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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar el intercambio gaseoso y algunos parametros de la fotosintesis en hojas primarias y
trifolioladas de plantas de frijol silvestre y domesticado en la etapa vegetativa inicial, con la finalidad de evidenciar la
eficiencia fotosintética de las variantes silvestres. Muestras de dos poblaciones de frijol silvestre originarias de Durango y
Tlaxcala, México, y los cultivares Amarillo y Bayo Mecentral se establecieron en invernadero. Se evalué la conductividad
estomaética, tasa de asimilacion de CO, (Py), temperatura de la hoja, tasa transpiratoria, contenido de clorofila y algunos
parametros de la fluorescencia. El analisis de varianza mostro interaccion estadisticamente significativa entre el tipo de hoja
y la variante de frijol (frijol silvestre de Durango y Tlaxcala, México, y los cultivares Amarillo y Bayo Mecentral) para
contenido de clorofila tipo a y b y el indice a/b, y la fluorescencia inicial, variable y maxima de la clorofila. Se observo
amplia heterogeneidad entre y dentro de los materiales silvestres, independientemente de que la semilla fuera del mismo
origen, la heterogeneidad también se observd entre los cultivares (Amarillo y Bayo Mecentral), es decir, se encontrd una
amplia variabilidad interespecifica (entre especies) e intraespecifica (dentro de una misma especie). Se concluye que las
hojas primarias y el foliolo central de la primera hoja trifoliolada tanto de las variantes silvestres como domesticadas,
desarrolladas en un ambiente homogéneo, muestran diferencias significativas diversas entre y dentro de las variantes
silvestres y entre las variantes silvestres y domesticadas que conducen a contrastes en Py.

Palabras clave: Conductancia estomatica, frijol, asimilacién de CO,, fluorescencia, clorofila.
ABSTRACT

The aim of this study was to compare the gas exchange and some parameters of photosynthesis in primary and tripholiolate
leaf of wild and domesticated common bean (Phaseolus vulgaris L.) during early vegetative stage, with de finality of show
the photosynthetic efficiency of wild common bean. Two wild common bean samples from Durango and Tlaxcala, Mexico,
and the cultivars Amarillo and Bayo Mecentral were cultivated under greenhouse conditions. Stomatal conductance, CO,
assimilation net rate, leave temperature, transpiratory rate, chlorophyll content, and some parameters of the fluorescence of
the chlorophyll were evaluated. There were statistical interaction between the leave type and common bean variant (wild
common bean from Durango and Tlaxcala, México, and the cultivars Amarillo and Bayo Mecentral) for chlorophyll a and
b, the a/b index, beside initial, variable and maxim chlorophyll fluorescence. A high heterogeneity between and within wild
samples, independently of its origin was observed, the heterogeneity was observed also among the cultivars (Amarillo and
Bayo Mecentral), id est, a wide interspecific (among species) and intraspecific (within species) variability was found. It was
concluded that primary and tripholiolate leaf in wild and domesticated variants growing in homogeneous environment show
significant differences in physiological characters, all of them are diverse between and within wild variants and wild and
domesticates variants evaluated, and conduce to significant differences in Py.

Key words: Stomatal conductance, common bean, CO, assimilation, fluorescence, chlorophyll content.

Revista UDO Agricola 7 (1): 49-57. 2007 49



Lopez Herrera et al. Intercambio gaseoso y parametros fotosintéticos en dos tipos de hojas de frijol silvestre y domesticado

INTRODUCCION

Actualmente se acepta que el frijol que se cultiva
y consume se origind como resultado del proceso de
domesticacion del frijol silvestre (Singh, 1999). El
conjunto de diferencias morfoldgicas, fisiologicas y
bioquimicas mas evidentes que separan las variantes
silvestres de las domesticadas se consideran producto
de la domesticacion (Gepts, 1999). En el frijol, este
proceso se evidencid primeramente en las estructuras
vegetativas y reproductoras, por ello se ha supuesto
que las diferencias entre los frijoles silvestres y
domesticados son sélo de tipo morfoldgico; los
cambios provocados por la domesticacion en
cualquier otro nivel (anatomico, fisiolégico o
bioquimico) aun estdn por reconocerse y evaluarse
experimentalmente. Los estudios preliminares de
muestras silvestres de frijol asociados al proceso de
domesticacion en su inicio se basaron en
observaciones comparativas (Briicher, 1988; Miranda,
1967) y orientados principalmente a indagar sobre los
posibles centros de su origen y domesticacion.
Recientemente, las investigaciones de caracter
cuantitativo han evidenciado gran diversidad
morfoldgica y fenoldgica de las poblaciones silvestres
cuando son cultivadas (Aguirre R. et al., 2003;
Bayuelo-Jiménez et al., 1999; Berrocal et al., 2002;
Garcia et al., 1997; Pefia-Valdivia y Aguirre, 2003);
ademas, han aportado elementos que apoyan la idea
de que los diversos contrastes morfologicos y
fenoldgicos dentro y entre poblaciones silvestres y
entre éstas y las variantes domesticadas parecen ser
méas notables que las fisiologicas y bioquimicas
(Pefia-Valdivia y Aguirre, 2003; Pefia-Valdivida et
al., 1996, 1998 y 1999). Entre las caracteristicas
morfo-fisiolégicas menos estudiadas en el frijol
silvestre y su modificacién durante el proceso de
domesticacion estan las relacionadas con el
intercambio gaseoso (Pefia-Valdivia et al., 1997).

Se considera que a través del proceso de
domesticacion el germoplasma ha sufrido una
reduccion de su variabilidad genética y, por tanto, el
frijol silvestre podria representar un recurso genético
con potencial para el mejoramiento de caracteres
relacionados con la fotosintesis (Gepts y Debouck,
1991; Lynch et al.,, 1992). Estudios diversos han
revelado tasas fotosintéticas menores de los cultivares
con respecto a sus parientes silvestres (Bayuelo-
Jiménez et al., 1997; Evans, 1994; Garcia et al., 1997;
Lynch., 1992). Es probable que la seleccion de
cultivares de mayor rendimiento y hojas mas grandes
haya contribuido a este cambio, ya que

frecuentemente se han obtenido coeficientes de
correlacion negativos entre la tasa fotosintética y el
area de la hoja (Evans, 1994). Por otro lado, se han
demostrado diferencias genéticas en los caracteres
relacionados con la fotosintesis entre poblaciones
silvestres de frijol de diferente origen; asi, las
poblaciones silvestres mexicanas presentan mayores
tasas fotosintéticas que las de otras regiones de
Ameérica (Lynch et al., 1992). Por lo anterior, el
objetivo del presente estudio fue comparar los
parametros del intercambio gaseoso, el contenido de
clorofila y su fluorescencia en las hojas de plantas
jévenes de frijol silvestre y domesticado.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se compararon dos poblaciones de frijol
silvestre, una proveniente de plantas que formaban
parte de la vegetacion natural de una regién 15 km al
Sur de Tuitan, Saltito, Durango, México. Esta region se
localiza en la Sierra Madre Occidental y se caracteriza
por un clima semiarido templado, con precipitacion
media anual de 479 mm (BS;kw(w)(e)) (Garcia, 1988).
Esta poblacion se encuentra registrada en el banco de
germoplasma del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT) con la clave G11033, DGD-408
(Toro et al., 1990). La segunda poblacion silvestre es
de una zona templada humeda (Cw,(w)(i’)g, 2404
msnm y 15°C), localizada en las faldas del volcan La
Malinche, en Tlaxcala, México (19°25° Lat N, 98°8’
Lon W) (Comunicacion Personal de Ing. José A.
Muruaga M. Campo Experimental “El Horno”,
INIFAP, Chapingo, México.). Los materiales
domesticados incluidos fueron los cultivares Bayo
Mecentral y Amarillo 154, generados en México para
su cultivo en regiones con temporal de los valles
altos, en el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). El
criterio para seleccionar estas variantes fue el color de
la testa, el cv. Amarillo y el silvestre de Tlaxcala (ST)
son amarillos, mientras que el cv. Bayo Mecentral y
el silvestre de Durango (SD) son pajizos (2,5 Y 7/10y
2,5 Y 8/4 respectivamente, de acuerdo con la tabla de
colores para tejidos vegetales Munsell).

Para el desarrollo del presente estudio las
semillas de todas las variantes se multiplicaron
durante el ciclo primavera-verano de 2001. Después
de la cosecha las semillas se almacenaron a5 + 1° C
hasta su utilizacién. Debido a que las semillas de las
muestras silvestres originales eran notablemente
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heterogéneas en tamano, se realiz6 una seleccién por
estratificacion por tamafio, bajo el supuesto de que las
semillas menores eran silvestres tipicas y las mayores
silvestres atipicas (Pefia-Valdivia et al., 2002). Asi,
para el propésito de este estudio, se realiz6 una
comparacion de medias de Tukey con los datos de las
semillas, se excluyeron las semillas medianas y se
utilizaron las pequefias o tipicas y las grandes o
atipicas de cada muestra silvestre (SDP, SDG, STP y
STG: semilla pequefia y grande de Durango y
Tlaxcala, respectivamente). Las semillas de los
cultivares fueron estadisticamente similares, por lo
que se considerd un tamafio Unico (peso promedio de
268 + 2y 286 + 3 mg semilla™ para el cv. Amarillo y
Bayo Mecentral, respectivamente) (Pefia-Valdivia et
al., 2002).

Condiciones de cultivo

Las semillas se sembraron en la primavera del
2004 en recipientes de un litro con una mezcla de
tierra y arena en una proporcion v/iv de 2:1 y
cultivadas en un invernadero con fotoperiodo natural
y 15/27 ° C de temperatura media minima y maxima
diaria. Después de la emergencia, las plantas fueron
regadas cada tercer dia con agua y se aplicé dos veces
por semana un riego con solucién nutritiva Hogland
(Epstein, 1972), este procedimiento se mantuvo
durante todo el experimento. El crecimiento se
superviso hasta que las hojas primarias y el foliolo
central de la primera hoja trifoliolada alcanzaron su
maxima expansion (etapas V2 y V3, respectivamente,
V2 se refiere al periodo desde el desarrollo completo
de las hojas primarias hasta el desarrollo de la primera
hoja trifoliada y V3 comprende desde el desarrollo
completo de la primera hoja trifoliada al desarrollo de
la tercera hoja trifoliada) (van Schoonhoven y Pastor
Corrales, 1987) y para reconocerla, se midieron la
longitud y el ancho de las hojas diariamente en 15
plantas desde el inicio de su expansion. Las
evaluaciones fisiolégicas se realizaron cuando las
hojas de cada variante de frijol alcanzaron su
expansion maxima.

Caracteres medidos

La conductividad estomética (gs) (mmol m™
seg™), tasa de asimilacion neta (Py) (umol m™ seg™),
concentracion intercelular de CO, (C;) (umol mol™),
temperatura de la hoja (°C) y tasa de transpiracion
(mmol m? seg™) se determinaron con un sistema
portéatil y abierto para analisis de gases en el espectro
infrarrojo (CIRAS-1, PPSYSTEMS). Las

evaluaciones se realizaron a las 12:00 h, cuando hay
mayor intensidad luminica. Para conocer la capacidad
de las hojas de modificar su temperatura respecto al
ambiente, y debido a que ésta Ultima cambia
continuamente, se obtuvo la diferencia de
temperaturas AT (°C) (temperatura de la hoja menos
temperatura del ambiente).

El contenido de clorofila ay b (mg g™ tejido
foliar) se determind con el método descrito por Arnon
(1949). Los parametros de fluorescencia de la
clorofila (U. R.): fluorescencia inicial (Fo),
fluorescencia variable (Fv = Fy — F) fluorescencia
méaxima (Fy) y el radio F\/Fy, se midieron con un
analizador portétil de la eficiencia vegetal PEA (Plant
Efficiency Analyzer, Hansatech, King’s Lynn, GB);
las hojas se mantuvieron en oscuridad durante 20 min
con los clips foliares del mismo aparato. Todas las
evaluaciones se realizaron cada tercer dia por un
periodo de dos semanas.

Disefio experimental

El experimento se realiz6 mediante un disefio
completamente al azar, con arreglo factorial de los
tratamientos y cuatro repeticiones. Los factores (y
niveles) fueron: variante de frijol (dos silvestres
tipicos, dos silvestres atipicos y dos cultivares
mejorados) y tipo de hoja (primaria y trifoliolada).
Cada repeticion estuvo constituida por 30 plantas, de
las que se utilizaron al azar 10 para las evaluaciones
de las hojas primarias y 15 para el primer trifolio.

Los datos se sometieron a andlisis de varianza
(ANOVA), comparacion multiple de medias (Tukey,
P=0,05) y significancia de las interacciones con la
prueba LSMEANS. Los analisis se realizaron con el
programa estadistico SAS para computadora personal
(SAS, 1989).

RESULTADOS Y DISCUSION
Intercambio gaseoso

El andlisis de varianza mostré para la
conductividad estomatica (99), interaccion
estadisticamente significativa entre el tipo de hojay la
variante de frijol. La gs -que es un parametro que
indica indirectamente el nivel de apertura de los
estomas en la hoja primaria mostr6 similitud entre las
seis variantes, pero la gs del foliolo central de la
primera hoja trifoliolada de las variantes STP y STG
fue entre 25 y 50 % menor que en las hojas primarias
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(Figura 1 B). La interaccién de la gs repercutié a su
vez en la transpiracion y en la temperatura de la hoja,
pues para ambas variables se registrd interaccion
significativa entre el tipo de hoja y la variante de
frijol. El foliolo central de la primera hoja trifoliolada
tendio a calentarse mas que la hoja primaria (Figura 1
A y C), pero la transpiracion mostré similitud en
ambos tipos de hoja en la mayoria de las variantes de
frijol. La tasa transpiratoria de ambos tipos de hoja de
los dos cultivares fue superior a la de los silvestres
(Figura 1 A). Una explicacion a lo anterior es que las
hojas primarias posiblemente presenten una cantidad
mayor de ceras epicuticulares, niUmero de tricomas o
ambos, con lo que estas hojas incrementarian su
reflectancia, absorberian  menos energia 'y
mantendrian su temperatura menor.

En las hojas primarias, la tasa fotosintética
(Pn) es muy similar entre las variantes estudiadas, sin
embargo, se puede observar una tendencia a que las
variantes SDG y STG presenten valores un poco
superiores al resto. En el FCPHT, las variantes SDG y
STG mostraron tasa fotosintética (Pn)
significativamente mayor (320 y 115 %,
respectivamente) que las y STP, a pesar de su
procedencia respectiva de la misma poblacion. Las
variantes de semilla pequefia presentaron una Py
estadisticamente similar a la de los cultivares (Figura
2 A y B). En ambos tipos de hojas, la tasa
fotosintética mayor de las variantes de semilla grande
correspondié con un C; significativamente menor, la
relacion opuesta se observd en las variantes de
semilla pequefia y los frijoles domesticados, es decir
Pn menores y C; mayores. Lo anterior puede ser
interpretado como una medida indirecta de la
actividad enzimatica encargada de la asimilacion del
CO,, y para el caso de SDG y STG podria ser mayor,
por lo que se registraron Py mayores. Todos estos
parametros estan relacionados y repercuten en las
caracteristicas fisiologicas de la planta; asi, se sabe
que el estoma se abre en respuesta a la reduccion de
Ci, causada por la fotosintesis en el mesofilo y parece
no responder directamente a la concentracion de CO,
de la superficie de la hoja, sino a la concentracion en
los espacios intercelulares y no de las concentraciones
externas de CO,. Ademas, C; depende del flujo de
CO, a traves del poro estomético y esta determinada
por la concentracién de CO, externa, la tasa neta de
asimilacion y gs (Morison, 1987). Si C; disminuye por
efecto del aumento de Py, normalmente gs se
incrementa, y puede suponerse que Py controla gs por
efecto de los cambios en C; (Raschke, 1976); de ser
asi, gs deberia ser directamente proporcional a Py.
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Figura 1. Interaccion del tipo de hoja (1: hoja primaria y 2:
foliolo central de la primera hoja trifoliolada) y la
variante de frijol en caracteristicas foliares:
diferencia de temperatura de la hoja menos la del
ambiente (AT) (A), conductividad (B) vy
transpiracion (C) en: silvestre Durango de semilla
pequeiia y grande (SDP ® y SDG O), silvestre
Tlaxcala de semilla pequefia y grande (STP By
STG [N A cv. Bavo Mecentral v A cv. Amarillo.
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Figura 2. Tasa fotosintética (Pn) (A y B) y concentracion intercelular de CO, (Cj) (C y D) en hojas primarias y foliolo
central de la primera hoja trifoliolada de frijol (FCPHT). Variante: (1) SDP: silvestre Durango de semilla pequefia,
(2) STP: silvestre Tlaxcala de semilla pequefia, (3) SDG: silvestre Durango de semilla grande, (4) STG: silvestre

Tlaxcala de semilla grande, (5) cv.Bayo Mecentral y (6) cv. Amarillo.

Sin embargo, la respuesta del mecanismo
estomatico suele ser impredecible y frecuentemente
se han observado diferencias dentro y entre lotes de
plantas y entre genotipos de una misma especie
(Weyers y Meidner, 1990). En este caso, los
resultados proporcionan indicios de que dichas
relaciones son diferentes, al menos parcialmente, en
algunas de las variantes silvestres, pues aunque en
proporciones bajas su C; fue superior a lo esperado.
La experiencia indica que la respuesta estomatica
depende en gran medida de las condiciones
fisiolégicas del material evaluado. Material
experimental mas uniforme se puede obtener

facilmente de plantas de un genotipo homogéneo
desarrolladas  bajo  condiciones  controladas.
Diferencias  fotosintéticas sutiles 'y contrastes
drésticos del rendimiento y sus componentes entre
poblaciones silvestres y domesticadas han sido
documentadas por Aguirre et al. (2003), Garcia et al.
(1997) y Lynch et al. (1992). Algunos resultados del
presente estudio evidencian la posibilidad de que
dichos contrastes sean resultado parcial de los
cambios en los estomas (frecuencia, tamafo,
distribucion, conductividad, etc.) sucedidos durante la
domesticacion.
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Contenido de clorofila y su fluorescencia inducida
por la luz

De acuerdo con el anélisis de varianza, hubo
interaccion estadisticamente significativa entre el tipo
de hoja y la variante de frijol para el contenido de
clorofila tipo a, tipo b y el indice a/b, asi como para
los pardmetros de la fluorescencia de la clorofila Fo,
Fvy Fu (Figura 3 A-F). La representacion grafica de
las interacciones mostr6 mayor variacion del

(A)

Clorofila a

(B)

Clorofila b
(mg g™ tejido fresco)

2,0

(C)

Clorofila a/ clorofilab
|_\
v
|

1,0 I I

1 2
Tipo de hoja

contenido de pigmentos fotosintéticos en las hojas
primarias de los frijoles silvestres y domesticados que
en el foliolo central de la primera hoja trifoliolada
(Figura 3 A y B). Independientemente de esa
variacion, el indice a/b indic6 que el contenido de
clorofila tipo a fue consistentemente menor en las
variantes silvestres de semilla grande (SDG y STG),
independientemente de su origen y del tipo de hoja,
que en el resto de las variantes; como a la vez su
contenido de clorofila tipo b fue mayor, los indices de

1 (D)

Fo (UR.)

] (E)

] (F)

Tipo de hoja

Figura 3. Interaccion del tipo de hoja (1: hoja primaria y 2: foliolo central de la primera hoja trifoliolada) y la variante de
frijol en contenido de clorofila a (A), clorofila b (B) e indice a/b (C), fluorescencia inicial: Fo (D), variable: Fv (E)
y maxima: Fy (F) de la clorofila en silvestre Durango de semilla pequefa y grande (SDP ® y SDG O), silvestre
Tlaxcala de semilla pequefia y grande (STP By STG 1), A cv. Bayo Mecentral y A cv. Amarillo.
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clorofila a/b de dichas variantes fueron los menores
de todo el grupo evaluado (Figura 3 C). El valor del
indice a/b entre 2 y 3 es comun en las plantas, pero se
modifica por diversos factores ambientales y la edad
del tejido, por ejemplo, el sombreado induce la
disminucidn de este indice, y las hojas jévenes poseen
indices mayores que las viejas 0 senescentes
(Mckieman y Baker, 1991; Sestdk, 1985). En el
presente estudio, las diferencias en el contenido y
proporcion de las clorofilas entre las variantes
evaluadas pueden considerarse tipicas, pues todas las
plantas  utilizadas crecieron en  condiciones
homogéneas.

La interaccion estadisticamente significativa
entre los tipos de hojas y las variantes de frijol para
los parametros de la fluorescencia indican que el frijol
modifica su respuesta fotoquimica durante la etapa
vegetativa inicial, entre V2 y V3. Asi, se observa que
la Fy disminuyd en el cultivar Bayo Mecentral y no
mostré cambio en el cultivar Amarillo (Figura 3 D),
mientras que Fy y Fy disminuyeron (Figura 3 E 'y F)
entre el foliolo central de la primer hoja trifoliolada y
las hojas primarias; sin embargo, en los frijoles
silvestres  estos  cambios  fueron  diferentes
independientemente del origen (Figura 3 D y E). La
modificacion de la relacion Fy/Fy es utilizada
frecuentemente como parametro de la eficiencia
fotoquimica de plantas con o sin estrés ambiental. En
las hojas del frijol domesticado, tanto primarias como
del foliolo central de la primera hoja trifoliolada, el
indice Fy/Fy fue 0,75 o muy cercano a este valor.
Este valor estd dentro del intervalo tipico de las
plantas desarrolladas en condiciones naturales, no
inductoras de estrés, por lo que se deduce que la
eficiencia fotoquimica es similar en ambos tipos de
hojas de los frijoles domesticados (Agatti et al.,
1996). En contraste, la relacién Fy/Fy en el STG se
incrementd de 0,75 en las hojas primarias a 0,79 en el
foliolo central de la primera hoja trifoliolada, y
practicamente no se modificO en las otras tres
variantes silvestres, pero fue mas elevada (entre 0,78
y 0,80) que en las hojas del frijol domesticado. Este
resultado puede indicar la existencia de alguna
diferencia en la maquinaria fotosintética entre el frijol
silvestre y el domesticado, la cual podria estar
relacionada con la capacidad del frijol silvestre para
desarrollarse en la sombra, caracteristica de su
habitat, generada por la vegetacion natural
circundante (Berrocal et al., 2002). Al respecto,
Garcia et al. (2001) documentaron la tolerancia
mayor del frijol silvestre al sombreado continuo

durante su ciclo completo de crecimiento, con
respecto al domesticado, reflejada en el rendimiento.

En este estudio se observaron diferencias
fisioldgicas relacionadas con los cambios sucedidos
durante la domesticacion del frijol, hubo una mayor
tasa transpiratoria y temperatura foliar en los
cultivares, las cuales podrian estar relacionadas con la
menor competencia por agua en el ambiente de
cultivo; mayor eficiencia fotoquimica del frijol
silvestre, que podria estar relacionada con la respuesta
para desarrollarse con vegetacion acompafiante
abundante; y mayor C; en algunas variantes
domesticadas lo que sugiere una relacion con la
eficiencia fotosintética y fotorrespiracion.

CONCLUSIONES
Las hojas primarias y el foliolo central de la

primera hoja trifoliolada tanto de las variantes
silvestres como domesticadas, desarrolladas en un

ambiente homogéneo, muestran diferencias
significativas diversas entre y dentro de las variantes
silvestres 'y entre las variantes silvestres y

domesticadas que conducen a contrastes en la tasa de
asimilacion neta.
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