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En la Misién Bioldgica de Galicia, del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (MBG-CSIC, Pontevedra, Espana) existe una coleccidn de germoplasma de judia
comun (Phaseolus vulgaris L.) de la que se viene evaluando el potencial productivo, la
resistencia a enfermedades (bacterias y virus) y la resistencias a estreses abidticos (frio y
sequia), desde 1988. Uno de los objetivos de la presente investigacién ha sido el valorar la
tolerancia al estrés hidrico de 27 variedades de la coleccién de la MBG-CSIC y comparar su
comportamiento con 16 variedades contrastadas para este caracter. PHA-0471, variedad
de semilla pequeia ha mostrado la mejor productividad, tanto en regadio como en
condiciones de estrés hidrico. Otras variedades con buena tolerancia a la sequia fueron
PHA-0432, PHA-0543 y PHA-0683, todas con semillas grandes y calibres mas comerciales.
A través del estudio estadistico de los datos se determind, que cuando el modelo
contempla el nimero de dias con estrés hidrico, durante la fase de crecimiento y llenado
de vaina, en vez del cominmente utilizado “estrés-no estrés”, se incrementan las
estimaciones de la heredabilidad en todos los caracteres. También se observé que no
existe una Unica estrategia de respuesta a la sequia, y que al plantearse un programa de
mejora para la tolerancia al estrés hidrico, los parentales deben tener estrategias
compatibles. En los ensayos de inoculacidon con rizobios se observé que a medida que la
masa nodular (MSNod) aumentaba, la cantidad de semilla producida (MSS) respecto a la
MSNod disminuia, por lo que en un programa basado en el incremento de la MSS a través
del aumento de la MSNod, tendria un resultado incierto. La variedad PHA-0683 cuando
muestra el fenotipo de nédulo grande (BNO), presenta una gran uniformidad en el calibre
de sus nédulos y una correlacién lineal con la produccién. Seria interesante un estudio de
este hecho, pues podria responder a la existencia de algin mecanismo de bloqueo de la
planta a la formacidn de nddulos con cepas ineficaces. Las plantas inoculadas han tenido
un comportamiento productivo, tanto en regadio como en sequia, igual o superior que el
de las plantas de control con suplemento de N. La relaciéon variedad-cepa es muy
especifica y no ha existido ninguna cepa que haya sido superior al resto. Las cepas EXIC,
EXIB, EG, EF, EPOB, APAFI, LTMF y SLL2 han logrado el maximo productividad con algunas
variedades tanto en regadio como en sequia, lo cual pone en valor su posible uso como

inoculantes.



Since 1988 in the Misién Bioldgica de Galicia - National Spanish Research Council (MBG-
CSIC, Pontevedra, Espafia) has been evaluated the potential yield, the resistance to
diseases (bacteria and virus) and to abiotic stress on a germplams collection of common
bean landrace (Phaseolus vulgaris L.). One of the objectives of the current study has been
to assess the water stress resistance of 27 genotypes of MGB-CSIC collection and
compare their behavior with 16 tested genotypes. PHA-0471, small seeded genotype, has
shown the best yield under irrigation and under water stress. Other genotypes with a
good tolerance to drought were: PHA-0432, PHA-0543 and PHA-0683, all with big seeds.
The statistical analysis of the data showed that the heritability gets higher estimation in
all parameters, when it is considered the number of days with water stress during both
growing and pod-filling stage, instead of the commonly used “stress- non stress”. It was
also observed that there is not only a unique strategy to face the drought and in a
program for improving the water stress tolerance, all the parental lines should have
compatible strategies.

In the Rhizobium inoculation tests it was observed that the increase of dry nodular weight
(MSNod) produced less seed yield (MSS) per MSNod, so the result would be uncertain in a
program based on the increase of seed production through the increase of MSNod. The
PHA-0683 genotype presents a great uniformity on nodule size and a lineal correlation
with yield when it displays the big nodule phenotype (BNO). Further research about this
would be interesting because this fact could be due to the existence of a plant blocking
mechanism for inefficient strain nodules. The inoculated plants have been productive not
only in irrigated fields but also in drought ones and their productivity has been the same
or even better than the N supplement plant control. The genotype-strain relationship is
very specific and there has not been any strain better than the rest. The EXIC, EXIB, EG,
EF, EPOB, APAFI; LTMF and SLL2 strains have achieved the greatest productivity with
some genotypes in irrigated and drought conditions what make possible their use as

inoculating strains.



Na Misién Bioldgica de Galicia, del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (MBG-
CSIC, Pontevedra, Espafia) existe unha coleccién de xermoplasma de feixdn comun
(Phaseolus vulgaris L.) da que vén avaliando o potencial produtivo, a resistencia a
enfermidades (bacterias e virus) e a resistencias a estreses abidticos (frio e seca), desde
1988. Un dos obxectivos da presente investigacidon foi o valorar a tolerancia 4@ tension
hidrico de 27 variedades da coleccidn da MBG-CSIC e comparar o seu comportamento
con 16 variedades contrastadas para este caracter. PHA-0471, variedade de semente
pequena mostrou a mellor produtividade, tanto en regadio como en condiciéns de
tensions hidrico. Outras variedades con boa tolerancia a seca foron PHA-0432, PHA-0543
e PHA-0683, todas con sementes grandes e calibres mais comerciais. A través do estudo
estatistico dos datos determinouse, que cando o modelo contempla o nimero de dias
con tensiéns hidrico, durante a fase de crecemento e enchido de vaina, en vez do
comunmente utilizado “estrés-non estrés”, increméntanse as estimacions da
heredabilidad en todos os caracteres. Tamén se observou que non existe unha Unica
estratexia de resposta a seca, e que ao exporse un programa de mellora para a tolerancia
a tensién hidrico, os parentales deben ter estratexias compatibles. Nos ensaios de
inoculacidén con rizobios observouse que a medida que a masa nodular (MSNod)
aumentaba, a cantidade de semente producida (MSS) respecto da MSNod diminuia, polo
gue nun programa baseado no incremento da MSS a través do aumento da MSNod, teria
un resultado incerto. A variedade PHA-0683 cando mostra o fenotipo de nédulo grande
(BNO), presenta unha gran uniformidade no calibre dos seus nédulos e unha correlacién
lineal coa producidn. Seria interesante un estudo deste feito, pois poderia responder a
existencia dalgun mecanismo de bloqueo da planta & formacién de ndédulos con cepas
ineficaces. As plantas inoculadas tiveron un comportamento produtivo, tanto en regadio
como en seca, igual ou superior que o das plantas de control con suplemento de N. A
relacién variedade-cepa é moi especifica e non existiu ningunha cepa que sexa superior
ao resto. As cepas EXIC, EXIB, EG, EF, EPOB, APAFI, LTMF e SLL2 lograron o maximo
produtividade con algunhas variedades tanto en regadio como en seca, o cal pon en valor

o0 seu posible uso como inoculantes.
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1. Introducciéon

1.1. El género Phaseolus.

El género Phaseolus taxondmicamente pertenece al orden Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribu Phaseoleae, Subtribu Phaseolinae. Es un
género polimdrfico que comprende unas 400 especies (Debouck, 1988) de las cuales
sélo cinco fueron domesticadas: judia comun (Phaseolus vulgaris L.), judia escarlata
(Phaseolus coccineus L.), judia tépari (Phaseolus acutifolius A.Gray), judia cacha
(Phaseolus dumosus Macfad, sin. polyanthus) y judia de Lima (Phaseolus lunatus L.). El
cultivo de estas especies tiene por objeto la obtencidén de semillas secas o vainas
verdes para la alimentacion humana. Ademads, pueden tener un aprovechamiento
forrajero o utilizarse como mejoradoras del suelo, al incrementar su contenido de N
gracias a la fijacidn bioldgica del N, atmosférico (Freytag y Debouck, 2002).

Las cinco especies antes citadas se cultivaron por los pueblos precolombinos
como fuente principal de proteina para compensar al escaso desarrollo que la
ganaderia tuvo en estas civilizaciones. En los albores de las civilizaciones
precolombinas, la judia comun era la especie que tenia mayor aceptacién y habia
sufrido una seleccidn mas intensa. Las formas arcaicas de Phaseolus vulgaris L.
crecieron entre las zonas subtropical seca y tropical templada donde se asentaron la
mayoria de las civilizaciones precolombinas, lo que podria explicar la eleccidn de esta
especie. Pero es a partir de 1492 cuando la especie experimenta una expansion, tanto
en el continente americano como europeo (Hernandez y Ledn, 1994). En Europa, la
Peninsula Ibérica se considera un centro de diversidad genética secundario de judia
(Santalla et al., 2002).

En la Tabla 1.1 se resumen los parametros ambientales, fenoldgicos y productivos de
las principales especies cultivadas de género Phaseolus. La judia comun es la que

tiene un mayor rango de altitudes y la judia de Lima tiene el mayor rango de
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precipitaciones, con lo que se adaptarian perfectamente desde las zonas mas dridas a

las lluviosas.

Tabla 1.1: Especies cultivadas del género Phaseolus: altitud, temperatura diurna,
precipitacion media anual, duracién del ciclo de crecimiento desde inicio a cosecha y
produccién potencial en zonas tropicales.

Especie Altitud Temperatura | Precipitacion crec(i:ri:Ii:nto Produccion
(msnm) (°C) (mm afio™) (d) (kg ha™)

Judia comun 50 - 3000 14 -26 400 - 1600 70 - 330 400 - 5000

Judia escarlata 1400 - 2800 12-22 400 - 2600 90 -365 400 - 4000

Judia tépari 50 - 1900 20-32 200- 400 60 -110 400 - 2000

Judia cacha 800 - 2600 14-24 1000 - 2600 110 - 365 300 - 3500

Judia de Lima 50 -2800 16 - 26 0-2800 90 -365 400 - 5000

* msnm: metros sobre el nivel del mar

La organizacién de la diversidad genética en el género Phaseolus esta basada
en la habilidad de las especies de cruzarse con P. vulgaris, por lo que se ha sugerido
gue tal organizacidn esta dividida en cuatro acervos genéticos diferentes de acuerdo a

relaciones filogenéticas (Smartt, 1980; Singh, 2005), como se muestra en la Figura 1.1.

Acervo secundario: P. coccineus, P. dumosus, P. costaricensis

Figura 1.1: Organizacion de la diversidad genética del género Phaseolus.
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1.1.1. Judia comdn.

La judia comun, es una planta herbacea, anual, de porte muy diverso (desde
rastrera a erecta, pasando por voluble y enredadera). Su hoja es pinnatitrifoliadas y
con foliolos de bordes casi siempre enteros y con estipulas lanceoladas. Las flores
tienen un cdliz mas o menos tubuloso, la corola de pétalos de forma y color muy
diferentes y quilla tipicamente espiralada. El fruto es una legumbre poliesperma,
dehiscente en las formas silvestres, de forma y tamafio variables (Freytag y Debouck,
2002).

Las vainas verdes se consumen y dependiendo de la zona se denominan:
judias verdes, vainas, ejotes, porotos verdes, vainicas o chauchas. Pero generalmente
se consumen sus semillas, también llamadas: judias, fabes, frijoles, alubias, caraotas,

chicharos, fabas, frejoles, frisoles, granos, habas, habichuelas, pochas o porotos.

1.1.2. Judia escarlata.

Es una especie plurianual de gran vigor vegetativo que posee un habito de
crecimiento indeterminado con tallos de varios metros. Sus semillas son de gran
tamafio (80-170 g 100 semillas™), aunque en la forma silvestre son mas pequefias (6-
12 g 100 semillas™) (Figura 1.2.). Sus inflorescencias son grandes con flores rojo
escarlata, blancas o mas raramente bicolores. Florece a partir de los 50 dias de la
siembra. La polinizaciéon es cruzada en la mayoria de los casos, ayudada por la
presencia de un estigma extrorso y nectarios (Freytag y Debouck, 2002).

Los hallazgos arqueolégicos son escasos, y se concentran en las zonas
humedas y altas de México, donde se supone tuvo lugar su domesticacién. Su
introduccion en el sur de Colombia (Antioquia y Narifio) y en Europa (donde se
conoce con los nombres de “haricot d'Espagne” y “scarlet runner”) podria haber
ocurrido a partir del siglo XVII (Hernandez y Ledn, 1992). Una distribucion muy

localizada de los ascendentes silvestres puede ser la responsable de la escasa
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expansion ecoldgica de esta leguminosa (Debouk, 1999). El Reino Unido es el mayor
productor europeo de P. coccineus, pero es cultivado mayoritariamente en huertos
familiares, y en ocasiones como especie ornamental. Esta especie se adapta mejor a
las bajas temperaturas que la judia comun (Rodifio et al., 2007). Una produccidn tipica
de Castilla-Ledn es el llamado “judion de La Granja”, que es un cultivar de P. coccineus
de semilla muy grande y blanca. Es muy apreciada en el mercado y estd incluida en la

Indicacién Geogréfica Protegida (IGP) de “Judias del Barco de Avila”.

Figura 1.2: Judia escarlata (Phaseolus coccineus L.)

1.1.3. Judia tépari.

La forma cultivada, asi como las silvestres son de ciclo corto, florecen a los 27-
40 dias después de la germinacion y maduran a los 60-80 dias. Son plantas de habito
indeterminado. Existen dos formas de semillas: una de grano pequefio, redondeado,
blanco o negro; y otra de grano anguloso, romboédrico, de mayor tamafio y de gran
variedad de colores (Figura 1.3). El tépari oscila entre 10 y 20 g 100 semillas™ (Freytag
y Debouck, 2002).

Esta especie se cultiva desde hace mucho tiempo en Mesoamérica, y
principalmente como legumbre en las zonas desérticas o con una larga temporada
seca. Existen hallazgos arqueoldgicos que han mostrado una gran antigliedad del

cultivo de esta especie en el suroeste de Estados Unidos (donde habria penetrado
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desde México hace 1200 afios) (Nabhan y Felger, 1978; Mufoz et al.,, 2006). Se
consume mayormente el grano seco por su riqueza en proteinas (17-27 %) y glucidos
(Hernandez y Ledn, 1994). La fraccidn proteinica no estd exenta de factores
antinutricionales: inhibidores de la actividad de la tripsina, acido fitico, etc.

No se sabe aun con precision el lugar de domesticacidn de esta especie. Los
anadlisis electroforéticos de la faseolina y de isoenzimas indican una escasa
variabilidad, lo que supone que la domesticacién se inicid6 con un nimero muy
reducido de poblaciones. Esto pudo deberse a una extincién histérica, a que la base
genética de los ecotipos silvestres fuese ya reducida en el momento de su
domesticacion, o sencillamente a la autogamia de la especie. (Pratt y Nabhan, 1988;
Debouk, 1999).

Es una especie con gran potencial en zonas subdesérticas (Castonguay vy
Markhart, 1992). La judia tépari comparte gran parte de su genoma con la judia
comun (Mufoz et al., 2006), pero a pesar de esto existe una barrera importante que
impide el cruzamiento entre ambas especies (McClean et al., 2004). Esta similitud
genética es utilizada para primero detectar en judia tépari los genes de resistencia al
estrés hidrico severo, que después se buscardn en los programas de mejora de judia
comun (Micheletto et al.,, 2007). De igual manera se puede proceder para

incrementar la tolerancia al calor (Rainey y Griffiths, 2005b).

Figura 1.3: Judia tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray).
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1.1.4. Judia cacha.

Es una planta plurianual que puede vivir 2-4 afos, pero en entornos mas
secos tiende a comportarse como anual. Su semilla (70-100 g 100 semillas-1,y 16-25 g
100 semillas-1 en las formas silvestres) presenta un hilo amplio y eliptico. Las semillas
son normalmente amarillo-anaranjadas, pero puede tener una coloracién variada
(Figura 1.4) (Freytag y Debouck, 2002).

En comparacion con las formas silvestres y con las demds especies, P.
dumosus esta menos evolucionada, lo que parece ser resultado de una domesticacion
mas reciente (Schmit y Debouck, 1991).

El Judia cacha es una especie que prefiere los suelos profundos, orgdnicos,
humedos, filtrantes, con pH 6,2- 6,5. Tolera cierto nivel de sombra. En regiones de
clima himedo y altitud intermedia de Mesoamérica se cultiva asociado con maiz,
calabazas, P. coccineus y P. vulgaris. Tradicionalmente se prefiere el grano verde por
su mejor digestibilidad y por tener el tegumento mas tierno (Hernandez y Ledn,
1994).

Puede suponer una importante fuente de genes para la mejora de P. vulgaris,
entre las que se encuentran resistencias a varias enfermedades fungicas (Phoma
exigua), tolerancia al frio y engrosamiento del tallo (Singh, 1999b; Schmit y Baudoin,

1992).

Figura 1.4: Judia cacha (Phaseolus dumosus Macfad).
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1.1.5. Judia de Lima.

Es una especie plurianual que se distingue facilmente por sus semillas en
forma de media luna (Figura 1.5). Es una especie autégama, aunque la polinizacion
cruzada puede llegar a superar el 32 %. Los genotipos mas precoces florecen 35 dias
después de la siembra y terminan su ciclo en 100 dias. La mayoria de las variedades
tradicionales son de crecimiento indeterminado, con tallos de 3 a 6 m (Freytag y
Debouck, 2002). Las semillas pueden contener un glucdsido cianogénico, la limanarina
(300mg 100 g*), aunque la mayoria de las variedades cultivadas tiene unos valores
bajos (Ologhobo et al., 1984; Hill, 2003).

Vekemans et al. (1998), basandose en las variaciones del DNA de los
cloroplastos, lo sitian en un grupo filogenético distinto al resto de las especies de
Phaseolus domesticadas. Existen dos morfotipos de semilla diferente que
corresponden a formas silvestres distintas domesticadas en zonas diferentes
(Gutierrez Salgado et al., 1995; Fofana et al., 1997): los cultivares de semilla grande y
los cultivares de semilla pequefia.

Los cultivares de semillas grande (54-280 g 100 semillas™) estan localizados en
la zona andina. Los cultivares de semilla pequefia (24-70 g 100 semillas™) se localizan
en Mesoamérica. Su domesticacion fue muy posterior a la judia comun, los hallazgos
mas antiguos sélo tienen 1200 afios. El estudio comparativo del DNA del cloroplasto
de los diferentes ecotipos confirma el origen Andino de esta especie. El ecotipo
silvestre domesticado en Mesoamérica descenderia de un antepasado silvestre
andino (Fofana et al., 1999), que pudo migrar a la zona de Tehuantepec después de la
formacidon del Istmo de Panama (Serrano-Serrano et al., 2010). P. lunatus
probablemente tiene una amplia base genética por la extensa distribucidon de su
antecesor silvestre y los multiples nucleos de domesticacion (Baudoin et al., 1992). En

Espafia también se le conoce como “garrofo”, que se utiliza en la paella valenciana.
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Figura 1.5: Judia de Lima (Phaseolus lunatus L.)

1.2.  Origeny domesticacion de la judia comun.

El origen de la judia comln (Phaseolus vulgaris L.) es una forma silvestre
(Bicher, 1988) que habita el continente americano y desde donde se extendio al resto
del mundo. La gran diversidad que se encuentra actualmente, es la respuesta, en
forma de cambios morfoldgicos, fisioldgicos y genéticos, que esta especie ha dado a la
diversidad de ambientes a los que se ha tenido que enfrentar y a la presién de la
seleccién que ha ejercido el hombre sobre ella (Gepts y Debouck, 1991)

A partir de datos arqueoldgicos, botdnicos, historicos y linglisticos, Gepts y
Debouk (1991) concluyeron que la judia comun se origind en América, entre el norte
de México y el noroeste de Argentina. Existen gran cantidad de restos arqueoldgicos:
semillas, similares a las cultivadas actualmente o fragmentos de vainas, etc. (Kaplan,
1981). Los yacimientos localizados en los Andes (Peru, Chile, Ecuador y Argentina),
contienen los restos mas antiguos, datados entre 10000 y 8000 afios AC. En
Mesoamérica y Norteamérica son mds recientes (6000 a 1000 afios AC) y se localizan
en suroeste de Estados Unidos, Tehuacdn y el valle de Oaxaca (Kaplan, 1981).
Estudios recientes con microsatélites en cultivares y genotipos silvestres, situa el

centro de domesticacidn en la zona Oeste-Central de México (Kwak et al., 2009).



1. Introduccion

Evans (1976) fue el primero en reconocer la existencia de dos acervos
genéticos, tanto en judia silvestre como cultivada: el Andino y el Mesoamericano.
Esto induce a pensar en la existencia de mas de un centro de domesticacién. Para
diferenciar los dos acervos existen marcadores morfoldgicos y agrondmicos que los
diferencian: tamafio de la semilla, forma de las bracteolas y del foliolo, pilosidad del
foliolo, etc. (Gepts y Debouck, 1991; Singh et al., 1991a). Los marcadores bioquimicos
y moleculares tienen la ventaja, frente a los anteriores, de no estar afectados por el
ambiente y de ser mas faciles de observar (Gepts, 1988). Los marcadores bioquimicos
mas utilizados son la faseolina e isoenzimas (Koenig y Gepts, 1989; Singh et al., 1999b)
y los moleculares son RAPDs (random amplification of polymorphic DNA), AFLP
(amplified fragment length polymorphism), RFLPs (restriction fragment length
polymorphism) y SSR (short sequence repeat) (Khairallah et al., 1992; Freyre et al.,
1996; Schneider et al., 1997; Beebe et al., 2000; Du et al., 2009; Muchero et al., 2010).
El acervo Mesoamericano presenta semillas pequenas, con faseolina “S” o “B” (Figura
1.6) y bracteolas grandes y ovaladas. El acervo Andino tiene semillas grandes,
faseolina “T”, "H” y “C” con bracteolas pequeias y triangulares. Esta distribucion
paralela pudo ser debida a una domesticacidn multiple con cruces ocasionales entre
formas silvestres y cultivadas (Gepts y Debouck, 1991).

El estudio de los polimorfismos del DNA mitocondrial (Khairallah et al., 1992)
y DNA de cloroplastos (Chacon et al., 2005) confirman la existencia de domesticacion
en dos areas independientes de Mesoamérica y los Andes. Las tres razas andinas
(Chile, Perd y Nueva Granada) comparten el mismo haplotipo de cloroplasto, lo cual
pone de manifiesto la existencia de una Unica especie silvestre domesticada que por
divergencia genética dio lugar a las tres razas andinas actuales. Khairallah et al. (1992)
y Beebe et al. (2001) establecen que el origen sea una o varias poblaciones similares

de judias silvestre de la ladera Este de los Andes bolivianos.
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El acervo Mesoamericano es mas complejo. A partir de los trabajos de Chacén
et al. (2005) y Beebe et al. (2000) con RAPDs, se puede concluir en la existencia en
este acervo de cuatro centros de domesticacidn, que corresponderian a las razas
Jalisco, Mesoamericana, Durango y Guatemala (Tabla 1.2 y Figura 1.7). La raza Jalisco
habria sido domesticada en la regidén de Jalisco donde se encuentran las especies
silvestres con faseolina S y haplotipo de cloroplasto L. Las razas Mesoamericana y
Durango a pesar de compartir el mismo haplotipo K, presentan suficiente diferencia
entre sus RAPDs para creer en la existencia de dos centros de domesticacion
independientes. La raza Mesoamericana seria domesticada en los valles de Oaxaca

mientras la raza Durango lo haria en la zona montafiosa de Durango. Khairallah et al.

.-&80

Figura 1.6: Fotografia de patrones de faseolina: B (Boyaca), C (Contender), H (Pampa),
S (Sanilac) y T (Tender-green) (Rodifio et al., 2001).

10
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(1992) y Beebe et al. (2000) también incluirian una cuarta raza mesoamericana,
Guatemala, que se localizaria entre las zonas montafiosas del sur de México y
Guatemala, donde debido al aislamiento evoluciond a una poblacidn silvestre

diferenciada cuyo haplotipo | comparte los cultivares domesticados en esa zona.

Tabla 1.2: Acervo Mesoamericano: Principales clases comerciales de judia comun y
su distribucién. (Singh, 1999a; Beebe et al., 2000)

Raza Clase comercial Color Localizacién
Bayo crema Altiplano México
Flor de Mayo motas rosas  Altiplano México
Great Northern blanca Europa, Norte América,Asia
Durango Ojo de Cabra marrén claro  Altiplano México
Rosa rosa Norte América
Pinta marrén claro  Norte América
Roja roja Norte América
Negra - Arggntina, Brasil, \{eng;uela,
Caribe, My Norte América
Carioca rayas marron  Brasil, Bolivia
Mesoamérica Jalinho crema Brasil
Mulatinho rayas marrén  Brasil
Roja roja Meso América, China
Blanca blanca Africa, China, N América
Jalisco Garbancillo zarco amarillo Altiplano México
Guatemala Bolinillo blanca Chiapas, Guatemala, Rwanda

11
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ACERVO MESOAMERICANO ACERVO ANDINO

RAZA DURANGO RAZA CHILE

RAZA JALISCO RAZA PERU

RAZA MESOAMERICA RAZA NUEVA GRANADA

Figura 1.7: Razas de Phaseolus vulgaris L (Singh et al., 1991).

La raza Durango es la mas resistente a las situaciones de estrés hidrico (Singh,
1995, Mufioz-Perea et al., 2006 y Singh 2007). Los tipos comerciales de la raza
Durango son: Bayo, Flor de Mayo, Great Northern, Ojo de Cabra, Rosa, Pinta y Roja. La
raza Mesoamérica, que incluye las variedades de grano negro opaco pequefio y de
habito de crecimiento indeterminado Tipo Il 6 lll, de regiones del trépico humedo y de
baja altitud. Los tipos comerciales de la raza Mesoamérica son: Negra, Carioca,

Jalinho, Mulatinho, Roja y Blanca. La raza Jalisco de grano negro brillante mediano y

12
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de habito de crecimiento indeterminado postrado Tipo lll, sembradas principalmente
en el Altiplano de México (Singh et al., 1999a). La raza Guatemala tiene crecimiento
indeterminado tipo Il (Beebe et al., 2000).

Los cultivares pertenecientes al acervo Andino (Tabla 1.3 y Figura 1.7) se han
desarrollado en regiones de alta montafia, templadas y hiumedas, por lo que no estan
adaptadas a ningun tipo de estrés ambiental. (Rosales-Serna et al., 2004). La raza mas
extendida por su productividad y gran tamafio de semilla es la Nueva Granada. Los
tipos comerciales mds comunes son: Alubia, Azufrado, Calima, Manteca, Cranberry,
Alubia roja oscura, Alubia roja clara y Radical. En la raza Chile las variedades
comerciales mas comunes son la Tdértola y Coscorrén, mientras en la Perd son las

fiufias o “popping bean” que se consume tostada (Chacdn et al., 2005).

Tabla 1.3: Acervo Andino: principales clases comerciales de judia comun y su
distribucidn. (Paredes y Gepts, 1995; Singh, 1999a)

Raza Clase comercial Color Localizacion
Tortola canela
Chile Regiones bajas y secas S Andes
Coscorrén blanca
Alubia blanca Argentina, Europa, Norte Africa O Asia
Azufrado blanca Costa Pacifico México y Peru
Calima moteado rojo  Africa, Andes y Caribe
Manteca crema Andes

Nueva Granada -
Cranberry cremayrojo  Africa, Asia, Europa Ny S América

Alubia roja oscura rojo oscuro Africa, Andes, Norte América

Alubia roja clara rojo clara Africa, Norte América
Radical roja Andes
Peru Nufias rojo claro Andes peruanos
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Durante el proceso de domesticacion se han producido una serie de cambios
en la planta de judia que las diferencian de sus parentales silvestres (Figura 1.8). Al
conjunto de estos cambios se le denomina “Sindrome de Domesticacion” (Smartt,

1988; Koinange 1996):

e Gigantismo (incremento del tamafio de la semilla, vaina y hoja)

e Paso de un crecimiento indeterminado a uno determinado (no siempre)
e Cambio de vida perenne a ciclo anual

e Pérdida del hdbito trepador (no siempre)

e Reduccién de nudos en tallo principal y aumento distancia entre ellos.
e Reduccién del ciclo reproductivo (dias floracién, dias madurez vaina)
e Supresion de la dehiscencia de la vaina

e Pérdida de la latencia de la semilla

e Supresion de semillas de tegumento duro

e Pérdida de pigmentacion de las semillas (no siempre)

e Aumento del indice de cosecha

e Pérdida de la sensibilidad al fotoperiodo

Segun el trabajo de Koinange et al. (1996) este proceso de domesticacién fue
rapido (gracias a una gran diversidad genética y una alta intensidad en la seleccién) y
estos cambios evolutivos se debieron mas a la modificaciéon de unos pocos genes con
gran repercusion en la morfologia de la planta, que una acumulaciéon gradual de
pequefios efectos. Las poblaciones actuales cultivadas y silvestres son simpdtricas y

probablemente exista un flujo genético entre ellas (Papa y Gepts, 2003).
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Figura 1.8: Ejemplar silvestre de Phaseolus vulgaris L.

1.3. Valor nutritivo

La judia comun es un cultivo destinado basicamente a la alimentacién
humana. Es un alimento rico en proteinas, glicidos, vitaminas, minerales y fibra. La
judia grano tiene un 50-70 % de glicidos (Tabla 1.4), entre almidén, mono-, di- y
oligosacaridos. El almidén puede llegar a representar 70-80 % de los glucidos. Los
oligosacaridos (rafinosa, verbascosa y ajucosa) suponen un 3 % de los glucidos y al no
ser asimilados en el intestino delgado, son degradados por las bacterias de intestino
grueso produciendo flatulencias (Sathe y Deshpande, 2003). La judia grano tiene un
importante contenido de proteina, 239,4 a 270,6 g kg™ de materia seca, aunque su
calidad no es comparable a la de la proteina animal. La susceptibilidad a la protedlisis
es variable, 57- 96 % una vez cocinada (Santalla et al., 1999; Wang, 2010). El modelo
de proteina ideal de la FAO-OMS sirve para evaluar la calidad de la proteina. Una
proteina serd de mejor calidad en la medida que tenga una proporcién de

aminoacidos similar a la proteina patrén (Tabla 1.5). La judia grano tiene como
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aminodcidos limitantes la metionina y cisteina, pero mediante programas de mejora
podria aumentarse su disponibilidad hasta un 37 % (Montoya et al. 2010). En los
paises en vias de desarrollo, la judia grano se utiliza como complemento en las dietas
de cereales. Esta leguminosa aporta la lisina que es fundamental para el balance de
aminodcidos esenciales. La judia grano también es importante por su contribucion de
hierro a la dieta, 6,79 mg 100 g, lo cual supone el triple de hierro que la carne de
vacuno. La judia comun tiene una importante cantidad de antinutrientes: inhibidores
de la actividad tripsica (TIA), taninos y 4acido fitico. El contenido de taninos en judias
de grano coloreado oscila entre 13,0 a 19,9 g kg™ de materia seca, mientras en las
variedades blancas su valor es casi nulo. El contenido de acido fitico se encuentra
entre 9,6 a 13,8 g kg™ de materia seca. Este compuesto de fésforo ademas de no ser
asimilable por el organismo, bloquea la absorcién de minerales esenciales como el Ky
Zn. La coccidon ademds de suavizar la textura de los granos sirve para reducir los
niveles de TIA un 87 % y los de taninos 76 %. (Hill, 2003; Wang et al. 2010).

La leguminosas tienen un peso importante en los paises menos desarrollados,
en Burundi suponen el 50 % de la proteina de su dieta. Sin embargo, en los paises
desarrollados la importancia es menor, en Espaia solo supone 3 % de la proteina de

la dieta (FAOSTAT, 2012), pero son la base de una rica gastronomia tradicional.

Tabla 1.4: Valor nutricional de la judia verde y judia grano. (MAPA, 1984)

Valor nutricional 100g Judias grano

Energia kcal 312,70
Proteina g 21,46
Glucidos asimilables g 49,11
Fibra g 9,73
Grasa g 2,23
Ac.grasos esenciales g 0,00
Colesterol g 0,00
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Tabla 1.4: (Continuacién).

Valor nutricional 100g

Judias grano

Tiamina (B4) mg 0,46
Riboflavina (B;) mg 0,20
Niaciana (B3) mg 1,44
Vitamina Bg mg 0,49
Acido félico (Bg) mg 0,30
Calcio mg 96,85
Hierro mg 6,79
Magnesio mg 104,39
Fosforo mg 0,46
Zinc mg 4,00

Tabla 1.5: Composiciéon de aminoacidos en base 100 de la proteina patrén y de otros
alimentos (MAPA, 1984).

Judia grano
Arroz

Carne de ternera
Carne de cerdo
Leche de vaca
Huevo

Patron FAO-OMS

.y . £ Calidad | Aminoacidos
Composicion aminoacidos proteica|  limitantes

ile leu lys m:;; phe tyr thr trp val % 10 20
10 199 188 49 136 65 103 26 120 51,1 met+cys| tyr
109 215 94 95 126 83 8,6 35 151 61,8 Lys thr
108 182 199 88 9,8 80 103 24 112 80,9 val trp
16 172 184 86 9,5 8,1 11,1 3,1 11,8 85,2 val leu
1,4 222 129 56 124 11,3 79 25 132 59,4 | mettcys| trp
12,2 172 136 11,2 111 8,1 10,0 28 133 88,7 leu lys

11,1 194 153 9,7 83 85 11,1 28 139| 100,0

1.4. Situacion actual: superficie, produccion y consumo

La produccién mundial de leguminosas en el afio 2010 se cifra en 400-10 ° Mg. En la

Figura 1.9, aparecen los porcentajes de las distintas especies respecto a la produccion

mundial total de leguminosas (FAOSTAT, 2012). La leguminosa mas importante es la

soja con un 65 % de la produccion, cuyo destino principal es la obtencidén de aceites
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vegetales, y sus subproductos son utilizados en la industria de los piensos

compuestos.

Garbanzo
3%

Guisante
6%
Caupi
1%

Otros
9%

Haba 1%

Guandu 1%

Anacardos 1%

Otros 1%

Figura 1.9: Porcentaje de las distintas leguminosas en la produccién mundial de 2010
(FAOSTAT, 2012).

La judia (Phaseolus vulgaris), con un 11 % de la produccion mundial de leguminosas,
es la primera leguminosa cuyo destino principal es la alimentacién humana, con un
total de 43-10° Mg. En 2010, (Tabla 1.6) en el mundo se cultivaron 31-10° ha judia
grano con una produccién de 40,88-:10° Mg y 0,23-10° ha de judias verdes con una
produccién de 1,94-10° Mg (FAOSTAT, 2012). La produccién de judia grano esta muy
concentrada (Tabla 1.6). China e India producen casi el 50 % de la producciéon mundial
y en los 10 primeros productores se concentra el 80 % de la produccién. En la judia
verde la concentracion es mayor, Estados Unidos y Francia producen el 64% del total
y solo 10 paises producen el total mundial. La produccién judia grano se localiza en
paises en vias de desarrollo, lo que da idea de la importancia que tiene esta
leguminosa en la dieta nacional. La mayoria de la produccién es para consumo

nacional, salvo China que exporta 1046-10° Mg, lo que supone el 7 % de su
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produccion. También exportan México 863-10° Mg y Uganda 434-10° Mg, que supone
el 69 % y el 94 % de su produccién respectivamente. Llama la atencién Estados
Unidos, que a pesar de ser un gran productor tiene que importar el 41% de la judia

grano que consume.

Tabla 1.6: Principales paises productores de judia grano y judia verde en 2010
(FAOSTAT, 2012).

201 0 Juc(ii?)se '?A;no 201 0 Jud(i?gsv'\z)des
China 14572 Estados Unidos 927
India 5452 Francia 318
Brasil 3202 Marruecos 160
Myanmar 3030 Filipinas 118
Estados Unidos 1495 México 102
México 1260 Polonia 65
Indonesia 1177 Turquia 60
Tanzania 950 Japoén 48
Turquia 801 Argentina 46
Uganda 460 Iraq 41

Mundo 40884 Mundo 1941

Segun la FAO, (Figura 1.10) el cultivo de judia grano en los ultimos 49 afios ha
sufrido un crecimiento sostenido de 6 % anual. En este periodo la superficie total solo
se ha incrementado un 34% y en cambio la produccién ha triplicado. Este incremento
en la produccién se debe a la mejora en el control de plagas y enfermedades,
abonado, gestion de los recursos hidricos y los programas de mejora en las variedades
empleadas. A pesar de esta evolucion favorable, alun existen paises grandes
productores como la India que tienen un rendimiento escaso (451 kg ha™ ). México

posee un rendimiento intermedio de 709 kg ha !, y se debe a que existen zonas
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amplias de produccién como las del altiplano semiarido del Norte donde se cultivan
1,8 millones de hectdreas con un rendimiento de 680 kg ha™ (Rosales-Serna et al.,
2000). Aun existe margen para la mejora de los rendimientos si se comparan estos
resultados con los rendimientos de Canada (1995 kg ha™ ') o Estados Unidos (1864 kg
ha™").

Evolucion de la produccion mundial de judia grano

45.000

40.000 /Avl
35.000 N

30.000

25.000

20.000

15.000 7*

10.000

5.000

0
1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
e Superficie @ Pproduccion
10’ ha 10° Mg
Figura 1.10: Evolucion de la produccidon de judia grano 1961-2010. (FAOSTAT, 2012)

La produccidn de leguminosas secas en Espafia en 2009 (Figura 1.11) fue de
285000 Mg de las que sélo el 28 % se destinaron a la alimentacién humana. El 72 %
restante se utiliz6 como materia prima en la industria de piensos. La leguminosa
grano es un cultivo de secano, el 89% de las 311000 ha cultivadas en 2009. EI mayor

productor es Castilla-Ledn con 112000 Mg, seguido de Castilla la Mancha y Andalucia
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con 70000 Mg y 51000 Mg respectivamente. La judia grano tiene un modesto sexto

lugar dentro de las leguminosas grano, que con sus 13000 Mg solo supone el 5% de la

produccidn total.

Guisante
52% 4%

Lenteja

Figura 1.11: Porcentaje de las distintas leguminosas en la produccién de Espafia en
2009 (MAPA, 2010).

El 78% de la produccién de judia grano estd concentrada en dos comunidades
auténomas: Castilla y Ledn y Galicia. Ledn con 5718 Mg es la provincia de mayor

produccién, lo que supone el 43% del total nacional (Tabla 1.7).

Tabla 1.7: Principales productores de judia grano en Espaiia en 2009 (MAPA, 2010).

Superficie Rendimiento Produccion
2009 (ha) (kg ha™) grano
Secano Regadio Total Secano Regadio (Mg)
CASTILLA Y LEON 101 2772 2.873 829 2417 6.786
GALICIA 2.368 125 2.493 1.387 1.386 3.459
P. DE ASTURIAS 890 30 920 697 1.600 668
ESPANA 4137 3.845 7.982 1.106 2.235 13.175

La judia es una excepcién dentro de las leguminosas grano, ya que en 2009, el

regadio supuso la mitad de las 7982 ha cultivadas (Tabla 1.7). Un 22% de la superficie
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de judia grano suele cultivarse en asociacidon con maiz (Figura 1.12). A pesar de que el
cultivo asociado supone una disminucién en el rendimiento de judia de un 55 % y en
el del maiz de un 33%, la Relacién Equivalente de Tierra (LER) del cultivo asociado es
de 1,12. En cultivos asociados con valores de LER > 1,0 indican que tienen una mayor
productividad cuando estan asociados, que cuando son cultivados de forma
independiente. Ademas pone de manifiesto que el aprovechamiento de los recursos
por parte de las dos especies es mas complementario que competitivo. Este uso mas
intensivo de la tierra estd muy extendida en el Norte de Espafia, donde la superficie
agraria de las explotaciones es limitada (Santalla et al., 1999, 2001A y 2001C). Las
variedades utilizadas son trepadoras, de semillas grandes o extras grandes y con

largos periodos de floracién y llenado (Rodifio et al., 2006).

Figura 1.12: Cultivo de judia asociada al maiz.
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Existe la percepcién por parte de del consumidor de que la judia grano es un
producto ligado a la tierra y que forma parte de la tradicién culinaria, por lo cual el
consumidor esta dispuesto a pagar un precio superior. Prueba de ello es la existencia
de seis Indicaciones Geograficas Protegidas (IGP) como son: Alubia de la Bafieza -
Ledn, Faba asturiana, Faba de Lourenzd, Judia del Barco de Avila, Judia del Ganxet
Vallés-Maresme y Alubia del Pais Vasco. El fin de estas IGPs, es la de proporcionar a
los agricultores un cultivo de alto valor afiadido, que permita conservar un nivel de
renta aceptable y defenderlo de otras zonas del mundo con costes de produccion
menores y con los que no pueden competir. El consumo nacional se cifra en 60000-
70000 Mg (Figura 1.13) y la produccion nacional solo cubre el 20% de la demanda.
Espafia es un importador neto, siendo Argentina es el principal exportador con 31000
Mg, lo que supone el 63% del total importado. En los ultimos afios se ha recuperado

la produccion levemente y las importaciones han caido un 20%.

Produccién

uo'mg  Produccion de la judia grano en Espafia
70,0

50,0 V \

40,0

30,0

20,0

\"

10,0 \—/

0,0

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Ano

@m==Produccion @@= |mportaciones Exportaciones

Figura 1.13: Evolucién de la produccién nacional, importaciones y exportaciones de la
judia grano durante periodo 1999 - 2009.
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1.5. Simbiosis Rhizobium-leguminosa

La simbiosis Rhizobium-leguminosa se puede calificar como rizoendosimbiosis
mutualista estricta. En el establecimiento de esta simbiosis se pueden diferenciar dos
procesos complejos: a) una infeccion controlada, y b) la aparicién de un nuevo érgano
en la planta, el nédulo, en el cual se lleva a cabo la fijacién del nitrégeno atmosférico
(Figura 1.14) (Mylona et al., 1995; Schultze y Kondorosi, 1998). Se han descrito dos
tipos de nddulos en las leguminosas, nddulos determinados e indeterminados, que
difieren en su morfologia, en la estructura y desarrollo del cordén de infeccion (Rae et
al.,, 1992), en la presencia o no de meristemo apical y en el tipo de metabolitos
nitrogenados que exportan. Los ndédulos indeterminados (Figura 1.15) se caracterizan
por presentar un meristemo indeterminado situado en el apice que origina nddulos
pleomérficos, un sistema vascular abierto que conecta el sistema vascular de la raiz
con el meristemo nodular, asparagina y glutamina como productos mayoritarios de
traslado a la planta del nitrégeno fijado, bacteroides de gran tamafio individuales y un
canal de infeccién ancho. Las leguminosas de zonas templadas como Pisum, Vicia,
Trifolium y Medicago desarrollan nddulos indeterminados. Los nédulos determinados
se caracterizan, a su vez, por presentar un meristemo apical determinado que origina
nddulos globosos, un sistema vascular cerrado que se dicotomiza y es continuo por el
nddulo, ureidos como productos mayoritarios de traslado a la planta del nitrégeno
fijado, bacteroides en grupos de dos o mas que se hallan entremezclados con células
intersticiales no infectadas y canal de infeccién estrecho que apenas interviene en la
distribucién de las bacterias. Las leguminosas de zonas subtropicales y tropicales,
Glycine, Phaseolus, Vigna, etc. presentan nddulos determinados (Sprent et al., 1989;
Rae et al., 1992).

La importancia de la simbiosis Rhizobium-leguminosa radica en la capacidad

del nuevo érgano formado, el nddulo, de transformar el nitrégeno atmosférico en
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v e — -t - 1 i -« R ‘.*.
Figura 1.14: Seccién de un ndédulo de judia comun. Tridangulo negro, membrana
plasmatica planta; tridngulo blanco, espacio vesicula endocitica o simbiosoma; b,
bacterioide (Rhizobium etli); v, vesicula (Chuanwu et al., 2000).

Figura 1.15: Noédulos determinados de judia (Phaseolus vulgaris) y ndédulos
indeterminados de trébol blanco (Trifolium repens).
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N asimilable para la planta, con lo que de esta manera se incorpora a la cadena
tréfica. La fijacion biolégica del N, es un proceso de reduccidon que convierte el
nitrogeno molecular en amonio, segun la siguiente ecuacion:

N, + 8H'+ 8e + 16ATP > 2NH;+ H, + 16 (ADP + Pi)

La reaccidn estd catalizada por un complejo enzimatico denominado
nitrogenasa o dinitrogenasa, que consta de dos componentes: La nitrogenasa
propiamente dicha, caracterizada por poseer un cofactor de hierro y molibdeno
(FeMoCo) que forma parte del centro activo y la nitrogenasa reductasa o
ferroproteina (Olivares, 2006).

La familia Rhizobiaceae tiene células sin endosporas, normalmente con forma
de bastén. Moviles, bien con un flagelo polar o subpolar, o bien con flagelos peritricos
en nimero de dos a seis. Son microorganismos aerobios, Gram negativos, que pueden
utilizar distintos glucidos como fuente de C. En medios de cultivo que contienen
glicidos el crecimiento se caracteriza por la produccion de gran cantidad de
exopolisacaridos (Kuykendall, 2005). La capacidad del Rhizobium para fijar nitrégeno
atmosférico en simbiosis con leguminosas y su gran implicacion en la agricultura ha
hecho que la taxonomia del grupo se haya realizado, durante mucho tiempo, en
funcién de las especies de leguminosas que pueden comportarse como huéspedes en
la simbiosis.

Todos los Rhizobium encontrados en judia fueron inicialmente asignados a la
especie Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli sobre la base de su especificidad de
hospedador, y separados de R. leguminosarum bv. viciae y R. legquminosarum bv.
trifolii, simbiontes de vezas y tréboles (Kuykendall, 2005). Esta misma subdivision se
haya avalada por las diferencias existentes entre sus megaplasmidos que codifican
para la nodulacién (Martinez et al., 1987 y 1988). Actualmente todos ellos se hallan

encuadrados dentro de dos géneros, Rhizobium vy Sinorhizobium. La especie de
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Rhizobium que predominantemente nodula la judia comun es Rhizobium etli, aunque
también estd descrita simbiosis con otras especies como R. leguminosarum bv.
phaseoli, R. gallicum bv. phaseoli, R. giardinii bv. phaseoli y R. tropici. También puede
nodular y fijar nitrégeno con otros géneros: Sinorhizobium arboris y Mesorhizobium
huakuii. Pero hay especies con las que nodula pero no fija nitrégeno: Rhizobium
leguminosarum bv. Viciae, Rhizobium fredii, Bradyrhizobium japonicum, Azorhizobium
caulinodans, Mesorhizobium loti, Bradyrhizobium sp. y Sinorhizobium terangae
(Buttery et al., 1990, Michiels et al., 1998; Martinez-Romero, 2003). Este amplio rango
de especies con las que puede nodular da ideas de su promiscuidad como huésped y
de la existencia de gran diversidad de interacciones planta-Rhizobium (Graham,
2008). Herrera-Cervera et al. (1999) han identificado en los suelos de Espafa cinco
especies con las que nodula: R. etli, Sinorhizobium fredii, R. gallicum, R. giardini y R.
leguminosarum, donde R. etli es la especie mas abundante (Rodriguez-Navarro et al.,
2000). R. tropici ha sido aislada de judias y de ndédulos de otras leguminosas en
Europa, Australia y Centro América, siendo la especie predominante en los suelos de
Brasil posiblemente por su tolerancia a los suelos acidos (Martinez-Romero et al.,
1991; Graham y Vance, 2000; Amarger et al. 1997; Hungria et al., 1997; Silva Pinto et
al., 2007).

1.6. El nitrégeno en la planta

El NH; (o NH,") fijado por Rhizobium pasa al citosol de las células que
contienen los bacteroides y debido a su naturaleza tdxica, rdpidamente la célula lo
transloca en aminas (asparagina y glutamina) o en ureidos (alantoina y acido
alantoico) (Herridge et al., 1978; Hansen et al., 1993). Por otro lado, el N absorbido
por las raices suele estar en forma de nitrato. En las raices parte del nitrato es

reducido a NH," para translocarse en aminas y el resto queda en forma de ion nitrato
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(Figura 1.16). A continuacion, los nitratos, las aminas y los ureidos pasan a los haces
vasculares para terminar en el xilema. Del xilema pasan a las hojas donde se degradan
para formar NH,", que se incorpora a la sintesis de aminodcidos, amidas y proteinas.
Existe una relacion directa entre ureidos vy fijacidon de bioldgica de nitrégeno. Hansen
et al. (1993) en judia comprobd que el porcentaje de nitratos, aminas y ureidos en la
savia de xilema variaban en funciéon del porcentaje de N fijado bioldégicamente
(%Ndfa) (Hansen y Pate, 1987; Peoples y Herridge, 1990; Giller 2001; Raso et al.
2007), como se aprecia en la Figura 1.17.

En los géneros Phaseolus, Glycine y Vigna la mayoria de los compuestos
nitrogenados se transportan en forma de ureidos pero existen géneros como Arachis,
Pisum, Vicia, Lens y Cicer, que no sintetizan ureidos y el N se transporta
exclusivamente en forma de aminas (Devi et al., 2010).

Durante la fase de llenado la planta, para mantener la tasa de suministro de
nutrientes a las semillas en un periodo de escasa disponibilidad, tiene que recurrir a la
remobilizacidon de Cy N fijado desde otros érganos de la planta. En la judia el 39% del
N de las semillas proviene de la movilizacién de otros érganos de la planta y en caso
de sequia el porcentaje aumenta hasta el 73% (Foster et al., 1995). En garbanzo los
porcentajes de movilizacidon son superiores, 62% en regadio y 93% cuando sufren
estrés hidrico (Davies et al., 2000).

Esta alta dependencia del N movilizado se atribuye a las altas necesidades
para la sintesis de proteina y una sustancial disminucidn en la fijacién de N durante la
fase de llenado de las vainas (Kurdali et al., 1996). En las leguminosas de grano, la
mayoria de N movilizado proviene de las hojas y esta estrechamente relacionada con
la senescencia de la planta. EL N movilizado procede de la descomposicion de las
proteinas fotosintéticas, incluida la clorofila, lo que provoca la clorosis de los 6rganos
fotosintéticos. Vasilas et al. (1995) encontraron que la variabilidad genética en la

movilizacién de N en soja, esta relacionada con la duracién del llenado de semillas.
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Figura 1.16: Esquema sobre el origen de los productos nitrogenados encontrados
en la savia del xilema.
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Figura 1.17: Composicion de la savia del xilema en funcidn del porcentaje de fijacion
bioldgica de N. (Hansen et al., 1993)
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Los genotipos con periodos de llenado cortos movilizan mas N que aquellos
con periodos de llenado mas largos. Pero la mayor o menor movilizacidon del N no esta
correlacionado con la produccidn de grano (Kurdali et al., 1996).

La fijaciéon de N, es un proceso con una alta demanda de energia, lo que
provoca un alto consumo de glicidos por parte de los nddulos. En algunos estadios de
crecimiento la fijacién de N, consume 30-50% de los fotosintetizados netos por la
planta al dia (Minchin, 1997). Como término medio los nédulos representan el 23% de
la respiracion total de la raiz. La tasa maxima de fijacién de N,, se obtiene a los 40-55
dias después emergencia y oscila entre 0,55 y 11,93 mg N planta™ dia™. La mejor
combinacion simbidtica coincide con mayor eficiencia relativa (Hungria et al., 1989).
El rendimiento de la fijacion de N, en judia es de 0 a 150 kg ha™ (Unkovich y Pate,
2000; Graham et al., 2003), y es bajo si se compara con leguminosas forrajeras

(Caixeta Franco et al., 2001; Vadez et al., 1999)

1.7. Importancia del nitrégeno

ElI N es el elemento mas abundante de la atmdsfera terrestre y sin embargo es
un elemento limitante para la vida. El N supone entre el 8 y 10% de los seres vivos y
forman parte de compuestos tan importantes como los acidos nucleicos y proteinas.
La explicacidn a esta paradoja se encuentra en lo extremadamente inerte que es el N,
atmosférico, el cual no resulta util como fuente de N para la mayoria de los seres
vivos. La excepcidn la constituyen un grupo variado de microorganismos procariotas
llamados diazétrofos, que son capaces de transformar N, atmosférico en N
combinado mediante un proceso complejo llamado fijacién bioldgica de nitrégeno
(FBN).

La FBN del N, atmosférico puede tener lugar en diversos habitats, tanto
acuaticos como terrestres, y se lleva a cabo por un amplio grupo de bacterias y

arqueas, tanto aerobias como anaerobias, taxondmicamente poco relacionadas. Los
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diazétrofos consiguen combinar el N, a presiéon atmosférica y a temperatura
ambiente gracias a un complejo enzimatico conocido como nitrogenasa. Desde el
punto de vista biogeoquimico el proceso de fijacién de N, por procariotas es
absolutamente vital para el mantenimiento del equilibrio en el ciclo de este elemento
(mas del 70% del nitrogeno que se aporta a la biosfera proviene de la actividad
bioldgica).

La fijacion global de N, se estima en unos 275 -10° Mg N afio™ (Figura 1.18),
de las que 30-10° Mg se fijan por causas naturales como descargas eléctricas,
erupciones volcanicas, etc. y 70-10° Mg por fijacidn industrial mediante el proceso
Haber-Bosch. De las 175 -10° Mg N afio™ fijadas por la FBN, 140-10° Mg son fijados por
organismos simbiontes y 30-10° Mg por organismos libres (de Felipe, 2006). El
proceso Haber-Bosch, a partir de aire y metano, produce amoniaco, que es la base de
la industria de los fertilizantes. Es un proceso industrial muy costoso por la cantidad
de energia que requiere para alcanzar las condiciones de presién (300 bares) y
temperatura (500 2C). Para la sintesis de 1 kg de nitrato amdnico son necesarios 44
MJ y para 1 kg de urea 63 MJ (Audesley et al., 1997). En la Figura 1.19 se puede ver la
evolucién del consumo de abonos nitrogenados en Espafa. Al ser un producto con
alto coste energético, su precio evoluciona segun evolucione el precio de la energia,
concretamente el precio del petrdleo. La energia del petréleo es de 43 MJ kg™, por lo
que hace falta 1 kg de petréleo para sintetizar 1 kg de abono nitrogenado (Audesley
et al., 1997). La subida del petréleo ha supuesto un importante incremento del precio
de los abonos nitrogenados, que ha provocado una disminucién de su consumo
debido a una utilizacién mas racional de los mismos.

En los afios 60 hubo un importante incremento de la produccion agricola en el
ambito mundial, la llamada “Revolucién Verde”, que fue consecuencia del empleo de
técnicas de produccion modernas, como la utilizacion masiva de fertilizantes,

pesticidas y herbicidas. El efecto positivo de esta nueva agricultura fue la de producir
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mas alimento sin la necesidad de aumentar la superficie agraria. Los cultivos
incrementan de una forma importante su rendimiento con el abonado nitrogenado
pero la eficiencia de estos fertilizantes es relativamente baja, ya que se estima que la
mitad del nitrégeno se pierde por lixiviacién y desnitrificacién. Este fertilizante no
utilizado es el responsable tanto de problemas sanitarios como ecoldgicos. Las aguas
contaminadas con nitritos suponen un riesgo para la salud, pues pueden producir
metahemoglobinemia o aumentar la incidencia de algunos tipos de cancer. La
eutrofizacién de las aguas y la incorporacién de nitrosaminas a la cadena tréfica son
los principales efectos sobre el medio ambiente. Por su parte, el proceso de
desnitrificacidon, que es vital para la eliminacidn de los nitratos del medio ambiente,
posee también efectos negativos. Los productos finales de este proceso, NO, y NO,
son gases con un enorme impacto ambiental, pues intervienen en la formacién de la
lluvia acida, en el calentamiento global de la atmdsfera y en la destruccién de la capa

de ozono (Bohlool et al., 1992; Delgado y Bedmar, 2006).

Simbiosis
140-105 Mg

FBN

. 175:10°Mg \ Bacterias libres

35:10% Mg

Total

275-10° Mg

Otras
100-108 Mg

Meteoros y volcanes

30-105 Mg

Figura 1.18: Desglose de la fijacion mundial de nitrégeno.
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Figura 1.19: Evolucion del consumo de abonos nitrogenados en Espafia entre 1996 y 2010
(MAPA, 2010).

1.8 Tolerancia al estrés hidrico

La sequia afecta de una forma intermitente o terminal a mas del 60% de la
superficie cultivada de judia en el mundo. La sequia es un problema endémico en mas
de 1,5-10° ha. En el oeste de EEUU, se estima que mas del 50% de la superficie de
laboreo sufriria los efectos de la sequia si no recibiera un aporte de suplementario de
agua, lo que supone un consumo de agua un 85% de agua superior al resto del pais

(Fischer et al., 1978).
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1.8.1. Efectos negativos

Los efectos negativos del estrés hidrico dependen de la frecuencia, duracion,
intensidad y de la fase de crecimiento en que se produzca. La judia es muy sensible a
la sequia durante la fase de prefloracién (10-12 dias antes de la antesis) y floracién. El
estrés hidrico en esta fase produce un exceso de floracidon, generacion de vainas
prematuras y aborto de semilla (Mufioz-Perea et al., 2006; Singh et al., 2007). Las
variedades sensibles frente al estrés responden con una fotoinhibicién de forma mas
temprana, lo que afectara de forma directa su produccion final (Cruz de Carvalho et
al., 1998; Lizana et al., 2006).

En términos generales, el estrés hidrico supone una reduccidn de la biomasa,
una reduccion en la produccién de grano (entre un 20 a 90%), un menor nimero de
semillas y vainas, asi como la reduccidn de la masa de las mismas. También se reduce
la absorcién de P, asi como la concentracidn, distribucidn y fijacién de nitrégeno
(Serraj y Sinclair, 1998; Lodeiro et al., 2000; Jiménez et al., 2004; Mufioz-Perea et al.,
2006; Sinclair et al., 2007; Naya et al., 2007). Incluso la nodulacién se ve inhibida
(Mnasri et al., 2007). Y también se produce un acortamiento de la raiz, lo que supone
una disminucién de la superficie de contacto con el suelo que se traduce en un menor
transporte de nutrientes. La mayor compactacién del terreno también implica una
mayor dificultad de penetracién de las raices y por tanto un menor desarrollo
radicular (Lizana et al., 2006). El estrés hidrico en las hojas supone el aborto de
estomas (Navea et al., 2002) y la disminucidn en el contenido de clorofila (Yasar et al.,
2010). Al verse comprometido el estado general de la planta, se agrava el problema
de la podredumbre radicular causado por: Macrophonia phaseolina y Fusarium solani
f. sp. phaseoli, ademds de producirse una mayor incidencia de mosquito verde

(Empoasca kraemeri) en los trdpicos y subtropicos (Mufoz-Perea et al., 2006).

34



1. Introduccion

1.8.2. Respuesta al estrés hidrico

La respuesta de la planta a la sequia puede ser fenoldgica, morfoldgica o
fisioldgica, de las cuales existe una variabilidad genética demostrada (Schneider et al.,

1997).

Respuesta fenoldgica

La planta tiene cierta capacidad de adaptar sus fases fenoldgicas a las
disponibilidades de agua, ante un estrés hidrico. La plasticidad fenoldgica permite el
acortamiento de las fases fenoldgicas de floracién y llenado, para reducir el impacto
negativo del estrés hidrico (Rosales-Serna et al., 2004). La precocidad es una
estrategia muy difundida entre los cultivos Mediterraneos, es una forma de escapar
del periodo de sequia y adecuar el ciclo de la planta a las condiciones ambientales
mas adecuadas, pero una extrema precocidad penaliza de una forma importante la
produccién (Singh, 2007; Cattivelli et al., 2008; Al-Tawaha et al., 2010; Khan et al.,
2010). La floracién tardia también puede suponer una ventaja, sobre todo para los
cultivares de crecimiento indeterminado. La planta, en caso de sufrir un leve estrés
hidrico durante la fase de floracién, puede recuperarse de forma parcial con la
generacién de nuevas hojas y flores después del periodo de estrés (Singh, 2007). Un
ejemplo de genotipo de crecimiento indeterminado son las variedades tipo “Carioca”,
gue tienen un crecimiento vigoroso y precoz, una gran acumulacion de biomasa al
comienzo del llenado de vaina y la habilidad de transferir fotoasimilados a las vainas
antes de la fase de llenado de las mismas. Estas cualidades hacen que sea un genotipo
ideal para zonas semidridas o un parental muy vélido para programas de seleccién

para la tolerancia a estrés hidrico (Boutraa y Sanders, 2001b).
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Respuesta morfoldgica

En la respuesta morfoldgica esta la reduccion de la superficie foliar como
resultado de la pérdida de hojas, la reduccién de las hojas jévenes, la inhibicién del
desarrollo foliar, o la pérdidas de hojas por senescencia, lo que supone un descenso
de la produccién (Schneider et al., 1997). Cuando se somete a las plantas a estrés
hidrico durante la etapa de floracion y durante la etapa de llenado, se reduce el
numero de hojas trifoliadas y la longitud del tallo, pero el nimero de nddulos no se ve
afectado (Naya et al., 2007).

El grosor de las hojas esta asociado a mayor tasa de asimilacidon de carbono.
Los cultivares Mesoamericanos tiene hojas mas gruesas y por tanto mayor tasa de
crecimiento relativo que los Andinos con un menor aparato fotosintético por unidad
de superficie. Asi, ante un estrés hidrico los cultivares Mesoamericanos tienen un
mejor comportamiento que los Andinos (Sexton et al.,, 1997, White y Montes-R,
2005). Las hojas pueden aumentar su reflectancia cambiando el color, el contenido de
cera cuticular y la pubescencia de las mismas (Singh, 2007). También se puede dar un
mayor crecimiento radicular, lo que supone una mayor eficiencia en la extraccién de
la humedad del suelo y nutrientes (Singh, 2007).

Un ejemplo de adaptacién morfoldgica se puede ver en la raza Durango que
posee unas hojas pequefias, algo oscuras, donde las hojas inferiores permanecen
verdes mas tiempo y tienen sus nudos inferiores menos espaciados, cubriendo la
superficie del terreno de una forma uniforme, conservando la humedad de alrededor
de las raices. El hecho de permanecer las hojas mas tiempo verdes, permite una
capacidad de llenado de las semillas mayor que el resto de los cultivares (Mufioz-

Perea et al., 2006; Singh, 2007).
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Respuesta fisioldgica

Una forma de paliar los efectos del estrés hidrico es la de reducir la superficie
irradiada por el sol. Como se puede apreciar en la Figura 1.20 ante el estrés hidrico la
planta de judia presenta heliotropismo, movimiento de rotacién de los foliolos para
evitar la luz (Singh, 2007; Lizana et al., 2006). La reduccién del intercambio gaseoso es
el primer cambio fisioldgico que experimenta la planta ante el estrés hidrico. Las
variedades mas tolerantes tienen una oclusién mas rapida de los estomas en caso de
estrés hidrico, lo que se asocia tanto a una mayor sintesis de acido abscisico (ABA)
como a una sensibilidad estomdtica mds alta al mismo (Lizana et al., 2006). La
respuesta difiere mucho entre las variedades silvestres y las domesticadas.

El proceso de domesticacién también ha supuesto la pérdida en la capacidad
de modular la cantidad de estomas en funcidn de las disponibilidades hidricas, asi
como el aumento de la superficie foliar y un aumento del parénquima de empalizada,
lo cual implica un aumento de productividad de la planta, pero disminuyd la eficiencia
hidrica y redujo el parénquima esponjoso fundamental para el intercambio gaseoso
(Navea et al., 2002; Praba et al., 2009).

Otro mecanismo fisioldgico importante de adaptacidn al estrés hidrico es la
elasticidad de la pared celular. Las plantas resistentes que son sometidas a estrés
hidrico, evitan la reduccién del potencial del agua, reduciendo su tamafio celular para
mantener la turgencia gracias al ajuste eldstico de las paredes celulares (Martinez et
al., 2007). Ante el estrés hidrico la planta necesita ajustar su presidn osmética, para
ello utiliza moléculas de bajo peso molecular como osmolitos: prolina (Martinez et al.,
1996; Reddy et al., 2008, Khan et al., 2010), glicinabetaina (Ashraf, 2004; Al-Tawaha
et al., 2010) y los polioles (Ashraf, 2004; Farooq et al., 2008; André et al., 2009; Evers

et al., 2010). Hay sustancias de crecimiento vegetal como el acido salicilico (Oka-Kira 'y
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Kawaguchi, 2006; Zlatev et al., 2006), auxinas (Reichman, 2007), giberelinas (Turner et
al., 2005), citoquininas (Laguerre et al., 2007; Bourion et al., 2010) y el acido abscisico
(Shinozaki y Yamaguchi, 2007; Choudhury et al., 2011) que modulan las respuestas de

las plantas a la sequia.

Figura 1.20: Rotacion de los foliolos para evitar los rayos solares ante un estrés
hidrico. Entre las dos fotografias hay un periodo de estrés hidrico de 70-80 horas
(Lizana et al., 2006).

Todas estas respuestas fisioldgicas estan reguladas genéticamente. Los genes
gue se expresan cuando se produce un estrés hidrico, se clasifican en funcién del
producto que codifican (Seki et al., 2003):

e Genes que codifican proteinas que protegen directamente del estrés: protegen
de la deshidratacién, como enzimas requeridas para la sintesis de
osmoprotectores, chaperones y enzimas de desintoxicacion.

e Genes que regulan la expresién génica y la transduccién de sefial en la
respuesta al estrés. Incluyen factores de transcripcidn, proteinas quinasas y
enzimas involucradas en el metabolismo de los fosfoinositidos, promotores de
la proteasa del acido aspartico (Contour-Ansel et al., 2010).

La identificacidn de estos genes es vital a la hora de seleccionar variedades

resistentes, buscar marcadores o crear plantas transgénicas.
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1.8.3. Efecto en la particién de Nitrégeno

La actividad de la nitrogenasa esta correlacionada con la actividad de la
sacarosa sintasa, por lo cual la reduccidn en la fijacion de N ante un estrés hidrico,
parece estar mas relacionada con la imposibilidad de los nédulos de utilizar los
fotosintetizados, que la escasez de los mismos (Gordon et al., 1997). El estrés hidrico
también actua sobre la nodulacidn, incluso inhibiéndola (Mnasri et al., 2007).

La fijacidn de N, también esta relacionada con la permeabilidad al oxigeno de
la membrana del nédulo. El oxigeno es necesario para la respiracién de los
bacteroides, para asi mantener la actividad de la nitrogenasa. La sequia provoca la
reduccion del tamano de las vacuolas, por lo que las células estdn mas densamente
pobladas y la permeabilidad del oxigeno se reduce (Swaraj et al., 1995). Jiménez et al.
(2004) han encontrado que cuando los valores de trehalosa nodular son altos, la
fijacién de N se mantiene a pesar del estrés hidrico. Posiblemente la trehalosa actue
como protector de la actividad de la nitrogenasa bacteriana.

La muerte de rizobios y la senescencia de nédulos cuando los periodos de
sequia son mds largos o muy agudos, se debe mas a que la planta no aporta el
carbono necesario para la respiracion de la bacteria que a la falta de agua (Serraj and
Sinclair, 1996; Galvez et al., 2005). La sensibilidad de la fijacion de N a la sequia varia
dentro de las leguminosas, y depende principalmente del tipo de compuesto
nitrogenado sintetizado en los nédulos. Las plantas que transportan ureidos, como la
judia, son mucho mas sensibles al estrés hidrico, que las plantas de clima templado,
como el garbanzo, que transportan exclusivamente aminas. Ante el estrés hidrico las
plantas de judia responden con una acumulacién de alantoato en tallo y hojas debido
al aumento de la actividad de sintesis de este ureido (Alamillo et al., 2010) con el fin
de movilizar N para el llenado de las semillas (Quiles et al., 2009). Pero la acumulacion

de los ureidos tiene un efecto negativo en los nédulos, pues acaba inhibiendo la

39



1. Introduccion

fijaciéon de N (Sinclair y Serraj, 1995; Serraj y Sinclair, 1996a, 1996b, 1998). En
contraste el cacahuete, en el cual el N fijado se transloca a aminas, tiene una gran
resistencia a la sequia, y las variedades menos tolerantes tienden a acumular aminas

en las hojas (Devi et al., 2010).

1.8.4. Tolerancia a la alta temperatura

Muchas veces es complicado distinguir entre los efectos debidos al estrés
hidrico y los producidos por las altas temperaturas. La judia comun tiene un intervalo
Optimo de temperatura entre los 20 y 25 °C. A partir de los 30°C de dia o de los 20 °C
de noche, se produce una reduccion en la produccion. La planta es sensible a los
incrementos en las temperaturas minimas que son los que producen mayores dafios y
mengua en la produccion (Porch, 2006; Nemeskeri et al., 2010).

La causa de la reduccion de la produccidn es el aumento de la abscision de
flores y vainas jovenes, fallo en la fertilizacion y en el desarrollo de las semillas.
Durante la floracién se llegan a perder 4-14% de la produccién de grano por cada
grado que supere la temperatura de 16 °C. Esta pérdida esta relacionada con la
esterilidad del polen y la no dehiscencia de las anteras (Hall, 2004).

Segun Ofir et al. (1993), la alta temperatura reduce el transporte del acido
indol-3yl-acético (IAA) desde las flores y vainas jovenes a la base del tallo, y la
reduccidn de niveles de IAA en la base produzca la abscisién del érgano. Rainey y
Griffiths (2005a) descubrieron en la variedad ‘Majestic’ de judia que la abscisién de
los érganos reproductivos frente a altas temperaturas estaba regulada por un uUnico
gen recesivo. La mayor tolerancia a altas temperaturas también esta relacionada con
mayor capacidad antioxidante liposoluble en hoja, relacionada con la defensa contra

la peroxidacion de los lipidos y el dafio celular (Nemeskeri et al., 2010).
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1.9. La seleccion para la tolerancia al estrés hidrico

Durante el proceso de domesticacién de la judia ha existido una divergencia
de criterio entre la naturaleza y los mejoradores. Por un lado, la seleccién natural ha
favorecido mecanismos para la adaptacién y la supervivencia, mientras que los
mejoradores han intentado incrementar la productividad econémica de los cultivares
(Cattivelli et al., 2008). La selecciéon de la judia comun ha supuesto una menor
adaptacion de las especies domesticadas al estrés hidrico (Navea et al., 2002). A pesar
de la identificacion de varios criterios de seleccidén para la resistencia a la sequia y el
gran esfuerzo de los mejoradores durante la segunda mitad de siglo XX, la produccién
media de judia permanece muy baja (< 900 kg ha™). Esto revela que el proceso de
transferencia de caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas que tengan un
potencial impacto en la resistencia a la sequia a los nuevos cultivares de judia ha sido
escaso (Lizana et al., 2006).

En los ultimos afios se han logrado importantes avances en la comprension de
las respuestas fisioldgicas y moleculares de la planta a las condiciones de estrés,
aunque sigue siendo necesario la identificacidn de la relacidon entre los pardmetros de
produccién y las caracteristicas fisiolégicas especificas relativas al estrés hidrico
(Lizana et al., 2006). Sigue existiendo una gran diferencia entre las producciones bajo
estrés y las producciones en condiciones éptimas. Minimizar esta diferencia y mejorar
la estabilidad bajo las diferentes condiciones de estrés, es un objetivo para garantizar
alimento en el futuro (Cattivelli et al., 2008).

Singh et al. (1991a) han obtenido incrementos en la produccién en situacion
de estrés hidrico, a través de cruzamientos entre razas del grupo Mesoamericano,
mientras que la mejora en el rendimiento en cruzamientos entre tipos Andinos ha
sido mas lenta (Kornegay et al. 1992; White et al. 1992). Una de las posibles
estrategias para mejorar los tipos Andinos puede ser a través de cruces con judias

Mesoamericanas, aunque estos cruces a menudo no son fructiferos (Singh 1995). A
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veces es necesario recurrir a la seleccion recurrente para obtener progenitores viables
para los cruzamientos entre los acervos genéticos Andino y Mesoamericano (Beaver
and Kelly 1994; Singh et al. 1999a). Existen barreras para los cruzamientos inter-
grupo, incluida la hibridacion letal en F; (Gepts y Bliss 1985), y aunque estos casos no
son corrientes, ponen de manifiesto la diferencia existente entre los grupos genéticos
y las limitaciones que se imponen a este tipo de cruzamientos (Gonzélez, 2006;
Gonzdlez et al., 2009).

Otra herramienta utilizada actualmente es la seleccion asistida por
marcadores (marker assisted selection, MAS), que es un procedimiento de seleccién
indirecto donde la seleccidn se basa en un caracter que actla de marcador y que esta
ligado a un gen mayor o a un locus de un caracter cuantitativo (quantitative trait
locus, QTL) que se quiere mejorar. Este sistema es muy Util para caracteres que son
dificiles de medir, que se expresen en las fases de desarrollo tardio, y que tienen una
baja heredabilidad, como es la tolerancia al estrés hidrico.

La baja heredabilidad estimada para el rendimiento de grano pone de
manifiesto las dificultades existentes en el proceso de seleccidn para incrementar la
produccién, cuando el Unico criterio de seleccidon es el de produccién de grano
(Shenkut et al., 2003). Esto se complica al seleccionar bajo condiciones de estrés
hidrico, ya que a menudo al seleccionar bajo estrés se produce una reducciéon de la
produccién en condiciones normales (Schneider et al., 1997).

La produccidn de grano es la caracteristica de mayor importancia econdmica
en cultivo de judia. La mayoria de los indices utilizados tienen como pardmetro bdsico
tanto la produccidon en condiciones normales como bajo estrés. Los indice mas
utilizados por los mejoradores son (Tabla 1.8 ): el indice de susceptibilidad a la sequia
(S), el indice de cosecha (havest index, HI), la media geométrica de las producciones
en ambiente con y sin estrés hidrico (geometrical mean, GM), la biomasa (biomass

yield, BY) y el indice de respuesta a la sequia (drought-response index, DRI) (Bilinguer
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et al., 1987a, 1987b; Schneider et al., 1997; Rosales-Serna et al., 2004; Mufioz-Perea
et al., 2006).

El indice de susceptibilidad a la sequia (S) se basa en la reduccidn en la
produccién para una determinada intensidad de estrés hidrico definida en cada
experimento (Schneider et al., 1997). Este indice tiende a valorar de forma errénea la
resistencia a la sequia en algunas variedades (Fischer et al., 1978). Los genotipos con
baja productividad, se seleccionarian por su S, debido al pequeno diferencial entre la
produccidn con estrés y sin estrés (White et al.,, 1991). No es un buen indice para
evaluar la productividad en condiciones de estrés hidrico, aunque si lo sea para
valorar la tolerancia a la sequia (Fischer et al., 1978). El indice de cosecha (Hl) evalla
la capacidad de movilizar los fitosintetizados desde los drganos vegetativos a la
semilla en la fase de llenado de vainas, caracteristica que es fundamental en
minoracion de los efectos adversos del estrés hidrico. (Rosales-Serna et al., 2004;
Mufioz-Perea et al., 2006). Se han descrito variedades con una gran capacidad de
movilizacién, un alto HI, pero con un potencial de produccién muy bajo, tanto en
ambientes con y sin estrés hidrico. Si se utiliza como indice principal se tiende a
seleccionar variedades precoces y de baja productividad. Este puede ser un buen
indice de seleccion secundario para la mejora de la produccidn en condiciones de
sequia (Schneider et al., 1997).

La media geométrica (GM), se define como la media geométrica de las
producciones en condiciones normales y de estrés hidrico. En este indice existe una
influencia mayor de la produccién en condiciones normales, debido a su mayor valor
numérico. Para asegurar una adecuada seleccion ante situacidn de estrés hidrico seria
conveniente utiliza la produccidon en sequia, como segundo indice de seleccion

(Schneider et al., 1997).
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1. Introduccion

El indice de respuesta a la sequia (DRI) se calcula usando una regresién de un
modelo desarrollado por Bidinger (1987a, 1987b). Este modelo asume que la
produccién de grano de un cultivar se puede expresar en funcién de la produccién de

grano en regadio, los dias de floracién (FL) y la respuesta a la sequia (DRI).

1.10. Objetivos del trabajo

El objetivo general del presente trabajo de investigacién es estudiar la
respuesta fenoldgica y productiva que tiene el estrés hidrico en la judia. También
se intenta valorar como afecta este estrés a la relacién simbidtica planta-
Rhizobium, y cada uno de los efectos que tiene en la particién de N en la planta 'y

la masa nodular.

Con esta finalidad se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar de los caracteres fenotipicos y productivos en variedades de judia,
tanto en regadio como en condiciones de estrés hidrico.

2. Evaluar de los caracteres productivos de variedades inoculadas con diversas
cepas de Rhizobium, tanto en regadio como en condiciones de estrés
hidrico.

3. Analizar las variables relacionadas con la nodulacién, su relacion con las

variables productivasy la particién de N en la planta.
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2. Materiales

2. Materiales :

2.1. Localizacién

2.1.1 Experimento 1 (2005 y 2006):

El experimento 1 consistié en un ensayo en campo de 47 variedades de judia en
condiciones de estrés hidrico y regadio. En el afio 2005 se realizd el ensayo mencionado
en 3 fincas: Salcedo (Pontevedra), Lalin (Pontevedra) y Xinzo de Limia (Ourense) (Tabla
2.1). En el afo 2006 se realiz6 en 3 fincas: Salcedo, Lalin y Salceda de Caselas
(Pontevedra). En Lalin, el ensayo de regadio se realizd en la finca de Mouriscade,
propiedad de la Diputacidn Provincial de Pontevedra. El ensayo en condiciones de estrés
hidrico se realizd en una finca cercana, en el barrio de Hermida, cedida para el ensayo por
un particular (Figura 2.1). Los datos climatoldgicos se tomaron de la estacion
meteoroldgica que la red MeteoGalicia tiene en la finca de Mouriscade.

En Salceda de Caselas se realizd el ensayo de regadio y el de estrés hidrico, en dos
fincas pertenecientes a la “Estacidn Experimental Agricola do Baixo Mifio”, centro que
depende de la Conselleria do Medio Rural y se encuentra en la parroquia de Entenza. Los
datos meteoroldgicos utilizados fueron los registrados por una estacidén meteoroldgica
(Vantage Pro. De Davis Instruments) ubicada en la misma finca.

En Salcedo, el ensayo se realizé en la parcela experimental Huerta Il de la Misién
Biologica de Galicia-CSIC (MBG-CSIC), perteneciente a la Diputacidon Provincial de
Pontevedra. Los datos meteoroldgicos fueron recogidos por una estacion meteoroldgica
ubicada en la misma finca.

En Xinzo, el ensayo se realizé en dos parcelas que pertenecian Instituto Ourensan
de Desenvolvemento Econdmico (INORDE). Los datos meteorolégicos se tomaron de una

estacidon agrometeoroldgica de la red MeteoGalicia cercana a la finca.
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2. Materiales

Tabla 2.1: Coordenadas de las parcelas donde se realizaron los ensayos de campo.

Latitud Longitud Altitud

Lalin Estrés 42° 36' 58" 8 8 13" 500 m
(2005, 2006) Regadio 42° 40" 50" 8 7 10" 570 m
Salceda Estrés 42° 4' 15" 8° 33" 36" 84 m
(2006) Regadio 42° 4' 17" 8° 33" 31" 84 m
Salcedo Estrés 42° 24' 23" 8° 38" 22" 32m
(2005, 2006) Regadio 42° 24' 28" 8° 38" 36" 32m
Xinzo Estrés 42° 6' 35" 7° 42" 17" 620 m
(2005) Reducido 42° 6' 32" 7° 42" 44" 620 m

Figura 2.1: Experimento 1: Campo de ensayo en el Barrio de Hermida, Lalin (2005).
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2.1.2. Experimento 2 (2008):

Este experimento consistid6 en un ensayo factorial en invernadero de 10
variedades de judia inoculadas con 10 cepas de Rhizobium en condiciones controladas de
estrés hidrico y regadio en invernadero. El ensayo se realizd en un invernadero de 200 m?

o

situado en la Estacidn Experimental Agricola do Baixo Mifio” en Salceda de Caselas

(Pontevedra) (Figura 2.2).

2.1.3. Experimento 3 (2009):

Este experimento consistio en Ensayo factorial de 10 variedades de judias
inoculada con 10 cepas de Rhizobium en condiciones controladas de estrés hidrico y
regadio en campo. El ensayo se realizd en la parcela AL3 situada en la Estacidn

~ N

Experimental Agricola do Baixo Mifio”, en Salceda de Caselas (Pontevedra) (Figura 2.3).
2.2. Material bioldgico:

Todas las variedades utilizadas en este ensayo pertenecen al banco de
germoplasma de la Misidn Bioldgica de Galicia — Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (MBG-CSIC) donde, desde 1987, se lleva a cabo un programa de recoleccion y
conservacién de variedades locales de judia comun (De Ron et al., 1997) con el fin de
utilizar la diversidad existente como base para la obtencion de variedades mejoradas. Las
poblaciones recolectadas son autégamas, por lo tanto son mezcla de lineas puras y se
pueden considerar como variedades locales (Sanchez-Monge, 1974). Todas las
poblaciones del banco de germoplasma de las MBG-CSIC identifican con el cédigo PHA-.
En la Tabla 2.2 aparece el origen, habito de crecimiento, color y clase comercial a la que
pertenecen las 27 variedades locales que se ensayaron para determinar su tolerancia a la
sequia. De ellas, el 40% son originarias de Galicia, el 19% son del Pais Vasco, el 11% de
Portugal y el 7% de Asturias. La mayoria de las variedades son de porte bajo o
crecimiento determinado, aunque las variedades PHA-0148, PHA-0155, PHA-2074 son de

crecimiento indeterminado erecto (habito de crecimiento tipo Il) y la PHA-0553 presenta
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los dos tipo de crecimiento (De Ron et al., 2010). En la Figura 2.4 aparecen cada una de

las clases comerciales a las que pertenecen las variedades ensayadas.

Figura 2.2: Experimento 2: Invernadero de EEA do Baixo Mifio en Salceda de Caselas
(2008).

Figura 2.3: Experimento 3: Campo de ensayo en EEA do Baixo Mifio en Salceda de
Caselas (2009).

50



2. Materiales

Tabla 2.2: Origen de las poblaciones locales ensayadas, habito de crecimiento y
caracteristicas de sus semillas. Habito crecimiento tipo I|: crecimiento determinado
arbustivo. Tipo Il: crecimiento indeterminado erecto, con tallo y ramas erectas.

Variedad Origen e st i s
PHA-0006 Canicouva Pontevedra | Cranberry Crema Rojo
PHA-0118 SanFiz  Ourense | Canela Crema
PHA-0122 Parada de Sil Ourense | Mulatinho Crema
PHA-0124 Vilar do Barrio Ourense | Light Red Kidney Rosa

PHA-0148 Cotobade Pontevedra | Red Pinto Rojo Crema
PHA-0155 Mazaricos A Corufia | White Kidney  Blanco
PHA-0179  Ortigueira A Corufia | White Kidney  Blanco
PHA-0246 AEstrada Pontevedra | Canellini Blanco
PHA-0298 Chaves  VilaReal (Portugal) | Cranberry Crema Rojo
PHA-0371 Melide A Corufia | Dark Red Kidney Rojo

PHA-0404 Carrefio  Asturias | Red Caparron  Blanco Rojo
PHA-0418 Mos Pontevedra | Great Northern  Blanco
PHA-0432 Tudela Navarra | Marrow Blanco
PHA-0471 Pravia Asturias | Navy Blanco
PHA-0483 Lasierra  Alava | Guernikesa Rojo Crema
PHA-0484 Urarte Alava | Guernikesa Rojo Crema
PHA-0492 Urturi Alava I  DarRedKidney Rojo

PHA-0493 Urturi Alava 1 Red Pinto Rojo  Crema
PHA-0543  Oyarzun  Guipuzcoa | Canellini Blanco
PHA-0553 LaBafieza Leo6n 1] Canela Crema
PHA-0578 Onda Valencia | Canellini Blanco
PHA-0595  Valladolid Valladolid | Marrow Blanco
PHA-0649 Lapa Viseu (Portugal) | Dark Red Kidney Rojo

PHA-0683 Mongao Portugal | Cranberry Crema Rojo
PHA-1842  Lourenza Lugo | Verdina Blanco

PHA-2074 Ubrique Cadiz | Chumbinho Marron
PHA-2076 Alcontar  Almeria | Azufrado Amairillo

(1) Santalla et al. 2001d.
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Bayo Gordo

PMB-0289

Black Turtle

PMB-0285, PMB-0286, PMB-0287

Cranberry

PHA-0006, PHA-0298, PHA-0683, PMB-
0284

Canela

PHA-0118, PHA-0553

Dark Red Kidney

PHA-0492, PMB-0311, PHA-0371, PHA-

| 0649

Canellini

PHA-0246, PHA-0543, PHA-0578, PMB-
0127, PMB-0244

Great Northern

PHA-0418

Chumbinho

| PHA2074

Guernikesa

PHA-0483, PHA-0484

Marrow

PHA-0432, PHA-0595

Light Red Kidney

PHA-0124

Mulatinho

PHA-0122, PMB-0306, PMB-0307, PMB-

0308, PMB-0309, PMB-0310

Red Caparron

PHA-0404

Red Pinto

| PHA-0148, PHA-0493, PMB-0292

Navy Small Red
PHA-0471 PMB-0312
Ojo de Cabra Small White
PMB-0224 PMB-0220, PMB-0239
Pinto White Kidney

PMB-0288, PMB-0291

PHA-0155, PHA-0179

Figura 2.4: Distintas clases comerciales de judia evaluada.




2. Materiales

En la Figura 2.5 se muestra un mapa coloreado con diferentes tramos de
potencialidad de produccién en secano (indices de Turc para secano) donde se sefala el
origen de las variedades ensayadas. Las zonas con peor potencialidad son las de menor

indice y coinciden con zonas mds expuestas a estrés hidrico.
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PHA-0122 M PHA-0246 PHA-0432 L rd PHA-0493 PHA-0649
PHA-0124 Ll PHA-0298 PHA-0471 gk PHA-0543 PHA-0683
PHA-0148 ') PHA-0371 PHA-0483 ) PHA-0553 PHA-1842

Figura 2.5: Localizacidn de las variedades ensayadas en un mapa coloreado segun el indice
de Turc para sequia.
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Como variedades control se incluyeron en el ensayo 22 lineas de mejora de la
MBG-CSIC vy dos lineas comerciales codificadas con el prefijo PMB- y CO- respectivamente
(Tabla 2.4). Estas variedades control han sido cedidas por diversas instituciones
(University of Idaho, USA; Michigan State University (MSU), USA; University of Colorado,
USA; INIFAP, México y Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos-INIA, Espafia).

De algunas variedades control hay constancia, por ensayos previos, de su
respuesta al estrés hidrico: 17 variedades son tolerantes y 3 estdn descritas como
sensibles (Miller et al., 2002; Teran et al., 2002a, 2002b; Shenkut et al., 2003; Rosales-
Serna et al., 2004; Wakrim R. et al., 2005; Mufioz-Perea et al., 2006, 2007; Porch, 2006;
Miklas et al., 2006; Singh, 2007). Tres de las variedades elegidas inicialmente, PMB-0289,
PMB-0290 y PMB-0291, se desecharon por problemas de adaptacién. PMB-0222 solo se
utilizé en los experimentos 2 y 3.

PMB-0127 es una linea seleccionada por la MBG-CSIC de la poblacién PHA-0253.
PMB-0220 cuenta en su pedigri con una raza tropical de semilla negra (P1203958)
originaria de la costa de México que ademas de ser tolerante a la sequia, es utilizada de
forma habitual como fuente de resistencia a Fusarium (Mufioz-Perea et al., 2006). PMB-
0222 es una linea tolerante a sequia y enfermedades (Pseudomonas syringae pv.
Phaseolicola, BCMV y BCMNV) (Asensio et al., 2005; Rodifio et al., 2010). PMB-0224 es
una seleccién del cruce de variedades pinto (Ul-114), Red Mexican (UI-35) y Pink, y
tolerante al estrés hidrico (Mufioz-Perea et al., 2006).

Segun Singh (2007) PMB-0239 seria una variedad sensible al estrés hidrico, pero
al analizar los datos de su ensayo, en uno de los campos de ensayo la variedad debié de
tener problemas de adaptacidon en ambiente con estrés hidrico y lastré la media de forma
significativa. Sin embargo, en los otros campos de ensayo logrd valores por encima de la

media como ocurrié en el experimento 1.
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Tabla 2.3: Relacion de lineas de mejora y cultivares comerciales ensayados y las
caracteristicas de sus semillas. Sd: sin referencias sobre su respuesta a la sequia. Habito

crecimiento tipo |: crecimiento determinado arbustivo. Tipo IlI: crecimiento
indeterminado erecto, con tallo y ramas erectas.
Frente ; Clase comercial Color
Variedad Nombre Sequia T:'::-o Semilla Primario Secundario

CO-25 Flageolet sd | Verdina Blanco
CO-37 Alavesa sd I Alavesa Rojo Crema
PMB-0127 Aubia de Enfesta sd I Canellini Blanco
PMB-0220 Matterhorn Tolerante I Small White Blanco
PMB-0222 Almonga sd I Great Northern Blanco
PMB-0224 Othello Tolerante | Ojode Cabra Crema Marrdn
PMB-0239 Ul 465 Tolerante I Small White Blanco
PMB-0244 Linex sd I Canellini Blanco
PMB-0284 LEF2RB Tolerante I Cranberry Crema Rojo
PMB-0285 L88-18 Sensible | Black Turtle  Negro
PMB-0286 L88-63 Tolerante I Black Turtle  Negro
PMB-0287 B98311 Tolerante Il Black Turtle  Negro
PMB-0288 Pinto Sierra Tolerante I Pinto Crema Marrdn
PMB-0289 Bayo Madero Sensible | Bayo Gordo Crema
PMB-0290 Rayado Rojo Sensible | Rayado Rojo Rojo Crema
PMB-0291 Pinto Villa Tolerante I Pinto Crema Marrén
PMB-0292 ICA Palmar Tolerante | Red Pinto Rojo Crema
PMB-0306 SEAS5 Tolerante I Mulatinho  Crema
PMB-0307 SEA9 Tolerante | Mulatinho  Crema
PMB-0308 SEA13 Tolerante I Mulatinho  Crema
PMB-0309 BAT 477 Tolerante I Mulatinho  Crema
PMB-0310 VIVA Tolerante I Mulatinho  Crema
PMB-0311 Common Red Mexican Tolerante I Dark Red Rojo
PMB-0312 Ul 239 Tolerante | Small Red Rojo
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PMB-0284 fue seleccionada por la Michigan State University (MSU, Michigan,
USA), y catalogada como tolerante, pero segin Rosales-Serra et al. (2000) la variedad se
comportdé como tolerante. PMB-0286, se selecciond a partir del cruce de dos lineas PMB-
0287 y TLP 19, de raza Durango, fue desarrollada para adaptacién a suelos bajos en
fosforo en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, Cali, Colombia) (Frahm et
al., 2003, 2004). PMB-0287 es un genotipo de la raza Durango con resistencia a sequia
seleccionado por el programa de mejora de la MSU. Posee habito de crecimiento tipo Il y
una raiz profunda y vigorosa (Frahm et al., 2003).

PMB-0306 deriva de un doble cruzamiento entre Guanajuato-31 de la raza
Durango y PMB-0309 de la raza Mesoamericana (Teran y Singh, 2002; Ishitani et al.,
2004). PMB-0307 es una linea hibrida tolerante a la sequia seleccionada en el Programa
Nacional de México, de una poblacién interracial de raza Durango y Mesoamérica
(BAT477/San Cristdbal 83//Guanajuato 31/Rio Tibagi). San Cristdbal 83 es una variedad
tolerante a la sequia originaria de la Republica Dominicana (Teran y Singh, 2002°).

PMB-0309 es un genotipo tolerante a la sequia desarrollado por el CIAT (White et
al.,, 1994). PMB-0310 es una variedad rosa tolerante a sequia (Rennie y Kemp 1983;
Shenkut, 2003; Singh, 2007). PMB-0312 fue seleccionada a partir del parental Common
Red Mexican, que es muy utilizado como fuente de adaptacién a ambientes semiaridos
(Mufoz-Perea et al., 2006).

De las 10 cepas de Rhizobium utilizadas ocho son cepas locales aisladas de
nédulos de judia recolectados en diferentes zonas de Galicia (EXIC, EXIB, EG, EF, EPOB,
APAFI, LTMF, SLL2) y dos son cepas de referencia (CIAT899, R. tropici y CFN42, R.etli).

CIAT 899, Rhizobium tropici, originaria de Antioquia (Colombia) y con gran
afinidad por el acervo Andino, incluso con genotipos silvestres de este acervo. En cambio
se han descrito restricciones en la nodulacion con algunas variedades del acervo
Mesoamericano (Martinez-Romero et al.,, 1991; Kipe-Nolt y Giller, 1993). CFN42,
Rhizobium etli bv. phaseoli es originaria de Cuernavaca (México), tiene buena nodulaciéon

y fijacion efectiva de N. Esta cepa esta mas cercana genéticamente a las cepas de R. etli
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espanolas (Herrera-Cervera et al.,, 1999; Rodriguez-Navarro et al., 2000) que de las
brasilefias, que presentan una escasa nodulacién o si nodulan producen formas

ineficientes de nédulos de color blanco (Grange et al., 2007).

2.3. Infraestructuras y equipamiento:

Experimento 1: Ensayo en campo de variedades de judias en condiciones de estrés
hidrico y regadio.
e Maquinaria y aperos agricolas.

e Balanzas y estufas.

Experimento 2: Ensayo factorial en invernadero de 10 variedades de judias inoculada con

10 cepas de Rhizobium en condiciones controladas de estrés hidrico y regadio.

e Invernadero de polietileno de 800 galgas de monottinel de 200 m”.

e Soporte de fibrocemento con capacidad de 10 cajas.

e (Caja de polipropileno coarrugado de doble capa de 35x100x42 cm con 4 divisiones
internas de polietileno negro de 200 um, con sistema de drenaje de 20 orificios de 20
mm en la parte inferior cubierto con textil acrilico para evitar las pérdidas de sustrato.
El sustrato utilizado fue una mezcla de fibra de coco y vermiculita 1:1.

e Sistema de riego compuesto por un autémata de riego Agronic 7000 (Sistemes
Electrénics Progres S.A.) con dos sondas de humedad ECH,0 conectadas por un
transmisor con las que se controlan la humedad de los dos tratamientos (Figura 2.6).
El agua se distribuye con tuberia de polietileno y se localiza en cada una de las
parcelas elementales con goteros de 4 |/h (Figura 2.7).

e Data logger HOBO U12- External Channel a los que se les conectaron a cada con 2
sondas de humedad ECH,0 para tener un registro de humedad en cada tratamiento y

en cada una de las repeticiones.
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'

Figura 2.6: Autdomata de riego Agronic 7000.

B : * 3 .
Figura 2.7: Detalle de la disposicidon de las cajas y de la divisidn interior.
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e Sonda HOBO 10 humedad y temperatura.

e Balanzasy estufas.

Experimento 3: Ensayo factorial de 10 variedades de judias inoculada con 10 cepas de

Rhizobium en condiciones controladas de estrés hidrico y regadio en campo.

e Maquinaria y aperos agricolas.

e Equipo de digestidon para proteina bruta Kjeldahl Bloc-Digest 12 (JPSelecta S.A.) con
unidad de programacion de tiempo y temperatura RAT-2 (JPSelecta S.A.). (Figura 2.8)

e Destilador para proteina bruta Kjeldahl Vapodest 6 (Gerhart). (Figura 2.9)

e (Cabezal de riego con vélvula volumétrica Dose-o-mat K1 de Arad, que permite fijar
un volumen de riego.

e Canalizacidn de riego de polietileno y sistema de riego con goteros de 4 I/h cada 30
cm.

e Data logger HOBO U12- External Channel a los que se les conectaron dos sondas de

humedad ECH,0 para tener dos registros de humedad en cada tratamiento.

Figura 2.8: Equipo de digestion para proteina bruta Kjeldahl Bloc-Digest 12 (JPSelecta
S.A.) y RAT-2 (JPSelecta S.A.).
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Irrémetros (Irrometer Company, Riverside, California) para medir la humedad del

suelo (uno en cada tratamiento).

Balanzas y estufas.

Figura 2.9: Destilador para proteina bruta Kjeldahl Vapodest 6 (Gerhart) e
irrometro (Irrometer Company).
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3. Métodos

3. Maétodos:

3.1. Disefo Experimental

3.1.1. Experimento 1 (2005 y 2006): Ensayo en campo de 47 variedades de judia en
condiciones de estrés hidrico y regadio.

Se realizaron seis campos de ensayo de los que solo se eligieron dos para
incluir en este trabajo: Salceda de Caselas (2006) y Salcedo (2006).

El disefio experimental elegido fue el de bloques completos al azar con dos
repeticiones y dos tratamientos: regadio y estrés hidrico. La parcela experimental
media 1 m2. La distancia entre surcos fue 0,50 m y entre plantas fue de 0,10 m, con
una densidad de cultivo resultante de 200000 plantas ha™.

Para eliminar el efecto borde se sembraron dos surcos a ambos extremos de
la parcela experimental con la misma variedad. A las plantas de regadio se les aplicé

un Unico riego de 64 mm, que coincidia con el déficit hidrico del afo anterior.

3.1.2. Experimento 2 (2008): Ensayo factorial en invernadero de 10 variedades de
judia inoculadas con 10 cepas de Rhizobium en condiciones controladas de estrés
hidrico y regadio en invernadero.

El disefio experimental elegido fue el de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones y dos tratamientos: regadio y estrés hidrico. En cada parcela elemental
de 0,35 x 0,20 m se sembraron ocho semillas, dos semillas por golpe y se realizd un
destrio en la fase de primer foliolo dejando cuatro plantas en cada parcela elemental.

Para este experimento se realizd6 un ensayo previo para analizar el
comportamiento de las variedades en invernadero y fue muy util para mejorar el
disefio del sistema de regadio, la disposicién de las plantas, asi como la toma de
datos. El hecho que mas modificé el planteamiento inicial del experimento fue que
dentro del invernadero las plantas experimentaron un crecimiento exuberante.

Nueve de las variedades utilizadas tenian habito de crecimiento de tipo | o
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determinado arbustivo y solo la variedad PHA-155 tenia habito crecimiento de tipo Il
o crecimiento indeterminado erecto, con tallo y ramas erectas. En general todas las
variedades se comportaron como si tuviesen un habito de crecimiento de tipo Ill o
indeterminado postrado, con tallos y ramas débiles y rastreros. En algunas ocasiones
también llegaron a desarrollar habitos de tipo IV o indeterminado trepador, con tallo
y ramas débiles, largos y torcidos (Figura 3.1).

Dado el gran tamafio de las plantas se opté por bajar la cota de colocacion de
las macetas, para facilitar su manejo y mejorar la observacién de los pardmetros
fenoldgicos. A partir del estadio de primer foliolo se colocé un entutorado, formado
por una estructura de cuerda de rafia que colgaban de unos cables paralelos a las
macetas (Figura 3.1). Dentro de cada maceta, las parcelas elementales se separaron
por medio de una ldmina de polietileno negra que llegaba hasta el fondo de la maceta
(Figura 3.2). Asi las variedades con potentes sistemas radiculares como la PMB-286
compitieron entre si, pero no invadieron parcelas adyacentes. Para evitar
interferencias entre cepas se le volvié adjudicar la misma cepa a las macetas utilizadas
en la primera repeticidn. El hecho de repetir un cultivo inoculado supone la mejora de
la nodulacién en el segundo afio (Mostasso et al., 2002). El sistema de riego, consistid
en un gotero de 4 I/hora por cada parcela elemental (cinco goteros por maceta). De
esta forma se asegurd una mayor uniformidad en el riego (Figura 3.2).

En el ensayo previo se utilizd como base de la disolucién nutritiva propuesta
por Baixauli y Aguilar (2002), pero a la que se suprimieron los 12 meg/| de nitrato
calcico y 0,5 meg/| de nitrato amdnico. Para compensar la omision del calcio de la
formula nutritiva se afiadieron 10 g de hidrdxido calcico a cada parcela elemental,

como abonado de fondo.
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Figura 3.1 Vista general de la disposicidn del entutorado en una fase inicial y final del
cultivo.
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Las plantas se desarrollaron perfectamente hasta la fase de primer foliolo
donde se quedaron estancadas. Mahon y Child (1979) llegaron a la conclusién de que
es necesaria una minima aportacion de N en situaciones extremas cuando no existe N
disponible inmediatamente después de la germinacion. La disolucion nutritiva
utilizada se modificé incluyendo un minimo de N:

Nitrato amonico 0,50 meq/I
Nitrato calcico 1,00 meq/I
Fosfato monopotasico 1,25 megq/I
Sulfato potdsico 4,21 meq/I
Sulfato magnésico 2,38 meq/I

Una vez modificada la disolucidn nutritiva, las plantas empezaron a crecer de
forma normal.

Ademas se utilizdé un corrector de oligoelementos (Carrier Mix — Sapec Agro,
SA, Tarragona), con una concentracion de 0,01 g/l. Esta modificacion de la disolucidn

nutritiva fue la utilizada en el segundo experimento.

Figura 3.2. Detalle separacidn con laminas de polietileno entre parcelas elementales
(izquierda). Posicion central del gotero en cada parcela elemental (derecha).
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3.1.3. Experimento 3 (2009): Ensayo factorial de 10 variedades de judias inoculada
con 10 cepas de Rhizobium en condiciones controladas de estrés hidrico y regadio
en campo.

El disefio experimental elegido fue el de bloques completos al azar con dos
repeticiones y dos tratamientos: regadio y estrés hidrico. La parcela experimental
media 0,75 m?, la distancia entre surcos fue 0,50 m y entre plantas 0,10 m. Se
sembraron dos semillas por golpe.

Las dos repeticiones inoculadas con la misma cepa se sembraron de forma
contigua, para evitar problemas de contaminacién con otras cepas. Entre las parcelas
con diferentes cepas se sembraron tres surcos de maiz para evitar posibles
contaminaciones (Figura 3.3). También se sembrd surcos de maiz en los perimetros

de las parcelas exteriores de regadio y ambiente con estrés hidrico, con el fin de

reducir el efecto borde.

Figura 3.3 Vista general de la disposicion de las parcelas y particular. Se observa la fila
de plantas de maiz que se utiliza a modo de barrera entre las parcelas elementales de
plantas de judia inoculadas con cepas diferentes.
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Durante la preparacion del terreno no se aplicé estiércol ni abonado de fondo
para evitar cualquier interferencia con los niveles de N, salvo los controles con
suplemento de N, que se utilizé una dosis de 40 Kg N ha™ con el fin de inhibir la
nodulacion temprana (Hungria et al., 2003).

Las variables utilizadas en el tercer experimento fueron: variedad (10
variedades), cepa (10 cepas y dos controles), tratamiento (secano y regadio) y
repeticidn (dos repeticiones), que supuso un ensayo de 480 parcelas elementales.

La siembra se realizd el 14/05/2009 vy se coseché el 30/09/2009. En la parcela
de regadio se instalé de forma permanente un irrémetro para medir la humedad del
terreno. El rango de humedad se mantuvo entre el 80 y 100% de la capacidad de
campo (CC) durante todo el ciclo del cultivo. Para ello en cuanto la humedad bajaba
del 70 % CC se procedia a un riego por goteo de 2 m®y en caso de no superar el 90 %
CC se procedia a otro riego. En total se realizaron siete riegos de 2 m®. Para registrar
la humedad durante todo el ciclo de cultivo se instalé un data logger HOBO U12 con
dos sondas de humedad ECH,0 para tener dos registros de la humedad del terreno.

En la parcela con estrés hidrico también se instalé un irrdmetro y se procurd
que la humedad no bajara del 45% CC para asegurar la supervivencia de todas las
plantas. En caso de bajar de este valor se procedia a un riego por aspersién de 1000 |,
en caso de no alcanzar el 50% CC se procedia a otro riego. En total se realizaron dos
riegos de 1m® En esta parcela también se instalé un data logger HOBO U12 con dos

sondas de humedad ECH,0.

3.2. Procedimientos comunes

3.2.1. Caracteres fenoldgicos:

Los caracteres fenoldgicos se tomaron en los tres experimentos. Los caracteres
fenoldgicos se tomaron en los surcos centrales para evitar el posible efecto borde. La

descripcidn de caracteres sigue a continuacion (CIAT, 1982).
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Primera flor (DFF): dias que transcurren desde la siembra hasta la aparicién de la
primera flor abierta.

Inicio de floracion (DF): dias transcurridos desde la siembra hasta la aparicién de la
flor abierta en al menos el 50% de las plantas presentes.

Fin de floracion (DEF): dias transcurridos desde la siembra hasta que el 50% de las
planta no tengan ninguna flor abierta.

Dias madurez vaina (DPM): dias transcurridos desde la siembra hasta que el 50% de
las planta presentes tienen alguna vaina que inicia su decoloracién o secado.

Dias primera vaina seca (DFPD): dias que transcurren desde la siembra hasta la

aparicién de la primera vaina seca.

Con los datos anteriores se calculan los siguientes indices:

Dias de floracién (PF): se calcula como la diferencia entre el fin de floracién menos el
inicio de floracion. (DEF-DF)

Dias del periodo reproductivo (DSF): se calcula como la diferencia entre maduracién
e inicio floracién. (DPM-DF)

indice reproductivo (IR): es el porcentaje que supone la fase reproductiva comparada
con el tiempo que emplea la planta hasta llegar a la madurez.

IR (%) = (DPR/DMF)*100
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3.2.2. Caracteres morfoldgicos:
Habito de crecimiento: se define como las distintas arquitecturas que puede

presentar la planta (Figura 3.4 )(CIAT, 1989):

Tipo I: crecimiento determinado arbustivo
Tipo lI: crecimiento indeterminado erecto, con tallo y ramas erectas.
Tipo lll: indeterminado postrado, con tallo y ramas débiles y rastreros.

Tipo IV: indeterminado trepador, con tallo y ramas débiles, largos y torcidos.

Racimo &g’

L~
N

Tipo | Tipo Il Tipo lll Tipo IV

Figura 3.4: Tipos de habitos de crecimiento en judia comun.
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3.2.3. Caracteres productivos:
Los caracteres productivos se toman cuando las vainas alcanzan la madurez
fisioldgica:
Numero de granos por vaina (SPO): Se eligen cinco vainas al azar de cada parcela. Se
cuentan los granos existentes en cada vaina, sin contabilizar los granos abortados, y
se toma como valor de la parcela elemental la media de los cinco valores.
Numero de vainas por planta (POP): Se cuentan las vainas existentes en cada parcela
elemental que tengan al menos un grano y se divide por el nimero de plantas que al
menos tuviese una vaina.
Area del foliolo (AF): De cada parcela elemental se toman aleatoriamente cinco
foliolos de los que se mide el eje longitudinal y transversal para estimar su area en
cm®. La media de las cinco dreas se tomara como valor de la variable de la parcela
elemental. Solo se determiné a inicio de floracidn en el experimento 1.
Porcentaje de materia seca foliolos (PMSF): Para determinar el porcentaje de
materia seca de los foliolos (%) se cortaron aleatoriamente 5 foliolos de cada parcela
elemental y se pesaron. Después de secarlos en una estufa a 60 °C durante 3 dias, se
pesaron nuevamente. Solo se determind a inicio de floracidn en el experimento 1.
Materia seca aérea (MSA): Para la materia seca aérea por planta (g planta™) se corta
la planta a ras de suelo y después de secarla a 60 °C durante 3 dias. (Boutraa y
Sanders, 2001a), se pesa nuevamente. En el experimento 1 se calculd cuando se
cosechd la planta. En el experimento 2 y 3 se determind a inicio de floracion.
Produccion de biomasa (BT): Es la produccion de materia seca aérea expresada en kg
ha™. Se calcula:

BT = MSA*200
Porcentaje de nitrégeno en materia seca aérea (PNMSA): Se toma una muestra de la
parte aérea de la planta seca y se determina el porcentaje de N utilizando el método

Kjeldahl (apartado 3.2.4)

69



3. Métodos

Cantidad de nitrégeno en materia seca aérea (NMSA): Se expresa en g planta’ y se
calcula de la siguiente forma:

NMSA= (MSA*PNMSA)/100
Materia seca radicular (MSR): Para calcular la materia seca radicular por planta (g
planta™) una vez cortada la planta a ras de suelo, se extrae la raiz (con cuidado de no
romperla o perder los nddulos). Después de extraer y contar los nddulos se secan a 60
°C durante 3 dias y se pesa (Ehlers et al., 1991). Solo se determiné en el experimento
2.
Numero de nddulos (nuN): Se extrae, los nédulos de la raiz y se cuentan. En el
experimento 3, dado el gran nimero de muestras las raices se cortaron y congelaron
en el mismo dia. A medida que se iban contando las muestras se iban descongelando.
Materia seca nodular (MSN): La materia seca nodular por planta (g planta™) se
determina una vez contados los nédulos secados a 70 °C durante 2 dias y pesados
(Bouhmouch et al., 2005). Esta variable se determiné en los experimentos 2 y 3.
Materia seca nodular media (MSNM): Es la masa de un nédulo medio en miligramos,
se calcula como sigue:

MSNM = MSN/nuN

Masa de 100 semillas (MCS): Calculada como g 100 semillas™ con un 12% de
humedad. Se pesan 100 semillas elegidas de forma aleatoria. Se secan a 60 °C durante
3 dias y se vuelven a pesar. Se determina el porcentaje de humedad de las semillas
(PHuS).

MCS = (MCShgmeda* 12)/PHu
Materia seca grano (MSS): Se pesa todo el grano producido en la parcela elemental y
se divide por el nimero de plantas, lo que corresponderia con produccién de grano
en fresco por planta, expresado como g planta™.

MSS= (Produccién de grano fresco por planta * PHuS)/100
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Porcentaje de nitrégeno en materia seca en semilla (PNMSS): Se toma una muestra
de semilla seca y se determina el porcentaje de N utilizando el método Kjeldahl
(apartado 3.2.4)
Cantidad de nitrégeno en materia seca en semilla (NMSS): Se expresa en g planta’y
se calcula de la siguiente forma:
NMSA= (MSS*PNMSS)/100
Produccion de grano (Y): Es la produccidn de grano al 12% de humedad en kg ha™. Se
calcula a partir de la MSS.
Y = (200*MSS)/0,88
Se nombrara la produccién en condiciones de estrés Y4y la produccién en condiciones
normales Y.
indice de intensidad de sequia (DII) (Fisher 1978):
[1-(Yo/Ys)]
Yp. Produccién media de todas las variedades en sequia
Y,. Produccion media de todas las variedades en condiciones normales.
Susceptibilidad a la sequia (S):
[1-(Yoi/ Yo/ [1-(Yo/Ye)]

Ypi. produccion de grano en condiciones de sequia para la variedad i

Ypi. produccién de grano en condiciones normales para la variedad i

Yp. Produccién media de todas las variedades en sequia

Y. Produccion media de todas las variedades en condiciones normales.
indice de Cosecha (HI): se define como el cociente de la produccién de grano y la
biomasa total aérea. (Y/TB)
indice de Cosecha de N (NHI): se define como el cociente de NMSS y NMSA.
(NMSS/NMSA)
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3.2.4. Preparacion del indculo e inoculacidn:

Las cepas puras se siembraron en placas Petri con medio YMA (Yeast Manitol
Agar) y se incubaron a 25°C durante 3 dias. Con un hisopo se extraen las colonias y
disuelven en agua destilada a una concentracién de 108 células/ ml. La concentracidn
se determina midiendo la turbidez con un espectrofotémetro.

Antes de inocular las semillas, estas se lavan en una solucidn de lejia al 10%
(5,25 % sodio hipoclorito) para evitar la contaminacion. Las semillas, una vez
inoculadas, se guardan en una bolsa de polietileno para que conserven la humedad.
Cada bolsa esta convenientemente etiquetada con su niumero de parcela. Las bolsas
se guardan en un lugar fresco y evitando la radiacidn solar. Las semillas no inoculadas
se sembraron en primer lugar para evitar la contaminacién con las cepas de las demas
parcelas. Después de sembrar cada parcela todas las herramientas, guantes y botas se
limpiaran con lejia al 20%, para evitar contaminacion entre las distintas cepas

inoculadas (Chemining et al., 2006).

3.2.5. Determinacidn de la proteina bruta:

Como muestra para la determinacién de PNMSS se molieron las 100 semillas
secas utilizadas para determinar MCS. Y en la muestra para PNMSA se molié la planta
seca utilizada en la MSA. A un tubo de digestién se afiade 0,5 g de muestra, una
tableta de catalizador Kjeldahl cobre (0,1 g de CuSO, + 5g de K,SO,) y 15 ml de H,SO,
(aq) al 37%. Se introduce en un digestor 15 min a 100 2C para que se evapore el agua,
a continuacion se realiza un precalentamiento a 300 2C durante 15 min y finalmente
2 h a 400°C. Una vez enfriado, se introduce el tubo de digestidn en el destilador, se
diluye con 60 ml de agua destilada, se le afiade 105 ml de NaOH al 32%. Se destila
durante 4 min. Como disolucion receptora se utilizan 75 ml H;BO; al 3%. Finalmente

se valora con HCl (aq) 0,1 M.
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En cada tanda de digestidn se incluye un blanco y un control. Al blanco se le
afiade todos los reactivos menos la muestra y al control se le afiade un patrén. El
patrén consiste en una mezcla de 0,5 g de acetanilida y 0,5 g de sacarosa. Las tandas
se validan cuando el porcentaje de recuperacidn del control se encuentra entre 97 y

102 del % de nitrégeno.

El porcentaje de recuperacidn se calcula de la siguiente forma:

(% de N obtenido del patrén)

(%) 100

% de recuperacién =

Donde 14 es el peso molecular del N y 135,17 es el peso molecular de la
acetanilida. Finalmente, al porcentaje de N de cada muestra se le resta el porcentaje

de N del blanco.

3.2.6. Analisis estadistico de los resultados:

Se ha realizado un analisis de varianza individual para los caracteres
cuantitativos tomados en cada uno de los ensayos mediante el paquete estadistico
SAS (SAS, 2000). Se realizé la prueba “F” de cociente de varianzas para poner de
manifiesto la existencia de diferencias significativas entre los origenes de variacién
estudiados (Steel et al., 1997). El procedimiento empleado fue el modelo linear
general “GLM” (General Linear Model), que utiliza el ajuste con el método de
minimos cuadrados. Para la comparacién de medias de utilizdé el mismo
procedimiento “GLM” con la sentencia “means” mediante la cual se calcula la media
aritmética, desviacion estdndar de todas las variables y la menor diferencia

significativa de Fisher (Least Significant Difference, LSD).

73



3. Métodos

Para el andlisis de componentes principales se utilizdé el paquete estadistico XLSTAT
(Addinsoft, 2008). Se calcularon los componentes principales utilizando los
coeficientes de correlacion de Pearson. Como salida grafica se utilizé el biplot de

correlacion.
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4. Primer experimento: Resultados y discusion.
4.1. Campos de ensayo:

El experimento 1 consisti6 en aplicar a 47 variedades de judia dos
tratamientos (regadio y estrés hidrico) en 6 campos de ensayo: Lalin (2005 y 2006),
Pontevedra (2005 y 2006), Salceda (2006) y Xinzo de Limia (2005). Los campos de
ensayo de Pontevedra 2006 y Salceda 2006, fueron los campos que experimentaron

una sequia significativa, y por tanto los que se analizaran en este capitulo (Anexo 2).

4.2. Modelo para el andlisis de resultados:

El primer modelo utilizado consta de dos ambientes (E): Pontevedra y Salceda,
dos tratamientos (T) regadio (sin estrés hidrico) y sequia (con estrés hidrico),
interaccion ambiente-tratamiento (E*T), 47 genotipos (G), interaccién genotipo y
ambiente (E*G), interacciéon tratamiento-genotipo (T*G), interaccion ambiente-

tratamiento-genotipo (E*T*G), repeticion (R) y el error del modelo (error).

Y=E+T+E*T+G+E*G+T*G+E*T*G + R(E*T) + err

donde Y es cualquiera de las variables estudiadas: primera flor, inicio
floracién, fin floracion, madurez en vaina, primera vaina seca, dias de floracidn,
periodo reproductivo, indice reproductivo, vainas planta, masa vaina, semillas vaina,
masa cien semilla, produccion grano, materia seca de foliolo, area foliar, biomasa
planta. Este modelo es significativo para un P< 0,0001. Para todos los caracteres
estudiados de este modelo (Tabla 4.1) existen diferencias significativas entre los dos
ambientes, Pontevedra y Salceda. La diferencia de los parametros fenoldgicos se
debidé a que en Salceda las plantas han sufrido un adelanto de la floracién debido a
una exposicién a temperaturas mas altas (Anexo 1), adelanto también observado en

otros trabajos (Mufioz-Perea et al., 2007; Porch et al., 2009, 2010).
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Tabla 4.1: Variables analizadas con su nivel de significacién de cada una de las fuentes
de varianza.

E T E*T R(E*T)
Primera flor (dias) ok ns ns ns
Inicio floracion (dias) ok ns ** ns
fin floracion (dias) ok ns ok ns
Madurez vaina (dias) ok ork okk ns
Primera vaina seca (dias) ok rEx ok ns
Dias de floracidn (dias) ok ns * ns
Periodo reproductivo (dias) ok rEx *hx ns
indice reproductivo % HoHx ok i ns
Vainas planta ne ok rEx ns ns
Masa vaina g ok rEx ns ok
Semillas vaina ne ok oxk Fxk Hokk
Masa cien semilla g ns ok *x ns
Produccién grano kg*ha™ ns oxk ns ns
Materia seca foliolo % ok oxk e ns
Area foliar cm? *kk %k *kk *kk
Biomasa kg*ha? *kk sk P )
G E*G T*G E*T*G

Primera flor (dias) ok xk ns ns
Inicio floracion (dias) ok xk * Hox
fin floracion (dias) ok ok ns ns
Madurez vaina (dias) ok oxk ok Hokk
Primera vaina seca (dias) ok ok ns ok
Dias de floracion (dias) x o ns ns
Periodo reproductivo (dras) ok ok ns ns
indice reproductivo % ok ok ns ns
Vainas planta ne ok *x ns ns
Semillas vaina ne ok ns ok *

Masa cien semilla g ok rHx krk ok
Produccién grano kg*ha™ rEx R ko ns
Materia seca foliolo % ns ns ns ns
Areafoliar cm? Hhk xx ns ns
Biomasa kg*ha™ ok Kok ok Hokok

E: Ambiente. T: tratamiento E*T: Interaccion ambiente-tratamiento. R(E*T): Repeticion. G:
Genotipo. E*G: interaccidon ambiente-genotipo. T*G: Interaccion tratamiento-genotipo. E¥*T*G:
interaccion ambiente-tratamiento-genotipo. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no
significativo.
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Entre tratamientos hay diferencias en todos los pardmetros, salvo los
fenolégicos relacionados con la floraciéon. En el Anexo 2 se observa que los niveles
hidricos durante la fase de inicio de floracidn son similares entre las parcelas en
condiciones de déficit hidrico y las de regadio, y por tanto era esperable que no
hubiese diferencias significativas para estos valores fenoldgicos. Situaciones similares
se han descrito en otros ensayos (Urrea et al., 2009). Entre genotipos si existen
diferencias significativas para todos los caracteres estudiados, excepto la materia seca
del foliolo. Los genotipos responden de forma diferente en los dos ambientes, salvo
para los caracteres de semillas por vainas y porcentaje de materia seca del foliolo,
debido a la existencia de interaccion genotipo*ambiente. La interaccion
tratamiento®*genotipo es significativa para los caracteres relacionados con la
produccién de grano (masa vaina, semillas por vaina, masa de cien semillas vy
produccién de grano), inicio floracién, madurez vaina y produccidn de biomasa.

El estrés hidrico casi siempre supone una reduccidn en la produccién de grano
de la planta. El indice de intensidad de sequia (Dll), (Fisher y Mauer, 1978), da idea de
la intensidad del estrés hidrico y es ampliamente utilizado en todos los trabajos
relacionados con el estrés hidrico (Ramirez-Vallejo y Kelly, 1998; Teran y Singh, 2002a;
Szilagyi, 2003; Frahm et al., 2004; Rosales-Serna et al., 2004; Singh, 2007; Urrea et al.,
2009; Porch et al., 2009). El DIl de los campos de ensayo de Pontevedra (0,73) y
Salceda (0,63) son elevados, lo que hace que las diferencias encontradas entre
tratamientos y variedades sean mayores a los encontrados en ensayos previos
publicados (Teran y Singh, 2002a; Muioz-Perea et al., 2006; Singh, 2007; Urrea et al.,
2009).

Cuando se disefia un experimento como el actual en el que se aplican dos
tratamientos, sin estrés hidrico y con estrés hidrico, puede realizarse en la misma
finca repitiéndose en el tiempo, (Mufioz-Perea et al., 2006, 2007; Brick et al., 2008) o

hacerlo en dos localidades y repetirlo en el tiempo (Singh, 2007; Urrea et al., 2009).
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En todos los trabajos antes citados han existido diferencias de produccién entre
ambientes, afios y sobre todo, entre tratamientos, ofreciendo una amplia variabilidad
en los indices de intensidad de sequia. Este resultado es paraddjico, pues en la
medida que el ensayo cubre un mayor rango de situaciones de estrés, resulta mas
dificil valorar genotipos y apreciar interacciones. Posiblemente sea debido a que el
modelo solo contempla dos posibilidades en tratamientos: estrés o no estrés y por
tanto el modelo intenta asignar a esta variable tratamiento la misma cantidad fija de
variabilidad a situaciones de estrés severo con un DII=0,81 como a situaciones de
estrés leve con un DII=0,30. En caso de estrés severo, el diferencial de variabilidad
qgue se produce entre la cantidad fija antes citada y la observada, el modelo la
transferird a la interaccién genotipo*ambiente o a aumentar la varianza de error,
aunque esta variabilidad realmente ha sido producida por un mayor estrés en el
tratamiento. Esto puede que explique los resultados de trabajos publicados, donde
existe una mayor interaccién genotipo*ambiente que genotipo*tratamiento.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se propone utilizar un
modelo cuantitativo en el que se tenga en cuenta el nivel de estrés sufrido por la
planta. En el Anexo 2 sobre balance hidrico en el experimento 1 se estimd el numero
de dias que las plantas estuvieron sometidas a estrés hidrico (S). Con este parametro
S, se propone el siguiente modelo:

X =S+G+S*G+R+(er)

donde S es el nimero de dias que la planta sufre estrés hidrico, G es genotipo, S*G la
interaccion genotipo*dias-estrés, R repeticion y (er) es el error del modelo. En la
Tabla 4.2 se observa un mejor ajuste y se observa una diferencia mas significativa
para todas las variables, salvo para la materia seca de foliolo, y una mayor interaccion
entre genotipo y estrés. Este mejor ajuste redunda en valores mas elevados de los

parametros genéticos estudiados.
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Tabla 4.2: Variables analizadas con su nivel de significaciéon de cada una de las fuentes
de varianza para el modelo que tiene en cuenta el estrés hidrico sufrido.

S G S*G R(S)

Primera flor (dias) ok ok ok ok o "
Inicio floracién (dias) ok ke ok ns
fin floracion (dias) ok ke - ns
Madurez vaina (dias) ok Hokok . ns
Primera vaina seca (dias) Hokok Hokok ok ns
Dias de floracién (dias) Kok . - ns
Periodo reproductivo (dias) ok ok ok . ns
indice reproductivo % ook ok *kk ns
Vainas planta ne ok ok *x ns
Masa vaina g Hokok ok ok -
Semillas vaina ne ok ok . o
Masa cien semilla g ok ok Kk o ns
Produccién grano kg*ha™ Hokk ok kk ns
Materia seca foliolo % ok ns ns ns
Area foliar em? Hokok ok ok Kok sk
Biomasa kg*ha™ Hoxk Kk Hokk )

S: nimero de dias de estrés hidrico. G: Genotipo. S*G: interaccién estrés-genotipo.
*** p<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no significativo.

La heredabilidad en sentido amplio (Escribano et al.,, 1994, 1997) se ha
calculado utilizando los componentes de varianza para cada modelo, mediante el
procedimiento VARCOMP de SAS/STAT® (SAS Institute Inc., Cary, USA) (Cubero, 2003;
Kumar et al., 2008) que estima la contribucion de cada efecto aleatorio a la varianza
de la variable dependiente:

%
02 +0%gs+ (0%/r)

H =

Donde H es la heredabilidad en sentido amplio y 6%, 6%gs v 02 son la

varianza genotipica, la varianza de la interaccidn entre genotipo-estrés y la varianza
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residual, respectivamente, y r es el nimero de repeticiones. En la Tabla 4.3 se observa
que los valores de la heredabilidad en el segundo modelo son superiores para todas
las variables dependientes. La heredabilidad calculada para la produccién de grano
segun el segundo modelo es alta (0,51) si se compara con los valores determinados en
trabajos anteriores, situado entre 0,19 y 0,59 (Schneider et al., 1997; Painawadee et
al. 2009) y supone un aumento del 24%. Esto pone de manifiesto la importancia de la
eleccion del modelo.

Tabla 4.3: Heredabilidades (H) para 11 variables utilizando la varianza del genotipo
(0%) y varianza del error (%) calculadas a partir de dos modelos.

Modelo: E+T+E*T+G +E*G +T*G +E*T*G Modelo:s+G+s*G Mejora (*)

0% o?, H 0% o2, H %
Primera flor (dias) 15,789 8,260 0,79 18,390 8,702 0,81 2,0
Inicio floracién (dias) 33,507 16,109 0,81 35,042 16,109 0,81 0,9
fin floraciéon (dias) 26,269 43,181 0,55 35,839 43,181 0,62 13,7
Madurez vaina (dias) 52,452 87,870 0,54 71,303 87,870 0,62 13,7
Primera vaina seca (dias) 47,933 73,816 0,56 56,709 73,816 0,61 7,2
Vainas planta ne 2,682 8,368 0,39 3,628 8,368 0,46 18,9
Masa vaina g 0,326 0,593 0,52 0,442 0,593 0,60 14,2
Semillas vaina ne 0,444 0,780 0,53 0,476 0,780 0,55 3,3
Masa cien semilla g 33,406 17,584 0,79 41,380 17,584 0,82 4,2
Produccién grano kg*ha™ 49476 138243 0,42 72092 138243 0,51 22,4
Areafoliar cm? 19,643 42,855 0,48 25,369 42,859 0,54 13,3

(*) Mejora (%): mejora expresada en porcentaje (%) de la estimaciéon de Ia
heredabilidad, al utilizar el modelo en el que se utiliza el campo: dias de estrés hidrico

4.3. Comportamiento productivo de las variedades:

Ramirez-Vallejo (1998) estima que valores de DIl superiores a 0,7 suponen un
estrés severo para la planta y Mufioz-Perea (2006) afirma que un DIl menor de 0,5
supone un estrés leve. El DIl para Pontevedra es de 0,73 y de 0,69 para Salceda, y
corresponderian a un estrés hidrico extremo. En la Tabla 4.4, si se comparan los datos
de produccidn de grano en regadio y en condiciones de estrés hidrico, se observa que
en Pontevedra el 87% de las variedades tiene una reduccién significativa en su

produccién y en Salceda la reduccién afectan al 79% de las variedades.
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Tabla 4.4: Produccién de semilla (kg ha™) en Pontevedra y Salceda.

Pontevedra Salceda Pontevedra Salceda
Y kg ha™ kg ha™ Y kg ha™ kg ha™

reg sec reg sec reg sec reg sec
PHA-0006 | 1079 236 733 205 CO-25 1372 345 1190 265
PHA-0118 | 1549 208 734 551 CO-37 1853 511 886 153
PHA-0122 711 245 359 302 PMB-0127 647 207 258 0
PHA-0124 | 1534 256 877 201 PMB-0220| 1518 444 1397 529
PHA-0148 | 1067 323 571 307 PMB-0224| 1776 401 1384 441
PHA-0155 875 0 436 0 PMB-0239| 2317 423 1668 425
PHA-0179 726 313 536 507 PMB-0244| 1778 543 2679 712
PHA-0246 | 1255 273 1644 150 PMB-0284| 640 524 1260 0
PHA-0298 | 1174 288 1021 106 PMB-0285| 1726 292 1465 668
PHA-0371 853 251 680 399 PMB-0286| 883 268 1972 1412
PHA-0404 942 233 567 140 PMB-0287 | 1488 342 2383 736
PHA-0418 | 1252 444 1175 0 PMB-0288 | 1528 170 312 0
PHA-0432 | 1499 484 2484 1031 PMB-0292| 977 150 100 0
PHA-0471 | 1643 636 3026 1030 PMB-0306 | 1327 439 3085 537
PHA-0483 819 304 1066 555 PMB-0307 | 1220 513 1183 798
PHA-0484 648 178 1860 488 PMB-0308 | 1506 404 1887 540
PHA-0492 | 1225 194 1916 299 PMB-0309 | 1455 310 2546 0
PHA-0493 397 176 792 0 PMB-0310| 1176 418 1215 891
PHA-0543 | 1613 569 2622 550 PMB-0311| 810 253 577 0
PHA-0553 | 1251 278 967 296 PMB-0312| 1312 417 1830 979
PHA-0578 | 1554 388 1645 305
PHA-0595 | 1379 494 1163 165 Pontevedra Salceda
PHA-0649 | 1176 339 1078 381 reg sec reg sec
PHA-0683 | 1461 204 1231 1060 Minimo 640 150 100 0
PHA-1842 607 213 639 0 Maximo 2.317 543 3085 1412
PHA-2074 905 367 1792 525 Media 1.365 369 1464 454
PHA-2076 | 1247 240 185 0 LSD 799 321 799 321

81



4. Primer Experimento

En la Figura 4.1 se representa la produccion de grano en regadio vy
condiciones de estrés hidrico, en las dos localidades. Todos los puntos se encuentran
por debajo de la bisectriz ya que el estrés hidrico supone una disminucién de la
produccién en todas las variedades. Los puntos sobre el eje de coordenadas
representan aquellas variedades con produccién nula. Se observa una mayor
dispersion de los valores de Salceda, ya que existen tanto puntos muy cercanos a la
bisectriz como puntos sobre el eje de coordenadas. En cambio los puntos de

Pontevedra estd mas concentrados entre la franja de 500 a 100 kg ha™, lo cual explica

su mayor DII.
Sequia . s
(kg ha-t) Produccion grano(Y)
3000
2500
2000
1500
o
1000 © 0 o S
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Figura 4.1: Produccion de grano (kg ha™) de regadio vs ambiente con estrés hidrico.
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En la Figura 4.2 se representa la produccidn grano promedio de Pontevedra y
Salceda en condiciones de regadio vs condiciones de estrés hidrico. Se han incluido
dos lineas auxiliares, que corresponden a las medias de regadio y sequia, que dividen
la grafica en 4 cuadrantes. En el cuadrante inferior izquierdo estarian las variedades
con menores rendimientos tanto en regadio como en condiciones de estrés hidrico,
entre las que se encuentra PHA-0404 que es una variedad con buena aceptacion en el
mercado (Casquero et al.,, 2006). El cuadrante superior derecho corresponde a las
variedades mds productivas en regadio que también son productivas en condiciones
de estrés hidrico como PHA-0471, PMB-0286, PHA-0432, PMB-0244, PHA-0307, PHA-
0683. El cuadrante superior izquierdo corresponde a variedades con bajos
rendimientos en regadio pero que ante un estrés hidrico severo mantiene su escaso
rendimiento (PHA-0483 y PHA-0179). En el cuadrante inferior derecho estarian las
variedades productivas en regadio que son sensibles al estrés hidrico, como la PMB-
0309.

Las variedades con mejor comportamiento en sequia son PMB-0286, PHA-
0471, PHA-0432, PMB-0307, PMB-0310, PHA-0683, PMB-0244, PMB-0312, PHA-0543
y PMB-0287. Estas variedades pertenecen a areas geograficas dispares PHA-0471
(Pravia, Asturias), PHA-0432 (Tudela, Navarra), PHA-0683 (Mongao, Portugal) y PHA-
0543 (La Bafieza, Ledn), pero en ningln caso asociadas a zonas semidesérticas, lo cual
pone de relieve que en el proceso de seleccion masal desarrollado por los agricultores
a lo largo de los afios, los genes de resistencia a la sequia se han mantenido
posiblemente por estar ligados a los genes responsables de la produccién de grano.
De todas las lineas ensayadas, solo estd caracterizada morfoagronémica vy
bioquimicamente PHA-0471, como raza mesoaméricana (Santalla et al., 2002; Rodifo

et al., 2003).
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Figura 4.2: Producciéon grano promedio de Pontevedra y Salceda regadio vs
ambiente con estrés hidrico. Las lineas auxiliares en azul corresponden a las medias

en sequia y regadio.

Debido a la relacidon inversa entre las caracteristica de semilla grande

demandada por el mercado y el potencial productivo (Welsh et al., 1995; White y

Gonzales 1990), las variedades de semilla grande PHA-0432, PHA-0543 y PHA-0683

resultan interesantes en un plan de mejora de la tolerancia al estrés hidrico de

variedades orientadas al mercado.
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En Salceda llama la atencidén, que a pesar de tener un DIl inferior al de
Pontevedra, en condiciones de estrés hidrico existe un mayor numero de variedades
con produccién de grano nula. Esto puede ser debido a un problema de adaptacién de
las variedades a las condiciones de las parcelas o al estrés térmico sufrido en Salceda.
Un ejemplo de problema de adaptacién, es el sufrido por PMB-0284 en el trabajo de
Acosta-Gallegos y Adams (1991), en condiciones de estrés hidrico, el campo de
ensayo con un DII=0,58 tenia el doble de produccién que el campo con un DII=0,42.
Acosta-Gallegos y Adams, ante estos datos contradictorios argumentaron que debe
haber otras caracteristicas para la adaptacidn de la plantas, ademas de las necesarias
para la tolerancia al estrés hidrico.

Pero el factor que mejor explica esta diferencia sea el estrés térmico. Rainey
y Griffiths (2005) llegaron a la conclusién de que la alta abscision de los érganos
reproductivos como respuesta al estrés térmico en judia, estaba regulado por un gen
recesivo simple, a la vista de la segregacion de la variedad Majestic, sensible al estrés
térmico. Segun Porch (2006) las temperaturas maximas excesivamente altas, a partir
de 30°C, explican mejor que la humedad relativa baja la reduccién en la produccion.
Pero Singh et al. (2001) indican que la temperatura minima cuando es superior a 20°C,
explica mejor las mermas en produccién que los incrementos en la temperatura
maxima.

PMB-0220 puede ser un ejemplo de sensibilidad al estrés térmico. Esta
variedad obtuvo una produccién entre 1400 y 1500 kg ha™ en condiciones de regadio,
lo que supone la mitad de lo registrado en los trabajos anteriores (Mufioz-Perea et al.,
2006; Singh, 2007; Urrea et al., 2009). Solo en uno de los campos de ensayo de
regadio antes citados (Mufioz-Perea et al., 2006) obtuvieron valores similares a los
este experimento, y que coincide con el Unico ensayo donde se registraron
temperaturas muy altas, en concreto, 18 dias con temperatura maxima superiores a

35°C. En Salceda y Pontevedra hubo 8 dias con t,;, superiores a 35°C, y posiblemente
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sea este factor el responsable de la baja productividad observada en esta variedad en
regadio. PMB-0239, PMB-0224 y PMB-0312 registraron el mismo comportamiento,
por lo que se deduce una cierta sensibilidad de estas variedades al estrés térmico
(Mufioz-Perea et al., 2006).

Los valores de producciéon de PMB-0285 en condiciones de estrés hidrico,
describen una secuencia de valores de produccidn lineal para los valores de DIl
registrados en los distintos campos de ensayos. Para un DII=0,51 sufre una reduccion
del 35% (Frahm, 2003, 2004), para un DII=0,63 (Salceda) disminuye un 54%, para un
DII=0,73 (Pontevedra) disminuye un 83%, y finalmente para DII=0,81 disminuye un
97%. Similar linealidad se observaron en los datos publicados y en los obtenidos en
otros ensayos (Abebe et al., 1998; Rosales-Serna et al., 2000; Frahm et al., 2002, 2003,
2004; Teran y Singh 2002a, 2002b; Dorcinvil et al., 2010; Singh, 2007; Mufioz-Perea et
al., 2006, 2007; Porch et al., 2009).

En cambio existen variedades que al comparar los datos de produccién de
diferentes ensayos en condiciones de estrés hidrico, muestran un comportamiento
bastante errdtico. Por ejemplo, PMB-0286 para un DII=0,01 la reduccién es del 30%
(Frahm, 2002), para un DII=0,51 la reduccidn es de del 50% (Frahm et al., 2003; 2004)
y en cambio en Salceda con DII=0,63 la reduccién es solo del 28% y con un DII=0,83 la
reduccién es de 67% (Frahm et al., 2003; 2004). Este comportamiento puede ser
debido a problemas de adaptacion no relacionados con el estrés hidrico, o
sencillamente debido a la forma de calcular el DIl en cada ensayo.

Al calcular el DIl se utiliza la media del total de las producciones ensayadas en
condiciones de regadio y la media del total de las producciones en condiciones de
estrés hidrico. Si en el ensayo existen muchas variedades muy sensibles el indice
tendera a ser alto, aunque las condiciones de estrés hidrico no sean muy extremas. Y
también puede darse el caso paraddjico de ensayos en el que todas las variedades

sean muy resistentes y con un DIl muy bajo a pesar de que las plantas hayan estado
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expuestas a un estrés hidrico importante. Un ejemplo de cdmo se ve afectado el DIl
en funcién de las variedades elegidas, se puede observar si se analizan los datos de los
trabajos de Mufioz-Perea et al. (2006, 2007) y Brick et al. (2008). Los tres trabajos
utilizan los datos de un ensayo realizado en Kimberly, Michigan en los afios 2003 y
2004. PMB-0224 aparece en los tres trabajos con la misma produccién, tanto en
regadio como en condiciones de estrés hidrico para los afios 2003 y 2004. Sin
embargo, como las variedades incluidas en cada uno de los trabajos fueron
diferentes, el DIl variaba en cada trabajo. El resultado es paraddjico, se obtienen la
misma produccién en condiciones de estrés hidrico con un DIl que varia de 0,34 a
0,62. Para evitar esta deriva en la valoracidn de estrés hidrico, podria incorporarse en
cada ensayo una serie de variedades contrastadas, tanto por su sensibilidad como por
su tolerancia, y calcular el DIl solo con estas variedades control. De esta forma se
eliminaria el efecto “eleccion de variedades” del indice DIl, y seria mas facil la

comparacion de los efectos del estrés hidrico entre los diferentes trabajos.

4.4. Analisis de las diferentes estrategias de respuesta al estrés

Varios autores hacen hincapié en la importancia de la raza Durango como
fuente de genes para la resistencia a la sequia (Teran y Singh, 2002a; Frahm et al.,
2003, 2004; Ishitani et al., 2004). En algunos trabajos en los que se realizaron cruces
interraciales con raza Durango, la mayoria la descendencia no superaban los valores
de producciéon de grano de sus progenitores en dichas condiciones adversas. (Beaver
y Kelly, 1994, Schneider et al., 1997; Kelly et al., 1998; Rosales-Serna et al., 2000;
Kumar et al., 2008; Gonzalez et al., 2009). En el presente apartado se intentara
analizar las distintas estrategias que utilizan las plantas para afrontar el estrés hidrico,
valorando cuales han sido las mds exitosas y si estas estrategias pueden ser

compatibles entre si. Para ello se estudiara la correlaciéon que hay entre los distintos
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caracteres fenoldgicos, morfolégicos y productivos. Y finalmente se agruparan las
distintas variedades en funcidon de la respuesta que tienen ante el estrés hidrico.

En la Figura 4.4 se representa el dendrograma de las variedades agrupadas
por disimilitud por distancias euclideas y por el método de Ward. Cada una de estas
clases representaria un grupo de variedades que tienen parametros comunes en
condiciones de regadio y cuentan con una respuesta similar ante la sequia. En la Tabla
4.5 aparecen los valores medios de cada clase para todas las variables.

En la primera clase se encontrarian: CO-25, PHA-0118, PHA-0124, PHA-0246,
PHA-0578 y PHA-0595. Corresponde a variedades con parametros fenoldgicos y
productivos intermedios. Son plantas grandes de hojas y semillas grandes (32,26 g de
media), de colores claros vy lisas. Los valores de produccién en regadio de biomasa y
grano son intermedios. Ante un estrés hidrico sus pardmetros fenoldgicos aumentan,
se incrementan los dias para madurez de vaina y primera vaina seca, asi como los dias
de floracion. Una estrategia de floracién tardia que puede dar buen resultado en caso
de que el estrés sea puntual y la planta sea capaz de generar nuevas hojas y flores
(Boutraa y Sanders, 2001b; Singh, 2007), pero cuando el estrés es permanente, como
en este ensayo, esta estrategia resulta ineficaz. El tamaifio de semilla es bastante
estable ante el estrés hidrico, solo sufre una reduccion media del 14%. La produccién
de grano cae de forma importante en condiciones de estrés hidrico.

La segunda clase estaria compuesta por CO-37, PHA-0492, PHA-0683, PMB-
0307, PMB-0310 y PMB-0312. Son variedades de ciclo corto son las mas precoces y
utilizan esta estrategia para aprovechar el maximo de humedad inicial del suelo y asi
asegurar una alta productividad. (Singh, 2007; Cattivelli et al., 2008). Estas variedades
son de plantas grandes de hojas intermedias, con semillas de masa intermedio y de
color rojo o crema con pintas rojas. La produccion en regadio es alta pero debido al
porte de la planta tiene un HI bajo. Sus parametros fenoldgicos permanecen estables

ante el estrés hidrico.
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Figura 4.4: Dendrograma de las variedades agrupadas por disimilitud por
distancias euclideas. Relacidn de las variedades que pertenecen a cada clase.
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Tabla 4.5: Valores medio de las distintas variables para cada clase.

mdva
vasec
vapla
mC
Yreg
BT

HI
colorp
colors
area
riflo
rmdva
rvasec
rdflo
rvapla
rseva
rmcse
ryY
Ysec
rBT
rarea

mdva: dias para la madurez de vaina; vasec: dias primera vaina seca; vapla: nimero
de vainas planta; mC: masa en gramos de cien semillas Yreg: produccion grano regadio
kg ha™; BT: produccién biomasa kg ha™; HI: indice de cosecha; colorp: color principal
semilla; colors: color secundario semilla; area: area foliar; rinflo: reduccion en los dias
de inicio floracidon; rmdva: reduccién dias madurez vaina; rvasec: reduccion dias
primera vaina seca; rdflo: reduccion dias floracion; rvapla: reducciéon vainas por
planta; rseva: reduccién de semillas vaina; rmC (%): porcentaje de reduccién masa
cien semillas; rY: reduccién produccién grano kg ha™; Ysec: produccién en secano kg

Clasel Clase2 Clase3 Clase4 Clase5 LSD
65 63 66 71 81 5
83 77 76 84 95 9
7,0 8,0 4,9 4,1 3,4 5,7

32,3 25,6 33,5 33,8 32,4 7,2
1325 1376 919 688 715 799
2455 3455 947 1710 2645 1412
0,62 0,46 1,04 0,51 0,39 0,57
2 4 2 3 2 0
0 1 5 1 1 0
38,1 30,3 27,5 28,9 35,1 12,1
-1 0 1 0 -10 7
-7 -3 -11 2 -17 20
-4 -5 -13 5 -7 17
0 0 -7 -1 9 10
4,6 3,7 2,8 1,0 2,6 5,8
1,5 1,0 1,3 0,4 2,2 2,1
13,6 19,3 10,1 20,5 78,9 7,3
1025 839 718 357 615 746
300 537 201 331 100 321
418 1887 -617 -75 1038 1230
12,8 7,8 4,8 1,8 9,3 11,7

-1 .. .. . .. , .
ha™; rBT: reduccion produccion biomasa; rarea: reduccién area foliar.
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Tabla 4.5 (Continuacion).

Clase6 Clase7 Clase8 Clase9 LSD

mdva 62 65 64 72 5
vasec 74 79 81 88 9
vapla 10,3 12,8 8,1 6,3 5,7
mC 30,3 19,6 21,3 23,6 7,2
Yreg 1799 2066 1283 750 799
BT 2329 4818 1610 1662 1412
HI 0,97 0,49 0,97 0,48 0,57
colorp 2 3 6 3 0
colors 1 0 1 2 0
area 33,7 35,3 27,9 26,1 12,1
riflo 1 1 0 -2 7
rmdva 2 -3 -7 -22 20
rvasec 2 -2 -5 -11 17
rdflo 4 -9 -3 -2 10
rvapla 6,2 8,8 3,9 5,2 5,8
rseva 0,9 2,0 1,2 2,7 2,1
rmcse 14,4 20,5 7,0 59,1 7,3
ry 1286 1578 801 618 746
Ysec 512 488 481 131 321
rBT 558 2733 -93 118 1230
rarea 5,9 8,3 4,1 3,6 11,7

mdva: dias para la madurez de vaina; vasec: dias primera vaina seca; vapla: nimero
de vainas planta; mC: masa en gramos de cien semillas Yreg: produccion grano regadio
kg ha™; BT: produccién biomasa kg ha™; HI: indice de cosecha; colorp: color principal
semilla; colors: color secundario semilla; area: area foliar; rinflo: reduccion en los dias
de inicio floracion; rmdva: reduccién dias madurez vaina; rvasec: reduccion dias
primera vaina seca; rdflo: reduccion dias floracion; rvapla: reduccion vainas por
planta; rseva: reduccién de semillas vaina; rmC (%): porcentaje de reduccién masa
cien semillas; rY: reduccién produccién grano kg ha™; Ysec: produccién en secano kg
ha’; rBT: reduccidn produccidn biomasa; rarea: reduccion area foliar.
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En contraposicidn, la superficie de hoja disminuye y también lo hace la produccién de
biomasa de forma considerable. El tamafio de la semilla se reduce casi un 20% y 3,7
vainas por planta. En consecuencia sufre una bajada en la produccién de grano, que
se atenua debido a que el nimero de semillas por vaina se mantiene constante. En
este grupo estan las variedades con mayor produccién de grano en condiciones de
estrés hidrico. Este grupo es interesante ya que en los programas de seleccion para
una mayor produccién de semilla tiende a aumentar el Hl hasta el punto de que la
acumulacién de biomasa durante el periodo de crecimiento se convierte en un factor
limitante. Beebe et al. (2008) observé que las lineas seleccionadas para la tolerancia
de estrés abidtico también posee altos Hl e incrementa la produccion de semilla en
ambientes favorables. Wallace et al. (1993) recomienda que en la seleccién para el
incremento de la produccién de semilla se incluya la seleccidn para la acumulacion de
biomasa, que permita un mayor incremento de la produccién de semilla.

La tercera clase estd compuesta por PHA-0006, PHA-0298 y PHA-0404. Son
variedades de planta pequefia, con hojas de tamano intermedio y de ciclo
reproductivo corto. Las semillas de este grupo son grandes y claras con pintas rojas.
En regadio producen pocas vainas por planta y por tanto la produccién de grano es
baja. A pesar de su baja productividad tiene un HI alto debido al pequefio tamafio de
sus plantas. La respuesta fenoldgica ante el estrés hidrico consiste en adelantar el
inicio de floracién y alargar el periodo reproductivo. Sus pardmetros productivos son
estables, el tamafio de semilla, el nimero de vainas por planta y el numero de
semillas por vaina apenas se reducen en sequia. Pero a pesar de ello la produccién de
grano en condiciones de estrés hidrico es escasa.

La cuarta clase esta formada por PHA-0122, PHA-0148, PHA-0179 y PHA-0371,
son variedades con plantas pequenas de hoja intermedia y de ciclo reproductivo
largo. Las semillas de este grupo son muy grandes de color claro o rojo. En regadio

producen pocas vainas por planta y por tanto la produccién de grano es muy baja.
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Debido a su escasa produccién su Hl es bajo. Sus parémetros fenoldgicos son estables
ante el estrés hidrico. Sus parametros productivos son estables, el nimero de vainas
por planta y el nimero de semillas por vaina apenas se ven afectados por la sequia.
Tampoco se aprecia modificacion en el tamano de la planta ni en la superficie del
foliolo. A pesar todo lo anterior la produccién de grano en condiciones de estrés
hidrico es escasa.

La quinta clase esta compuesta por PHA-0155, PHA-0418, PMB-0127 y PMB-
0292, son variedades de planta grande, con hojas grandes y de ciclo reproductivo
largo. Las semillas de este grupo son muy grandes y de color claro o rojo. En regadio
producen pocas vainas por planta y por tanto la produccién de grano es muy baja.
Debido a su escasa produccion y al gran porte de sus plantas su Hl es muy bajo. La
respuesta fenoldgica ante el estrés hidrico consiste en atrasar el inicio de floracion y
la fecha de la primera vaina seca, alargan al maximo su inicio de floracién para
favorecer el crecimiento vegetativo y la acumulacion de fotoasimilados, que una vez
florecido serdn movilizados hacia las vainas. Algunos autores argumentan que esta
estrategia fenoldgica supone un limite a la produccion (Beebe et al., 2008). El nimero
de vainas por planta apenas se ve afectado, pero la reduccion de ndmero semillas
vaina y sobre todo la masa de la semillas es muy importante (79%). La produccién de
biomasa y la superficie foliar también experimenta una reduccién importante. La
produccién de grano en condiciones de estrés hidrico es casi nula, por lo que se
puede afirmar que estas variedades son muy sensibles al estrés hidrico.

La sexta clase es la mds numerosa, estd formada por: PHA-0432, PHA-0543,
PHA-0553, PMB-0220, PMB-0224, PMB-0244, PMB-0306 y PMB-0308, variedades de
plantas de porte intermedio con hojas grandes y de ciclo reproductivo corto. Las
semillas de este grupo son grandes de color claro. En regadio producen muchas vainas
por planta y por tanto la produccidn de grano es alta. Debido a su alta produccion su

HI esta cercano a la unidad. El inicio de floracidon, la madurez vaina y la primera vaina
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seca se adelantan. Su ciclo se acorta en casi 4 dias en términos generales. En sequia el
pardmetro productivos mds afectado es el niumero de vainas por planta, que
contrasta con la estabilidad en el nimero de semillas por vaina y tamafio de la
semilla, que sdlo sufre una reduccién del 14%. Es importante la reduccion en el
tamanio de la planta y en la superficie del foliolo. A pesar sufrir una gran reduccion en
produccién de grano, el rendimiento en condiciones de estrés hidrico son buenos.

La séptima clase estd compuesta por PHA-0471, PMB-0239, PMB-0287 y
PMB-0309 variedades de plantas muy grandes, con hojas grandes y de ciclo
reproductivo intermedio. Las semillas de este grupo son pequefias, de diversos
colores. En regadio producen muchas vainas por planta y por tanto la produccién de
grano es de las mas altas. A pesar de su alta productividad tiene un Hl bajo debido al
gran porte de sus plantas. Corresponden a variedades con un temprano y vigoroso
crecimiento, con una importante biomasa al principio del proceso de llenado de las
semillas, que permite esta movilizacion de fotoasimilados (Rosales-Serna et al., 2004,
Acosta-Gallegos y Adams, 1991). Segun Sambatti y Caylos (2007) estas serian las
variedades a incluir en los planes de mejora para optimizar la produccién de grano en
ambientes con estrés hidrico. El inicio de floracidn no se ve afectado por el estrés
hidrico, pero tanto la madurez de vaina como la primera vaina seca se atrasan,
teniendo como resultado la dilatacion del periodo reproductivo en 9 dias. Tener un
periodo corto de floracidn permite a la planta terminar su ciclo reproductivo sin que
sufra los efectos negativos del estrés hidrico, pero siempre a costa de una menor
produccién de grano (Singh, 2007; Cattivelli et al., 2008; Al-Tawaha et al., 2010; Khan
et al., 2010). Sus parametros productivos se ven muy afectados por la sequia, el
tamaio de semilla se reduce un 20%, el numero de vainas por planta se reduce de
forma importante y el nimero de semillas también se ve afectada. La produccién de

biomasa se ve reducida de forma muy significativa, y la superficie foliar también
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decrece pero en menor medida. La reduccidn debida a la sequia es importante pero a
pesar de ello la produccién de grano en condiciones de estrés hidrico es alta.

La octava clase esta formada por PHA-0483, PHA-0484, PHA-0649, PHA-2074,
PMB-0285 y PMB-0286 son variedades de plantas pequefas con hojas pequefias y de
ciclo reproductivo intermedio. Las semillas de este grupo son pequefias de color
oscuro (rojas, marrones y negras). En regadio la produccion de vainas y de grano es
intermedia. Debido a su baja produccién de biomasa su Hl esta cercano a la unidad. El
inicio de floracidon no se ve afectado por la sequia. La madurez de vaina y la primera
vaina seca se atrasan. Su ciclo de floracién se alarga en casi tres dias en términos
generales. En sequia tanto el nimero de vainas, como de semillas por planta, se ven
muy afectados. Por el contrario el tamafio de la semilla apenas se modifica. La
produccién de biomasa asi como el dreas de los foliolos no se ven afectados. A pesar
de la reduccién en produccion de grano, los rendimientos en condiciones de estrés
hidrico son buenos.

Y finalmente, la novena clase estd compuesta por PHA-0493, PHA-1842, PHA-
2076, PMB-0284, PMB-0288 y PMB-0311. Son variedades de planta pequefia, con
hojas pequenas y de ciclo reproductivo largo. Las semillas de este grupo son
pequefias, de diversos colores y presentan colores secundarios. En regadio producen
pocas vainas por planta y por tanto la produccién de grano es muy baja. A pesar del
reducido del tamafio de sus plantas su HI es muy pequeiio debido al escaso valor de
produccién de grano. La respuesta fenoldgica ante el estrés hidrico consiste en
atrasar el inicio de floracion, la madurez de vaina y la primera vaina seca. Su ciclo de
floracién se alarga casi 2 dias. El nimero de vainas por planta disminuye, pero la
mayor reduccién se produce en el nimero de semillas por vaina y sobre todo en la
masa de las semillas (59%). La produccién de grano en condiciones de estrés hidrico
es casi nula, por lo que se puede afirmar que estas variedades son muy sensibles al

estrés hidrico.
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Las variedades de las clases 2, 6, 7 y 8 son las que consiguen los mejores
resultados a la hora de superar el estrés hidrico, en términos generales. Dentro de
cada grupo existen variedades, que a pesar tener caracteristicas comunes (tamafo
planta, semilla, duracidn ciclo, etc.) y de compartir estrategias similares frente al
estrés hidrico, no consiguen superar con éxito la sequia. En cambio, las variedades de
las clases 5 y 9 son variedades con bajas producciones en regadio y con poca
tolerancia a la sequia.

Un ejemplo de programa de mejora en judia para la tolerancia al estrés
hidrico, donde las lineas recombinantes obtenidas tenian con peor adaptacién al
estrés hidrico que sus progenitores, fue el de Rosales-Serna et al. (2000). En este
trabajo se utilizé como progenitores PMB-0288, PMB-0284 y AC1028. Mientras las
combinaciones PMB-0288 y PMB-0284, se obtenian lineas recombinantes mejor
adaptadas al estrés hidrico, las combinaciones de PMB-0288 con AC1028 fueron
clasificadas como susceptibles. Schneider et al. (1997) ya habia obtenido los mismos
resultados con estas variedades, y comentaba que las suceptibilidad estas lineas
recombinantes procedentes del cruce PMB-0288xAC1028 ponia de manifiesto la
complejidad de caracteres cuantitativos, como la produccién en condiciones de estrés
hidrico y la posible existencia de epistasia.

En este apartado se ha puesto de manifiesto la existencia de distintas
estrategias para enfrentarse al estrés hidrico. Las variedades PMB-0288 y PMB-0284
al pertenecer a misma clase (clase 9), es logico suponer que utilizardn procesos
fisiolégicos similares, lo cual esta a favor de una cierta compatibilidad genética. Por lo
que se puede concluir que para realizar un programa de mejora de basado en lineas
recombinantes se debe comprobar previamente la compatibilidad de las estrategias

de las variedades utilizadas como progenitores.
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5. Segundo experimento: Resultados y discusion.
5.1. Analisis de varianza:

En la Tabla 5.1 se analiza el ajuste de varios modelos. Se comprueba que no
siempre el modelo que asume mayor numero de interacciones es el que tiene un
mejor ajuste. El modelo con mejor ajuste consta de 10 genotipos (G), 10 cepas
inoculadas (l), 2 tratamientos (T) regadio (sin estrés hidrico) y sequia (estrés hidrico),
interaccion genotipo tratamiento (G*T), interaccion tratamiento-cepa inoculada (T*1),
repeticidon anidada con interaccidn genotipo-tratamiento(R (G*T)), el error del modelo
(error), donde Y es cualquiera de las variables estudiadas. Con este modelo todas las

variables tienen un ajuste muy significativo.

Y=G+1+T+G*T+T*I +R(G*T) + error

En la Tabla 5.2 se observa que entre los diferentes genotipos (G) existe
diferencia significativa para todas las variables. El tratamiento (T) afecta también de
forma muy significativa a todas las variables salvo la materia seca nodular (MSNod),
para la que no son significativas las diferencias entre tratamientos. En la interaccion
entre genotipo y tratamiento (G*T), existen diferencias muy significativas en MSA y
MSR. En numero de nédulos hay diferencias significativas, pero de menor rango.
Ebdon y Gauch (2002) y Gonzalez et al. (2006), consideraron necesario incluir en el
modelo la interaccidn genotipo-tratamiento (G*T) pues de lo contrario, la estimacién
de los valores de raiz y nédulos se vuelven menos predecibles, que si solo se calculan
con las medias de los genotipos (G) y tratamiento (T). También, existe interaccion
entre genotipo (G) y cepa (I), para MSR ya que algunos genotipos al ser inoculados
con determinadas cepas su MSR aumenta. Llama la atencidon que para las cepas
utilizadas (l), interaccion tratamiento-cepa (T*I) y interaccién variedad-tratamiento-

cepa (G*T*I) no existen diferencias significativas para las cuatro variables estudiadas.
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Tabla 5.1: Grado de significancion de los distintos modelos analizados para las
variables: materia seca aérea (MSA), materia seca radicular (MSR), nimero de nédulos
(nuNod) y materia seca nodular (MSNod).

Modelo MSA MSR nuNod MSNod

g g g
GITR(G) Hokok *okok ok ¥
GITT* R(G) -
G ITG*T R(G) .
GITG*l R(G) . o
G I TG*T T*IR(G) -
G I TG*I T*I R(G) . s
G ITG*I G*TR(G) _— _— - n
G I T G*I G*T T*I R(G) _— _— . n
G I T G*I G*T T*I G*T*I R(G) rhx rhx ns ns
G I T G*T T*I R(G*T) *hk *kk Kokk -
G I T G*T T*I R(G*1) _— _— n n
G I TG*T T*I R(T*I) *rx _— _— -

G*I: Interaccion Genotipo-cepa inoculada. G*T*I: Interaccion genotipo-tratamiento-
cepa. R(G): Repeticion anidada con genotipo. R(G*I): repeticion anidada con la
interaccion G*I. R(T*I): repeticion anidada con la interaccion T*I. *** P<0,0001; **
P<001; * P<0,01; ns: no significativo.

Si se analizan los datos de regadio de forma aislada el modelo con mejor
ajuste es:

Y=G+I1+R(G)

donde G es el genotipo, | es la cepa inoculada y R(G) es la repeticion anidada con el
genotipo. No existe interaccién entre genotipo y cepa en el modelo, y si se incluye
esta sale no significativa. En la Tabla 5.3 aparecen el grado de significacion de cada

una de las fuentes de varianza de las cuatro variables estudiadas.
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Tabla 5.2: Variables analizadas con el grado de significacidon para cada una de las
fuentes de varianza del modelo: materia seca aérea (MSA), materia seca radicular
(MSR), nimero de nddulos (nuNod) y materia seca nodular (MSNod),.

Total MSA MSR nuNod MSNod

g g g
G %k 3k k %k 3k k %k %k
| ns ns ns ns
T %k 3k k %k 3k k %k ns
G*| ns * ns ns
G*T * %k * % % * ns
T*I ns ns ns ns
G*T*| ns ns ns ns
R(G*I) ns ns ns ns

G: Genotipo. |: cepa inoculada. T: tratamiento. G*l: interaccién genotipo-cepa

inoculada. G*T: interaccién genotipo-tratamiento. T*|: interacciéon tratamiento-cepa
inoculada. G*T*I: Interaccién genotipo-tratamiento-cepa. R(G*1): repeticién anidada
con la interaccién G*1. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no significativo.

Tabla 5.3: Variables analizadas en regadio con su nivel de significaciéon para cada una
de las fuentes de varianza del modelo elegido.

Regadio MSA MSR nuNod MSNod
g g g
G k% k 3k k %k k% %k
| ns ns ns ns
G* ns * ns ns
R(G) ns ns ns ns
G: Genotipo. I: cepa inoculada. G*l: interaccidon genotipo-cepa inoculada. R(G):

repeticidn anidada con genotipo. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no
significativo.
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Entre los distintos genotipos (G) hay diferencias significativas en todas las
variables. Entre cepas (l) no existen diferencias, a pesar de estar incluida en el
modelo. Y solo existe interaccion entre variedad-cepa (G*I) para la MSR aunque esta
es de menor rango. En los trabajos de Laguerre et al. (2007) hay diferencias
significativas entre cepas para todos los pardmetros. En este ensayo se utilizaron 10
cultivares y 10 cepas en este ensayo, frente a los dos cultivares de guisantes y 42
cepas de Rhizobium del trabajo de Laguerre et al. (2007) en regadio, donde es légico
qgue la mayor fuente de varianza fuesen las cepas.

Para los datos de ambiente con estrés hidrico el modelo con mejor ajuste es:

Y=G+I|+G*I+R

En la Tabla 5.4 se puede apreciar el grado de significacién de cada una de las
fuentes de varianza del modelo para cada una de las variables. Entre genotipos los
distintos genotipos (G) existen diferencias significativas en todas las variables, aunque
la MSN es de menor rango. También son significativas las diferencias entre las
distintas cepas (I) para todas las variables relacionadas con la parte radicular de la
planta. En ambiente con estrés hidrico si existe interaccién entre cepa y variedad
(G*I) en MSR y nimero de nédulos planta™. Esta interaccién pone de relieve la
especificidad de la unién planta-Rhizobium y de la existencia de cepas dptimas para
cada variedad.

La no coincidencia en el modelo en ambos tratamientos puede ser debida al
crecimiento desmesurado de algunos genotipos en regadio. La competencia por la luz
puede influir de forma negativa a los genotipos de menor porte. La distribucién de las
parcelas es aleatoria y por tanto esta merma también se producira de forma aleatoria.
En consecuencia, esta competencia entre genotipos contribuird al aumento de la

varianza de error y consecuentemente serd mas dificil aplicar modelos complejos que
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necesitan consumir mayor numero de grados de libertad. Para solventar este

problema habria que aumentar el numero de repeticiones.

Tabla 5.4: Variables analizadas en ambiente con estrés hidrico con su nivel de
significaciéon de cada una de las fuentes de varianza del modelo elegido.

Sequia MSA MSR nuNod MSNod
g g g
G %k k kk ok k% k *
I ns % kK % 3k %k * %
G*I * kkk k% ns
R(G) ns ns ns ns
G: Genotipo. |: cepa inoculada. G*I: interaccidon genotipo-cepa inoculada. R(G):

repeticion anidada con genotipo. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no
significativo.

En trabajos previos ha quedado constancia de la especificidad en la unién
cepa-variedad y como cepas que incrementan la productividad de determinados
genotipos, no tienen el mismo efecto en otros (Kessel y Hartley, 2000; Rengel, 2002;
Martinez-Romero, 2003; Hungria et al., 2006; Rodifio et al., 2011). Debido a esta
especificidad se realiza el presente analisis donde se toma como variable principal la

comunidad cepa- variedad (Gl).

X=Gl+T+ GI*T+R + Error
donde Gl: variable genotipo-inéculo 6 cepa-variedad. T: tratamiento. GI*T:
interaccion entre variable cepa-variedad y tratamiento. R: repeticidon. Este modelo

explica perfectamente el comportamiento de las distintas combinaciones cepa-

variedad en los dos ambientes ensayados (Tabla 5.5).
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Tabla 5.5: Modelo con genotipo-cepa: variables analizadas con su grado de
significacién de cada una de las fuentes de varianza

Total MSA MSR nuNod MSNod
g g g
Modelo * %k *ok *ok % * %k
GI %k % % % %k * %k %k %k ok
R(GI) ns ns ns ns

Gl: Genotipo-cepa. T: tratamiento. GI*T: Interaccién genotipo-cepa y tratamiento.
R(GI): repeticién anidada con genotipo-cepa. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no
significativo.

5.2. Analisis de medias:

Las variedades con mayor produccién media de materia seca aérea (MSA) en
regadio fueron las PHA-0155, PMB-0222 y PHA-0483 (Tabla 5.6). Dentro de cada
variedad los valores de produccion de MSA varian de forma importante entre las
distintas cepas utilizadas, hecho también observado en el trabajo de Rodifio et al.
(2011) donde aparecian grandes diferencia en el desarrollo de la planta dependiendo
de la cepa de Rhizobium inoculada. La cepa con mayor produccién media de MSA en
regadio es APAFI, pero esta cepa no obtiene una produccién maxima de MSA para
todas las variedades. Por ejemplo, en el ensayo de regadio las variedades PHA-0483 y
PMB-0285 alcanzan su mayor produccién con la cepa CFN42 y PMB-0220 con la cepa
EXIC. Por lo tanto, para cada variedad existird una cepa en la que su produccion es
Optima. Esta gran especificidad en la unién cepa-variedad, hace necesario que en los
planes de mejora genética, de forma paralela, haya que encontrar la cepa que
optimice la produccidn de la variedad mejorada (Kessel y Hartley, 2000; Rengel, 2002;

Martinez-Romero, 2003; Hungria et al., 2006; Rodifio et al., 2011).
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Tabla 5.6. Medias de la materia seca aérea (MSA) (g planta™) de las variedades y
cepas, en la parcela de regadio. En cada tabla aparece la menor diferencia
significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

MSA Cepa
(g planta™)
Regadio SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB Y

PHA-0155 25,44 15,23 17,33 20,76 18,46 18,91
PHA-0432 10,15 8,71 6,41 8,47 5,13 8,33
PHA-0471 8,45 9,85 7,96 8,95 3,57 8,63
PHA-0483 18,10 17,23 21,30 20,19 12,78 15,55
PHA-0683 17,46 14,04 9,74 14,31 8,81 12,31
PMB-0220 3,07 8,22 8,29 11,73 7,29 7,65
PMB-0222 | 11,43 17,61 15,98 14,85 27,04 18,63
PMB-0244 | 14,16 6,87 8,35 9,07 13,33 10,01
PMB-0285 | 14,83 13,61 19,42 10,42 13,56 13,51
PMB-0286 6,93 13,61 9,29 11,98 10,58 11,60

Y 13,00 12,50 12,41 13,07 12,05 12,51
MSA Cepa
(g planta™)
Regadio EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 12,06 13,93 17,77 19,96 28,16 18,91
PHA-0432 9,28 6,03 10,68 9,94 8,55 8,33
PHA-0471 4,19 9,53 8,48 13,33 11,97 8,63
PHA-0483 13,62 14,05 9,76 19,00 9,51 15,55
PHA-0683 9,72 10,46 10,23 14,04 14,32 12,31
PMB-0220 5,44 6,85 8,73 8,64 8,28 7,65
PMB-0222 15,16 14,13 28,19 21,87 20,02 18,63
PMB-0244 | 12,78 8,95 9,19 10,43 6,96 10,01
PMB-0285 12,92 10,96 14,09 14,29 10,98 13,51
PMB-0286 | 17,13 8,81 12,75 13,22 11,71 11,60

Y 11,23 10,37 12,99 14,47 13,04 12,51
LSD var=4,10  LSD cepa=4,30 a=0,05
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Los valores de MSR son similares a trabajos anteriores (Rodifio et al., 2011),
con un rango de 0,26 g planta™ a 4,24 g planta™ (Tabla 5.7). Las variedades con mayor
biomasa radicular en regadio son PMB-0285 y PMB-0286, con una MSR de 1,86 g
planta® y 1,74 g planta™, respectivamente. Estas variedades corresponden a plantas
con raices superficiales y con muchas raices adventicias. Dorcinvil et al. (2010) las
relaciona con plantas con una mejor eficacia en la adsorcidn de nutrientes como el
fésforo. Las cepas con mayor MSR media son EPOB y EXIC, aunque estas cepas no
obtienen los maximos valores para todas las variedades. Los valores de la cepa EPOB
son los mas altos para cuatro de las 10 variedades, mientras que en el valor medio
EXIC esta muy influenciado por el valor de extremo de crecimiento, de PMB-0286

cuando se inocula con esta cepa (Figura 5.1)

Tabla 5.7. Medias de la materia seca radicular (MSR) (g planta™) de las variedades y
cepas, en la parcela de regadio. En cada tabla aparece la menor diferencia
significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

MSR Cepa
(g planta™)
Regadio SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB Y

PHA-0155 0,98 0,92 0,68 0,88 0,58 0,75
PHA-0432 0,56 1,11 0,48 0,50 0,40 0,59
PHA-0471 0,62 0,94 0,60 0,48 0,30 0,92
PHA-0483 0,59 0,47 0,58 0,79 0,37 0,53
PHA-0683 0,98 0,88 0,73 0,90 0,59 0,73
PMB-0220 0,30 0,70 0,83 1,03 0,79 0,77
PMB-0222 0,43 0,56 1,26 0,54 0,82 0,79
PMB-0244 0,66 0,29 0,38 0,36 0,86 0,47
PMB-0285 2,07 1,06 2,25 1,26 2,29 1,86
PMB-0286 0,75 2,09 1,07 4,24 1,10 1,74

Y 0,79 0,90 0,89 1,10 0,81 0,91

LSD var=0,43 LSD cepa=0,45 a=0,05
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Tabla 5.7. Continuacion.

MSR Cepa
(g planta™)
Regadio EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 0,50 0,54 0,66 0,68 1,09 0,75
PHA-0432 0,71 0,44 0,55 0,55 0,63 0,59
PHA-0471 0,26 1,54 1,24 1,41 1,85 0,92
PHA-0483 0,64 0,71 0,30 0,60 0,26 0,53
PHA-0683 0,64 0,66 0,53 0,71 0,69 0,73
PMB-0220 0,69 0,52 1,65 0,64 0,54 0,77
PMB-0222 0,55 0,47 1,83 0,87 0,57 0,79
PMB-0244 0,50 0,41 0,50 0,43 0,31 0,47
PMB-0285 2,16 2,06 2,07 2,11 1,26 1,86
PMB-0286 2,60 0,99 1,79 1,29 1,53 1,74

Y 0,92 0,83 1,11 0,93 0,87 0,91
LSD var=0,43 LSD cepa=0,45 a=0,05

Figura 5.1. Sistema radicular de la variedad PMB-0286 en plantas en regadio. La
planta inoculada con la cepa EXIC presenta un crecimiento excesivo, como se
observa en la fotografia de la izquierda. La fotografia de la derecha muestra un
sistema radicular con crecimiento normal, de la misma variedad inoculado con la
cepa EF.
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La raiz en judia supone un 7% de la MS total de la planta, valor similar al del
trigo y altramuz con un 10% (Hamblin et al., 1990), pero pequefio si se lo compara con
el 30-34 % del garbanzo (Khan et al., 2010). El porcentaje que supone la MSR con
respecto a total de la biomasa de la planta, varid entre variedades y también dentro
de la misma variedad, debido a la existencia de la interacidn inéculo-genotipo,
mencionada en el apartado anterior. La combinaciones variedad-cepa se pueden
agrupar en tres grupos segun el porcentaje de MSR respecto al total de MS de la
planta: las que la MSR supone un porcentaje pequeno de la planta (2,5-4,99%), las
gue tienen un porcentaje intermedio (5,00-9,99 %) y las que tienen un porcentaje alto
(10,00-16,00%). Esta division agrupa a las combinaciones variedad-inéculo en tres
grupos homogéneos en los que la MSA y la MSR estan correlacionados de una forma
lineal. En la primera grafica de la Figura 5.2. estan representados 44 combinaciones
variedad-cepa que tiene un porcentaje de MSR bajo (2,50-4,99%) y corresponden a
variedades una alta MSA (PHA-0155 y PHA-0483) o variedades con MSR muy baja
(PMB-0224). En la segunda grafica estan representadas 38 combinaciones con
porcentajes de MSR intermedios (5-9,99%). Y en la tercera grafica se representarian
combinaciones con porcentajes de MSR altos (10-16%) que corresponden a
variedades de MSA intermedia y MSR alta como PMB-0285 (7 combinaciones) y PMB-
0286 (4 combinaciones), variedades selecionadas con un buen sistema radicular
adaptadas a suelos con déficit de fésforo (Frahm et al, 2003). EPOB (4
combinaciones) y EG (3 combinaciones) serian las cepas que inducen un mayor
crecimiento radicular.

Normalmente las raices suponen un sumidero de carbono para la planta
(Hamblin et al., 1990, Schultze y Kondorosi, 1998) y en la medida en que el porcentaje
MSR aumenta, el crecimiento de la parte aérea de planta se ve comprometido. En la
primera y segunda grafica los valores maximos de MSA rondan los 28 g, mientras que

en la tercera grafica, cuando el porcentaje de MSR en superior al 10%, el valor
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A MSA (g) 2,50% - 4,99% MSR en regadio

30

y =24,006x + 1,5021 0 g
25 R*=0,7261***

20

15

10

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
MSR(g)

B  w@  5,00%-9,99% MSR en regadio

30

y=11,89x + 1,207 °
25 | R2=0,7524***

20
15

10

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
MSR (g)

Figura 5.2. MSR frente a MSA para plantas A)entre 2,5y 4,99% de MSR, B)entre
5,00y 9,99% de MSR y C) entre 11y 16% de MSR. *** P<0,0001.
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C 10,00% - 16,00% MSR en regadio

MSA (g)

25

y = 5,4084x + 2,6115
" R2 = 0,7493***

15

10

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
MSR(g)

Figura 5.2. (Continuacién).

maximo de MSA alcanzado es 17 g. Sin embargo, las variedades con gran sistema
radicular, a pesar de penalizar la produccién suponen una garantia a la hora de
superar un eventual estrés hidrico (Hamblin et al., 1990).

En la Tabla 5.8 se muestra el nimero de nédulos planta™ en regadio. La
formacidon de ndédulos es un proceso controlado por la planta de manera que la
formacidn de los nuevos nédulos en los tejidos de las raices mas jévenes estd inhibida
por los nédulos existentes a través de sefales del N sistémico (Duc y Messager 1989;
Sagan y Duc 1996; Oka-Kira y Kawaguchi 2006; Bourion et al., 2007; Rodifio et al.,
2011). Existe una corregulacion entre masa nodular y nimero de nédulos a nivel de
planta, que concuerda con la localizaciéon por Bourion et al. (2010) de QTLs para
numero de nddulos y masa nddulos.

El nimero de nédulos planta™ es un pardmetro con mucha variabilidad dentro
de cada parcela elemental, su diferencia menos significativa (LSD) es de 133 nédulos,

valores altos pero similares a los obtenidos por Mostasso et al. (2002).
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Tabla 5.8. Medias del nimero de ndédulos (nuNod) por planta de las variedades y
cepas, en la parcela de regadio. En cada tabla aparece la menor diferencia
significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

nuNod Cepa

Regadio SLL2 CIAT 899 CFN 42 EXIC EXIB Y
PHA-0155 17,75 13,00 21,75 25,00 12,25 16,65
PHA-0432 34,25 37,75 7,25 19,25 0,75 21,85
PHA-0471 23,75 56,00 34,75 28,50 17,50 90,00
PHA-0483 63,00 37,25 49,75 109,50 3,75 42,85
PHA-0683 | 42,25 64,75 25,25 47,50 25,00 34,98
PMB-0220 2,50 12,25 30,75 27,25 4,75 13,23
PMB-0222 5,75 21,25 409,25 5,00 38,50 62,03
PMB-0244 | 21,25 9,75 7,00 15,75 234,88 | 36,74
PMB-0285 | 97,75 69,00 369,75 67,25 1097,75] 241,63
PMB-0286 | 22,00 132,00 173,25 206,50 38,50 | 139,98

Y 33,03 45,30 112,88 55,15 147,36 69,99
nuNod Cepa
Regadio EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 0,75 26,25 11,00 19,75 19,00 16,65
PHA-0432 27,75 15,25 26,50 29,25 20,50 21,85
PHA-0471 12,00 52,50 86,00 64,50 524,50 | 90,00
PHA-0483 37,50 79,75 7,25 35,25 5,50 42,85
PHA-0683 33,25 32,25 23,50 48,25 7,75 34,98
PMB-0220 7,00 13,75 27,25 2,50 4,25 13,23
PMB-0222 6,00 12,75 77,50 37,00 7,25 62,03
PMB-0244 9,50 25,25 16,25 17,50 10,25 36,74
PMB-0285 | 260,00 286,00 97,25 48,25 23,25 241,63
PMB-0286 | 373,75 27,25 67,75 89,25 269,50 | 139,98

Y 76,75 57,10 44,03 39,15 89,18 69,99
LSD var=133,73  LSD cepa=140,26 a=0,05
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Una posible explicacion a esta variabilidad la ha dado Boiron et al. (2007) en
guisante, donde observd que la masa nodular varia segun la fase de desarrollo en la
gue se encuentra la planta, donde existe una primera fase de crecimiento hasta llegar
a un pico a partir del cual la masa nodular empieza a decrecer. Como existe una
diferencia entre los ciclos de las plantas, a la hora de recolectar las plantas es dificil
hacer coincidir la recoleccidn con la misma fase de crecimiento nodular y por tanto
esto puede generar variabilidad en los datos.

En regadio las variedades con mayor nodulacién son PMB-0285 y PMB-0286,
con un numero medio de nddulos planta” de 242 y 140 respectivamente. Al ser
genotipos con gran biomasa radicular, se podia interpretar que este mayor sistema
radicular es la causa del mayor nimero de nddulos. Si se calcula el nimero de
nodulos por gramo de materia seca radicular (MSR) de las variedades PMB-0286 y
PMB-0285 siguen siendo las variedades con mayor niumero de nédulos por gramo de
materia seca radicular. En concreto PMB-0285 tiene 116 nddulos g * MSR y PMB-0286
tiene 79 ndédulos g * MSR. En regadio, existen combinaciones variedad-cepa que
presentan un numero increiblemente alto de nédulos que a veces multiplican por seis
los valores medios de la variedad. Por ejemplo, la combinacién de EXIB con la
variedad PMB-0285 tiene de promedio 1098 nédulos planta™, y la media de todas las
cepas con esta variedad es de 242 ndédulos. La existencia de dos repeticiones con
valores similares, descarta la hipdtesis de una mutacién de la planta que bloquease el
mecanismo de autolimitacion del crecimiento nodular (Boiron et al., 2007), por lo cual
esta excesiva nodulacion habrd que atribuirla a una interacciéon de esta cepa con la
variedad PMB-0285.

En la Tabla 5.9 se muestran los valores de materia seca nodular (MSNod).
Esta tiene un valor medio en regadio de 43,18 mg planta-'. Las variedades con mayor
MSNod son PMB-0285 y PMB-0286, con 183 y 81,86 mg planta—l, respectivamente. La

cepa EXIB destaca con una MSNod de 109,50 mg planta-', debido principalmente a
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(mg planta™) de las

variedades y cepas, en la parcela de regadio. En cada tabla aparece la menor
diferencia significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

MSNod Cepa
(mg planta™)

Regadio SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB
PHA-0155 9,48 1,57 12,96 18,33 2,81
PHA-0432 21,37 6,85 0,92 1,94 0,00
PHA-0471 24,00 16,41 11,66 6,75 15,14
PHA-0483 14,18 8,14 13,08 29,60 0,51
PHA-0683 20,95 123,93 6,25 10,74 14,92
PMB-0220 0,96 2,28 10,25 17,05 4,09
PMB-0222 4,84 8,91 154,74 2,65 40,79
PMB-0244 9,29 2,49 3,20 7,60 64,01
PMB-0285 | 64,51 23,38 124,27 41,73 937,78
PMB-0286 3,93 77,81 97,51 203,75 14,97

Y 17,35 27,18 43,48 34,01 109,50

MSNod Cepa

(mgplanta™)

Regadio EG EF EPOB APAFI LTMF
PHA-0155 0,00 14,57 4,54 10,02 14,66
PHA-0432 4,11 1,16 5,26 4,84 13,69
PHA-0471 5,03 10,03 46,23 24,39 177,44
PHA-0483 6,01 61,76 0,50 23,99 1,41
PHA-0683 9,97 12,57 7,71 49,01 3,67
PMB-0220 0,00 7,70 29,33 0,59 0,97
PMB-0222 2,41 35,31 301,83 21,15 0,57
PMB-0244 6,47 13,13 4,49 3,80 3,08
PMB-0285 | 132,55 326,10 53,60 92,22 34,00
PMB-0286 | 213,88 4,47 41,42 33,90 126,99

Y 38,04 48,68 49,49 26,39 37,65
LSD var=63,71 LSD cepa=65,91 a=0,05
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crecimiento desproporcionado de la variedad PMB-0285 que llega a 937,78 mg de
MSNod. El porcentaje medio que supone MSNod respecto al total de la materia seca
radicular se encuentra entre 0 al 29%, inferior al rango de 7,9 al 65% obtenido por
Rodifio et al. (2011). Existe una relacién significativa (P<0,0001) entre MSR y MSNod,
que se ajusta al 85% de las combinaciones variedad-cepa del ensayo. Esta relacion
lineal se puede observar en la recta de regresiéon de la Figura 5.3. Este
comportamiento lineal puede responder a que una mayor MSR supone una mayor

superficie (pelos absorbentes) que puede ser infectada por Rhizobium que

;‘r":;“’ MSR vs MSNod en regadio

150
y=42,149x- 17,841
R?=0,8123***

100

50

0

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

MSR (g)

Figura 5.3. MSR en g vs MSNod en mg en regadio. *** P<0,0001.
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generara una mayor cantidad de nddulos. Las combinaciones variedad-cepa que no se
ajustan a este comportamiento lineal son aquellas en las que la MSNod supone mas
del 5% de la materia seca radicular. Este mayor porcentaje de la MSNod en el
conjunto de la biomasa subterranea puede ser debida a una sobrenodulacién. En el
caso de PMB-0285 y PMB-0286, que forman parte de la mitad de las combinaciones
excluidas, su masa nodular se encuentra muy localizada en la zona del cuello pero los
grandes desarrollos radiculares de estas variedades hacen que sea dificil su total
extraccién. Posiblemente una extraccién parcial del sistema radicular, sea la causa del
mayor porcentaje de MSNod encontrada en estas combinaciones.

Los rendimientos de la masa nodular varian en funcién del genotipo, la cepa
inoculada y del ambiente (Jebara y Drevon, 2001; Hungria et al., 2006; Voisin et al.,
2010; Rodifio et al., 2011) y por tanto seria logico estudiar los resultados obtenidos
por tramos de rendimientos. En la Figura 5.4. se puede observar que en la medida
que la MSNod aumenta, el rendimiento o la cantidad de MSA por mg de MSNod
decrece. También se representan los valores obtenidos agrupados por rendimiento. El
primer grupo corresponderia a combinaciones variedad-cepa con rendimiento entre
0,01 y 0,49 g MSA/mg MSNod. Corresponden a plantas con grandes nodulaciones
donde la produccidn de MSA no guarda ninguna correlacion con MSNod. En este
grupo para algunas plantas los nédulos suponen un sumidero de carbono (Galvez et
al., 2005; Boirion et al., 2007; Araya et al., 2010). El segundo y tercer grupo lo forman
aquellas combinaciones que tienen unos rendimientos de 0,50 a 0,99 g MSA/mg
MSNod y de 1,00 a 1,99 g MSA/mg MSNod, respectivamente, donde la que la relacion
es significativa (P<0,0001). En la Figura 5.5 se puede observar que en estos grupos
MSNod y MSA estan correlacionados de forma lineal aunque la pendiente del grupo 3
es superior. En el grupo cuarto no existe correlacion entre MSA y MSNod. Esta
formado por plantas con muy baja nodulacidn, pero a pesar de ello este grupo

obtiene los mejores redimientos. En la disolucidon nutritiva se aporté una cantidad
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minima de N, que ha permitido sobrevivir a las plantas que no han nodulado, y por

tanto la MSA de este grupo es mds consecuencia de este aporte de N que de la

MSNod.
MSA/MSNod . . ,
(&/mg) MSNod vs Rendimiento en regadio
100,00
0
a
]
]
10,00 o
a
O o oo
O a
':'D oo
o
DEIDD u]
0 u]
I%ﬂjADAA A
& A
A A
a8 A
1,00 x x A
x X xx Xy
% % A
X
X
. X
XXOOO
X o )
o o
o0
0
0,10 o
0 1 10 100 1000
OGrupol XGrupo2 AGrupo3 OGrupo4 MSNod(mg)

Figura 5.4. Grafica de MSNod vs rendimiento de MSA/MSNod en escala logaritmica.
Grupo 1 corresponde a las rendimientos 00,49 g mg™. Grupo 2 corresponde a las
rendimientos 0,50-0,99 g mg™. Grupo 3 corresponde a las rendimientos 1,00-1,99 g

mg ™. Grupo 4 corresponde a las rendimientos 2,00-35,00 g mg™.
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Grupo 2: 0,50 - 0,99 MSA/MSNod

A MSA (g)
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y=0,6014x+1,9257
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B wsh Grupo 3: 1,00 - 1,99 MSA/MSNod
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25,00 R2=0,7102%**

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

0 5 10 15 20 25
MSNod (mg)

Figura 5.5. MSNod vs MSA: A) Grupo 2 corresponde a las rendimientos 0,5 — 0,99 g
mg™. B) Grupo 3 corresponde a las rendimientos 1,00 — 1,99 g mg™". *** P<0,0001.
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En la Tabla 5.10 se observa los valores de la materia seca nodular media

(MSNodM) mg nédulo™. El rango observado de la MSNodM se encuentra entre 0,07 y

3,89 mg, similar al observado por Rodifio et al. (2011). En regadio las variedades con

valores medios mas altos de MSNodM son las PMB-0222 y PMB-0285 con 1,09 mg y

0,84 mg, y para las cepas EPOB y EF con 0,80 mg y 0,71 mg, respectivamente. En

regadio las combinaciones con nédulos mas grandes son PMB-0222 con EPOB y EF

con una masa promedio de 2,77 y 3,89 mg, respectivamente.

En regadio, las plantas mostraban de media nddulos de calibres muy

pequefios, el 90% de las plantas tenian un valor de MSNodM inferior a 1,00 mg.

(Figura 5.6.)

Masa nédulo medio en regadio (mg)

6% 2% 1%/ ¥
(1]

31%

M 0,00-0,49 05-099 ®1,00-149 M150-199 M2,00-2,99 Mas de 3,00

Figura 5.6: Frecuencias de la masa media nédulo por planta para regadio.
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Tabla 5.10. Medias de la materia seca nodular media (MSNodM) (mg nédulo™) de
las variedades y cepas, en la parcela de regadio.

MSNodM Cepa
(mgnodulo™)
Regadio SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB Y

PHA-0155 0,53 0,12 0,60 0,73 0,23 0,45

PHA-0432 0,62 0,18 0,13 0,10 0,01 0,23

PHA-0471 1,01 0,29 0,34 0,24 0,87 0,46

PHA-0483 0,23 0,22 0,26 0,27 0,14 0,31

PHA-0683 0,50 1,91 0,25 0,23 0,60 0,60

PMB-0220 0,38 0,19 0,33 0,63 0,86 0,45

PMB-0222 0,84 0,42 0,38 0,53 1,06 1,09

PMB-0244 0,44 0,25 0,46 0,48 0,27 0,39

PMB-0285 0,66 0,34 0,34 0,62 0,85 0,84

PMB-0286 0,18 0,59 0,56 0,99 0,39 0,49

Y 0,54 0,45 0,36 0,48 0,53 0,53
MSNodM Cepa
(mgnodulo™)
Regadio EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 0,01 0,56 0,41 0,51 0,77 0,45
PHA-0432 0,15 0,08 0,20 0,17 0,67 0,23
PHA-0471 0,42 0,19 0,54 0,38 0,34 0,46
PHA-0483 0,16 0,77 0,07 0,68 0,26 0,31
PHA-0683 0,30 0,39 0,33 1,02 0,47 0,60
PMB-0220 0,01 0,56 1,08 0,24 0,23 0,45
PMB-0222 0,40 2,77 3,89 0,57 0,08 1,09
PMB-0244 0,68 0,52 0,28 0,22 0,30 0,39
PMB-0285 0,51 1,14 0,55 1,91 1,46 0,84
PMB-0286 0,57 0,16 0,61 0,38 0,47 0,49

Y 0,32 0,71 0,80 0,61 0,50 0,53
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Ante un estrés hidrico la planta tiende a cerrar sus estomas para reducir la
transpiracion, lo que limita el intercambio gaseoso, y por tanto la produccién de
carbohidratos cesa. Esta cese de produccidn de carbohidratos afecta de forma directa
a la biomasa total, pero también lo hace de forma indirecta limitando la fijacion de
nitrégeno (Lodeiro et al., 2000; Jiménez et al., 2004; Mufoz-Perea et al., 2006; Sinclair
et al., 2007; Naya et al., 2007). Debido a la fuerte relacion C/N que existen en los
nddulos, cuando el flujo de carbono hacia la raiz cesa también lo hace la fijaciéon de
nitrégeno (Galvez et al., 2005), lo que implicaria una reduccion de la concentracion de
N en las hojas, provocando una acumulacién de carbohidratos en las hojas y una
reduccidon de proteinas fotosintéticas, incluida la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa
oxigenasa (RuBisCO), lo que provoca la senescencia de las hojas (Araya et al., 2010) y
una reduccion de la MSA.

El estrés hidrico en este experimento supone una reduccién media del 32,6%
en MSA. Las variedades de mayor produccion media de MSA por planta fueron PHA-
0155, PHA-0471 y PMB-0220 en condiciones de estrés hidrico (Tabla 5.11). Esta
dltima variedad en otros trabajos tuvo una produccién de 27,13 g de MS planta™,
superior a los 20,91 g de MS planta™ obtenidos en el presente ensayo (Mufioz-Perea
et al., 2006). La variedad PHA-0155 tiene la mayor MSA en condiciones de estrés
hidrico, lo cual no indica una tolerancia ante este estrés, sino que es una planta de
gran tamafio y a pesar de sufrir una reduccidon del 48,3%, sigue teniendo una
produccién MSA superior al resto. Las variedades que se pueden considerar
tolerantes a la sequia son PHA-0471 y PMB-0220 ya que producen en torno a un 15%
mas de MSA en ambiente con estrés hidrico.

Rhizobium es bastante sensible tanto a la fertilidad del suelo como a los
estreses ambientales que provocan una baja eficiencia de la fijacion de N, (Graham

1981; Thies et al. 1991; Andrade y Hungria 2002). Boudoin et al. (2007) observaron
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Tabla 5.11. Medias de la materia seca aérea (MSA) (g planta™) de las variedades y
cepas, en la parcela de sequia. En cada tabla aparece la minima diferencia
significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

MSA Cepa
(g planta®)
Sequia SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB Y

PHA-0155 20,00 10,72 7,12 3,34 15,81 9,77
PHA-0432 3,19 7,52 6,84 4,06 9,09 7,54
PHA-0471 6,32 12,52 11,58 5,04 10,91 9,58
PHA-0483 5,36 14,46 7,76 4,12 8,51 7,66
PHA-0683 4,38 13,10 4,78 5,76 7,18 8,40
PMB-0220 5,44 20,91 6,79 6,62 12,27 9,07
PMB-0222 5,87 10,54 8,84 4,15 10,19 8,10
PMB-0244 4,73 9,88 5,78 7,54 10,37 8,08
PMB-0285 3,78 11,20 7,82 6,16 10,80 8,16
PMB-0286 4,13 10,21 6,75 6,83 10,79 8,01

Y 6,32 12,11 7,41 5,36 10,59 8,44
MSA Cepa
(g planta)
Sequia EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 10,00 6,02 8,01 13,24 3,48 9,77
PHA-0432 8,04 8,67 9,25 11,23 7,50 7,54
PHA-0471 6,96 7,33 10,71 20,01 4,44 9,58
PHA-0483 8,13 5,73 7,68 10,05 4,75 7,66
PHA-0683 13,00 11,96 10,37 9,65 3,80 8,40
PMB-0220 | 12,61 5,87 7,29 9,36 3,50 9,07
PMB-0222 | 11,55 6,67 11,12 7,14 4,89 8,10
PMB-0244 8,63 4,48 9,24 8,72 11,41 8,08
PMB-0285 6,76 7,10 11,50 11,95 4,53 8,16
PMB-0286 | 12,80 7,35 7,65 8,85 4,77 8,01

Y 9,85 7,12 9,28 11,02 5,31 8,44
LSD var=2,68  LSD cepa=2,81 a=0,05
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que la variacidn de la composicion los rhizodepédsitos a lo largo de la raiz de maiz
coincidia con una variacién de las poblaciones de la rhizosfera, tanto en cantidad
como en la composicion de las poblaciones de microorganismos. Marschner (2004) en
sorgo llegd a conclusiones similares. Ya que el estrés hidrico supone en la planta un
cambio en los flujos de carbohidratos hacia las raices, es ldgico esperar que las cepas
de Rhizobium también se vean afectadas por el estrés hidrico. De hecho en el ensayo
de sequia, las plantas inoculadas con la cepa R. tropici CIAT899 son las que mayor
produccién media de MSA alcanzan, por ser las que menor reduccién de MSA sufren
por el estrés hidrico. Posiblemente el incremento de produccién en sequia de las
variedades PHA-0471 y PMB-0220 sea debido a esta mejor adaptacion a la sequia de
la cepa de R. tropici CIAT899, que induce en estas variedades un incremento de la
produccién de la biomasa considerable. Las cepas LTMF, EXIC y SLL2 se pueden definir
como cepas sensibles ya que las plantas inoculadas con estas cepas presentan
producciones en sequia significativamente peores al resto. De las combinaciones mas
eficaces en la produccién de MSA solo repiten dos, la variedad PMB-0286 con la cepa
EG y la PHA-0471 con la cepa APAFI. Las variedades PHA-0483, PHA-0683 y PMB-0220
tienen las mayores producciones de MSA con la cepa CIAT899.

En términos generales existe una importante reduccién de la produccion de
materia seca radicular (MSR) en las plantas sometidas a estrés hidrico. Esta reduccién
es debida a que las raices representan un importante sumidero de carbono para la
planta y cuando se produce un estrés hidrico, el aporte de carbono resulta critico, y
las raices sufren una disminucion mayor (Schultze y Kondorosi, 1998). Aunque a
primera vista resulte chocante una reduccion del sistema radicular en condiciones de
estrés hidrico, si se analiza en términos relativos esta variacion, el porcentaje de MSR
respecto a la MS total de la planta aumenta de 7,0% a 7,5%. Tampoco hay que olvidar
que el agua potencialmente utilizable por la planta no dependera solo de MSR sino

también de la profundidad maxima del sistema radicular (Ehlers et al, 1991; Henry
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Tabla 5.12. Medias de la materia seca radicular (MSR) (g planta™) de las variedades y
cepas, en la parcela de sequia. En cada tabla aparece la minima diferencia
significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

MSR Cepa
(g planta®)
Sequia SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB Y

PHA-0155 0,80 0,70 0,77 0,35 0,51 0,57
PHA-0432 0,36 0,44 0,68 0,40 0,37 0,51
PHA-0471 0,71 0,81 0,82 0,42 0,43 0,69
PHA-0483 0,62 0,78 0,89 0,71 0,33 0,61
PHA-0683 0,46 1,21 0,88 0,49 0,41 0,71
PMB-0220 0,62 0,78 0,68 1,20 0,47 0,63
PMB-0222 0,62 0,89 0,66 0,22 0,52 0,63
PMB-0244 0,56 0,56 0,55 0,45 0,50 0,56
PMB-0285 0,78 0,71 0,37 0,56 0,45 0,60
PMB-0286 0,46 0,69 0,66 0,48 0,44 0,62

Y 0,60 0,76 0,69 0,53 0,44 0,61
MSR Cepa
(g planta®)
Sequia EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 0,70 0,40 0,56 0,52 0,39 0,57
PHA-0432 0,57 0,50 0,47 0,48 0,78 0,51
PHA-0471 0,62 0,71 0,77 0,66 0,98 0,69
PHA-0483 0,57 0,89 0,26 0,44 0,64 0,61
PHA-0683 1,04 0,72 1,02 0,30 0,59 0,71
PMB-0220 0,58 0,68 0,39 0,40 0,55 0,63
PMB-0222 0,67 1,02 1,01 0,25 0,48 0,63
PMB-0244 0,71 0,29 0,43 0,38 1,24 0,56
PMB-0285 0,63 0,59 0,91 0,45 0,53 0,60
PMB-0286 0,95 0,74 0,51 0,40 0,84 0,62

Y 0,70 0,65 0,63 0,43 0,70 0,61
LSD var=0,11 LSD cepa=0,12 a=0,05
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2010a), extremo que no se ha podido comprobar porque este pardmetro no ha sido
tomado en este ensayo. Las plantas sometidas a estrés hidrico sufrieron una
reduccion media de MSR del 33,0%, valor similar al sufrido por la MSA. En la Tabla
5.12 se observa que las variedades con mayor MSR en condiciones de estrés hidrico
fueron PHA-0683 y PHA-0471. Las plantas inoculadas con las cepas CIAT899, LTMF y
EG son las presentaron mayor MSR en sequia, principalmente por haber sido las que
menor porcentaje de reduccién de la MS han sufrido. Las combinaciones cepa-
variedad con mayor MSR fueron LTMF-PMB-0244 y CIAT899-PHA-0683, con valores
superiores a 1,20 g planta™. El estrés hidrico modifica la relacidn existente entre MSA
y MSR, como se puede observar en la Figura 5.7. En el grupo de plantas con MSR
respecto al total 2,50-4,99% de MSR existe ademas de una correlacion alta vy
significativa (P< 0,0001) entre MSR y MSA, un incremento alto de MSA por cada MSR
que aumenta (26,051 g MSA g MSR). En este grupo se encuentran las plantas con
mayor MSA. El mds numeroso es el que tiene un porcentaje MSR de 5,00-9,99%, tiene
una correlacidon entre MSA y MSR mas baja y significativa (P<0,0001) la respuesta es
intermedia. Finalmente, el grupo 10,00-18,00% corresponderian a plantas que ante
un estrés hidrico tienen un crecimiento escaso y poseen un sistema radicular
importante en términos relativos pero ineficaz. El ajuste lineal entre MSR y MSA es
significativo (P<0,01) pero bajo (R’=0,42) y el aumento de MSR apenas supone un
aumento de MSA.

El estrés hidrico provoca en la planta una reduccién en el nimero de pelos
absorbentes, por lo que al reducirse los puntos donde se produce la infeccidn
primaria, es légica una disminucién en el nimero de nddulos planta™ (Boutraa y
Sanders, 2001a). En ambiente con estrés hidrico existe una disminucion importante
de la nodulacién, asi como de la reduccidn del rango de variacién dentro de cada
variedad de los valores de nédulos planta® de cada variedad-cepa. Las plantas

inoculadas con la cepa EPOB fueron las que obtuvieron el mayor nimero de nédulos
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planta™ en 4 variedades. Al igual que el sistema radicular, los nédulos suponen un
sumidero de carbono para la planta. Cuando se produce un estrés hidrico, se reduce
la cantidad total de carbono disponible para la planta, con una importante reduccion
de la nodulacién (Mnasri, 2007). En este ensayo el estrés hidrico supone una
reduccién media del 57,2% en el nimero de nddulos planta™. Esta reduccién en el
numero de nddulos es similar a la reduccién sufrida por MSR. Prueba de ello es que el
nuimero de nédulos por MSR apenas varia, pasa de 75 nddulos g * MSR de regadio a
71 nédulos g * MSR en condiciones de estrés hidrico.

Las variedades que tienen mayor nimero medio de nédulos planta™ en
condiciones de estrés hidrico son PHA-0471 y PHA-0683, con 48 y 44 nédulos planta™,
respectivamente (Tabla 5.13). La variedad PHA-0471 es una variedad que nodula bien
en regadio, pero en condiciones de estrés hidrico no sufre una reduccién tan
importante como la observada en las variedades PMB-0285 y PMB-0286. Esta
estabilidad en el nimero de nédulo que presenta este grupo ante el estrés hidrico
también se da en algunas variedades de soja, y supone una ventaja competitiva, ya
que si el estrés remite la planta puede recuperar rapidamente la capacidad de fijacion
de nitrégeno (Sinclair et al., 2007).

Las plantas con mayor nodulacién media son las inoculadas con la cepa LTMF
con 49,98 nddulos planta™. La cepa EPOB con PHA-0471 alcanza la nodulacién
méxima con 84,25 nédulos planta™. Las variedades inoculadas con la cepa CIAT 899
tienen una nodulacién escasa, 22 nédulos planta™, sobre todo si se compara con otros
trabajos realizados en las mismas condiciones que llegan a 361 nddulos planta™
(Ramos et al., 1999).

En ambiente con estrés hidrico la variedad de mayor MSNod es la PHA-0683
con 124,41 mg planta-' (Tabla 5.14), debido a los valores excepcionales de 428 y 327
mg obtenidos con las cepas EG y EPOB respectivamente. Por esta misma razdn las

plantas inoculadas con las cepas EPOB y EG son las que tienen mayor MSNod con
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106,96 y 80,54 mg planta™ respectivamente. En condiciones de estrés hidrico la media
de MSNod se mantiene en torno a 45,00 mg planta-'. Esta respuesta de la judia a las
condiciones de estrés hidrico contrasta con la observada en el guisante en trabajos
previos, donde las plantas reducian su MSNod un 62% ante un estrés hidrico o un
68,8% cuando se limitaba los niveles de carbono mediante una malla de sombreo
(Mahieu et al., 2008; Voisin et al., 2010), lo cual pone de manifiesto que la de
particidn de carbono ante situaciones de estrés es diferente en ambas especies.

Bajo condiciones de estrés hidrico la relacion entre MSR y MSNod es
significativas (P<0,0014), aunque debido a la dispersion que se puede observar en la
Figura 5.8, se pierde la relacidn de linealidad que habia entre ambas variables. Esto
puede ser debido a una peor adaptacion de las cepas, lo cual implicaria unos niveles
mas bajos de infeccidon o una senescencia precoz de los nddulos a causa del estrés

(Mergaert et al., 2006; Voisin et al., 2007; Graham, 2008; Muchero et al., 2009, 2010).

A MSA (g) 2,50% - 4,99% MSR en sequia
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Figura 5.7. MSR frente a MSA para plantas entre A) 2,5 y 4,99%, B) 5,00-9,99% y
C) 10,00-16,00% de MSR respecto al total de MS de la planta. *** P<0,0001; **
P<001.
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Figura 5.7. (Continuacién)
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Tabla 5.13. Medias del nimero de nddulos (nuNod) por planta de las variedades
y cepas, en la parcela de sequia. En cada tabla aparece la menor diferencia
significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

nuNod Cepa

Sequia SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB Y
PHA-0155 52,25 18,50 11,25 11,25 20,50 27,65
PHA-0432 16,50 40,25 5,75 0,50 25,50 20,43
PHA-0471 53,50 31,50 30,25 37,75 45,00 47,50
PHA-0483 33,25 14,75 19,50 19,00 9,50 22,78
PHA-0683 47,50 32,00 50,25 33,50 41,00 43,60
PMB-0220 | 32,75 6,75 8,50 44,75 19,50 24,85
PMB-0222 | 37,00 50,75 27,50 11,00 23,25 26,15
PMB-0244 | 32,25 5,00 10,75 19,00 25,50 23,50
PMB-0285 | 65,25 3,50 43,00 27,50 21,50 30,95
PMB-0286 | 23,75 15,25 70,00 33,00 18,25 32,40

v 39,40 21,83 27,68 23,73 24,95 29,98
nuNod Cepa
Sequia EG EF EPOB  APAFI  LTMF v

PHA-0155 31,75 12,50 69,00 21,50 28,00 27,65
PHA-0432 24,50 13,25 48,25 12,25 17,50 20,43
PHA-0471 37,25 35,50 84,25 36,75 83,25 47,50
PHA-0483 45,50 10,25 24,50 13,75 37,75 22,78
PHA-0683 80,00 26,00 53,50 21,75 50,50 43,60
PMB-0220 | 17,25 14,25 27,75 11,75 65,25 24,85
PMB-0222 | 36,75 17,00 13,50 5,75 39,00 26,15
PMB-0244 | 26,75 6,00 52,50 7,75 49,50 23,50
PMB-0285 | 31,75 36,25 28,50 5,25 47,00 30,95
PMB-0286 | 40,25 17,75 18,00 5,75 82,00 32,40

Y 37,18 18,88 41,98 14,23 49,98 29,98
LSD var=11,87  LSD cepa=12,45 a=0,05
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Tabla 5.14. Medias de la materia seca nodular (MSNod) (mg planta™) de las
variedades y cepas, en la parcela de sequia. En cada tabla aparece la menor
diferencia significativa (LSD) para las variedades y las cepas.

MSNod Cepa

(mg planta™)
Sequia SLL2 CIAT 899 CFN 42 EXIC EXIB Y
PHA-0155 28,95 8,37 8,31 2,90 5,18 24,65
PHA-0432 4,88 23,93 0,00 0,00 38,77 36,67
PHA-0471 11,52 4,78 12,38 6,21 40,87 34,89
PHA-0483 63,97 106,91 4,89 92,40 0,00 41,33
PHA-0683 18,40 33,31 56,02 6,27 118,01 | 124,41
PMB-0220 30,13 4,15 7,03 165,62 5,05 29,78
PMB-0222 33,86 118,64 18,46 6,62 36,46 33,41
PMB-0244 11,01 2,03 0,00 3,39 4,22 21,25
PMB-0285 54,55 0,89 115,90 3,17 10,12 56,54
PMB-0286 8,42 5,99 103,01 71,89 5,17 47,05

Y 26,57 30,90 32,60 35,85 26,38 45,00
MSNod Cepa
(mgplanta?)
Sequia EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 77,65 9,47 67,70 29,66 8,30 24,65
PHA-0432 11,33 5,22 278,24 4,34 0,00 36,67
PHA-0471 12,41 39,44 146,17 32,37 42,71 34,89
PHA-0483 60,31 36,54 5,53 5,07 37,71 41,33
PHA-0683 | 428,03 19,59 327,56 20,67 216,24 | 124,41
PMB-0220 9,04 28,54 6,54 20,38 21,36 29,78
PMB-0222 | 35,67 48,34 16,48 2,24 17,35 33,41
PMB-0244 | 37,27 4,60 78,83 2,53 68,64 21,25
PMB-0285 | 92,26 176,53 96,15 2,78 13,04 56,54
PMB-0286 41,40 124,98 46,38 5,15 58,16 47,05

Y 80,54 49,33 106,96 12,52 48,35 45,00
LSD var=60,4  LSD cepa=63,4 a=0,05
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MsNod MSR vs MSNod en sequia

(mg)
150

[¢]

y=114,05x - 24,942
R?=0,3850%*

100

50

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14
MSR (g)

Figura 5.8. MSR en g vs MSNod en mg en sequia. ** P<001.

En la Figura 5.9 se observa la misma tendencia de las plantas de regadio, al
aumentar MSNod la eficiencia de la MSNod disminuye. El estrés hidrico supone una
disminucion en el rendimiento de la MSNod, y esto se refleja en el aumento del
numero de combinaciones que pertenece al grupo con rendimientos mas bajos, el
grupo 1 (de 0,00 a 0,49 g MSA mg MSNod™), que pasa de estar formado de 25 a 61
combinaciones.

La variabilidad observada en la produccion de la planta de materia seca en
cada una de las variedades, no es lineal a la MSN, lo que hace suponer que la eficacia
de los nédulos es variable. En la Tabla 5.15 se observa que MSNodM en condiciones
de estrés hidrico, duplica los valores de regadio. La respuesta no es uniforme en todas
las variedades, hay variedades que quintuplica el valor de regadio como la PHA-0483 y

otras como PMB-0222 solo aumenta un 10%. Las variedades con mayor MSNodM son
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MSA/MSNod . .
(&/mg) MSNod vs Rendimiento en sequia
100,00
o
10,00
] m]
o
o
(=]
AR
Ab
A
A A A
1,00 X X X
X
* X
X x *% X X
0o o
o
O
0° &
o )
o)
o ¥% o
00 O
° " "Bo
0,10 Q
0 1 10 100 1000
OGrupol XGrupo2 AGrupo3 OGrupo4d MSNod(mg)

Figura 5.9 Grafica de MSNod vs rendimiento de MSA/MSNod en escala logaritmica.
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PHA-0683 y PHA-0483, con 2,31 mg y 2,08 mg respectivamente. Las cepas que
inducen mayor MSNodM son EF y EPOB con 2,41 mgy 2,37 mg, de media. Voisin et al.
(2010) en su estudio de los procesos de autorregulacion nodular, encontraron que la
MSN mantenia un relacion directa con la MSA, independiente del nimero de nddulos.
Por lo cual, es légico suponer que si el nimero de nédulos es menor, estos tienden a

ser mas grandes. Al aumentar el tamafio de los nddulos, las frecuencias de los tramos
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Tabla 5.15. Medias de la materia seca nodular media (MSNodM) (mg nédulo™) de
las variedades y cepas, en la parcela de sequia.

MSNodM Cepa
(mgnodulo™)
Sequia SLL2 CIAT899 CFN42  EXIC EXIB Y

PHA-0155 | 0,55 0,45 0,74 0,26 0,25 0,81

PHA-0432 | 0,30 0,59 0,01 0,01 1,52 0,94

PHA-0471 | 0,22 0,15 0,41 0,16 0,91 0,64

PHA-0483 | 1,92 7,25 0,25 4,86 0,01 2,08

PHA-0683 | 0,39 1,04 1,11 0,19 2,88 2,31

PMB-0220 | 0,92 0,61 0,83 3,70 0,26 1,11

PMB-0222 | 0,92 2,34 0,67 0,60 1,57 1,20

PMB-0244 | 0,34 0,41 0,01 0,18 0,17 0,65

PMB-0285 | 0,84 0,25 2,70 0,12 0,47 1,63

PMB-0286 | 0,35 0,39 1,47 2,18 0,28 1,69

Y 0,67 1,35 0,82 1,23 0,83 1,31
MSNodM Cepa
(mgnodulo™)
Sequia EG EF EPOB APAFI LTMF Y

PHA-0155 2,45 0,76 0,98 1,38 0,30 0,81
PHA-0432 0,46 0,39 5,77 0,35 0,01 0,94
PHA-0471 0,33 1,11 1,74 0,88 0,51 0,64
PHA-0483 1,33 3,57 0,23 0,37 1,00 2,08
PHA-0683 5,35 0,75 6,12 0,95 4,28 2,31
PMB-0220 0,52 2,00 0,24 1,73 0,33 1,11
PMB-0222 0,97 2,84 1,22 0,39 0,44 1,20
PMB-0244 1,39 0,77 1,50 0,33 1,39 0,65
PMB-0285 2,91 4,87 3,37 0,53 0,28 1,63
PMB-0286 1,03 7,04 2,58 0,90 0,71 1,69

Y 1,67 2,41 2,37 0,78 0,92 1,31
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de mayor tamafio de MSNodM aumentan. La frecuencia de las combinaciones
variedad-cepa con MSNodM superior a 1 mg nédulo™ pasa de 10% al 36%, y las

superiores a 3 mg nédulo™ pasa de 1% a 11% (Figura 5.10).

Masa media nédulo en sequia (mg)

H0,00-0,49 0,5-0,99 ®1,00-1,49 ®1,50-1,99 H2,00-2,99 Més de 3,00

Figura 5.10: Frecuencias masa nédulo medio por planta en mg nédulo™ en sequia.

Trabajos anteriores han intentado buscar una relacién entre el tamafio del
nédulo y productividad (DeJong et al. 1981; Skgt 1983; Vessey 1992; Martensson y
Rydberg 1996; Jebara y Drevon, 2001; Santalla et al. 2001b, 2001c; Laguerre et al.
2007; Rodifio et al., 2011). El consumo de O, por parte del complejo nédulo-raiz varia
de una variedad a otra. En principio una mayor superficie de contacto nodular,
mejoraria tedricamente la perfusidon del oxigeno y por tanto favoreceria una mayor
fijacion. Jebara y Drevon (2001), al igual que este experimento, observaron que
variedades con nodulaciones similares, producen mayor fijacion las variedades con

nédulos mas grandes.
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En la Figura 5.11, |la variedad PHA-0683 presenta una gran uniformidad de
calibre en sus noédulos. Cuando presenta BNO (A), mantiene el calibre
independientemente del nimero de nddulos que tenga la planta y lo mismo sucede
cuando son SNO (B). Otras variedades, como PMB-0286 (C), presentan diferentes
tamafos de nédulos, independientemente del nimero de nédulos que presente.

Segln Mergaert et al. (2006), las cepas inductoras de BNO parecen capaces
de superar los mecanismos de defensa de la planta que posiblemente controlen la

diferenciacidn del bacteroide en coordinacidn con las células de la planta. Pero segin

JIR3D1[E MM 0683

Figura 5.11: Variacion del tamafio del nddulo en funcién de la variedad y la cepa. En
A y B se observa la uniformidad de tamafio en los nddulos de PHA-0683. En C
aparecen los nddulos de PMB-0286.
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el presente experimento, las combinaciones variedad-cepa generan cantidades y
tamafios de nédulos diferentes seglin el ambiente tenga estrés hidrico o no. Como se
puede observar en la Figura 5.12, cuando PMB-0222 es inoculada con la cepa EPOB,

los nédulos de plantas en regadio son de gran tamafio y contrastan con el tamano

Figura 5.12. Ay B: nddulos de la variedad PMB-0222 inoculada con la cepa EPOB, en
regadio (A) y sequia (B). C y D: nddulos de la variedad PHA-0683 inoculada con la
cepa EG, en regadio (C) y sequia (D). (Las cuadriculas grandes miden 1 cm vy las
pequefias 1 mm).
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diminuto de los generados en sequia. En cambio, cuando PHA-0683 es inoculada con
la cepa EG ocurre lo contrario. Por lo que se pone de manifiesto que tanto los
mecanismos de infeccion de la cepa y como la morfologia de las células de la raiz se
ven afectadas por el estrés hidrico.

Si se toman todos los datos de MSA y MSNod de PHA-0683 se observa que
son variables totalmente independientes, pero cuando se toman solo los datos de las
plantas con MSNodM mayor a 2,00 mg, la relacidn se hace significativa (P<0,01). En la
grafica de la Figura 5.13 se representa MSNod vs MSA de PHA-0683, donde se
observa la relacién lineal de MSNod y MSA. La dispersién en los datos puede deberse
a la existencia de nédulos pequenos que disminuyen la eficiencia de MSNod o al ser
nodulos tan grandes, la pérdida de alguno en la extracciéon de la raiz, puede hacer

variar sensiblemente el dato de MSNod.

MSNod vs MSA en sequia (2mg<MsNodm)
MSA (g)

25

y=17,661x + 7,2203
20 R2=0,7572**

15

10

0 100 200 300 400 500
MSNod (mg)

Figura 5.13: Grafica MSNod vs MSA en sequia de ndédulos BNO de PHA-0683,
mayores a 2 mg nédulo™ ** P<001.
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6. Tercer Experimento

6. Tercer experimento: Resultados y discusidon.

6.1. Analisis de varianza:

El analisis de varianza se realizé de las variables: produccién de materia seca aérea
(MSA), porcentaje de N de la materia seca aérea (PNMSA), cantidad de N de la
materia seca aérea (NMSA), nimero de nddulos por planta (nuNod), materia seca
nodular (MSNod), materia seca nodular media (MSNodM), vainas por planta (VPP),
semillas por vaina (SPV), masa de 100 semillas al 12% humedad (MCS), produccién de
materia seca de semilla (MSS), porcentaje de N de la materia seca de semilla
(PNMSS), cantidad de N de la materia seca de semilla (NMSS), indice de cosecha (HI)
e indice de cosecha de N (NHI).

El modelo con mejor ajuste fue:

X=G+T+I1+G*T +G*l + T*| + G*I*T + R(G) + Error

G: genotipo o variedad. T: tratamiento (regadio o sequia). |: cepa. G*T: interaccion
genotipo-tratamiento. G*I: interaccidon genotipo-indéculo ¢é variedad-cepa. T*I:
interaccion tratamiento-indculo. G*I*T: interaccién genotipo-cepa-tratamiento.
rep(G): repeticién anidada en variedad.

Como se puede observar en la Tabla 6.1 el modelo se ajusta de forma muy
significativa en todas las variables no relacionadas con la nodulacién, como ocurria en
anteriores trabajos (Laguerre et al., 2007). Entre las variedades existen diferencias
significativas en todos los parametros estudiados. Entre cepas la diferencia no fue
significativa en las variables relacionadas con la nodulacion (nuNod, MSNod,
MSNodM) y las relacionadas con las produccién de vainas (VPP y SPV), lo que puede
suponer que estos caracteres estén determinados por la genética de la planta. Existen

diferencias significativas entre tratamientos en todas las variables excepto HI.
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Tabla 6.1: Grado de significacion del modelo y de cada una
varianza para las variables registradas.

de las fuentes de

Fuente | Modelo | G T I G'T Gl T G'T R(G)
MSA Kk %k * 3k %k % 3k %k %k %k %k * 3k %k %k %k %k % 3k %k K3k %k ns
NMSA Kk k kk sk skk sk kk %k Kk 3k kkk kk Kk sk ns
PNMSA * %k sk sk k sk kk %k kk %k %k sk ns kk sk ns ns
MSS 3k %k 3k kk sk skk sk kk %k k% ns kk sk ns ns
NMSS * %k k kk sk skk sk kk %k * %k ns kk sk ns ns
PNMSS Kk %k * 3k %k % 3k %k * * 3k %k ns * ns ns
nuNod ns ok ok ns ok ns ns ns ns
MSNod ns *oAkx *Ax ns ns ns ns ns ns
MCS Kk k kk sk kk sk kk %k * k kk sk Kk 3k ns
VPP %k %k k kk sk kk sk ns %k sk ns ns * ns
SPV Hkk ok * ns * ns ns ns ns

G: Genotipo. T: tratamiento. I: cepa inoculada. G*T: interaccidn genotipo-tratamiento.
G*|: interaccion genotipo-cepa inoculada. T*I: interacciéon tratamiento-cepa inoculada.
R(G): repeticién anidada con la

G*T*I: Interaccidn genotipo-tratamiento-cepa.
genotipo. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no significativo.

El valor de 0,49 del indice de intensidad de sequia (DIl) de este experimento se puede

considerar intermedio a pesar de haber intentado mantener la humedad de la parcela

de sequia en torno al 50% CC. La alternancia de situaciones de estrés hidrico con

humedades del 70%, debida a las precipitaciones, pudieron favorecer la recuperacion

de las plantas, y por tanto reducir el impacto negativo del estrés en la produccion de

semilla.
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La produccion de semilla no se vio afectada por los 15 dias que se registraron
temperaturas maximas superiores a 30°C, a partir de la cual algunos autores afirman
que empieza haber mermas en la produccién (Porch, 2006). Singh et al. (2001)
argumentan que los incrementos de la temperatura minima, cuando fueron
superiores a 20°C, explican mejor las mermas en produccion de semilla por el estrés
térmico. Como durante el ciclo de cultivo solo hubo un dia que se diera esta
circunstancia, era esperable que no afectase a la produccién al no haberse producido
estrés térmico.

La interaccién entre variedad y tratamiento existe para todas las variables, salvo
MSNod, HI y NHI, lo que pone de manifiesto que las variedades tuvieron una
respuesta diferenciada al estrés hidrico, tanto en materia seca como en la particién
del N en la planta. Las cepas bacterianas se ven afectadas por la presencia o ausencia
de estrés hidrico, por lo que la interaccion entre cepa y tratamiento sera significativa
para todas las variables excepto para las relacionadas con la nodulacién y la
produccién de vainas. Finalmente, solo se produce interaccién significativa entre
variedad, tratamiento y cepa en MSA, NMSA y MCS.

Los datos de regadio y ambiente con estrés hidrico se analizaron por separado y en

ambos se utilizd el siguiente modelo:

X =G + |+ G*| + Rep(G) + Error

En la Tabla 6.2 se puede apreciar que el ajuste del modelo en regadio fue muy
significativo para todas las variables, excepto las relacionadas con la nodulacion.
Existen diferencias significativas entre las variedades en todas las variables, excepto
nuNod, MSNodM y SPV. Por el contrario, entre cepas solo existen diferencias
significativas entre las variables relacionadas con la produccidon de biomasa y semilla

(MSA, NMSA, PNMSA, MSS, NMSS), MCS y los indices HI y NHI.
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Tabla 6.2: Grado de significancién del modelo y de cada una de las fuentes de
varianza del mismo para las variables medidas por parcela elemental en regadio.

Regadio MSA NMSA PNMSA MSS NMSS PNMSS
Modelo %k k %k *k %k %k *kkk %k k %k %k k %k k%
G 3k k %k %k %k ¥k sk 3k k %k 3k 3k %k %k %k %k
I %k k %k *kkk *kkk *kkk %k k %k ns
G*l *kx *kx ns ns ns ns
R(G) ns ns ns ns ns ns
|  Regadio nuNod MSNod MCS VPP  SPV
Modelo ns ns *kk *kx *kx
G * % * % % * % % * % % *
| ns ns ol ns ns
G*l ns ns *kk ns ns
R(G) ns ns ns ns ns

G: Genotipo. |: cepa inoculada. G*I: interaccidon genotipo-cepa inoculada. rep(G):
repeticiéon anidada con genotipo. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no
significativo.

La interaccion entre variedad y cepa fue significativa en MSA, NMSA, MCS y NHI,
como en trabajos previos (Rodriguez-Navarro et al., 1999). En la Tabla 6.3 se observa
que el ajuste del modelo en el ambiente con estrés hidrico, fue similar al obtenido en
regadio. Al igual que ocurria en regadio, existen diferencias significativas entre las
variedades en todas las variables. Entre cepas solo existen diferencias significas entre
las variables MSA, NMSA, PNMSA, MSS, NMSS, MCS, HI y NHI. La interaccion entre
variedad y cepa fue significativa solo para MSA y NMSA. El hecho de que en ambos
ambientes el porcentaje de N, tanto en MSA como en MSS, no se vea afectado por la
interaccion genotipo-indculo, pone de manifiesto que la proporcion de N en la planta

viene determinada exclusivamente por el genotipo. La cepa en funcidon de su FBN
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determinara el N disponible para la planta, y ésta en funcién de su proporcién de N,

producird mas o menos materia seca.

Tabla 6.3: Grado de significanciéon del modelo para cada una de las variables medidas
por parcela elemental en condiciones de estrés hidrico.

Sequia MSA NMSA PNMSA MSS NMSS PNMSS

G % sk k kk ok sk k %k %k sk k %k sk k kKK

I %k k kk ok ns ns * k%

R(G) ns ns ns ns ns ns
|  Sequia nuNod MSNod MCS VPP SPV
Modelo ns ns rokk rokk rokk
G kK k k% sk k %k %k sk k %k sk k
| ns ns *x * ns
G*| ns ns ns *x ns
R(G) ns ns ns ns ns

G: Genotipo. |: cepa inoculada. G*I: interacciéon genotipo-cepa inoculada. rep(G):
repeticion anidada con genotipo. *** P<0,0001; ** P<001; * P<0,01; ns: no
significativo.

En trabajos anteriores se pone de manifiesto la gran dispersién de los datos
relacionados con la nodulacion, con coeficientes de variacidén que oscilan entre 42,1y
51,4 (Hungria y Vargas, 2000; Mostasso et al., 2002). Como resultado de esta
dispersidn no se observaron diferencias significativas en el modelo, entre las distintas
cepas o interaccidon entre variedad y cepa, para las variables relacionadas con la
nodulacién en ambos ambientes La Unica forma de mejorar la sensibilidad del
experimento seria aumentar el nimero de repeticiones, extremo que seria posible de

asumir si se redujese tanto el nimero de variedades como de cepas.
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6.2. Analisis de medias:

En la Tabla 6.4 aparecen las producciones de materia seca aérea (MSA) en g

planta™. La produccién media de MSA en regadio fue 34,20 g planta ™

. La produccién
de MSA de las plantas inoculadas con la cepa LTMF fueron significativamente
superiores a las demas con 46,70 g planta ™. LTMF con las variedades PHA-0471 y la
PMB-0285 duplicaron la produccién media de MSA en regadio, superando los 70,0 g
planta®, y posiblemente debido a estas altas producciones con LTMF, fueron las
variedades con mayor produccién de MSA. Las plantas del control cero alcanzaron las
producciones mas bajas de MSA y las del control con N obtuvieron valores
intermedios.

El valor medio de MCS en regadio fue 31,63 g (Tabla 6.5), pero existen
grandes diferencias entre variedades. Hay variedades de semillas grandes como PHA-
0155, con MCS de 46,32 g 100 semillas™ y otras de semilla pequefia como PMB-0285
con MCS de 16,23 g 100 semillas™. A pesar de que el tamafio de la semilla estd
regulado genéticamente (Park y Coyne, 2000; Gonzalez et al. 2010), existe cierto
rango de variacidon dentro de cada variedad. Este rango de variacidon no estd ligado al
tamario, ya que PHA-0155 con 46,32 g 100 semillas™ tuvo un coeficiente de variacién
(CV) de 24 %, mientras otra variedad de tamanio similar, PMB-0224 tuvo un CV de 38
%. En las variedades pequefias pasa algo similar, PHA-0471 tuvo un CV de 23 % y en
cambio PHA-0483 tuvo un CV de 40%. Las plantas del control con N fueron superiores
al resto de una forma significativa con 47,20 g 100 semillas™ y esto fue debido a la
gran respuesta que tuvieron al N las variedades PMB-0222, PMB-0285, PHA-0483 vy
PMB-0244, con incrementos superiores al 65 % respecto a la media de las plantas
inoculadas. Las plantas inoculadas con EPOB registran el mayor MCS con 37,05 g 100
semillas™ y las plantas del control cero obtuvieron el valor mas bajo con 18,18 g 100

semillas™
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Tabla 6.4. Medias en regadio de las variedades y cepas de la produccién de materia
seca aérea (MSA) (g planta™). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

MSA Cepa

(gplanta™)
spine. SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG .
Regadio Y

PHA-0155 | 49,98 45,27 36,34 40,92 31,44 32,89 41,83
PHA-0432 22,76 17,38 19,49 22,98 20,47 12,56 19,93
PHA-0471 | 46,85 48,53 30,58 50,11 42,55 68,95 49,03
PHA-0483 35,39 14,70 18,06 14,03 17,58 9,70 18,12
PHA-0683 | 48,21 25,24 21,15 25,06 36,78 43,17 32,23
PMB-0220 | 49,14 21,03 29,60 27,59 33,83 39,93 36,00
PMB-0222 | 39,28 43,88 35,42 30,83 41,69 40,63 38,54
PMB-0244 | 29,26 15,68 14,00 18,29 16,11 29,68 21,71
PMB-0285 | 59,71 39,07 37,42 38,38 51,30 43,24 47,50
PMB-0286 | 49,04 32,31 30,22 40,41 37,48 49,19 37,09

v 42,96 3031 27,23 30,86 3292 3699 | 34,20 |
MSA Cepa
fgplanta’) EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN _
Regadio Y

PHA-0155 47,51 35,39 48,51 49,17 52,44 32,11 41,83
PHA-0432 15,71 18,86 34,22 17,69 22,96 14,08 19,93
PHA-0471 56,71 45,94 57,29 73,90 22,06 44,95 49,03
PHA-0483 16,58 13,69 11,49 35,86 13,21 17,15 18,12
PHA-0683 35,82 28,74 32,75 41,93 19,35 28,53 32,23
PMB-0220 | 39,70 41,37 48,67 61,71 20,72 18,77 36,00
PMB-0222 | 38,76 55,50 39,16 51,05 21,26 25,04 38,54
PMB-0244 17,86 28,61 13,67 40,41 18,00 18,94 21,71
PMB-0285 23,25 55,52 49,72 70,94 32,35 69,11 47,50
PMB-0286 | 34,84 40,34 43,84 24,35 21,31 41,72 37,09
Y 32,67 36,39 37,93 46,70 24,36 31,04 34,20 |
LSDyusieono= 4,20 LSDcgpa= 4,60 a=0,05
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Tabla 6.5. Medias en regadio de las variedades y cepas de la masa de 100 semillas
(MCS) (g 100semillas-). También aparece la diferencia menos significativa (LSD) para
variedades y cepas.

MCS Cepa

(EQZ;:;':;’ SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG ¢

PHA-0155 | 42,63 49,57 57,75 37,16 47,49 46,17 | 46,32
PHA-0432 | 3500 41,92 31,76 54,67 52,32 29,05 | 3820
PHA-0471 | 16,39 22,59 19,67 16,03 1500 19,48 | 17,27
PHA-0483 | 21,71 13,50 2840 34,63 2572 37,29 | 27,75
PHA-0683 | 3562 48,03 2915 26,55 50,16 40,99 | 37,51
PMB-0220 | 4391 25,85 2910 2530 3048 3574 | 33,85
PMB-0222 | 44,40 32,43 2693 38,64 3836 34,89 | 39,04
PMB-0244 | 4049 64,90 37,28 37,95 41,4 3532 | 39,93
PMB-0285 | 12,00 16,24 10,89 17,27 16,54 14,48 | 16,23

PMB-0286 | 16,07 18,48 17,37 23,09 15,00 24,51 20,17

Y 30,83 33,35 28,83 31,13 33,22 31,79 31,63 |
MCS Cepa
(g100semillas™)
, EF EPOB APAFI LTMF cC CN -
Regadio Y

PHA-0155 47,34 67,43 42,63 38,67 24,04 54,95 46,32
PHA-0432 35,58 43,56 25,10 35,86 19,62 53,93 38,20
PHA-0471 15,17 21,06 14,94 16,27 8,32 22,29 17,27
PHA-0483 24,53 44,42 16,83 23,13 15,85 47,03 27,75
PHA-0683 41,82 41,28 31,27 33,27 22,92 49,01 37,51
PMB-0220 35,04 37,07 37,67 34,30 21,21 50,56 33,85
PMB-0222 48,40 40,06 28,46 40,70 26,25 68,96 39,04
PMB-0244 32,98 33,25 52,51 15,49 20,27 67,56 39,93
PMB-0285 22,20 16,67 19,56 14,85 9,60 24,40 16,23
PMB-0286 13,63 25,64 20,43 18,85 13,67 35,35 20,17
Y 31,67 37,05 28,94 27,14 18,18 47,40 31,63 |
LSDysneono= 5,03 LSDcwa= 5,51 =0,05
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El control de N con PMB-0222 y EPOB con PHA-0155 obtuvieron los maximos valores
de MCS con 68,96y 67,43 g 100 semillas™, respectivamente.

La produccién media de materia seca de semilla (MSS) en regadio fue de
40,59 g planta® (Tabla 6.6). Los valores del control cero en regadio fueron
significativamente inferiores a la media, y similares a los obtenidos en otros trabajos
(Frahm et al. 2002; 2003; 2004). Por ejemplo PMB-0286 con 27,91 g planta™ fue
similar a los valores obtenidos por Frahm et al. (2002), pero duplica a los obtenidos
por los mismos autores en 2003 y 2004. MSS esta determinada por las tres variables
analizadas anteriormente: MCS, VPP y SPV. PHA-0471 con 54,43 g planta™ alcanzé la
mayor MSS debido principalmente a que registré los mayores valores de VPP y SPV,
gue compensaron con creces el pequefio tamafio del semilla de esta variedad, 17,27 g
100 semillas™ (Rodifio et al., 2003). El hecho de tener un gran tamafio de semilla no
implica una gran productividad. PHA-0155 a pesar de sus 46 g 100 semillas™, al solo
tener 4,00 semillas vaina™, solo alcanza un valor de MSS intermedio. PHA-0432 con
19,23 g planta™, presenta la MSS mas baja, debido principalmente las 10,48 vainas
plantas™, que equivalen a un tercio del valor promedio del parametro para todas las
variedades. Los valores medios de las plantas inoculadas varian de forma gradual,
desde 54,85 g planta™ del control de N a 24,52 g planta™ del control cero. La
diferencia entre estos valores fue de 30,33 g planta'l, muy superior a los 2,33
registrados en otros trabajos (Hungria et al., 2003). La MSS de las plantas del control
de N no fue significativamente superior a la de las plantas inoculadas. En términos
generales las variedades no mostraron respuesta a la aplicacién de N, salvo PMB-0244
gue mostré un incremento respecto a la media de las plantas inoculadas de un 120%.

Segun los datos de la Tabla 6.7 todas las plantas en regadio nodulan, incluso
las de los dos controles que no han sido inoculadas. El nimero medio de nédulos en

regadio fue de 29 nédulos planta™.
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Tabla 6.6. Medias en regadio de las variedades y cepas de la produccién de materia
seca grano (MSS) (g planta™). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

MSS Cepa

r;:);;t;i; SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG ¢
PHA-0155 | 31,57 58,03 4590 47,16 33,36 35,63 | 42,86
PHA-0432 | 12,39 24,71 19,19 3498 17,71 11,15 | 19,23
PHA-0471 | 42,80 96,29 73,06 3595 52,30 39,62 | 54,43
PHA-0483 | 33,16 33,45 40,16 42,96 42,06 54,06 | 34,26
PHA-0683 | 47,32 5822 47,80 46,70 27,19 48,28 | 46,48
PMB-0220 | 59,47 33,98 3645 46,17 50,33 43,70 | 45,84
PMB-0222 | 32,44 38,15 46,04 46,76 49,45 62,39 | 48,51
PMB-0244 | 23,64 31,17 19,75 21,25 1528 21,38 | 21,54
PMB-0285 | 35,70 34,57 31,46 4456 54,43 23,80 | 40,89
PMB-0286 | 48,65 64,00 5339 7424 52,30 69,19 | 51,87

v 36,71 47,26 41,32 4407 39,44 40,92 | 40,59 |

MSS Cepa

(gplanta™)

, EF EPOB APAFI LTMF  CC CN _
Regadio Y
PHA-0155 | 41,46 50,20 5534 40,48 32,93 42,26 | 42,86
PHA-0432 | 11,70 20,78 19,42 18,23 9,75 30,74 | 19,23
PHA-0471 | 62,12 61,77 49,47 56,36 21,00 62,46 | 54,43
PHA-0483 | 18,67 27,74 17,11 20,84 22,18 58,69 | 34,26
PHA-0683 | 47,28 46,50 37,24 4649 30,05 74,72 | 46,48
PMB-0220 | 39,12 4321 44,12 49,58 26,30 77,62 | 45,84
PMB-0222 | 76,10 79,97 46,44 11,69 37,50 55,23 | 48,51
PMB-0244 | 16,95 20,88 22,70 870 10,10 46,69 | 21,54
PMB-0285 | 55,85 57,17 51,07 50,08 27,46 24,56 | 40,89
PMB-0286 | 30,49 64,86 42,61 19,27 27,91 75,49 | 51,87
v 39,97 47,31 3855 32,17 2452 54,85 | 40,59 |

LSDameono= 9,15 LSDcws= 10,02 a=0,05
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Tabla 6.7. Medias en regadio de las variedades y cepas del nimero de nddulos por
planta (nuNod). También aparece la diferencia menos significativa (LSD) para
variedades y cepas.

nuNod Cepa
Regadio | SLt2 CIAT899 CFN42  EXIC EXIB EG v
PHA-0155 | 19,00 107,00 73,50 40,17 58,67 24,67 | 37,42
PHA-0432 | 7,33 12,50 34,33 23,33 31,50 12,50 | 17,81
PHA-0471 | 36,83 29,17 40,50 867 12,83 7,50 | 16,81
PHA-0483 | 9,00 7,50 14,50 46,67 23,17 28,33 | 18,07
PHA-0683 | 6,67 26,00 76,00 26,50 21,50 13,33 | 24,50
PMB-0220 | 30,67 50,83 19,17 12,83 18,17 29,17 | 22,71
PMB-0222 | 8,67 14,17 31,67 47,00 24,50 35,50 | 38,36
PMB-0244 | 4,17 37,67 4533 19,17 13,67 12,00 | 17,43
PMB-0285 | 10,83 47,50 90,83 53,17 21,83 80,67 | 41,03
PMB-0286 | 54,17 45,83 88,33 49,33 64,67 11,83 | 56,90
Y 18,73 37,82 51,42 32,68 29,05 25,55 %
nuNod Cepa
) EF EPOB  APAFI  LTMF cC CN _
Regadio Y
PHA-0155 | 8,67 13,83 27,00 39,67 20,33 16,50 | 37,42
PHA-0432 | 7,33 6,83 21,00 24,00 18,50 14,50 | 17,81
PHA-0471 | 6,33 11,17 500 10,00 14,83 18,83 | 16,81
PHA-0483 | 6,33 6,50 11,83 29,00 17,17 16,83 | 18,07
PHA-0683 | 20,67 12,50 38,67 10,67 19,17 22,33 | 24,50
PMB-0220 [ 6,67 10,00 16,33 31,50 34,50 12,67 | 22,71
PMB-0222 | 119,83 23,67 15,50 80,33 45,17 14,33 | 38,36
PMB-0244 | 18,83 3,17 3,17 4,00 533 42,67 | 17,43
PMB-0285 | 57,67 9,83 61,67 18,83 1550 24,00 | 41,03
PMB-0286 | 36,67 70,17 51,50 122,67 27,00 60,67 | 56,90
Y 28,90 16,77 25,17 37,07 21,75 24,33 | 29,10 |
LSDameono= 20,43 LSDcen= 22,38 =0,05
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PMB-0286 presenta la mayor nodulacién con 56,90 nédulos planta™, pero debido a la
gran variabilidad de este parametro, PMB- 0285, PMB-0222 y PHA-0155, con
aproximadamente 40 nédulos planta™, tendrian una nodulacién similar. Las plantas
inoculadas con CFN42 obtuvieron la maxima nodulacién con 51,42 nédulos planta™,
gue serian significativamente similares a las inoculadas con CIAT899, LTMF y EXIC, con
35 nédulos por planta™. La combinacidn con mayor nodulacién fue PMB-0286 con
LTMF, que alcanzé los 122 nddulos planta™. Dada la poca especificidad para nodular
que tiene Phaseolus vulgaris (Michiels et al., 1998), el control cero permite evaluar las
poblaciones nativas de la rhizosfera con capacidad de generar nddulos. La planta
huésped modifica las condiciones de la rhizosfera, de forma que aumenta las
poblaciones de Rhizobium en su medio mas inmediato.

El crecimiento de las poblaciones nativas son significativas cuando las
poblaciones inoculadas son muy bajas, y en cambio apenas pueden ser detectadas
cuando las poblaciones inoculadas son altas (Thies y Singleton, 1995). Por lo tanto, el
indculo que esta en contacto con la planta serd la poblacidon preferente que se
desarrolle y colonice los nddulos. Al igual que hay cepas inoculadas que compiten
bien con las poblaciones nativas (Graham, 1981; Romdhane et al., 2008), hay
ocasiones en las que las cepas inoculadas no se adaptan al medio o no son capaces de
competir con las cepas nativas. Si para evaluar el éxito de la inoculacidn se tomase
solo como pardmetro el numero de nddulos, la Unica cepa que se podria considerar
exitosa en la colonizacién seria CFN42, por ser la Unica significativamente superior al
control cero. Dada la variabilidad observada en los parametros relacionados con la
nodulacién, en trabajos anteriores (Vessey, 1992; Jebara y Drevon, 2001; Santalla et
al. 2001b, 2001c; Hungria et al., 2003; Laguerre et al. 2007; Rodifio et al., 2011) y en
los experimentos realizados en este trabajo, se tomara como criterio del éxito en la
inoculacidn, los incrementos en los pardmetros productivos de la planta, en vez de

tomar el nimero de nédulos que se desarrollan.
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El nimero de nédulos esta determinado por la tasa de N suministrado y N
demandado (Voisin et al.,, 2010). Las plantas del control con N presentaron
nodulacién, a pesar de que esta descrito en trabajos previos que a dosis superiores a
30 kg N ha™, como los 40 kg N ha™ que se aplicaron en este ensayo, se reducia la
nodulaciéon temprana (Hungria et al., 2003). Este hecho pone de manifiesto que el
grado de tolerancia al N es un factor variable ligado al genotipo, y posiblemente las
dos variedades utilizadas por Hungria et al. (2003) serian muy sensibles al N. Rennie
et al. (1983) aplicaron una dosis de 40 kg N ha™ y detectaron variedades que sufrian
solo una reduccién de 10% en la fijacién de N, mientras en otras la diferencia fue de
60%. En el caso de PMB-0286 y PMB-0244, esta dosis de N en la fase vegetativa inicial
pudo tener un efecto “starter”, que permitié el desarrollo de la planta y unos niveles
de C altos, que favorecieron un mejor crecimiento nodular (Vessey et al., 1992).

El promedio de la materia seca nodular (MSNod) en regadio fue de 29,10 mg
planta™ (Tabla 6.8). Las variedades que destacan de forma significativa fueron PMB-
0286 y PMB-0285 con MSNod superiores a los 30 mg planta™. PHA-0155 fue la tnica
variedad de crecimiento indeterminado ensayada y con 16,25 mg planta™, tuvo una
MSNod intermedia. Segun Vessey et al. (1992), seria esperable un valor superior, ya
qgue las variedades con crecimiento indeterminado contindan acumulando MSNod
durante la fase de llenado. Este bajo valor pudo deberse al hecho de que las plantas
fueron recolectadas en la fase de floracién y no se llegd alcanzar su maximo potencial.
Las plantas inoculadas con CNF42 registraron el maximo valor de MSNod con 30,40
mg planta™ y fue también con esta cepa con la que se obtuvo el mayor valor de
nuNod. Sin embargo LTMF con PMB-02886 registré la mayor MSNod con 94,07 mg
planta™. Existe una relacién directa entre MSNod y MSS, pero la relacién varia en
funcion del rendimiento MSS/MSNod. En la Figura 6.1. se puede observar como a
medida que la MSNod aumenta, la cantidad de MSS por mg de MSNod decrece. Las

combinaciones variedad-cepa se pueden agregar en siete grupos en funcién de sus
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Tabla 6.8. Medias en regadio de las variedades y cepas de materia seca nodular por
planta (MSNod) (mg planta™). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

MSNod Cepa
;‘:g;";; SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG ¢
PHA-0155 | 8,60 43,40 2555 11,28 16,55 17,80 | 16,25
PHA-0432 | 4,17 12,12 1582 463 19,35 520 | 8,49
PHA-0471 | 15,43 26,72 28,15 542 9,08 983 | 11,53
PHA-0483 | 9,48 825 1397 898 16,87 12,43 | 11,85
PHA-0683 | 6,23 18,40 27,93 13,37 1830 6,28 | 12,43
PMB-0220 | 17,90 24,60 30,33 11,77 21,22 13,95 | 17,08
PMB-0222 | 9,00 14,88 33,82 17,27 17,38 1823 | 25,74
PMB-0244 | 632 4,55 458 2,90 4,47 835 | 9,34
PMB-0285 | 9,60 24,45 6023 22,87 15,48 63,08 | 30,57
PMB-0286 | 30,68 14,83 63,63 14,80 26,63 9,40 | 33,87
v 11,74 19,22 30,40 11,33 16,53 1646 | 17,71 |
MSNod Cepa
(meplona’ EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN _
Regadio Y
PHA-0155 | 6,75 585 17,23 18,18 19,31 455 | 16,25
PHA-0432 | 523 3,97 247 12,98 7,72 825 | 849
PHA-0471 | 810 5,10 565 10,95 9,58 435 | 11,53
PHA-0483 | 553 9,17 613 1552 1825 17,67 | 11,85
PHA-0683 | 15,12 10,37 6,00 6,73 13,18 7,20 | 12,43
PMB-0220 | 11,37 9,82 7,05 20,83 25,08 11,02 | 17,08
PMB-0222 | 48,95 22,87 1597 74,97 2935 6,15 | 25,74
PMB-0244 | 537 3,02 3,73 1,38 4,43 63,00 | 9,34
PMB-0285 | 76,20 10,37 41,52 20,12 14,20 8,68 | 30,57
PMB-0286 | 12,38 39,63 32,97 94,07 29,85 37,52 | 33,87
v 19,50 12,02 13,87 27,57 17,10 16,84 | 17,71 |
LSDyaueon= 11,79 LSDcea= 12,91 a=0,05

148



6. Tercer Experimento

MSNod vs rendimiento MSS/MSNod
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Figura 6.1. Grafica de MSNod vs rendimiento de MSS/MSNod en regadio en escala
logaritmica. Grupo 1 corresponde a las rendimientos 0-0,99 g mg™. Grupo 2
corresponde a las rendimientos 1,00-1,99 g mg'. Grupo 3 corresponde a las
rendimientos 2,00-2,99 g mg™. Grupo 4 corresponde a las rendimientos 3,00-3,99 g
mg™. Grupo 5 corresponde a las rendimientos 4,00-4,99 g mg™. Grupo 6 corresponde a
las rendimientos 5,00-6,99 g mg'l. Grupo 7 corresponde a las rendimientos 7,00-14,99

gmg’.
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rendimientos. El primer grupo corresponderia a combinaciones variedad-cepa con
rendimientos entre 0,01 y 0,99 g MSS mg' MSNod, eran plantas con grandes
nodulaciones donde su produccion de MSS no guardaba ninguna relacién con MSNod.
Como ocurria en trabajos previos, para las plantas de este grupo los nddulos suponen
un sumidero de C (Galvez et al., 2005; Bourion et al., 2007; Araya et al., 2010). El
segundo grupo lo forman aquellas combinaciones con rendimientos comprendidos
entre 1,00 y 1,99 g MSS mg™* MSNod, y en él que empieza a observar una mayor
correlacién entre MSNod y MSS, pero sin llegar a ser significativa. En cambio la
relacién entre MSNod y MSS del resto de los grupos es significativa (P<0,0001). En la
Figura 6.2 aparecen las graficas MSNod vs MSS de los grupos 3, 4, 5 y 6, donde se
observa la relacién lineal entre MSNod y MSS, y como las pendientes de las rectas de
regresion varian de forma creciente desde 2,131 para el grupo 3 al 4,813 para el
grupo 6. En el grupo 7, la relacién lineal entre MSS y MSNod no fue significativa. Esta
formado por plantas de muy baja nodulacién, pero con los mejores redimientos
MSS/MSNod. Estos altos redimientos podrian deberse a que un tercio de las
combinaciones corresponden a variedades del control con N, en los que la mejora del
rendimiento se debe mas al suplemento de N que a la FBN. En trabajos previos se
admite que ciertas variaciones que aparecen en los registros de nodulacion son
debidos a una recoleccién incompleta del sistema radicular (Hungria et al., 2003), y
este hecho podria explicar en parte los altos rendimientos de MSNod que
experimentaban las combinaciones de este ultimo grupo.

El primer parametro que se analizara relacionado con la particién de N en la
planta es el porcentaje de N en la materia seca aérea (PNMSA), cuyo valor medio en
regadio fue el 3,15% (Tabla 6.9). PHA-0483, PHA-0683 y PHA-0432 con un valor que
ronda 3,40%, fueron las variedades con mayor PNMSA. En cambio PHA-0155 obtuvo
los porcentajes significativamente mas bajos en todas las cepas y controles, con un

valor medio de 2,53%. Las plantas del control con N y las inoculadas con CIAT899 y
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Grupo 3:2,00-2,99 g MSS mg MSNod
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Grupo 4: 3,00 -3,99 g MSS mg* MSNod
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Figura 6.2. MSNod vs MSS en regadio. A) Grupo 3, B) Grupo 4, C) Grupo 5 y D) Grupo 6.
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Grupo 5: 4,00-4,99 g MSS mgt MSNod
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Grupo 6: 5,00 - 6,99 g MSS mg MSNod
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Figura 6.2. (Continuacidn)
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Tabla 6.9. Medias en regadio de las variedades y cepas del porcentaje de N en
materia seca aérea (PNMSA) (%). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

PNMSA Cepa
Reg(z)dl'o SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB EG v
PHA-0155 2,29 2,61 2,56 2,51 2,61 2,83 2,53
PHA-0432 2,88 3,60 3,78 3,32 3,66 3,20 3,37
PHA-0471 3,05 3,35 3,46 2,86 3,55 3,13 3,19
PHA-0483 3,26 3,90 3,62 3,51 3,07 3,42 3,44
PHA-0683 2,75 3,93 3,74 3,47 3,17 3,71 3,37
PMB-0220 2,98 3,19 3,34 3,28 3,32 3,02 3,14
PMB-0222 2,84 3,35 3,20 3,07 3,01 3,16 3,08
PMB-0244 2,75 3,09 3,13 3,05 3,14 2,94 3,01
PMB-0285 3,27 3,25 3,38 3,22 3,27 3,06 3,16
PMB-0286 3,08 3,55 3,35 3,18 3,21 3,29 3,18
Y 2,92 3,38 3,36 3,15 3,20 3,18 ﬂ
PNMSA Cepa
" i EF EPOB APAFI LTMF (o CN -
Regadio Y
PHA-0155 2,71 2,44 2,24 2,30 2,41 2,81 2,53
PHA-0432 3,16 3,37 3,47 3,07 3,10 3,79 3,37
PHA-0471 3,28 3,15 3,28 3,03 2,99 3,19 3,19
PHA-0483 3,44 3,07 3,42 3,18 3,47 3,96 3,44
PHA-0683 3,19 3,47 3,35 2,90 3,62 3,16 3,37
PMB-0220 2,95 3,09 2,91 2,72 3,09 3,75 3,14
PMB-0222 2,97 3,09 3,15 2,77 3,13 3,24 3,08
PMB-0244 2,95 3,16 2,80 2,81 3,31 3,03 3,01
PMB-0285 3,19 2,90 2,82 2,96 3,34 3,28 3,16
PMB-0286 3,04 2,98 2,99 2,77 3,35 3,36 3,18
Y 3,09 3,07 3,04 2,85 3,18 3,36 3,15 |
LSDyameono= 0,14 LSD¢eri= 0,16 a=0,05
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CFN42 fueron significativamente superiores al resto con 3,36%, mientras las
inoculadas conSLL2 y LTMF, con 2,90% fueron las mas bajas. PNMSA puede ser muy
estable respecto MSA como ocurre en la variedad PMB-0222 o puede disminuir al
aumentar la MSA como le ocurre a PHA-0683 y PMB-0220 (Figura 6.3). Este hecho se
puede interpretarse como que la estabilidad de PNMSA estd en funcidn de lo
limitante que pueda ser el N para cada variedad, cuanto mds estable es este
porcentaje mads limitante debe ser el N para la planta.

El promedio de N acumulado en la materia seca aérea (NMSA) en regadio fue
1,06 g planta® (Tabla 6.10). PHA-0471 y PMB-0285 fueron significativamente
superiores, con 1,57 y 1,49 g planta™ respectivamente. Las plantas inoculadas con la
cepa LTMF fueron las que obtuvieron la mayor NMSA, 1,22 g planta™, mientras el
control cero y el suplemento de N tuvieron un valor significativamente inferior al de

las plantas inoculadas.

PNMSA (%) MSA vs PNMSA
4,50
y=-0,026x+ 4,2062
4,00 R?=0,4514*
! o
A_O o
3,50
3,00
y=-0,0159x +3,7114
R2=0,6306%*
2,50
2,00
0 10 20 30 40 50 60 70
-1
O PHA-0683 & PMB-0220 MSA (g planta™)

Figura 6.3: Relacién MSA vs PNMSA de las variedades PHA-0683 y PMB-0220.
** P<001 vy * P<0,01.
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Tabla 6.10. Medias en regadio de las variedades y cepas del contenido de N en
materia seca aérea (NMSA) (g planta™). También aparece la diferencia menos
significativa (LSD) para variedades y cepas.

NMSA Cepa
é:’;:;l,)o SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG ¢
PHA-0155 | 1,14 1,18 0,94 1,03 082 0,93 | 1,05
PHA-0432 | 066 062 074 075 075 039 | 067
PHA-0471 | 1,42 1,63 106 1,45 151 221 | 1,57
PHA-0483 | 1,13 058 066 049 055 033 | 061
PHA-0683 | 1,35 1,00 09 087 1,16 1,59 | 1,08
PMB-0220 | 1,47 065 097 091 1,13 1,24 | 1,10
PMB-0222 | 1,11 1,48 1,11 095 1,25 1,28 | 1,18
PMB-0244 | 0,81 048 044 056 050 087 | 065
PMB-0285 | 1,90 1,26 1,27 124 168 1,31 | 1,49
PMB-0286 | 1,51 1,14 1,01 1,29 1,20 162 | 1,18
v 1,25 100 091 095 106 1,18 | 1,06 |
NMSA Cepa
feplnta’ EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN _
Regadio Y
PHA-0155 | 1,31 0,86 1,09 1,14 1,25 091 | 1,05
PHA-0432 | 048 063 1,20 054 0,72 054 | 067
PHA-0471 | 1,85 1,44 1,88 2,26 068 1,44 | 1,57
PHA-0483 | 056 042 039 1,11 046 068 | 061
PHA0683 | 1,12 1,00 1,08 1,22 069 0,90 | 1,08
PMB-0220 | 1,18 1,28 1,41 1,67 065 0,71 | 1,10
PMB-0222 | 1,15 1,71 1,24 1,41 066 081 | 1,18
PMB-0244 | 053 090 038 1,14 059 059 | 0,65
PMB-0285 | 0,74 1,60 1,40 2,11 1,07 225 | 1,49
PMB-0286 | 1,06 1,20 1,32 067 071 1,39 | 1,18
Y 1,00 1,10 1,14 1,33 0,75 1,02 1,06 |
LSDyameon= 0,14 LSDces= 0,15 a=0,05
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PHA-0471 con LTMF y PMB-0285 con el control con N fueron las combinaciones con
mayor acumulacién de N, con valores cercanos a 2,25 g planta™. La fijacion de N
puede suponer del 35 al 70% del N de la planta (Hardarson y Atkins, 1993), por lo que
seria légico esperar que MSNod tuviese alguna correlacién con NMSA, aunque en este
ensayo no se ha observado.

El porcentaje medio de N en materia seca de semilla (PNMSS) esta
determinado por la variedad y las condiciones de cultivo (Mutschler y Bliss, 1981). En
regadio el porcentaje medio fue de 3,75% (Tabla 6.11). PHA-0471 y PMB-0285,
rondando el 4% de PNMSS, fueron significativamente superiores al resto de las
variedades. Las plantas inoculadas con EXIC, CNF42, CIAT899, EXIB, EG y la parcela
control con suplemento de N, tuvieron medias mayores de 3,74% y significativamente
superiores al resto. El maximo valor de 4,28% de PNMS lo alcanzé la combinacién
PHA-0471 con EXIC, que fue superior al obtenido por Escribano et al. (1997). PNMSS
fue un valor estable en todas las variedades y no fluctio en funciéon de MSS.

Existe un gran rango de producciones de N en la materia seca de semilla
(NMSS), que va de 0,12 a 3,83 g planta™ (Tabla 6.12). NMSS en regadio tuvo un valor
medio de 1,53 g planta™. PHA-0471 y PMB-0286 tuvieron medias significativamente
superiores de 2,22 y 1,96 g planta™, respectivamente. Las plantas inoculadas con
CIAT899, EXIC, EPOB y la parcela con suplemento de N tuvieron medias superiores a
1,70 g planta™. El maximo valor en regadio fue 3,83 g planta™ y lo alcanzé PHA-0471
con CIAT899. A pesar de que existen trabajos en guisante donde se han identificado
QTLs de acumulacién de N y de nodulacién en zonas muy cercanas (Beattie et al.,
2003, Bourion et al., 2010), solo se ha encontrado cierta correlacién positiva entre
NMSS y MSNod en las variedades PHA-0471 y PMB-0244 (Figura 6.4). La movilidad del
N estd regulado genéticamente (Vasilas et al., 1995), pero la mayor o menor
movilizacién del N no esta correlacionado con la produccién de semilla (Kurdali et al.,

1996).
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Tabla 6.11. Medias en regadio de las variedades y cepas del porcentaje de N en

materia seca semilla (PNMSS) (%). También aparece

significativa (LSD) para variedades y cepas.

la diferencia menos

PNMSS Cepa
Reg‘;’ dio SLL2 CIAT899 CFN42  EXIC EXIB EG g
PHA-0155 | 3,67 3,68 3,47 3,68 3,59 3,33 3,54
PHA-0432 | 3,45 3,97 4,18 3,83 3,83 3,72 3,77
PHA-0471 | 3,96 3,96 4,07 4,28 4,05 4,07 4,08
PHA-0483 | 3,35 3,81 3,56 3,65 3,69 3,56 3,53
PHA-0683 | 3,57 3,41 3,48 3,62 3,24 3,54 3,49
PMB-0220 | 3,68 3,84 4,16 3,88 3,92 3,74 3,84
PMB-0222 | 3,89 3,81 3,70 3,93 3,48 3,69 3,69
PMB-0244 | 4,12 3,81 3,70 4,23 4,14 3,90 3,82
PMB-0285 | 3,98 3,99 4,04 3,88 3,93 4,01 3,98
PMB-0286 | 3,59 3,66 3,72 3,89 3,80 3,88 3,76
Y 3,73 3,79 3,81 3,89 3,77 3,74 3,75 |
PNMSS Cepa
" , EF EPOB  APAFI  LTMF cC CN -
Regadio Y
PHA-0155 | 3,33 3,40 3,46 3,66 3,68 3,50 3,54
PHA-0432 | 3,48 3,85 3,90 3,78 3,41 3,90 3,77
PHA-0471 | 4,14 4,15 4,28 4,02 4,03 4,01 4,08
PHA-0483 | 3,84 3,18 3,41 3,49 3,03 3,84 3,53
PHA-0683 | 3,33 3,70 3,43 3,57 3,52 3,44 3,49
PMB-0220 | 3,53 3,95 3,81 3,69 3,85 4,03 3,84
PMB-0222 | 3,41 3,59 3,65 3,72 3,76 3,66 3,69
PMB-0244 | 3,89 3,61 3,44 3,69 3,76 3,56 3,82
PMB-0285 | 4,13 4,01 4,04 3,84 3,95 3,98 3,98
PMB-0286 | 3,93 3,83 3,76 3,70 3,55 3,85 3,76
Y 3,70 3,73 3,72 3,72 3,65 3,77 3,75 |
LSDysmeono= 0,15 LSDces= 0,16 =0,05
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Tabla 6.12. Medias en regadio de las variedades y cepas del contenido de N en
materia seca de semilla (NMSS) (g planta™). También aparece la diferencia menos
significativa (LSD) para variedades y cepas.

NMSS Cepa
frlenta) SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG _
Regadio Y
PHA-0155 | 1,15 2,06 1,54 1,74 1,20 1,18 | 1,50
PHA-0432 | 043 099 0,79 138 068 042 | 074
PHA-0471 | 1,67 3,83 295 155 2,11 161 | 2,22
PHA-0483 | 1,12 1,26 1,44 160 155 1,89 | 1,23
PHA-0683 | 1,69 1,97 167 169 088 1,71 | 1,63
PMB-0220 | 2,20 1,31 1,58 1,77 1,97 164 | 1,77
PMB-0222 | 1,22 1,47 1,70 184 1,71 2,31 | 1,77
PMB-0244 | 1,00 1,19 0,73 0,90 063 087 | 0,82
PMB-0285 | 1,42 1,37 1,27 1,71 215 096 | 1,62
PMB-0286 | 1,75 2,33 1,98 2,88 1,98 2,68 | 1,96
v 137 1,78 156 1,71 1,49 1,53 | 1,53
NMSS Cepa
rlents) EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN _
Regadio Y
PHA-0155 | 1,38 1,73 1,92 1,45 1,21 1,48 | 1,50
PHA-0432 | 043 080 0,76 069 034 120 | 0,74
PHA-0471 | 2,59 2557 2,10 227 085 2550 | 2,22
PHA-0483 | 0,71 090 059 0,74 067 231 | 1,23
PHA-0683 | 1,61 1,72 131 167 107 257 | 1,63
PMB-0220 | 1,37 1,71 1,67 1,83 1,02 311 | 1,77
PMB-0222 | 2,60 2,86 1,70 0,44 1,41 2,02 | 1,77
PMB-0244 | 066 076 0,78 033 037 1,66 | 0,82
PMB-0285 | 2,27 228 206 1,92 1,09 098 | 1,62
PMB-0286 | 1,23 249 1,60 0,72 1,01 2,89 | 1,9
v 148 1,78 145 120 090 207 | 153 |

LSDVAR\EDAD= 0,34

LSDCEPA= 0,38

a=0,05
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NIMISS (g) MSNod vs NMSS
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Figura 6.4: Relacidn NMSS vs MSNod de las variedades PHA-0471 y PMB-0244.

** p<001 y * P<0,01

La mdxima tasa de FBN se produce antes de la floracion, y fue en floracidn

cuando se determind NMSA, observandose que a mayor MSNod menor NMSA. Seria

I6gico pensar que MSNod actuaria como sumidero de N y solo cuando se inicia la fase

de llenado este N se movilizaria hacia los semillas.

El estrés hidrico supone en términos generales una disminucién del 46% de

MSA, situdndose la media de MSA en 18,67 g planta™ (Tabla 6.13). PHA-0471 a pesar

de sufrir una reducciéon de 22,50 g pIanta'1 se mantuvo, junto a la variedad PMB-0285,

PHA-0155 Y PMB-0286 como las variedades con mayor produccion de MSA.
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Tabla 6.13. Medias en sequia de las variedades y cepas de la produccidon de materia
seca aérea (MSA) (g planta™). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

MSA Cepa
(sg:ql:|; SLL2 CIAT899 CFN42  EXIC EXIB EG v
PHA-0155 | 28,50 19,05 20,70 23,73 28,04 21,53 | 25,14
PHA-0432 | 1591 10,30 12,75 12,61 12,07 866 | 11,29
PHA-0471 | 35,92 28,65 24,03 24,19 2532 22,46 | 26,53
PHA-0483 | 13,00 8,03 8,54 931 12,72 5,55 8,88
PHA-0683 | 18,81 13,50 14,99 1556 11,49 13,85 | 15,16
PMB-0220 | 10,82 12,19 14,80 17,28 20,32 19,34 | 18,25
PMB-0222 | 13,74 14,86 15,80 23,94 22,34 24,838 | 20,01
PMB-0244 | 19,63 7,41 9,82 14,72 12,38 13,55 | 11,75
PMB-0285 | 27,690 20,78 34,33 16,89 32,88 31,63 | 26,10
PMB-0286 | 32,23 13,65 19,75 30,61 24,64 3574 | 23,60
Y 21,62 14,84 17,55 18,88 20,22 19,72 | 18,67 |
MSA Cepa
(Sg:ql:la)\ EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN v
PHA-0155 | 22,45 24,61 36,36 3895 21,01 16,72 | 2514
PHA-0432 | 7,54 12,94 1538 13,24 5,14 8,95 | 11,29
PHA-0471 | 30,69 22,88 36,36 41,51 9,95 16,39 | 26,53
PHA-0483 | 7,42 8,49 10,06 10,39 5,84 7,27 8,88
PHA-0683 | 17,66 15,51 14,82 22,94 6,88 1591 | 15,16
PMB-0220 | 28,95 18,45 22,90 29,65 17,03 7,32 | 18,25
PMB-0222 | 32,20 28,08 17,49 20,42 11,78 14,55 | 20,01
PMB-0244 | 9,46 10,10 12,67 17,13 6,18 7,97 | 11,75
PMB-0285 | 13,54 30,06 36,88 42,68 1521 10,59 | 26,10
PMB-0286 | 22,79 32,89 31,28 13,15 11,63 14,81 | 23,60
Y 1927 20,40 23,42 2500 11,06 12,05 | 18,67 |
LSDyuniono= 2,34 LSDcgpa= 2,57 a=0,05
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Las plantas inoculadas con LTMF y APAFI son las de mayor MSA media, 25 g planta™,
mientras las plantas de los dos controles fueron significativamente inferiores a todas
las plantas inoculadas.

En condiciones de estrés hidrico los valores de MCS presentaron una
reduccion del 17 % (Tabla 6.14), aunque esta variacidon no fue uniforme para todas las
variedades. PHA-0471, PHA-0683, PMB-0222 y PMB-0285, tendrian una MCS estable
al estrés hidrico, pues las variaciones que se producen no llegan a ser significativas.
Singh (2007) interpreta que se debe a que el estrés hidrico produce un aborto parcial
de las semillas, que genera un mayor reparto de los fotosintetizados en las pocas
semillas que quedan. Algo similar afiade Sadras (2007) ya que observa que la poca
variabilidad en el tamafo de las semillas estd asociada con cierta plasticidad en el
numero de semillas por vaina. La estabilidad de MCS frente al estrés hidrico no esta
ligada al tamafio de semilla, ya que PMB-0222 tiene semillas grandes (40,57 g 100
semillas™) y tanto PMB-0285 como PMB-0286 tienen semillas pequefias (14,71 g 100
semillas™). Segin White y Gonzalez (1990), el pool genético representado por las
variedades de semilla pequefia han acumulado mayor cantidad de genes relacionados
con alta productividad en condiciones de estrés hidrico. La sequia supuso una
reduccidn en el rango de variacidn en cuatro puntos porcentuales y PHA-0483 fue la
gue mas concentrd sus valores, pasando de un CV de 40 % en regadio al 23 % en
condiciones de estrés hidrico. Las plantas inoculadas con LTMF, SLL2, EPOB, APAFI y
EF, fueron las que mayores valores de MCS obtuvieron. En cambio, el control con N al
sufrir una pérdida del 53% pasa a tener la media mas baja con 21,14 g 100 semillas™.
En trabajos previos, plantas abonadas con N sometidas a estrés hidrico también
sufrian reducciones similares que se atribuian a un cambio de sentido en balance del

N planta-suelo (Harper et al., 1989).
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Tabla 6.14 Medias en sequia de las variedades y cepas de la masa de 100 semillas (MCS)
(g 100semillas-'). También aparece la diferencia menos significativa (LSD) para
variedades y cepas.

MCS Cepa

¢ ;’;q":l'a "| su2 cATS99 CEN42  EXIC  EXIB EG v

PHA-0155 | 45,14 33,85 29,28 32,92 33,10 40,13 | 35,03
PHA-0432 | 46,80 24,46 2450 28,51 30,33 24,50 | 32,07
PHA-0471 | 17,56 12,29 9,61 11,62 12,78 13,16 | 13,07
PHA-0483 | 18,55 17,36 23,08 18,40 25,78 17,82 | 22,73
PHA-0683 | 36,68 23,44 28,03 30,59 28,78 41,13 | 34,99
PMB-0220 | 20,15 19,67 17,94 21,42 25,83 22,81 | 24,92
PMB-0222 | 50,43 34,99 59,87 49,66 38,00 28,38 | 40,57
PMB-0244 | 38,34 24,04 31,26 30,23 26,80 12,72 | 30,33
PMB-0285 | 17,09 12,26 17,07 9,03 11,06 14,39 | 14,71
PMB-0286 | 18,10 12,25 12,04 9,43 16,06 13,68 | 14,71

Y 30,88 21,46 25,27 24,18 24,85 22,87 26,31 |
MCS Cepa
(g100semillas™)
) EF EPOB APAFI LTMF cC CN _
Sequia Y

PHA-0155 41,91 40,47 37,03 22,73 34,82 28,92 35,03
PHA-0432 47,44 32,71 50,01 21,71 31,00 22,90 32,07
PHA-0471 14,63 9,43 12,69 14,48 14,49 14,15 13,07
PHA-0483 15,13 30,17 24,27 30,81 26,79 24,62 22,73
PHA-0683 32,52 47,57 38,54 46,34 41,43 24,84 34,99
PMB-0220 37,97 14,69 33,94 39,44 19,40 25,75 24,92
PMB-0222 47,67 43,32 24,84 55,83 30,33 23,51 40,57
PMB-0244 24,52 41,81 35,96 47,32 31,41 19,52 30,33
PMB-0285 12,76 18,46 12,29 21,52 17,72 12,87 14,71
PMB-0286 15,20 17,54 21,08 14,32 12,49 14,36 14,71
Y 28,98 29,62 29,06 31,45 25,99 21,14 26,31 |
LSDysmeono= 4,88 LSDcgpa= 5,35 0=0,05
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Las plantas en condiciones de estrés hidrico tuvieron un indice de intensidad
de sequia (DIl) de 0,51, o lo que es lo mismo, una reduccidon de MSS del 51 % (Tabla
6.15). Existe una relacién muy estrecha entre MSS, VPP y MCS. En ambiente con
estrés hidrico la variedad con mayor MSS sigue siendo PHA-0471 con 27,41 g planta™.
PHA-0432 fue la mas tolerante al estrés hidrico con solo un 33 % de reduccidn, pero a
pesar ello sus 12,97 g planta™ de MSS resultaron ser el valor mas bajo, junto con PMB-
0244. PMB-0286 con 24,65 g planta™, seria la variedad mas sensible al estrés hidrico
pues fue la que experimenta la mayor reducciéon de MSS, con una bajada de 18,98
vainas planta™. Las plantas inoculadas con LTMF alcanzaron el mayor valor medio con
25,40 g planta™, y con PMB-0220 registraron el valor maximo de MSS, 52,88 g
planta-'. En cambio, las plantas de los dos controles se encuentran entre los que
registraron los valores mas bajos de MSS.

El estrés hidrico es una de las principales causas de fallo en la nodulacién,
afectando a cada uno de los estados de la simbiosis, ademas de limitar el crecimiento
y la supervivencia en el suelo del Rhizobium (Hungria et al., 2000; Mnasri et al., 2007).
En este ensayo, la nodulacidn no se vio afectada por el estrés hidrico, pues no se
produjo hasta 35 dias después de la siembra (DAS). Los nédulos de la nodulacidon
primaria ya pueden ser contabilizados en los 14 DAS (Kipe-Nolt et al., 1993). Una vez
formados los nédulos, el estrés hidrico no afecta tanto a nuNod como a MSN, aunque
si existe una disminucion en la tasa de FBN (Sinclair et al., 1987). El mantener intacto
nuNod y MSN supone una ventaja competitiva, ya que pasado el estrés la planta
puede recuperar su actividad de fijacion de N (Pfeiffer et al., 1983). El estrés hidrico
supone para todas las variedades un aumento en el nimero de nédulos por planta,
aunque este aumento solo puede considerarse significativo en tres variedades: PHA-
0432, PHA-0683 y PMB-0285 (Tabla 6.16). En algunas variedades como PHA-0683,
supone un aumento de 74 nddulos planta™ que la sitda con 98,65 ndédulos planta™

como la variedad con mayor nodulacidn, pero no seria significativamente diferente a
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Tabla 6.15. Medias en sequia de las variedades y cepas de la produccién de materia
seca semilla (MSS) (g planta™). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

MSS Cepa

(;::::i; SLL2 CIAT899 CFN 42 EXIC EXIB EG v
PHA-0155 | 21,34 18,84 13,23 15,54 15,68 17,70 16,75
PHA-0432 13,49 9,18 9,05 11,40 10,10 13,75 12,97
PHA-0471 31,71 18,33 46,31 25,72 19,07 30,71 27,41
PHA-0483 18,39 9,75 17,57 10,88 13,65 15,70 15,86
PHA-0683 14,49 12,07 25,74 27,73 20,96 20,62 20,69
PMB-0220 13,78 15,32 22,16 20,04 10,94 23,27 22,48
PMB-0222 31,63 28,64 30,89 42,29 22,71 21,18 27,34
PMB-0244 | 10,15 3,05 6,41 10,53 8,95 3,97 7,74
PMB-0285 | 21,70 24,79 20,82 16,91 18,96 16,22 22,72
PMB-0286 | 20,60 23,11 16,53 20,03 23,53 28,21 24,65

Y 19,73 16,31 20,87 20,11 16,46 19,13 19,86 |

MSS Cepa

(gplanta™)

, EF EPOB APAFI LTMF Ccc CN _
Sequia Y
PHA-0155 15,90 22,50 15,09 15,70 21,03 8,42 16,75
PHA-0432 24,46 8,64 20,78 12,02 9,41 13,33 12,97
PHA-0471 | 29,06 19,09 22,68 31,02 24,29 30,89 27,41
PHA-0483 7,66 15,05 15,31 25,43 20,60 20,35 15,86
PHA-0683 16,97 21,36 27,51 20,09 20,88 19,86 20,69
PMB-0220 | 41,94 10,29 32,44 52,88 14,32 12,37 22,48
PMB-0222 | 37,37 23,55 26,46 30,03 17,57 15,73 27,34
PMB-0244 4,56 9,57 12,57 9,54 5,60 7,96 7,74
PMB-0285 21,40 33,24 16,50 33,99 21,91 26,19 22,72
PMB-0286 | 26,16 23,74 45,15 23,30 17,06 28,40 24,65
Y 22,55 18,70 23,45 25,40 17,27 23,35 19,86 |

LSD.smone= 5,72 LSDcepa= 6,27 a=0,05
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Tabla 6.16. Medias en sequia de las variedades y cepas del nimero de nddulos por
planta (nuNod). También aparece la diferencia menos significativa (LSD) para
variedades y cepas.

nuNod Cepa
Sequia SLL2 CIAT899 CFN42  EXIC EXIB EG v
PHA-0155 | 19,83 9,67 101,83 13,50 45,33 22,83 | 41,96
PHA-0432 | 80,50 27,00 22,50 65,67 41,67 89,67 | 48,24
PHA-0471 | 18,83 22,00 33,33 78,50 35,83 41,00 | 35,43
PHA-0483 | 25,00 14,33 30,33 11,00 21,33 16,83 | 24,15
PHA-0683 | 55,00 42,00 63,00 159,67 243,00 65,67 | 98,65
PMB-0220 | 31,33 25,50 99,00 55,33 48,83 32,83 | 43,72
PMB-0222 | 69,83 112,83 82,00 45,83 82,00 16,50 | 63,33
PMB-0244 | 35,83 18,00 13,33 26,83 11,00 48,83 | 26,56
PMB-0285 | 77,33 156,17 30,00 93,33 92,67 71,17 | 87,28
PMB-0286 | 60,33 37,17 82,67 107,17 76,33 68,17 | 75,14
Y 47,38 46,47 55,80 65,68 69,80 47,35 | 54,45 |
nuNod Cepa
) EF EPOB  APAFI  LTMF cC CN i,
Sequia Y
PHA-0155 | 37,67 66,00 20,67 56,67 100,00 9,50 | 41,96
PHA-0432 | 66,00 36,00 26,50 18,00 83,17 22,17 | 48,24
PHA-0471 | 51,17 18,17 42,17 35,67 25,00 23,50 | 35,43
PHA-0483 | 20,83 46,17 20,33 17,00 60,67 6,00 | 24,15
PHA-0683 | 117,00 49,33 159,67 65,00 73,33 91,17 | 98,65
PMB-0220 | 71,00 22,83 25,83 32,67 46,83 32,67 | 43,72
PMB-0222 | 26,17 38,17 78,67 73,83 5583 7833 | 63,33
PMB-0244 | 8,550 35,00 56,83 14,58 34,50 15,50 | 26,56
PMB-0285 | 56,17 119,67 78,17 98,00 73,17 101,50 | 87,28
PMB-0286 | 56,50 72,00 97,67 46,00 108,67 89,00 | 75,14
Y 51,10 50,33 60,65 4574 66,12 46,93 | 54,45 |
LSDuuseonc= 29,94 LSD¢gpa= 32,80 a=0,05
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PMB-0285, PMB-0286 y PMB-0222. En sequia, la variabilidad de los datos de cada
cepa fue tan grande, que a pesar de existir un rango entre 45,74 y 69,80 ndédulos
planta™, no existen diferencias significativas entre las plantas inoculadas y las de los
controles. El valor maximo en condiciones de estrés hidrico fue 243 nédulos planta™
que fue alcanzado por la combinacién PHA-0683 con la cepa EXIC.

Las condiciones de estrés hidrico, también supone un aumento medio de
MSNod del 87 %, aunque solo puede considerarse significativo el aumento en PHA-
0683 (Tabla 6.17). Las variedades con mayor MSNod siguen siendo la PMB-0286 y
PMB-0285, con MSNod superiores a los 45 mg planta™, también fueron las que
registraron los valores mas altos en el control de N, 71,65 y 76,60 mg planta™, que en
vez de inhibir el crecimiento de nddulos, actué como “starter”. Entre plantas
inoculadas no destacé ninguna cepa, y entre las plantas inoculadas y los controles no
hubo diferencias significativas. EXIB y PHA-0683 con 161,07 mg planta™ alcanzé el
mayor valor de MSN.

Las plantas sometidas a estrés hidrico reducen de forma drastico el rendimiento en
produccién de MSS, pasando de 1,39 g MSS mg™ MSNod a 0,36 g MSS mg MSNod ™,
lo que supone una reduccién del 64% en el rendimiento de la MSNod. Al disminuir los
rendimientos, se redujeron el nUmero de grupos a cinco, pero se mantuvo la misma
tendencia que en regadio por la cual a mayor MSNod menor rendimiento en la
produccién de MSS (Figura 6.5). El primer grupo, con rendimientos entre 0,01y 0,99 g
MSS mg™" MSNod y el méas numeroso (56 combinaciones cepa-variedad), no guardé
ninguna linealidad MSNod y MSS. El segundo grupo lo forman aquellas combinaciones
que tuvieron unos rendimientos de 1,00 a 1,99 g MSS mg” MSNod, en este grupo
empieza a verse una mayor correlacién entre MSNod y MSS (R2:0,792) pero sin ser
significativa. En la Figura 6.6 aparecen las graficas MSNod vs MSS de los grupos 3y 4
donde se observar la relacion lineal entre MSNod y MSS. La pendientes de las rectas

de regresién varian de forma creciente de 2,224 a 3,440 para los grupos 3 y 4.
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Tabla 6.17. Medias en sequia de las variedades y cepas de materia seca nodular por
planta (MSNod) (mg planta™). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

MSNod Cepa

(,;ge.,::;a) SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG g

PHA-0155 | 8,35 10,75 114,37 14,97 31,53 9,83 | 32,84
PHA-0432 | 2420 2,70 522 2463 3,28 24,93 | 12,26
PHA-0471 | 10,07 7,27 11,65 71,85 9,33 21,88 | 18,40
PHA-0483 | 7,88 1,40 265 627 452 545 | 835
PHA-0683 | 1553 4,08 18,40 30,07 161,07 6,57 | 39,21
PMB-0220 | 15,18 10,50 130,63 33,15 18,95 8,70 | 34,97
PMB-0222 | 30,32 79,55 15,07 16,12 36,68 4,13 | 28,32
PMB-0244 | 4,60 1500 12,35 567 358 4,77 | 6,55
PMB-0285 | 23,12 9460 1033 72,78 27,82 25,30 | 45,47
PMB-0286 | 43,73 10,42 47,83 50,32 18,48 26,20 | 46,02

v 18,30 23,63 3685 32,58 3153 13,78 | 27,24 |
MSNod Cepa
(m, lanta™

seienta) EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN )
Sequia Y

PHA-0155 29,42 58,43 16,12 30,52 65,68 4,13 32,84
PHA-0432 20,45 9,68 8,40 2,23 19,03 2,37 12,26
PHA-0471 22,20 12,23 15,53 18,05 12,20 8,48 18,40
PHA-0483 3,32 27,88 15,63 13,62 11,00 0,55 8,35
PHA-0683 54,90 5,88 101,05 15,35 13,92 43,67 39,21
PMB-0220 | 101,47 8,10 17,45 15,60 46,97 12,97 34,97
PMB-0222 35,88 4,05 20,00 46,55 31,75 19,78 28,32
PMB-0244 5,52 3,02 15,07 1,23 2,88 4,97 6,55
PMB-0285 27,55 76,80 50,58 38,73 26,32 71,65 45,47
PMB-0286 34,13 63,63 63,27 31,37 86,27 76,60 46,02
Y 33,48 26,97 32,31 21,33 31,60 24,52 27,24 |
LSDyumeono= 21,37 LSDcepa= 23,41 a=0,05
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Miss/MSNod MSNod vs MSS/MSNod en sequia
(gmeg?)
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Figura 6.5. Grafica de MSNod vs rendimiento de MSS/MSNod en sequia en escala
logaritmica. Grupo 1 corresponde a las rendimientos 0-0,99 g mg'l. Grupo 2
corresponde a las rendimientos 1,00-1,99 g mg'l. Grupo 3 corresponde a las
rendimientos 2,00-2,99 g mg ™. Grupo 4 corresponde a las rendimientos 3,00-3,99 g
mg'l. Grupo 5 corresponde a las rendimientos 4,00-9,99 g mg'1

Entre el dia 55 y 75 después de la plantacion, el 88% de las demandas de N de
las vainas provienen de la fijacidon bioldgica de N (Kumarasinghe et al., 1992). Las

plantas que han sufrido estrés hidrico en este intervalo del ciclo de la planta,

experimentan ademds de una disminucion en la MS total de la planta, una importante
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Grupo 3:2,00-2,99 g MSS mg* MSNod
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Grupo 4: 3,00 - 3,99 g MSS mg* MSNod
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Figura 6.6. MSNod vs MSS en sequia. Grupo 3 corresponde a las rendimientos 2,00 —
2,99 g mg™. Grupo 4 corresponde a las rendimientos 3,00 — 3,99 g mg™.
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disminuciéon de NMSS debido a la disminuciéon en la actividad de la nitrogenasa
(Ramos et al., 1999; Mabhieu et al., 2008). PNMSA medio en sequia fue 2,65% (Tabla
6.18), lo que supone una reduccién del 16% respecto a los valores en regadio, y afecto
mas a las variedades con mayor PNMSA en regadio. PMB-0286, PHA-0471 y
PMB-0220 fueron las que experimentaron una menor reduccién y las que poseen los
mayores PNMSA en condiciones de estrés hidrico. No existen diferencias significativas
entre las plantas inoculadas o entre estas y los controles. LTMF con PMB-0286 con
3,38% fue el maximo PNMSA en sequia. Como ocurria en regadio PNMSA puede ser
muy estable y no variar al aumentar MSA como PMB-0285, o puede disminuir al
aumentar la MSA como le ocurre a PHA-0471. El PNMSA de PMB-0222, PMB-0244,
PMB-0285 y PMB-0286, en los dos tratamientos fueron independiente del MSA, por lo
que el N en estas variedades fue un factor limitante. En cambio, PHA-0471 y PHA-
0483, el N en regadio no fue un factor limitante pero en condiciones de estrés hidrico
si lo fue. Y caso contrario ocurrié con PHA-0155, PHA-0683 y PMB-0220, en el que la
sequia alteraria la particion de N de forma que dejaria de ser limitante para el
crecimiento de la parte aérea de la planta.

El estrés hidrico supone una reduccién de mas del 50% del NMSA (Tabla 6.19)
y afecta por igual a casi todas las variedades, debido a la fuerte interaccidon C/N. La
planta sujeta a estrés hidrico limita el flujo de C hacia los ndédulos lo que provoca un
declive en la fijacion de N (Galvez et al., 2005). A pesar de ser PHA-0471 y PHA-0285,
las variedades con mayores pérdidas en sequia, siguen manteniendo el NMSA mas
alto. Las plantas inoculadas con LTMF siguen registrando el valor mds alto de NMSA,
pero fueron significativamente iguales a las inoculadas con APAFI. Los dos controles y
las plantas inoculadas con CIAT899 fueron las que tuvieron un valor
significativamente inferior, comprendidos entre 0,28 y 0,38 g pIanta"l. LTMF con PMB-

0285 obtuvo el maximo valor para este parametro, con 1,17 g planta™.
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Tabla 6.18. Medias en sequia de las variedades y cepas del porcentaje de N en
materia seca aérea (PNMSA) (%). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

PNMSA Cepa
Se(:i“,a SLL2 CIAT899 CFN42  EXIC EXIB EG g

PHA-0155 | 2,07 2,09 2,40 1,99 2,49 2,44 2,28
PHA-0432 | 2,65 2,72 2,64 2,67 2,70 2,88 2,73
PHA-0471 | 2,75 2,77 2,91 2,74 2,66 2,73 2,80
PHA-0483 | 2,26 2,62 2,63 2,64 2,44 2,61 2,57
PHA-0683 | 2,27 2,74 2,74 2,69 2,48 2,71 2,60
PMB-0220 | 3,23 2,41 2,77 2,73 2,82 2,98 2,78
PMB-0222 | 2,94 2,37 2,23 2,89 2,90 2,71 2,72
PMB-0244 | 2,49 2,09 2,52 2,42 2,43 2,66 2,45
PMB-0285 | 2,65 2,76 2,77 2,69 2,76 2,87 2,73
PMB-0286 | 2,59 2,90 2,86 2,88 2,52 3,01 2,82

Y 2,59 2,55 2,65 2,63 2,62 2,76 2,65 |
PNMSA Cepa
(%)
i EF EPOB APAFI LTMF cc CN _
Sequia Y

PHA-0155 | 2,39 2,47 2,06 2,19 2,43 2,33 2,28
PHA-0432 | 2,78 2,72 2,81 2,77 2,65 2,73 2,73
PHA-0471 | 2,82 2,80 2,69 2,57 3,12 3,03 2,80
PHA-0483 | 2,80 2,60 2,52 2,46 2,62 2,64 2,57
PHA-0683 | 2,61 2,44 2,66 2,41 2,72 2,75 2,60
PMB-0220 | 2,57 2,88 3,09 2,93 2,26 2,63 2,78
PMB-0222 | 3,06 2,77 2,49 3,09 2,34 2,85 2,72
PMB-0244 | 2,57 2,56 2,40 2,49 2,38 2,43 2,45
PMB-0285 | 2,82 2,58 2,72 2,74 2,78 2,64 2,73
PMB-0286 | 3,08 2,71 2,57 3,38 2,50 2,83 2,82

Y 2,75 2,65 2,60 2,70 2,58 2,69 2,65 |

LSD e 0,15 LSDcgps= 0,17 =0,05
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Tabla 6.19. Medias en sequia de las variedades y cepas del contenido de N en
materia seca aérea (NMSA) (g planta™). También aparece la diferencia menos
significativa (LSD) para variedades y cepas.

NMSA Cepa
‘;:q;I; SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG v
PHA-0155 | 0,59 0,38 049 046 0,70 053 | 0,57
PHA-0432 | 044 028 034 033 033 025 | 031
PHA-0471 | 099 079 070 o065 067 061 | 0,73
PHA-0483 | 029 021 023 024 031 014 | 023
PHA-0683 | 043 037 041 041 029 038 | 0,39
PMB-0220 | 030 029 041 047 057 060 | 0,51
PMB-0222 | 023 035 035 069 065 066 | 0,54
PMB-0244 | 049 015 025 036 030 036 | 0,29
PMB-0285 | 0,73 057 09 048 091 091 | 071
PMB0286 | 0,83 040 057 088 063 1,07 | 066
v 053 038 047 050 053 055 | 049 |
NMSA Cepa
flant) EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN _
Sequia Y
PHA-0155 | 0,54 060 0,75 085 052 039 | 0,57
PHA-0432 | 020 035 043 036 0,14 024 | 031
PHA-0471 | 0,86 064 098 106 032 049 | 073
PHA-0483 | 021 022 o026 026 0,15 0,19 | 0,23
PHA-0683 | 043 038 039 055 0,19 044 | 0,39
PMB-0220 | 075 054 0,72 085 038 0,19 | 0,51
PMB-0222 | 098 0,78 043 063 027 042 | 054
PMB-0244 | 024 026 030 042 0,15 0,19 | 0,29
PMB-0285 | 037 078 100 1,17 043 027 | 071
PMB-0286 | 069 089 080 041 029 041 | 0,66
v 053 054 061 066 028 032 | 049 |
LSDyueone= 0,07 LSD¢epa= 0,07 a=0,05
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El PNMSS fue bastante estable ante el estrés hidrico (Pefia-Cabriales y
Castellanos, 1993), en el presente ensayo la sequia supone solo una disminucion del
4%. (Tabla 6.20) PHA-0220, PHA-0432 y PHA-0471 fueron variedades con PNMSS
mayor del 3,75%. Las plantas del control de N con 3,84 %, alcanzaron el valor maximo,
pero no fueron significativamente superiores a las plantas inoculadas con EPOB. Las
combinaciones con mayor PNMSS fueron SLL2 con PMB-0220 y el control de N con
PHA-0432, con valores superiores a 4,40 %.

El estrés hidrico supone una reduccién del 53% en el NMSS, que equivale a
0,73 g planta” de media (Tabla 6.21). Este descenso se debe principalmente la
reduccién del 51% de MSS, ya que el porcentaje de N en semilla (PNMSS) apenas se
ve afectado por el estrés hidrico. Las variedades que en regadio tenian los mayores
valores de NMSS fueron las que experimentaron reducciones superiores a 1 g N
planta™. PMB-0471 y PHA-0222, fueron significativamente superiores al resto y PMB-
0220 con LTMF consigue la méaxima produccién con 1,97 g N planta™.

En condiciones de estrés hidrico, existe una menor dispersion de los datos de
NMSA y NMSS, si se comparan con los de regadio, y la menor dispersién favorece la
correlacion lineal entre las dos variables. La mayor correlacidn entre NMSA y NMSS
puede deberse a que la escasez de N producida por el estrés hidrico, obligue a la
planta a un uso mas eficiente del N. En la Figura 6.7 se pueden observar las rectas de
regresion entre NMSA y NMSS, para las distintas combinaciones agrupadas segun sus
valores de NHI. En la Tabla 6.22 aparecen los valores medios de cada uno de los
grupos, y se puede observar que el intervalo 0,00 — 0,99 corresponde a plantas con
alta MSA pero poca productividad. En cambio, las combinaciones del grupo 3,00 -
5,50 corresponden a plantas con poca MSA pero muy productivas. Esto induce a
pensar que las plantas con mayores NHI tienen una mayor capacidad de movilizacién

de fotoasimilados que los que presentan un menor NHI.
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Tabla 6.20. Medias en sequia de las variedades y cepas del porcentaje de N en
materia seca grano (PNMSS) (%). También aparece la diferencia menos significativa
(LSD) para variedades y cepas.

PNMSS Cepa
Se‘qA’Ll,a SLL2 CIAT899 CFN42  EXIC EXIB EG v
PHA-0155 | 3,00 3,14 3,32 3,05 3,18 3,00 3,18
PHA-0432 | 3,67 3,48 3,75 4,04 3,89 4,05 3,85
PHA-0471 | 3,44 3,85 3,89 3,74 3,71 3,65 3,77
PHA-0483 | 3,02 3,09 3,09 3,29 3,06 3,21 3,15
PHA-0683 | 3,22 3,49 3,30 3,43 3,33 3,20 3,38
PMB-0220 | 4,48 3,87 3,82 3,75 3,75 3,70 3,90
PMB-0222 | 3,50 3,55 3,47 3,37 3,62 3,50 3,62
PMB-0244 | 3,65 3,77 4,02 3,54 3,75 3,41 3,77
PMB-0285 | 3,84 3,89 3,70 3,42 3,71 3,59 3,75
PMB-0286 | 3,64 3,66 3,66 3,58 3,57 3,52 3,68
Y 3,55 3,58 3,60 3,52 3,56 3,48 3,60 |
PNMSS Cepa
" EF EPOB  APAFI  LTMF cc CN i,
Sequia Y
PHA-0155 | 3,15 3,43 3,00 3,27 3,47 3,12 3,18
PHA-0432 | 3,77 3,97 3,86 3,61 3,76 4,40 3,85
PHA-0471 | 3,70 3,98 3,91 3,76 3,89 3,77 3,77
PHA-0483 | 3,37 3,08 3,09 2,83 3,18 3,47 3,15
PHA-0683 | 3,38 3,37 3,32 3,35 3,45 3,73 3,38
PMB-0220 | 3,86 4,00 3,82 3,74 4,05 3,90 3,90
PMB-0222 | 3,64 3,98 3,57 3,74 3,50 3,98 3,62
PMB-0244 | 3,96 3,78 3,79 3,72 3,80 4,05 3,77
PMB-0285 | 3,76 3,82 3,77 3,77 3,55 4,20 3,75
PMB-0286 | 3,89 3,73 3,57 4,13 3,45 3,78 3,68
Y 3,65 3,71 3,57 3,59 3,61 3,84 3,60 |
LSDuseonc= 0,15 LSD¢epa= 0,16 a=0,05
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Tabla 6.21. Medias en sequia de las variedades y cepas del contenido de N en
materia seca aérea (NMSS) (g planta™). También aparece la diferencia menos
significativa (LSD) para variedades y cepas.

NMSS Cepa
flanc) SLL2 CIAT899 CFN42 EXIC  EXIB EG _
Sequia Y
PHA-0155 | 0,64 0,60 0,44 0,47 0,50 0,54 0,54
PHA-0432 | 0,50 0,31 0,35 0,47 0,39 0,55 0,48
PHA-0471 1,10 0,71 1,80 0,96 0,71 1,12 1,03
PHA-0483 | 0,52 0,30 0,54 0,35 0,42 0,51 0,50
PHA-0683 | 0,48 0,42 0,85 0,94 0,73 0,65 0,70
PMB-0220 | 0,57 0,59 0,84 0,72 0,41 0,86 0,86
PMB-0222 | 1,11 1,02 1,08 1,44 0,82 0,74 0,98
PMB-0244 | 0,37 0,12 0,26 0,37 0,34 0,13 0,31
PMB-0285 | 0,82 0,87 0,76 0,59 0,70 0,58 0,85
PMB-0286 | 0,75 0,87 0,61 0,71 0,84 0,99 0,91
Y 0,69 0,58 0,75 0,70 0,59 0,67 0,72

NMSS Cepa

(gplanta™)
. EF EPOB  APAFI  LTMF cC CN _
Sequia Y
PHA-0155 | 0,51 0,77 0,46 0,51 0,73 0,27 0,54
PHA-0432 | 0,69 0,34 0,80 0,43 0,36 0,60 0,48
PHA-0471 1,07 0,75 0,87 1,17 0,95 1,16 1,03
PHA-0483 | 0,26 0,46 0,47 0,72 0,67 0,74 0,50
PHA-0683 | 0,59 0,71 0,91 0,68 0,72 0,73 0,70
PMB-0220 | 1,62 0,41 1,23 1,97 0,58 0,48 0,86
PMB-0222 | 1,38 0,92 0,95 1,11 0,62 0,61 0,98
PMB-0244 | 0,18 0,56 0,48 0,36 0,21 0,32 0,31
PMB-0285 | 0,81 1,27 0,63 1,29 0,79 1,10 0,85
PMB-0286 | 0,99 0,89 1,61 0,99 0,59 1,10 0,91
Y 0,81 0,71 0,84 0,92 0,62 0,71 0,72 |

LS DVARIEDAD= O, 2 2

LSDCEPA= 0,24

a=0,05
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Figura 6.7. Relaciéon NMSA vs NMSS en sequia para combinaciones agrupadas segun

su NHI.

Tabla 6.22. Valores medios de las combinaciones correspondientes agrupados por
intervalos de NHI. N2: nimero de combinaciones que pertenecen a cada grupo R’:

coeficiente de determinacion de la recta de regresion.

Intervalo
0,00 0,99
1,00 1,49
1,50 1,99
2,00 249
2,50 2,99
3,00 5,50

Ne MSA MSS NMSA NMSS NHI R
23 25,73 14,58 0,68 0,53 0,78 0,84
37 20,45 17,93 0,54 0,64 1,26 0,93
22 16,81 19,98 0,44 0,72 1,72 0,84
16 16,16 25,41 0,44 0,93 2,24 0,94
9 14,29 26,14 0,39 0,96 2,76 0,95
13 10,38 23,34 0,26 0,84 3,94 0,44
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Como se puede observar en la Figura 6.8 existe una relacion lineal muy significativa
entre MSS y NMSS. Araudjo y Grandi Teixeira (2003) descubrieron que ademas de
existir una correlacién grande y positiva entre MSS y NMSS, también se da esa
relacion con el P total en MSS. Por lo que se puede asumir que la mayor o menor FBN

determinara una mayor o menor producciéon de MSS.

NMSS vs MISS en sequia

MSS
(gplanta?)

60

y=26,285x+ 1,0457
R2= 0,9652%**

50

40

30

20

10

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

NMSS
(gplanta?)

Figura 6.8. Relacion NMSS vs MSS en sequia. *** P<0,0001
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7. Discusion General

7. Discusion General.

7.1 Evaluacion de variedades en condiciones de estrés hidrico.

Algunos autores (Bliss, 1993; Urrea et al., 2009) atribuyen como responsables
de la baja heredabilidad de la tolerancia al estrés hidrico, a los altos valores del efecto
del ambiente y de la interaccidn genotipo*ambiente que se detecta en los ensayos de
campo. Por su parte la técnica de seleccion basada en marcadores moleculares (MAS)
gue se muestra eficaz en caracteres con baja heredabilidad, tampoco ha dado buenos
resultados debido en parte a la importancia que tiene esta interaccion
genotipo*ambiente, ademds de la inconsistencia en las repeticiones y el gran nimero
de genes relacionado con la produccién de semilla (Ishitani et al., 2004; Miklas et al.,
2006). Esto provoca una falta de precision en la identificacion de los QTLs
relacionados con la produccion de semilla (Ashraf, 2010), que hace que la técnica de
marcadores moleculares no obtenga los resultados esperados. Por ello, muchos
autores sostienen que un mejor entendimiento de la interaccién genotipo-ambiente
(Blum, 1996; Beaver y Osorno, 2009) redundaria en una mejor estimacion del efecto
del genotipo.

La interaccidn genotipo*ambiente tiene una naturaleza multidimensional por
lo que resulta mas facil abordar de forma particular para cada uno de los siguientes
efectos:

e Estrés térmico

e Nivel de N del suelo

e Poblaciones indigenas de Rhizobium
e Niveles de P del suelo

e Niveles de Al en el suelo

e Fotoperiodo
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Estrés térmico

Este parametro es dificil de controlar en el campo, por lo que es
necesario hacer repeticiones en varios anos, de forma que ademas del efecto
afio (la diferencia de radiacion, plagas, etc.) se pueda incluir un efecto estrés
térmico, cuantificado por el ndmero de dias con temperaturas minimas
superiores a 20 °C. Un ejemplo serian los datos obtenidos en el experimento 1
y 3 efectuados en Salceda en los afios 2006 y 2009 respectivamente. A pesar
de que no se utilizaron las mismas parcelas, estas tenian condiciones
agronomicas similares (Anexo 3). En el experimento 1 se registraron 8 dias de
estrés térmico y en el experimento 3 solo uno. Comparando los datos de
estos ensayos, PHA-0155 en el 2006 mostrd sensibilidad al estrés térmico y
vio sensiblemente reducida su produccion.

Es interesante la seleccidn sin estrés térmico, pues de esta forma se
puede disponer de toda la variabilidad para la tolerancia al estrés hidrico.
Posteriormente las lineas seleccionadas pueden cruzase con cultivares y lineas
con tolerancia al estrés térmico (Rosas et al. 2000; Porch 2006; Beaver et al.,

2009).

Niveles de N en suelo

A la hora de realizar un ensayo es interesante saber los niveles de N
de los que se parte. Pues como se vio en el experimento 3, hay variedades en
las que sus producciones tienen una gran respuesta al N, que puede
confundirse con una falsa tolerancia al estrés hidrico y aumentando la
interaccion genotipo*ambiente. Tampoco es bueno seleccionar plantas en
suelos con niveles muy bajos de N, pues la planta puede tener problemas en

las fases iniciales de su crecimiento como ocurrié al inicio del experimento 2.
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El control cero del experimento 3 en vez de valorar el crecimiento de
las plantas con el N del suelo, valoraba ademas la FBN de las cepas
autoctonas. Para poder evaluar de forma mas precisa el N del suelo, podria
incluirse un control sin FBN aplicando algun tipo de producto bactericida a la

raiz que no fuese fitotoxico para la planta.

Poblaciones de Rhizobium.

Como se ha visto en los experimentos 2 y 3 no existe una cepa que
obtenga la mayor productividad con todas las variedades, lo que implica que
en todo ensayo existira una importante interaccién genotipo*indculo.

El crecimiento de las cepas inoculadas estan muy influenciadas por el
pH del suelo (Wakelin et al., 2008) y por los niveles de P en el suelo (Vadez y
Devron, 2001; Tang et al. 2001; Remans et al 2007). Asi pues, un indculo
elegido puede ser compatible con una variedad, y en determinadas
condiciones de suelo puede tener problemas de adaptacién (Latour et al.,
1999) y permitir que las poblaciones nativas Rhizobium, con menor capacidad
de FBN, sean las que finalmente colonicen la planta (Romdhane et al., 2008).
Si se da esta circunstancia aumentard la variabilidad de la produccién del
indculo y por tanto aumentara la interaccion inéculo*ambiente, para evitar
este extremo seria importante evitar parcelas que muestren estas

limitaciones.

Niveles de P en Suelo
La baja fertilidad en P en los suelos esta muy extendida y es frecuente
gue coincida con situaciones de estrés hidrico. En ninguno de los experimento

se han dado condiciones de déficit de P, lo cual en caso de darse podria
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interferir de forma negativa en variedades potencialmente resistentes al
estrés hidrico.

Los mejoradores han seleccionado variedades adaptadas a
condiciones de déficit de P (Beebe et al. 2008; Lynch 2007). Pero los
programas de mejora que intentan obtener variedades tolerantes a ambas
condiciones, son complicados. Lynch y Brown (2001) observaron que la
arquitectura ideal de la raiz adaptada a suelos con bajo niveles de P, es
aquella que optimiza la adquisicién de nutrientes a menor coste metabdlico,
gue coincide con variedades con raices superficiales. Pero la seleccidén en este
sentido va en contra de una mayor capacidad de la planta de buscar agua en

capas mas profundas y por tanto de tolerar el estrés hidrico.

Niveles de Al en Suelo

Este parametro también hay que tenerlo en cuenta, pues puede
haber problemas de toxicidad a pH inferiores a 4,5. En el campo de ensayo de
Pontevedra 2006 fue necesario la correccién del pH con caliza, para evitar

interferencias por la toxicidad del Al.

Fotoperiodo

Algunas variedades de origen Andino pueden mostrar problemas de
adaptacion debido a su sensibilidad al fotoperiodo (Acosta-Gallegos et al.,
1996) que se traduce en una baja de productividad y un escaso llenado de
vaina, cuando estas variedades se siembran en épocas tardias. Gu et al. (1998)
han identificado con RAPDs, en lineas de origen Andino, marcadores unidos a
los genes recesivos Ppd y Hr que proporcionan insensibilidad al fotoperiodo.
En caso de elegir un progenitor de origen Andino, seria interesante probar su

produccién tardia o determinar si posee los marcadores citado.
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Como consecuencia del andlisis anterior la Unica forma abordar Ia
disminucién de la interaccidon genotipo*ambiente en un ensayo de sequia en varios
ambientes seria la de intentar controlar los factores antes citados y mantenerlos en
unos umbrales minimos en los que no suponga una limitacidn para la produccidn de la
planta, para que los genotipos mas tolerantes al estrés hidrico se expresen

plenamente y puedan ser seleccionados.

7.2 Mejora de FBN en condiciones de estrés hidrico.

En suelos de baja fertilidad la FBN es la fuente principal de N de la planta. En
el experimento 3 se observd una relacion lineal entre NMSS y MSS, de forma que el N
es un factor limitante para la producciéon de semilla. También se pudo comprobar
como la FBN es sensible al estrés hidrico y como, en funcién de la cepa inoculada, la
NMSS y MSS podian variar de una forma significativa. En sequia las plantas inoculadas
alcanzaron valores altos de NMSS y MSS, seis de las variedades inoculadas
presentaban rendimientos significativamente superiores al control de N, mientras que
solo el control de N en PHA-0483 presentaba rendimientos significativamente
superiores el resto de plantas inoculadas de esta variedad. Esta excepcién pudo
deberse a que en el ensayo no se incluyd una cepa que optimice la FBN para esta
variedad.

En el experimento 2 al estar en un ambiente pobre en N, se valoré la FBN
utilizando la MSA. Se intentd buscar algin parametro relacionado con los nédulos que
tuviese una alta correlacidén con la MSA, pero tanto el numero de nddulos, como la
MSNod no mostraron ninguna linealidad con la MSA, principalmente por la falta de
homogeneidad en los tamafios para el primero y la falta de uniformidad en el
rendimiento para el segundo. La Unica excepcidn a esta falta de uniformidad fue la

variedad PHA-0683, que cuando mostraba el fenotipo BNO su MSNod presentaba una
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linealidad con MSA. El estudio de esta variedad puede que resulte interesante para la
compresidon de los mecanismos que producen nddulos con fenotipo BNO, y si por
parte de la planta existe algin mecanismo por el cual cuando la planta presenta
nddulos con el fenotipo BNO esta bloquea la generacién de ndédulos no funcionales.
Este tipo de genes serian muy interesante en programas de seleccidn, pues en
trabajos previos se han identificado lineas de origen Andino con una Aptitud
Combinatoria General (ACG) significativamente positiva para n2 nédulos planta y peso
medio nddulo (Caixeta Franco et al., 2001).

La MSR en el experimento 2 si guardaba una relacién lineal con la MSA, por lo
gue podria ser interesante utilizar el incremento de MSR como criterio de seleccidn.

Algunos autores (Pereira et al., 1993) han realizado mejoras en la FBN en
ciclos de seleccidon recurrentes, incrementando el nimero de nédulos en ambiente
controlado. Pero cuando procedieron a la seleccidn directa en el campo por nimero
de nédulos y caracteristicas de las raices, concluyeron que no era practica. La causa
principal fue la dificultad en la extraccién del sistema radicular del suelo que tiene un
coste elevado y a veces es imposible la total extraccion de la raiz, lo que afecta de
forma importante a la precision de ensayo ya que la FBN esta principalmente
localizada en las raices laterales (Hardarson et al., 1989; Wolyn et al., 1989)

Posiblemente la solucidén para la mejora a la tolerancia al estrés hidrico sea la
seleccidn indirecta utilizando marcadores moleculares, pero para ello sera necesario
un mejor entendimiento de la expresién genética de los caracteres de la raiz (Lynch
2007).

Una planta, a pesar de ser inoculada con una cepa mejorada puede producir
nodulos que correspondan a cepas Rhizobium indigenas. Por lo que los valores de
numero de nddulos y la MSNod hallados en la planta no son todos inducidos por la

cepa inoculada. Vazquez-Arroyo et al. (1998) encontraron una gran variabilidad en la
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eficiencia de FBN entre las cepas de R. etli que inoculaba, y cuando analizé los

nddulos de las raices la mayoria correspondian a nédulos ineficaces R. tropici.

Algunos autores proponen obviar lo que sucede en la parte subterrdnea de la

planta y utilizar Unicamente como criterio de seleccién el NMSS (Miranda y Bliss,

1991). La seleccion se llevaria a cabo en campos con bajo contenido de N (Miranda y

Bliss, 1991; Singh et al., 2003) para asegurar que la seleccidn se esta ejerciendo sobre

la FBN y no en la capacidad de absorcion de N de la planta.

En la seleccion para el incremento de la FBN hay dos planteamientos:

1.

Seleccionar genotipos capaces de nodular con las cepas indigenas de
Rhizobium, como los llevados a cabo por Abaidoo et al. (2006) con
variedades de soja capaces de nodular con Bradyrhizobium spp. Este
planteamiento tendria la ventaja de evitar la inoculacion de las
variedades en cada plantacién.

Seleccionar inoculando. Analizando los datos obtenidos en los
experimentos 2 y 3, se puede observar que no existe ninguna cepa que
maximice la NMSS en todas las variedades. Por lo que llevar a cabo un
programa de mejora en el que se intentara encontrar para cada linea su
cepa Optima, seria sencillamente inviable. Por lo que una solucidn
intermedia seria proceder con un programa de mejora utilizando una

combinacion de cepas, que previamente habria que contrastar.
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4. Conclusiones

1)

La utilizacion de modelos en los que se sustituya el parametro
tratamiento de estrés hidrico por el nimero de dias de estrés hidrico,
mejoran la sensibilidad del modelo reduciendo la varianza del error. Esta
mejora provoca que algunas interacciones pasen a ser significativas y
aumente la heredabilidad de los caracteres.

De las variedades evaluadas destaca PHA-0471, tanto por su
tolerancia al estrés como por su productividad en regadio. Ademas posee
mucho margen de mejora dado su bajo HI. Otras lineas de semilla grande
gue también han tenido un buen comportamiento en condiciones de estrés
hidrico son PHA-0432, PHA-0543 y PHA-0683, que podrian utilizarse como
parentales en un plan de mejora de la tolerancia a la sequia.

Para realizar un programa de mejora de basado en lineas
recombinantes se debe comprobar previamente la compatibilidad de las
estrategias de las variedades utilizadas como progenitores. El hecho de
compartir una misma estrategia, no implica que compartan los mismos
genes. De hecho efectos similares pueden ser debidos a genes diferentes y
el cruzamiento transgresivo de estas variedades puede producir individuos
F, que contengan nuevas combinaciones genéticas con mayor o menor
numero de genes de efectos favorables que los parentales.

La variedad PHA-0683 cuando muestra fenotipo de nddulo grande
(BNO), presenta una gran uniformidad en el calibre de sus nédulos, ademas
de una correlacién lineal y muy significativa con MSA. Seria interesante el
estudio de este hecho, pues podria suponer la existencia de algun
mecanismo de bloqueo de la planta a la formaciéon de nddulos con cepas

ineficaces.
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La relacién variedad-cepa es muy especifica y no ha existido
ninguna cepa que haya sido superior al resto, pero las plantas inoculadas en
regadio tienen un NMSS superior al control con suplemento de N en PHA-
0155, PHA-0471, PMB-0222, PMB-0285 y en el resto de las variedades no
existe diferencia significativa con dicho control. En condiciones de estrés
hidrico PHA-0155, PHA-0471, PMB-0220, PMB-0222, PMB-0244 y PMB-0286
son superiores al control de N y en el resto no existen diferencias
significativas.

Las cepas locales (EXIC, EXIB, EG, EF, EPOB, APAFI, LTMF, SLL2) han
logrado el maximo rendimiento con algunas variedades tanto en regadio
como en sequia, lo cual destaca su valor para su posible uso como

inoculantes.
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9. Anexos

Anexo 1: Datos meteoroldgicos
Experimento 1:

A pesar que las temperaturas medias en ambas localidades fueron similares vy
cercanas al optimo productivo (Figura Al.1), en Salceda las plantas han sufrido un
adelanto de la floracién, debido a que estuvieron expuestas a temperaturas mas altas,
como ha ocurrido en otros trabajos (Mufoz-Perea et al., 2007; Porch et al., 2009;

2010).

°C Temperatura media

29

27

: |

23

21

19

17

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

dias
Pontevedra e S3lceda

Figura Al1.1: Temperatura media (°C) y dias post-siembra en Salceda y Pontevedra.
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Durante el periodo de floracién la temperatura nocturna apenas descendia.
En Pontevedra solo hubo un dia a partir del inicio de floracién en el que la
temperatura minima fue superior a 20° C (Figura Al1.2). En cambio en Salceda este

limite se superd 8 dias.

°C Temperatura minima
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Figura A1.2: Temperatura minima (°C) en Pontevedra y Salceda.
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Experimento 2:

Las plantas del experimento 2 al inicio del cultivo sufrieron altas temperaturas
por coincidir con los ultimos dias de calor del verano. En otoio las temperaturas se

acercaron mas al 6ptimo productivo (Figura A1.3).
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Figura A1.3: Temperatura minima y maxima (°C) en el experimento
2.
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Experimento 3:

Durante el periodo de cultivo se registraron 15 dias con temperaturas
mdximas superiores a 30°C (Figura Al1.4), pero al bajar las temperaturas durante la
noche las plantas podian recuperarse. Durante el ciclo de cultivo solo hubo un dia con
temperaturas minimas superiores a 20°C, que pudieron afectar de forma negativa a la
produccién de semilla de las variedades que eran sensibles al estrés térmico (Porch,

2006).
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Figura A1.4: Temperatura minima y maxima (°C) en el experimento 3.
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Anexo 2: Analisis del balance hidrico
Experimento 1:

Antes de realizar cualquier andlisis de los datos de campo, se comprobard el grado de
estrés hidrico sufrido por las plantas de cada parcela y si este nivel de estrés es
coherente con el tratamiento planteado en el ensayo. Al no existir un registro de la
humedad del suelo en los diferentes campos de ensayo, se procedera al cdlculo del
balance hidrico del suelo como mejor forma de estimar la situacién hidrica de la

planta.

En primer lugar se calculard la evapotranspiracién del cultivo de referencia (ET,),

utilizando la ecuacion FAO Penman-Monteith (Allen et al., 1998):

900
0,408 A(R . - G S -
_ ( n )+YT+273 u2(es ea)

© A+vy(0+0,34u,)

R, radiacién extraterrestre (mm dia-1)

G flujo del calor de suelo (MJ m-2 dia-1)

T temperatura media del aire a 2 m de altura (°C)

u, velocidad del viento a 2 m de altura (m s-1)

es presién de vapor de saturacién (kPa)

e, presion real de vapor (kPa)

e, - e, déficit de presion de vapor (kPa)

A pendiente de la curva de presion de vapor (kPa °C-1)
v constante psicrométrica (kPa °C-1)

Los datos meteoroldgicos son bastante representativos debido a la proximidad de las
parcelas a las estaciones meteoroldgicas. Los valores de capacidad de campo vy el
punto de marchitamiento se determinaron experimentalmente (Tabla A2.1 y Figura

A2.1)
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Tabla A2.1: Valores de campo utilizados para la determinacién de ®fc: capacidad
de campo. ®wp: punto de marchitamiento.

Muest Peso (g) Peso seco (g) Humedad (%) Densidad | pesom®en | Litrosagua [ @ fc (mm)
uestra Littoc.campo | muestra  promedio | muestra promedio Secokg/l | ¢campo (Kg) por m® ® wp (mm;

SALF11 1392 1164 16,4

SALF12 1391 1158 1172,3 16,8 16,618 1,172 1406 233,6 0,234
SALF13 1435 1195 16,7 0,047
SALF21 1365 1081 20,8

SALF22 1232 949 1040,0 23,0 22,139 1,040 1336 295,7 0,296
SALF23 1409 1090 22,6 0,059
PONF11 1310 1000 23,7

PONF12 1248 989 981,3 20,8 23,569 0,981 1284 302,6 0,303
PONF13 1261 955 24,3 0,061
PONF21 1200 1009 15,9

PONF22 1191 1004 1021,0 15,7 26,466 1,021 1388 367,5 0,367
PONF23 1247 1050 15,8 0,073

Figura A2.1: Ensayo para la determinacidon de ®wp: punto de marchitamiento.
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Para los calculos de la ET, se utilizaron las férmulas y coeficientes de Allen et al., 1998.
A continuacién se calcula la evapotranspiracién corregida para las condiciones de

estrés hidrico (ET;) segun Allen et al., 1998:

ET. aj— (Ks Kep + Ke) ET,

K. coeficiente de evaporacion del suelo
K., coeficiente de evaporacion del cultivo
Ks coeficiente de estrés hidrico

Tabla A2.2: Parametros utilizados para el cdlculo de ET,,;. ©Ofc: capacidad de campo.
®wp: punto de marchitamiento. AFE: agua facilmente evaporable. AET: agua evaporable
total. ADT: agua disponible total. AFA: agua facilmente disponible. Kcb ini: coeficiente de
cultivo inicial. Kcb med: coeficiente de cultivo medio. Kcb: coeficiente de cultivo final. P:
fraccion de agotamiento de agua facilmente disponible a una ETo de 5 mm dia™.

Pontevedra Salceda

Regadio Sequia Regadio Sequia
Ofc (mm) 0,36 0,31 0,23 0,30
Owp (mm) 0,07 0,06 0,05 0,06
AFE (mm) 9,0 9,0 9,0 9,0
AET (mm) 32,5 27,7 21,0 26,6
ADT o TAW (mm) 202,2 172,6 130,8 165,6
AFA o RAW (mm) 91,0 77,7 58,9 74,5
Kcb ini 0,15
Kcb med 1,10
Kcb fin 0,25
P (5mmdia™) 0,45

En la Tabla A2.2 se relacionan los valores de los parametros utilizados para el
calculo de de ET ajustada. El coeficiente de cultivo inicial (Kcb ini) se aplica desde
siembra hasta la fase del primer foliolo y el coeficiente de cultivo medio (Kcb med) se
aplica desde inicio de floracién hasta 12 vaina seca. En el periodo que va desde primer

foliolo al inicio de floracion se calcula un coeficiente variable por interpolacién, que
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tiene el valor del coeficiente Kcb ini en la fase de primer foliolo y termina con el valor
del coeficiente Kcb med en inicio de floracién. La misma interpolacion se efectlia
entre la fase 12 vaina y la cosecha con los coeficientes Kcb med y el coeficiente de
cultivo de fin de cosecha (Kcb fin) respectivamente. Segun Allen et al. 1998, la planta
de judia extrae el agua a una profundidad de 0,70 m aunque existan otros autores
como Muioz-Perea et al., 2006, que situan el horizonte de extraccion en los primeros
0,45 6 0,50 m.

Con la ET, 5 y la pluviometria se establece el balance hidrico del suelo, que se muestra
en las Figuras A2.2, A2.3, A2.4 y A2.5. En las graficas se representan en negro la
fraccion de agotamiento (P), que se define como el porcentaje de agua total
disponible en el suelo que puede ser consumida en la zona radicular antes de que se
produzca estrés hidrico. Por debajo de la linea negra, la planta empieza a sufrir estrés.
El agua total disponible por la planta (ADP), que es la cantidad de agua presente en el
suelo, se representa con una linea gris oscuro. Y finalmente, en gris claro, se
representan las cuatro fases de crecimiento de la planta: inicial, desarrollo del cultivo,
fase reproductiva y madurez. La fase inicial comprende desde la siembra hasta el
primer foliolo. El desarrollo del cultivo va desde el primer foliolo hasta el inicio de la
floracion y coincide con el periodo de la mayor tasa de acumulacidn de biomasa
(Rosales-Serna et al., 2004). La fase de madurez comprende desde la primera vaina
seca a la recoleccion.

En la Figura A2.2, las plantas de la parcela de secano de Pontevedra de 2006
sufrieron un estrés hidrico que se prolongd a lo largo del periodo mas critico, el
periodo reproductivo (29 dias). En cambio en la Figura A2.3 se puede comprobar que
en la parcela de regadio, las plantas dispusieron de agua durante todo el periodo de
cultivo. En esta grafica existe un aumento repentino en la cantidad de agua disponible
al principio del periodo reproductivo que corresponde con el Unico riego que se

efectud.
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Humedad suelo

o cC Pontevedra sequia
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Figura A2.2: Balance hidrico Pontevedra en sequia.
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Figura A2.3: Balance hidrico Pontevedra en regadio.
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En la Figura A2.4 se observa que en Salceda a lo largo de todo el periodo
reproductivo y de madurez las plantas (26 dias) se encontraron en condiciones de
estrés hidrico, lo cual provocd una disminucién importante de las producciones,
llegando en algunas variedades a ser nulas. En la Figura A2.5 se comprueba la
existencia en Salceda de un pequeno periodo de estrés hidrico al inicio de Ia
maduracién (1 dia). Segin Boutraa y Sanders (2001b), la produccion de grano,
disminuye mas si el estrés se produce durante la fase de floracion que si se produce

durante la fase de maduracion.
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o o . . Fecha
—%ADT —%P  Crecimiento dd-mm

Figura A2.4: Balance hidrico Salceda en sequia.
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Humedad suelo
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Figura A2.5: Balance hidrico Salceda en regadio.

Como se pudo observar en el andlisis del experimento 1, los campos de
ensayo de Lalin 2005 y 2006 no se incluyeron. Cuando se hizo el primer andlisis de
datos se observé que no existian diferencias significativas entre los tratamientos de
regadio y sequia en ambos afos. Solo cuando se realizé el estudio del balance hidrico
(Figura A2.6 y A2.7) se observé que en la parcela de condiciones de estrés hidrico (sin
riego) las plantas no habian sufrido estrés en todo el ciclo de la planta, lo cual
explicaba la falta de diferencias entre tratamientos. En el extremo opuesto se
encontraria el campo de ensayo de Xinzo 2005. En las Figuras A2.8 y A2.9 se pueden
observar como en la parcela de regadio hubo 21 dias de estrés hidrico, a pesar del
riego aplicado. Y en la parcela de sequia hubo estrés hidrico desde el inicio de la
floracién lo que supuso 67 parcelas sin dato, por lo que este ensayo tampoco se

incluyé en el experimento 1.
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Humedad suelo
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Figura A2.6: Balance hidrico Lalin 2005 en sequia.
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Figura A2.7: Balance hidrico Lalin 2006 en sequia.
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;ucnéedad suelo Xinzo 2005 regadl'o
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Figura A2.8: Balance hidrico Xinzo 2005 en regadio.
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Figura A2.9: Balance hidrico Xinzo 2005 en sequia.
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Experimento 2:

El riego, durante el experimento 2, se mantuvo en saturacidn hasta la
emergencia de todas las plantas, de ahi la aparicién de valores superiores al 100% de
la capacidad de campo. A partir de la emergencia las parcelas de regadio se
mantuvieron a capacidad de campo (101,0% de media). Las macetas en ambiente con
estrés hidrico se mantuvieron a capacidad de campo hasta la aparicidn de primer
foliolo, luego se redujo paulatinamente hasta el 60% de la capacidad de campo,
humedad que se mantuvo hasta el final del experimento (62,4% de media) (Figura

A2.10).
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Figura A2.10. Experimento 2: Registro de las sondas de humedad de regadio y
sequia en porcentaje de humedad referido a capacidad de campo (CC).
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Experimento 3:

En la Figura A2.11 se pueden apreciar la evolucion de la humedad del suelo
en funcién del porcentaje de la capacidad de campo. Los picos de sierra corresponden
a las precipitaciones o a los riegos realizados en la parcela de regadio, lo que pone de
manifiesto, que los ensayos al aire libre limita la capacidad de conseguir un rango de

humedades uniforme.
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Figura A2.11. Experimento 3: Registro de las sondas de humedad de regadio y
sequia en porcentaje de humedad referido a capacidad de campo (CC).
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Anexo 3: Analisis de suelos

Experimento 1y 3:

De cada uno de las parcelas se recogieron 3 muestras de suelo que fueron
analizadas por la Estacion Fitopatoldxica de Areeiro, y los valores medios obtenidos se
muestran en la Tabla A3.1. Los valores altos de materia organica, suponen un aporte
de nitrégeno no despreciable sobre todo en Salceda. En Salceda el suelo era
ligeramente acido y en Pontevedra fue corregida con una enmienda de calizas sin
magnesio de 1500 kg/ha. El fésforo no fue un factor limitante ya que los niveles de

fosforo disponible en Salceda y Pontevedra fueron altos.

Tabla A3.1: Valores medios del analisis de suelos de las parcelas utilizadas en el
ensayo 1y 3.

Pontevedra 2006 Salceda 2006 Salceda 2009

Regadio Sequia Regadio Sequia Regadio Sequia
PH H,0 (1:2,5) 5,4 5,5 6,5 6,2 6,2 6,4
PH KCI (1:2,5) 4,2 41 5,5 54 53 5,6
% Materia organica 4,5 4.4 8,7 5,4 7,7 6,3
Fésforo disponible (ppm) 163 135 46 36 32 23
Potasio asimilable (ppm) 234 196 258 282 388 330
Magnesio cambiable (ppm) 66 50 170 342 156 150
Ca* (cmol/kg) 3,20 2,20 14,30 9,80 7,10 8,00
Mg** (cmol/kg) 0,53 0,40 1,36 2,74 1,25 1,20
Na® (cmol/kg) 0,09 0,07 0,14 0,17 0,16 0,20
K* (cmol/kg) 0,58 0,49 0,64 0,70 0,97 0,82
A (cmol/kg) 1,60 1,60 0,10 0,20 0,20 0,10
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