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RESUMEN

La biofortificacion agrondmica es una alternativa para ayudar a mejorar el problema
de bajo contenido de minerales en los alimentos provenientes de los cultivos basicos. En este
sentido, el uso de microorganismos, como los hongos micorrizicos arbusculares, junto con la
adicion de zinc, pueden ayudar a la planta a tener mayor absorcion de minerales, en especial,
elementos de baja movilidad en el suelo, como el zinc. Sin embargo, para realizar el programa
de biofortificacion es necesario seleccionar variedades existentes disponibles que tengan las
caracteristicas deseables, debido a que la variabilidad genética tiene un efecto en la
biodisponibilidad de minerales en los alimentos, que define si los micronutrientes se localizan
en partes comestibles del cultivo y por ende, es importante realizar caracterizacion
morfologica, mineral y molecular de los cultivos para poder implementar la biofortificacion.
El objetivo de este estudio fue evaluar la diversidad genética del frijol X" pelon, cultivado en
la peninsula de Yucatan y analizar el efecto de la biofortificacion con zinc en interaccién con
hongos micorrizicos arbusculares en las variedades locales. La metodologia se realizo en tres
etapas: 1) Colecta, caracterizacion morfoldgica y mineral de las semillas de 15 variedades
locales de frijol x"peldn, tanto en granos, como en ejotes. 2) Analisis de diversidad y
relaciones genéticas utilizando marcadores morfologicos y moleculares de tipo ISSR. 3). Se
realizé la biofortificacion de zinc mediante el uso de HMA en dos accesiones seleccionadas
previamente. Los resultados de la primera etapa indicaron amplia diversidad fenotipica en
las variedades del frijol X" pelon. Las semillas de mayor tamafio presentaron mayor contenido
mineral, siendo las colectas OXC04 y PETO7 las que presentaron los mayores contenidos y
el potencial de los ejotes del x pel6n se destaca por su valor nutrimental y nutracéutico,
siendo la accesion CHEO4 la que presentd el mayor contenido de humedad, proteina cruda y
fibra cruda y la accesion HECO02 tuvo la mayor concentracion de K, Ca, Mg y Zn. Los
resultados de la segunda etapa contribuyen a nuestro conocimiento sobre la diversidad
genética en variedades del frijol x"pelon cultivado en la Peninsula de Yucatan, y se observo
una mayor diversidad entre las variedades que dentro de las mismas. Las variedades FCP13,
PETO7 y PETO08 fueron identificados como los mas divergentes genéticamente y de alto
rendimiento. Para la tercera etapa, los resultados indican que es viable realizar la
biofortificacion de Zn adicionado con micorrizas en variedades locales del frijol caupi, ya
que el uso de micorrizas ayuda a disminuir el aborto floral, permite incrementar el

rendimiento del frijol caupi, y mejora la calidad nutrimental en los granos.
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ABSTRACT

Agronomic biofortification is an alternative to help improve the problem of low mineral
content in food from staple crops. In this sense, the use of microorganisms, such as arbuscular
mycorrhizal fungi, together with the addition of zinc, can help the plant to have greater
absorption of minerals, especially elements with low mobility in the soil, such as zinc.
However, to carry out the biofortification program it is necessary to select existing varieties
available that have the desirable characteristics, since genetic variability has an effect on the
bioavailability of minerals in food, which defines whether micronutrients are located in
edible parts of the food. cultivation and therefore, it is important to carry out morphological,
mineral and molecular characterization of the crops in order to implement biofortification.
The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of x'pelon beans, cultivated
in the Yucatan peninsula and to analyze the effect of biofortification with zinc in interaction
with arbuscular mycorrhizal fungi in local varieties. The methodology was carried out in
three stages: 1) Collection, morphological and mineral characterization of the seeds of 15
local varieties of x'pelon beans, both in grains and green beans. 2) Analysis of genetic
diversity and relationships using morphological and molecular markers of the ISSR type. 3).
Zinc biofortification was performed using AMF in two previously selected accessions. The
results of the first stage indicated wide phenotypic diversity in the x'peldn bean varieties. The
larger seeds presented the highest mineral content, being the collections OXC04 and PET07
the ones that presented the highest contents and the potential of the x'pel6n green beans stands
out for its nutritional and nutraceutical value, being the accession CHEO4 the one that
presented the highest moisture content, crude protein and crude fiber and the HECO02
accession had the highest concentration of K, Ca, Mg and Zn. The results of the second stage
contribute to our knowledge about the genetic diversity in varieties of the x'peldn bean
cultivated in the Yucatan Peninsula, and a greater diversity was observed among the varieties
than within them. The varieties FCP13, PET07 and PETO08 were identified as the most
genetically divergent and high-yielding. For the third stage, the results indicate that it is
feasible to carry out the biofortification of Zn added with mycorrhizae in local varieties of
cowpea beans, since the use of mycorrhizae helps to reduce floral abortion, increases the

yield of cowpea beans, and improves the yield. nutritional quality in grains.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 INTRODUCCION

En la actualidad, la sociedad demanda alimentos ricos en vitaminas y minerales, ya
que mas de 840 millones de personas padecen problemas de desnutricion. La deficiencia de
micronutrientes en humanos estd directamente relacionada con el consumo de alimentos
producidos en suelos pobres (Cakmak, 2008), por lo tanto, es necesario establecer estrategias
que puedan ayudar a disminuir el problema de bajo contenido de minerales en los alimentos.

Una alternativa para lograrlo es la biofortificacion, que consiste en incrementar las
concentraciones biodisponibles de elementos esenciales en las partes comestibles de plantas
de cultivo por medio de la intervencion agrondmica o seleccion genética (Bouis, 2003). Se
considera un método rapido, eficaz y rentable, que tiene como objetivo principal el
incremento del contenido nutrimental, sin la necesidad de sacrificar el rendimiento en la
produccion de alimentos derivados de los cultivos basicos que predominan en las dietas de
la poblacion a nivel mundial, tales como arroz, trigo, papa, yucay frijoles (Blair et al., 2013;
Bouis y Welch, 2010; Brnic et al., 2016; White y Broadley, 2005), principalmente en los
paises en desarrollo, donde existe pobreza y no cuentan con recursos econémicos para
comprar productos industriales fortificados (Rojas et al., 2009).

Otra alternativa para mejorar la biofortificacién es el uso de microorganismos, que
ayudan a la planta a tener mayor absorcidn de minerales, en especial, los elementos de baja
movilidad en el suelo. Entre las alternativas de mayor uso agricola, estan los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) que presentan una simbiosis con la planta y ayuda a
aumentar la absorcién de nutrientes que son poco solubles en suelos, tales como el fosforo y
el zinc (de Valencga et al., 2017) y como resultado se obtiene plantas de mejor calidad, mayor
rendimiento y de mayor acumulaciéon de micronutrientes en los granos (Ahmed et al., 2016;
Timothy et al., 2009; Coccina et al., 2019).

Se han hecho estudios de biofortificacion en diferentes cultivos y diferentes
minerales, tal es el caso del selenio en brdcoli y zanahoria (Banuelos et al., 2015), el yodo en
la produccion de tomate (Smolen et al., 2015), el hierro en trigo (Borrill et al., 2014), el frijol
comun biofortificado con zinc (Cambraia et al., 2019) y frijol x"peldn con hierro (Marquez-
Quiroz et al., 2015) y los resultados en el incremento de micronutrientes y rendimientos son

prometedores.
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Por otro lado, el frijol X"pelon (Vigna unguiculata [L.] Walp.) es una especie que se
cultiva principalmente en la region sureste de México, donde en el 2019 se logré producir
964.67 toneladas (SIAP, 2021), debido a que es una leguminosa rica en proteina y
carbohidratos (Devi et al., 2015). Por lo tanto, se considera un cultivo estratégico para la
biofortificacion considerando que es un alimento importante en comunidades rurales de la
peninsula de Yucatan (Morales-Morales et al., 2019).

Por lo anterior, en este estudio planteamos realizar la biofortificacion en el frijol
x"peldn, utilizando el zinc como mineral, debido a que es considerado un elemento esencial
tanto para las plantas como para el buen desarrollo del ser humano. Sin embargo, a pesar de
ser indispensable, es un elemento que presenta problemas de deficiencia en el hombre y se
estima que afecta al 33% de la poblacién mundial (Alloway, 2009; Chen et al., 2017), y esta
considerado el quinto lugar entre los factores de riesgo asociado con la enfermedad y la
muerte, en particular con los paises en desarrollo y comunidades rurales que basan sus
alimentacion en productos derivados de la agricultura (Das y Green, 2013; White et al.,
2012).

Para la aplicacion de la biofortificacion agrondémica, es necesario caracterizar y
explorar la variacion existente en los cultivos basicos, tanto de crecimiento como del
contenido mineral, asi como nuevos enfoques que involucran el descubrimiento de genes
(Velu et al., 2014). A menudo, las plantas muestran variacion genética en el contenido
esencial de micronutrientes, esto es importante porque para desarrollar un cultivo
biofortificado es necesario seleccionar variedades existentes y/o accesiones disponibles que
tengan las caracteristicas deseables, 1o que permitiria mayor facilidad para cumplir con el
objetivo del programa de biofortificacion.

1.2 ANTECEDENTES
1.2.1 Biofortificacion
En el mundo, se estima que el 60 % de la poblacién mundial sufre de deficiencia de
hierro (Fe), 30 % de zinc (Zn), 30 % de yodo (1) y aproximadamente 15 % de selenio (Se)
(Philip J. White et al., 2012). En México, de acuerdo al CONEVAL (2016), existen 53
millones de personas pobres, de las cuales 24.6 viven en condiciones de vulnerabilidad por

carencia de acceso a la alimentacion. Aunado a lo anterior, el 26 % de la poblacion mexicana
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presenta deficiencias de hierro y 28 % de Zn (Rivera-Dommarco, 2012), especialmente, en
zonas rurales y comunidades indigenas, que basan su alimentacion en cultivos basicos.

Uno de los mayores desafios del futuro cercano, es producir alimentos suficientes y
nutritivos, sin afectar el ambiente, considerando los efectos adversos como el panorama del
cambio climatico y el crecimiento rapido de la poblacién (Tripathi et al., 2020). Por todo lo
anterior, existen diferentes técnicas para solventar los problemas de produccion de alimentos,
y al mismo tiempo, mejorar la calidad nutrimental, entre las de mayor relevancia son la
fortificacion y suplementacion (Baltussen et al., 2004; Paganini y Zimmermann, 2017). Estos
enfoques han presentado buenos resultados, sin embargo, presentan ciertas desventajas,
como la estabilidad limitada de los aditivos y que estos mismo aditivos también pueden
afectar la calidad de los alimentos provocando malestares en nifios (Diaz-Gomez et al., 2017;
Kim, 2007), ademas, existe una tercera desventaja y es considerada la principal limitacién de
la fortificacion convencional, debido a que estan desarrollados principalmente para areas
urbanas centralizadas, para paises con buena infraestructura técnica y las redes de
distribucion necesarias, por lo que lo hace poco apropiada para los paises en desarrollo que
dependen en gran manera de la agricultura (Bouis y Welch, 2010).

Otra alternativa es la biofortificacion agronémica de cultivos basicos. Esta técnica
puede abordar los tres problemas, al facilitar el desarrollo de cultivos bajos en nutrientes que
se pueden cultivar y mejorar la calidad mediante précticas agricolas existentes, tanto para
paises desarrollados, pero principalmente a los paises en desarrollo (Diaz-Gomez et al.,
2017).

A nivel internacional no existe una definicion reconocida para biofortificacion, sin
embargo, Bouis, (2003) lo defini6 como el método para incrementar las concentraciones
biodisponibles de elementos esenciales en partes comestibles de plantas de cultivo por medio
de la intervencion agrondmica o seleccion genética. Mientas que Mayer et al., (2008) lo
definen como la capacidad biosintética o fisioldgica que tienen las plantas para producir o
acumular los nutrientes deseados.

El objetivo final de la biofortificacion es incrementar el contenido nutrimental en los
alimentos derivados de los cultivos basicos, porque dominan las dietas a nivel mundial, sin
tener la necesidad de sacrificar el rendimiento de los mismos, principalmente en los paises
en desarrollo, donde existe pobreza y no cuentan con recursos econémicos para comprar

productos industriales fortificados (Rojas et al., 2009).
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Los resultados del incremento al contenido de micronutrientes de los cultivos basicos
a través de biofortificacion son especialmente prometedores, como se ha demostrado en los
multiples trabajos de biofortificacion que se han realizado, por ejemplo Oikeh et al. (2003)
incrementaron significativamente el Zn en el grano de maiz, mientras que Haas et al. (2005)
reportaron un incremento de hasta cinco veces el contenido de hierro en el grano de arroz.
Por otra parte, se ha demostrado que la biofortificacion no solo ha incrementado los
micronutrientes, ademas, también compuestos bioactivos como fenoles totales. Park et al.
(2014) reportan que al biofortificar con hierro la alfalfa, incrementé de 8.0 a 13.5%.

La biofortificacion es un método rentable para llegar a las personas que basan su
alimentacion en cultivos bésicos y de variedades locales. Sin embargo, para asegurar que
resulte efectiva, es de vital importancia conocer el material vegetal, desde las caracteristicas
fenoldgicas, agrondmicas, nutrimentales y genéticas para seleccionar las de mayor potencial
para ayudar a solventar los problemas en la seguridad y calidad alimentaria. Asi mismo, es
necesario establecer las concentraciones en las cuales el grano de frijol pueda brindar al
consumidor los niveles recomendados para evitar deficiencias nutricionales.

Existen diferentes estrategias para realizar el proceso de biofortificacion y cumplir con los
objetivos principales que son acumular micronutrientes en los tejidos vegetales comestibles
y aumentar su biodisponibilidad para los seres humanos.

1. Una manera es la biofortificacion genética, esta implica el enfoque de
mejoramiento clasico, o convencional que consiste en mejoramiento de nuevas
variedades de cultivos con el potencial genético para acumular una alta densidad
de minerales en los granos (Khush et al., 2012), sin embargo, para llegar a ese
paso, es necesario primero caracterizar y explotar la variacion genética que existe.
Ademas, la biofortificacién genética también incluye nuevos enfoques de la
ingenieria genética que involucran el descubrimiento de genes (Saltzman et al.,
2013; Velu et al., 2014) y mecanismos moleculares que afectan la acumulacion de
minerales en plantas (White y Broadley, 2005). Por ejemplo, se desarrollaron
productos modificados como el arroz dorado que fue manipulado para producir
beta-caroteno, al realizar una modificacion del ADN utilizando informacion de la
planta Narcissus pseudonarcissus (Ye et al., 2000) o papas genéticamente
modificadas para alterar su composicion nutricional (Prescha et al., 2003).
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Las plantas a menudo muestran variacion genética en el contenido esencial de
micronutrientes lo que permite que los programas de mejoramiento de plantas
mejoren los niveles de minerales y vitaminas en los cultivos.

Lo anterior es importante debido a que para desarrollar un cultivo biofortificado
es necesario seleccionar variedades de cultivos existentes y accesiones disponibles
para evaluar la diversidad genética e identificar plantas con los caracteres
deseables.

2. Otro método aplicado en la biofortificacion de alimentos es durante el manejo
agronoémico del cultivo, que se centra principalmente en la aplicacion y
optimizacion de algin micronutriente por medio de fertilizantes a través de las
hojas de las plantas y / o la mejora de la solubilizacion y movilizacion de elementos
minerales desde el suelo (Gomez-Galera et al., 2010), con el fin de generar
cambios en la composicion de los alimentos de origen vegetal, que ha permitido
desarrollar productos como frijol caupi biofortificadas con hierro (César Marquez-
Quiroz et al., 2018) al igual que cebollas fortificadas con zinc (Almendros et al.,
2015), lechuga con yodo (Smolen et al., 2015), chicharo fortificado con zinc y
selenio (Poblaciones y Rengel, 2016; Poblaciones et al., 2013), todos los trabajos
enfocados a las necesidades nutricionales de la poblacion.

Aunque es probable que la ruta de mejoramiento de plantas sea el enfoque mas rentable a
largo plazo, por el momento, la biofortificacion agrondmica proporciona respuestas
inmediatas y efectivas para mejorar la densidad de minerales en las dietas derivadas de
cultivos, mientras se llevan a cabo los programas de mejoramiento de plantas (de Valenca et
al., 2017).
Asi mismo, las dos técnicas se pueden llevar a cabo juntas, debido a que al aumento de las
concentraciones de los minerales mediante la aplicacion de fertilizantes también se puede
complementar con cultivos que tienen una mayor capacidad para adquirir y acumular estos
minerales en sus porciones comestibles (White y Broadley, 2009).

En México, la importancia de los recursos fitogenéticos existentes es invaluable, debido a
que estos pueden ser utilizados en mejoramiento genético para resolver problemas basicos
que tienen los cultivos en su explotacion comercial (Lopez-Guzman et al., 2015), por lo que

es fundamental realizar estudios de caracterizacion y evaluacion de estos recursos que
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permitan determinar su potencial como fuente de germoplasma en el mejoramiento genético

y trabajos de biofortificacion.

1.2.2 Caracterizacion y evaluacion de germoplasma

La caracterizacion y conservacion de los recursos fitogenéticos es de gran importancia
estratégica para la poblacién ya que muchos materiales se estan reduciendo. Actualmente
existe un desplazamiento de las variedades nativas por las exigencias del mercado, asi como
por el exceso de productos quimicos y destruccidn de ecosistemas que conducen a la erosion
genética (Jaramillo y Baena, 2000). El objetivo principal de la caracterizacion de los recursos
fitogenéticos es medir la variabilidad genética de una coleccion mediante el uso de
descriptores definidos (Hernandez-Villareal, 2013).

La caracterizacion e identificacion tradicional de variedades se ha basado en el empleo de
caracteres morfologicos o fenotipicos como la floracion, tipo de planta, color de la flor, tipo
de semilla, color de la semilla, tamafio de la semilla, tolerancia a estrés y atributos
agronémicos cuantitativos (Stoilova y Pereira, 2013; Wamalwa et al., 2016), sin embargo, el
uso de marcadores morfoldgicos presenta algunas limitantes en la caracterizacion, pues su
expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenologicos (Tan et al., 2012). Ademas
de estos, en la actualidad se han empleado otros tipos de marcadores como los bioquimicos
y moleculares, siendo estos ultimos los que permiten la caracterizacion de la variabilidad que
no es detectable a simple vista son complemento Util para la caracterizacion morfoldgica de
cultivares y poseen grandes ventajas, debido a que son independientes de los efectos
ambientales o del tejido, permiten la identificacion del cultivar en las primeras etapas del
desarrollo de la planta, son muy abundantes, altamente reproducibles y de bajo costo
(Malviya et al., 2012; Tan et al., 2012).

La variabilidad genética dentro de las mismas especies tiene un efecto en la
biodisponibilidad de minerales en los alimentos, debido a que define si los micronutrientes
se localizan en partes comestibles del cultivo y ahi parte la importancia de la caracterizacion

para poder implementar la biofortificacion (de Valenga et al., 2017).

1.2.3 Importancia econémica de Vigna unguiculata a nivel mundial
El género Vigna esta formado por 150 especies distribuidas en el mundo, principalmente

en regiones tropicales y subtropicales que se encuentran agrupadas en los subgéneros,
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Ceratotropis, Plectotropis, Sigmoidotropis, Macrorhyncha, Lasiospron, Haydonia, Vigha
(Vijaykumar et al., 2010) y esté estrechamente relacionada filogenéticamente con géneros de
importancia agricola como Cajanus, Glycine y Phaseolus (Gepts et al., 2005).

El subgénero Vigna comprende 40 especies, entre las de mayor importancia agricola se
encuentra Vigna unguiculata (L) Walp, Vigna mungo (L) Hepper, Vigna radiata (L.) R.
Wilczek, Vigna subterranea (L.) Verdcourt, Vigna angularis (Willd.) Ohwi y Ohashi, Vigna
reflexo-pilosa Hayata, Vigna aconitifolia (Jacg.) Maréchal, Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi
y Ohashi) y Vigna vexillata (L.) A. Rich (Sakai et al., 2016; Smykal et al., 2014; Vijaykumar
et al., 2010). Vigna unguiculata fue introducido en la India en el periodo Neolitico, donde se
encuentra su centro secundario de diversidad genética (Campbell, 2014), mientras que, en
América, fue introducido en el siglo XV por los espafioles (Timko et al. 2007).

A nivel mundial la produccion de Vigna unguiculata en el 2019 fue de 8.90 millones de
toneladas, siendo Nigeria y Niger los paises de mayor produccién con més de 3.57 y 2.38
millones de toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 2020), seguidos por Brasil que produce
alrededor de 491.000 toneladas en 1.5 millones de ha (Boukar et al., 2019).

1.2.3.1 Produccién nacional y regional de frijol X pel6n

En Meéxico, segun el SIAP (2019) durante el afio 2018 se cultivé una superficie total de
325.05 ha, principalmente en Yucatan, Campeche y Tabasco. Aungue es un cultivo
importante, la mayor parte de la produccién se realiza por campesinos en condiciones
marginales que utilizan variedades locales clasificadas y nombrados informalmente segun
las caracteristicas fisicas de la semilla, habito de crecimiento, areas de produccion y mercado
(Latournerie et al., 2005; Saenz-Pedroza, 2015). El frijol caupi o X peldén como es nombrado
en lengua Maya, esta relacionado con la cultura maya, y los agricultores tradicionales Mayas
conservan y desarrollan los recursos fitogenéticos de esta especie mediante la preservacion
de las variedades locales y el conocimiento tradicional asociado al manejo del cultivo, donde
a menudo, se cultiva bajo el sistema tradicional de agricultura de temporal, denominado
“milpa” (Arias et al., 2004; Morales-Morales et al., 2019).

Debido a que las variedades locales representan un reservorio de genes que pueden ser
utilizados para el desarrollo de programas de conservacion, mejoramiento genético y
programas de biofortificacion, es importante caracterizarlas y conocer su diversidad genética
para generar informacion util que permita desarrollar cultivares mas adaptados y productivos
(Govindaraj et al. 2015; Lopes et al., 2015).
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1.2.4 Importancia de los micronutrientes

La desnutricion por deficiencia de micronutrientes ha tomado cada vez mas el centro
de las discusiones politicas, principalmente para la promocion de métodos adecuados, e incentivos
para mejorar la calidad de los alimentos y la diversificacion agricola. En productos derivados de los
cultivos, las leguminosas son superiores a los cereales como fuentes de micronutrientes (Welch et al.,
2000), principalmente, la soya (Glycine max L), germinados de alfalfa (Medicago sativa L), chicharo
(Pisum sativum L) y el frijol (Phaseolus vulgaris) (Campion et al., 2013; Silva et al., 2013; Weisany
et al 2014; Zhernakov et al., 2017).

Los elementos traza para las plantas es similar pero no igual para los humanos, elementos
como hierro, manganeso y zinc, son esenciales para las plantas y seres humanos (Almendros
et al., 2015; Carrasco-Gil et al., 2015), mientras que él yodo y selenio es considerado como
un elemento no indispensable para las plantas, pero es esencial para los humanos (Melgoza
etal., 2017; Takeda et al., 2016; White y Brown, 2010).

En este sentido, las deficiencias en el ser humano dependen de las plantas cultivadas
en suelos pobres de estos minerales, como resultado se tiene mas de 3 mil millones de
personas en el mundo sufren de desnutricion de hierro y zinc (Waters y Sankaran, 2011). Por
lo tanto, el aumento de la densidad de micronutrientes de los cultivos basicos, por medio de
programas de biofortificacion pueden ayudar a mejorar en gran medida la nutricion humana

a escala global (Waters y Sankaran, 2011).

1.2.5 La importancia de la biofortificacion con zinc

El zinc es un importante micronutriente esencial para plantas y humanos. Es uno de
los 17 elementos esenciales para el crecimiento y la reproduccion de las plantas y el segundo
mas abundante en la célula vegetal y cuando el suministro de zinc disponible es deficiente,
los rendimientos de los cultivos se reducen y la calidad de los productos del cultivo se ve
frecuentemente afectada (Broadley et al., 2007; Gupta et al., 2016). En las plantas el zinc
desempefia un papel importante como constituyente estructural o cofactor de diferentes
enzimas y proteinas en muchas vias bioquimicas importantes, debido a que las enzimas
relacionadas con el Zn estan involucradas directamente con el metabolismo de los

carbohidratos, fotosintesis, la sintesis de proteinas, el mantenimiento de la integridad de las
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membranas celulares, la regulacion de la sintesis de auxinay formacion de polen y resistencia
a la infeccion por patégenos (Alloway, 2009; Perea-Portillo et al., 2010; Sinclair y Kramer,
2012) y funciona como activador de enzimas especialmente la anhidrasa carbonica, alcohol
deshidrogenasa, ARN polimerasa y superdxido dismutasas (Krithika y Balachandar, 2016).
Las plantas en promedio requieren de 15-30 mg de Zn kg™ de materia seca para su
buen desarrollo (White y Broadley, 2011), pero la demanda varia en funcién de las partes
vegetativas, siendo el polen y las hojas los que contienen mayor presencia del elemento con
80 y 30 mg Kg respectivamente, mientras que por otra parte, una concentracion superior a
300 mg kg* son generalmente toxicos (Noulas et al., 2018), sin embargo, en los cereales las
concentraciones inferiores a 20 mg kg™ se consideran bajas y la deficiencia de este elemento
se refleja en el retraso del desarrollo de la planta, la maduracion de los frutos y la produccion
de granos se puede reducir hasta un 20% o mas (Hansch y Mendel, 2009; Imran et al., 2017).

El zinc procedente de los alimentos vegetales es de menor biodisponibilidad debido a
la baja movilidad del zinc en el suelo, altas concentraciones de carbonatos, pH superiores a
7.0 y la presencia de antinutrientes en los granos (Rubio et al., 2007), lo que se refleja en un
problema nutricional comun en los seres humanos (Almendros et al. 2015), que se estima
mas del 30% de personas en el mundo sufren de deficiencia de Zn (White et al., 2012).

La desnutricion puede abordarse mediante el aumento de la biodisponibilidad de
elementos minerales en cultivos comestibles por medio de la biofortificacién agronémica que
a través del buen uso de los fertilizantes se puede aumentar la concentracion de nutrientes de
las plantas, sin cambiar la composicion genética de las mismas (Storksdieck y Hurrell, 2009).

Se han realizado multiples trabajos con la biofortificacion, por ejemplo Oikeh et al.
(2003) incrementaron significativamente el Zn en el grano de maiz, mientras que Haas et al.
(2005) reportaron un incremento de hasta cinco veces el contenido de hierro en el grano de
arroz. Por otra parte, se ha demostrado que la biofortificacion no solo ha incrementado los
micronutrientes, ademas, también compuestos bioactivos como fenoles totales y Park et al.
(2014) reportan que al biofortificar con quelato de hierro en alfalfa, incremento de 8.0 a
13.5%.

1.2.5.1 El zinc en el suelo

Las plantas absorben los minerales del suelo a través de las raices y en el suelo la

principal fuente de aporte mineral es la meteorizacion fisica y quimica de las rocas madre.

En este sentido, la concentracion de Zn en los suelos varia de 10-300 mg kg* con una media
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de 50 mg Zn kg™ total (Alloway, 2008). Sin embargo, la disponibilidad del Zn para las plantas
depende de las propiedades fisicoquimicas del suelo, la actividad de las raices de las plantas
y la microflora en la rizosfera y otros factores no edaficos (Gupta et al., 2016) y es absorbido
principalmente en forma Zn?* o en condiciones de pH alto como ZnOH*.

A nivel mundial se sabe que aproximadamente el 50% de los suelos agricolas se
consideran pobres en Zn disponible para plantas (Cakmak y Kutman, 2017). Debido a
diferentes factores, pero generalmente se presentan en suelos arenosos, calcareos, salinos y
de humedales, compactados y bajos en materia organica con altos niveles de nitrégeno y
fosfato (Noulas et al., 2018). A pesar de que algunos suelos presentan una buena cantidad de
Zn, principalmente en suelos vertisoles, las plantas no son capaces de crecer debido a la
precipitacion o adsorcién a los componentes del suelo lo que lo hace poco biodisponible
(Baruah, 2018). En un suelo calcareo la actividad libre de Zn?* podria ser tan baja como 10°
- 10'M, que puede ser demasiado baja para soportar el crecimiento éptimo del cultivo
(Hacisalihoglu y Kochian, 2003).

Entre otros factores, la baja biodisponibilidad de Zn en las plantas se debe al alto
contenido de carbonato de calcio (CaCO:s), el pH elevado, la abundancia de oxidos de hierro
(Fe), aluminio (Al), asi como la variabilidad genética de las plantas y las condiciones
climaticas (Alloway, 2009). Las diferentes especies de plantas y variedades difieren en su
grado de sensibilidad o tolerancia a la deficiencia de Zn, por ejemplo el trigo presenta menor
eficiencia en su captacion y traslocacion al grano, que el centeno (Secale cereale L.) y el
triticale (Triticosecale Wittmack), que son los cereales més eficientes en la asimilacion del
Zn (Cakmak, 2000). Algunos autores indican que la radiacion tiene un efecto importante en
la concentracion de micronutrientes y en la disponibilidad para las plantas (Alloway 2009).

1.2.6 Hongos micorrizicos arbusculares
El término micorriza se refiere a la asociacion simbiotica entre el micelio de un hongo
y las raices de un vegetal. El uso de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) tienen
maultiples funciones en la agricultura, entre los de mayor importancia destacan la proteccion
de los cultivos de patdgenos en el suelo y del déficit hidrico, también es importante para
mejorar la estructura del suelo, e incrementa el nimero de raices (Harrier y Watson, 2003)
y permiten una mayor absorcién de elementos poco moviles en el suelo como el fosforo,

cobre y zinc. El efecto de los hongos micorrizicos por si solos no es tan fuerte como el efecto
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respectivo de los fertilizantes minerales aplicados a través del suelo y foliar. Sin embargo,
existe un papel para estos simbiontes vegetales en la agricultura local, sostenible y organica,
donde la calidad del suelo se mejora adicionalmente mediante técnicas de proteccion del
suelo, labranza reducida y aplicacion restringida de pesticidas y fertilizantes sintéticos
(Cavagnaro, 2015; Harrier y Watson, 2003). Ademas, junto con la técnica de biofortificacion
pueden ser una alternativa viable para incrementar el rendimiento y calidad de los alimentos
derivados de los cultivos. Se han realizado investigaciones en diferentes cultivos que
demuestran la eficiencia de las micorrizas para absorcion de nutrientes poco disponibles para
las plantas, como el caso del selenio en interaccion con micorrizas en lechugas (Lactuca
sativa L.), se logré incrementar hasta un 30% de produccién y mejorar la calidad
(Goicoechea et al., 2015), asi mismo, en estudios realizados en el arroz se ha logrado obtener
una mayor solubilidad del zinc con aplicaciones de micorriza (Gontia-Mishra et al., 2017).
En otros casos de estudio se ha logrado obtener efectos positivos tanto en rendimiento como
en mejoramiento de la calidad nutrimental en granos basicos como el maiz, frijol lima
(Phaseolus lunatos L. Walp),(Rodak et al., 2017) en frijol x’pelon (Caldera et al., 2013) y en

otros tipos de cultivos (Lehmann et al., 2014).

1.3 HIPOTESIS
I. Lavariabilidad genética entre los materiales de frijol X" peldn esta definida con base en
su origen geografico.
Il. La biofortificacion con Zn mediada por HMA incrementa el rendimiento y contenido

nutrimental en las partes comestibles de las plantas de Vigna unguiculata.
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1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general
Evaluar la diversidad genética del frijol X'pelon (Vigna unguiculata [L.] Walp),
cultivado en la peninsula de Yucatan y analizar el efecto de la biofortificacién con zinc

en interaccion con hongos micorrizicos arbusculares en variedades locales.

1.4.2 Objetivos especificos
Estimar la variabilidad morfoldgica, mineral de las semillas y la calidad nutrimental
de los ejotes de Vigna unguiculata [L.] Walp., cultivados en la peninsula de Yucatan.
Estimar la diversidad y estructura genética mediante el uso de marcadores
morfologicos y moleculares de Vigna unguiculata [L.] Walp., colectadas en la
peninsula de Yucatan.

I11.Evaluar la influencia de Rhyzophagus intraradices en la biofortificacion con Zn sobre

el contenido nutrimental de Vigna unguiculata [L.] Walp.
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Caracterizacion del frijol x pelén (Vigna unguiculata [1.] Walp) y su
biofortificacion con zinc mediada por hongos micorrizicos arbusculares

v

N
Colecta del frijol x “pelén en la peninsula de Yucatan
v 12
Etapa
Caracterizacion morfologica y mineral en semillas.
Cuantificacion nutrimental en ejotes del material
colectado. y
A Caracterizacion ] r Caracterizacion
Etapa ;.
morfologica J L molecular
Biofortificacion con zinc asistida mediante hongos -
3* Etapa

micorrizicos arbusculares
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Par poder cumplir los objetivos planteados, el trabajo de investigacion se realizé en tres

etapas.

La primera etapa consistio en la colecta de 15 variedades locales de frijol
X"peldn a partir de octubre 2017 a abril 2018. La colecta se realiz6 en los tres
estados que componen la peninsula de Yucatan. Posteriormente, el material se
trasladd al Tecnoldgico Nacional de México campus Conkal y se evaluaron tres
variables morfoldgicas cualitativas, 10 variables cuantitativas y se determind el
contenido mineral por p-fluorescencia de rayos-X. Posteriormente, se
sembraron las mismas accesiones en un invernadero de la institucion para
determinar la produccién, calidad nutrimental por medio del analisis de
antioxidantes, fenoles, andlisis proximal y mineral de los ejotes.

En la segunda etapa de nuevo se sembraron las 15 accesiones, pero solo
germinaron 14 y se realizd la caracterizacién morfologica y molecular. Para la
caracterizacion morfoldgica se midieron 28 variables, de las cuales 15 fueron
cuantitativas y 13 cualitativas, incluyendo variables morfoldgicas de la planta,
flor, vaina y semillas. Por otra parte, la caracterizacion molecular consistio en
la extraccién de ADN del material vegetal y para la amplificacion de PCR, se
probaron 10 cebadores ISSR de las cuales se utilizaron 4 que produjeron una
buena amplificacion y alto nivel de polimorfismo en todas las accesiones. Se
obtuvo la matriz binaria de datos, se realizo el analisis y se obtuvo el nivel de
diversidad genética en la region.

La etapa 3 consistio en realizar la biofortificacion de zinc mediante el uso de
HMA en dos accesiones (CHE06 y PET07) seleccionadas en base a los analisis
minerales y las caracteristicas de produccion realizadas en la etapa I y Il. En
esta etapa se determind la eficacia del HMA en la absorcion y traslocacion del

Zn desde la raiz hasta el grano.
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RESUMEN

El frijol caupi (Vigna unguiculata (L) Walp) es un cultivo importante en varias regiones
del mundo, pero en México no es muy explotado. La caracterizacién de variedades agricolas
se ha basado en descriptores morfologicos, que incluyen: forma, color y tamafio de semilla,
ademaés de atributos cuantitativos como el contenido mineral. El objetivo del trabajo fue
evaluar las caracteristicas morfologicas y nutricionales de genotipos de frijol caupi de la
Peninsula de Yucatan, México. Se realizaron 15 colectas de octubre 2017 a enero 2018, a las
que se evaluaron tres variables morfoldgicas cualitativas, 10 variables cuantitativas y se
determind el contenido de potasio, calcio, manganeso, hierro y zinc, mediante p-
fluorescencia de rayos-X. A los datos se les realizo un analisis de varianza y de componentes

principales. Los resultados indican que el 80% de las colectas tienen forma ovoide, 73%
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textura suave a aspera y el 80% son de color negro. En las variables morfologicas
cuantitativas, 53% de las colectas se consideran pequefias, 40% medianas y 7% semillas
grandes. La longitud, ancho y espesor de los genotipos fue de 6.26 a 9.56, 3.64 a 7.48 y de
2.86 a 5.56 mm, respectivamente, la colecta PET15 fue la de menor dimension. Para el
contenido mineral, la colecta OXCO04 tuvo la mayor concentracion de Ca, Mn, Fe y Zn,
mientras que la colecta PETO7 present6 mayor contenido de K. Hay altos niveles de
diversidad fenotipica en las colectas estudiadas y se agrupan con base en sus caracteristicas
fisicas y no al lugar de origen.

Palabras clave: Colecta, contenido mineral, diversidad fenotipica, fluorescencia de

rayos-X, genotipos.

34



CAPITULO 3. CALIDAD NUTRIMENTAL Y NUTRACEUTICA EN EJOTES
DE CAUPI (Vigna unguiculata [L] Walp.) DE LA PENINSULA DE YUCATAN
Nutritional and nutraceutical quality of cowpea green bean (Vigna unguiculata
[L] walp.) from Yucatan peninsula
Amelio Eli Morales-Morales!, Carlos Juan Alvarado L6opez?, Rubén Humberto Andueza-

Noh?, José Maria Tun-Suarez?, Kati Beatriz Medina-Dzul'*

!Division de Estudios de Posgrado e Investigacion, Tecnoldgico Nacional de
México/Instituto Tecnoldgico de Conkal. Av. Tecnoldgico s/n. 2Conacyt - Instituto
Tecnolodgico de Conkal. Av. Tecnologico s/n, CP. 97345. Conkal, Yucatan, México.
Acrticulo publicado en la revista Ecosistemas y recursos agropecuarios, 2020, 7(3): e2541.
DOI: 10.19136/era.a7n3.2541.

Primer autor: amelio.morales@itconkal.edu.mx

Autor de correspondencia: kati.medina@itconkal.edu.mx

RESUMEN

El frijol caupi es una importante leguminosa cuyo consumo primario es en granos
Secos, aungue en ocasiones se incluyen las vainas inmaduras ricas en proteinas, vitaminas,
fibra, minerales y antioxidantes. El objetivo fue determinar la calidad nutrimental y
nutracéutica de 13 accesiones de ejotes de caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) cultivados
en la Peninsula de Yucatan. El estudio se llevo a cabo en condiciones de invernadero, bajo
un disefio completamente al azar. Se determind el contenido de humedad, cenizas, grasa,
proteina, fibra cruda (PC), carbohidratos, longitud y peso de las vainas, contenido de
minerales, fenoles totales (FT) y la capacidad antioxidante (CA) por el método de ABTS y
DPPH. Las accesiones HEC02, OXC05, IMM09, IMM10 y JAL14 destacaron por presentar
la mayor longitud y peso de las vainas. Las accesiones OXC04 y CHEQ6 sobresalieron en
contenido de cenizas (8.48%), humedad (18.24%), PC (23.32%) y fibra (20.11%). Para el
contenido de minerales, la accesion HECO2 tuvo los mayores niveles de K, Ca y Mg.
Respecto al contenido de nutracéuticos, la colecta HAL14 presentd los mayores valores de
FT (18.02 mg g EAG ps) y CA para DPPH (6.19 mg Trolox 100 g ps) y ABTS (4.95 mg
Trolox 100 g* ps). La variabilidad entre accesiones, sugiere que CHEQG por sus niveles de
proteina y fibra cruda y HECO2 por su alto contenido de minerales podrian ofrecer ventajas
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nutricionales, mientras que la accesion HAL14 podria considerarse la accesion con la mejor
calidad nutracéutica.
Palabras clave: Capacidad antioxidante, composicion nutrimental, fenoles totales, p-

fluorescencia de rayos-X, vainas.
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CAPITULO 4. DIVERSIDAD GENETICA Y FENOTIPICA DE VARIEDADES
CRIOLLAS DE CAUPI (Vigna unguiculata L. Walp.) CULTIVADAS EN SISTEMAS
TRADICIONALES DEL SURESTE DE MEXICO
Phenotypic and genetic diversity of cowpea landraces (Vigna unguiculata L. Walp.)

cultivated in traditional crop system of southeastern México
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RESUMEN

El frijol caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.), se produce en todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo y se considera un cultivo importante para la seguridad
alimentaria. En México, la mayor parte de la produccion se realiza por campesinos en
condiciones marginales que utilizan variedades locales clasificadas y nombrados
informalmente segln las caracteristicas fisicas de la semilla, habito de crecimiento, areas de
produccion y mercado. Por lo tanto, estudiar la diversidad genética en el frijol caupi es un
paso importante para el mejoramiento genético de la especie y se evalla midiendo las
variaciones en los rasgos fenotipicos, ademas, el uso de marcadores moleculares ayuda a
evaluar el nivel de polimorfismo que es vital para aprovechar el enorme acervo genético de
las variedades locales. Para generar informacidn Gtil hacia el manejo y conservacion del frijol
caupi en la peninsula de Yucatan, se determind la variabilidad genética y las relaciones entre
14 variedades locales del caupi cultivadas en la peninsula de Yucatan, México, con base en
marcadores morfoldgicos y moleculares (ISSR). Los resultados obtenidos en este trabajo
contribuyen a nuestro conocimiento sobre la diversidad genética en variedades del frijol
caupi cultivado en la Peninsula de Yucatan, al incluir por primera vez variedades recolectadas
en una region que no habian sido exploradas. La mayoria de las variedades locales estudiadas
presentaron alta diversidad fenotipica. La diversidad genética fue superior entre las
variedades que, dentro de las mismas, y se observo un nivel relativamente alto de similitud
entre los genotipos de caupi para la mayoria de las caracteristicas morfologicas. EI PCA
agrupd todas las poblaciones estudiadas en dos grupos principales, siendo similares tanto en
analisis de ancestria, como en el dendograma, aunque se vio que existe un nivel bajo de flujo
geénico.

Palabras claves: caracterizacién fenotipica; marcadores genéticos; sistema milpa.
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CAPITULO 5. INFLUENCIA DE LA BIOFORTIFICACION CON ZINC
MEDIADO POR Rhizophagus irregularis EN EL RENDIMIENTO Y CONTENIDO
NUTRIMENTAL DEL FRIJOL CAUPI (Vigna unguiculata L. Walp)

Influence of biofortification with zinc mediationed by Rhizophagus irregularis on
the yield and nutrimental content of cowpea beans (Vigna unguiculata L. Walp)

Tesista: Amelio Eli Morales Morales amelio.morales@itconkal.edu.mx
Director de tesis: Dr. Carlos Juan Alvarado Lopez carlos.alvarado@itconkal.edu.mx

RESUMEN
Uno de los mayores desafios del futuro cercano en la actualidad es producir alimentos
suficientes y nutritivos, considerando el crecimiento rapido de la poblacién que tiene mas de
840 millones de personas con problemas de nutricién y se estima que el 30% es por
deficiencia de zinc (Zn). Por lo tanto, el problema de la desnutricion se puede abordar
mediante el aumento de la biodisponibilidad de elementos minerales en cultivos comestibles
por medio de la biofortificacion agrondémica que a través del buen uso de los fertilizantes y
microorganismos como las micorrizas se puede aumentar la concentracion de nutrientes en
las partes comestibles de las plantas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de la biofortificacién con Zn mediado por HMA sobre el rendimiento y el contenido
nutrimental en el frijol caupi. Se evaluaron dos variedades del frijol caupi (CHEO6 y PETQ7),
dos concentraciones de zinc (0 y 25 puM L* ZnNO3) y dos niveles de inoculacion con
micorrizas, teniendo en total ocho tratamientos. Se evalu6 el porcentaje de aborto floral,
numero de vainas, rendimiento por planta y contenido mineral en el grano. Como resultado,
el tratamiento PET07-Zn-HMA, presentd el porcentaje de aborto floral mas bajo y el de mejor
rendimiento por planta, asi mismo, los tratamientos con Zn inoculado con micorriza (ZN-
HMA) fueron mejores que el resto de los tratamientos. En cuanto al efecto en los minerales
en los granos, los tratamientos CHEO06-Zn-HMA y PETO07-Zn fueron los que obtuvieron las
mejores concentraciones de Zn, por lo que se ve reflejado el beneficio del uso de las
micorrizas.
Palabras clave: calidad nutrimental, hongos micorrizicos arbusculares,

micronutriente; rendimiento.
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