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Resumen 

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un grano básico de gran importancia a nivel 

mundial para la alimentación, esto debido a su alto contenido de proteínas, así como 

ser fuente de hierro, zinc y vitaminas. Una de las etapas primordiales para el 

establecimiento de un cultivo es la germinación. La germinación es un proceso que 

da origen a una planta, que inicia con la absorción de agua (imbibición). El Centro 

para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) identificó genotipos de frijol 

que absorben mucha agua (1,7-3,0 veces su volumen inicial) y genotipos que 

absorben poca (1,0-1,5 veces de su volumen inicial), durante la imbibición, pero que 

ambos germinan igual (mayor al 90%). Por lo que, el objetivo de la investigación fue 

determinar los factores genéticos involucrados durante el proceso de imbibición y la 

relación de la capacidad germinativa del frijol (Phaseolus vulgaris L.)  en condiciones 

de baja disponibilidad de agua. Con modelos lineales generalizados se determinó 

que el tamaño de la semilla y el genotipo influyen en la imbibición en los parentales 

y en la generación F2. La relación entre el tamaño y la imbibición es negativa en los 

parentales y F2, ya que, al aumentar el tamaño de la semilla, la tasa de imbibición 

disminuye en 0,29 y 0,38 respectivamente. En la generación F3 no hubo influencia 

del tamaño de la semilla en la imbibición. Por medio de un análisis de transcriptoma 

se encontró un total de 6812 genes expresados diferencialmente entre los genotipos 

de baja y alta imbibición a la primera hora de imbibición. Se encontró que a nivel 

celular los genotipos G17913 y G16130 (ambos de baja imbibición) presentaron un 

área mayor en el tamaño de las células del parénquima medular del cotiledón de 

3994,29 μm2 y 3163,1 μm2, respectivamente. El genotipo G16885 (con alta 

imbibición) mostró una mayor velocidad de germinación tanto en condiciones de 

estrés hídrico (-0,4 MPa, PEG6000) como en el control. En conclusión, los datos 

sugieren que el fenotipo de imbibición es un rasgo poligénico, con una expresión 

diferencial de genes entre genotipos de alta y baja imbibición, que es afectado por 

las características morfológicas externas e internas de la semilla que provoca 

diferentes tasas de absorción de agua que influyen en la velocidad de germinación. 
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Summary 

The bean (Phaseolus vulgaris L.) is a basic grain of great importance worldwide for 

food, due to its high protein content, as well as being a source of iron, zinc, and 

vitamins. One of the most important stages for the establishment of a crop is 

germination. Germination is a process that gives rise to a plant, which begins with 

the absorption of water (imbibition). The Center for Grain and Seed Research 

(CIGRAS) identified bean genotypes that absorb water 1.7-3.0 times their initial 

volume, and genotypes that absorb 1.0-1.5 times their initial volume, during 

imbibition, but both germinate equally (greater than 90%). Therefore, the objective 

of the research was to determine the genetic factors involved in the imbibition 

process and the relationship between germination capacity and conditions of low 

water availability. Using generalized linear models, it was found that seed size and 

genotype influence imbibition in the parental and F2 generations. The relationship 

between size and imbibition is negative in the parental and F2, since, as seed size 

increases, imbibition rate decreases by 0.29 and 0.38, respectively. In the F3 

generation, there was no influence of seed size on imbibition. By transcriptome 

analysis, a total of 6812 genes were found to be differentially expressed between 

low and high imbibition genotypes at the first hour of imbibition. It was found at the 

cellular level that genotypes G17913 and G16130 (both with a low imbibition 

phenotype) presented a larger area in the medullary cotyledon parenchyma, with 

cell size of 3994.29 μm2 and 3163.1 μm2, respectively. Genotype G16885 (with high 

imbibition) showed higher germination speed under both water stress (-0.4 MPa, 

PEG6000) and control conditions. In conclusion, the data suggest that imbibition is 

a polygenic trait, with differential gene expression between high and low imbibition 

genotypes, which is affected by external and internal morphological characteristics 

of the seed causing different rates of water absorption that influence germination 

speed. 
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1 INTRODUCCIÓN 

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los granos más consumidos a nivel 

mundial, con una producción total de 27,6 millones de toneladas, en un área de 34,8 

millones de hectáreas y un rendimiento promedio de 791,5 kg/ha a escala global 

según datos de 2020 (FAOSTAT, 2022). La producción se realiza principalmente en 

América Latina, Asía y África, en zonas áridas o semiáridas, donde las lluvias 

estacionales son irregulares y el déficit de humedad del suelo a menudo limita su 

producción (Assefa et al., 2015; Chaves-Barrantes et al., 2018; Mayor Duran et al., 

2016). 

 

El frijol responde a diferentes factores bióticos y abióticos en las diferentes etapas 

del cultivo (Schmutz et al., 2014a). La germinación es una de las etapas más 

importantes debido a que da origen a la nueva planta (Diaz-Baena et al., 2021; Miller 

et al., 2018; Nicolas et al., 2003). La germinación es el proceso de reanudación del 

crecimiento del embrión en la semilla hasta la protrusión de la radícula (Bove et al., 

2001; Elias et al., 2012). La germinación inicia con la absorción de agua, etapa 

denominada imbibición (Benech-Arnold et al., 2004; Bewley & Black, 2013) 

 

La imbibición es un proceso que consta de una fase I de imbibición rápida, donde 

se reinicia la actividad metabólica que resulta con una hidratación gradual de la 

semilla (Bove et al., 2001). Una fase II lenta, que sucede cuando la tasa de 

imbibición supera el 60 por ciento e inicia la expansión celular (Bove et al., 2001; 

Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Finalmente, una fase III de toma rápida 

de agua, pero más lenta en comparación a la fase I debido al crecimiento del 

embrión y emergencia de la radícula (Bewley & Black, 2013; Yongqi et al., 2020a).  

 

En semillas de frijol, los embriones están cubiertos por la testa, considerada 

impermeable para la hidratación (Pérez Herrera & Acosta-Gallegos, 2002; Soltani 

et al., 2021).  En la testa se encuentran tres cicatrices, hilio, lente y micrópilo, 

estructuras porosas que permiten la entrada de agua (Miano et al., 2018; Soltani 

et al., 2021). En estudios previos se han reportado tasas diferenciales de imbibición 
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entre genotipos de frijol asociado a la presencia de microgrietas en la lente, tamaño 

de la semilla, edad de la semilla y diferencias a nivel celular (Devkota et al., 2022; 

Siqueira et al., 2018; Soltani et al., 2021). 

 

La imbibición es regulada por cambios metabólicos que dependen de la 

programación del ADN y la activación de la transcripción para el desarrollo de una 

plántula (Benech-Arnold et al., 2004; Kawakatsu et al., 2017; Shu et al., 2016; 

Stelpflug, 2015). En arroz se identificaron cambios transcripcionales en los procesos 

de transformación biológica, como la modificación de la pared celular asociado en 

facilitar la absorción de agua (Wei et al., 2015). Por otro lado, en maíz se 

encontraron genes relacionados con el metabolismo de los carbohidratos, actividad 

de la hidrolasa, degradación de proteínas, traducción, estructura de membrana y 

quinasas involucradas en cascadas de señalización (Stelpflug, 2015). Por último, en 

frijol se han reportado genes relacionados con la germinación e imbibición (Aubry 

et al., 2003; Soltani et al., 2021; Villanueva et al., 1999) asociados a funciones 

estructurales y el reconocimiento celular (Aubry et al., 2003; Soltani et al., 2021; 

Villanueva et al., 1999), pero el conocimiento aún es limitado en esta especie. 

 

El análisis de imbibición requería anteriormente, métodos laboriosos que limitaban 

su estudio (McDonald et al., 1988; Pollock & Toole, 1966), pero actualmente se 

puede medir por medio de imágenes, lo cual reduce el tiempo empleado para 

evaluar este proceso (Gómez Bolaños, 2018; Miller et al., 2018; Valerio Cubillo 

et al., 2020). Este método determina el cambio de área de la semilla luego de la 

imbibición (Gómez Bolaños, 2018). Con este método, el Centro para 

Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica 

(UCR) identificó genotipos de frijol que absorben mucha agua (1,70-3 veces su 

volumen inicial) y genotipos que absorben poca (1,0-1,5 veces de su volumen 

inicial), durante la imbibición. Estos genotipos provienen de la colección del Centro 

Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), depositados como duplicado en el 

banco del Centro Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE) y 

forman parte del proyecto “Viabilidad de las semillas de frijol provenientes del CIAT 



3 
 

 
 

luego de 30 años de almacenamiento en el banco duplicado de germoplasma del 

CATIE” (C0609 inscrito en Vicerrectoría de Investigación de la UCR). 

 

Las variaciones en los eventos de precipitación debido al cambio climático y las  

áreas semi áridas destinadas a este cultivo (Assefa et al., 2015), pueden provocar 

déficit hídricos, que al momento de la siembra perjudican la germinación y el 

establecimiento del cultivo (Saux et al., 2020). Si las observaciones realizadas en 

los genotipos con tendencia a absorber mucha o poca agua, no está influenciado 

por el tiempo de almacenamiento (30 años) sino por la genética, hace pertinente 

investigar genes involucrados en la imbibición. Además, evaluar si las diferencias 

en la tasa de imbibición entre los genotipos otorgan una ventaja para germinar en 

ambientes con baja disponibilidad de agua para así optimizar el máximo potencial 

de una semilla para germinar y establecerse en el campo.  

 

Por esta razón, en el presente estudio se identificaron genes involucrados en la 

regulación de la imbibición en genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) que tienen 

una respuesta contrastante y se evaluó la capacidad germinativa en condiciones de 

poca disponibilidad de agua. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Germinación 

La germinación involucra diferentes procesos fisiológicos y metabólicos, para dar 

origen a una nueva planta, e inicia con la toma de agua lo que da lugar al crecimiento 

expansivo del embrión (Nicolas et al. 2003; Stelpflug 2015). La germinación se 

divide en tres fases: imbibición, activación del metabolismo y preparación para la 

elongación celular (Bove et al., 2001). Las primeras dos fase se observan incluso 

en semillas muertas o con dormancia (Benech-Arnold et al. 2004; Bewley y Black 

2013). La fase de imbibición consiste en la toma de agua (Pollock & Toole, 1966). 

En la fase II se activan las enzimas que degradan los azúcares y reservas 

almacenados en la semilla (Torres et al., 2018). Este proceso finaliza con la ruptura 

de la testa y la emergencia de la radícula (Nicolas et al., 2003). 

 

Los procesos fisiológicos y metabólicos en el proceso de germinación son regulados 

por genes cuya expresión está influenciada por el entorno, como lo son la 

temperatura, la disponibilidad de agua y la aireación (Benech-Arnold et al., 2004). 

Durante el proceso fisiológico, en el cual se da el cambio de semilla inactiva a activa, 

ocurre una regulación antagónica del ácido abscísico y de las giberelinas (Graeber 

et al., 2012; Shu et al., 2016). Por su parte, los procesos metabólicos provocan 

cambios en los contenidos de carbohidratos y otras reservas para continuar con los 

procesos post germinativos y crecimiento de la plántula (Bove et al., 2001). Por 

ejemplo, en Cajanus cajan se presenta una disminución de los contenidos de 

proteína cruda durante la germinación (Torres et al., 2018).  

 

2.2 Imbibición 

La imbibición es un proceso en el que la semilla absorbe agua y la distribuye hacia 

las estructuras internas por las grietas, defectos o espacios en la cubierta, en la que 

obtiene una ganancia de peso por el agua embebida (Benech-Arnold et al., 2004). 

Esta implica tres fases: una inicial de toma rápida de agua, una segunda de retraso 

(toma poca o nada de agua), y la tercera donde la absorción de agua es lenta en 

comparación con la primera debido al crecimiento del embrión y emergencia de la 
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radícula a través de la estructura que cubre la semilla (Ellies et al. 1985; Bewley y 

Black 2013). 

 

La toma de agua de la semilla es un paso primordial para la rehidratación, así como 

para iniciar con los procesos metabólicos, donde la cantidad de agua requerida 

depende de la genética y de los constituyentes de la semilla (Benech-Arnold et al. 

2004; Stelpflug 2015). Esta entra por capilaridad a una velocidad que decrece 

conforme transcurre el tiempo según la morfología de la semilla y crecimiento del 

embrión  (Louf et al., 2018).  

 

2.2.1 Factores que intervienen en la imbibición 

En condiciones de campo, existen tres factores que controlan la toma de agua de 

una semilla seca: 1) las propiedades de la semilla con respecto al agua (potencial 

de agua en la semilla, difusividad del agua, permeabilidad de la testa), 2) la 

interacción de las propiedades del suelo y agua, y 3) las propiedades hidráulicas 

semilla/suelo (Benech-Arnold et al., 2004). A su vez, factores como potencial 

osmótico, concentración de los solutos, velocidad y tiempo de toma del agua, 

conductividad hidráulica, el estado del suelo, la temperatura y diferencia en la 

composición química de la semilla afectan la emergencia de la radícula (Benech-

Arnold et al., 2004). 

 

La temperatura y el potencial osmótico influyen en la tasa de absorción de agua; por 

ejemplo, una baja temperatura y un incremento en estrés osmótico reducen la tasa 

de absorción (Pollock & Toole, 1966). La fase de retraso y de absorción son 

dependientes de la temperatura y se ha observado que un aumento en la 

temperatura incrementa la tasa de imbibición (Kader y Jutzi 2002; Valerio Cubillo 

et al. 2020).  

 

La absorción del agua puede ser desigual por las características estructurales de 

las semillas (Bewley & Black, 2013). En leguminosas, la estructura que cubre los 

embriones es la testa que tiene tres cicatrices: hilio, micropilo y lente (Miano et al., 
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2018; Soltani et al., 2021). La testa restringe el intercambio gaseoso y ha sido 

reportada una menor cantidad de oxígeno en la semilla en comparación a otros 

tejidos (Nicolas et al., 2003). El hilio es una abertura porosa que puede cerrarse 

para impedir la entrada de agua (Ellies et al., 1985), y por lo tanto afectar la 

germinación. El micrópilo, es un pequeño poro extremo al hilio, donde ingresa el 

agua (Mikac et al., 2015). La lente es una estructura opuesta al micrópilo, que 

recientemente Soltani et al. (2021) reportaron la presencia de “microgrietas” en el 

área del lente en las semillas de frijol, que permiten la entrada de agua y son un 

factor importante para genotipos que presentan dormancia física.    

 

En frijol se han realizado observaciones para determinar cómo ingresa el agua 

dentro de la semilla, en un estudio realizado por imágenes de resonancia micro-

magnética con el método de imagen de un solo punto se determinó que el agua es 

absorbida a través de la lente (Kikuchi et al., 2006), lo cual también fue reportado 

por Soltani et al. (2021) quienes indican la importancia de esta estructura para la 

imbibición. Por el contrario, Mikac et al. (2015) en un estudio realizado por 

microscopía de resonancia magnética observaron que, durante el remojo, el agua 

ingresa al frijol a través del micrópilo, migrando por debajo de la cubierta de la 

semilla hacía hipocótilo y posteriormente se hidratan los cotiledones. 

 

Por otro lado, la liberación rápida de la latencia requiere de la imbibición a 

temperaturas específicas (Graeber et al., 2012) y cambios en la concentración de 

hormonas endógenas (Nicolas et al., 2003). Las giberelinas son hormonas primarias 

que incrementan la imbibición (Shu et al., 2016). Otras hormonas involucradas son: 

auxinas, jasmonatos y brasinoesteroides (Yongqi et al., 2020b). 

 

2.2.2 Medición de la imbibición por medio de imágenes  

Los estudios de la imbibición de semillas se han realizado por medio de la diferencia 

entre peso inicial y peso final luego del proceso de absorción de agua, con base en 

la humedad inicial e implica la disección de la semilla (Pollock & Toole, 1966). 

También se hace esta medición con  diferentes concentraciones de polietilenglicol 
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para medir el potencial hídrico (McDonald et al., 1988), los cuales son métodos muy 

laboriosos. Por lo tanto, en la actualidad se han propuesto la medición de la 

imbibición por medio de imágenes. Este método consiste en la evaluación de la 

cinética de la semilla por medio del cambio de área del grano luego de la absorción 

del agua, con base en la fórmula: 

𝐴 = 𝐴𝑓(1 − 𝑒^(−𝑘𝑡) ( 1) 

 

Donde, Af es el área final,  

k es el coeficiente de crecimiento o tasa de crecimiento,  

t es el tiempo y 

e exponencial (Miller et al. 2018). 

 

Miller et al. (2018) propusieron un prototipo para la captura de datos de imbibición 

en maíz (Zea mays L.) por medio de imágenes, de la cual se obtuvieron datos de 

tasa de crecimiento (k) y aumento del área de la semilla. Los resultados sugieren 

que la tasa de imbibición (k) y porcentaje de aumento en el área de superficie de la 

semilla estuvieron influenciados por el genotipo.  

 

La medición de la imbibición por imágenes es un primer acercamiento para realizar 

estudios genéticos con datos del fenotipo, en donde la tasa de crecimiento “k” se 

utiliza para identificar loci de caracteres cuantitativos QTL (“Quantitative trail loci”, 

por sus siglas en inglés) (Miller et al., 2018). Stelpflug (2015) con base en los datos 

fenotípicos de tasa de imbibición (k) y porcentaje de aumento del área de superficie 

en líneas endogámicas de maíz, realizó un mapeo de asociación del genoma por 

medio de imágenes, donde encontró dos genes candidatos asociados a la tasa de 

imbibición: ZmAMY1A y GRMZM2G172043. 

 

Por su parte, Gómez (2018), mediante la medición de la cinética en la imbibición en 

variedades de frijol, reportó un cambio en el área en el proceso y el cual varió según 

el genotipo. La cantidad de agua absorbida por los genotipos cuya tasa de 
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crecimiento (k) fue mayor también presentaron mayor expansión (área) y a su vez 

mayor porcentaje de germinación. Sin embargo, en este estudio se evaluaron pocos 

genotipos y se indicó la importancia de evaluar más muestras. El análisis por 

imágenes para valorar la cinética de hidratación es una forma de reducir costos, 

tiempo y error del operador en las pruebas de germinación. Estos estudios ayudan 

a entender cómo el grano absorbe agua y la cinética de expansión de la semilla 

(Valerio Cubillo et al., 2020).  

 

2.2.3 Regulación genética en el proceso de imbibición 

La activación de una semilla requiere de la toma de agua a temperaturas específicas 

(Graeber et al., 2012). En arroz se hizo una categorización de eventos moleculares 

que ocurren durante la germinación a las 0, 12 y 48 horas iniciada la imbibición los 

cuales son: regulación epigenética de la expresión génica, morfogénesis de 

estructura anatómica y unión de carbohidratos. A las 12 horas de iniciada la 

imbibición se identificaron cambios transcripcionales drásticos, en los procesos de 

transformación biológica como la modificación de la pared celular asociado 

posiblemente para facilitar la absorción de agua (Wei et al., 2015).  

 

El contenido de GA se regula al alza en esta fase (Shu et al., 2016), lo cual coincide 

con lo encontrado por Wei et al. (2015), que ocurre la activación de genes de 

transducción del ácido giberélico como GA, GID1, GID2, SLR1 y activadores 

transcripcionales de GAMYB. Además, genes responsables de la biosíntesis y 

señalización de brasinoesteroides, que aumentaron luego de iniciada la imbibición 

y se acumularon continuamente hasta la finalización de la germinación (Wei et al., 

2015). En otro estudio en arroz se encontró que la mayoría de los genes expresados 

diferencialmente en la imbibición inicial (8 horas de imbibición) pertenecen a los 

reguladores que contiene el dominio AP2, genes relacionados con etileno, ácido 

jasmónico y auxinas (Yongqi et al., 2020). Además, en este estudio indican que la 

subfamilia de genes DREB, proteínas de unión a elementos sensible a la 

deshidratación, pueden participar en la vía de respuesta al estrés cuando las 
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semillas pasan de estado seco a hidratadas, a través de la regulación de la síntesis 

de hormonas (Yongqi et al., 2020). 

 

En Arabidopsis se reportó la expresión del gen RGL2, relacionado con las 

giberelinas, su expresión se incrementó entre las 12 horas y 48 horas luego del 

inicio de la toma de agua, en las fases posteriores la expresión del gen decrece. 

Este gen es parte de la familia DELLA y actúa como un inhibidor de la germinación, 

las giberelinas contrarrestan el efecto de RGL2 (Lee et al., 2002).   

 

En maíz se realizó un análisis de enriquecimiento basado en la ruta de procesos 

biológicos asociados con la tasa de imbibición, enfoque para entender la 

arquitectura y base molecular de rasgos cuantitativos (Stelpflug, 2015). En dicho 

estudio se encontró 58 términos biológicos enriquecidos de genes, tres regiones 

genéticas y dos genes candidatos ZmAMY1A (GRMZM2G103055) y 

GRMZM2G172043. El primero codifica una proteína α-amilasa putativa expresada 

a las 24 y 48 horas después de la imbibición y el segundo codifica una β-1 putativa, 

proteína 3-glucanasa, asociados a la tasa de imbibición.  

 

La alfa amilasa son enzimas responsables de la hidrolisis y movilización del almidón 

durante la germinación en cereales y tiene un rol en el vigor de las plántulas, esta 

enzima es regulada por giberelinas (Stelpflug, 2015). El gen GRMZM2G172043 

relacionado al β-glucanasa que potencialmente participa en la remodelación y 

ruptura de la pared celular durante la germinación temprana e imbibición. En este 

estudio en maíz demostraron que hay una relación significativa entre la tasa de 

imbibición y el tiempo de emergencia de la radícula y el porcentaje total de 

germinación (Stelpflug, 2015).  

 

Ahora bien, en frijol se han evidenciado genes y proteínas que regulan la 

germinación, sin embargo, los estudios son limitados comparados con otras 

especies. En relación a la germinación se reportan las proteínas GLP (“Germin-Like 

Proteins”, por sus siglas en inglés) (Nicolas et al., 2003). El primer gen reportado en 
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la germinación de frijol  es el PvGLP1 (Aubry et al., 2003). El gen PvGLP1 codifica 

una proteína de 206 aminoácidos, una glicoproteína. La expresión del gen PvGlp1 

no se detectó en las primeras horas sino hasta las 24 horas luego de la imbibición 

(Aubry et al., 2003).  

 

Por otro lado, Villanueva et al. (1999) reportan la actina en niveles bajos en semillas 

secas de frijol y, muestra un incremento y expresión a las 6 horas iniciada la 

imbibición. Esta proteína (gen ACT7) también fue encontrada en Arabidopsis, en el 

hipocótilo y testa de la semilla, el cual es un componente fundamental del 

citoesqueleto que participa en varios procesos celulares (Gallardo et al., 2001). 

 

Por último, en de frijol se encontró un QTL principal asociado a la absorción de agua 

en Pv03, el intervalo del QTL posee 11 genes. Estos resultados sugieren el cambio 

de frecuencia alélica de un ortólogo de pectina acetilesterasa-8-2 por la inserción 

de 5-pb, que causo una rápida absorción de agua en las semillas (Soltani et al., 

2021). Estos resultados resaltan el papel que juega la pectina acetilesterasa 8 en la 

dormancia y germinación de la semilla (Palmer et al., 2021; Soltani et al., 2021).  

 

2.2.4 Regulación genética de la imbibición bajo estrés 

En un análisis proteómico de arroz se identificaron 14 proteínas involucradas en la 

imbibición de semillas bajo estrés salino. La expresión de ocho genes como BPM, 

PKP, GLU3, GLU2.1, GLU2.3, GAS8, GLU2.2 y GSS se incrementó durante la 

imbibición en condiciones de estrés salino en la fase II (o de retraso), 24 horas 

después del inicio de la imbibición (Xu et al., 2017).  

 

Las proteínas identificadas por Xu et al. (2017) están vinculadas al metabolismo 

energético y los mecanismos de evitación del estrés salino. La proteína globulina 

cupina CDP3.1 es la responsable del control de la germinación de semillas arroz 

bajo estrés salino. Por su parte Zhao, J et al. (2019), reportan 1544 genes 

diferencialmente expresados en la fase I, después de 8 horas de imbibición en arroz. 

Los genes relacionados en respuesta a estreses abióticos en la fase inicial de la 
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imbibición en arroz corresponden a 5 genes por sequía (inducida con sal), 4 genes 

al calor, 2 genes al frío, 2 genes a heridas y 3 genes asociados con factores 

abióticos. Las proteínas relacionadas con estos genes son: proteínas dominio cupin, 

metiltransferasa y proteínas relacionadas al dominio SPX(J. Zhao et al., 2019). 

 

La expresión de genes relacionados con estrés abiótico como los reportados en 

arroz por Xu et al. (2017) y Zhao, J et al (2019) pueden contribuir a conferir tolerancia 

al estrés durante la imbibición en semillas de arroz. En frijol se han identificado 

proteínas y genes relacionados con la germinación (Villanueva et al. 1999; Aubry 

et al. 2003),  lo que resalta la necesidad de conocer los genes que regulan el 

proceso de imbibición (Zargar et al., 2017). 

 

2.3 Estudios de resistencia a sequía en frijol 

En frijol se han reportado líneas tolerantes a sequía. Entre estas se encuentran las 

reportadas por Assefa et al. (2015), Mayor Duran et al. (2016),  Polania et al. (2017) 

y Chaves-Barrantes et al. (2018) quienes identificaron líneas de frijol común en 

condiciones de sequía temprana, intermitente y terminal. Estas líneas son útiles 

como progenitores en los programas de mejoramiento. Para algunas regiones 

áridas y semiáridas se han recomendado variedades de frijol, como Wairimu dwarf, 

Wairimu, Piriton and KAT B9, por su capacidad de germinación temprana (Mwami 

et al., 2017).   

 

Posteriormente, Polania et al. (2017) reportaron que los rasgos de brotes y raíces 

contribuyen en la tolerancia a sequía intermitente en líneas recombinantes de frijol 

común. Es decir, las líneas identificadas como tolerantes a sequía tienen un sistema 

de raíces vigoroso y más profundo, mientras que las otras un sistema de raíces de 

moderado a superficial. No se tiene conocimiento hasta el momento de la relación 

de la imbibición y la resistencia a la sequía durante la fase de germinación y 

establecimiento de la planta en campo.  
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2.4 Enfoques genómicos  

El frijol es una especie diploide y su genoma está secuenciado (O’Rourke et al., 

2014). De acuerdo con Zargar et al. (2017), el genoma es de 587 Mb y está 

dispuesto en 708 andamios (“scaffolds”) de los cuales se han ensamblado 473 Mb. 

Esta es una ventaja para encontrar genes con los diferentes enfoques y 

herramientas biotecnológicas sobre un rasgo de interés para el mejoramiento 

genético del cultivo, por ejemplo, se han identificados genes relacionados con un 

mayor tamaño de semilla (Schmutz et al., 2014). 

 

Enfoques para realizar análisis genéticos podrían ser: análisis genómico, análisis 

del transcriptoma, análisis proteómico, análisis metabolómico y análisis fenómico 

(Zargar et al., 2017; L. Zhao et al., 2019). El análisis genómico identifica nuevos 

genes y marcadores asociados a QTLs; el análisis del transcriptoma proporciona 

información de la expresión de genes en diferentes procesos; el análisis proteómico 

indica la diferencia de expresión y función de las proteínas; el análisis de 

metabolómica permite la identificación de metabolitos endógenos y exógenos; y el 

análisis fenómico realiza la caracterización fisiológica, bioquímica y morfológica 

(Nadeem et al., 2018; O’Rourke et al., 2014; Zargar et al., 2017).  

 

2.4.1 Transcriptoma 

El análisis de transcriptoma consiste en el estudio de los perfiles de expresión de 

genes en células, tejidos, órganos y otras partes de la planta (Bove et al., 2001; S. 

Jiang et al., 2020; O’Rourke et al., 2014; Zargar et al., 2017). Con este análisis se 

logra la caracterización funcional y anotación de genes, construye planos para la 

reconstrucción de redes de interacción para comprender las funciones celulares, el 

crecimiento y desarrollo, y los sistemas biológicos (Z. Jiang et al., 2015). 

 

El objetivo final de este tipo de análisis es encontrar aquellos genes que se expresan 

diferencialmente en diferentes condiciones biológicas, muchas de ellas en 

respuesta a estreses bióticos o abióticos. Los genes se detectan mediante 

herramientas computacionales que utilizan puntaciones de expresión génica 
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normalizadas y pruebas estadísticas (Mutz et al., 2013; Wei et al., 2015; N. Zhang 

et al., 2014).  

 

Algunas metodologías utilizadas para evaluar la expresión de genes son: 

microarreglos y secuenciación de alto rendimiento (Mutz et al., 2013; O’Rourke 

et al., 2014). Las tecnologías de microarreglos y secuenciación del transcriptoma 

(RNA-seq, por sus siglas en inglés) se realizan con análisis de ARN directo o por la 

conversión de ARN a ADN copia (Hrdlickova et al., 2017; O’Rourke et al., 2014; Wei 

et al., 2015). La desventaja de los microarreglos es que se limitan a la cantidad de 

ARN, la cuantificación de los niveles de transcripción y requiere información del 

genoma o transcritos de referencia (Hrdlickova et al., 2017; Mutz et al., 2013). Por 

otro lado, con los métodos de RNA-seq se genera información más robusta, que 

revela directamente la identidad de la secuencia o transcrito (Hrdlickova et al., 2017) 

y se puede evaluar con o sin genoma de referencia (Mutz et al., 2013).    
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3 OBJETIVOS 

3.1 General 

• Determinar los factores genéticos involucrados durante el proceso de 

imbibición y la relación de la capacidad germinativa del frijol (Phaseolus 

vulgaris L.)  en condiciones de baja disponibilidad de agua. 

 

3.2 Específicos 

• Determinar si la imbibición es regulada genéticamente mediante estudio de 

la segregación de esta característica en progenies de cruzamientos 

controlados.  

• Identificar genes involucrados en el proceso de imbibición mediante el 

análisis de transcriptoma y estudio de segregación del gen pectina 

acetilesterasa 8.  

• Identificar diferencias morfológicas a nivel celular en las semillas de los 

genotipos de alta y baja imbibición.  

• Relacionar la poca imbibición de agua con la capacidad de germinar en 

ambientes con poca disponibilidad de agua. 
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4 METODOLOGÍA 

4.1 Lugar de estudio 

El estudio se realizó en los laboratorios e invernadero del Centro para 

Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), en la Universidad de Costa Rica. 

La semilla utilizada fue producida durante junio 2021 a agosto 2022, con tres 

generaciones autopolinizadas a partir de la semilla inicial que provenía del Banco 

de Germoplasma del CATIE, conforme las recomendaciones para el cultivo de frijol. 

La siembra de los 18 genotipos y los cruzamientos se realizó bajo condiciones 

controladas en invernadero con sistema de riego por aspersión, hasta alcanzar su 

maduración y recolectar las semillas.  

 

4.2 Material genético 

Las muestras fueron 18 accesiones provenientes de la colección mundial de 

respaldo de frijol del CIAT depositadas en CATIE, resguardadas hace 30 años, de 

las cuales se identificaron ocho genotipos de frijol de baja imbibición (absorben de 

1,0-1,5 su volumen inicial), cinco genotipos de alta imbibición (absorben 1,7-3,0 

veces su volumen inicial) y genotipos que absorben mediana agua (1,5-1,7 su 

volumen inicial), y todos los grupos tienen una germinación mayor al 90% (Cuadro 

1), identificados en un estudio previo (datos no publicados). Se utilizaron 10 semillas 

por accesión. De los parentales se obtuvieron tres generaciones autopolinizadas a 

partir de las semillas iniciales, identificadas como S1, S2 y S3. 

 

Cuadro 1. Genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) utilizados en la investigación 

procedentes del CATIE de la colección de respaldo del CIAT. 

No. Accesión Fenotipoa  Origen Cultivar DOI 

G11007 Baja  México Variedad-Criolla 10.18730/JP7PT 

G11811 Baja  Perú Variedad-Criolla 10.18730/PEDDV 

G12858A Baja  Perú SRb 10.18730/S1S2~ 

G16130 Baja  Perú Variedad-Criolla 10.18730/JSK3P 

G11921 Baja  México Variedad-Criolla 10.18730/JNJ1U 

G17913 Baja  Hungría Variedad-Criolla 10.18730/JT4GR 

G11083 Baja  México Variedad-Criolla 10.18730/JPATF 

G12071 Baja  Perú Variedad-Criolla 10.18730/JHGQ5 
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G11577 Mediana Perú Variedad-Criolla 10.18730/JQ28S 

G11086 Mediana México Variedad-Criolla 10.18730/JPAG5 

G11057 Mediana México Variedad-Criolla 10.18730/JPA9= 

G11378 Mediana México Variedad-Criolla 10.18730/JPZC7 

G11317 Mediana México Variedad-Criolla 10.18730/JPXTZ 

G11787 Alta  Perú Variedad-Criolla 10.18730/JQJP~ 

G10962 Alta México Variedad-Criolla 10.18730/JP67G 

G16885 Alta Guatemala Variedad-Criolla 10.18730/JHKZ= 

G13094 Alta México Azufrado Pimono-78 10.18730/PMCM4 

G13935 Alta Guatemala Variedad-Criolla 10.18730/JS7SY 

a Fenotipo: baja 1,0-1,5 veces de su volumen inicial; mediana >1,5-<1,7 veces de su 

volumen inicial; alta 1,7-3 veces su volumen inicial. b Sin registro  

 

4.3 Métodos para determinar la genética del proceso de imbibición mediante 

cruzamientos controlados 

4.3.1 Cruzamientos  

Se realizaron cruces controlados de los tres grupos para obtener la generación filial 

1 (F1) (Cuadro 2). Los genotipos parentales fueron identificados como P1 a los 

receptores de polen (♀) y P2 a los donadores del polen (♂). Las flores de los P1 

fueron emasculadas y polinizadas manualmente, luego fueron selladas para evitar 

contaminación con otro polen y se identificaron. Luego se obtuvieron las semillas de 

la generación filial 2 (F2) autofecundas. 

 

Cuadro 2. Cruzamientos de genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.). 

No. Cruzamiento Fenotipo de 

imbibición 

Nomeclaturaa 

1 G16885×G17913 Alta×Baja P1♀×P2♂ 

2 G17913×G11317 Baja×Mediana  P1♀×P2♂ 

3 G17913×G10962 Baja×Alta P1♀×P2♂ 

4 G11317×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

5 G11317×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

6 G11317×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

7 G11787×G12858A Alta×Baja P1♀×P2♂ 

8 G16885×G11007 Alta×Baja P1♀×P2♂ 
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9 G11317×G11921 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

10 G11317×G16130 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

11 G16130×G11317 Baja×Mediana P1♀×P2♂ 

12 G16130×G16885 Baja×Alta P1♀×P2♂ 

13 G16885×G16130 Alta×Baja P1♀×P2♂ 

14 G12071×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

15 G12071×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

16 G11057×G17913 Baja×Baja P1♀×P2♂ 

a P1: genotipo receptor del polen (♀) y P2: genotipo donador del polen (♂) 

 

4.3.2 Análisis de imbibición 

Esta prueba se realizó con análisis de imágenes digitales como describe Gómez 

Bolaños (2018), con algunas modificaciones, que consistió en ensayos 

independientes de las semillas obtenidas de los cruzamientos (Cuadro 2), las 

poblaciones F2 (Cuadro 3) y una población F3 del cruzamiento G16885×G17913 con 

sus respectivos parentales (Cuadro1) con por lo menos dos repeticiones con 10 

semillas. Las semillas fueron escarificadas y se colocaron sobre papel de 

germinación azul (Anchor paper Co. Minnesota, 243 USA, 15,4 x 46 cm), dentro de 

un molde de acrílico y se agregaron 800 ml de agua.  

 

Cuadro 3. Líneas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) evaluadas en la generación filial 2 (F2). 

No. Cruzamiento Fenotipo Nomenclaturaa 

1 G16885×G17913 Alta×Baja P1♀×P2♂ 

2 G17913×G11317 Baja×Mediana  P1♀×P2♂ 

3 G17913×G10962 Baja×Alta P1♀×P2♂ 

4 G11317×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

5 G11317×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

6 G11317×G11083 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

7 G11787×G12858A Alta×Baja P1♀×P2♂ 

8 G16885×G11007 Alta×Baja P1♀×P2♂ 

9 G11317×G11921 Mediana×Baja P1♀×P2♂ 

10 G16130×G16885 Baja×Alta P1♀×P2♂ 

a P1: genotipo receptor del polen (♀) y P2: genotipo donador del polen (♂) 
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Las mediciones se realizaron cada 15 minutos durante 20 horas para cuantificar la 

cantidad de agua absorbida a una temperatura constante de 30°C (Promedio +/- 2), 

iluminación constante (lámparas fluorescentes) y humedad relativa 90%. Se calculó 

la Razón de crecimiento del área de la semilla (RCA) como:   

𝑅𝐶𝐴 =  
Á𝑟𝑒𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

Á𝑟𝑒𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 ( 2) 

 

La tasa de imbibición para las semillas de la F3 del cruzamiento G16885×G17913 

se midió con el método gravimétrico, se registró el peso seco de las semillas al inicio 

(tiempo 0) y luego se pesaron las semillas a las 20 horas posterior a la imbibición 

en una balanza analítica 253 (Voyager Ohaus, sensibilidad 0,001). La imbibición se 

calculó como: 

𝐼𝑚𝑏𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 (𝑔/𝑔) =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 ( 3) 

 

4.3.3 Validación de método por imágenes contra método gravimétrico 

La imbibición mediante análisis de imágenes se comparó con el método 

gravimétrico. Se utilizaron 141 semillas de 12 parentales y seis cruzamientos. El 

método gravimétrico se llevó a cabo al cuantificar el peso seco de la semilla al inicio 

(tiempo 0) y luego se pesaron las semillas a las 20 horas posterior a la imbibición 

en una balanza analítica (Voyager Ohaus, sensibilidad 0,001). La tasa de absorción 

se calculó como se describió en la sección anterior.   

 

4.3.4 Extracción de ADN de parentales y cruzamientos 

Se recolecto tejido de las primeras hojas de tres plantas de cada parental (P1 y P2) 

y los cruzamientos (F1) a los 15 días después de la siembra. El ADN fue aislado por 

el protocolo de bromuro de etil trimetilamonio (CTAB, por sus siglas en inglés) 

(Doyle, 1990), con un volumen total de 25 µl. La concentración de las muestras de 

ADN se determinó mediante nanofotómetro (NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH, 

Múnich, Alemania).  
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4.3.5 Verificación de poblaciones por marcadores moleculares 

Las poblaciones F1 fueron verificadas por medio de marcadores moleculares 

(Cuadro 4) para identificar que sean híbridos, según el método descrito por 

Ganopoulos et al. (2012), que se basa en fusión de alta resolución (HRM, por sus 

siglas en inglés).  

 

Cuadro 4. Descripción de imprimadores evaluados en poblaciones F1 de frijol (Phaseolus 

vulgaris L.). 

Nombre del oligo Sentido Secuencia (5’ a 3’) Referencia 

BM139 Forward TTAGCAATACCGCCATGAGAG Gaitán-Solís et al., 

(2002). Reverse ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC 

BM172 Forward CTGTAGCTCAAACAGGGCACT Gaitan-Solis et al. 

(2002). Reverse GCAATACCGCCATGAGAGAT 

BM189 Forward CTCCCACTCTCACCCTCACT Gaitan-Solis et al. 

(2002). Reverse GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA 

BM210 Reverse ACCACTGCAATCCTCATCTTTG Gaitan-Solis et al. 

(2002). Forward CCCTCATCCTCCATTCTTATCG 

BM143 Forward GGGAAATGAACAGAGGAAA Ganopoulos et al., 

(2012). Reverse ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG 

BM187 Forward TTTCTCCAACTCACTCCTTTCC Ganopoulos et al. 

(2012). Reverse TGTGTTTGTGTTCCGAATTATGA 

BM167 Forward TCCTCAATACTACATCGTGTGACC Ganopoulos et al. 

(2012). Reverse CCTGGTGTAACCCTCGTAACAG 

 

La reacción utilizada para este análisis fue la siguiente: 2,3 µL de H2O DEPC, 5 µL 

de MeltDoctor (Applied Biosystems), 0,35 µL imprimador forward y 0,35 µL 

imprimador reverse. Luego se realizó el PCR en tiempo real con perfil de corrida 

inicial durante 10 minutos a 95°C, desnaturalización a 95°C durante 15 segundos, 

alineamiento a 60°C durante 30 segundos y una extensión final de 65°C durante 1 

minuto con 44 ciclos. Luego el perfil del HRM fue 60-65°C con una tasa de 

incremento de 0,1°C cada 10 segundos, en BIO-RAD C1000 (TouchTM Thermal 

Cycler). Se utilizaron muestras de los P1, P2, F1 y un control negativo (agua) con 

tres repeticiones. 
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4.4 Métodos para la identificación de genes involucrados en el proceso de 

imbibición y segregación del gen pectin acetilesterasa 8 

4.4.1 Extracción de ARN 

Se trabajó con 10 ejes embrionarios de un genotipo de alta (G16885) y baja 

(G17913) imbibición, los cuales se congelaron en nitrógeno líquido luego de 1 hora 

para ambos genotipos, con tres repeticiones, y 6 horas de iniciada la imbibición para 

el genotipo G16885, con dos repeticiones. Posteriormente, se maceraron las 

muestras para obtener 50 mg de polvo fino. El ARN total se aisló usando el kit 

RNeasy Plant Mini (QIAGEN) con el buffer RLC de acuerdo con el protocolo del 

fabricante. La concentración de las muestras de ARN se determinó mediante 

espectrofotómetro (Thermo Scientific™ NanoDrop™ One/One) y la calidad se 

evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa 1% desnaturalizada. Las muestras 

fueron enviadas para la secuenciación DNBSEQ en BGI, California, Estados 

Unidos. 

 

4.4.2 Análisis del gen pectina acetilesterasa 8  

Se evaluó la presencia de la mutación reportada en este gen según Soltani et al. 

(2021) en dos genotipos reportados por Soltani et al. (2021), una es la accesión 

G4780 con el alelo funcional (sin la inserción de 5pb) y la accesión G1375 con el 

alelo no funcional (inserción de 5pb), según datos de secuenciación Sanger 

obtenidos por los investigadores. Se probaron dos pares de imprimadores 

reportados por Soltani et al. (2021) (Cuadro 5).  

 

Cuadro 5. Descripción de los imprimadores Pv03 evaluados en genotipos de frijol 

(Phaseolus vulgaris L.). 

Nombre oligo Sentido Secuencia (5’ a 3’) Referencia 

Pv3-40634091 Forward TTAGCAATACCGCCATGAGAG Soltani et al. (2021) 

Reverse ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC 

Pv3-53035007 Forward CTGTAGCTCAAACAGGGCACT Soltani et al. (2021). 

Reverse GCAATACCGCCATGAGAGAT 
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Se utilizó la técnica PCR en tiempo real (qPCR) para amplificar la secuencia de 

interés. La reacción utilizada para este análisis fue la siguiente: 4,6 µL de H2O 

DEPC, 7,5 µL de SYBRGreen, 0,45 µL imprimador forward y 0,45 µL imprimador 

reverse. La amplificación tuvo una programación inicial desnaturalización a 95°C 

durante 10 minutos y 44 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 15 minutos, 

alineamiento a 60°C durante 30 segundos, 95°C durante 30 segundos, con una 

extensión final de 65°C durante 1 minuto. Estos fragmentos se enviaron a 

secuenciar (Secuenciación Sanger) al laboratorio del Centro de Investigaciones en 

Biología Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa Rica. Los datos 

de las secuencias fueron alineados en BioEdit (v7.2.5) y se hizo un BLAST en 

Primer-BLAST para identificar la inserción.    

 

4.4.3 Diseño de marcadores moleculares 

Se diseñaron imprimadores para detectar la inserción con la herramienta 

Primer3Plus (Cuadro 6) con la secuencia del gen Phvul.003G277600.1 para análisis 

en PCR-HRM. Se tomaron en cuenta los siguientes criterios: tamaño aproximado 

de 150 pares de bases, una Tm similar entre el imprimador forward y reverse, que 

estuvo entre 59,1°C a 59,8°C, no formación de dímeros, con porcentaje de 36,4 a 

50 de GC y que amplifique en una solo región. Con estos marcadores fueron 

evaluados dos genotipos testigos G4780 y G1375, reportados con la presencia y 

ausencia de la mutación (Soltani et al., 2021), respectivamente, con dos 

repeticiones.  

 

Cuadro 6. Descripción de los imprimadores evaluados en genotipos de frijol (Phaseolus 

vulgaris L.) para identificar INDEL. 

Nombre del oligo Secuencia (5’ a 3’) 

PAE_indel_e7_F CCTTGATGATTTGGCACTTTT 

PAE_indel_e7_R GAAAAAGCAAGTGAAAGCCAAT 

PAE_indel_e6_F TGGGTCATCGTTTACTGGTG 

 

La reacción utilizada para este análisis fue la siguiente: 4,45 µL de H2O DEPC, 7,5 

µL de MeltDoctor (Applied Biosystems), 0,525 µL imprimador forward y 0,525 µL 
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imprimador reverse. Luego se realizó el PCR en tiempo real con perfil de corrida 

inicial durante 10 minutos a 95°C, desnaturalización a 95°C durante 15 segundos, 

alineamiento a 56,1°C durante 30 segundos y una extensión final de 65°C durante 

1 minuto con 44 ciclos. Luego el perfil del HRM fue 60-65°C con una tasa de 

incremento de 0,1°C cada 10 segundos, en BIO-RAD C1000 (TouchTM Thermal 

Cycler).  

 

4.5 Método para identificar diferencias morfológicas a nivel celular  

4.5.1 Caracterización histológica a nivel celular  

Se prepararon cortes transversales a partir de semillas de 3 genotipos de baja 

imbibición y un genotipo de alta imbibición. Las semillas se cortaron por la mitad 

para separar los dos cotiledones. Luego se procedió a fijar las muestras según Arias 

et al. (2019), que consistió en colocar las semillas en una solución con 10 por ciento 

de formalina al 37%, 85 por ciento de alcohol etílico al 70% y cinco por ciento de 

ácido acético, durante 24 horas a temperatura ambiente.  

 

Luego de transcurrido el tiempo de fijación, las muestras se procesaron para la 

deshidratación, el aclaramiento y la infiltración. La deshidratación consistió en pasar 

seis veces las muestras por alcohol etílico a diferentes concentraciones (70, 80, 90, 

95 y 100 por ciento) a temperaturas de 50-60°C entre 5 y 10 minutos. El 

aclaramiento se realizó al pasar la muestra por una solución 1:1 de alcohol etílico 

100 % y xilol, luego dos veces por xilol durante 10 minutos a 50°C. Posteriormente, 

se pasaron las muestras por xilol/parafina (Paraplast) con safranina por 20 minutos 

en estufa a 60° y 5 minutos al vacío. Por último, se colocaron en parafina dos veces 

por 20 minutos en estufa (5 minutos iniciales al vacío y estufa).   

 

La inclusión de las semillas se realizó en un molde de inclusión metálico el cual fue 

llenado con parafina. Una vez seca la parafina, se separó el bloque del molde 

metálico para proceder a realizar los cortes de la semilla con un micrótomo rotatorio 

Reichert-Jung 820H Histostat (Leica, Wetzlar, Alemania). Las muestras se 

colocaron en un portaobjetos y posteriormente las muestras se desparafinaron con 
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xilol (2 veces), alcohol etílico de mayor a menor concentración (70, 95 y 100%), 2 

veces, y agua por 1 minuto. Se tiñó con azul de Toloudina durante 20 minutos. 

Luego se aclararon con dos cambios de xilol para finalmente montar con medio de 

montaje para portaobjetos (Permount), se observó en un microscopio invertido (Axio 

Vert.A1, Zeiss, Göttingen, Alemania) y se obtuvieron imágenes de los cotiledones y 

ejes embrionarios con la cámara fotográfica DP74 (Olympus, Tokio, Japón) 

acoplada al microscopio. 

 

4.5.2 Caracterización microestructural del hilio-micrópilo 

Para identificar diferencias entre el hilio-micrópilo entre genotipos de baja y alta 

imbibición se seleccionaron dos accesiones, la G17913 (baja imbibición) y la 

G16885 (alta imbibición), con 5 repeticiones por genotipo. Las semillas se colocaron 

en una base de metal con cinta con doble capa de carbón y una de aluminio, luego 

se recubrieron con una capa de 200nm de oro sin fijar ni procesar en un cobertor 

iónico (DENTONVAUUM, Desk V) a una corriente de 20mA por 150 segundos. Por 

último, se colocaron en el microscopio electrónico de barrido JEOL modelo JSM 

6390LV (Tokio, Japón).  Este análisis se realizó en el Laboratorio Nacional de 

Nanotecnología (LANOTEC). 

 

4.6 Método para relacionar la poca imbibición de agua con la capacidad de 

germinar en ambientes con poca disponibilidad de agua 

4.6.1 Análisis de imbibición y germinación 

Se realizó una prueba preliminar para determinar el tratamiento que limita la 

disponibilidad de agua. Esto se realizó a diferentes soluciones con polietilenglicol 

(PEG6000, Sigma-Aldrich, Alemania) a -1,0 MPa, -0,5 MPa y -0,3 MPa de potencial 

hídrico, que fue calculado según Michel & Kaufmann (1973), en dos genotipos 

(NAMBI y G16885). Se evaluó la capacidad germinativa según las Reglas 

Internacionales ISTA (versión 2018) para análisis de semillas por 5 días. Con el dato 

de germinación se ajustó un modelo lineal para determinar la solución de PEG que 

disminuye la germinación al 50 por ciento (Ecuación 4). 

𝑆𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑀𝑃𝑎 (𝑃𝐸𝐺6000) = −0,74 + 0,005 (% 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛) ( 4) 
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−0,74 + 0,007 ∗ 50 = −0,39 𝑀𝑃𝑎 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 ℎí𝑑𝑟𝑖𝑐𝑜 

 

A partir de este cálculo se diseñó un experimento completamente al azar con dos 

factores (Cuadro 7). El factor 1 fueron los tratamientos: testigo (agua) y solución 

PEG6000 a -0,4MPa de potencial hídrico y el factor 2 los genotipos: con dos 

genotipos de baja imbibición G17913 y G11007, un genotipo de alta G168885 y un 

testigo comercial NAMBI, con 10 semillas por cada repetición (tres repeticiones). 

Las semillas se colocaron en una caja de plástico de 11×11 centímetros con tapa 

sobre papel de germinación de celulosa con 15 ml de la solución (Agua o PEG6000). 

La prueba fue colocada en cámara de germinación (HOTECH, modelo 624) a una 

temperatura constante de 30°C (Promedio +/- 2), iluminación constante (lámparas 

fluorescentes) y humedad relativa 90% por 120 horas. 

 

Cuadro 7. Descripción de los tratamientos bajo estrés hídrico en los genotipos de frijol 
(Phaseolus vulgaris L.) 

Factor 1 (Tratamiento) Factor 2 (Genotipos) 

Testigo G11007 

Testigo G17913 

Testigo G16885 

Testigo NAMBI 

PEG6000 a -0,4 MPa G11007 

PEG6000 a -0,4 MPa G17913 

PEG6000 a -0,4 MPa G16885 

PEG6000 a -0,4 MPa NAMBI 

 

Se calculó la imbibición a las 20 horas con el método gravimétrico, descrito en la 

sección 3.3.3. La capacidad germinativa se evaluó según las Reglas Internacionales 

ISTA (versión 2018) a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas, con los cuales se calculó la 

germinación máxima (gMAX), tiempo para alcanzar 50% de la germinación (t50), 

área debajo de la curva de germinación (AUC, por sus siglas en inglés) con el 

paquete GERMINATOR (Joosen et al., 2010). Se utilizaron semillas producidas bajo 

las mismas condiciones. Además, las semillas se almacenaron en condiciones de 

humedad controlada al 20 por ciento utilizando zeolita para este fin. 
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4.7 Análisis estadísticos  

Determinación de la genética del proceso de imbibición mediante cruces 

controlados 

La prueba de imbibición se analizó con el software ImageJ versión 2,35 (Schneider 

et al., 2012), con el que se obtuvo el área inicial y final. Para los datos de imbibición 

y área de la semilla se realizaron modelos lineales generalizados con el paquete 

stats. Se obtuvieron los valores de exactitud para calcular el valor predictivo de los 

modelos y los valores p (de dos colas) de distribución t de Wald. Para la 

comparación del método por imágenes y por balanza se utilizó un modelo de 

regresión lineal robusto del paquete estimatr (Blair et al., 2022) con la matriz de 

varianza covarianza ajustada tipo HC2 y valores p (de dos colas) calculados 

utilizando una aproximación de distribución t de Wald. 

 

Detección de genes con expresión diferencial 

El análisis fue realizado en una máquina virtual con sistema Ubuntu 20,04 LTS, 32 

Intel® Xeon® CPU E5-4667 v3 @ 2.00 GHz y 252 GB de memoria RAM, cortesía 

de la Escuela de Ingeniería Electrónica, del Instituto Tecnológico de Costa Rica 

(TEC). El control de calidad de los datos se realizó con el programa FastQC v0.11.9 

(Andrews, 2010). Posteriormente, las lecturas se alinearon al genoma de referencia 

Phaseolus vulgaris (cultivar G19833) disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

con el uso de los programas HISAT2 v2.2.1 (Kim et al., 2015) y SAMtools v1.14 (Li 

et al., 2009). El conteo de lecturas alineadas a cada gen se hizo con el programa 

featureCounts v2.0.1 (Liao et al., 2014) y la cuantificación de la abundancia de 

transcritos se hizo con el programa Kallisto v0.48.0 (Bray et al., 2016). La expresión 

de genes diferenciales (“DE” por sus siglas en inglés) se hizo con el paquete 

DESeq2 (Love et al., 2014) de R, que utiliza un modelo lineal generalizado con una 

distribución binomial negativa (Ecuación 5).  

𝑃(𝑥 = 𝑘) = (
𝑘 + 𝑥 − 1

𝑥
)𝑞𝑥𝑝𝑘

 ( 5) 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Donde:  

P(x = k) x es el número de fracasos (k) necesarios antes de conseguir el r-ésimo 

éxito, 

p es la probabilidad que ocurra un suceso, y 

q es la probabilidad que no ocurra un suceso. 

 

Los valores de p de la prueba de hipótesis múltiple se ajustaron al enfoque de 

Benjamini y Hochberg para controlar la tasa de descubrimiento falso (TDF). Los 

genes con TDF <0,05 se asignaron como expresados diferencialmente. 

 

Identificación de diferencias morfológicas a nivel celular 

Los datos del área de las células se obtuvieron con el uso de ImageJ (versión 2,35). 

Para la comparación del tamaño de las células de los cotiledones se ajustaron 

modelos lineales generalizados con el paquete stats. Se obtuvieron los valores de 

exactitud para calcular el valor predictivo de los modelos y los valores p (de dos 

colas) de distribución t de Wald. Además, se realizó un análisis mediante la 

estimación de las diferencias entre cada nivel de un factor (genotipos) con el método 

p-valor de Holm (1979).   

 

Relación de la poca imbibición de agua con la capacidad de germinar en 

ambientes con poca disponibilidad de agua 

El análisis de gMax se hizo una comparación de medias de Kruskal Wallis para 

datos no paramétricos. Para los datos de AUC y t50 se realizaron pruebas de 

Shapiro-Wilk para verificar la normalidad de los datos (significancia al 5%), una 

prueba Bartlett para verificar la homogeneidad (significancia al 5%) y una prueba de 

medias de Tukey (significancia al 5%) para ambos factores con el uso del paquete 

AgroR (Shimizu G et al., 2022).  

 

Los análisis se realizaron en el software estadístico R versión 4.2.0 (R Core Team, 

2022). 
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5 RESULTADOS 

5.1 Determinación de la genética del proceso de imbibición mediante 

cruzamientos controlados 

5.1.1 Validación de método por imágenes versus método gravimétrico  

Se observó una alta relación entre los valores obtenidos por el método de imágenes 

y los obtenidos por el método gravimétrico (Figura 1) con una pendiente de 0,99 

(intervalo de confianza (IC) al 95% 0,90-1,08) e intersección 0,08 (95%IC, -0,03, 

0,20) en el eje “y” cercano al cero, lo cual refleja que con ambos métodos las 

variables crecen juntas. El valor de p (<0,001) indica una correlación significativa y 

fuerte entre las variables (R2= 0,73).  

 

 

Figura 1. Relación entre los valores de imbibición (20 horas) cuantificado mediante métodos 

gravimétrico e imágenes digitales en frijol (Phaseolus vulgaris L.). Método gravimétrico: Pf (peso 

final) /Po (peso inicial), método imágenes: RCA (Razón de crecimiento del área), At (área total) /Ao 

(área inicial). Los puntos indican la distribución de los datos. La línea azul representa la regresión 

lineal (n = 159).  

 

5.1.2 Análisis de imbibición en los parentales  

Las 18 accesiones en las primeras generaciones autopolinizadas (S1) presentaron 

un valor menor de razón de crecimiento del área (RCA) de la semilla (Figura 2), al 

reportado inicialmente, a excepción de la accesión G11577, cuya RCA incrementó 

de 1,51 a 1,77. Al evaluar la siguiente generación (S2) se observó que las 
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accesiones G16885 y G13094 disminuyeron la RCA a 1,61 y 1,66 respectivamente 

(Figura 3). 

 

 

Figura 2. Razón de crecimiento del área (RCA) de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de 

las generaciones autopolinizadas 1 (S1). At: área total a 20 horas de imbibición, Ao: área inicial de la 

semilla. Línea punteada azul limita a grupos de imbibición baja <1,5 RCA y mediana 1,5 a 1,7 RCA. 

La línea punteada roja limita al grupo de imbibición mediana y alta >1,7 RCA.  El violín muestra la 

distribución de los datos (n = 642).  

 

 

Figura 3. Razón de crecimiento del área (RCA) de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de 

las generaciones autopolinizadas 2 (S2). At: área total a 20 horas de imbibición, Ao: área inicial de la 

semilla. Línea punteada azul limita a grupos de imbibición baja <1,5 RCA y mediana 1,5 a 1,7 RCA. 

La línea punteada roja limita al grupo de imbibición mediana 1,5 a 1,7 RCA. El violín muestra la 

distribución de los datos (n = 246). 
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5.1.3 Análisis de imbibición en cruzamientos  

Se obtuvieron 16 cruzamientos de los cuales 10 fueron evaluados hasta F2, cuatro 

de estos mostraron patrones diferenciales entre los parentales en cuanto a la tasa 

de imbibición. De estos el cruzamiento G16885×G17913 fue evaluado hasta F3. Los 

rasgos fenotípicos (Cuadro 8) de color de flor, hábito de crecimiento, color de semilla 

y color de cotiledón se registró para los cuatro cruzamientos.   

 

Cuadro 8. Características fenotípicas de los parentales y generaciones F1 y F2 de genotipos 
de frijol (Phaseolus vulgaris L.). 

Cruzamiento Generación Color cotiledón Hábito 

crecimientob 

Color flor Color semilla  

G11787×G12858A P1
a 

 

P2
a 

 

F1 

 

F2 

Verde 

 

Amarillo pálido 

 

Verde 

 

Amarillo pálido y 

verde 

Tipo IV 

 

Tipo IV 

 

Tipo IV 

 

Tipo IV 

Blanco 

 

Blanco 

 

Blanco 

 

Blanco  

Crema con 

manchas rojas 

Gris con manchas 

café 

Crema con 

manchas rojas 

Gris con manchas 

café 

G16885×G11007 P1
a 

 

P2
a 

F1 

 

F2 

Morado 

 

Amarillo pálido 

Amarillo con rojizo 

Morado y amarillo 

con rojizo 

Tipo IV 

 

Tipo III 

Tipo II 

 

Tipo IV 

Rosado 

 

Blanca 

Rosado 

 

Rosado, blanco y 

blanco con 

rosado 

Negra 

 

Morada mancha 

crema 

Negra 

 

Negra 

G16130×G16885 P1
a 

 

 

P2
a 

F1 

 

 

F2 

Verde 

 

 

Morado 

Verde mancha 

rojizas 

 

Verde, amarillo 

con rojizo 

Tipo IV 

 

 

Tipo IV 

Tipo IV 

 

 

Tipo IV 

Rosado 

 

 

Rosada 

Rosada 

 

 

Rosada 

Amarillo dorado 

con manchas 

negras 

Negro 

Amarillo dorado 

con manchas 

negras 

Negras 

G16885×G17913 P1
a 

P2
a 

F1 

 

F2 

Morado 

Verde  

Amarillo con rojizo 

Amarillo pálido, 

amarillo con café 

rojizo 

Tipo IV 

Tipo II 

Tipo II 

 

Tipo I, II y IV 

Rosado 

Blanco 

Rosado 

 

Blanco, rosado, 

blanco con 

rosado 

Negro 

Crema suave 

Negro 

 

Negro 

a P1: recepto de polen ♀ y P2: donador del polen ♂. b Hábito de crecimiento Tipo I: arbustivo 

determinado, Tipo II: arbustivo indeterminado, Tipo III: indeterminado postrado, Tipo IV: 

trepador indeterminado. 
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Con los datos de imbibición y área de la semilla se ajustaron modelos para los cuatro 

cruzamientos con patrones diferenciales (Cuadro 9), cuya variable explicativa son 

los genotipos.  Los cruzamientos G11787×G12858A, G16885×G11007 y 

G16885×G17913 son el resultado de genotipos de alta por baja imbibición y el 

cruzamiento G16130×G16885 son genotipos de baja por alta imbibición (Cuadro 2).   

 

Cuadro 9. Parámetros de los modelos lineales generalizados ajustados en las variables 
imbibición y área de los cruzamientos de frijol (Phaseolus vulgaris L.). 

No. Modelo AICa Exactitud (%) n 

 

1 

2 

G11787×G12858A 

Imbibición = genotipo 

Área = genotipo 

-96,07 

-108,49 

58,57 

62,63 

62 

 

3 

4 

G16885×G11007 

Imbibición = genotipo 

Área = genotipo  

-125,71 

-140,35 

88,74 

91,45 

64 

 

5 

6 

G16130×G16885 

Imbibición = genotipo 

Área = genotipo 

-37,99 

-78,18 

69,28 

96,67 

64 

 

7 

8 

G16885×G17913 

Imbibición = genotipo 

Área = genotipo 

-68,50 

-68,47 

82,83 

95,56 

63 

aAIC: Criterio de información de Akaike. 

 

La tasa de imbibición promedio del genotipo G12858A fue de 1,38 con IC al 95% 

(1,32-1,45) y del genotipo G11787 fue de 1,5 con IC al 95% (1,42-1,52), siendo un 

cruzamiento entre genotipo de alta (G11787) por baja (G12858A) imbibición (Figura 

4). La F1 presentó una tasa de imbibición de 1,26 con IC al 95% (1,11-1,42) con una 

diferencia de 0,21 con el parental G11787 (p-valor 0,019) (Figura 4A). Las semillas 

de la F2 tuvieron una diferencia de 0,08 con IC al 95% (0,10-0,23) con respecto al 

parental G11787. El tamaño de la semilla fue diferente entre los parentales (Figura 

4B), siendo el genotipo de baja imbibición con la mayor área 1,09 cm2 con IC al 95% 

(1,05-1,13) con respecto a G11787 y la F2 (Figuras 4B y 4C). 
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Figura 4. Análisis del fenotipo de imbibición y área de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) del 

cruzamiento entre las accesiones G11787×G12858A. A) Razón de crecimiento de la semilla (RCA): 

área total/área inicial. B) Tamaño de las semillas. C) Fenotipos de las semillas de: parental receptor 

de polen (P1, G11787), parental donador de polen (P2, G12858A), generación filial 1 (F1), generación 

filial 2 (F2), semillas F2 provenientes de plantas F1 (F1:F2). Los puntos indican los promedios y las 

barras el error estándar. Los asteriscos indican diferencias significativas: p = <0,001***, p = 0.007**, 

p = 0.009* acorde a una distribución t de Wald. 

 

Los genotipos G16885 y G11007 presentaron en promedio una imbibición de 1,69 

con IC al 95% (1,61-1,78) y 1,27 con IC95% (1,24-1,31), respectivamente. Por lo 

tanto, fue un cruzamiento entre genotipo de alta (G16885) imbibición por baja 

(G11007) (Figura 5). Además, se encontró diferencias entre los parentales, F1 y F2 

en cuanto a la cantidad de agua que absorben (Figura 5A). Las semillas con mayor 

área fueron del genotipo G11007 con un promedio de 1,05 cm2 con un IC al 95% 
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(1,02-1,09). El genotipo G16885 y F1 tuvieron las menores áreas de 0,63 cm2 con 

IC al 95% (0,55-0,71) y 0,61 cm2 (0,5-0,73) , respectivamente (Figura 5B). 

 

 

Figura 5. Análisis del fenotipo de imbibición y área de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) del 

cruzamiento entre accesiones G16885×G11007. A) Razón de crecimiento de la semilla (RCA): área 

total/área inicial. B) Tamaño de las semillas. C) Fenotipos de las semillas de: parental receptor de 

polen (P1, G16885), parental donador de polen (P2, G11007), generación filial 1 (F1), generación filial 

2 (F2), semillas F2 provenientes de plantas F1 (F1:F2). Los puntos indican los promedios y las barras 

el error estándar. Los asteriscos indican diferencias significativas: p = <0,001*** acorde a una 

distribución t de Wald. 

 

El genotipo G16130 tuvo una imbibición promedio de 1,30 con IC al 95% (1,12-1,49) 

y el genotipo G16885 tuvo una imbibición promedio de 1,63 con IC al 95% (1,55-

1,71), cuya diferencia es significativa (p-< 0,001). Las generaciones F1 y F2 tienen 

0,52 (IC al 95% 0,70-0,33) y 0,22 (IC al 95% 0,32-0,11) menos con respecto al 
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genotipo G16885, respectivamente (Figura 6A). Las semillas de la F1 presentaron 

la mayor área, en promedio 1,55 (IC al 95% 1,37-1,75). La F2 presento un área 

diferente a los parentales y F1 (Figura 6B). Este cruzamiento es de baja por alta 

imbibición (Figura 6C). 

 

 

Figura 6. Análisis del fenotipo de imbibición y área de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) del 

cruzamiento entre accesiones G16130×G16885. A) Razón de crecimiento de la semilla (RCA): área 

total/área inicial. B) Tamaño de las semillas. C) Fenotipos de las semillas de: parental receptor de 

polen (P1, G16130), parental donador de polen (P2, G16885), generación filial 1 (F1), generación filial 

2 autofecundada (F2), semillas F2 provenientes de plantas F1 (F1:F2). Los puntos indican los 

promedios y las barras el error estándar. Los asteriscos indican diferencias significativas: p = 

<0,001***, p = 0.035* acorde a una distribución t de Wald. 

 

La tasa de imbibición promedio del genotipo G17913 fue de 1,19 con IC al 95% 

(1,13-1,25), el genotipo G16885 presentó 0,46 con IC al 95% (0,38-0,54) más de 
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tasa de imbibición (Figura 7A). La F1 presentó una tasa de imbibición de 1,55 con 

IC al 95% (1,36-1,71) con una diferencia de 0,36 con el parental G17913 (p-valor 

<0,001). El tamaño promedio de la semilla de los parentales G17913 fue de 1,72 

cm2 con IC al 95% (1,66-1,78) y G16885 fue de 0,63 cm2 con IC al 95% (0,54-0,71). 

El área promedio de la F1 fue de 0,73 cm2 (0,57-0,89) y la F2 fue de 1,01 cm2 con 

IC al 95% (0,93-1,09), en ambas generaciones se encontraron diferencias 

significativas (p<0,001) (Figura 7B). Las semillas de las plantas F1 fueron negras 

con un aumento en el tamaño en relación con P1 (Figura 7C). 

 

 

Figura 7. Análisis del fenotipo de imbibición y área de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) del 

cruzamiento entre accesiones G17913×G16885. A) Razón de crecimiento de la semilla (RCA): área 

total/área inicial. B) Tamaño de las semillas. C) Parental receptor de polen (P1, G16885), parental 

donador de polen (P2, G17913), generación filial 1 (F1), generación filial 2 autofecundada (F2), 

semillas F2 provenientes de plantas F1 (F1:F2). Los puntos indican los promedios y las barras el error 

estándar. Los asteriscos indican diferencias significativas: p = <0,001*** acorde a una distribución t 

de Wald. 
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Los histogramas de frecuencias de imbibición y área de 16 líneas de la generación 

F3 del cruzamiento G17913×G16885, evaluados dos veces, permitió obtener nueve 

intervalos de clase para imbibición y 21 intervalos de clase para el área (Figura 8). 

La dispersión de los datos de imbibición fue desde 1,0 a 1,8, los picos más altos 

ocurren entre 1,4 a 1,6 (Figura 8A). En relación con el área de las semillas, la 

dispersión de los datos va desde 0,5 a 2,0 cm2 (Figura 8B). En cuanto al color de 

las semillas se clasificaron en siete grupos (Figura 8C).  

 

 

Figura 8. Histograma de frecuencias de imbibición y área de semillas de plantas F3 de frijol 

(Phaseolus vulgaris L.) del cruzamiento entre accesiones G16885×G17913. A) Frecuencias de 

imbibición para 9 grupos de intervalos de clase, la línea punteada indica la media de P1 = 1,65 y P2 

= 1,19. B) Frecuencias de área para 21 grupos de intervalos de clase, la línea punteada indica el 

promedio de P1 = 0,63 y P2 = 1,72. C) Parental receptor de polen (P1, G16885), parental donador de 

polen (P2, G17913) y semillas F3 provenientes de plantas de la generación filial 2 (F2:F3). Los 

números del 1 al 16 indican las líneas obtenidas en la F3, n = 334.  
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La distribución de los datos de imbibición y área de las semillas F3 de las 16 líneas 

del cruzamiento entre las accesiones G16885×G17913 muestra a los parentales en 

los extremos (Figura 9). El parental G16885 (alta imbibición) presentó una tasa de 

imbibición promedio de 1,65 y un área de 0,63 cm2 (Figuras 9A y 9B). El parental 

G17913 (baja imbibición) tuvo una imbibición de 1,19 y un área de 1,72 cm2 (Figura 

9A y 9B).  

 

 

Figura 9. Fenotipo de imbibición y área de semillas F3 de frijol (Phaseolus vulgaris L.) del 

cruzamiento entre accesiones G16885×G17913. A) Imbibición: peso total/peso inicial. B) Tamaño de 

las semillas (cm2). Parental receptor de polen (P1, G16885), parental donador de polen (P2, G17913), 

los números del 1 al 16 indican las líneas obtenidas en la F3. Los violines muestran la distribución de 

los datos (n = 334). 

 

Con los datos de imbibición de los parentales y los cruzamientos de la generación 

F1, F2 y F3 se ajustaron modelos lineales generalizados (Cuadro 10). Los modelos 

ajustados para los parentales y F2 indican que las variables genotipo y área de la 

semilla (cm2) influyen en la tasa de absorción de agua. El valor de importancia para 

los predictores del modelo (Cuadro 10) indica que el tamaño de la semilla tiene 

mayor influencia en la imbibición. La relación entre el tamaño de semilla y la tasa de 

imbibición es negativa, ya que, al aumentar el tamaño de la semilla, la RCA 

disminuye 0,35 (95%IC, -0,42-0,27) en los parentales (Figura 10A) y 0,41 (95%IC, 

0,55-0,27) en las F2 (Figura 10B).  En la generación F3 el tamaño de la semilla (cm2) 

no influyó en la tasa de absorción del agua (Cuadro 10). 



37 
 

 
 

 

Cuadro 10. Parámetros de los modelos lineales generalizados ajustados en los parentales 

y generaciones F1, F2 y F3 de frijol (Phaseolus vulgaris L.). 

No. Modelo AICa Exactitud 

(%) 

n Variable con 

mayor 

importancia  

Valor de 

importancia 

1 

 

Parentales 

Imbibición = genotipo 

+ área 

-675,73 67,05 888 Área  9,56 

2 Líneas F1 

Imbibición = genotipo  

-86,33 84,75 44 G16885×G16130 

G16885×G11007 

G17913×G16885 

13,15 

10,02 

9,51 

3 Líneas F2 

Imbibición = genotipo 

+ área 

-324,4 67,64 197 Área 5,78  

4 Líneas F3 

Imbibición = genotipo 

-598,1 53,95 296 Línea 4 

Línea 10 

Línea 9 

8,86 

8,65 

8,48 

aAIC: Criterio de información de Akaike. 

 

 

Figura 10. Relación entre la imbibición y área de la semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.). A) 

Parentales, n=888 y B) F2, n=197. Razón de crecimiento de la semilla (RCA) a 20 horas de imbibición: 

área total/área inicial, p < 0,001 (distribución t de Wald).  El área gris representa el 95% de intervalo 

de confianza. 
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5.1.4 Verificación de cruzamientos  

La verificación de las poblaciones F1 se hizo con marcadores moleculares. Los 

marcadores BM139 y BM172 lograron distinguir las líneas parentales. Las 

generaciones F1 provenientes de cruzamientos entre genotipos de alta imbibición 

por baja imbibición (G11378×G17913 y G16885×G17913) fueron parecidos a sus 

parental P1 (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Curvas de fusión de las cruzas de genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de baja 

imbibición por alta imbibición de semillas. A) Cruza G11378×G17913, marcador BM139; B) Cruza 

G11378×G17913, marcador BM172; C) Cruza G16885×G17913, marcador BM 139 y D) Cruza 

G16885×G17913, marcador BM 172. RFU: unidades de fluorescencia relativa. P1: genotipo receptor 

de polen y P2: genotipo donador polen y F1: cruzamiento entre P1×P2. 

 

Las generaciones F1 provenientes de cruzamientos entre genotipos de baja por 

mediana (G17913×G11317), y entre genotipos de baja por alta (G17913×G10962) 

imbibición fueron parecidos a los parentales P2 (Figura 12). Los marcadores fueron 

dominantes en los cuatro cruzamientos evaluados. 

 



39 
 

 
 

 

Figura 12. Curvas de fusión de las cruzas de genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de alta 

imbibición por baja imbibición de semillas. A) Cruza G17913×G11317, marcador BM139; B) Cruza 

G17913×G11317, marcador BM172; C) Cruza G17913×G10962, marcador BM 139 y D) Cruza 

G17913×G10962, marcador BM 172. RFU: unidades de fluorescencia relativa. P1: genotipo receptor 

de polen y P2: genotipo donador de polen y F1: cruzamiento entre P1×P2. 

 

5.2 Identificación de genes involucrados en el proceso de imbibición 

El análisis de transcriptoma se realizó para estudiar primero el efecto del genotipo 

(G16885-alta y G17913-baja), y segundo el efecto del tiempo (G16885: 1hora y 6 

horas) en la imbibición. El número de secuencia fue entre 21 a 24 millones de 

lecturas por muestra, todas de 150 pb (pares de bases), con una cobertura mínima 

de 117x (respecto al transcriptoma de referencia).  

 

Los genes expresados diferencialmente para el efecto de los genotipos de baja y 

alta imbibición fueron un total de 6812 a la primera hora de imbibición (Cuadro 11). 

En el efecto del tiempo (1 hora y 6 horas de imbibición) se expresaron 

diferencialmente un total 100 genes en el genotipo (G16885) de alta imbibición 

(Cuadro 11).  
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Cuadro 11. Genes expresados diferencialmente en la fase de imbibición de semillas de 

frijol (Phaseolus vulgaris L). 

Clasificación Número de genes 

Efecto del genotipo de alta (G16885) y baja (G17913) imbibición  

Genes expresados diferencialmente 6812 

Sobre expresados 3270 

Suprimidos 3545 

Efecto del tiempo a 1 hora y 6 horas de imbibición del genotipo G16885 

Genes expresados diferencialmente 100 

Sobre expresados 39 

Suprimidos 61 

 

El análisis de componentes principales separó los genotipos de alta (G16885) y baja 

(G17913) imbibición, que muestra un efecto significativo en las vías de los genotipos 

a la primera hora de imbibición (Figura 13A). Los dos primeros componentes 

explican el 92 por ciento de la varianza (Figura13A). Por otro lado, el análisis de 

componentes principales a la primera y sexta hora de imbibición en el genotipo 

G16885 (alta imbibición) explica el 66 por ciento de los datos (Figura 13B).  

 

 

Figura 13. Análisis de componentes principales en frijol (Phaseolus vulgaris L.) al momento de la 

imbibición. A) Separación de genotipos G17913 y G16885 a la primera hora de imbibición. B) 

Separación de tiempo de Imbibición a 1 hora y 6 horas en genotipo G16885.   
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5.2.1 Expresión diferencial de genes entre genotipos de alta y baja imbibición 

La expresión diferencial de los 6812 genes entre los genotipos G16885 (alta 

imbibición) y G17913 (baja imbibición) a la primera hora de la imbibición de las 

semillas se observa en el mapa de calor (Figura 14). Las subcategorías muestran 

la jerarquía con los niveles de expresión de genes individuales con TDF menor a 

0,05 (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Mapa de calor de expresión diferencial de genes entre genotipos de frijol (Phaseolus 

vulgaris L.) de alta y baja imbibición. Baja imbibición: G17913 y alta imbibición: G16885. El color 

verde agrupa en función de los valores de expresión suprimidos y color rojo agrupa en función de 

valores de sobreexpresión.  



42 
 

 
 

 

Los 25 genes expresados diferencialmente con los menores valores de p son 

proteínas hipotéticas que están asociadas a actividad catalítica, función molecular, 

componente celular y procesos biológicos (Cuadro 12). Los alineamientos de 24 

proteínas hipotéticas tienen mayor parecido (% de identidad y e-valor) con 

secuencias de la soya (Glycine max) y una proteína de Arabidopsis thaliana (Cuadro 

12).  En el genotipo de baja imbibición (G17913) se encontraron 13 genes sobre 

expresados, que se relacionan con funciones moleculares, procesos biológicos, 

actividad catalítica y como parte de componentes celulares (Cuadro 12). Por otro 

lado, 12 genes estuvieron sobre expresados en el genotipo de alta imbibición 

(G16885), que están relacionados con funciones moleculares, procesos biológicos 

y componentes celulares (Cuadro 12). 

 

Cuadro 12. Lista de genes expresados diferencialmente entre genotipos de frijol 

(Phaseolus vulgaris L.) de alta y baja imbibición. 

ID del gen Ortólogo Tasa de 
expresión 
diferencial 

Identidad e-valor Fenotipo 
de 
imbibición 

XM_007146449.1 Enzima ramificadora 1,4-alfa-
glucano 

0,017 89,32%a 0,0 Baja 

XM_007163236.1 ATP-citrato sintasa cadena alfa 
proteína 2 isoforma X2 

0,003 94,33%a 0,0 Baja 

XM_007138711.1 Aparato de importación de 
proteínas en el cloroplasto 
isoforma X2 

0,012 56,41%a 3,0E-80 Baja 

XM_007148929.1 Complejo asociado a 
polipéptidos 
similar a la subunidad beta 

0,018 93,08%a 1,0E-104 Baja 

XM_007137683.1 Proteína putativa de choque 
térmico de clase I  

0,087 85,62%a 2,0E-96 Baja 

XM_007153679.1 Nucleorredoxina 1 7,609 83,25%a 0,0 Alta 

XM_007146276.1 Callosa sintasa 7 13,143 89,63%a 0,0 Alta 

XM_007137884.1  Deshidrogenasa de 
gliceraldehido-3-fosfato  

0,003 94,20%a 4,0E-139 Baja 

XM_007142288.1 Sintaxina-51 12,394 88,79%a 6,0E-154 Alta 

XM_007163740.1  Florentina 4'-O-
glucosiltransferasa 

24,403 76,11%a 0,0 Alta 

XM_007139434.1 Beta-amirina 28-
monooxigenasa 

0,035 72,04%a 0,0 Baja 

XM_007153300.1 Isoforma beta de la subunidad 
A de la serina/treonina-proteína 
fosfatasa 2A  

36,399 95,57%a 0,0 Alta 
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XM_007141587.1 1-aminociclopropano-1-
carboxilato oxidasa  

0,060 84,79%a 0,0 Baja 

XM_007150334.1 Transportador de zinc ZTP29 22,917 95,65%a 0,0 Alta 

XM_007140663.1 Proteína ribosomal 40S S6 6,579 97,97%a 3,0E-176 Alta 

XM_007148930.1 Polipéptido asociado al 
complejo tipo beta 

172,121 93,08%a 1,0E-104 Alta 

XM_007162731.1 Acuaporina TIP1-8 6,022 92,80%a 8,0E-165 Alta 

XM_007148470.1 Miembro 1 de la superfamilia 
transmembrana 9 

0,151 95,60%a 0,0 Baja 

XM_007163778.1  (RS)-norcoclaurina 6-O-tipo-
metiltransferasa  

0,019 73,50%a 0,0 Baja 

XM_007133499.1 Putativa 12-tipo-oxofitodienoato 
reductasa 11 

82,708 80,78%a 0,0 Alta 

XM_007134210.1 Proteína ribosomal 40S S17-4 14,173 92,59%a 7,0E-91 Alta 

XM_007143482.1 Familia de proteínas 
ribosómicas S13/S18 

0,151 96,05%b 2,0E-107 Baja 

XM_007160204.1 Fosfofructoquinasa 7 
dependiente de ATP-6 

0,012 94,48%a 0,0 Baja 

XM_007142262.1 Aspartato carbamoiltransferasa 
1, isoforma X2 

27,078 93,35%a 0,0 Alta 

XM_007152961.1 Proteína que contiene el 
dominio de desaminasa DYW 

0,028 92,77%a 0,0 Baja 

a Ortólogo de Glycina max b Ortólogo de Arabidopsis thaliana, c Tratamiento: alta imbibición 

accesión G16885 y baja imbibición G17913.  

 

5.2.2 Expresión diferencial de genes a la primera y sexta hora de imbibición  

La expresión diferencial de 100 genes se observa en el mapa de calor (Figura 15). 

Las subcategorías muestran que los genes sobre expresados a la primera hora se 

encontraban suprimidos a la sexta hora de iniciada la imbibición. Las subcategorías 

muestran la jerarquía con los niveles de expresión de genes individuales con TDF 

menor a 0,05 (Figura 15).  
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Figura 15. Mapa de calor de expresión diferencial de genes a la primera y sexta hora de imbibición 

en frijol (Phaseolus vulgaris L.). Genotipo G16885. El color verde agrupa en función de los valores 

de expresión suprimidos y color rojo agrupa en función de valores de sobreexpresión. 

 

Los 25 genes expresados diferencialmente con los menores valores de p son 

proteínas hipotéticas que están asociadas a actividad catalítica, función molecular, 

componente celular y procesos biológicos (Cuadro 13). Los alineamientos de las 25 

proteínas hipotéticas tienen mayor parecido (% de identidad y e-valor) con 

secuencias de la soya (Glycine max), dos con Arabidopsis thaliana y tres no hay 

coincidencia con secuencias de otro organismo (Cuadro 13).  
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Cuadro 13. Lista de genes expresados diferencialmente a la primera y sexta hora de 

imbibición en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.). 

ID gene Ortólogo 
Tasa de 
expresión 
diferencial  

Identidad 
(%) 

e-valor Tiempo de 
imbibiciónd 

XM_007140201.1 Proteína sin caracterizar 2,405 NCa - - - 6 horas 

XM_007154704.1 Histona H4 0,455 100,00b 9,0E-68 1 hora 

XM_007144775.1 Histona H1 0,477 82,73b 1,0E-46 1 hora 

XM_007133264.1 
Alfa,alfa-trehalosa-fosfato sintasa 
(formadora de UDP)  

4,688 90,17b 0,0 6 horas 

XM_007131924.1  
Proteína de la superfamilia de las 
histonas  

0,410 99,26c 2,0E-94 1 hora 

XM_007132073.1 Histona H4 0,409 100,00b 1,0E-67 1 hora 

XM_007132510.1 
Proteína que contiene dominio tipo 
C3H1 

3,262 82,97b 0,0 6 horas 

XM_007150202.1 Histona H4 0,594 100,00b 9,0E-68 1 hora 

XM_007146684.1 Histona H4 0,404 100,00b 9,0E-68 1 hora 

XM_007162840.1 
Cadena pequeña de 
ribonucleósido-difosfato reductasa  

 
0,633 

93,62b  
0,0 

 
1 hora 

XM_007132030.1 
Proteína de la superfamilia de las 
histonas  

0,456 97,97b 3,0E-98 1 hora 

XM_007139858.1 
Proteína que contiene el dominio 
SPX y EXS   

7,166 93,10b 0,0 6 horas 

XM_007149598.1 Proteína secretora 1,717 NCa - - - 6 horas 

XM_007156532.1 
Proteína que contiene el dominio 
ERCC4  

2,231 89,87b 0,0 6 horas 

XM_007150208.1 
Proteína que contiene el dominio 
NOT2_3_5 

0,033 93,15b 0,0 1 hora 

XM_007132658.1 
Proteína que contiene el dominio 
proteína quinasa  

0,420 89,27b 0,0 1 hora 

XM_007133471.1 
Proteína de la superfamilia de las 
histonas  

0,439 99,26b 2,0E-94 1 hora 

XM_007140711.1 Hidroquinona glicosiltransferasa 0,642 85,65b 0,0 1 hora 

XM_007150385.1 Proteína sin caracterizar   2,104 NCa - - - 6 horas 

XM_007162446.1 
Similar a un dominio de homología 
del locus de floración K  

0,456 87,74b 0,0 1 hora 

XM_007137254.1 
Proteína que contiene dominio tipo 
PHD 

170,711 81,08b 0,0 6 horas 

XM_007148528.1 
Dedo de zinc CCCH que contiene 
dominio proteína 5 isoforma X1 

1,502 72,66b 0,0 6 horas 

XM_007157992.1 
Proteína tipo quinasa KIN-14I 
isoforma X2 

144,094 94,96b 0,0 6 horas 

XM_007152978.1 
Proteína que contiene el dominio 
NB-ARC 

158,679 75,94b 0,0 6 horas 

XM_007132075.1 Histona 4 0,458 100,00b 9,0E-68 1 hora 

a No coincidencia, b Ortólogo de Glycina max, c Ortólogo de Arabidopsis thaliana, d 

Tratamiento: 1 hora y 6 horas de imbibición de accesión G16885.  
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5.2.3 Análisis del gen pectina acetilesterasa 8 (PAE-8) 

Para el análisis del gen pectina aceltiesterasa 8 se utilizaron dos genotipos control 

(G4780 con el alelo funcional y G1375 con el alelo no funcional), reportados por 

Soltani et al. (2021). Los controles fueron accesiones pertenecientes a la colección 

de CIAT, pero no fueron parte de las evaluaciones. Lo amplificación de la secuencia 

del gen PAE-8 se realizó con los imprimadores Pv3-40634091 (Cuadro 5), 

reportados por Soltani et al. (2021). Los autores indican que estos imprimadores 

amplifican el fragmento que abarca el séptimo exón del cromosoma 3 donde se 

reporta la inserción de 5 pares de bases (pb). Las secuencias de los controles fueron 

alineadas y no se encontraron diferencias en las secuencias en la región amplificada 

(Figura 16). Al realizar el BLAST tiene un 86% de identidad a una proteína hipotética 

(Phavul_003G183200g) y no a la proteína PAE-8 (Phvul.003G277600), reportada 

por Soltani et al., (2021) (Figura 17). Por lo tanto, los imprimadores Pv3-40634091 

no logran amplificar el fragmento de interés.  

 

 

Figura 16. Alineación de secuencias de genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.). El genotipo G4780 

tiene el alelo funcional y el G1375 el alelo no funcional (inserción 5pb).   
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Figura 17. Alineamiento de secuencia de G4780 al genoma de referencia de frijol (Phaseolus 

vulgaris L.). 

 

Lo anterior expuesto, condujo al diseño de imprimadores (Cuadro 6) para la 

amplificación de un fragmento de menor tamaño (150 pb), con el objetivo de validar 

con la técnica de PCR-HRM. Los marcadores diseñados fueron probados para 

verificar si lograban diferenciar entre G1375 y G4780, ya que la técnica de HRM, 

logra detectar el cambio de secuencias de ácidos nucleicos (Mader et al., 2011). El 

marcador PAE_indel_e7_F logró distinguir entre los controles: G4789 (alelo 

funcional) y G1375 (alelo no funcional) (Figura 18).  

 

 

Figura 18. Curvas de fusión de genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) con el alelo funcional 

(G4780) y alelo no funcional (G1375) del gen pectina acetil esterasa 8. RFU: unidades de 

fluorescencia relativa. INDEL inserción de 5pb, alelo no funcional. NO INDEL sin la inserción de 5pb, 

alelo funcional.  

 



48 
 

 
 

5.3 Diferencias morfológicas a nivel celular y microestructural en semillas  

El eje embrionario está formado por las primeras hojas, hipocótilo, epicótilo y 

radícula (Figura 19A). Las mediciones del tamaño células se realizó en las células 

del parénquima medular del área de los cotiledones y en las células del eje 

embrionario en el área del hipocótilo (Figura 19 A y B). 

 

 

Figura 19. Estructura interna y anatómica de la semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.). A) Imagen 

de la semilla. B) Sección longitudinal del cotiledón (Co) y eje embrionario (EE). Observaciones 

realizadas en pd: parénquima en división, cc: células del cilindro central y pm: parénquima medular. 

El corte fue teñido con azul de toluidina con un aumento de 4x. 

 

A las 20 horas de iniciada la imbibición se encontraron diferencias en el tamaño de 

las células del parénquima medular entre las accesiones G17913 y G16130 con 

respecto a G16885, G11007, G12858A y G11787 (p<0,001) (Figura 20A-F). Las 

células del parénquima medular de G17913 tienen 3994,29 µm2 con IC al 95% 

(2628,76-5359,82) y G16130 tienen 3163,1 µm2 con IC al 95% (1286,24-5040,98) 

más que G16885 (Figura 20A, 20C y 20D). 
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Figura 20. Diferencias en el tamaño de células del parénquima medular del cotiledón de semillas de 

frijol (Phaseolus vulgaris L.). A) Genotipo de alta imbibición G16885. B) Genotipo de mediana 

imbibición G11787 C, D, E y F) Genotipos de baja imbibición G17913, G16130, G11007 y G12858A. 

Las flechas señalan célula del parénquima medular (pm), gránulos de almidón (ga) y haces del 

sistema vascular (hv). Sección longitudinal de los cotiledones teñidos con azul de toluidina con un 

aumento de 20x. 

 

En las células del parénquima del área del hipocótilo hubo diferencia con los 

genotipos G17913 y G16130 con respecto a G12858A (Cuadro 14). El genotipo 
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G16130 tiene 174,38 µm2 más que G11787, que tiene una imbibición promedio de 

1,5 y área de 0,91 cm2. No hubo diferencia significativa entre las áreas de las células 

del cilindro central del eje embrionario.  

 

Cuadro 14. Análisis marginal de contrastes del tamaño de células del parénquima del área del 

hipocótilo de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.). 

Nivel 1 Nivel 2 Diferencia IC 95%a SEb pc 

G11007 G11787 67,40 -51,95;186,75 40,10 0,546 

G11007 G12858A 96,07 -23,28;215,42 40,10 0,163 

G11787 G12858A 28,67 -90,68;148,02 40,10 0,980 

G16130 G11007 106,98 -12,37;226,33 40,10 0,087 

G16130 G11787 174,38 55,03;293,72 40,10 <0,001*** 

G16130 G12858A 203,05 83,70;322,39 40,10 <0,001*** 

G16885 G11007 -74,02 -193,37;45,33 40,10 0,439 

G16885 G11787 -6,62 -125,97;112,73 40,10 >0,999 

G16885 G12858A 22,05 -97.30;141,39 40,10 0,994 

G16885 G16130 -181,00 -300,35; -61,65 40,10 <0,001*** 

G16885 G17913 -144,90 -264,25; -25,55 40,10 0,005** 

G17913 G11007 70,88 -48,47;190,23 40,10 0,489 

G17913 G11787 138,28 18,93;257,63 40,10 0,009* 

G17913 G12858A 166,95 47,60;286,29 40,10 <0,001*** 

G17913 G16130 -36,10 -155,45;83,25 40,10 0,946 

aIC 95%: Intervalo de confianza al 95%; bSE: error estándar; cp: p-valor ajustado (Holm 

1979). 

 

Las observaciones microestructurales mediante microscopio electrónico de barrido 

en las semillas de frijol de los genotipos G16885 (alta imbibición) y G17913 (baja 

imbibición) mostraron diferencias en cuanto a la forma del micropilo y las 

microgrietas presentes en la lente (Figura 21). El micropilo en el genotipo de alta 

imbibición (G16885) tiene una forma de “Y” (Figura 21A), y en el genotipo de baja 

imbibición (G17913) es similar a una línea (Figura21B). El área de las microgrietas 

fue mayor en el genotipo G16885 con un promedio de 68,86 µm2 con IC al 95% 

(52,86-84,86) (Figura 21C y E).  Por otro lado, el genotipo G17913 tuvo un área de 

30,86 µm2 con IC al 95% (24,09-38,63) (Figura 21D y F). 
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Figura 21. Diferencias en el área de la lente y micrópilo en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.). 

A) Micrópilo de genotipo G16885. B) Micrópilo de genotipo G17913. C) Lente de genotipo G16885. 

D) Lente de genotipo G17913. E) Microgrietas en genotipo G16885. F) Microgrietas en genotipo 

G17913. Las flechas de los paneles A y B señalan el micrópilo y las flechas de los paneles C-F las 

microgrietas en el área de la lente.  
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5.4 Relación de la poca imbibición de agua con la capacidad de germinativa 

La relación de la imbibición con la capacidad germinativa del frijol se evaluó en dos 

genotipos de baja imbibición G17913 y G11007, un genotipo de alta imbibición 

G16885 y un testigo comercial NAMBI. Se observó que el tratamiento -0,4MPa 

afectó la cantidad de agua absorbida por los genotipos G11007, G16885 y NAMBI 

(Figura 22). El genotipo G17913 en ambas condiciones embebió la misma cantidad 

de agua (Figura 22). Los genotipos NAMBI y G16885 fueron los de mayor tasa de 

imbibición y los genotipos G11007 y G17913 los de menos tasa de imbibición, 

consistente con las evaluaciones realizadas.  

 

 

Figura 22. Análisis de imbibición en genotipo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de 

limitación de agua. Tratamientos: PEG6000 a -0,4 MPa y testigo (agua). La misma letra minúscula 

en los tratamientos y mayúsculas en los genotipos no difieren por Tukey (p< 0,05). 

 

La germinación se vio afectada con el tratamiento -0,4 MPa en todos los genotipos 

evaluados (Figura 23A-D). Los genotipos de baja imbibición (G17913 y G11007) 

presentaron un retraso de 72 horas en la germinación (Figura 23B y D) con el 

tratamiento -0,4 MPa en comparación al tratamiento testigo. Con ambos 

tratamientos (testigo y -0,4 MPa) hubo un retraso de 24 a 48 horas en la germinación 

en los genotipos de baja imbibición (G17913 y G11007) con respecto a la variedad 
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NAMBI y el genotipo de alta imbibición (G16885), que iniciaron a germinar a las 24 

horas (en agua) y 48 horas (en -0,4 MPa con PEG6000) (Figura 23A-D).  

 

 

Figura 23. Curva de germinación de genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de baja y alta 

imbibición en condiciones de limitación de agua. A) Alta imbibición: G16885. B) Testigo comercial 

NAMBI. C y D) Baja imbibición: G17913 y G11007. Tratamientos: PEG6000 a -0,4 MPa y testigo 

(agua). Las barras indican el error estándar.  

 

El análisis de comparación de medias de Kruskal-Wallis indica que el mayor 

porcentaje de germinación máxima se presentó en el tratamiento testigo (Figura 24). 

En el caso de los genotipos no hubo diferencia significativa (p-valor 0,807) entre los 

genotipos en ambos tratamientos.  

 



54 
 

 
 

 

Figura 24. Germinación máxima genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de baja y alta imbibición 

bajo limitación de agua (PEG6000 a -0,4 MPa). Tratamientos: PEG6000 a -0,4 MPa y testigo (agua). 

Las barras indican el error estándar y p-valor = 1,5e-05. 

 

En relación con el área bajo la curva de la germinación (AUC), hubo diferencia 

significativa entre tratamientos, siendo el tratamiento testigo que presentó las 

mayores AUC (Figura 25).  Los genotipos G16885 y NAMBI con el tratamiento -0,4 

MPa tuvieron una AUC de 42,6 y 44,2, respectivamente. Por otro lado, los genotipos 

de baja imbibición (G17913 y G11007) presentaron los valores más bajos de AUC 

de 16,6 y 21,3, respectivamente (Figura 25).  

 

 

Figura 25. Área bajo la curva de la germinación (AUC) en genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 

en condiciones de limitación de agua. Tratamientos: PEG6000 a -0,4 MPa y testigo (agua). Las 

barras indican el error estándar. La misma letra minúscula en los tratamientos y mayúsculas en los 

genotipos no difieren por Tukey (p< 0,05). 
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Los genotipos de baja imbibición (G11007 y G17913) presentaron los mayores 

valores de t50 en ambos tratamientos (Figura 26). El genotipo de imbibición alta 

16885 con el tratamiento -0,04 MPa (PEG6000) les tomó 64,8 horas en alcanzar el 

50 por ciento de la germinación mientras que a los genotipos G17913 y G11007 

(baja imbibición) les tomo 93,5 y 92,1 horas, respectivamente. 

 

 

Figura 26. Tiempo para alcanzar el 50 por ciento de la germinación (t50) en semillas de frijol 

(Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de limitación de agua. Tratamientos: PEG6000 a -0,4 MPa y 

testigo (agua). Las barras indican el error estándar. La misma letra minúscula en los tratamientos y 

mayúsculas en los genotipos no difieren por Tukey (p< 0,05). 
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6 DISCUSIÓN 

6.1 Imbibición en cruzamientos contrastantes 

La toma de agua por parte de la semilla es un proceso vital para la hidratación de 

los tejidos internos (Mikac et al., 2015). El análisis de imbibición por imágenes es 

una forma de reducir el tiempo de implementación y se obtienen resultados similares 

al método gravimétrico (Figura1). Los resultados obtenidos en este estudio 

demuestran una tasa de absorción diferente para los 18 genotipos evaluados, con 

un rango promedio entre 1,24 a 1,82 (Figura 2 y 3). Existen diferentes reportes que 

señalan tasas de imbibición diferencial entre genotipos de frijol, incluso siendo estos 

de la misma especie P. vulgaris (Aliu et al., 2016; Cichy et al., 2015; Devkota et al., 

2022; Miano et al., 2018).  

 

La cantidad de agua que absorbe la semilla es un rasgo de interés para los 

programas de mejoramiento. Por ejemplo, un reporte en semillas de girasol 

(Helianthus annuus) señala que a una tasa alta de imbibición, la germinación ocurre 

antes (Saux et al., 2020). Por lo tanto, el genotipo G16885 con la mayor RCA de 

1,67 puede tiene esta ventaja con respecto a los otros genotipos evaluados. 

Además, Soltani et al. (2017) encontraron una correlación positiva entre la 

absorción de poca agua y la tasa de sobrevivencia a inundación. Los genotipos 

G17913, G11007, G16130, G11317, G119121, G12858A y G11083 presentaron 

valores de RCA por debajo de 1,4, los cuales se pueden evaluar bajo estas 

condiciones.  

 

Para evaluar el comportamiento del fenotipo de imbibición en diferentes 

generaciones se realizaron cruzamientos entre los genotipos. Los cuatro 

cruzamientos contrastantes entre alta por baja o viceversa, sí presentaron 

diferencias significativas (Figuras 4A, 5A, 6A y 7A). Las semillas F1 tienen el color y 

tamaño del parental receptor de polen (♀) (Cuadro 8) lo que coincide con lo 

encontrado por Singh et al. (2017) y García-Fernández, Campa y Ferreira (2021) 

quienes indican que el esporofito materno controla el tamaño de la semilla y el color 

del tegumento está determinado por el genotipo materno.  
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El fenotipo de color de semilla en el cruzamiento G11787×G12858A de las semillas 

F2 fue gris con manchas café (Figura 4C) y los cruzamientos G16885×G11007 y 

G16885×G17913 fueron negras parecido al fenotipo del P1 (♀) (Figuras 5C y 7C). 

García-Fernández et al. (2021) indican que el fenotipo de color de semilla del 

genotipo heterocigoto (F1) se expresa en la siguiente generación. Las semillas del 

cruzamiento G16130×G16885 fueron negras (Figura 6C) parecidas al fenotipo P2 

(♂) esto puede deberse a la presencia del gen P (pigmento) de acción dominante 

sobre el alelo marrón (McClean et al., 2018, García-Fernández et al., 2021).  

 

El cambio en el tamaño de las semillas F2 con respecto a la F1 (Figuras 4B, 5B, 6B 

y 7B) puede deberse a un factor genético del peso de la semilla, que controlaba la 

diferencia del tamaño de la semilla con respecto a los parentales en la generaciones 

F2 (McClean et al., 2018). El fenotipo de tamaño de semillas en frijol es un rasgo de 

herencia cuantitativa que tiene participación de genes en diferentes locus que hacen 

difícil su clasificación (Geravandi et al., 2020).  

 

La relación entre el tamaño de semilla y la tasa de imbibición mostró una relación 

lineal negativa (Figura 5A-B,6A-B,7A-B), ya que, al aumentar el tamaño de la 

semilla, la imbibición (RCA) disminuye 0,35 (95%IC, -0,42-0,27) en los parentales 

(Figura10A) y 0,41 (95%IC, 0,55-0,27) en las F2 (Figura 10B). En un estudio en 

frijoles rojos se encontró esta misma relación donde las semillas pequeñas se 

hidratan primero y absorben más agua debido una menor proporción de ácidos 

grasos saturados en la cubierta de la semilla, que hace más fácil el paso del agua 

por las capas del parénquima (Devkota et al., 2022).   

 

La distribución del tamaño e imbibición de semillas de 16 líneas F3 del cruzamiento 

G16885×G17913 presentaron valores extremos o transgresivos en comparación a 

las líneas parentales (Figura 8). El modelo ajustado para la F3 (Cuadro 10) muestra 

que no existe correlación del área con la imbibición. Estos resultados contrastantes 

entre las semillas F2 y F3 pueden explicarse por los factores intrínsecos de la semilla 
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como el grosor del tegumento, número de poros de la testa, tamaño del micrópilo y 

tamaño de las grietas en la lente  (García et al., 2021; Miano et al., 2018; Pérez 

Herrera & Acosta-Gallegos, 2002; Soltani et al., 2021). A nivel genético, la diferencia 

en la tasa de imbibición ha sido asociada a la expresión del gen PAE-8 en semillas, 

que contribuye a la cementación de las células influyendo en la permeabilidad de 

las células de las semillas  (Palmer et al., 2021; Soltani et al., 2021). Miano et al. 

(2018) concluyen que la imbibición es un fenómeno complejo que cualquier cambio 

por mejora agronómica puede afectar la cinética de la imbibición.  

 

6.2 Genes involucrados en el proceso de imbibición 

6.2.1 Expresión diferencial de genes entre genotipos de baja y alta imbibición 

Los procesos metabólicos y fisiológicos que se reactivan en la imbibición están 

regulados por genes (Benech-Arnold et al., 2004; Devkota et al., 2022). Un total de 

6812 genes se expresaron diferencialmente entre los genotipos G16885 (alta 

imbibición) y G17913 (baja imbibición) a la primera hora de la imbibición (Figura 14). 

En el genotipo G17913 la transcripción al alza de genes enzima ramificadora 1,4-

alfa-glucano (gbe), citrato sintasa (CSY), aparato de importación de proteínas (CIA), 

complejo asociado a polipéptido naciente beta (βNAC) y proteína putativa de 

choque térmico (HSP) (Cuadro 12) están involucrados en la actividad catalítica del 

almidón (Tu et al., 2008), la respiración de ácidos grasos (Turk, 2021), la formación 

de plastidios (Kessler & Schnell, 2009), la protección de proteínas (W. Wang et al., 

2014) y la prevención de la inactivación térmica de diversas proteínas (Sarkar et al., 

2019), respectivamente.  

 

Por otro lado, en el genotipo de alta imbibición (G16885) la sobreexpresión de genes 

nucleorredoxina 1 (NRX1), callosa sintasa 7 (CalS7), sintaxina-51 (SYP51), 

florentina 4'-O-glucosiltransferasa (Ph-4'-OGT), subunidad reguladora A de la 

serina/treonina-proteína fosfatasa 2A (PP2A), transportador de zinc 29 (ZTP29) y 

acuaporina TIP1 (TIP1) (Cuadro 12) están involucrados en el equilibrio redox celular 

(Marchal et al., 2014), actividad sintasa y biosíntesis del glucano (Kamat et al., 1992; 

Schlupmann et al., 1994), trasporte de proteínas (Benedictis et al., 2013), actividad 
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UDP-glicosiltransferasa (Yahyaa et al., 2016), procesos celulares (Corum et al., 

1996), transportador transmembrana de iones (M. Wang et al., 2010) y en el control 

del flujo de agua y otras moléculas (Madrid-Espinoza et al., 2018), respectivamente.  

 

Los genes sobre expresados en el genotipo de baja imbibición (G17913) cumplen 

diferentes funciones reportadas. Por ejemplo, el gen gbe tiene dos isoenzimas 

reportadas PvSBE1 y PVSBE2 en frijol con diferentes roles en la actividad de la 

región terminal N de la amilopectina (Hamada et al., 2007). Además, el gen CSY 

tiene función catalítica en el primer paso del ciclo de Krebs, en la respiración de 

ácidos grasos (Pracharoenwattana et al., 2005), reportado con mayor expresión 

durante la germinación (Domergue et al., 2019; Pracharoenwattana et al., 2005; 

Turk, 2021).  

 

Por su parte, el gen CIA2 de Arabidopsis thaliana interactúa con proteína NF-YA 

(subunidad A del factor nuclear), que influye en la señalización del ácido abscísico 

(Yang & Sun, 2020). Esta interacción entre CIA y NF-YA puede estar involucrado 

en la germinación, ya que el cambio de semilla inactiva a activa está regulado por 

la acción antagónica del ácido abscísico (ABA) y giberelinas (Shu et al., 2016). Por 

último, el gen (HSP) con dominio α-cristalina (ACD) tiene la función de prevenir la 

inactivación térmica de diversas proteínas (Sarkar et al., 2019; Zhou et al., 2018). 

La expresión del gen HSP disminuye con el proceso germinación (Zhou et al., 2018). 

 

Por otro lado, los genes regulados al alza en el genotipo de alta imbibición (G16885) 

han sido reportados involucrados en el desarrollo y el crecimiento celular (Garda 

et al., 2018; Honsbein et al., 2009; Yahyaa et al., 2016), la germinación (R. K. Singh 

et al., 2019; Vander Willigen et al., 2006) y la tolerancia a estreses abióticos (Cha 

et al., 2022; Hasan et al., 2017; M. Wang et al., 2010). Por ejemplo, la sobre 

expresión del gen NRX1 en trigo bajo estrés hídrico se asoció con la acumulación 

de sustancias de ajuste osmótico, como la prolina y el azúcar soluble, que mejora 

la capacidad de retención de agua (Y. Zhang et al., 2021). Así pues, el gen ZTP29 

se localiza en la membrana del retículo endoplasmático (RE) y se expresa 
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principalmente en los tejidos del hipocótilo y el cotiledón (M. Wang et al., 2010). En 

semillas de Arabidopsis la sobre expresión del gen ZTP29 está involucrado en la 

autorregulación al estrés por salinidad, ya que provoca una reducción de zinc en RE 

y una acumulación de proteínas de respuesta (UPR) que da la tolerancia a la sal 

(M. Wang et al., 2011).  

 

Además, el gen CalS7 es un componente de la 1,3-betaglucano sintasa, que 

sintetiza calosa (Kamat et al., 1992; Shi et al., 2016). Este gen se expresa en el 

floema de los tejidos vasculares y es responsable de la deposición de calosa en los 

elementos cribosos (Xie et al., 2011). En Arabidopsis hubo más velocidad de 

translocación en las plantas con el gen AtCalS7 en comparación a las plantas 

mutantes, cuya importancia se debe a que influye en la disponibilidad de 

carbohidratos para los sumideros (Xie et al., 2011). Asimismo, el gen Ph-4'-OGT 

tiene actividad tiene UDP-glicosiltransferasa, que cataliza la adición de azucares a 

una amplia gama de moléculas (Yahyaa et al., 2016). Este gen se asocia con la 

modulación de la ruta de los fenilpropanoides, que cambios en la concentración de 

estos compuestos altera el transporte de auxinas, necesarias para la elongación  

celular (Dare et al., 2017). En este mismo sentido, el gen PP2A regulan de forma 

antagónica la localización polar de los transportadores de auxinas (PIN1), que 

controlan el flujo de auxina intracelular (Xi et al., 2016). Adicionalmente, los genes 

PP2A regulan el ciclo celular (Corum et al., 1996; Garda et al., 2018).  

 

Por último, el gen TIP1 es una acuaporina del tonoplasto, ubicado en  la membrana 

vacuolar (Johnson et al., 1990), involucrado en el control hidráulico general de los 

tejidos vegetales (Madrid-Espinoza et al., 2018). Las acuaporinas son proteínas 

transmembrana esenciales para controlar el flujo de agua y otras moléculas (Khan 

et al., 2015). En Arabidopsis se encontró que las acuaporinas pueden modular la 

velocidad de germinación de las semillas (Vander Willigen et al., 2006). Dentro de 

este marco, la sobreexpresión de este gen en el genotipo de alta imbibición 

(G16885) puede explicar una mayor tasa de absorción de agua (Figura 7A) y en 

consecuencia una mayor área bajo la curva de la germinación (AUC) (Figuras 23 y 
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25) y un menor tiempo para alcanzar el 50 por ciento de la germinación (t50) (Figura 

26) en comparación a los genotipos de baja imbibición (G17913 y G11007).   

 

6.3 Diferencias morfológicas a nivel celular en las semillas 

Las células del parénquima medular del cotiledón de los genotipos G17913, 

G11007, G16130, G16885, G11787 y G12858A muestran abundancia de gránulos 

de almidón ovalados y con espacios intercelulares (Figura 20). Los gránulos de 

almidón deben degradarse para la removilización de reservas durante la 

germinación (García et al. 2021). Además, las células del cotiledón tienen una pared 

celular gruesa, con forma irregular, con presencia de haces del sistema vascular 

(Figura 20). Las características morfológicas de las células del cotiledón son 

similares a lo observado en semillas de frijol y guisantes (Pisum sativum L.) por 

microscopia de transmisión y microscopia de barrido, respectivamente  (Ajala et al., 

2022; Miano et al., 2018; Siqueira et al., 2018).  

 

Las células del cotiledón de mayor tamaño se registraron en los genotipos G16130 

y G17913, que a su vez tienen las semillas con mayor tamaño (Figura 6B y 6C y 

Figura 7B y 7C) y menor tasa de imbibición (Figura 2 y 3). Esto puede atribuirse a 

una mayor cantidad de almidón, una pared celular más gruesa y mayor contenido 

de material fibroso que provocan una absorción de agua más lenta (Ajala et al. 

2022). Las áreas de las células del parénquima de la periferia del eje embrionario 

son variables para los seis genotipos evaluados (Cuadro 14). Estos resultados se 

pueden atribuir, a que las mediciones se realizaron en células en división, ya que 

las observaciones fueron realizadas a las 20 horas de iniciada la imbibición.  

 

Las estructuras del micrópilo y lente de los genotipos G16885 (alta imbibición) y 

G17913 (baja imbibición) (Figura 21) mostraron diferencias en el área de las 

microgrietas en la lente que explicaría por que la accesión G16885 toma 0,46 más 

de agua con respecto a G17913 (Figura 7A). Las microgrietas en la lente, en un 

estudio realizado en frijol por Soltani et al. (2021) fue asociado a la inserción de 5 

pb en séptimo exón del cromosoma 3, del gen pectina acetil esterasa 8. Es mutación 
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provoca un aumento en la acetilación de la pectina que conduce a una disminución 

de iones calcio, induciendo una aflojamiento en la pared celular, por lo que se 

forman microgrietas en el área de la lente (Palmer et al., 2021; Soltani et al., 2021).  

El fenotipo del micrópilo en forma de Y aparentemente abierto (Figura 21A) también 

fue observado en cultivares de frijol (Miano et al., 2018). La diferencia en el tamaño 

del micrópilo (Figura 21A y 21B) puede provocar tasas de imbibición contrastantes 

entre G16885 y G17913 (Figura 7A), debido a que el agua ingresa por esta 

estructura durante la hidratación (Mikac et al., 2015). 

 

6.4 Relación de la poca imbibición de agua con la capacidad de germinativa 

El tratamiento con polietilenglicol reduce el potencial hídrico, el cual provoca una 

disminución en la tasa de imbibición y la germinación del frijol (Keshtiban, 2015; 

Martínez-Nieto et al., 2020; Saux et al., 2020; Zayed, 2010). Una concentración de 

-0,4 MPa de PEG disminuyó la cantidad de agua absorbida por las semillas de los 

genotipos G16885, G11007 y NAMBI a las 20 horas de inicio de la imbibición (Figura 

22). En el genotipo G17913 no hubo diferencia significativa entre el tratamiento con 

PEG y testigo (agua), lo que coindice con lo encontrado por Saux et al. (2020) en 

semilla de girasol (H. annuus).  

 

Los genotipos G17913 y G11007 de baja imbibición (mayor área de semillas) 

mostraron un retraso de 1 a 2 días con respecto al genotipo G16885 de alta 

imbibición (menor área de semilla), tanto en condiciones de estrés hídrico como en 

el testigo (agua) (Figura 23). Estos resultados, concuerdan con estudios en frijol, 

que mencionan que semillas de menor tamaño tienen una tendencia a alcanzar la 

tasa germinación antes que la semillas de mayor tamaño debido a que se tiene una 

menor superficie específica para hidratar (Miano et al., 2018; J. Singh et al., 2017).  

 

El tratamiento de -0,4 MPa con PEG reduce a un 73 por ciento la germinación 

máxima (Figura 24) en todas las muestras evaluadas, sin diferencias significativas 

entre los genotipos. Esto coincide con estudios en frijol común y frijol lima 

(Phaseolus lunatus L.), que reportan un 68 y 60 por ciento en semillas con un 
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potencial hídrico de -0,4 MPa (PEG 6000) (Keshtiban, 2015; Martínez-Nieto et al., 

2020). Esto se debe a una reducción en la cantidad de agua que tiene efecto en la 

turgencia celular, que provoca una disminución de enzimas y hormonas que afectan 

los procesos metabólicos y fisiológicos (Nascimento et al., 2019; Saux et al., 2020).   

 

Por otro lado, el tratamiento con -0,4 MPa (PEG 6000) con respecto al testigo (agua) 

presento una menor área bajo la curva de la germinación (AUC) (Figura 25) y mayor 

tiempo para alcanzar el 50 por ciento de la germinación (t50) (Figura 26). Esto 

debido a la disminución del potencial osmótico que provoca una movilización y 

degradación de reserva más lenta (Reis et al., 2012). El genotipo G16885 es un 

genotipo que absorbe mayor cantidad de agua con respecto a G17913 y G11007 

bajo condiciones de estrés hídrico que puede provocar una mayor expresión de 

transcritos de choque térmico como lo reportado en semilla de girasol (Saux et al., 

2020). En semillas de girasol esta diferencia se atribuye a la expresión de genes 

relacionados aminoácidos que sirven como osmolitos y proteínas asociadas a 

tolerancia al estrés hídrico (Saux et al., 2020).. 

 

El genotipo de alta imbibición (G16885) presentó una mayor AUC y menor t50, tanto 

en condición de estrés hídrico (-0,4 MPa PEG6000) como en el testigo (agua), en 

comparación con los genotipos de baja imbibición (Figuras 25 y 26). Una mayor 

AUC y menor t50 es asociado al vigor y uniformidad, lo que indica mayor velocidad 

de germinación (Zerpa-Catanho et al., 2019). En Arabidopsis se trataron semillas 

con mercurio, un bloqueador general de las acuaporinas, que redujo la velocidad de 

germinación e indujo un retraso en la ruptura de la cubierta de la semilla y la 

emergencia de la radícula (Vander Willigen et al., 2006).  

 

Además, los genes TIP1 (acuaporinas del tonoplasto) han sido reportados con 

mayor expresión en trigo (Madrid-Espinoza et al., 2018), sorgo (Hasan et al., 2017) 

y Arabidopsis (Khan et al., 2015) bajo condiciones de sequía, que les otorgo una 

mejora en la germinación, viabilidad de semillas y crecimiento de las plantas. 

Curiosamente, hubo una mayor expresión del gen TIP1 (acuaporina del tonoplasto) 
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en el genotipo G16885 a la primera hora de iniciada la imbibición que podría explicar 

porque tiene una mayor velocidad de germinación, pero se requieren de estudios 

posteriores para validar esta afirmación. 

 

Los resultados obtenidos indican que la imbibición está regulada por varios genes y 

no se adapta a los patrones de herencia mendeliana. El fenotipo de imbibición 

evaluado en los parentales y generación F2 indica que hay una relación entre el 

tamaño de la semilla y la tasa de imbibición, pero en la generación F3 este patrón 

no se observó. Sería interesante evaluar está relación imbibición/tamaño de semilla 

hasta una generación F6 cuando ya se tiene un 96,875 por ciento de homocigosis.  

 

Como se mencionó, el tamaño de la semilla influye de cierta manera en la tasa de 

imbibición, pero depende de factores intrínsecos de la semilla, como las grietas en 

la lente, tamaño de las células y forma del micrópilo (Figura 27). La expresión al 

alza de genes en la primera hora de iniciada la imbibición en el genotipo de baja 

imbibición G17913 relacionados con la actividad catalítica del almidón (gbe) y la 

respiración de ácidos grasos (CSY) sugiere que tiene un mayor contenido de 

reservas a degradar, coherente a que este genotipo tiene un mayor tamaño de 

semilla (1,72 cm2), que se podría confirmar con un estudio de perfil químico. Por 

último, el genotipo de alta imbibición (G16885) tiene una mayor velocidad de 

germinación tanto en condiciones normales y bajo estrés hídrico (Figura 27). Esto 

contrario a lo que se planteó inicialmente en esta investigación que: “los genotipos 

que imbiben menor cantidad de agua tienen alguna ventaja a germinar en 

condiciones de baja disponibilidad de agua”.  
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Figura 27. Factores que afectan a la imbibición y germinación de frijol (Phaseolus vulgaris L.). RCA: 

razón de crecimiento de la semilla, gbe: enzima ramificadora 1,4-alfa-glucano, csy: citrato sintasa, 

HSP: proteína de choque térmico, TIP1: acuaporina del tonoplasto, CalS7: callosa sintasa, NRX1: 

nucleorredoxina 1, ↑: sobre expresión de genes.  
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7 CONCLUSIONES 

a. La imbibición está regulada por varios genes y no se adapta a los patrones 

de herencia mendeliana. 

b. La expresión diferencial entre el genotipo de alta y baja imbibición fue de 

6812 genes, que están anotados con funciones moleculares, procesos 

biológicos, actividad catalítica y como parte de componentes celulares. 

c. El genotipo de alta imbibición (G16885) tiene semillas de menor tamaño, de 

menor área en las células del parénquima, mayor área de grietas en la lente, 

un micropilo en forma de “Y” en comparación con el genotipo de baja 

imbibición (G17913) con un mayor tamaño de semilla, mayor área en las 

células del parénquima, menor área de grietas y un micropilo similar a una 

línea. 

d. El genotipo de alta imbibición (G16885) bajo condiciones de estrés hídrico 

tuvo una mayor velocidad de germinación, es decir mayor vigor y 

uniformidad. 
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