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RESUMEN

Para el estudio de los efectos de las altas temperaturas sobre el crecimiento y desarrollo
de Phaseolus vulgaris L., se utilizaron variedades tradicionales, comerciales y algunas
lineas de mejora. En condiciones de laboratorio se realiz6 una siembra en placas Petri
con varios tratamientos mediante exposicion a golpes de calor por intervalos de 1y 2
horas, a temperaturas de 40 y 55°C y durante los primeros cinco dias de la siembra. Se
evaluo el porcentaje de germinacion, la longitud del tallo y de la raiz y la masa fresca y
seca por planta. En condiciones de campo se efectuaron siembras en los meses de
mayores valores de temperatura para los afios 2013, 2014 y 2015 y se midié la
temperatura media diaria durante el ciclo de crecimiento y desarrollo del cultivo. Los
indicadores evaluados en las plantas fueron: el porcentaje de supervivencia a los 11 dias
después de la siembra, la altura de las plantas, la tasa de crecimiento, las fechas de
arribo a la floracion y maduracion, el contenido de nitrégeno en las plantas y algunos
indicadores en época de cosecha como son: altura de las plantas, largo y ancho de las
vainas, numero y masa de los granos por vaina y masa de 100 semillas. Para las
comparaciones estadisticas en todos los casos se empleé un ANOVA. Los resultados de
laboratorio indicaron que la aplicacién de golpes de calor de 2 horas diarias a 55°C,
permitieron identificar accesiones tolerantes a estas condiciones extremas. En
condiciones de campo, las accesiones con menor porcentaje de supervivencia
mostraron mayor tasa de crecimiento relativa. Las variables evaluadas en el momento
de cosecha constituyeron un indicador para evaluar el grado de tolerancia, lo que
permitié clasificar las variedades comerciales Caujeri2170 y Guira89 y las accesiones
P662, P1185 y P690 como tolerantes y las variedades CC25-9N, CC25-9B y CC25-9R
como altamente susceptibles. Por otra parte las altas temperaturas aplicadas en cepas
de Rhizobium in vitro mostré que la cepa R18 asociada a P. vulgaris resulté ser tolerante
a 30y 40°C.



1. INTRODUCCION

El incremento de las altas temperaturas ocasionadas por el cambio climatico tienen una
repercusion directa en la agricultura cubana Se pronostica que esta problematica va a
incidir en la Agricultura, ya que las situaciones de estrés térmico causadas por
incrementos de la temperatura por encima de las medias histéricas, han repercutido
negativamente en los rendimientos agricolas (Morales et al., 2006). A ello se adicionan
otros factores abidticos como la salinidad y la sequia. Para el estudio de los efectos de
las altas temperaturas sobre el crecimiento y desarrollo de Phaseolus vulgaris L.,

En Cuba la situacién no escapa al escenario global que experimentara la produccién
agricola mundial y por tanto se toman las medidas para mitigar los efectos del cambio
climatico (especificamente en la linea de adaptacién), la cual representa aquella
dimension donde las ciencias agricolas pueden destacar su aporte. La adaptacion va
dirigida especificamente hacia aquella respuesta a los efectos del cambio climatico,
donde no se puede ni mitigar, ni revertir los procesos que dan lugar a este fenémeno.
Por el contrario, persigue como objetivo identificar variantes dentro de los propios
escenarios de cambio climatico previstos, que faciliten conocer la base cientifica que
permite establecer la capacidad de tolerancia desde un determinado sistema. En el caso
especifico de la agricultura, la adaptacién bien pudiera enfocarse, entre otras lineas de
investigacion, hacia la identificacion de aquellas variedades que toleran diferentes
condiciones de estrés.

Desde el punto de vista fisiologico, la temperatura incide directamente en la velocidad de
las reacciones quimicas catalizadas enzimaticamente, modifica la estructura y actividad
de las macromoléculas y determina el estado fisico del agua. Las especies se ven
expuestas generalmente a fluctuaciones estacionales de la temperatura (Azcon-Bieto y
Talén, 2008) y la mayoria de las plantas ralentizan su crecimiento a temperaturas
superiores a los 40°C, aunque hay plantas como las xerofitas que pueden resistir hasta
50°C sin llegar a la senescencia. En el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), una de las
etapas mas sensibles a modificarse bajo la accién del estrés abibtico es el crecimiento
(Cabrera et al., 2014). Los mecanismos biofisicos no solo afectan los fenbmenos de
transporte a través de la membrana, sino que se afecta ademas la viscosidad del agua y
su potencial electroquimico. Segun la definiciébn de potencial de agua, la temperatura
incide directamente en el flujo de esta sustancia que contiene ademas los nutrientes que
provienen del suelo, a través de la savia xilematica. Las altas temperaturas afectan de
igual modo el ascenso del agua, debido a que las plantas sometidas tanto al estrés
térmico como al hidrico, tienden a sufrir lo que se conoce como embolismo xilemético, lo
cual segun algunos modelos se debe a las imperfecciones de los tubos xilematicos y a la
temperatura (Melcher et al., 2003; Sperry y Hacke, 2004 y Socorro, 2009).

Altas temperaturas (mayores que 30°C dia y/o 20°C en la noche) en zonas tropicales de
baja altitud (inferior a 650 m.s.n.m) pueden limitar severamente la produccion de frijol
(Voyset., 2000). La region del Caribe estara propensa a experimentar un mayor estrés
hidrico y térmico dentro de escenarios climaticos futuros incluyendo un incremento de la
actividad ciclénica (Bates et al., 2008). La temperatura 6ptima para el crecimiento del
tubo polinico en granos de polen de cultivares de frijol corresponde a 25°C vy el
porcentaje de viabilidad del polen se reduce con temperaturas por encima de 35°C.
(Halterlein et al.1980) En el mismo sentido Farlow et al. (1979) ya habian demostrado
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gue a temperaturas de 38,3°C la germinacion in vitro de los granos de polen se reduce a
cero.

Al tener en cuenta los intervalos de temperaturas descritos para la especie y las
condiciones climaticas actuales de Cuba, el cultivo del frijol se encuentra limitado al
periodo poco lluvioso comprendido entre los meses de octubre a febrero (Fernandez et
al., 2014), donde las temperaturas medias diarias oscilan sobre los 24-25°C. En este
periodo se encuentra el trimestre diciembre-febrero, que teniendo en cuenta el promedio
de la década del 90 y principios del siglo XXI, manifiesta una marcada tendencia a ser
mas calido, con un incremento de 2.0°C aproximadamente.

El estudio sobre bases cientificas del efecto del cambio climatico sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas, asi como la utilizacion de modelos de prediccion del
comportamiento del crecimiento vegetal, es muy necesario como garantia para el
desarrollo de una agricultura sustentable. Por ello, surge la necesidad de conocer con
mayor precision como se modifican los procesos fisiologicos vegetales, a partir de la
presencia de valores de temperaturas mas elevadas, lo que permitiria trazar estrategias
tecnoldgicas que incluyan las variedades y su manejo, para contrarrestar estos efectos y
asi minimizar las pérdidas en la produccién agricola debido a este factor abiético.

En el contexto cubano, los granos béasicos son de vital importancia para la alimentacion.
En el caso del frijol, este cultivo no escapa a la posibilidad de ser perjudicado por altos
valores de temperatura. Por ello en el presente proyecto se propuso como objetivo
General "ldentificar cultivares de granos que muestran mayor resistencia al estrés
causado por altas temperaturas (especie modelo Phaseolus vulgaris L.)". Mientras
gue los objetivos especificos propuestos al inicio del proyecto son:

1. Analizar el comportamiento de la tasa de crecimiento de diferentes cultivares
representativos de granos de especies de interés, sometidas a altos valores de
temperatura, asi como su efecto sobre las membranas celulares de los tejidos de
las hojas y sobre la conductancia hidraulica en las mismas durante la
transpiracion. (*)

2. Cuantificar el efecto de las altas temperaturas sobre el contenido de nitrégeno en
las plantas durante el crecimiento y como ello repercute sobre los rendimientos en
diferentes variedades. (*)

3. Estudiar el efecto de las altas temperaturas sobre la actividad estimuladora de
inoculantes microbianos en el crecimiento vegetal.

4. Estudiar los efectos de las altas temperaturas sobre la incidencia de plagas
mediante muestreos peridédicos, asi como detectar la presencia de nuevos
agentes patdgenos provocado por este estrés abidtico.

(*) Debido a la modificacién de una de las etapas del proyecto durante el periodo de
ejecucion del mismo, los objetivos especificos 1y 2 se reformularon del modo siguiente.

1. Analizar el comportamiento de la germinacion, crecimiento, desarrollo y cosecha
de diferentes accesiones de P. vulgaris, sometidas a altos valores de
temperatura, bajo condiciones de laboratorio y campo.

2. Cuantificar el efecto de las altas temperaturas sobre el contenido de nitrdgeno en
las plantas durante el crecimiento.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Etapa de Laboratorio (preliminar)

En esta etapa se seleccionaron 12 accesiones de Phaseolus vulgaris L. procedentes del
banco de germoplasma del INIFAT, dentro de las que se encuentran algunas variedades
comerciales (Fernandez et. al, 2014)(Tabla 1). Las semillas fueron sometidas a
condiciones de estrés térmico, mediante la aplicacion de golpes de calor bajo
condiciones controladas.

Tabla 1. Accesiones de frijol comudn utilizadas en los experimentos en ambiente
controlado en laboratorio.

Rayado2258 P690 P3084
P30L50 Caujeri2170 Lewa
CC25-9R P790 P577
P667 P192-1 P889

Se realiz6 una siembra en placas Petri con papel de filtro humedecido con 10 mL de
agua destilada. Los golpes de calor aplicados se realizaron a dos valores de tiempo de
exposicion (unay dos horas) y a dos valores de temperaturas (40 y 55°C) por medio de
una estufa termo-regulada (Tabla 2), de forma analoga a los estudios de estrés térmico
donde se aplican golpes de calor en condiciones controladas segun metodologia
descrita por Morales et al., (2006).

Tabla 2. Tratamientos utilizados durante el ensayo experimental.
Tratamientos Tiempo (h) Temperatura(°C)

Control 0 20
T1 1 40
T2 2 40
T3 1 55
T4 2 55

Estos cuatro tratamientos se aplicaron diariamente durante los cinco primeros dias (0,
24, 48, 72 y 96 h posteriores a la siembra). Se determind el porcentaje de germinacion
(PG) durante ocho dias, y al final se evaluaron los indicadores longitud de tallo (LT) y
raiz (LR) asi como masa fresca (MF) y seca (MS) por planta. Las longitudes de los
organos se evaluaron con una regla milimetrada y los valores de las masas se
obtuvieron a través de una balanza analitica tactil Ohaus-Explorer (capacidad hasta 200
g Yy una resolucién de 0.1mg).

El disefio experimental fue completamente aleatorizado con la aplicacion de un ANOVA
bifactorial, donde los factores fueron los cuatro tratamientos y las 12 accesiones,
mientras que las variables dependientes en cada caso fueron los indicadores evaluados
(PG, LT, LR, MF y MS). Posteriormente se aplicé una estimacion de medias entre los
tratamientos para cada accesién utilizando la prueba de Tukey con una significancia del
(P<0.05). Para los calculos estadisticos se utilizo el programa InfoStat (Version 2008-1).
Para el procesamiento estadistico de los datos del porcentaje de germinacion “PG”, los

se transformaron mediante la ecuacion pt:arcseno(\/PGlloo) para su analisis
estadistico.



Posteriormente con el tratamiento de mayor estrés aplicado (T4), se obtuvieron los
valores relativos con respecto al control para cada una de las 12 accesiones. Se realizo
un ANOVA unifactorial donde el factor fue la accesion y una prueba de Tukey (P<0.05),
para comparar cual de ellas fue mas tolerante al golpe de calor extremo. Para ello se
establecié como criterio de tolerancia aquellos valores respecto al control por encima del
30%, teniendo en cuenta que T4 es un tratamiento de condiciones extremas para esta
especie.

2.2. Efecto de las altas temperaturas sobre la germinacion, supervivencia,
crecimiento y floracion en condiciones de campo

Se realiz6 el disefio del plan de siembra en un disefio alfa-latino 54 parcelas, con tres
réplicas para cada accesion. El mismo se llevé a cabo en las campafias 2013 y 2014,
con 18 accesiones de P. vulgaris en cada una, mientras que para el 2015 se incluyeron
nuevas accesiones para un total de 20. Cada parcela estaba formada por 5 surcos de
0.9 m de ancho con una distancia de siembra de 10 cm, segun instructivo técnico del
cultivo (MINAG, 2010).

Las fechas de siembra estuvieron comprendidas entre el 27 de junio y 2 de julio. De esta
manera se tuvo en cuenta que los mayores valores de temperaturas estuvieran
contemplados dentro de los 30-60 dias posteriores a la siembra para que incidiera
directamente sobre la floracion y maduracion. Especificamente son los meses de julio y
agosto donde la temperatura media del aire, (segun el promedio de 1979-2000), esta por
encima de 27,3°C para ambos meses (Alvarez y Mercadet, 2012).

Tabla 3. Accesiones utilizadas en las tres campafias.

Accesiones Campafias Caracteristicas principales
2013 2014 2015 Color Migos* (g) H&bito de crecimiento

1 Caujeri2170 X X X Negro 21.6 Indeterminado tipo Ilb
2 Rayado2258 X X X Rojo bayo 35.0 Indeterminado tipo Ilb
3 P882 X X X Beige 16.0 Indeterminado tipo Ilb
4 Lewa X X X Blanco 22.7 Indeterminado tipo Ilb
5 P30L50 X X X Carmelita 19.0 Indeterminado tipo Ilb
6 P871 X X X Negro 16.0 Indeterminado tipo Ilb
7 P1185 X X X Negro (brillo) 18.0 Indeterminado tipo Ilb
8 P646 X X X Negro 155 Indeterminado tipo I

9 P667 X X X Negro 19.0 Indeterminado tipo Ilb
10 CC25-9R X X X Café Oscuro 21.0 Indeterminado tipo IlI
11 CC25-9N X X X Negro 225 Indeterminado tipo IlI
12 P662 X X X Rojo oscuro 15.55 Indeterminado tipo Ilb
13 P657 X X Negro 16.0 Indeterminado tipo Ilb
14 P192-1 X X Colorado 23.2 Indeterminado tipo Ilb
15 P790 X X Rosado 22.0 Indeterminado tipo

16 P889 X Negro 16.28 Indeterminado tipo I

17 P248-1 X Negro (brillo) 24.0 Indeterminado tipo I

18 P577 X Negro 16.75 Indeterminado tipo I

19 CC25-9B X X Blanco 21.0 Indeterminado tipo IlI
20 Guira89 X X Negro 20.7 Indeterminado tipo I

21 Triunfo70 X X Negro 19.8 Indeterminado tipo Ilb

Ciclo corto.

22 P3084 X X Negro 18.0 Indeterminado tipo Ilb
23 Rubi X X Rojo 42.8 Indeterminado tipo Ilb
24 P690 X Negro 135 Indeterminado tipo Ilb

Tipos de indeterminaciones: Il y llb- arbustivo, lll-postrado (Fernandez et al., 2014)
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La Tabla 3 muestra las accesiones estudiadas en cada campafna de siembra. El suelo
utilizado es del tipo ferralitico rojo lixiviado ubicado dentro del perimetro de lotes
experimentales del INIFAT. En todos los casos se aplico riego Y fertilizante de acuerdo a
las normativas del cultivo de P. vulgaris, en dosis y fecha similar al utilizado en época
optima (periodo no lluvioso), teniendo en cuenta para el caso del riego, que los meses
de julio-septiembre son de alta actividad de lluvia. La fertilizacion fué aplicada de
acuerdo a los requerimientos establecidos para el cultivo (MINAG, 2010.

2.2.1. Porcentaje de supervivencia en campo

Se realiz6 un conteo de plantas germinadas a los 11 dias posteriores a la siembra,
segun las fechas de las primeras tres etapas correspondientes a la fase vegetativa: 1-
germinacién (0-5 dias), 2-emergencia (5-7) y 3-hojas primarias (7-11 dias) (IICA, 2011).
Se aplicé un ANOVA unifactorial para las accesiones en cada campafia y una estimacion
multiple de medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
P<0.05.

Los valores de temperatura y pluviometria en todas las campafias fueron obtenidos en la
estacion meteoroldgica de Santiago de Las Vegas, a 300 metros del lote experimental
cuyos valores se muestran en el ANEXO |. Con los datos diarios de la temperatura
media se calcul6 el Factor Térmico (Fy) (Vidal, 2006, Yoldas y Esiyok, 2009), también

denominado temperatura acumulada. Para ello se empled la siguiente expresion:
N

I:T = Z (Tn - TBase) (1)

n=1
Donde T, es la temperatura diaria que se evalUa hasta el N-ésimo dia, de modo que F+
se relaciona con un determinado periodo de tiempo. Tpase €S UN Valor de temperatura
gue se elige como referencia para cada cultivo y de acuerdo con las condiciones
ambientales donde se desarrolle. En este trabajo este valor se adoptd como 15°C,
teniendo en cuenta que la planta de frijol crece a temperaturas promedio de 15 a 27°C
(White, 1985).

En el caso de las primeras 12 accesiones de la Tabla 3 (desde la Caujeri2170 hasta la
P662) evaluadas las tres campafas, se establecié una relacion entre el factor térmico,
calculado sobre la suma de las temperaturas medias durante los primeros 11 dias
posteriores a la siembra (fase vegetativa que incluye las etapas germinacion,
emergencia y hojas primarias). Para ello se seleccion6 como temperatura 6ptima 25°C,
teniendo en cuenta el periodo de siembra del cultivo y dentro del cual se obtienen
valores del porcentaje de supervivencia de 100%. EIl ajuste de esta dependencia se
realizd a partir de la ecuacion sigmoidea:

100%
“Lebe @
S

Donde bs y ks son coeficientes. En el caso de ks, este refleja la susceptibilidad del
cultivo a disminuir su porcentaje de supervivencia ante incrementos de la temperatura
media diaria (incrementos del factor termico F+). El ajuste de la relacion entre los valores
del porcentaje de supervivencia y Fr, con respecto a la curva de ecuaciéon (2) se realizé
por medio del programa CURVE EXPERT (version 1.3). Para determinar la calidad de la
aproximacion a (2) se obtuvo ademas el valor del coeficiente de determinacion para la
bondad de ajuste (Yamane, 1967).
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Con los valores de ks y bs se procedi6 a calcular el indicador “Frso”, el cual representa el
valor del factor térmico, que provoca una disminucion del porcentaje de supervivencia
hasta un 50% (ecuacién 3) y cuya expresion se obtiene a partir de la ecuacion (2):

In(bs)

Freo =— K, 3)

2.2.2. Altura de las plantas

Para cuantificar la dinamica de crecimiento se evalu6 la altura de las plantas "h" a los 20
dias después de la siembra y por intervalos de 5-10 dias. Se utiliz6 un modelo logistico
(curva sigmoidea) para representar la altura de las plantas con respecto al tiempo, a
traves de la ecuacion:
h= hM—AXm (4)
1+b,e™

Donde hyax, by Y kg son constantes mientras que t son los dias posteriores a la siembra.
El valor de ky esta muy relacionado con la dinamica de crecimiento del tallo. La derivada
de h es siempre positiva, por lo que esta crece durante todo el dominio de t hasta
estabilizarse en la altura limite (him=hmax). El punto de inflexion de la curva sigmoidea
(en tsp), refleja el tiempo que transcurre para que la planta alcance la mitad de la altura
maxima.

ty = =In(o,) (5)

H
2.2.3. Tasa de crecimiento

Para la evaluacion de la tasa de crecimiento se seleccionaron 18 accesiones de P.
vulgaris en la campafia del 2014. A los 21 y 30 dias posteriores a la siembra,
correspondiente a las respectivas etapas “tercera hoja ftrifoliada” y “prefloraciéon”, se
colectaron 3 plantas por réplica para un total de 9 por variante experimental. Las
muestras se colocaron en una estufa a 75°C durante 8 horas por 3 dias, hasta llegar a
un valor de peso constante y de esta forma obtener el valor de la masa seca de cada
una (Virgen et al., 2001). Entre ambas fechas se calcularon las tasas de crecimiento
absoluta (TAC) y relativa (TRC), por medio de las expresiones (Maqueira et al., 2010):

TAC - MS, —MS, TRC — In[MS, |- In[MS, |
T4t (6) ()

t2 _tl
Donde MS; y MS; son las masas secas por planta evaluadas en tiempos posteriores a la
siembra t;=21 dias y t,=30 dias. Para las comparaciones estadisticas se realizé una
ANOVA unifactorial y la comparacion de medias atendiendo a la prueba de Tukey para
P<0.05.

2.2.4. Floracién

Las fechas de floracibn se determinaron teniendo en cuenta el momento en que se
detecto la aparicion de flores en mas del 50% de las plantas (MINAG, 2010). Se
realizaron conteos de plantas florecidas en cada una de las réplicas por cada accesion.



En cada caso se registré el valor del factor térmico desde el inicio de la siembra hasta el
instante de arribo a la etapa.

2.3. Efecto de las altas temperaturas sobre la incidencia de plagas

Se evalud la incidencia de las plagas asociadas a las accesiones de P. vulgaris
utilizadas en las camparfas 2013 y 2014 (Tabla 9) se realizaron observaciones en las
diferentes fases fenoldgicas del cultivo (vegetativa, floracion, formacion y llenado de
vainas y madurez técnica), las cuales corresponden a las fases mas vulnerables de este
cultivo al ataque de plagas y tuvieron como objetivo detectar e identificar la presencia de
insectos relacionadas con las diferentes accesiones y las fases.

Se realizaron nueve observaciones con frecuencia semanal en el total de la parcela,
revisando las plantas completas y colectando insectos presentes los cuales se
colocaron en frascos con alcohol al 70% y fueron trasladadas al laboratorio de
entomologia aplicada, para su identificacion con la ayuda de un microscopio y de la
coleccion entomoldgica ubicada en el grupo de Proteccion de Plantas del INIFAT
(Hidalgo-Gato y Reyes, 2013). De esta manera, la incidencia de plagas (P;) quedd
cuantificada por el nUmero de veces que las plagas fueron identificadas en cada parcela
NOp respecto al nimero total de observaciones realizadas NOr:

= N9, (8)

' NO,
Se llevaron a cabo tres analisis comparativos. El primero tuvo en cuenta como se
comporté la incidencia de cada una de las principales plagas detectadas entre ellas por
cada afno. Para ello, se promediaron las incidencias de las plagas en las 18 accesiones
por cada plaga en cada afio y se calcularon los porcentajes de incidencia P;. Se realizé
una ANOVA bifactorial (los factores fueron el afio y el tipo de plaga). En la segunda
comparacion se seleccionaron las accesiones estudiadas en las campafias 2013 y 2014
y se compar6 la presencia de cada una de las plagas, teniendo como réplicas los
resultados de ambos afios. De esta forma para cada plaga se realiz6 un ANOVA
unifactorial donde la variable a analizar es la accesion. En el tercer estudio de caso se
promediaron las incidencias de las 5 plagas para cada accesion y se analizaron los
respectivos analisis de varianzas para cada afio. En todos los analisis, los datos se
transformaron por medio de la funciéon arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje
expresado en unidades decimales y se realiz6 un ANOVA con una comparacion multiple
de medias a través de la prueba de Tukey (P<0.05).

2.4. Efecto de las altas temperaturas sobre la actividad microbiana de cepas de
Rhizobium in vitro

Se utilizaron 17 cepas de Rhizobium de diferentes procedencias (Tabla 4), que se
encuentran conservadas en la Coleccion de Bacterias Beneficiosas del INIFAT (CBBI),
para observar su respuesta a altas temperaturas. Los microorganismos se inocularon
sobre el medio de cultivo YMA (Sacarosa: 40 g, K;HPO4: 0.5 g; MgS0O4.7H,0: 0.2g;
NaCl: 0.1 g; CaCOa3. 0.7g; extracto de levadura: 0.5g; agua destilada 1000 mL; a un pH
6,8-7.0) citado por Martinez et al., (2006). Se utilizaron placas Petri de 90 mm de
diametro, con un total de cuatro colonias por cada placa y tres placas por cada cepa.
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Se establecieron cuatro valores de temperaturas de incubacion: 20, 30, 40 y 55°C. Las
cepas se mantuvieron durante 48 horas bajo cada una de ellas y posteriormente se
evaluo el crecimiento bacteriano mediante la medicion del didmetro de la colonia con un
pie de Rey. Las cepas y el cultivar asociado se exponen en la Tabla 4. Se realiz6 un
ANOVA de clasificacion simple con las cuatro réplicas de cada variante, para cada una
de las cepas, donde el factor a analizar fue la temperatura. Posteriormente se realizaron
estimaciones multiples de medias (Prueba de Tukey P<0.05). Se comprobo previamente
la pureza de cada cepa mediante Tincion de Gram y la observacion de la morfologia de
la colonia crecida en el medio de cultivo YMA (Martinez et al., 2006), a través de un
microscopio estereoscopico.

Tabla 4. Cepas utilizadas en el estudio.

Cepa Cultivo asociado
R1 Garbanzo (Cicer arietinum L.)
R2 Garbanzo (Cicer arietinum L.)
R3 Garbanzo (Cicer arietinum L.)
R12 Garbanzo (Cicer arietinum L.)

R6 Habichuela china (Vigna unguiculata (L) Walp.cv.gr.sesquipedalis
R7 Habichuela china (Vigna unguiculata (L) Walp.cv.gr.sesquipedalis

RS Soya (Glycine max (L) Merr.)

R9 Frijol Chino (Vigna radiata (L) R.Wilczek

R11 Frijol chino (Vigna radiata (L) R.Wilczek

R10 Frijol mambi (Vigna umbellata (Thund) Ohwi&Ohashi
R13 Frijol comun Lewa (Phaseolus vulgaris L)

R5 Frijol comun (Paseolus vulgaris L)

R14 Frijol comun CC25-9N (Phaseolus vulgaris L)
R16 Frijol comun Triunfo 70 (Phaseolus vulgaris L)
R17 Frijol comun CC25-9R (Phaseolus vulgaris L)
R18 Frijol comun Velazco largo (Phaseolus vulgaris L)
R19 Frijol comun P258 (Phaseolus vulgaris L)

2.5. Efecto de las altas temperaturas sobre el contenido de nitrégeno en la planta

En el dia 40 posterior a la siembra (etapa de floraciéon retardada), se colectaron
muestras de plantas completas en las tres parcelas de cada variante a razon de diez por
parcela. Estas fueron sometidas a un proceso de secado durante sesiones de 8 horas a
75°C y durante 6 dias (Virgen et al., 2001) hasta que las plantas quedaron
deshidratadas, para que luego estas fueran trituradas.

Se utiliz6 el método de Kjeldhal (Faust et al., 1987) para evaluar el contenido de
nitrégeno total en la planta (tallo y hoja), evaluando la cantidad de amonio, (NH4)2SOy,
obtenida por digestion con &acido sulfarico concentrado H,SO,; en presencia de
catalizadores (Se, Cu), un oxidante peroxido de hidrogeno (H,0,) y sulfato de potasio
K,SO, para aumentar el punto de ebullicion, con el fin de favorecer la oxidacion de la
materia organica. Una vez terminada la digestion, se procedi6 a destilar el material
digerido en medio alcalino, liberando todo el nitrégeno como amoniaco (NHj3), el que se
recolecta cuantitativamente en una alicuota de acido clorhidrico HCI (0,1N) (20-25mL),
11



gue se valora con hidréxido de sodio NaOH (0,1N). Los resultados obtenidos se
cuantificaron como cantidad de mg de nitrégeno total por cada 100 mg de masa seca de
la muestra total.

2.6. Variables evaluadas durante la cosecha

Para evaluar el arribo a la etapa de maduracion se llevd a cabo un procedimiento
analogo al caso de la floracion. En cada réplica se realiz6 un conteo de plantas con
vainas maduras y se anoto la fecha en la que se observaron mas del 50% en esta etapa
de la fase reproductiva (Pastenes y Horton, 1996; MINAG, 2010). En las tres campafas
se calcularon los valores del factor térmico teniendo en cuenta la fecha de la floracion y
maduracion como intervalo para acumular los valores de la temperatura media diaria.
Posteriormente se procedio a cosechar las plantas para evaluar las siguientes variables:

Numero de nudos por planta (NNxP)
Numero de vainas por planta (NVxP)
Longitud de las vainas (LV)

Ancho de las vainas (ANXP)

Altura de las vainas (ALxP)

Numero de semillas por vaina (NSxV)
Masa de las semillas por vainas (MSxV)

Las mediciones se realizaron utilizando una cinta métrica y una balanza técnica KERN,
para un valor maximo de masa de 3000 g y una precisién de 0.1 g. A cada indicador se
le aplic6 una ANOVA unifactorial con una prueba de Tukey para un nivel de significancia
de P<0.05. Se realiz6 un analisis de la calidad de los granos cosechados a partir de las
dimensiones de las mismas (largo, ancho y espesor de la semilla y masa de 100 granos
a 12% de humedad).

Con los valores de las variables en etapa de cosecha obtenidos para las campafas 2014
y 2015, se llevé a cabo un analisis multivariado mediante el método conglomerado. Se
realizd ademas una prueba de Hotelling con nivel corregido de Bonferoni (P<0.05), a
través del programa InfoStat (Version 2008-1), para obtener criterios en la seleccion de la
distancia euclidiana adecuada que permita la cuantificacion y clasificacién de los grupos,
mediante el programa SSPS para Window (version 11.5). El criterio de tolerancia se
establecio a partir de las comparaciones entre accesiones, asi como con respecto a los
datos obtenidos para siembras en época éptima, utilizados como testigo.
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3. RESULTADOS ALCANZADOS
3.1. Etapa de Laboratorio (preliminar)

3.1.1. Germinacién

La figura 1 muestra el comportamiento del porcentaje de germinacion en las 12
accesiones, durante las 192 h de la siembra en condiciones de laboratorio, para el
tratamiento T4.
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Figura 1: Comportamiento de la germinacion en plantas sometidas al tratamiento extremo

55°C durante dos horas (T4), (lineas discontinuas) y plantas control (lineas continuas),
con relacién al tiempo posterior a la siembra en condiciones de laboratorio.

En este tratamiento aplicado como condicion estresante extrema se observa como las
variedades Rayado2258 y la variedad CC25-9R, no presentaron desde las primeras
horas de siembra ninguna respuesta germinativa, lo que significa que son susceptibles al
calor. Sin embargo, accesiones como la P667 expresaron una inmediata respuesta de
resistencia al estrés para luego propiciar un brusco descenso debido a la incidencia
acumulativa de los dos ultimos golpes de calor aplicados en el tratamiento T4.
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También se pudo encontrar que en accesiones como la P790 los valores de la
germinaciéon mostraron una tendencia al incremento con respecto al tiempo, aunque
luego manifestaron un ligero descenso debido a la accion de los golpes de calor
(presentes hasta las 96 horas). El proceso de germinacion requiere intervalos de
temperatura Optimos para cada especie vegetal y para el caso de P. vulgaris este se
encuentra cerca de los 15-20°C, para la media diaria (White, 1985; Led6n, 2012), aunque
puede tolerar valores maximos durante el dia hasta 30°C, los cuales son registrados en
varias regiones productoras de Cuba, en los meses de Octubre a Enero.

La accién directa de los golpes de calor sobre plantulas de este cultivo, con
temperaturas en el intervalo 20-30°C, generalmente no provoca efectos significativos (en
dependencia de la etapa fenoldgica). Al coexistir este proceso con situaciones de
temperaturas en exceso, combinado con periodos de exposicion relativamente altos, y
una débil capacidad de respuesta por parte del genotipo, se afectan diversos
mecanismos que implican la formacion de una planta poco viable, tal y como mostraron
Li y Udomprasert (1993) en mas de 70 accesiones. En la Tabla 5 se observan los
valores de la germinacion para los 4 tratamientos y el control, asi como para las 12
accesiones estudiadas. El andlisis bifactorial mostr6 que hay diferencia significativa con
relacion a la accesion, el tratamiento y en la interaccion entre ambos factores. Por otra
parte la prueba de Tukey mostré diferencias significativas (P<0.05) entre las diferentes
interacciones accesion-tratamiento.

La variedad CC-25 9R y la accesion P889, mostraron diferencias significativas entre
tratamientos T1, T2 y T3 con relacién al control. No obstante, los porcentajes de
germinacion en el caso de T3 (55°C-1h) superaban el 70%, para posteriormente llegar a
perder la casi totalidad de la germinacion en T4 (55°C-2h). Por otro lado, la accesion
P790, fue la de mejores resultados con este tratamiento extremo (Tabla 5).

Tabla 5. Valores del porcentaje de germinacion para cada tratamiento y accesion. Letras
diferentes indican diferencias de acuerdo a la Prueba de Tukey (P<0.05)

Accesion Control T1 T2 T3 T4
Rayado P2258 85.00 abcd 71.67 bcdef | 70.00 cdef | 69.17 cdef 3.33 h
P690 91.67 abcd 90.00 abcd 90.00 abcd | 97.50 abcd | 42.50 efg
P3084 75.00 abcde | 70.00 cdef 73.00 bcdef| 68.00 def 0.00 h
P30L50 100.00 a 100.00 a 100.00 a 99.00 ab | 31.00 fgh
Caujeri2170 100.00 a 100.00 a 100.00 a 100.00 a 18.00 gh
Lewa 98.00 abc 95.00 abcd |100.00 a 99.00 ab 25.00 gh
CC25-9R 95.00 abcd | 100.00 a 92.00 abcd | 99.00 ab 3.00 h
P790 98.00 abcd | 100.00 a 99.00 ab |100.00 a 46.00 efg
P577 99.00 ab 97.00 abcd 98.00 abcd | 95.00 abcd | 21.00 gh
P667 98.00 abcd | 100.00 a 98.00 abcd | 98.00 abcd 5.00 h
P192-1 96.00 abcd 91.00 abcd | 94.00 abcd | 99.00 ab 0.00 h
P889 100.00 a 97.00 abcd 97.00 abcd | 77.00 abcde| 0.00 h

De modo general en el tratamiento T4, se observd una significativa disminucion de este

indicador, llegando a no germinar ninguna semilla en las accesiones P192-1, P889 y

P3084, asi como otras accesiones cuyos valores no mostraron diferencias significativas

con relacion a cero porcentaje de germinacion. Esto podria deberse a que existen
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determinadas rutas metabdlicas que segun Atkin et al., (2002) se modifican bajo los
efectos de un aumento de la temperatura lo que repercute en un incremento del
consumo de las sustancias de reserva en los cotiledones. Ello también puede ser la
causa de la senescencia de las plantulas de unas variedades y la tolerancia de otras, a
partir de las caracteristicas morfo-fisiologicas y composicion bioquimica, propias de cada
una.

El estrés provocado por el golpe de calor sobre el tejido embrionario, pudo haber
provocado pérdidas de semi-permeabilidad, ya que segun lo referido por Azcén-Bieto y
Taldn (2008) se modifico la micro-viscosidad o fluidez de las membranas. Por otra parte,
el estrés provocado tiene otros efectos sobre la actividad de las enzimas que participan
en los procesos germinativos. Con valores inferiores de temperatura (34-37°C) y en
plantas de esparragos Yen et al. (1993) también observé cambios en la sintesis de
proteinas después de someter a estas a golpes de calor de durante intervalos de tiempo
desde 2 hasta 6 horas. En algunas experiencias anteriores se ha encontrado ademas
gue una combinacion de una situacién de estrés térmico (36°C de forma crénica) con un
bajo potencial de agua, provocd una significativa disminucién de la germinacion en
varios cultivos (El-Sharkawi, 1993). En algunos casos la respuesta al estrés se asocia a
determinados genes responsables de participar en respuestas fisioldgicas, que dan lugar
a diferentes vias alternativas para enfrentar situaciones adversas (Hemming et al.,
2012).

3.1.2. Longitud del tallo y la raiz

La Tabla 6 recoge los valores de la longitud del tallo en la segunda semana posterior a la
siembra bajo condiciones de laboratorio.

Tabla 6. Valores de la longitud del tallo (cm) en las plantas correspondientes a cada
tratamiento y accesion. Letras diferentes indican diferencias de acuerdo a la Prueba de
Tukey (P<0.05)

Accesion Control T1 T2 T3 T4
Rayado P2258 3.87 efghij | 2.54  ghijkl | 1.29 ikl 1.19 ikl 0.00 I
P690 6.52 cdef | 2.97 fghijkl | 2.07 hikl | 2.75 ghikl | 0.29 kI
P3084 6.02 cdefg | 2.001  hijkl | 1.80 jkI | 1.17  jkI | 0.00 |
P30L50 8.35 cd 2.75 ghikl | 1.63  jkI | 2.24  hijkl | 0.08 |
Caujeri 2170 8.91 cd 427 efghij | 1.65  jkI | 2.09  hijkl | 0.05 |
Lewa 6.81 cde | 2.82 ghikl | 229 hikl | 2.38  hijkl | 0.00 |
CC-25_9Rojo 3.05 fghijkl | 2.04  hikl | 1.55 jkI | 1.72 K 0.00 |
P790 557 defgh | 2.58 ghikl | 1.93 ikl | 219  hijkl | 0.75  jkI
P577 427 efghij | 213  hikl | 1.82  jk | 1.71 Kk 0.00 |
P667 1634 b | 1769 ab | 2.61 ghijkl | 2.87 ghijkl | 0.10 |
P192-1 7.94 cd 5.48 defghi | 2.09 hijkl | 3.73 efghijk | 0.00 |
P889 21.04 a 17.90 ab 9.49 c 1.35  jkl 0.00 [

Se observé una diferencia marcada entre los tratamientos y una ralentizacion del
crecimiento en el tallo a medida que se aumentan los golpes de calor con respecto al
control, lo que impidi6é la formacion de plantulas consistentes y vigorosas, preparadas
para realizar todas las funciones fisiologicas necesarias durante su desarrollo. Algunas
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accesiones como la P667, P192-1 y la P889 mostraron tolerancia ante los cambios
bruscos de temperatura durante 1 h a 40°C (T1), pero al igual que el resto de las
accesiones, ante las altas temperaturas prolongadas, practicamente no desarroll6 el
tallo, 6érgano fundamental para un buen crecimiento de las plantas. En el caso de la
accesion P790 se evidencié que la planta, a pesar de estar sometida a situaciones de
estrés térmico extremo, llegé a alcanzar hasta 0,75 cm, muy por encima del resto. La
misma no mostrd diferencias significativas entre los tratamientos (mantuvo el valor mas
alto de longitud de tallo respecto al resto de las accesiones). A pesar de que también se
afect6 su desarrollo.

Estos resultados concuerdan con lo planteado por Azcén-Bieto y Talon, (2000), quienes
refieren que la temperatura condiciona la velocidad de las reacciones quimicas
catalizadas enzimaticamente, modifica la estructura y la actividad de las macromoléculas
y determina el estado fisico del agua. Las plantas con una disminucion en su desarrollo
del tallo sufren afectaciones en la formacién del primer par de hojas verdaderas, lo que
trae como consecuencia que la actividad fotosintética que la planta comienza a
desarrollar, se ve seriamente limitada.

El comportamiento de la longitud de la raiz (Tabla 7) result6 similar al obtenido en la
longitud del tallo. En la referida Tabla se puede apreciar una diferencia significativa
segun la prueba de Tukey entre los distintos tratamientos y la disminucion de la longitud
de la raiz en las 12 accesiones. Ademas la diferencia de 1 hora a la misma temperatura
de 40°C (T1y T2), muestra un cambio brusco en la disminucién de la longitud de la raiz,
y en el T4 practicamente no se desarroll6 la misma, donde se vieron afectados algunos
procesos en la planta que son producto de la adsorcion de agua a través de las raices.
Las que presentaron los mayores valores fueron la accesion P30L50 y la variedad
Caujeri2170. Estas a pesar de que muestra significancia, ante el T4, desarrollaron una
raiz pequefa, a diferencia del resto de las accesiones que se mostraron totalmente
indiferentes en su desarrollo radicular.

Tabla 7. Valores de la longitud de la raiz (cm) en las plantas correspondientes a cada
tratamiento y accesion. Letras diferentes indican diferencias de acuerdo a la Prueba de
Tukey (P<0.05)

Accesion Control T1 T2 T3 T4
Rayado P2258 4.94 d 5.12 cd 2.35 de 2.13 de 0.00 f
P690 5.08 d 4.42 d 3.70 de | 4.28 d 0.05 f
P3084 451 d 4.62 d 2.79 de 1.47 e 0.00 f
P30L50 7.02 c 7.70 c 5.53 cd 5.78 cd 0.19 ef
Caujeri 2170 6.34 cd 6.89 cd 451 d 5.53 cd 0.07 f
Lewa 5.95 cd 6.31 cd 4.93 d 571 cd 0.00 f
CC-25_9Rojo 3.73 de 4.08 d 2.75 de | 3.16 de 0.00 f
P790 5.99 cd 5.62 cd 4.50 d 4.39 d 0.00 f
P577 7.20 c 7.11 c 4.70 d 5.80 cd 0.00 f
P667 7.55 c 12.37 b 2.62 de 5.16 cd 0.00 f
P192-1 4.81 d 4.90 d 2.96 de | 4.38 d 0.00 f
P889 12.86 b 33.02 a 9.69 bc 1.20 e 0.00 f
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La longitud de la raiz, de manera analoga a la longitud del tallo, es un indicador que
refleja la capacidad de la planta para poder realizar una mayor absorcion de agua y
nutrientes, indispensables para las etapas fenologicas posteriores a la germinaciéon. En
esta etapa la planta esta en condiciones de suplir sus requerimientos nutricionales por
vias propias y no depende de las sustancias de reserva almacenadas en los cotiledones.
Segun Azcon-Bieto y Talon, (2000), la presencia de condiciones adversas para la raiz
esta muy ligada a los efectos en el resto de los 6rganos, ya que la limitacion del
crecimiento de la primera, induce respuestas especificas en la parte aérea, como la
ralentizacion del crecimiento de las hojas.

Los golpes de calor empleados no solo provocan un efecto térmico en los tejidos
vegetales, sino que ademas reducen el potencial de agua en las placas Petri por un
incremento de la evaporacion durante el tratamiento. Por tal razén, se producen dos
tipos de estrés de forma combinada, que segun experiencias anteriores inhibe de forma
significativa la emergencia radicular y el crecimiento de la plumula (El-Sharkawi, 1993).
El empleo de los golpes de calor usualmente se emplea cuando no se dispone de una
camara de fitotron, que permita controlar todas las variables atmosféricas que incluyen
no solo la temperatura y la humedad, sino también las concentraciones de las
componentes de la atmdésfera que rodea la planta (diéxido de carbono, di-oxigeno, etc.),
asi como la intensidad de la radiacion que incide en las hojas. Por ello se emplean a
pequefias camaras donde se colocan las plantas en sistema de placas petri 0 en
macetas (Morales et al., 2006), dependiendo de las dimensiones de la referida camara.
Ante tal situacion, las diferentes variantes experimentales no pueden someterse al
tratamiento de forma crénica y el proceso debe realizarse por intervalos de tiempo. En
este trabajo se seleccionaron dos valores de temperatura. El primero a 40°C refleja
posibles futuros escenarios reales, donde se han alcanzado temperaturas maximas
cercanas a ese valor en algunas regiones de Cuba, y un segundo valor de 55°C
considerado un limite de tolerancia fisiolégica, teniendo en cuenta que hay plantas que
soportan valores entre 50 y 60°C (Levitt, 1980), aunque a valores de tiempo de 30-60
minutos. El andlisis estadistico de la Tabla 7 muestra que entre los tratamientos T2 y T3
(40°C-2horas y 55°C-1hora, respectivamente), no se aprecian diferencias, las cuales si
se manifiestan en T4 cuando a la misma temperatura de 55°C se aplicé un tiempo de
exposicion de 2 horas.

3.1.3. Masa frescay seca por planta

Los valores de la masa fresca por planta que se recogen en la Tabla 6, evidencian que
la accesion P790 no mostrd diferencias significativas entre tratamientos; es decir, la
aplicacion del golpe de calor (T4) solo disminuyo en un 44.9% con relacion al control. Sin
embargo, para la mayoria de las accesiones este tratamiento impact6 de forma negativa
en el referido indicador, lo que propicié6 valores nulos de la masa fresca. Es decir
aunque se observd una clara emergencia radicular, las plantulas no experimentaron
crecimiento alguno.

La tasa de respiracion se relaciona de manera proporcional con la temperatura
(Schopfer, 1995; Azcén Bieto y Talén, 2000), y representa un proceso degradativo. Los
resultados obtenidos pudieran suponer la accesion P790 pudo mantener su tasa de
respiracion en niveles cercanos al normal. Los indices de biomasa son representativos
de la calidad de una planta y su capacidad de enfrentar las condiciones ambientales en
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las que estara sometida durante las fases posteriores del ciclo de vida. La Tabla 8
muestra para la masa fresca de las 12 accesiones, un comportamiento significativo para
este indicador, sobre todo ante el tratamiento (T4), donde en siete de ellas el valor de la
masa fresca fue nulo.

Tabla 8. Valores de la masa fresca por planta (g) en las variantes experimentales
correspondientes a cada tratamiento y accesion. Letras diferentes indican diferencias de
acuerdo a la Prueba de Tukey (P<0.05)

Accesion Cont T1 T2 T3 T4
Rayado P2258 | 1,160 bcdef | 1,041 bcdefg [0,923 cdefgh [0,806 efghij | 0,000 q
P690 0,720 ghijkl | 0,693 ghijkl {0,588 hijklm |0,790 efghij |0,152 nopq
P3084 0,834 defghij | 0,519 ijklmno {0,475 ijkilmno |0,344 Imnopq | 0,000 q
P30L50 0,851 cdefghi| 0,697 ghijkl {0,678 ghijkl |0,753 fghijk |0,121 opq
Caujeri 2170 0,805 efghij | 0,707  ghijkl |0,465 ijklmnop |0,467 ijkimno |0,066 pq
Lewa 0,705 ghijkl | 0,678 ghijkl {0,569 hijklm |0,629 hijklm | 0,000 q
CC-25_9Rojo 0,623 hijkim | 0,628 hijklm |0,475 ijkimno |0,549 hijkilmn | 0,000 q
P790 0,562 hijkim | 0,529 ijkimn |0,497 ijkimno |0,455 jkimnop | 0,253 mnopq
P577 0,542 hijklmn | 0,454 jkimnop | 0,394 kimnopq | 0,460 ijklmnop | 0,000 q
P667 1,217 abcd | 1,349 ab 0,546 hijklmn 0,575 hijkilm | 0,000 q
P192-1 0,798 efghij | 0,772 fghijk [0,740 ghijkl |0,812 efghij |0,000 q
P889 1,248 abc | 1,578 a 1,179 abcde [0,591 hijkim | 0,000 q

Tabla 9. Valores de la masa seca por planta (g) en las variantes experimentales
correspondientes a cada tratamiento y accesion. Letras diferentes indican diferencias de
acuerdo a la Prueba de Tukey (P<0.05)

Accesion Cont T1 T2 T3 T4
Rayado P2258 |0,3068 a 0,2684 a 0,2986 a 0,2496 ab |0,0000 m
P690 0,1380 cdefghi | 0,1358 cdefghi|0,1384 cdefghi|0,1361 cdefghi|0,0459 jkim
P3084 0,1020 defghij | 0,0957 efghijk |0,0890 ghijkl |0,0741 hijkim [0,0000 m
P30L50 0,1605 cdefg [0,1647 cd |0,1649 cd |0,1523 cdefg |[0,0274 kim
Caujeri 2170 0,1259 cdefghi |0,1264 cdefghi|0,1562 cdefg |0,1341 cdefghi|0,0152 Im
Lewa 0,1400 cdefghi |0,1562 cdefg [0,1410 cdefghi|0,1494 cdefg |0,0000 m
CC-25_9Rojo 0,1525 cdefg |0,1608 cdefg |0,1572 cdefg |0,1531 cdefg |0,0000 m
P790 0,1916 bc |0,1716 cd |0,1634 cdef |0,1736 cd |0,0672 ijkim
P577 0,1539 cdefg |0,1614 cdefg |0,1615 cdefg |0,1611 cdefg |0,0000 m
P667 0,0948 efghijk | 0,0895 efghijk [ 0,1399 cdefghi|0,1361 cdefghi|0,0000 m
P192-1 0,1514 cdefg |0,1466 cdefgh [0,1422 cdefgh [0,1267 cdefghi|0,0000 m
P889 0,131 cdefghi| 0,115 defghij | 0,126 cdefghi | 0,136 cdefghi| 0,000 m

Las accesiones P2258, P30L50, P192-1 y las variedades Lewa y CC-25 9R se
mantuvieron sin diferencias ante los tratamientos T1,T2 y T3 con respecto al control,
pero se vieron afectadas con el tratamiento T4. No sucedio lo mismo con la accesion
P790, que no mostré diferencias significativas ante los tratamientos aplicados y fue la
Unica capaz de dar una respuesta positiva en cuanto a la masa fresca a temperaturas de
55°C durante 2 h (T4). En el caso de la masa seca (Tabla 9) el comportamiento fue
similar, destacando a la propia accesion P790 como la que mayor cantidad de biomasa
posee durante la segunda semana posterior a la siembra, luego de ser sometida a los
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golpes de calor del tratamiento T4. Los datos de la masa seca entre tratamientos se
comportaron de manera similar en la mayoria de las accesiones donde los tratamientos
T1, T2y T3 y no mostraron diferencias significativas entre ellos. Se puede observar
ademas que ante el tratamiento T4, solo una variedad y tres accesiones maostraron
alguna respuesta diferente de la masa con relacion al resto. Estas fueron: P690,
P30L50, Caujeri2170 y P790, siendo esta ultima la del mayor valor.

3.1.4. Analisis general sobre los cinco indicadores estudiados

La Tabla 10 muestra a modo de resumen como se comportd el tratamiento T4 con
respecto al control para las 12 accesiones y para cada uno de los cinco indicadores
morfo-fisiolégicos estudiados. La prueba de Tukey para el tratamiento T4 no mostré
diferencias entre las accesiones; sin embargo para el caso de las accesiones P790,
P30L50, P690 y las variedades Rayado 2258 y Caujeri2170 se aprecia un incremento de
la tolerancia en la fase de germinacién por parte del embrién para su desarrollo, a pesar
del intenso estrés térmico al que se sometid. Los golpes de calor de 55°C durante 2h
pudieron haber provocado un dafio irreversible en la estructura de estas membranas
dando lugar a la senescencia celular. Durante el proceso de germinacién tienen lugar
eventos que comienzan con absorcion de agua por la semilla y culmina con la
elongacion del apice embrionario, tal y como plantea Bewley (1997). Es un proceso de
tres etapas donde la entrada de agua provoca perturbaciones estructurales
(especificamente en las biomembranas), con una pérdida inmediata de solutos y
metabolitos de bajo peso molecular. Aqui, ocurre una transicién de los fosfolipidos de la
membrana, desde la fase de gel que se produce durante la maduracion, hacia un estado
normal de liquido cristalino (Matilla, 2008).

Tabla 10. Valores de los 5 indicadores evaluados en el tratamiento T4, expresados como
porcentaje con respecto al control. Letras diferentes indican diferencias entre
accesiones de acuerdo ala Prueba de Tukey (P<0.05)

Accesion PG LT LR MFxP MSxP
Rayado P2258 3,92 cd 0,00 c 0,00 b 0,00 C 0,00 b
P690 46,36 a 4,45 b 0,98 a 21,09 ab 33,23
P3084 0,00 d 0,00 c 0,00 b 0,00 C 0,00 b
P30L50 31,00 ab 0,92 bc 2,75 a 14,18 abc 17,05 ab
Caujeri 2170 18,00 bcd 0,53 bc 1,07 a 8,25 bc 12,06 ab
Lewa 25,51 abc 0,00 c 0,00 b 0,00 C 0,00 b
CC-25_9Rojo 3,16 cd 0,00 c 0,00 b 0,00 c 0,00 b
P790 46,94 a 13,40 a 0,00 b 45,01 a 35,08 a
P577 21,21 bcd 0,00 c 0,00 b 0,00 C 0,00 b
P667 5,10 bc 0,58 bc 0,00 b 0,00 c 0,00 b
P192-1 0,00 d 0,00 c 0,00 b 0,00 C 0,00 b
P889 0,00 d 0,00 c 0,00 b 0,00 c 000 b

PG: Porcentaje de germinacién, LT: Longitud de las plantas, LR: Longitud de la raiz, MFxP: Masa
fresca por plantay MSxP: Masa seca por planta.

Algunas accesiones pudieron mostrar diferentes niveles de tolerancia a las altas
temperaturas debido a su composicion bioquimica. Por ejemplo, se ha determinado que
el contenido de grasas en semillas de diferentes especie y/o variedad puede incidir
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sobre la cantidad de agua adsorbida en su interior, para un valor fijo de la humedad
relativa o presion de vapor externo (Socorro et al.; 2010). Aunque el frijol comin posee
bajo contenido de grasas con relacidén a otras especies leguminosas, entre los distintos
genotipos pudieran existir algunas diferencias que permitieran variaciones en el
coeficiente de difusién del agua a través de los tejidos, factor que depende a su vez de
la temperatura y refleja la capacidad de absorcion en la fase de germinacion. Aquellas
semillas con un ligero aumento en su contenido de humedad pudieran tener una
pequefia tendencia a soportar el estrés térmico.

Estos resultados evidencian una mayor tolerancia de algunas accesiones como la P790
y P690, en situaciones extremadamente adversas como las utilizadas. Aunque los
valores de temperatura empleados son relativamente altos (55°C), con tiempos de
exposicion relativamente cortos de 1 y 2 h respecto al ciclo circadiano, las plantas
poseen mecanismos alternativos para poder llevar a cabo sus procesos fisiolégicos en
las dos primeras semanas del ciclo de vida.

3.2. Efecto de las altas temperaturas sobre la germinacion, supervivencia,
crecimiento y floracion en condiciones de campo

3.2.1. Porcentaje de supervivencia
El empleo de la ecuacion (1) permitid calcular los tres valores del factor térmico
correspondientes al intervalo de tiempo desde el dia de la siembra hasta el dia 11,

cuando concluye la etapa de formacion de las hojas primarias.

Tabla 11. Valores de los porcentajes de supervivencia en las accesiones estudiadas.

Accesion 2013 2014 2015
PS (%) PS (%) PS (%)
Caujeri2170 936 e 66.0 ab 27.3 ab
Rayado2258 829 | 64.7 ab 48.7 ab
pP882 91.0 g 75.7 ab 38.0 ab
Lewa 97.6 a 57.3 ab 21.0 b
P30L50 96.2 b 51.7 b 35.7 ab
P871 913 g 69.7 ab 41.0 ab
P1185 88.4 i 75.7 ab 52.0 a
P646 911 ¢ 69.3 ab 37.0 ab
P667 86.2 k 73.3 ab 21.7 b
CC25-9R 91.8 fg 66.7 ab 43.0 ab
CC25-9N 947 «cd 64.0 ab 41.7 ab
P662 924 f 67.0 ab 34.3 ab
P657 951 ¢ 73.7 ab -
P192-1 87.3 | - 38.7 ab
P790 944 d - 21.0 b
P889 90.0 h - -
P248-1 89.6 h - -
P577 94.9 cd - -
CC25-9B - 57.7 ab 43.7 ab
Giiira 8989 - 67.3 ab 447 ab
Triunfo70 - 65.0 ab 41.3 ab
P3084 - 53.7 ab 32.0 ab
Rubi - 64.0 ab 35.0 ab
P 690 - - 39.7 ab

(-) Representa accesiones no estudiadas en determinada campafia, mientras que letras diferentes
muestran diferencias entre accesiones dentro de cada campafia segun la prueba de Tukey (P<0.05).
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Se observd que para los afios 2013, 2014 y 2015 estos valores se correspondian a
129.4; 141.1 y 153.2°C, respectivamente (un aumento progresivo con respecto al afo).
Para las primeras 12 accesiones de la Tabla 11 (repetidas en las tres campafas), se
observo una relacion inversamente proporcional entre el porcentaje de supervivenciay el
factor térmico.
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Figura 2. Valores del porcentaje de supervivencia y ajuste por medio de la ecuacién (2) en
las 12 accesiones que repitieron en las tres campanas.

Las experiencias en el periodo poco lluvioso y con temperaturas inferiores a 25°C para
la media diaria, que corresponde a la fecha 6ptima para esta especie (Ledn, 2012), han
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demostrado que con semillas a 100% de germinacion, se obtienen porcentajes de
supervivencia de 100%. Por tanto, suponiendo que en el dia inicial y los 11 dias
siguientes, la temperatura estuvo a 25°C (10°C por encima del valor base), el factor
térmico (F1) seria de 120°C. Al seguir este razonamiento y a partir de una simulacion
matematica de una dependencia sigmoidea (ecuacion 2), de las primeras 12 accesiones
de las Tabla 11 (desde la Caujeri2170 hasta la P662), se observa una clara disminucion
del numero de plantas germinadas con relacion al factor térmico, calculado sobre la
suma de las temperaturas medias durante los primeros 11 dias posteriores a la siembra

(Fig. 2).

Los datos del ajuste por (2) se presentan en la Tabla 12. A través del coeficiente r? se
muestran altos valores de la bondad de ajuste, que a excepcion del cultivar Rayado2258
(0.80), todos estuvieron por encima de 0.9.

En el caso de las accesiones P1185, P882 y la variedad Rayado 2258, se obtuvieron los
mayores valores de Frso: 152.4, 149.5 y 149.4°C, respectivamente, lo cual indica que
fueron las que ante incrementos de la temperatura por encima de la Optima, pudieron
mostrar un mayor grado de tolerancia a sobrevivir durante los primeros dias posteriores
a la siembra. Estos valores reflejan que durante 12 dias, aun con valores acumulados de
una temperatura promedio diaria de 27.7°C, accesiones como la P1185 pueden producir
el 50% de las plantas sembradas con un 100% de germinacion inicial. Esto indica que
esta accesion seria capaz de tolerar un ambiente de 2.7°C por encima de la Optima,
antes de perder el 50% de la germinacion bajo condiciones de campo, mientras que la
Caujeri2170 lo pierde con solo 2.0°C.

Tabla 12. Valores de los coeficientes de ajuste de los valores del porcentaje de

supervivencia por medio del modelo sigmoideo.
Accesion bs (10°) | ks(°Ch | FTs (°C) r’

Caujeri 2170 1.30 0.1420 144.1 0.966
Rayado2258 8.10 0.1247 149.4 0.807
P882 4.00 0.1293 149.5 0.996
Lewa 1.29 0.1417 144.5 0.997
P30L50 6.92 0.1292 145.4 0.907
P871 0.92 0.1395 149.1 0.968
P1185 0.86 0.1370 152.4 0.901
P646 1.03 0.1395 148.3 0.985
P667 1.27 0.1402 146.1 0.971
CC25-9R 0.80 0.1407 148.9 0.932
CC25-9N 131 0.1378 148.4 0.933
P662 1.15 0.1396 147.5 0.988

Experimentos realizados en especies modelos (como la Arabidopsis thaliana) han
encontrado que las altas temperaturas reducen el porcentaje de germinacion (termo-
inhibicién). Esto se explica por los efectos de este tipo de estrés sobre el control que
ejercen los reguladores del crecimiento como el acido abscisico (ABA) y las giberelinas
(GAs) (Toh et al.,, 2008). Esta especie posee una alta resistencia a los cambios de
temperatura, de modo que se han identificado algunos mecanismos moleculares que
intervienen en lo que se conoce como termo-tolerancia (Larkindale y Vierling, 2008).
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3.2.2. Altura de las plantas

Los valores de las alturas de las plantas evaluados durante la etapa de crecimiento para

las campafas 2013 y 2014, se muestran en las figuras 3 y 4.

Altura (cm)

Figura 3. Valores de la altura de las plantas y ajuste por modelo logistico en las 18

accesiones utilizadas en la camparia 2013.
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En todos los casos se aprecia un comportamiento sigmoideo de acuerdo a la expresién
(4)(linea discontinua), donde se alcanza el valor de la altura maxima inferior al caso de la
altura alcanzada en la época Optima (linea de puntos).
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Figura 4. Valores de la altura de las plantas y ajuste por modelo logistico en las 18
accesiones utilizadas en la campafia 2014.
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Los valores del ajuste matematico por medio de la referida ecuacion (Tabla 13) muestran
gue en ambas campanias, la variedad Rayado2258 fue la que mostré6 una mayor rapidez
en alcanzar el instante de tiempo tso, donde las plantas llegan a la mitad de la altura
maxima a alcanzar durante el crecimiento.

Tabla 13. Valores de los coeficientes de ajuste de la curva altura respecto a tiempo, por
medio del modelo logistico (4) (camparfias 2013-2014).

2013 2014

Kn tso Fr(tso) | hwmax hop Variedad/ Kn tso Fr(tso) hmax hop

Accesion (dia™) | (dia) (°C) (cm) | (cm) | Accesibn (dia™) | (dia) (°C) (cm) | (cm)
Caujeri2170 0.095 40.0 456.9 | 109.1 | 127.7 | Caujeri2170 0.112 | 416 474.6 84.2 | 127.7
P248-1 0.164 | 28.8 | 3253 | 68.7 75 Rubi 0.119 | 37.3 4245 | 60.8 | 605
Rayado2258 | 0.163 | 27.7 | 312.0 | 72.3 | 79.11 | Rayado2258 | 0.134 | 33.3 377.6 64.9 | 79.11
P192-1 0.164 | 288 | 3253 | 68.7 | 72.1 | Guira89 0.120 | 40.9 467.1 711 | 718
P657 0.146 | 30.8 | 3483 | 77.6 | 80.9 | P657 0.143 | 42.9 490.1 75.7 | 80.9
P790 0.157 | 27.8 | 313.8 | 65.2 | 72.78 | P3084 0.168 | 44.6 509.8 58.1 | 90.4
P889 0.148 | 31.0 | 3515 | 83.1 | 88.67 | CC25-9B 0.167 | 43.8 501.4 | 107.3 | 109.2
P882 0.127 34.0 386.3 96.4 | 104.4 | P882 0.123 | 41.9 478.2 | 100.3 | 104.4
Lewa 0.170 29.9 337.6 83.1 | 94.11 | Lewa 0.165 | 45.0 515.2 914 | 9411
P30L50 0.147 | 304 | 3434 | 82.8 | 91.67 | P30L50 0.127 | 38.2 435.2 83.5 | 91.67
P871 0.157 31.0 350.7 82.5 98.1 | P871 0.139 | 431 492.4 93.3 98.1

P662 0.146 | 30.8 | 348.9 | 78.0 90 P662 0.139 | 43.2 494.3 89.1 90

P1185 0.154 29.8 336.6 74.3 91 P1185 0.143 | 423 483.5 88.6 91

P646 0.114 34.1 387.1 85.8 93 P646 0.122 | 424 484.5 89.1 93
P667 0.159 30.5 344.6 83.1 | 95.17 | P667 0.117 | 41.9 478.5 85.2 | 95.17
CC25-9R 0.147 33.2 376.3 85.5 | 101.5 | CC25-9R 0.148 | 41.4 472.9 90.1 | 1015

CC25-9N 0.145 | 345 | 3923 | 86.8 95 CC25-9N 0.225 | 43.8 500.6 | 93.8 95
P577 0.169 | 29.0 | 328.1 | 764 | 83.4 | Triunfo70 0.144 | 38.0 | 433.2 82.7 | 83.2

En el caso del factor térmico evaluado en la campafia 2014, se aprecian mayores
valores causados por el hecho de que en los primeros 45 dias del ciclo del cultivo, la
temperatura media diaria en ese afio mostré valores por encima de lo registrado en el
2013. Por tal razén, los indicadores tso para las accesiones estudiadas en 2014, que
representan repeticiones con respecto al experimento en 2013, resultaron ser
superiores. Ello incluye al cultivar Rayado2258 con t50=27.7 y 33.3 dias en los afios
2013 y 2014 respectivamente.

3.2.3. Tasa de crecimiento

Los datos correspondientes a la tasa de crecimiento absoluta (TAC) y relativa (TRC)
evaluados en la campafa 2014, se muestran en la Tabla 14. Aunque las diferencias
entre algunos grupos de accesiones se manifestaron de forma significativa, solo la
accesion P3084 mostré un mayor incremento de masa seca por dia durante la fase
vegetativa. Por otra parte en la Figura 5 se muestran los valores de las magnitudes TAC
y TCR, con relacion al factor térmico calculado hasta la fecha tsg, cuando las plantas
alcanzan la mitad de su altura final.

Aungue el valor de tso (diferente para cada accesion) representa un instante de tiempo,
el factor térmico calculado desde la siembra hasta esa fecha, tiene en cuenta toda la
incidencia del estrés térmico en la planta (Vidal, 2006). Aqui tiene lugar un incremento
de la tasa de respiracion debido al incremento de la temperatura (Azcon-Bieto y Talon,
2008), por lo que cabe esperar una disminucion de la tasa de crecimiento evaluada
dentro del intervalo de tiempo en que se calcula el factor térmico.
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Tabla 14. Valores de las tasas de crecimiento absoluta (TAC) y relativa (TRC) en las 18
accesiones de P. vulgaris utilizadas durante la campafa 2014 en la etapa previa a la
floracion.

TAC TRC
Accesion (g-dia®) (g-g-dia™)
Caujeri2170 0.144 ab 0.128 b
Rubi 0.100 b 0.080 c
Rayado2258 0.090 b 0.090 c
Guira89 0.136 ab 0.105 b
P657 0.183 ab 0.147 ab
P3084 0.208 a 0.211 a
CC25-9B 0.119 ab 0.124 b
P882 0.154 ab 0.119 b
Lewa 0.134 ab 0.131 ab
P30L50 0.123 ab 0.123 b
P871 0.156 ab 0.140 ab
P662 0.134 ab 0.124 b
P1185 0.173 ab 0.134 b
P646 0.108 b 0.119 b
P667 0.165 ab 0.130 b
CC25-9R 0.110 ab 0.122 b
CC25-9N 0.106 ab 0.134 b
Triunfo70 0.162 ab 0.137 ab
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Figura 5. Andlisis de correlacién entre las tasas de crecimiento absoluta (TAC) y relativa
(TRC) con relacién al factor térmico calculado en el instante ts, cuando las plantas
alcanzan la mitad de su altura maxima.
TAC: r=0.442, (P<0.05) (no significativo); TRC: r=0.565, (P<0.05) (significativo)

La correlacion significativa (con parametro de regresion positivo) observada entre la TRC
y el factor térmico en tso (Figura 5), muestra como las plantas que disminuyen la cinética
de produccién de biomasa (menor valor de TRC), debido a un proceso de degradacion
como el respiratorio, responden al estrés mediante un incremento de la velocidad de
crecimiento en cuanto a longitud de los érganos (menor valor de tso) y no de masa seca.
Para el caso de la tasa de crecimiento absoluta (TAC), la correlacion con respecto al
factor térmico en tsp resultdé ser no significativa, aunque si mostro cierta tendencia al
aumento de una variable respecto al incremento de la otra. Ello pude estar dado por el
hecho de que matematicamente los valores de TAC, tienden a poseer una mayor
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dispersiéon de los datos respecto a los obtenidos para TRC, este Ultimo con una
expresion logaritmica en la ecuacion (7).

A pesar de gue se observé como las alturas maximas son inferiores al caso de la
siembra en época Optima, se encontré que la razén entre estas magnitudes no esta
correlacionada con el factor térmico, aunque se aprecia cierta tendencia a disminuir. Sin
embargo al analizar el factor térmico para cada accesion en el instante en que cada una
arribé al instante tsp, aquellas accesiones que alcanzaron este momento con mayor
rapidez como el Rayado2258, mostraron los menores valores de la tasa relativa de
crecimiento (Tabla 13). Ello indica que ante la situacion de estrés causado por altas
temperaturas, mostré diferentes respuestas en las accesiones. En aquellas donde se
alcanzaron mayores alturas y se llegé a la mitad de la altura maxima en menor tiempo,
se aprecié una menor produccién de masa seca, dando lugar a una menor tasa de
crecimiento relativa.

Se puede considerar que la temperatura incidié de forma diferente sobre los indicadores
de crecimiento y sobre las accesiones. Se observd una tendencia al retardo del
crecimiento en cuanto a la longitud de los tallos de las plantas, y en los casos de algunas
como Rayado2258, (arrib6 a la mitad de la altura méaxima antes que el resto), el
incremento de masa seca fue uno de los mas bajos de acuerdo al coeficiente TRC.
Parece indicar que la incidencia de un mayor valor de temperatura en el aire, provoca
gue las plantas retarden su crecimiento como respuesta al estrés ambiental y cada
genotipo responde de forma distinta.

Los mecanismos fisioldgicos que intervienen en el crecimiento del tallo no son los
mismos que tienen lugar en la formacién de masa seca, si se tiene en cuenta ademas
gue ante una exposicion de las plantas a temperaturas extremas (valores maximos
diarios mayores que 30°C), la tasa de respiracion aumenta.
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Figura 6. Andlisis de correlacion entre las tasas de crecimiento relativa (TRC) y la
constante ks. Significativo P<0.05, r=0.706, R?=0.499.

La Figura 6 muestra la relacién entre la tasa de crecimiento relativa y la constante ks. De

acuerdo al analisis realizado, se obtuvo que la correlacion lineal entre estas magnitudes

es significativa. Ello indica que bajo situaciones de estrés térmico existe correspondencia

inversa entre la respuesta germinativa de la plantula, durante los primeros 12 dias

(cuando se nutre a partir de los cotiledones) y la capacidad de las plantas a crecer
27



mediante la incorporacion de masa seca por medio de la fotosintesis y la nutricion
mineral desde el suelo. De esta manera se puede plantear que las plantas con un mayor
valor de ks, (las que contienen una mayor susceptibilidad a disminuir su porcentaje de
supervivencia por efecto de la temperatura), fueron las que mostraron los mayores
valores de la tasa de crecimiento relativo. Esto se puede explicar dado el hecho de que
las plantas que son afectadas bajo situaciones de prolongado estrés, pueden utilizar
esos estimulos para potenciar los procesos fisiol6gicos en etapas posteriores.

3.2.4. Fechas de arribo a la floracién

La Tabla 15 muestra los valores de los dias cuando las plantas arribaron a la etapa de
floracion en las tres campafas. Se observdé que las plantas correspondientes a la
siembra de la campafia 2013, mostraron mayor diferencia en cuanto a la retencion de
flores debido a la accion de temperaturas por encima de la 6ptima. Se muestra la
incidencia del factor térmico durante la etapa de floracion, con un retardo en el arribo a la
misma en la mayoria de las accesiones con respecto a los afios. Segun el instructivo
técnico para P. vulgaris, la floracién debe tener lugar aproximadamente entre los 32 y 38
dias posteriores a la siembra (IICA, 2011) y las Unicas accesiones que se acercaron a
este intervalo fueron la P790, P248-1, P871y la P667.

Tabla 15. Valores de las fechas de arribo a la etapa de la floracién (ff) de cada una de las
variedades y accesiones, el promedio de estas por cada campafia y la temperatura
promedio para el intervalo desde la siembra hasta 32 dias (fecha en la que concluye la
etapa de prefloracion) (IICA, 2011). Se muestran ademas los valores del factor térmico
correspondiente al valor ff en cada una.

2013 2014 2015
Accesion ff F+(f) ff F+(f) ff F+(f)
(di) (c) | (dia)  (C) | (dia) (°C)
Caujeri2170 42 481.7 47 563.6 54 674.7
Rayado2258 43 491.7 NF 55 686.6
P882 42 481.7 47 563.6 57 711.6
Lewa 46 529.7 50 601.6 57 711.6
P30L50 63 725.1 NF NF
pP871 39 447.2 47 563.6 53 662.8
P1185 42 481.7 47 563.6 57 711.6
P646 42 481.7 47 563.6 55 686.6
P667 39 447.2 47 563.6 57 711.6
CC25-9R 63 725.1 NF NF
CC25-9N 46 529.7 53 639.2 57 711.6
P662 42 481.7 50 601.6 57 711.6
P657 42 481.7 47 563.6
P192-1 43 491.7 NF
P790 32 359.3 57 711.6
P889 39 447.2
pP248-1 36 408.3
P577 39 447.2
CC25-9B 50 601.6 57 711.6
Gira 89 50 601.6 53 662.8
Triunfo70 47 563.6 57 711.6
P3084 50 601.6 57 711.6
Rubi 50 601.6 57 711.6
P 690 57 711.6
Promedio (dias) 43.3+£1.8 48.61£0.5 56.1+0.4

Temperatura media 0-32 dias 26.2+0.2 27.0+£0.2 27.4+0.2

NF: Variedades y /o accesiones cuyas plantas no arribaron a la etapa de floracion.
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Los experimentos mostraron ademas que debido a los incrementos de la temperatura
en el 2015 con respecto al 2013, las fechas de arribo a la floracion se extendieron hasta
los 57 dias. La propia accesion P790, que bajo condiciones de laboratorio tolerd golpes
de calor excesivos, florecio en tiempo durante la campafa del 2013, con respecto al
resto de las accesiones, aunque para el 2015 se extendié su fecha de floracion hasta el
dia 57. Dentro de las accesiones evaluadas en los tres afos, fué la P871, la que se
comportd con una fecha de arribo a esta etapa mas tempana con relacién al resto. En
cambio, se encontraron algunas que si se retrasaron significativamente en su llegada a
la etapa de floracion, como es el caso de la P30L50 en la campafia 2013 y su total
ausencia de flores en las campafas 2014 y 2015 cuando las temperaturas medias
diarias fueron aun mayores (Figura 7 y ANEXO I). De forma general, la tendencia al
aumento en el promedio de los dias de arribo a la floracion, esta en relacién con las
temperaturas medias registradas en los tres afios, promediadas desde la fecha de
siembra hasta los 32 dias posteriores, fecha cuando concluye la etapa de prefloracién
(ICA, 2011)(primera etapa correspondiente a la fase reproductiva del cultivo) (Tabla 15).
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Figura 7. Valores de los incrementos de temperatura media diaria (promediados cada 10
dias), en los afios 2014 y 2015, con respecto al 2013.

Estos altos valores de temperatura acumulada incidieron en una respuesta sensible que
muestran estas accesiones ante el estrés por altas temperaturas. Ello repercutié en la
transpiracion y en la temperatura de la hoja, pues para ambas variables se debe
registrar una relacién significativa entre el tipo de hoja y cultivar de frijol. La tolerancia de
cada una de las accesiones durante el crecimiento y el periodo anterior a la floracion,
pudo incidir en los efectos de retardo en la formacion de las flores.

Omae et al. (2012) mostraron evidencias experimentales de que una de las causas
fundamentales de las afectaciones de las altas temperaturas, sobre el cultivo del frijol
comun en la etapa reproductiva, se debe a un déficit del contenido de agua en las hojas.
Independientemente de que los experimentos fueran realizados en época de lluvia, los
altos valores de temperatura y radiacion solar, tipicos de verano, inciden en una elevada
tasa de transpiracion. Sin embargo, cada variedad y/o accesion puede controlar la
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transpiracion mediante mecanismos como el embolismo xilemético, el cual afecta la
elevacion de la columna de savia hacia la zona superior de la planta y su manifestacion
depende de las caracteristicas morfologicas intrinsecas de este tipo de tejido conductor,
para cada accesion (Socorro, 2009).

3.3. Efecto de las altas temperaturas sobre la incidencia de plagas

Los resultados de las incidencias se muestran en la Tabla 16. El andlisis bifactorial
mostré diferencias muy significativas en el coeficiente P; (porcentaje de incidencia) con
respecto a las plagas y a la combinacion plaga-afio. Sin embargo en relacion al afio no
se encontro diferencia significativa. Se observaron los mayores valores de la incidencia
de plagas para la mosca blanca (Bemisia sp), en la campafa del 2014, donde se lleg6 a
un 82% de presencia de acuerdo a al numero total de observaciones. Al analizar los
efectos del factor accesidn, sobre cada tipo de plaga promediando ambos afios, no se
obtuvo diferencia significativa, al igual que al promediar las incidencias de las mismas y
analizar cada afo por separado utilizando a la accesion como factor. Los resultados
obtenidos demuestran que bajo estas condiciones de siembra fuera de temporada,
existen plagas que inciden con mayor frecuencia que otras, sin embargo, ello no
dependio de la accesion.

Cabe sefalar que, aunque se registraron mayores valores de temperaturas (media
diaria) en la camparfa del 2014 respecto a la del 2013 (Ver ANEXO 1), existen ejemplos
como E. fabae y L. trifolii donde no se encontraron diferencias significativas entre afios.

Tabla 16. Andlisis de comparacién de las medias del porcentaje de incidencia (P;) con
respecto al afio y a la plaga.

Orden Familia Nombre Nombre Cientifico Aino  Pi(%) Sig
Comun
Coleoptera Crisomelidae Crisomélidos Diabrotica balteata (Le Conte) 2013 53 b
Andrectur ruficornis (Oliv.) 2014 29 C
Hemiptera Aleyrodidae = Mosca blanca Bemisia sp 2013 9 d
2014 82 a
Hemiptera Cicadellidae Salta hojas del = Empoasca fabae (Roosy 2013 26 c
frijol Moore) 2014 38 C
Diptera Agromycidae Minador comun  Liriomyza trifolii (Burgess) 2013 11 d
2014 9 d
Hemiptera Coreidae Chinche No identificada 2013 12 d
2014 3 e
Hemiptera Fulgoridae Salta hoja del Peregrinus maidis 2013 13 d
maiz 2014 0 e

En época de lluvia (temporada donde se realizo el estudio), la mayoria de estos agentes
fitopatbgenos poseen las condiciones para aumentar el nimero de sus poblaciones,
aunque con igual grado de variabilidad de las especies. La deteccion de estas plagas
tuvo lugar tanto en las primeras etapas de la fase vegetativa como en la fase
reproductiva. En este caso la variable cantidad de lluvia seria un factor mas sensible con
relacion a la temperatura, teniendo los valores relativamente altos que se presentan en
los meses de julio y agosto. Por otra parte, se destaca la presencia de P. maidis (salta
hojas del maiz), el cual es una plaga que habitualmente no ataca al cultivo del frijol en
una siembra bajo condiciones de época Optima (octubre-febrero).
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La Tabla 17 muestra una comparacion del comportamiento de la cantidad de lluvia
durante los primeros 60 dias posteriores a la siembra, en los afios 2013 y 2014.

Tabla 17. Cantidad de lluvia caida (mm) en las campafias 2013 y 2014, considerados en
intervalos de 10 dias y durante un total de 60 dias.

2013 2014
Fechas (60 dias) 28/Jun - 26 /Ago 03/Jul - 31/Ago
Dias 1-10 (mm) 78.9 101.3
Dias 11-20 (mm) 135.3 45.8
Dias 21-30 (mm) 67.6 30.5
Dias 31-40 (mm) 7.4 155.8
Dias 41-50 (mm) 74.6 38.2
Dias 51-60 (mm) 67.4 66.8
Suma Total (mm) 431.2 438.4
Media diaria (mm) 7.2t1.6 73%1.6

3.4. Efecto de las altas temperaturas sobre el crecimiento de cepas de Rhizobium
in vitro

La Tabla 18 muestra los valores de los diametros de las colonias de las cepas de
Rhizobium crecidas a diferentes temperaturas. Se utilizO como patron el valor de
temperatura 30°C, por encontrarse el intervalo 6ptimo de crecimiento (28 y 32°C), para
este grupo de microorganismos (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Tabla 18. Didmetro de las colonias de cepas de Rhizobium crecidas a diferentes
temperaturas y el correspondiente andlisis de comparaciéon de medias.

20°C 30°C 40°C
Diametro Sig Diametro Sig Diametro Sig
Cepa (cm) (P<0.05) (cm) (P<0.05) (cm) (P<0.05)

R1 0.275 f 1.45 bcd 0 d
R2 0.575 bcdef 1.28 cdef 0.375 abcd
R3 0.650 bcdef 1.33 cde 0.350 abcd
R5 0.275 f 0.43 g 0.425 abcd
R6 0.650 bcdef 0.85 defg 0.425 abcd
R7 0.575 bcdef 0.95 defg 0.500 abcd
R8 0.575 bcdef 1.15 defg 0.725 ab
R9 0.725 bcde 1.15 defg 0.800 a
R10 0.725 bcde 1.55 bcd 0.600 abcd
R11 0.350 ef 0.60 efg 0.775 a
R12 1.325 a 1.60 bcd 0.675 abc
R13 0.425 cdef 0.45 fg 0.425 abcd
R14 0.375 def 0.93 defg 0.450 abcd
R16 0.750 bcd 2.05 abc 0.100 bcd
R17 0.800 bc 2.18 ab 0.300 abcd
R18 0.425 cdef 2.60 a 0.550 abcd
R19 0.900 b 1.30 cde 0.050 cd

A los 30°C de temperatura los caracteres culturales de todas las cepas fueron los
siguientes: forma circular, elevacion convexa, consistencia mucosa, bordes enteros y
color beige. Estos coinciden con los que se describen para el grupo de Rhizobium
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(Lugtenberg y Kamilova, 2009). Se puede apreciar ademas, que la mayor parte de las
cepas presentan crecimiento rapido o moderado, destacandose solamente la R5, la R11
y la R13 por el menor didmetro en sus colonias después de 48 horas de incubacion.

Cabe sefalar ademas que la cepa R18 asociada a P. vulgaris, mostré el mayor diametro
de crecimiento a temperaturas de 30°C, mientras que en el caso de 40°C, no presento
diferencias significativas con las cepas que alcanzaron los mayores valores a esa
temperatura (R9 y la R11).

En la literatura se describe que las especies de Rhizobium tienen distintas velocidades
de crecimiento. Inclusive, una misma especie puede mostrar diferencias en las cepas
gue agrupa (Zakhia y Lajudie, 2001). Es importante iniciar el estudio con cepas de
crecimiento rapido teniendo en cuenta otras investigaciones donde microorganismos de
este grupo con esta caracteristica, resultaron tolerantes a factores abibticos extremos,
incluyendo salinidad, temperatura, acidez, alcalinidad, presencia de antibidticos y
metales pesados (Maéatallah et al., 2002).

Al disminuir o aumentar la temperatura se observé una afectacion en la velocidad de
crecimiento en los microorganismos en estudio (Tabla 18). A los 20°C, por ejemplo, se
aprecia una disminucion del diametro de las colonias, que puede relacionarse con una
menor velocidad de crecimiento por la ralentizacion de las reacciones metabdlicas
(Madigan et al., 2012). Para los 40°C, en muchos de los casos la colonia presenté un
diametro menor al observado con la temperatura anterior, lo que puede relacionarse con
el efecto negativo que producen las altas temperaturas sobre el funcionamiento de las
enzimas y por ende, sobre el metabolismo del microorganismo (Nelson y Cox, 2004).

A los 40°C se modific6 ademas la morfologia de las colonias, al transformarse la
elevacion de convexa a plana y la consistencia de mucosa a seca. Este cambio
morfolégico podria asociarse a la modificacibn o la pérdida de la capacidad de
produccion y/o liberacién de exopolisacaridos (EPS). Los polisacéridos secretados por
las cepas de Rhizobium intervienen, de conjunto con los factores de nodulacion, en el
reconocimiento de la planta, su adherencia a los pelos radicales y su interaccion con el
microorganismo. Las cepas mutantes con deficiencias en la formacion de este tipo de
compuesto, no pueden llevar a cabo una infeccion eficiente, afectando inclusive el
proceso de fijacion bioldgica de nitrdgeno por parte del microorganismo. Los EPS
pueden ademas, constituir un mecanismo de proteccion para la célula bacteriana ante
condiciones ambientales adversas (Soto et al., 2006). Se describe también la relacién
entre su presencia y la tolerancia de Rhizobium a condiciones de estrés (Kober et al.,
2004).

Los EPS forman parte de las biopeliculas que constituye, segun varios investigadores,
una estrategia de vida de los microorganismos que garantiza su supervivencia y brinda
resistencia ante condiciones ambientales adversas. Ramirez-Mata et al. (2014) incluyen
a especies del grupo de Rhizobium dentro de las bacterias que forman biopeliculas. El
incremento de la temperatura pudo también provocar afectaciones serias en dichas
estructuras, lo que puede haber condicionado las modificaciones en la morfologia de las
colonias. No se observé crecimiento bacteriano a los 55°C, donde también se mostro un
dafo elevado en el medio de cultivo con un rapido agotamiento de éste y modificaciones
en su coloracion.
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Si se observa el porcentaje que representa el diametro de la colonia al crecer los
microorganismos a los 20 y 40°C, con respecto a su crecimiento a los 30°C (Tabla 18)
se puede apreciar que las cepas R5, R7, R8, R9, R11 y R13 sobresalen al mantener
valores superiores al 50% en ambas condiciones de temperatura. Ello sugiere la
presencia en estos microorganismos de atributos metabdlicos favorables para resistir las
modificaciones de este factor abidtico, tanto si se incrementa como si disminuye. El
comportamiento tolerante de las cepas R9y R11 a 40°C, puede estar determinado por el
hecho de que son cepas asociadas a V. radiata, una especie que tiene como periodo de
siembra Optimo los meses de marzo-agosto y de forma general puede cultivarse todo el
afio bajo un ambiente relativamente calido (Fernandez et al., 2014).

En otras investigaciones también pocas cepas de Rhizobium mostraron tolerancia a
condiciones de estrés. Por ejemplo, Chen et al. (2002) encontraron solamente cinco
microorganismos que crecian a 40°C de un total de 20 cepas de este grupo bacteriano.
De ellas, dos lo hacian de forma moderada. Existen investigaciones que demuestran que
las altas temperaturas pueden afectar la nodulacion y la FBN, situando el rango limite
entre 32 'y 47°C, con un comportamiento que varia entre especies de Rhizobium y cepas
(Chueire et al., 2000; Chen et al., 2002). El dafio que las altas temperaturas producen al
microorganismo se asocia con modificaciones fisiolégicas y genéticas que también
afectan la interaccion del microorganismo con la planta (Hungria y Vargas, 2000).
Teniendo en cuenta la contribucién que realiza la FBN de cepas de Rhizobium a las
leguminosas (Chueire et al., 2000) y su papel en la estimulacion del crecimiento de este
tipo de cultivos (Lugtenberg y Kamilova, 2009) seria conveniente realizar otras
investigaciones donde se evalle el comportamiento de las cepas que mostraron los
mejores resultados de tolerancia en interaccion con la planta.

3.5. Efecto de las altas temperaturas sobre el contenido de nitr6geno en la planta

La Tabla 19 muestra los valores de la cantidad de Nitrdgeno total en las muestras
correspondientes a las 20 accesiones analizadas. Aunque la prueba estadistica se
encuentra en el limite de sensibilidad al margen de variabilidad, se observa que las
accesiones P30L50, P3084 y la variedad Rayado2258 mostraron una tendencia a los
mayores valores.

Tabla 19. Contenido de Nitrégeno Total en las 20 accesiones analizadas durante la
campafa del 2015.

mg N-10? mg™ masa mg N-10° mg™ masa

Accesion seca Sig. Accesion seca Sig.
Caujeri2170 3,64 abcde |P871 3,80 abcde
P3084 4,08 ab Rubi 3,66 abcde
Rayado2258 3,99 abc P1185 3,43 cde
P192-1 4,01 abc P646 3,83 abcd
CC25-9B 3,55 bcde |P667 3,17 e
P690 3,52 bcde |CC25-9R 3,20 de
Triunfo70 3,94 abc CC25-9N 3,54 bcde
P882 3,97 abc Guira89 3,77 abcde
Lewa 3,38 cde P790 3,50 bcde
P30L50 4,25 a P662 3,46 bcde
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A pesar de que la cantidad de nitrégeno presente en las plantas de cada una de las
accesiones dependen del genotipo, estas comparaciones pueden estimar determinado
grado de tolerancia ante situaciones de estrés térmico. Por ejemplo, la variedad
Rayado2258, que mostro ser tolerante a la sequia segun Cabrera et al., (2009; 2014), en
este resultado se obtuvo que fue una de las de mayor contenido de nitrégeno en sus
tejidos. Ello significa que independientemente del estrés térmico, la planta es capaz de
continuar con su desarrollo vegetativo y las diferentes funciones metabdlicas.

En situaciones de estrés hidrico o térmico las plantas de metabolismo C3 como el frijol,
deben cerrar sus estomas para evitar las pérdidas por transpiracion (Azcon-Bieto y
Taldn, 2008). Sin embargo existen mecanismos como el embolismo xilemético o ruptura
de la continuidad de la columna de savia que se eleva por el xilema, que da lugar a la
posibilidad de que la planta pueda intercambiar gases por los estomas, al tiempo que la
conductancia hidraulica decae a cero. Ello aunque representa una ventaja adaptativa
para resistir el estrés térmico, impide el éptimo flujo de los nutrientes hacia las regiones
mas elevadas de la planta.

Las diferencias en las cantidades de nitrdgeno (aunque pequefas) pudieran estar dadas
por la respuesta individual de cada accesién a proporcionar resistencia al flujo de savia
(nitratos), cuando estas se sometieron a los altos valores de temperatura que llegaron a
ser maximas de 35°C hasta los primeros 40 dias posteriores a la siembra, fecha en la
cual se recolectaron las muestras.

Otro factor que puede justificar estas pequefias diferencias constituye la tasa de
respiracion. A temperaturas mas altas este coeficiente se incrementa dentro de la planta,
los azlUcares se consumen mas rapido, lo que los hace menos disponibles para el
metabolismo de amonio en las raices. Este metabolismo consume mucho mas oxigeno
gue el de los nitratos. El amonio es metabolizado en las raices, donde reacciona con los
azucares y estos a su vez tienen que ser liberados de su centro de produccion en las
hojas hasta las raices. Por otra parte el nitrato es transportado hasta las hojas, donde se
reduce a amonio y luego reacciona con los azlcares (Schopfer, 1995).

3.6. Variables evaluadas durante la maduracion de las vainas y la cosecha del
grano

3.6.1. Fecha de arribo a la etapa de maduracion de vainas

La Tabla 20 muestra los valores de las fechas de arribo de las diferentes variedades y
accesiones a la etapa de maduracion, asi como los valores del factor térmico. Aunque
en todos los casos se evidencio un significativo retraso con respecto al periodo 6ptimo
(62-77 dias) (IICA, 2011; Leon, 2012) en el 2013 y 2014, algunas lograron llegar a
madurar sus vainas dentro de dicho intervalo de tiempo, propiciando que el valor
promedio esté contemplado en la fecha optima.

Sin embargo, el hecho de que en el 2015 los valores de temperatura estuvieran por
encima de los valores en los dos afios anteriores (Figura 7 y ANEXO I), ocasiond un
significativo retraso en la maduracion de las vainas. Este retraso estuvo asociado al
aumento progresivo de la temperatura.
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Tabla 20. Valores de las fechas de arribo a la etapa de la maduracion (fm) de cada una de
las variedades y accesiones, el promedio de estas por cada campafia y la temperatura
promedio para el intervalo de 33-77 dias, establecido para las etapas floracién-
maduracion (IICA, 2011).Se muestran ademdas los valores del factor térmico
correspondiente al valor fm en cada una.

2013 2014 2015
Accesion fm F+(f) fm F+(f) fm F+(f)
(dia) (c) (dia) (°C) (dia)  (°C)
Caujeri2170 81 436.9 75 3314 85 372.3
Rayado2258 81 426.9 NM NM
pP882 71 329.5 71 288.4 78 258.4
Lewa NM 83 383.9 84 324.9
P30L50 NM NM NM
P871 71 364 71 288.4 78 307.2
P1185 71 329.5 71 288.4 78 258.4
P646 81 436.9 75 3314 81 317.6
P667 71 364 71 288.4 78 258.4
CC25-9R NM NM NM
CC25-9N NM NM 84 324.9
P662 81 436.9 71 250.4 84 324.9
P657 71 329.5 71 288.4
P192-1 81 426.9 NM
P790 66 398.5 85 3354
P889 81 471.4
p248-1 66 349.5
P577 71 364
CC25-9B 79 336.5 85 335.4
Guira89 77 314.1 81 341.4
Triunfo70 78 363.3 84 324.9
P3084 75 2934 78 258.4
Rubi NM NM
P 690 78 258.4
Promedio (dias) 74.6x1.4 74.5+0.9 81.4+0.7
Temperatura media 33-77 dias 26.45+0.14 26.79+0.14 27.50+0.13

NM: Accesiones cuyas plantas no arribaron a la etapa de maduracion

La Tabla 20 muestra que las fechas de llegada a la etapa de maduracién de las vainas,
aumentaron en forma directamente proporcional con relacion a la temperatura media
promediada entre 33 y 77 dias, fechas entre las que se encuentran las etapas de
floracion y maduracién dentro de la fase reproductiva (IICA, 2011). Las accesiones
P1185, P657, P882, P690 y P667 no mostraron atraso en la llegada a la etapa de
maduracion y entre ellas cabe sefialar a la P882 y la P667, que arribaron a las dos
etapas reproductivas analizadas (floracion y maduracién) en fecha mas temprana con
relacion al resto de las accesiones. Estos desplazamientos de las fechas que llegaron a
ser de hasta 81 dias en el 2015, afectan significativamente las componentes del
rendimiento, al no concretarse de forma adecuada el proceso de llenado de los granos
(Pastenes y Horton, 1996).

Los incrementos de la temperatura analizados como efecto promedio en las accesiones
utilizadas en cada una de las campafas, arrojan una dependencia exponencial con
relacion a las fechas de arribo a las fases reproductivas. La figura 8 muestra esta
dependencia tanto para la floracion como para la maduracién, donde el factor térmico se
calculo para cada fase (0-32 dias) para la floracion y (33-77 dias) para la maduracion.
Esta dependencia, para las condiciones de suelo y clima en que se trabajo, quedd
ajustada por la forma:
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d = De™™ 9)
Donde D y A son constantes. Para el caso de la floracién D=4.11 dia; 1=0.0065 °C™,
mientras que en la maduracién: D=26.11 dia; A=0.002 °C™, con valores de r* superiores
a 0.8. A partir de estos ajustes es posible predecir que si se llega a un escenario donde
la temperatura media diaria fuese de solo 28°C, ello representaria que en los primeros
32 dias el factor térmico alcanzaria un valor de 32:(28-15)°C=416°C. Con este valor del
factor térmico y segun la ecuacion (9), se tendria un arribo a la floracion a los 61.4 dias.
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Figura 8. Dependencia exponencial de las fechas promedio de arribo a las fases
reproductivas con relacion a factor térmico. Como referencia se estimo6 para la
floracién un célculo desde 0 a 32 dias y para la maduracion de 33 a 77 dias, segun
etapas del cultivo (IICA, 2011).

Siguiendo un razonamiento analogo se puede obtener para la maduracion un factor
térmico de 585°C con un arribo a la referida etapa a los 84.13 dias. Esta fecha de arribo
seria inadecuada desde el punto de vista fisiologico para que el frijol coman, ya que
pudiera afectar el proceso de formacién de los granos, por lo que probablemente las
vainas estuviesen vanas. De hecho se plantea que con arribos excesivamente tardios a
la floracién, las vainas no se formarian. Esta es la razén por la que algunas variedades
como la comercial CC25-9R que florecié a los 63 dias en la camparfa del 2013, no
produjo vaina alguna. Para relacionar la etapa de maduracion con el rendimiento, se
muestran a continuacion los valores de algunas variables evaluadas en la etapa de
cosecha.

3.6.2. Variables evaluadas en la etapa de cosecha

En la campafa del 2013 los resultados obtenidos estuvieron muy por debajo del que se
prevé para fecha éptima. A ello se le adjudica el hecho de que algunas accesiones
fueron afectadas por otros factores relacionados con un manejo fuera de la temporada
adecuada, como por ejemplo los altos niveles de lluvias en las fechas previas a la
cosecha. Esto representa un factor no previsto en la época optima del frijol (época poco
lluviosa y de temperaturas relativamente mas bajas). La Tabla 21 muestra los valores de
las variables evaluadas en esta campafa: el niumero de vainas y su masa. En ambos
casos el ANOVA mostré que existe un efecto significativo causado por la variedad y/o
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accesion. Se observa que la variedad Caujeri2170 mostré6 un mayor valor en estos
indicadores, de acuerdo con la prueba de Tukey realizada.

Tabla 21. Valores del numero de vainas por planta y masa de las vainas. Letras diferentes
indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Numero de Masa de las vainas

Accesion vainas/planta (9)
Caujeri2170 25.10 a 17.97 a
P248-1 17.90 bcd 8.87 bcd
Rayado2258 6.70 e 5.16 e
P192-1 23.10 ab 1153 b
P657 15.37 cd 8.13 bcde
P790 19.17 abc 5.41 de
P889 18.07 bcd 8.13 bcde
P882 14.47 cd 7.85 cde
P871 13.70 cd 6.06 de
P662 12.17 de 5.69 de
P1185 14.27 cd 7.14 cde
P646 22.47 ab 10.49 bc
P667 12.90 cd 5.72 de
P577 18.77 bc 8.58 bcde

Lewa, P30L50, CC25-9R y CC25-9N no arribaron a la etapa de cosecha

Algunas accesiones que arribaron de forma tardia a la floracion no arribaron a la etapa
de maduracion y en determinados casos las plantas sufrieron el ataque de plagas. Por
tal razén, estas no pudieron llegar a la etapa de cosecha. En las campafias 2014 y 2015
(Tablas 22 y 23) aunque los valores medios de temperatura diaria fueron superiores, con
relacion al 2013, la cantidad de lluvia caida fue menor, lo cual permitié la evaluacién de
las variables en etapa de cosecha. De modo general, al analizar las tres campafas, se
observa que la variedad Caujeri2170 representd una de las accesiones de mayor
tolerancia al estrés térmico, con valores de las variables evaluadas por encima del resto
de las accesiones.

Aunque la variedad Caujeri2170 no fue de las primeras en arribar a la fase de
maduracion, si estuvo entre las que mostraron mayores valores de contenido de
nitrégeno en sus tejidos, lo que podria suponer posibles mecanismos propios de
respuesta al estrés térmico. La eficiencia fotosintética de las plantas aclimatadas a luz
solar plena, puede estar relacionada con la concentracion de nitrégeno (Pérez et al.,
2007).

Los resultados mostraron ademds, que existen variedades como la CC25-9R y la
accesion P30L50 que no llegaron a sobrepasar la etapa de maduracion y por tanto, no
se obtuvieron vainas en ninguna de las tres campafias. El analisis de los indicadores de
postcosecha y calidad del grano se muestran en la Tabla 24. De forma general no se
apreciaron grandes diferencias entre accesiones en el caso del largo de la semilla,
aunque si se observo para el resto de los indicadores.
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Tabla 22. Valores de diferentes indicadores fisioldgicos en cosecha. NN: numero de
nudos, LV: largo de las vainas, AnV: Ancho de las vainas, AlV: Alto de las vainas, NV:
namero de vainas, NSxV: namero de semillas por vaina y MSxV: masa de las semillas por
vaina; para la campafa 2014. Letras diferentes indican diferencias significativas de
acuerdo ala prueba de Tukey (P<0.05).

Accesion NN LV (cm) AnV (cm) AIV (cm) NV NSxV MSxV(g)
Caujeri2170 1943 a 857 a 0.89 bc 055 b 1752 a 439 a 7,07 ab
Guira89 1897 a 813 ab 0.87 bc 054 b 18.03 a 3.47 ab 435 b

P657 1402 b 891 a 0.93 bc 055 b 17.44 a 322 b 372 b

P3084 10.77 ab 523 b 1.08 a 055 b 9.99 b 3.43 ab 4.87 ab
pP882 1577 ab 851 a 0.97 bc 054 b 13.23 ab 423 a 7.66 ab
Lewa 1400 b 725 ab 1.05 bc 0.65 a 6.50 b 412 a 7.05 ab
pP871 16.77 ab 852 a 1.01 bc 0.56 ab 16.45 a 3.62 ab 7.13 ab
P662 15,03 ab 8.34 a 0.93 bc 0.56 ab 15.85 a 425 a 9.52 ab
P1185 1503 ab 872 a 0.95 bc 0.56 ab 14.33 ab 3.89 ab 5.32 ab
P646 1735 ab 7.89 ab 107 ab 059 ab 17.33 a 415 a 1252 a

P667 1567 ab 893 a 0.93 bc 0.56 ab 11.65 ab 430 a 7.82 ab

Las variedades Rubi, Rayado2258, CC25-9B, CC25-9R, CC25-9N y Triunfo70 asi como la accesion
P30L50, no arribaron a la fase de cosecha.

Tabla 23. Valores de diferentes indicadores fisiol6gicos en cosecha. NN: numero de
nudos, LV: largo de las vainas, AnV: Ancho de las vainas, AlV: Alto de las vainas, NV:
numero de vainas, NSxV: numero de semillas por vainay MSxV: masa de las semillas por
vaina; para la campafa 2015. Letras diferentes indican diferencias significativas de
acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Accesion NN LV (cm) AnV (cm) AlV (cm) NV NSxV MSxV(g)
Caujeri2170 17.00 ab 8.38 abc 0.90 abc 0.65 ab 15.92 abcd 5.83 a 7.65 abcd
P 3084 14.43 bcd 8.33 abc 0.98 abc 0.61 ab 12,55 abcd 5.10 ab 4.93 abcd
CC25-9B 12.50 cd 4.60 d 1.00 ab 0.60 ab 4.00 cd 5.50 a 1.75 d
P690 13.73 bcd 7.91 abc 0.99 ab 0.64 ab 20.15 a 552 a 10.73 ab
Triunfo70 14.08 bcd 8.08 abc 1.00 ab 0.60 ab 16.67 abc 5.33 ab 11.07 a
Lewa 20.00 a 7.25 c 1.05 a 0.65 ab 5.00 bhcd 4.29 bc 3.81 hcd
P871 15.97 bc 8.58 ab 1.01 a 0.61 ab 10.40 abcd 5.00 ab 3.60 cd
P1185 1492 bcd 893 a 0.80 ¢ 0.58 ab 21.00 a 5.75 a 8.99 abhc
P646 14.44 bcd 7.66 bc 0.98 abc 0.63 ab 12.08 abcd 4.92 abc 4.96 abcd
P667 12.17 d 7.93 abc 098 abc 054 b 14.71 abcd 4.76 abc 5.53 abcd
CC25-9N 15.00 bcd 8.00 abc 0.90 abc 0.70 a 150 d 5.00 ab 0.81 d
Guira 89 16.81 ab 7.86 abc 0.82 bc 0.65 ab 10.38 abcd 5.00 ab 4.76 abcd
P790 13.60 bcd 7.71 bc 1.07 a 056 b 12.60 abcd 3.80 c 5.60 abcd
P662 15.86 bc 891 a 1.05 a 0.64 ab 20.04 ab 5.89 a 7.70 abcd

Las variedades Rubi, Rayado2258 y CC25-9R, y las accesiones P192-1, P882, P30L50, no arribaron
alafase de cosecha.

Al analizar los valores de la masa de 100 semillas a 12% de humedad, estos se

consideran aceptables teniendo en cuenta los altos valores de temperatura media diaria,

a la que fueron sometidas las plantas durante la campafa del 2015, inclusive con

valores de temperatura maxima diaria de hasta 33.9°C. Los valores mas bajos para este

indicador corresponden a la variedad CC25-9B y la accesion P662, con 15.17 y 14.36 g,
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respectivamente. Para la época éptima de la mayoria de las variedades de frijol comun
(periodo poco lluvioso y de valores de temperaturas inferiores), estas poseen una masa
de 100 semillas entre 16 y 23 g. Se debe tener en cuenta ademas que no todas las
accesiones pudieron arribar a completar la fase de llenado de los granos y que algunas
de ellas mostraron valores bajos de la masa de semillas por vaina con respecto a su
valor en fecha optima (0.81 en la variedad CC25-9N). Sin embargo, cabe destacar que
algunas variedades como Giira 89, y las accesiones P646, P871, P1185 y P690,
mostraron valores de la masa seca de los granos a 12% de humedad de equilibrio, por
encima de su valor en condiciones Optimas. Estas diferencias entre accesiones pueden
estar relacionadas con los efectos térmicos en la fase de maduracion de las vainas.

Tabla 24. Indicadores de calidad del grano cosechado. LGS: Largo de semilla, ANS: Ancho
de la semilla, ESS: Espesor de la semilla, Migs: Masa de 100 semillas (campafia 2015) y
Mios : Masa de 100 semillas obtenidos en época 6ptima.

Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey
(P<0.05).

Accesion LGS (cm) ANS (cm) ESS (cm) M1o0s (9) M1gos* (Q)
Caujeri 2170 0.97 a 0.60 ab 0.47 ab 18.05 ab 21.6
P3084 1.04 a 0.62 a 0.43 bc 17.94 ab 18.0
CC25-9B 0.95 a 0.55 ab 0.45 bc 15.17 b 21.0
P690 091 a 0.63 a 0.46 ab 18.46 ab 135
Triunfo 70 1.03 a 0.60 ab 0.44 bc 19.07 ab 19.8
Lewa 0.97 a 0.59 ab 0.44 bc 16.93 ab 22.7
P871 1.06 a 0.61 a 0.42 bc 17.15 ab 16.0
P1185 0.97 a 0.55 ab 0.36 ¢ 18.44 ab 18.0
P646 0.89 a 0.63 a 0.47 ab 17.89 ab 15.5
P 667 1.02 a 052 b 0.41 bc 18.95 ab 19.0
CC 259N 0.95 a 0.55 ab 0.55 a 18.20 ab 22.5
Guira89 093 a 0.61 ab 0.42 bc 22.58 a 20.7
P 790 1.02 a 0.61 ab 0.40 bc 18.26 ab 22.0
P 662 0.95 a 0.62 a 0.44 bc 14.36 b 15.55

Por otra parte, en época Optima la variedad Guira89 permite obtener rendimientos de 2.5
y 3 t-ha™, mientras que la Caujeri2170 oscila entre 2 y 2.5 t-ha™. La plantas de CC25-
9R, que fueron seriamente afectadas por la temperatura durante su fase reproductiva,
bajo condiciones de siembra en el periodo lluvioso y altas temperaturas, corresponden a
una variedad que en la época oOptima aporta un mayor rendimiento que llega hasta 3.5
tha’ (Fernandez et al., 2014). Por esta razén las investigaciones futuras deben
encaminarse hacia experimentos donde se puedan controlar el efecto de los factores
climaticos, sin tener que recurrir a afectar los ciclos de siembra propios de cada cultivo,
ya que aunque una variedad determinada pueda tolerar un incremento de la temperatura
ambiental, el resto de los factores asociados a una época de manejo no 6ptima, puede
afectar  significativamente sus procesos fisiologicos. Ello puede ocurrir
independientemente de que dicha variedad posea un alto rendimiento en época 6ptima.
Para estos estudios en condiciones controladas se utilizan camaras especializadas
(Fitotrén), donde se pueda analizar el comportamiento de las plantas bajo la accion de
determinados factores abidticos.
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La figura 9 representa un analisis de correlacion lineal entre dos variables. La primera es
el factor térmico en etapa de maduracion, donde se obtiene la suma de las temperaturas
diarias para cada variedad y/o accesion, desde la fecha de arribo a la floracion hasta la
fecha de arribo a la maduracion. La segunda variables es la relacion entre la masa seca
de 100 semillas a 12% de humedad de equilibrio, con respecto al valor que se obtiene
en condiciones de siembra en época Optima. En este caso se aprecié que existe una
correlacion significativa entre ambas variables (P<0.05), lo que justifica un posible efecto
negativo de dos factores: 1-la extension de la fase de la maduracién (mayor cantidad de
dias) y 2-el aumento del valor de temperatura media diaria. Ambos inciden en valores de
Fr por encima de lo que habitualmente se registra en época Optima y afecta la formacién
de biomasa seca durante la maduracion de las vainas.
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Figura 9. Analisis de correlacién lineal entre el factor térmico en la etapa de maduracion
(campafa 2015) y el cociente que se obtiene al dividir la masa seca de 100 semillas a 12%
de humedad de equilibrio con respecto a su correspondiente valor en época 6ptima.
Significativo P<0.05, r=0.546.

Estos calculos estimados sobre la base de su relacion con los valores obtenidos en
fecha éptima, (sin el efecto del estrés térmico), refleja el hecho de que la incidencia de
un exceso de calor en las plantas, puede modificar la actividad de algunas fitohormonas
reguladoras del crecimiento (Pastenes y Horton, 1996; Atkin et al.,, 2002) y que
participan en el proceso de formacién y llenado de las vainas. En el horario de maxima
temperatura, las plantas Cs cierran las estomas dificultando el proceso de fijacion
mediante el ciclo de Calvin, lo cual afecta la produccion de fotoasimilados y la formacién
de los granos. Varios autores coinciden en que un exceso de calor provocado por altas
temperaturas puede tener una marcada incidencia en algunas rutas metabdlicas que se
relacionan con estos procesos (Yamakawa et al., 2007).

Los resultados del analisis de conglomerado se muestran en las figuras 10 y 11. La
variedad Caujeri2170 se ubico en los primeros grupos de cada campafia, mientras que
las accesiones como la P1185, P871 y la P662 también mostraron mayores valores con
relacion al resto. Por otra parte la variedad Lewa, la cual no arribé a la maduracion en la
campaia 2013, se mostr6 menos tolerante al estrés térmico para las variables
evaluadas, con relacion al resto de las accesiones.
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Figura 10. Analisis de Conglomerado realizado en las 11 accesiones que arribaron a la
etapa de cosecha en la campafia del 2014, dentro del total de 18 estudiadas en ese afio.

Al analizar los resultados obtenidos, de forma general se muestra que en las tres
campafas los resultados presentaron variabilidad en cuanto a algunas variedades y
accesiones, lo cual puede ser condicionado por el hecho de que los valores de
temperatura media en la época de siembra, crecimiento y desarrollo, presentaron
incrementos significativos en 2015 y 2014 con respecto al 2013 (Figura 7).

Sin embargo se pudo observar en algunos casos, una tendencia a la repetitividad de los
resultados, tanto en las accesiones tolerantes a este tipo de estrés abidtico, como en las
méas susceptibles. En el primer caso se encuentran la variedad Caujeri2170 y las
accesiones P1185, P871 y la P662, mientras que algunas variedades como la Lewa y
las tres CC25-9 (R, B y N) se mostraron susceptibles.

En algunos ejemplos como la Lewa en 2013, las plantas sufrieron afectaciones por el
ataque de crisomélidos (Diabrotica balteata) perdiendo toda su masa foliar, razén por la
cual no arribg a la fase de maduracién de vainas. Otras como la CC25-9R no arribaron a
la fase reproductiva (floracion-maduracién), lo cual pudiera estar ocasionado por bajos
valores de absorcion de nitrégeno con relaciéon al resto de las accesiones. Aunque el
estrés térmico incide directamente en la dindmica de ascenso de la columna de savia
con nutrientes del suelo, no se descartan otros posibles factores que hayan propiciado
qgue las tres variedades CC25-9, mostraran bajos valores en los indicadores evaluados
en la época de cosecha.
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Figura 11. Anédlisis de Conglomerado realizado en las 14 accesiones que arribaron a la
etapa de cosecha en la camparfia del 2014, dentro del total de 20 estudiadas en ese afo.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de golpes de calor de 2 horas diarias a 55°C, durante los primeros 5 dias,
afectd el 60% de las accesiones estudiadas bajo condiciones de laboratorio, mientras
gue las plantas de la accesion P690 y la variedad Caujeri2170 mostraron mayor nivel de
tolerancia.

Se obtuvo un modelo matematico que permite predecir el comportamiento de
supervivencia en campo, de las accesiones estudiadas, a valores de temperatura media
diaria mayores que 28°C .

La disminucion de la tasa de crecimiento relativa bajo la accion de altas temperaturas
puede estar relacionada con una respuesta de incremento de la longitud del tallo y de la
pérdida del porcentaje de supervivencia.

La variedad Caujeri2170 y las accesiones P882 y P1185 arribaron a las etapas
reproductivas en un tiempo inferior al resto de las accesiones, bajo condiciones de altas
temperaturas.

Los valores del componente del rendimiento “masa de 100 semillas”, quedaron por
debajo de los que se obtienen en época 6ptima, aunque la variedad Guira89 y la
accesion P690, mostraron valores por encima de los registrados en dicha época.

La cepa de Rhizobium R18 asociada a P. vulgaris mostro ser tolerante a temperaturas
de 30°C y 40°C con relacion al resto de las cepas estudiadas.

Bajo condiciones de altas temperaturas, las accesiones P30L50, P3084, P192-1 y la
variedad Rayado2258, mostraron una tendencia al incremento del contenido de
nitrégeno en la planta.

Se observaron ataques de diferentes plagas asociadas a este cultivo asi como la
incidencia de Peregrinus maidis, que es un hemiptero que ataca al maiz (Zea mays L.).
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RECOMENDACIONES

Continuar profundizando en los procesos fisiologicos que diferencian la respuesta
varietal en el cultivo de frijol comun, ante el estrés causado por altas temperaturas, tales
como: conductancia hidraulica del xilema, los mecanismos osmoregulatorios y la
estimacion de las tasas de fotosintesis y respiracion.

Realizar estas investigaciones en otras regiones del pais, para proponer estudios de la
relacion genotipo-ambiente.

Profundizar en los estudios del comportamiento de Bemisia sp., en cuanto a la relacion
de su virologia y mortalidad, con respecto a la temperatura y las precipitaciones.
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ANEXO |. Tabla con los valores diarios de temperatura maxima, minima y media,
evaluados en la estacion meteoroldgica de Santiago de las Vegas durante los
meses de julio y agosto.

Mes 2013 2014 2015
Julio T aire (oC) T aire (oC) T aire (oC)

fecha Max. Min. Media Max. Min. Media Max. Min. Media

01-jul| 27.7 21.1 24.3 31.8 23.5 27.3 33.1 24.8 27.7

02-jul| 26.9 22.2 24.7 32.8 22.0 27.7 33.1 24.8 27.7

03-jul| 30.5 22.9 26.0 28.6 23.0 25.9 33.3 23.6 28.3

04-jul| 32.4 21.1 26.8 32.7 23.1 27.6 33.4 24.6 28.7

05-jul| 31.8 21.8 25.8 34.0 22.6 27.2 33.7 24.1 28.4

06-jul| 30.3 22.7 25.1 33.3 19.5 26.5 33.4 24.3 28.3

07-jul| 32.0 21.6 26.5 32.5 21.5 25.8 34.1 23.4 28.5

08-jul| 32.5 22.6 26.4 32.5 22.3 27.4 33.0 23.7 27.6

09-jul| 32.1 22.1 26.8 33.3 21.8 27.9 32.1 23.5 26.6

10-jul| 32.0 21.5 24.9 32.7 24.2 26.7 33.2 22.7 27.0

11-jul| 33.0 21.9 27.0 32.9 22.8 27.4 324 22.6 27.5

12-jul| 32.0 22.4 25.5 33.9 20.1 25.5 32.0 22.2 27.5

13-jul | 28.2 22.3 24.6 32.8 21.6 25.5 31.6 215 27.1

14-jul| 31.0 21.9 25.7 33.1 22.3 27.8 31.5 23.2 26.8

15-jul | 30.9 22.6 26.5 32.8 22.7 28.0 33.0 21.8 25.9

16-jul | 32.4 22.6 26.1 33.9 23.0 27.1 32.6 20.8 254

17-jul| 31.2 21.1 25.0 32.9 21.2 27.8 32.7 21.5 25.8

18-jul | 31.8 22.7 26.0 32.6 24.1 27.7 33.1 20.3 26.2

19-jul| 32.7 23.1 26.5 33.7 22.2 28.1 32.4 21.5 26.7

20-jul | 32.2 23.3 26.6 31.1 23.2 27.7 32.3 22.1 27.2

21-jul| 33.0 23.0 27.9 32.8 22.0 25.3 32.8 22.5 27.6

22-jul| 329 22.9 27.5 31.7 22.2 25.4 33.2 23.3 28.2

23-jul| 33.1 23.3 26.9 32.9 21.6 25.6 33.4 23.3 28.5

24-jul| 334 22.2 27.5 32.4 21.8 26.4 33.5 23.0 28.5

25-jul| 33.0 22.6 27.2 33.2 23.8 28.2 32.3 22.7 26.9

26-jul| 31.7 21.3 26.3 33.5 24.7 28.1 33.6 22.5 26.6

27-jul| 32.8 21.5 26.7 33.1 214 27.7 33.4 22.9 28.3

28-jul| 34.0 23.6 28.1 32.6 23.7 28.2 33.9 24.2 28.0

29-jul| 33.0 23.1 27.2 32.8 23.5 27.6 32.8 23.6 28.2

30-jul| 33.1 24.0 27.6 31.5 22.3 27.5 33.9 23.6 28.6

31-jul| 32.0 24.3 27.4 33.2 23.0 28.3 34.1 25.0 28.2

Media 31.8 22.4 26.4 32.7 22.5 27.1 33.0 23.0 27.5
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Mes 2013 2014 2015

Agosto T aire (oC) T aire (oC) T aire (oC)

fecha Max. | Min. Media Max. Min. | Media | Max. Min. Media
Ol-ago| 33.1 22.1 26.9 32.8 22.2 27.8 33.2 22.8 28.4
02-ago| 314 24.6 27.1 33.1 22.2 25.9 34.2 215 26.3
03-ago| 33.3 22.0 27.6 30.1 21.7 254 32.6 20.9 24.8
04-ago| 34.1 23.4 28.1 31.0 22.6 26.3 334 21.2 26.4
05-ago| 33.7 24.7 28.2 32.0 23.0 26.7 33.7 22.5 28.3
06-ago| 31.5 22.2 26.7 31.2 21.5 27.1 33.9 24.4 28.5
07-ago| 31.3 23.6 25.9 33.0 22.0 28.0 34.0 22.7 28.1
08-ago| 33.1 21.6 26.9 31.6 23.4 26.6 34.1 23.1 28.5
09-ago| 29.6 22.6 25.0 33.0 20.3 26.2 35.0 22.2 28.1
10-ago| 33.9 23.3 27.9 32.1 22.0 27.4 32.5 22.7 27.2
11-ago| 34.3 23.5 28.1 335 21.3 25.4 33.5 23.8 27.2
12-ago| 31.9 23.9 27.0 32.5 22.7 26.0 33.6 23.3 284
13-ago| 34.2 22.7 26.9 32.0 21.5 26.1 33.8 23.1 28.4
14-ago| 30.1 22.9 25.9 33.1 22.3 27.6 33.7 20.7 26.4
15-ago| 32.3 23.2 26.1 33.8 22.4 27.1 33.3 21.9 25.8
16-ago| 34.2 23.9 27.9 33.7 23.6 28.3 33.8 23.3 28.4
17-ago| 34.1 24.6 27.5 335 24.0 28.0 33.7 23.7 27.8
18-ago| 33.5 23.2 27.0 33.6 22.4 26.8 32.6 24.0 27.8
19-ago| 32.7 22.9 25.9 32.7 21.9 27.4 33.2 24.9 28.2
20-ago| 32.8 21.6 25.6 33.5 234 28.5 33.0 24.3 28.0
21-ago| 32.7 22.9 27.0 333 21.5 27.1 33.2 24.2 27.2
22-ago| 33.3 22.7 26.8 32.5 21.6 27.3 33.3 23.8 27.4
23-ago| 32.8 22.9 25.9 32.0 22.5 27.5 32.3 23.5 27.6
24-ago| 32.8 224 26.0 32.1 22.9 27.8 32.0 23.3 27.5
25-ago| 32.3 22.1 26.2 31.9 22.7 28.0 324 24.4 26.9
26-ago| 31.3 23.1 25.9 29.3 24.3 26.2 32.0 23.5 26.9
27-ago| 31.3 20.5 25.9 33.2 22.9 27.1 34.0 23.7 27.7
28-ago| 32.5 22.2 27.0 31.9 23.5 27.6 33.3 22.3 27.3
29-ago| 32.4 21.9 26.9 335 22.9 28.1 33.0 23.6 28.1
30-ago| 33.1 22.9 27.1 33.0 23.5 28.1 27.9 22.6 24.9
31-ago| 33.1 22.4 25.5 324 23.1 27.2 32.5 23.3 27.3

Media 32.7 22.9 26.7 325 225 27.1 33.1 23.1 27.4
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