8,75+0,29 2,25 £ 0,29** 26,61 + 0,85 12,69 + 0,85** 1,13 £ 0,05 0,60 £ 0,05**
17 19,54 10,81 +0,29 -0,94 £ 0,29** 50,33 +1,74 11,54 +1,74** 1,57 £0,05 0,47 £ 0,05**
21 18,40 10,51 +0,35 -1,71 £ 0,35** 77,62 + 3,66 6,07 + 3,66** 4,02 + 0,05 0,28 + 0,05**
25 15,85 12,74 + 0,23 -0,39 £ 0,23** 48,50 + 1,38 8,28 £ 1,38** 1,46 £ 0,03 0,33 £ 0,03**
29 14,99 11,42 +0,27 -2,32 £0,27** 59,19 +1,17 6,22 +£1,17 ** 1,61 +0,04 0,23 + 0,04**
Tiempo Humedad Algs CiC,
(d) (% p/p) Riego Sequia Riego Sequia Riego Sequia
1 26,66 0,36 £ 0,02 * 0,28 £ 0,02 17,29 +0,57* 18,75 + 0,57 0,013 +0,01 * 0,062 + 0,01
5 25,91 0,10 £+ 0.05* 0,31 +£0.05 3,23 £ 0,34* 13,41 +0,34 0,162 + 0,02 * 0,049 £ 0,02
9 23,84 0,08 £ 0,005** 0,23 = 0,005 2,21 £0,18* 9,07 +£0,18 0,57 £ 0,06 ** 0,08 £ 0,06
13 21,66 0,17 £ 0,0** 0,34 +0,02 3,79 £0,35* 8,07 £0,35 0,81 £ 0,03** 0,02 +£0,03
17 19,54 -0,08 + 0,02** 0,22 £0,02 -2,14 + 0,46** 7,12 £ 0,46 0,73 £0,08* 0,10 +0,08
21 18,40 -0,38 + 0,05** 0,15+ 0,05 -9,67 + 1,00** 2,60 +£1,00 1,03 +0,06 ** 0,17 £ 0,06
25 15,85 -0,07 + 0,01** 0,27 £0,01 -1,73 + 0,30** 8,85+ 0,30 3,18 £0,18 0,10+0,18
29 14,99 0.20 £ 0.07** -0.38 £0.07 7.26 £ 2.09** -10.39 £ 2.09 1,00 +0,02* 0,14 +£0,02

Estimaciones seguidas por *, **, fueron significantes frente al control a los niveles de 5% y 1%, respectivamente.
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Por otro lado, el contenido de proteinas no varié significativamente bajo sequia, lo que
podria estar relacionado con la tolerancia a sequia de los genotipos estudiados, ya que
la disminucion de proteinas y la salida de solutos de las células son indicadores de
senescencia en tejidos verdes (Beltrano et al. 2006).

La actividad de CAT registré un aumento de 33% en plantas estresadas, significativo al
10%, con respecto a plantas irrigadas (Tabla 4.4). Sin embargo, varios estudios
reportan sélo cambios ligeros en la actividad de esta enzima localizada en los
peroxisomas (Smirnoff 1993). Por otro lado, la actividad de APX registré6 aumento de
13,5% en plantas estresadas, sin diferencias significativas con respecto a plantas
irrigadas. Varios estudios reportan que la adaptacion a sequia se manifiesta en la
capacidad de incrementar los niveles de esta enzima antioxidante (Pompelli et al.
2011). Sin embargo, se ha reportado que bajo un fuerte estrés oxidativo, resultante de
la sequia en esta especie, se podria reducir la actividad de APX posiblemente por
disminucion del antioxidante ascorbato (Iturbe-Ormaetxe et al. 1998), lo que pudo haber

ocurrido en este estudio.

Tabla 4. Valores medios y errores estandar de clorofilas, carotenoides, proteinas,
prolina, enzimas y aldehido malénico en hojas de caupi bajo estrés hidrico a partir de
floracion.

Biomoléculas Sequia Riego Diferencia
Clorofila a (g/kg MS) 7,35+£0,18 8,02+0,18 -0,67 *
Clorofila b (g/kg MS) 4,11 £0,10 4,25+0,10 -0,14 ns
Clorofila a/Clorofila b (Chla/Chlab) 1,79 +£0,02 1,90 £ 0,02 -0,11 **
Carotenoides (g/kg MS) 1,39 +0,03 1,38 £0,03 0,01 ns
Clorofila/Carotenoides 8,51 +0,25 9,04 £0,25 -0,52 ns
Proteinas solubles(g/kg MS) 292,72 +1451 287,48 +14,51 5,24 ns
Prolina (umoles/g MS) 0,182 +0,02 0,168 £ 0,02 0,014 ns
Catalasa (U mg protel'na'l) 0,12 £0,02 0,08 +£0,02 0,04 *
Ascorbato peroxidasa((U mg proteina™) 0,42 £0,07 0,37 £0,07 0,05 ns
Aldehido malénico (umol/kg MS) 163,82+7,89 126,72+7,89 37.1 *

* = significativa al 10%; **= significativa al 5%; ns = no significativa; MS = materia seca.
Concomitante con lo anterior, Santos et al. (2010), encontraron que el estrés hidrico

induce una respuesta diferencial en la actividad de las peroxidasas resultando mayor o

menor de acuerdo al genotipo de caupi estudiado (Fernandes — Santos et al. 2010),
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variacion que se pueden explicar de acuerdo a la adaptacion que ha tenido cada
material a tal condicion.

El contenido de MDA, uno de los ultimos productos de la peroxidacion de lipidos
(Pompelli et al. 2011), alcanz6 un valor significativamente mas alto en plantas
estresadas, lo que sugiere que a los 17 dias después de iniciada la suspension del
suministro de agua, se evidenciaban posibles dafios de las membranas celulares por
efecto de los radicales libres, sin diferencias importantes entre los genotipos
estudiados, corroborando lo antes anotado en cuanto a la respuesta similar de los

genotipos a la sequia.

4.4 Conclusiones

El estrés hidrico indujo disminuciones significativas en el intercambio gaseoso,
especialmente en conductancia estomatica al disminuir la actividad fotosintética en
caupi, lo que trajo como consecuencia una menor produccién de biomasa. Asi, el
rendimiento de grano/planta y el numero de semillas/vaina varié segun el nivel de
humedad del suelo (riego vs sequia), pero estos caracteres disminuyeron
significativamente bajo sequia (mayor reduccion relativa del rendimiento e indice de
susceptibilidad a sequia). Esta variacion permitié identificar los genotipos CR-CO, L-
001, L-006 y L-047, como los més tolerantes. No obstante, L-001 presenté menor

rendimiento de grano/planta en ambas condiciones de humedad del suelo.

El contenido de clorofila a disminuyd bajo sequia, mientras que el de Chla/Chlb
aumento, lo que sugiere una fotoproteccion efectiva por la accién conjunta de clorofila b
y carotenoides. La actividad de CAT aumento significativamente bajo estrés hidrico,
mientras que APX tuvo un aumento leve, posiblemente por la disminucién del
ascorbato, a raiz del fuerte estrés oxidativo resultante del largo periodo de sequia. El
contenido de proteinas libres no vario, lo que podria estar relacionado con la tolerancia
a sequia de los genotipos estudiados, mientras que el contenido de prolina aumentd

ligeramente. El incremento significativo de MDA evidencié posibles dafios de las
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membranas celulares por efecto de los radicales libres, sin diferencias importantes
entre los genotipos estudiados, corroborando lo antes anotado en relacién con una

respuesta similar de los genotipos a la sequia.
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CAPITULO V

ANALISIS DE DIVERSIDAD GENETICA EN FRIJOL CAUPI
(Vigna unguiculata [L.] WALP.) CON MARCADORES SNP

Carlos Cardona-Ayala, Paulo Izquierdo, Bodo Raatz, Hermes Araméndiz, Alfredo
Jarma-Orozco
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Resumen

El frijol caupi es fuente de proteinas, minerales, vitaminas y antioxidantes. Este tipo de
frijol es cultivado por pequefios agricultores en mas de 68 paises del mundo tanto para
consumo humano como animal. Debido a su adaptacion a ambientes con déficit
hidrico, es una especie de interés en programas de mejoramiento que pretenden
obtener cultivares resistentes a factores bidticos y abidticos, en especial, con mayor
tolerancia a sequia. Este estudio describe la variabilidad de 15 lineas avanzadas, el
parental Criollo-Cérdoba (CR-CO) de la Universidad de Cérdoba y tres genotipos del
banco de germoplasma de la unidad de recursos fitogenéticos del centro internacional
de agricultura tropical (CIAT). En total se encontraron 186 222 marcadores SNP entre
las lineas evaluadas de los cuales el 71,4 % correspondieron a regiones codificantes
del genoma de referencia (Frijol comdn). Las menores distancias genéticas se
estimaron entre lineas de frijol caupi derivadas de la poblacion heterogénea homocigota
CR-CO, mientras que las mayores, entre aquellas y las variedades silvestres. La
técnica GBS permitié agrupar lineas con caracteristicas particulares, especialmente L-
006, L-034 y L-047 tolerantes a sequia, junto al parental CR-CO.

Palabras clave: diversidad genética, caupi, genotipaje, secuenciacion, ADN.
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Abstract

The cowpea is a source of protein, minerals, vitamins and antioxidants, and it is
cultivated by small farmers in more than 68 countries around the world for both human
and animal consumption. Because of its adaptation to environments with water
shortage, it is a species of interest in breeding programs that seek resistant cultivars to
biotic and abiotic factors and, in particular, with greater tolerance to drought. This study
describes the variability of 16 advanced lines, including the parental CR-CO of the
Universidad de Cordoba, Colombia and three genotypes of CIAT's Plant Genetic
Resources Unit. In total 186,222 SNP markers between the lines evaluated were found
of which 71.4% corresponded to coding regions of the reference genome (Common
Bean). Smaller genetic distances were estimated between cowpea bean lines derived
from heterogeneous-homozygous population CR-CO, while larger among them and wild
genotypes. The GBS technique allowed grouping lines with particular characteristics,
especially L -006, L -034 and L -047, drought tolerants, together parental CR-CO.

Key words: genetic diversity, cowpea, genotyping, sequencing, DNA.

5.1. Introduccién

El frijol caupi, especie domesticada en Africa sub-Sahariana, es la leguminosa de grano
y forraje mas importante de las zonas semiaridas tropicales y subtropicales (Huynh et
al. 2013); su importancia radica en el aprovechamiento de todas las partes de la planta

para alimentacion humana y animal (Sambo et al. 2013).

En 2012, se reportaron cultivos en 68 paises de Asia, Oceania, Africa, sur de Estados
Unidos, Europa, América central y Sudamérica; Africa, Niger y Nigeria son los paises
con mayor produccion, seguidos por Mali, Burkina Faso, Senegal, Tanzania, Uganda,
Congo, Myanmar; la superficie cultivada es de 11,2 millones de hectareas en el mundo,
con una produccion de 5,7 millones de toneladas de grano seco, que representan,

aproximadamente, el 25% de los 22 millones de toneladas de frijol comun (FAO 2012).
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Las variedades locales son importantes en varias regiones y paises donde se cultiva
frijol caupi, debido a su diversidad genética, buena adaptacion a entornos agricolas
marginales y capacidad de crecer en sistemas de bajos insumos y son de gran interés

para su uso en programas de mejoramiento ( Freitas et al. 2013).

Con el desarrollo rapido de la biologia molecular, los marcadores moleculares han sido
ampliamente usados en el mejoramiento genético de varios cultivos, incluyendo el caupi
(Tan et al. 2012). Las técnicas moleculares han permitido importantes logros en
mejoramiento genético, tales como analisis de diversidad genética, construccion de
mapas de ligamientos genéticos y mapeo de QTL (Muchero et al. 2009).

Para tales propositos se han aplicado marcadores RAPD (amplificacion aleatoria de
ADN polimorfico), AFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados) y
SSR (secuencias simples repetidas o microsatélites) (Tan et al. 2013). Los marcadores
SNP (Polimorfismo de nucle6tido simple) han ganado mucho interés por la comunidad
cientifica, debido a la alta densidad de este tipo de variantes que se presenta en los
genomas; representan la posicion de un par de bases en el genoma de dos 0 mas
individuos en los cuales diferentes secuencias alternativas (alelos) existen en una
poblacion, presentan una relativa baja tasa de mutacion (en comparacion con
microsatélites de todo tipo) y son una consecuencia de eventos de transicion o
transversion, en los que como umbral se establece que el alelo menos frecuente podria

tener una abundancia del 1% o mas (Kahl et al. 2005).

Recientemente Blair et al. (2013) implement6 una plataforma multi-locus de analisis de
marcadores SNP y evalud diversidad en frijol comUn basado en la técnica conocida
como ensayo llumina GoldenGate y encontré su utilidad como herramienta para analisis
rapido de combinaciones de parentales, estudios de germoplasma o para la evaluacion

de paneles de asociacion.

Huynh et al (2013) reporté un estudio de diversidad en frijol caupi, con 422 variedades

procedentes de 56 paises, en el que se genotiparon 1.200 SNPs, encontrandose dos
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pools de genes; el pool 1, mayoritariamente distribuido al occidente de Africa y, el pool
2, mas relacionado con el oriente de Africa y mas estrechamente ligado con las

accesiones de América.

El procedimiento de genotipaje por secuenciacion (GBS, por su sigla en inglés) es una
tecnologia de proxima generacion (NGS, por su sigla en inglés) técnicamente simple y
altamente multiplexada y de bajo costo, que permite secuenciar parte del genoma para
descubrir un gran nimero de marcadores SNP, para estudios de diversidad genética,
caracterizacion de germoplasma y mapeo de caracteristicas fenotipicas. El GBS se
basa en la secuenciaciéon de subconjuntos del genoma seleccionados por enzimas de

restriccion (Elshire et al. 2011).

La secuenciacion multiplex se logra por el etiquetado de fragmentos de diferentes
muestras de ADN cortados aleatoriamente, con secuencias Unicas y cortas de ADN
(codigos de barras), que son agrupadas al interior de un canal de secuenciacion simple.
Por la eleccion de las enzimas de restriccion apropiadas, regiones repetitivas del
genoma pueden ser eludidas, mientras que otras se convierten en blanco o diana, con
una eficiencia dos o tres veces mayor, lo que simplifica los problemas de alineamiento
en especies con altos niveles de diversidad genética. De esta manera las enzimas de
restriccion reducen la complejidad del genoma, se evita la fraccion repetitiva del mismo
y se obtienen decenas a cientos de miles de marcadores SNP genotipados listos para

ser analizados (Elshire et al. 2011).
El objetivo de este estudio fue analizar la diversidad genética de 19 genotipos de frijol

caupi y su relacién filogenética con frijol comdn, por medio de marcadores SNP

obtenidos por genotipaje por secuenciacion (GBS).
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Material vegetal y extraccion de ADN

Las lineas avanzadas de frijol caupi que se utilizaron en este experimento, se
obtuvieron en la Universidad de Cérdoba, Colombia, por seleccion individual y prueba
de progenie a partir de la variedad local Criollo-Cordoba (CR-CO) del departamento de
Coérdoba (Cuadro 5.1) y, posteriormente se seleccionaron por rendimiento, calidad
nutricional y tolerancia a sequia. Ademas se utilizaron tres accesiones silvestres del
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) de Palmira, Valle del Cauca,

Colombia. Adicionalmente, 7 muestras de frijol comun fueron incluidas en el estudio.

Se tomaron muestras de trifolios de aproximadamente 0,8 — 1,0 cm de longitud, de
apices de plantas jévenes y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de la extraccion
del ADN.

Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN con buffer de urea, con la siguiente
composicion: a 650 ml de PVP10 (Polyvinylpyrrolidone) al 1% (w/v), se adiciono 180 g
urea, 50 ml 1M Tris Buffer pH 8.0, 50 ml 0.5M EDTA pH 8.0, 12.5 ml 1.25 M de
Na2S04, 100 ml NLS (Na-lauroyl sarcosine) al 10%. Se ajusté volumen final para 1 litro

de agua estéril (agua destilada y autoclavada).
5.2.2. Determinacion de la calidad y cuantificacion del ADN

Se determind la calidad del ADN en agarosa al 1% con buffer BSA (Bovine Serum
Albumin) 1X al que se le adicion6 GelRed (Biotium, Inc. Hyward, CA, US) 5 uL por cada
100 ml de solucion de agarosa.

Se corrié electroforesis a 110 V, por 1 hora y el producto fue visualizado bajo luz

ultravioleta usando el transiluminador FOTO/ UV 26 (Fotodyne, Inc. USA).
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Cuadro 5.1. Identificacion de los genotipos de caupi y frijol coman utilizados en GBS.

Especie Procedencia Caracteristica
Identificacion
L-034 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-006 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-047 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-001 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-037 Vigna unguiculata Cordoba, Colombia Sequia
L-020 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
C-001 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-014 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-024 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-005 Vigna unguiculata Cordoba, Colombia Sequia
L-030 Vigna unguiculata Cordoba, Colombia Sequia
L-009 Vigna unguiculata Cordoba, Colombia Sequia
L-036 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-019 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
L-007 Vigna unguiculata Cérdoba, Colombia Sequia
CR-CO Vigna unguiculata Cordoba, Colombia Sequia
CIAT 4556 Vigna unguiculata, subespecie Mozambique, Africa Silvestre
dekindtiana
CIAT 24300 Vigna unguiculata Guajira, Colombia Silvestre
CIAT 24424 Vigna unguiculata Chiriqui, Panama Silvestre
P01 (SXB) P. vulgaris CIAT- Palmira, Colombia | Baja fertilidad, sequia
P02 (INB 87) P. acutifolious x Phaseolus vulgaris CIAT- Palmira, Colombia Sequia
P03 (ALB 2013) P vulgaris x Phaseolus coccineous CIAT- Palmira, Colombia Sequia, aluminio
P04 (SEN 56) P vulgaris CIAT- Palmira, Colombia Sequia
P05 (SCR2 P vulgaris CIAT, Palmira, Colombia Sequia, BCMV
P06 (MIB 778) P vulgaris x P domosus CIAT, Palmira, Colombia Hierro alto
P07 (SCR9) P vulgaris CIAT, Palmira, Colombia Sequia, BCMV
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EL ADN fue cuantificado por fluorescencia con el espectrofluorometro Synergy H1m
Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.
Winooski, VE, USA). Previamente se prepard la curva estandar segun el protocolo
experimental Quanti-iT PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits (Invitrogen, CA, USA), con
diluciones en el rango de 0 a 1 ng/uL y posterior uso del software Gen5 (BioTek
Instruments, Inc. Winooski, VE, USA), que gener6 un analisis de regresion que permitid
ajustar una ecuacion lineal con un coeficiente de determinacion igual a 1 (datos no
mostrados) para poder expresar los valores de fluorescencia en concentracion de ADN.
Las muestras de ADN de la solucién stock fueron diluidas 1:20. Se tomaron 2 pL de
cada muestra, se le adicionaron 98 pL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5) como
diluyente y 100 pL del reactivo PicoGreen para un total de 200 pL por cada pozo de

microplaca.
5.2.3. Preparacion de muestras de ADN para GBS

Se realiz6 una prueba de digestion para verificar la actividad enzimatica que podria
reducirse por la presencia de trazas de reactivos o polisacaridos de la pared celular del
tejido foliar, durante el proceso de extraccion. Para tal fin, se sometieron a digestién con
la enzima Rsal, el 10% de las muestras de ADN, usando 500 ng/muestra. Esta enzima
habia sido evaluada previamente en relaciobn con su aptitud con la especie y para
determinar la proporcion 6ptima de adaptadores (barcode). EI ADN se corrié en gel de
agarosa al 1% a 37 °C, durante 2 horas, antes y después de la digestion enziméatica
para verificar la actividad de la enzima a través de la visualizacién de bandas de ADN
cortado en los pozos alternos (Figura 5.1). Luego se enviaron, aproximadamente, 10 ug
de ADN/genotipo para genotipaje por secuenciacion (GBS) al Institute for Genomic
Diversity de Cornell University (IGD 2013).
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Figura 5.1. Visualizacion de la actividad de la enzima Rsal sobre el ADN en gel de
agarosa.

5.2.4. Busqueda de marcadores SNP

Con el uso del lenguaje de programacién Java, las lecturas obtenidas por GBS se
organizaron segun los adaptadores “cédigo de barras” (Barcode) y se asignharon cada
muestra. A continuacion se procedié a buscar las variantes genéticas entre ellas con la
herramienta de acceso libore NGSEP V 1.0.0. (Duitama et al. 2014).

Con la posiciéon fisica obtenida del mapeo de las lecturas contra el genoma de
referencia (Phaseolus vulgaris L.) y la posterior identificacion de las variantes alélicas
de tipo SNPs, se procedio a identificar la posicibn genomica de cada SNP, con la
informacion de las anotaciones de Phaseolus vulgaris que se encuentra en Phytozome
(2014).

5.2.5. Analisis de la estructura genética

La estructura genética de las 26 accesiones se establecid con las variantes alélicas
encontradas, esta estructura se evalu6 mediante el andlisis de asignacion Bayesiana
implementado en el programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al. 2000). En este

analisis los individuos son asignados probabilisticamente a uno de K grupos genéticos.
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Se probaron valores desde K=2 hasta K= 10 y se realizaron 3 corridas para cada valor
de K. No se proporcioné al programa informacion previa sobre la poblacion de origen de

los individuos. Cada corrida tuvo un "burnin” de 10.000, seguido de 20.000 repeticiones.

5.2.6. Analisis de diversidad genética

La relacion genética entre las 26 muestras evaluadas fue determinada mediante el
modelo p-distance (Nei y Kumar 2000) en el software MEGA version 6.0 (Tamura et al.
2013). ). Las relaciones filogenéticas y las graficas se generaron sobre la base de la
matriz de distancias genéticas usando el método del vecino mas cercano (Saitou y Nei
1987) y el algoritmo conocido como agrupamiento pareado no ponderado usando

medias aritméticas (UPGMA, por su sigla en inglés) con el mismo software.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Mapeo de las lecturas

El alineamiento de lecturas contra el genoma de referencia G19833 (accesion andina)
mostrd diferencias porcentuales entre las dos especies. Las muestras de frijol comdn
tuvieron un promedio de alineamiento de 71,2%, (rango de 62-75%) mientras que en las
muestras de caupi fue de 25,13% (rango de 12-33%) (Figura 5.2). EI mayor porcentaje
de alineamiento en frijol coman obedece a que el genoma de referencia contra el cual
se hicieron los alineamientos es el de la misma especie. Sin embargo, hubo muestras
de frijol caupi con similaridad de 33%, lo que sugiere que parte de la informacion del

frijol comun podria utilizarse en el mejoramiento genético del frijol caupi.

Las no coincidencias entre las lecturas de las dos especies pueden interpretarse como
resultado de mutaciones puntuales (sustituciones) e indels (mutaciones de insercién o
delecion) introducidas en uno o ambos linajes en el tiempo que transcurrio desde que
divergieron (Landan y Graur 2009). Al respecto, el ancestro comun mas reciente de
Phaseolus coccineous (un miembro del clado phaseolinae del nuevo mundo) y Vigna
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subterranea (un miembro del clado Vigna del viejo mundo) tiene una edad estimada de
8,0 £ 0,8 Millones de afos (Ma), y un rango de 6,4 a 10,4 Ma (Lavin et al. 2005).

El parentesco entre estas dos especies podria estimular el trabajo de descifrar genes y
mutaciones responsables de determinadas variaciones fenotipicas y polimorfismos
genéticos relacionadas con la adaptacion  ambiental y aprovechar la sintenia
conservada en los dos genomas (Pottorf et al. 2014), como lo han planteado Lacombe
et al. (2008) para Arabidopsis thaliana (2n=10) y Arabidopsis lyrata (2n=16). En Vigna
unguiculata, Muchero et al. (2009) reportaron genotipaje de marcadores SNP en la
construcciéon de un mapa consenso y reportaron amplia sintenia con Glicine max y

Medicago truncatula.
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Figura 5.2 . Porcentaje de lecturas de secuenciacion mapeadas correspondientes a los
alineamientos de secuencias de ADN de genotipos de frijol caupi y frijol comdn acervo
mesoamericano.

5.3.2 Caracterizacion de marcadores SNP
La cantidad de marcadores SNP vario segun las distintas regiones del genoma. En este

estudio se detectaron 186.222, de los cuales el 71,4% correspondié regiones

codificantes del genoma de referencia de frijol comun (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Cantidad de marcadores SNP en diferentes regiones gendémicas.

En promedio las muestras de frijol comdn presentaron 53.158 marcadores SNP,
mientras que las de frijol caupi 132.062, es decir, 78.904 méas que en frijol comdn.
Esto es entendible en razén a que es mas facil encontrar variacion entre especies que

dentro de la especie.

De los 132.948 marcadores SNP detectados en regiones codificantes, el 62,2%
corresponde sustituciones sinénimas o silenciosas (Synonymous), en las que se altera
la base situada en la tercera posicion del coddén pero no causa sustitucion de
aminoacidos, debido a la redundancia del cédigo genético (cambia el nucledtido, pero el
aminoacido es el mismo); el 39,4% concierne a sustituciones no sindénimas (Missense)
gue pueden llevar a la sustitucion de un aminoacido en las proteinas resultantes
(cambia el aminoacido), y el 0,003% pertenece a mutaciones sin sentido (Nonsense) o

codon de parada.

El alto porcentaje de marcadores SNP hallado en regiones codificantes obedece a que
las regiones que alinearon con el genoma de referencia son las mas conservadas entre
las especies debido a su funcionalidad, aunque otros estudios (Horton et al. 1998)

reportan una mayor densidad (frecuencia de marcadores SNP por unidad de longitud de
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ADN gendmico, usualmente expresado como numero por 100 kb) en regiones no
codificantes, lo que es normal cuando se utiliza el mismo genoma de referencia de la

especie.

5.3.3. Estructura genética

Fue posible diferenciar las dos especies con los marcadores SNP, la figura 5.4 muestra

una clara diferencia entre las lineas de frijol caupi y las de frijol coman.

Entre las lineas de frijol caupi, la inferencia de agrupamiento indic6 la existencia de un
gran grupo al que pertenecen el 84,2% de las accesiones. La cantidad y distribucion de
la variaciébn genética presente en la subpoblacion de frijol caupi, muestra una clara
separacion de los genotipos S4556 proveniente de Mozambique (Africa), S24427 de
Chiriqui (Panama), S24300 de la Guajira (Noreste de Colombia) y de los 16

provenientes de Cérdoba (Noroeste de Colombia).

Estos ultimos, descendientes de la variedad local CR-CO hacen parte de mismo pool
genético, como era de esperarse, mientras que la cercania del genotipo silvestre
S24300 proveniente de la Guajira (Colombia) con este grupo posiblemente se debe al
flujo de genes que puede ocurrir entre el caupi cultivado y el local silvestre (Huynh et al.
2013) debido a su mayor cercania geogréfica. Por la misma razén, la accesién silvestre
de Panama S24427 estd mas cerca de S24300 de la Guajira (Colombia), mientras que
la accesion silvestre S4556 esta mas separada del resto debido a que corresponde a
una forma silvestre de caupi, subespecie dekindtiana, del este de Africa (Figura 5.5).
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Figura 5.4. Estructura de la poblacién de frijol caupi mas frijol coman.
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Figura 5.5 . Estructura de la subpoblacién de frijol caupi.

5.3.4. Diversidad genética entre genotipos de caupi

Las distancias genéticas por pares, tomadas dos a dos, basadas en alelos compartidos
entre los 19 genotipos de frijol caupi variaron entre 0,0000 y 0,0415 (Cuadro 5.2). Los
genotipos seleccionados de la variedad local CR-CO del departamento de Cordoba
(Colombia) variaron entre si con distancias entre 0,0000 y 0,0006, mientras que éstos
con S24300 procedente de la Guajira (Colombia), entre 0,0014 y 0,0020, con S24427
de Chiriqui (Panama), entre 0,0032 y 0,0039 y, con S4556 de Mozambique (Africa),
entre 0,0412 y 0,0415.

Las menores distancias de los 15 materiales derivados de la variedad local CR-CO, se

atribuyen a un mayor intercambio de material genético durante los ciclos de cultivo de la
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variedad regional (parental). Por otro lado, es evidente la mayor variabilidad entre las
lineas mencionadas y los materiales silvestres incluidos en el estudio, indicando un

mayor alejamiento debido al menor intercambio de aquellos con estos ultimos.

El arbol filogenético basado en la matriz de distancias, método del vecino mas cercano
(Figura 5.6) diferencia tres grupos. Un primer grupo tiene varios subgrupos, el primero
de los cuales esta formado por CR-CO y L-020; las lineas L-007, L-005, L-047, L-036 y
L-034 estan aisladas formando subgrupos individuales; las lineas L-006 y L-019 forman

el séptimo subgrupo y, L-037 y C-001, el octavo.

Se destacan en este grupo las lineas L-034, L-047 y L-006, identificadas como las de
mayor tolerancia a sequia en un estudio previo (Cardona et al. 2013). Esto indica que
hay marcadores SNP posiblemente ligados a genes involucrados con tolerancia a
sequia que podrian ser utilizados para seguir avanzando en el mejoramiento genético
de la especie y sugiere posibles padres o cruzas.

Un segundo grupo esta compuesto por dos subgrupos y un material aislado. El primero
esta formado por L-030 y L-020, el segundo por L-001, aislado vy, el tercero por L-009 y
L-014. En un estudio previo, estas lineas se identificaron como precoces y de lenta

recuperacion pos-estrés hidrico (Cardona et al. 2013).

El tercer grupo estad formado por los materiales silvestres S24300, S24427 y S4556,
claramente separados del resto y aislados entre si como subgrupos individuales, como

era de esperarse, en razén al mayor distanciamiento geografico.

Es evidente que el uso de SNPs permitio diferenciar genéticamente lineas
seleccionadas individualmente a partir de una variedad local heterogénea homocigota.
El agrupamiento mostré que la discriminacion de genotipos con mayor tolerancia a
sequia basada en caracteres de intercambio gaseoso y distribucion de biomasa
(Cardona et al. 2013) puede ser el punto de partida para estudiar mapeo por

asociacion.
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Cuadro 5.2 . Distancias genéticas basadas en alelo compartido entre genotipos de frijol caupi.

Genotipo CR-CO L-030 L-034 L-036 L-037 L-047 L-001 L-005 L-006 L-007 L-009 L-014 L-019 L-020 L-024 C-001 S24300 S24427
CR-CO

L-030  0,0000

L-034  0,0001 0,0001

L-036  0,0000 0,0000 0.0001

L-037  0,0003 0,0004 0.0004 0.0003

L-047  0,0000 0.0000 0,0001 0,0000 0,0002

L-001  0,0003 0,0003 0,0002 0,0003 0,0005 0,0003

L-005 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0,0003 0,0000 0,0003

L-006  0,0001 0,0001 0.0000 0,0001 0,0004 0,0001 0,0002 0,0001

L-007  0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0,0003 0,0000 0,0003 0,0000 0,0001

L-009  0,0003 0,0003 0,0004 0,0003 0,0005 0,0003 0,0002 0,0003 0,0004 0,0003

L-014  0,0003 0,0003 0,0004 0,0003 0,0005 0,0003 0,0002 0,0003 0,0004 0,0003 0,0000

L-019 0,0001 0,0001 0,0000 0,0001 0,0004 0,0001 0,0002 0,0001 0,0000 0,0001 0,0004 0,004

L-020  0,0005 0,0005 0,0004 0,0005 0,0006 0,0005 0,0004 0,0005 0,0004 0,0005 0,0006 0,0006 0,0004

L-024  0,0000 0,0000 0,0001 0.0000 0,0003 0,0000 0,0003 0,0000 0,0001 0,0000 0,0003 0,0003 0,0001 0,0005

C-001 0,0001 0,0001 0,0002 0,0001 0,0002 0,0001 0,0004 0,0001 0,0002 0,0001 0,0004 0.0004 0,0002 0,0006 0,0001

$24300 0,0014 0,0014 0,0015 0,0014 0,0017 0,0014 0,0017 0,0014 0,0015 0,0014 0,0017 0,0017 0,0015 0.0020 0,0014 0,0015

S24427 0,0032 0,0032 0,0033 0,0032 0,0035 0,0032 0,0035 0,0032 0.0033 0,0032 0,0035 0,0035 0,0033 0,0037 0,0032 0,0033 0,0039

S4556  0,0412 0,0412 0,0413 0,0412 0,0409 0,0412 0,0414 0,0412 0,0413 0,0412 0,0413 0,0413 0,0413 0,0415 0,0412 0.0411 0,0412 0,0413
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Figura 5.6. Arbol filogenético con las relaciones entre las lineas y los genotipos
silvestres de frijol caupi.

5.4. Conclusiones
El alineamiento de secuencias entre genotipos de frijol caupi y frijol comun acervo
mesoamericano fue de 12-33%.

La abundancia de marcadores SNP obtenidos por genotipaje por secuenciacion (GBS)

revelo variabilidad genética entre genotipos de frijol caupi cultivados y silvestres.

Las distancias genéticas mas bajas se estimaron entre lineas de frijol caupi derivadas
de la poblacién heterogénea homocigota CR-CO, y mayores distancias con genotipos

silvestres.
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Las lineas L-006, L-034 y L-047 tolerancia a sequia hacen parte de un grupo en el que

también esta presente el parental CR-CO.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con esta investigacion se identificaron y seleccionaron genotipos de frijol caupi con
buenas caracteristicas agrondmicas y calidad nutricional, adaptados a las condiciones
agroecoldgicas de la regiéon caribe e identificados como tolerancia a sequia. Esto se
alcanz6 mediante el analisis de las respuestas morfo-fisiolégicas y bioquimicas de
lineas endogamicas seleccionadas a partir de la variedad Criollo-Cérdoba (CR-CO),
germoplasma utilizado por los agricultores y expuesto a la seleccién natural por muchos

afnos. Esta variedad local constituye una mezcla de genotipos debido al cruzamiento
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natural con otros cultivares, mutaciones y mezcla mecanica con otros materiales

geneéticos.

La variabilidad genética estimada en las 40 lineas de caupi, indico la posibilidad de
ganancia genética aprovechable para la obtencion de cultivares superiores. El indice
basico de seleccion (IS), basado en el mérito relativo asignado a rendimiento de grano
por hectarea, nimero de vainas/planta, numero de semillas /vaina, peso de cien
semillas y los contenidos de proteina, hierro, fésforo y zinc, permitio la identificaron de

los mejores genotipos para su posterior evaluacion en relacién con tolerancia a sequia.

En etapas tempranas del crecimiento y desarrollo del frijol caupi, la sequia causo
disminucion progresiva de fotosintesis y conductancia estomatica y, aumento en la
eficiencia intrinseca en el uso del agua. La estimacion de estos caracteres con modelos

de regresion permitieron discriminar grados de tolerancia a sequia entre cultivares.

Por otro lado, la suspension del suministro de agua a partir de floracion causé
disminuciones en el rendimiento de grano, de tal forma que sobre la base de la
reduccién relativa del rendimiento y el indice de susceptibilidad a sequia, se
identificaron los genotipos CR-CO y L-001 como los mas tolerantes, seguidos por L-006
y L-047.

Entre las respuestas bioquimicas del caupi al déficit hidrico, la proporcién clorofila
a/clorofila b (Chla/Chlb) fue significativamente mas baja en plantas bajo estrés hidrico,
mientras que el contenido de aldehido malonico (MDA) aumenté significativamente bajo

esta misma condiciéon de humedad.

Las actividades de las enzimas catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) no
discriminaron tolerancia a sequia, lo mismo que otras biomoléculas como prolina,
proteinas libres, clorofilas y carotenoides, posiblemente por el reducido distanciamiento
genético de los genotipos, evidenciado por el andlisis de diversidad genética con

polimorfismos de nucleétidos simples (SNP). Sin embargo, este analisis revelo
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variabilidad genética entre genotipos de caupi, separando dos grandes grupos. Las
lineas L-006, L-034 y L-047, identificadas como tolerantes a sequia, hacen parte de un

grupo en el que también esta presente el parental CR-CO.

RECOMENDACIONES GENERALES

Realizar pruebas de evaluacion agrondmica en varias localidades con las mejores
lineas de caupi tolerantes a sequia, para liberarlas como variedades regionales, previos

estudios de estabilidad fenotipica.

Implementar un programa de mejoramiento genético en caupi en el que se incluyan
materiales tolerantes y no a sequia con el fin realizar estudios de mapeo por asociacion
en el que se incluyan, ademas del rendimiento y sus componentes, otros caracteres de
interés agrondmico como contenido de proteina, hierro y zinc y resistencia a

enfermedades y artropodos plaga.

Estudiar la diversidad nucleotidica y el alcance del desequilibrio de ligamiento (DL) en
frijol caupi cultivado e identificar QTLs asociados a caracteres de interés agronomico

presentes en germoplasma élite.
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ANEXOS

Anexo 2.1. Resultados de andlisis de varianza y contrastes de los caracteres
Inicio de floracion (IF), nimero de ramas primarias por planta (RPP), numero de
vainas por planta (VP) y longitud de la vaina (LV) de frijol caupi.

Inicio de floracion (IF)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 22,166667 5,541667 1,44 0,2805
Tipo 1 83,333333 83,333333 21,65 0,0006
Genotipo (Tipo) 42 853,633333 20,3246032 5,28 0,0017
Lineas 39 542,833333 13,918803 3,62 0,0101
Testigos 3 310,800000 103,600000 26,91 <0,0001
Error 12 46,200000 3,850000
Total 59 1005,333333
CcVv 4,86
NuUmero de ramas primarias por planta (RPP)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 9,017333 2,254333 2,88 0,0698
Tipo 1 8,856333 8,856333 11,30 0,0057
Genotipo (Tipo) 42 73,795667 1,757040 2,24 0,0659
Lineas 39 56,736667 1,454709 1,86 0,1245
Testigos 3 17,062000 5,687333 7,25 0,0049
Error 12 9,408000 0,784000
Total 59 101,077333
CcVv 15,74
NUmero de vainas por planta (NVP)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 226,566667 56,641667 0,69 0,6149
Tipo 1 15,408333 15,408333 0,19 0,6733
Genotipo (Tipo) 42 3288,858333 78,306151 0,95 0,5785
Lineas 39 2783,508333 71,372001 0,87 0,6530
Testigos 3 505,350000 168,450000 2,04 0,1617
Error 12 989,900000 82,491667
Total 59 4520,733333
CV 24,93
Longitud de la vaina (LV)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 1,7666667 0,441667 0,91 0,4870
Tipo 1 0,033333 0,033333 0,07 0,7973
Genotipo (Tipo) 42 109,333333 2,6031746 5,39 0,0016
Lineas 39 65,133333 1,670085 3,46 0,0123
Testigos 3 44,200000 14,733333 30,48 <0,0001
Error 12 5,800000 0,483333
Total 59 116,933333
CcVv 4,59
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Anexo 2.2. Resultados de andlisis de varianza y contrastes de los caracteres
namero de semillas por vaina (SV), peso de cien semillas (PCIENS) y nimero de
vainas por pedunculo(VPE).

Numero de semillas por vaina (NSV)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 3,166667 0,791667 1,36 0,3057
Tipo 1 7,008333 7,008333 12,01 0,0047
Genotipo (Tipo) 42 70,158333 1,670437 2,86 0,0262
Lineas 39 62,408333 1,600214 2,74 0,0316
Testigos 3 7,750000 2,583333 4,43 0,0258
Error 12 7,000000 0,583333
Total 59 87,333333
CcVv 6,55
Peso de cien semillas (PCIENS)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 7,529940 1,882485 8,76 0,0015
Tipo 1 30,512168 30,512168 141,99 <0,0001
Genotipo (Tipo) 42 195,285883 4,649664 21,64 <0,0001
Lineas 39 147,723707 3,787787 17,63 <0,0001
Testigos 3 47,562175 15,854058 73,78 <0,0001
Error 12 2,578750 0,2148958
Total 59 235,906740
CcVv 3,19
Numero de vainas por pedinculo (NVPE)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 0,141000 0,035250 1,85 0,1847
Tipo 1 0,070083 0,070083 3,67 0,0794
Genotipo (Tipo) 42 1,639250 0,039030 2,05 0,0902
Lineas 39 1,165750 0,029891 1,57 0,2036
Testigos 3 0,473500 0,157833 8,27 0,0030
Error 12 0,229000 0,019083
Total 59 2,079333
CcVv 8,11

127



Anexo 2.3. Resultados de andlisis de varianza y contrastes de los caracteres
longitud de semilla(LS) y ancho de semilla (AS) y rendimiento de grano por

hectarea (RGH) de frijol caupi.

Longitud de la semilla (LS)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 0,004093 0,001023 1,72 0,2096
Tipo 1 0,022963 0,022963 38,65 <0,0001
Genotipo (Tipo) 42 0,1714067 0,0040811 6,87 0,0005
Lineas 39 0,132887 0,003407 5,73 0,0012
Testigos 3 0,038520 0,012840 21,61 <0,0001
Error 12 0,007130 0,000594
Total 59 0,205593
CcVv 3,19
Ancho de la semilla (AS)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 0,000693 0,000173 0,71 0,5992
Tipo 1 0,002253 0,002253 9,26 0,0102
Genotipo (Tipo) 42 0,022127 0,000527 2,17 0,0744
Lineas 39 0,018475 0,000481 1,98 0,1021
Testigos 3 0,003380 0,001127 4,63 0,0225
Error 12 0,002920 0,000243
Total 59 0,027993
CcVv 3,32
Rendimiento de grano por hectarea (RGH)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Bloque 4 2,156517 0,539129 2,63 0,0872
Tipo 1 0,651213 0,651213 3,17 0,1001
Genotipo (Tipo) 42 8,915923 0,212284 1,03 0,5052
Lineas 39 8,385203 0,215005 1,05 0,4934
Testigos 3 0,530720 0,176907 0,86 0,4870
Error 12 2,461280 0,205107
Total 59 14,184933
CcVv 22,16
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Anexo 2.4. Parametros genéticos y ambientales los caracteres, numero de ramas
primarias por planta (RPP), nimero de vainas por planta (NVP), nimero de vainas
por planta (NVPE), nimero de semillas por vaina (NSV), longitud de la vaina (LV)
rendiiento de grano por hectarea (RGH) de frijol caupi.

Parametros genéticos y ambientales caracter RPP

Varianza fenotipica 1.843359
Varianza ambiental 0.784133
Varianza genotipica 1.059226
Heredabilidad (%) 57.4617
Coeficiente de variacion genético (%) 19.2192 ((RAIZQ (Vg)/media no comun)
Relaciéon CVg/CVe 1.1622

Parametros genéticos y ambientales caracter NVP
Varianza fenotipica 78.157333
Varianza ambiental 80.317875
Varianza genotipica 0.0
Heredabilidad (%) .
Coeficiente de variacion genético (%) -9999.
Relaciéon CVg/CVe -9999.

Parametros genéticos y ambientales caracter NVPE
Varianza fenotipica 0.030131
Varianza ambiental 0.02205
Varianza genotipica 0.008081
Heredabilidad (%) 26.819
Coeficiente de variacion genético (%) 5.2347
Relacion CVg/CVe 0.6054

Parametros genéticos y ambientales caracter SV
Varianza fenotipica 1.699846
Varianza ambiental 0.494125
Varianza genotipica 1.205721
Heredabilidad (%) 70.9312
Coeficiente de variacion genético (%) 9.6464
Relacién CVg/CVe 1.5621
Parametros genéticos y ambientales caracter LV

Varianza fenotipica 1.948831
Varianza ambiental 0.332742
Varianza genotipica 1.616089
Heredabilidad (%) 82.9261
Coeficiente de variacion genético (%) 8.4483
Relacion CVg/CVe 2.2038

Parametros genéticos y ambientales caracter RGH
Varianza fenotipica 0.239005
Varianza ambiental 0.205042
Varianza genotipica 0.033963
Heredabilidad (%) 14.2103
Coeficiente de variacion genético (%) 8.7053
Relacion CVg/CVe 0.407
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Anexo 2.5. Pardmetros genéticos y ambientales los caracteres Inicio de floracion
(IF), peso de cien semillas (PCIENS), longitud de la semilla (LS) y ancho de la
semilla.

Parametros genéticos y ambientales caracter IF

Varianza fenotipica 14.987179
Varianza ambiental 3.85
Varianza genotipica 11.137179
Heredabilidad (%) 74.3114
Coeficiente de variacion genético (%) 8.4487
Relacion CVg/CVe 1.7008
Parametros genéticos y ambientales caracter PCIENS

Varianza fenotipica 4.078097
Varianza ambiental .21355
Varianza genotipica 3.864547
Heredabilidad (%) 94.7635
Coeficiente de variacion genético (%) 13.0575
Relacion CVg/CVe 4,254

Parametros genéticos y ambientales caracter LS
Varianza fenotipica 0.00361
Varianza ambiental 0.000542
Varianza genotipica 0.003069
Heredabilidad (%) 84.9964
Coeficiente de variacion genético (%) 7.1247
Relaciéon CVg/CVe 2.3801

Parametros genéticos y ambientales caracter AS
Varianza fenotipica 0.000559
Varianza ambiental 0.000233
Varianza genotipica 0.000326
Heredabilidad (%) 58.2569
Coeficiente de variacion genético (%) 3.8071
Relaciéon CVg/CVe 1.1814
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Anexo 2.6 . Resultados de andlisis de varianza de los caracteres contenido de
proteina, foésforo, hierro y zinc de la semilla de frijol caupi.

Proteina
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 43 166,538025 3,872977 1,62 0,0484
Error 52 124,307025 2,390520
Total 95 290,84505
CcVv 6,22
Fosforo
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 43 8,448846 0,196485 0,77 0,8067
Error 52 13,221450 0,254259
Total 95 21,670296
CV 10,60
Hierro
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 43 6222,52740 144,70994 0,96 0,5455
Error 52 7802,61250 150,05024
Total 95 14025,13990
CcVv 26,52
Zinc
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 43 849,855833 19,764089 1,36 0,1346
Error 52 755,102500 14,521202
Total 95 1604, 958333
CcVv 9,08
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Anexo 2.7. Valores medios y errores estandar de proteina, fosforo, hierro y zinc

de 44 genotipos de frijol caupi.

Genotipo Proteina (%) | Fosforo (g/kg) Hierro Zinc

(ppm) (ppm)
L-057 26,88+1,09 5,34+0,36 46,30+8,66 41,60+2,69
L-002 26,75+1,09 4,44+0,36 42,3518,66 40,20+2,69
L-056 26,66+1,09 5,10+0,36 50,95+8,66 43,55+2,69
LCPM35 26,59+0,77 5,24+0,36 44,98+6,12 40,10+1,91
L-047 26,53+1,09 4,77+0,36 48,90+8,66 43,90+2,69
L-030 26,50+1,09 5,20+0,36 57,70+8,66 46,20+2,69
L-019 26,41+1,09 4,86+0,36 46,40+8,66 46,70+2,69
L-042 26,41+1,09 4,8310,36 52,70+8,66 45,80+2,69
L-026 26,41+1,09 5,02+0,36 45,9518,66 43,75+2,69
L-070 26,34+1,09 5,18+0,36 52,95+8,66 45,60+2,69
L-066 26,03+1,09 5,14+0,36 43,6518,66 43,85+2,69
L-055 25,94+1,09 4,8610,36 50,90+8,66 43,30+2,69
L-037 25,88+1,09 4,65+0,36 35,25+8,66 39,85+2,69
L-006 25,78+1,09 4,51+0,36 49,40+8,66 41,95+2,69
L-009 25,66+1,09 4,89+0,36 52,85+8,66 43,15+2,69
L-028 25,47+1,09 4,53+0,36 37,55+8,66 42,15+2,69
L-033 25,47+1,09 4,87+0,36 37,9548,66 40,25+2,69
L-005 25,44+1,09 4,47+0,36 43,9518,66 39,20+2,69
L-029 25,41+1,09 4,97+0,36 76,55+8,66 46,75+2,69
L-016 25,31+1,09 4,49+0,36 32,2548,66 36,90+2,69
Caupi Betanci 25,25+1,09 4,88+0,36 41,2518,66 41,30+2,69
L-036 25,13+1,09 4,79+0,36 52,85+8,66 48,30+2,69
L-034 25,03+1,09 4,47+0,36 49,60+8,66 45,15+2,69
C-001 24,81+1,09 4,72+0,25 57,65+8,66 48,55+2,69
Criollo-Cérdoba 24,75+0,77 5,24+0,36 53,58+6,12 42,70+1,91
L-001 24,72+1,09 4,7310,36 41,10+8,66 41,65+2,69
L-031 24,44+1,09 4,6610,36 39,00+8,66 42,10+2,69
L-067 24,44+1,09 4,67+0,36 43,00+8,66 38,45+2,69
C-003 24,41+1,09 4,8810,36 43,9518,66 41,50+2,69
Criollo Tierralta 24,39+0,77 4,61+0,25 50,08+6,12 39,73+1,91
L-003 24,16+1,09 4,93+0,36 36,85+8,66 39,00+2,69
L-007 23,94+1,09 4,61+0,36 42,10+8,66 39,75+2,69
IT86 23,88+0,77 4,6110,25 47,7046,12 40,70+1,91
L-018 23,88+1,09 4,35+0,36 43,95+8,66 39,20+2,69
L-014 23,81+1,09 4,90+0,36 46,4518,66 43,90+2,69
L-020 23,75+1,09 5,08+0,36 64,20+8,66 43,90+2,69
L-024 23,22+1,09 4,66+0,36 40,10+8,66 47,65+2,69
L-011 22,88+1,09 4,3810,36 34,00+8,66 40,75+2,69
L-022 22,84+1,09 4,31+0,36 39,65+8,66 43,00+2,69
L-023 22,69+1,09 4,43+0,36 31,50+8,66 38,45+2,69
L-032 22,69+1,09 4,59+0,36 44,6518,66 37,55+2,69
C-002 22,59+1,09 4,2310,36 40,90+8,66 38,45+2,69
L-025 22,56+1,09 4,26+0,36 44,95+8,66 38,10+2,69
L-038 22,31+1,09 4,3310,36 41,90+8,66 37,20+2,69
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Anexo 2.8. Identificacion de lineas seleccionadas y testigos comunes de frijol
caupi utilizados en el estudio.

IDENTIFICACION PROCEDENCIA IDENTIFICACION PROCEDENCIA
Lineas: Lineas:

L-037 Universidad de L-011 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cérdoba, Colombia

C-002 Universidad de L-022 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cérdoba, Colombia

L-047 Universidad de L-028 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-019 Universidad de L-036 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-033 Universidad de C-001 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cérdoba, Colombia

L-070 Universidad de C-003 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-055 Universidad de L-038 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-056 Universidad de L-032 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-066 Universidad de L-006 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-003 Universidad de L-067 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cérdoba, Colombia

L-002 Universidad de L-025 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-026 Universidad de L-005 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-031 Universidad de L-016 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-023 Universidad de L-007 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cérdoba, Colombia

L-080 Universidad de L-009 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cérdoba, Colombia

L-024 Universidad de L-057 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-034 Universidad de L-030 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-042 Universidad de L-029 Universidad de
Cérdoba, Colombia Cordoba, Colombia

L-018 Universidad de L-020 Universidad de
Coérdoba, Colombia Cérdoba, Colombia

L-014 Universidad de L-001 Universidad de
Coérdoba, Colombia Coérdoba, Colombia

Testigos: Testigos:
Criollo-Cérdoba Tierralta, Cordoba IT-86 ICA
L-CP- M35 ICA ICA-Betanci ICA
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Anexo 3.1. Resultados de analisis de regresion y analisis de varianza de
los parametros de fotosintesis y conductancia estomética
estimados de forma conjunta para 14 genotipos de frijol caupi.

laregresion de

Fotosintesis (A)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Regresion 2 1728,87553 864,43777 227,48 <0,0001
Residual 115 437,01552 3,800130
Total 117 2165,89105
R? ajustado 0,7947
CcVv 39,48
Grados de Parametro Error estandar
Variable libertad estimado t valor Pr > [t|
Intercepto 1 -11,19273 1,28183 -8,73 <0,0001
Humedad 1 1,19519 0,11922 10,02 <0,0001
umeda Y ’ Y, < ’
(H d d)2 1 0,01617 0,00236 6,85 0,0001
Conductancia estomatica (gs)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios
Regresion 2 162456,00 81228,00 277,42 <0,0001
Residual 118 34550,00 292,79
Total 120 197005,00
R? ajustado 0,8217
CcVv 44,37
Grados de Parametro Error estandar
Variable libertad estimado t valor Pr > [t|
Intercepto 1 -103,17580 11,00335 -9,38 <0,0001
Humedad 1 10,02895 1,02232 9,81 <0,0001
(Humedad)2 1 -0,12339 0,02053 -6,01 <0,0001
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Anexo 3.2. Resultados de analisis de regresién y analisis de varianza de la
regresion de los parametros de intercambio gaseoso de transpiracion y eficiencia
intrinseca en el uso del agua estimados de forma conjunta para 14 genotipos de

frijol caupi.
Transpiracion (E)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios
Regresion 2 266,73293 133,36646 426,71 <0,0001
Residual 113 35,31795 0,31255
Total 115
R? ajustado 0,8810
CcVv 34,13
Grados de Parametro Error estandar
Variable libertad estimado t valor Pr > [t|
Intercepto 1 -4,29071 0,37130 -11,56 <0,0001
Humedad 1 0,42771 0,03465 12,34 <0,0001
(Humedad)2 1 -0,00536 0,00069156 -7,74 <0,0001
Eficiencia intrinseca en el uso del agua (A/gs)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios
Regresion 2 0,38473 0,19237 42,14 <0,0001
Residual 86 0,39257 0,00456
Total 88
R? ajustado 0,4832
CcVv 38,35
Grados de Parametro Error estandar
Variable libertad estimado t valor Pr > [t|
Intercepto 1 0,55686 0,05965 9,34 <0,0001
Humedad 1 -0,02671 0,00503 -5,31 <0,0001
(Humedad)2 1 0,00038726 0,00009494 4,08 0,0001
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Anexo 4.1. Resultados de andlisis analisis de varianza de la biomoléculas clorofila
a, clorofila b, relacion clorofila a/clorofila b (Chla/Chlb), carotenoides, relacion
clorofila/carotenoides, proteinas solubles, prolina, catalasa, ascorbato peroxidasa

y malonaldehido estimados para 14 genotipos de frijol caupi.

Clorofila a
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 9,50317586 1,90063517 1,72 0.1735
Hum 1 3,31245201 3,31245201 3,00 0,0979
Gen*Hum 5 0,87917487 0,17583497 0,16 0,9747
Error 21 23,18614217 1,10410201
Total 32 37,99777818
CcVv 13,66
Clorofila b
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 4,70272057 0,94054411 2,57 0,0574
Hum 1 0,09427447 0,09427447 0,26 0,6167
Gen*Hum 5 0,10690453 0,02138091 0,06 0,9974
Error 21 7,67073767 0,36527322
Total 32 12,89033218
CcVv 14,45
Clorofila a/b (Chla/Chlb)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 0,14476917 0,0289538 1,36 0,2777
Hum 1 0,11297089 0,11297089 5,33 0.0313
Gen*Hum 5 0,07359508 0,01471902 0,69 0,6338
Error 21 0,44549622 0,02121411
Total 32 0,76529885
CcVv 7,89

*GEN=Genotipo; HUM=Humedad.
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Anexo 4.2. Resultados de andlisis analisis de varianza de la biomoléculas
carotenoides, relacion clorofila/carotenoides, proteinas solubles estimados para 14
genotipos de frijol caupi.

Carotenoides

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 0,32366107 0,06473221 1,47 0,2388
Hum 1 0,00352926 0,00352926 0,08 0,7795
Gen*Hum 5 0,16915414 0,03383083 0,77 0,5816
Error 22 0,96694000 0,04395182
Total 33 1,45357953
CcVv 15,11
Clorofila/Carotenoides
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 27,93257307 5,58651461 2,50 0,0632
Hum 1 2,72922672 2,72922672 1,22 0,2817
Gen*Hum 5 16,78691346 3,35738269 1,50 0,2316
Error 21 46,94333183 2,23539675
Total 32 96,79640291
CVv 17,03
Proteinas solubles
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 125624,0179 25124,8036 6,62 0,0005
Hum 1 246,8041 246,8041 0,07 0,8008
Gen*Hum 5 19996,3839 3999,2768 1,05 0,4097
Error 24 91046,2281 3793,5928
Total 35 236913,4340
CVv 21,23

*GEN=Genotipo; HUM=Humedad.
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Anexo 4.3. Resultados de analisis andlisis de varianza de la biomoléculas prolina,
catalasa, ascorbato peroxidasa y malondialdehido estimados para 14 genotipos de

frijol caupi.
Prolina
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 0,24832892 0,04966578 5,50 0,0016
Hum 1 0,00175003 0,00175003 0,19 0,6637
Gen*Hum 5 0,04307047 0,00861409 0,95 0,4651
Error 24 0,21675533 0,00903147
Total 35 0,50990475
CcVv 54,43
Catalasa (CAT)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 0,06844447 0,01368889 3,05 0,0284
Hum 1 0,01371627 0,01371627 3,06 0,0930
Gen*Hum 5 0,06487043 0,01297409 2,90 0,0349
Error 24 0,10754970 0,00448124
Total 35 0,25458087
CVv 67,58
Ascorbato peroxidasa (APX)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 0,35149319 0,07029864 0,72 0,6132
Hum 1 0,01801022 0,01801022 0,19 0,6709
Gen*Hum 5 0,67970105 0,13594021 1,40 0,2609
Error 24 2,33574286 0,09732262
Total 35 3,38494732
CVv 78,59
Aldehido Malénico (MDA)
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F Pr>F
variacion* libertad cuadrados medios
Gen 5 11913,91091 2382,78218 1,06 0,4047
Hum 1 12391,02922 12391,02922 5,43 0,0273
Gen*Hum 5 6339,16949 1267,83390 0,57 0,7251
Error 24 53761,51367 2240,06307
Total 35 84405,62330
CcVv 32,58

*GEN=Genotipo; HUM=Humedad.
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Anexo 5.1. Valores de fluorescencia y concentracién de ADN de 19 genotipos de

frijol caupi.
Genotipo Fluorescencia Concentracién de ADN (ng/uL)
Blanco 480,520
24300 1387 175,27
24427 155 23,17
4556 566 73,91
L-034 900 115,15
L-020 937 119,72
L-014 541 70,83
L-037 948 121,07
C-001 965 123,17
L-006 694 89,72
L-024 1041 132,56
L-047 30 7,74
L-005 1209 153,30
L-030 2617 327,12
L-009 915 117,00
L-007 679 87,86
L-036 2370 296,63
L-001 1284 162,56
CR-CO 973 124,16
L-019 673 87,12

Las concentraciones en ng/mL se estimaron con la ecuacién Y = 16,2X-32,7; X= (Y+32,7)/16,2,
luego se multiplicé por el factor de dilucién 100x, a continuacion por 20 (concentracion stock 1:20)

y, finalmente se dividié por 1000 para expresar en ng/ uL.
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Anexo 5.2. Alineamiento de lecturas de regiones codificantes de las muestras de
frijol caupi y frijol coman. Nétese que las primeras alinean en mayor porcentaje
gue las segundas debido a la menor variacion entre regiones codificantes de
muestras genéticamente cercanas.
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