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Resumen

El frijol es la leguminosa mas ampliamente cultivada a nivel mundial y su consumo
representa la principal fuente de proteina en amplios sectores de la poblacion mexicana. Sin
embargo, el cultivo de frijol es, en muchos aspectos, una actividad marginal a la que no se
destinan los recursos necesarios para incrementar su productividad. Esto aumenta su
vulnerabilidad a las condiciones ambientales adversas, siendo la sequia el factor principal
que reduce su rendimiento, pues ocasiona la pérdida del 50 al 100% de la produccion
potencial y arriesga estructuras socioeconémicas y culturales que dependen de este cultivo.

La sacarosa sintasa y la invertasa neutra son enzimas que participan en la sintesis de
sustancias de reserva durante la maduracion de las semillas de las leguminosas y podrian
relacionarse con la productividad de los cultivos de frijol bajo condiciones ambientales
adversas. En este trabajo se reporta el analisis de las actividades enzimaticas de la sacarosa
sintasa y de la invertasa neutra en los frutos de frijol Canario 60 durante la maduracion de las
semillas, en condiciones normales y bajo estres ambiental por la remocion de los frutos o por
la eliminacion del riego de la planta.

Se encontro que las actividades de ambas enzimas facilitan la maduracion de las
semillas al favorecer la sintesis de sustancias de reserva y el transporte eficiente de nutrientes
hacia los frutos, tanto en condiciones ambientales normales como adversas. También se
determind que la vaina no es una fuente de nutrientes importante durante la maduracion de

las semillas para el genotipo Canario 60.
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1. Introduccién

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una planta perteneciente a la familia Fabaceae o
de las leguminosas. Se origind en Mesoamérica hace cerca de 2 millones de afios en el
contexto geolégico de la formacién de la Faja VVolcanica Transmexicana (Delgado-Salinas et
al. 2006). Fue domesticado en las regiones andina y mesoamericana hace aproximadamente
8 mil afios (Schmutz et al. 2014). Actualmente, se cultiva en todo el mundo para el consumo
humano de las semillas maduras y, en menor medida, de las vainas tiernas conocidas en
México como ejotes (Bellon et al. 2009; Graham & Ranalli 1997).

1.1. Caracteristicas generales de la planta del frijol

El frijol es una planta herbacea, anual y de crecimiento determinado o indeterminado.
En su sistema radicular se encuentran los nddulos de fijacion de nitrégeno y los pelos
radiculares, estructuras importantes para la absorcion de agua y la nutricion mineral. En la
parte aérea se distingue el tallo, que posee internodos y nodos en los cuales se desarrollan las
hojas. El tallo es ramificado y las flores crecen sobre éste en posicion axilar a las hojas
(Graham & Ranalli 1997; Nassar et al. 2010).

Las flores del frijol son papilonaceas y, tras la fecundacion, el ovario genera un fruto
del tipo legumbre (Figura 1.1A), formada por la vaina en cuyo interior se desarrollan las
semillas (Nassar et al. 2010). Las semillas maduras, que poseen solo el embridn y la cubierta,
presentan diversos tamarios, colores y formas, segun el genotipo o la poblacion silvestre a la
que pertenecen (Graham & Ranalli 1997), como se ejemplifica con algunas variedades en la

Figura 1.1B.
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Figura 1.1. A) Seccidn longitudinal de un fruto de frijol (flecha=vaina; estrella=semilla). Tomada de
Coello & Martinez-Barajas (2016). B) Forma, tamafio y color de las semillas de algunos genotipos
de frijol. Tomada de Schmutz et al. (2014), MA: mesoamericano.

1.2. Desarrollo de las semillas de las leguminosas

El desarrollo de las semillas de las leguminosas, como el frijol, puede dividirse en dos
fases, la de division celular y la de maduraciéon. En la fase de divisidn, se distinguen
morfoldgicamente en la semilla: la cubierta, el endospermo y el embrién. En esta etapa, la
cubierta controla el desarrollo de la semilla, pues su actividad elevada de invertasa acida
asociada a la pared celular (INV-CW) genera altas concentraciones de glucosa y de fructosa
que estimulan el crecimiento del embrion por division celular (Weber et al. 2005).

En la fase de maduracion, el endospermo degenera y la divisién celular embrionaria
cesa. También la testa reduce su actividad de INV-CW, lo que contribuye a elevar la
concentracion de sacarosa en el medio localizado entre el embrion y la testa. EI embrion toma
el control del desarrollo de la semilla en esta etapa, pues su epidermis se diferencia en un
tejido muy eficiente en el transporte de la sacarosa que se encuentra en el medio externo,
cuya actividad incrementa la concentracion de sacarosa en el interior del embridn.
Simultaneamente, aumentan las actividades enzimaticas de sacarosa sintasa e invertasa

neutra embrionarias. Estas dos enzimas estan relacionadas con el crecimiento del embrién
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por medio de expansion celular y de la sintesis masiva de sustancias de reserva (almidon,
proteinas, lipidos) durante la fase de maduracion (Weber et al. 2005; Ross et al. 1996;
Déjardin et al. 1997; Polit & Ciereszko 2012).

1.3. Nutricion de las semillas

Las semillas son estructuras heterotréficas, cuyo desarrollo depende en gran medida
de los nutrientes proporcionados por la panta (Weber et al. 2005; Schiltz et al. 2004; Yang et
al. 2004). El flujo de nutrientes que sostiene el desarrollo de las semillas obedece la diferencia
de la concentracion de sacarosa y de la presion hidrostatica en el floema entre los érganos
fuente (hojas, tallos, etc.) y las semillas. Los nutrientes se transportan desde los érganos
fuente hacia las semillas porque los primeros tienen una mayor presion hidrostatica y una
mayor concentracion de sacarosa que en las semillas (Minchin & Lacointe 2005).

La fuerza de demanda es la capacidad que tiene un tejido para metabolizar sacarosa
en un momento dado, y establece la prioridad de los distintos 6rganos para la distribucion de
los nutrientes disponibles en la planta, pues reduce la concentracion de sacarosa y la presion
hidrostatica en el floema adyacente. La fuerza de demanda depende principalmente de la
degradacion enzimatica de sacarosa por parte de la INV-CW, de la invertasa vacuolar (INV-
V), de la invertasa neutra, de la sacarosa sintasa y de la actividad de los transportadores
transmembranales de sacarosa que, si bien no degradan sacarosa, son capaces de disminuir
su concentracion en el floema. Debido a la naturaleza del flujo de nutrientes en la planta,
descrito en el parrafo anterior, los tejidos con mayor fuerza de demanda reciben una mayor
parte de los nutrientes generados en las hojas (Minchin & Lacointe 2005).

Las semillas en la fase de maduracion son estructuras con alta prioridad para la
distribucion de sacarosa, cuya fuerza de demanda se determina con base en la actividad de

los transportadores de sacarosa, localizados en la epidermis embrionaria, y las actividades de
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la sacarosa sintasa y de la invertasa neutra, enzimas involucradas en el uso metabolico de la
sacarosa que ingresa a las células del embrién (Minchin & Lacointe 2005; Weber et al. 2005;
Ross et al. 1996; Déjardin et al. 1997).
1.4. Sacarosa sintasa

La sacarosa sintasa es una enzima con actividad de glicosiltransferasa codificada por
una familia multigénica. Se sintetiza como un polipéptido de 92 kDa y su estructura funcional
es en tetrdmeros (Silvente et al. 2003). Cataliza la degradacion reversible de sacarosa usando
UDP y produce UDP- glucosa (UDP-GlIc) y fructosa (Figura 1.2). La direccién de la reaccion
depende de la disponibilidad de los sustratos y de la remocién de los productos. Sin embargo,
su principal funcién in vivo es la degradacién de sacarosa en tejidos heterotréficos (Baroja-

Fernandez et al. 2003).

Figura 1.2. La sacarosa sintasa (SUS) cataliza la degradacion reversible de sacarosa a UDP-Glc y
fructosa usando UDP. Tomada de Zheng et al. (2011).

Inicialmente, la sacarosa sintasa se describi6 como una enzima citosolica, pero
recientemente se ha localizado en el interior del nucleo, en la matriz mitocondrial y en el
estroma de los plastidios, donde se presume que tiene funciones cataliticas y de regulacion
relacionadas con la sintesis de almidon y el metabolismo energético (Subbaiah et al. 2006;

Hennen-Bierwagen et al. 2009).
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La regulacién de su actividad enzimatica es compleja y se lleva a cabo a través de
mecanismos que operan a nivel transcripcional y postraduccional. A nivel de la transcripcion,
las rutas de sefializacion dependientes de la hexocinasa 1 (HXK1) y de la SnRK1 estimulan
la expresion del gen que codifica la sacarosa sintasa (Purcell et al. 1998; Ciereszko &
Kleczkowski 2002). En cuanto al nivel postraduccional, Huber et al. (1996) determinaron
que las isoformas de la sacarosa sintasa Sh1y Susl, presentes en el maiz (Zea mays), pueden
fosforilarse reversiblemente en el residuo Serl5, lo que contribuye a aumentar su actividad
de degradacion de sacarosa. Las cinasas dependientes de Ca** (CDPKs) y SnRK1 pueden
realizar esta fosforilacion (Huber et al. 1996; Asano et al. 2002; Hardin et al. 2003) y este
residuo de Ser esta conservado en las isoformas de la sacarosa sintasa del frijol (Silvente et
al. 2003).

La sacarosa sintasa es una enzima esencial durante el desarrollo embrionario (Abid et
al. 2009) y su actividad es alta en las semillas y otros tejidos heterotroficos, donde participa
en la sintesis de sustancias de reserva (Baroja-Fernandez et al. 2003; Nufiez et al. 2008;
Déjardin et al. 1997; Asano et al. 2002; Ross et al. 1996; Yang et al. 2004). Debido a que la
productividad de muchos cultivos depende de un elevado contenido de sustancias de reserva
en las semillas, la regulacion de la actividad de la sacarosa sintasa puede contribuir a generar
cultivos mas eficientes (Jiang et al. 2011).

1.5. Invertasa neutra

La invertasa neutra es una enzima de 65 kDa, codificada por una familia multigénica
y cuya estructura funcional es en tetrameros. Hidroliza sacarosa en glucosa y fructosa con
actividad optima a pH 6.8-8, y los productos son los principales inhibidores de la reaccion
(den Ende & Van Laere 1993; Yao et al. 2009). Debido a esto, los principales mecanismos

de regulacién de la actividad enzimatica de la invertasa neutra son el control de la cantidad
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de la enzima, de la concentracion de hexosas y del pH (den Ende & Van Laere 1993). Sin
embargo, las CDPKs y la SnRK2 pueden fosforilar a la invertasa neutra, lo que aumenta la
actividad hidrolasa de esta enzima (Gao et al. 2014).

La hidrolisis de sacarosa mediada por la actividad de la invertasa neutra contribuye
con la generacion de las concentraciones moleculares de glucosa y fructosa que son
necesarias para sostener procesos energéticamente demandantes, entre los que se incluye la
acumulacion masiva de reservas que ocurre durante la fase de maduracion de las semillas de
las leguminosas (Ross et al. 1996; Vargas et al. 2008).

Al igual que la sacarosa sintasa, la invertasa neutra era descrita como una enzima
exclusivamente citosélica. Sin embargo, recientemente se establecié que puede asociarse al
nacleo y localizarse en la matriz mitocondrial y en el estroma de los plastidios. Se presume
que, ademas de su funcidn catalitica, la invertasa neutra participa en la regulacion de diversos
procesos como son la sintesis de almidon, el acoplamiento de la glucélisis con la fosforilacion
oxidativa, y la regulacion de la expresion genética (Lou et al. 2007; Murayama & Handa
2007).

1.6. Importancia del frijol

El frijol es la leguminosa mas ampliamente cultivada, con mas de 30 millones de Ha
distribuidas en regiones tropicales, subtropicales y templadas (Food and Agriculture
Organization [FAQ], 2016; Graham & Ranalli, 1997). Su produccién mundial en 2014 fue
de 25 millones de toneladas, con rendimiento promedio de 832.6 kg/Ha (FAO, 2016).

Su relevancia agricola se debe a la riqueza nutricional de las semillas, principalmente
su elevado contenido de proteina, el cual supera el 20% del peso seco y cuyo consumo en

muchos lugares proporciona cerca del 40% de la ingesta diaria recomendada. Las semillas
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de frijol también contienen cantidades importantes de almidodn, fibra, calcio, hierro, tiamina,
riboflavina y niacina (Sangerman-Jarquin et al. 2010).

En México, centro de origen y de domesticacion del frijol, es un cultivo estratégico
que posee riqueza genética amplia y un elevado nimero de variedades domésticas (Bellon et
al. 2009; Schmutz et al. 2014). Esta diversidad de cultivos ha formado parte de la dieta basica
de la poblacion desde tiempos antiguos. Actualmente, constituye la principal fuente de
proteina para una gran parte de la poblacién, particularmente la poblacion marginada, pero
también contribuye a una nutricion adecuada en todos los niveles socioecondmicos
(Sangerman-Jarquin et al. 2010; Bellon et al. 2009).

Entre las muchas variedades cultivadas, el frijol Canario tiene una elevada preferencia
del consumidor, particularmente en el mercado del centro de México, y su demanda y
atractivo comercial la han hecho una de las principales por superficie cosechada (Sangerman-
Jarquin et al., 2010; Secretaria de Agricultura Ganaderia Desarrollo Rural Pesca y
Alimentacion [SAGARPA], 2006).

La produccion de frijol de México fue la quinta a nivel mundial en 2014 (Figura 1.3).
Tiene un valor estimado en 11 millardos de pesos, proporciona una fuente de ingreso y
autoconsumo para los cerca de 500 mil productores y genera mas de 300 mil empleos
permanentes (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2015 [INEGI]; SAGARPA,
2006). A pesar de su importancia, la produccion de frijol se ha mantenido estancada en ~1.1
millones de toneladas durante los ultimos 35 afios (Cuadro 1.1), debido a que se cultiva bajo
condiciones ambientales adversas y porque los programas gubernamentales de apoyo a los

productores son insuficientes y poco efectivos (FAO, 2016; Sangerman-Jarquin et al., 2010).
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Produccidn de frijol en 2014

(Millones de toneladas)
India
4.11

Resto de los
paises Myanmar
11.35 3.74
Brasil
México EUA 3.29
1.27 1.32

Figura 1.3. México figurd entre los principales paises productores de frijol del afio 2014 (Elaborado
con datos de la FAQ).

1.7. Efecto de las condiciones ambientales adversas en la produccién de frijol

La baja fertilidad del suelo, caracteristica de muchas de las tierras dedicadas al cultivo
del frijol, es un factor que disminuye la produccién potencial de este cultivo porque reduce
la disponibilidad de nutrientes destinados a sostener el desarrollo de las semillas. Por
ejemplo, se ha demostrado en plantas modelo que la falta de nitrogeno o de fosforo hace que
el crecimiento de las raices se favorezca sobre el desarrollo de las semillas, mientras que la
escasez de magnesio o0 de potasio afecta el transporte de sacarosa desde las hojas hacia las
semillas (Lemoine et al. 2013).

Si bien el efecto negativo de la escasa fertilidad de los suelos es muy importante, la
sequia es el factor que mas disminuye el rendimiento de los cultivos. Esta condicion reduce
la capacidad fotosintética, la sintesis de sacarosa y el transporte de nutrientes a lo largo del
floema (Rosales et al. 2012; Lemoine et al. 2013; Acosta-Diaz et al. 2009; Barrios Gomez et

al. 2011; Graham & Ranalli 1997).
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Cuadro 1.1. La produccién de frijol en México durante los ultimos 35 afios (promedio + desviacion
estandar). (Elaborado con datos de la FAO).

Produccion anual Area cultivada Rendimiento
Ton Ha Kg/Ha
1,105,792 + 235, 715 1,709, 623 + 289, 342 647.1+89.8

Este déficit nutricional, generado por la sequia, reduce la fertilidad de la planta y el
periodo de maduracién de las semillas, por lo que la planta genera menos frutos que, ademas,
tienen menos semillas. El tamafio de las semillas también se reduce como consecuencia del
acortamiento del tiempo disponible para acumular sustancias de reserva (Acosta-Diaz et al.
2009; Graham & Ranalli 1997; Yang et al. 2004; Cuellar-Ortiz et al. 2008).

A nivel mundial, la mayor parte de la tierra sembrada con frijol estad sometida a la
reduccion del rendimiento por sequia (Graham & Ranalli 1997). En el caso de México, el
90% de la superficie sembrada con frijol no tiene riego y, por causa de las lluvias erraticas o
insuficientes, se presentan pérdidas que pueden ir del 50 al 100% de la produccién potencial
(Barrios Gomez et al. 2011; Sangerman-Jarquin et al. 2010; Padilla-Bernal et al. 2012).

1.8. Movilizacion de reservas nutricionales hacia las semillas

La elevada demanda nutricional de las semillas de leguminosas en desarrollo induce
la degradacion de sustancias de reserva (almidén, proteinas, lipidos y pared celular) presentes
en los tejidos vegetativos, aun cuando la planta se encuentra en condiciones favorables
(Schiltz et al. 2004; Yang et al. 2004; Cuellar-Ortiz et al. 2008). Este proceso permite que
una parte importante de los materiales acumulados en estas estructuras sean reciclados y se
conviertan en nutrientes que pueden ser transportados hacia las semillas, las estructuras con

la mayor fuerza de demanda (Minchin & Lacointe 2005).
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Este fendmeno, resumido como la “movilizacion” de reservas, es mas evidente y se
vuelve mas importante para el sostenimiento del desarrollo de las semillas cuando las plantas
se encuentran en condiciones ambientales adversas. En A. thaliana y el arroz (Oryza sativa)
se ha observado que la sequia ocasiona un déficit nutricional que reduce el nivel de sacarosa
disponible para la nutricion de las semillas. Esto promueve la degradacion de sustancias de
reserva en los tejidos vegetativos y la transferencia de los nutrientes generados hacia las
semillas, lo que favorece la culminacién del desarrollo de una parte importante de éstas (Yang
et al. 2004; Lee et al. 2004).

Se ha reportado que la movilizacion de reservas durante el déficit hidrico también
ocurre en el frijol y que es tan importante que permite que el desarrollo de las semillas
continue, lo que agrondmicamente contribuye a mejorar el rendimiento de los cultivos de
frijol que se desarrollan en estas condiciones (Cuellar-Ortiz et al. 2008; Rosales et al. 2012;
Acosta-Diaz et al. 2009; Coello & Martinez-Barajas 2016).

1.9. El mejoramiento del frijol frente a las condiciones ambientales adversas

México tiene un elevado potencial paraaumentar la productividad del cultivo de frijol
mediante el uso en programas de fitomejoramiento de la amplia riqueza genética presente en
las poblaciones silvestres (Bellon et al. 2009; Sangerman-Jarquin et al. 2010; Schmutz et al.
2014). Los resultados de estos programas pueden ser mayores en la medida de que incorporen
el conocimiento sobre las respuestas fisioldgicas de las plantas a las condiciones no 6ptimas.
Una contribucién importante a este conocimiento podria ser el establecimiento de las
funciones en las que estan involucradas la sacarosa sintasa y la invertasa neutra de los frutos
de frijol que se desarrollan bajo estrés ambiental, debido a la relevancia de estas enzimas en

el proceso de maduracion de las semillas en condiciones éptimas.
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2. Justificacion

Ante la severidad de los efectos negativos de la sequia y de otras condiciones adversas
sobre la productividad del cultivo de frijol en México, se requiere entender los mecanismos
fisioldgicos que podrian contribuir a mejorar la capacidad productiva de las plantas de frijol
cultivadas en ambientes hostiles y usar los conocimientos generados en programas de
mejoramiento.

Las actividades de la sacarosa sintasa y de la invertasa neutra contribuyen
favorablemente a la maduracion de las semillas (Déjardin et al. 1997; Ndfiez et al. 2008; Polit
& Ciereszko 2012; Ross et al. 1996; Vargas et al. 2008; Cuellar-Ortiz et al. 2008; Jiang et al.
2011). Dado que se presume que las actividades elevadas de ambas enzimas podrian acelerar
la maduracion de las semillas e incrementar la movilizacién de las reservas acumuladas en
las estructuras vegetativas de la planta de frijol, en este trabajo se analizaron las actividades
de ambas enzimas en dos modelos experimentales que limitan la disponibilidad de nutrientes
para el desarrollo de las semillas. El primer modelo consistio en remover los frutos de la
planta cuando las semillas inician la acumulacion de sustancias de reserva, mientras que en
el segundo modelo se analizaron frutos de plantas sometidas a sequia. Los resultados
obtenidos proporcionan informacién acerca de los fendmenos fisiologicos y bioguimicos
involucrados en la maduracion exitosa de las semillas cuando existe una limitacion

nutricional causada por estrés ambiental.
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3. Hipdtesis
En respuesta al déficit nutricional generado por condiciones ambientales adversas, las
actividades de la sacarosa sintasa y de la invertasa neutra se incrementaran en las vainas de
los frutos y en los embriones de las semillas de frijol. Esto favorecera la maduracion de las
semillas por medio de una mayor biosintesis de sustancias de reserva en las semillas y de la

movilizacion de los nutrientes presentes en la vaina del fruto.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general
Analizar las actividades de la sacarosa sintasa y de la invertasa neutra y su relacion
con la maduracion de las semillas y la movilizacion de las reservas presentes en la vaina, en
frutos de frijol Canario 60 sometidos a estrés ambiental.
4.2. Objetivos especificos
- Comparar las actividades de sacarosa sintasa e invertasa neutra en embriones y
vainas de frijol Canario 60 durante el proceso normal de la maduracion de las
semillas y en condiciones de limitacion nutricional generadas por la remocion de
los frutos o la imposicion de sequia en la planta.
- Evaluar el efecto de la limitacion de nutrientes sobre el peso seco en semillas y
vainas de frijol Canario 60 durante la fase de maduracion de las semillas.
- Discutir la relacion que pudiera existir entre el desarrollo de las semillas y la
movilizacion de reservas acumuladas en la vaina con las actividades de sacarosa
sintasa e invertasa neutra cuando los frutos se desarrollan bajo condiciones

ambientales que limitan la disponibilidad de nutrientes.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cultivo de plantas de frijol Canario 60 y muestreo de embriones y vainas

Se cultivaron plantas de frijol Canario 60 en el invernadero de la Facultad de Quimica,
UNAM, con un fotoperiodo de 16 h luz a 25°C/ 8 h oscuridad a 16°C. Se usaron macetas de
3 L con agrolita que fueron regadas diariamente con solucion Hoagland (KNOs 3 mM,
Ca(NOz)2 2 mM, MgSO4 1 mM, NHsH2PO4 3mM, MnCl; 4 uM, H3BO3 23 uM, ZnS0O, 4
UM, CuSOq4 0.15 pM, H2Mo0O4 0.05 uM y 5 g It de EDTAFe). Las flores se rotularon en la
fecha de floracion para determinar la edad de los frutos. En todos los muestreos realizados
solamente se usaron frutos cuya apariencia sugeria que su desarrollo habia sido el 6ptimo,
esto es, frutos que tenian vainas rectas con la mayor longitud posible, alrededor de 10 cm

(Figura 5.1A), y tres o0 mas semillas desarrollandose en su interior (Figura 5.1B).

Semillas

o -

M 20 DDF m 25 DDF m 20+5 ®m 35 DDF m 20+15 DDF

Figura 5.1. A) Apariencia general de los frutos que se usaron para la medicion de la actividad
enzimatica y del peso seco de las semillas y de las vainas (escala=1 cm). B) El nimero de semillas
presentes en los frutos que se utilizaron fue similar en todos los muestreos.
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Para analizar el efecto de la limitacion de nutrientes en los frutos durante la
maduracién de las semillas, éstos se removieron de la planta a los 20 dias después de la
floracion (DDF) y se incubaron en oscuridad a 25°C. Se tomaron muestras de embrion y de
vaina de estos frutos 1, 2, 3 y 5 dias después. Como referencia, se usaron muestras de frutos
de la misma edad que se desarrollaron en condiciones normales. En ambos casos, las
muestras se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Para el andlisis del efecto de la sequia en los frutos, se elimind el riego de las plantas
del lote experimental partir del dia en que la mayor parte de los frutos tenia 20 dias de edad
(DDF), mientras que las plantas del lote control continuaron siendo regadas. En ambos lotes,
se tomaron muestras de embrion y de vaina desde los 20 hasta los 35 DDF. Las muestras se
congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

5.2. Registro del peso seco de frutos

Se registro el peso seco de los frutos que se desarrollaron en condiciones normales y
de los frutos que se removieron de la planta o que se desarrollaron bajo sequia a partir de los
20 DDF. Los frutos utilizados para estas mediciones se obtuvieron en muestreos iguales a los
descritos previamente y se secaron incubandolos a 45°C por una semana.

5.3. Preparacion de extractos de proteina para analisis enzimaticos

Las muestras de tejido tanto de vaina como de embrién (~0.5 g peso fresco) se
maceraron a 4°C usando 2 mL de una solucion amortiguadora basada en el protocolo de
Weiner et al. (1992) y con las siguientes concentraciones: HEPES 50 mM, pH 7.4, KCI 100
mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, Tritén X-100 al 0.1% y
glicerol al 10%. Se agregd polivinilpirrolidona (PVP) (2 g/L) al amortiguador al momento
de usarse. El macerado se vertié en un microtubo de 1.5 mL y se centrifugd a 12,000 rpm

durante 10 min. Se tom6 1 mL del sobrenadante y se desalé usando columnas Sephadex G-
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10 equilibradas previamente con el mismo amortiguador sin PVP. El extracto desalado se
congel6 en nitrégeno liquido y se almaceno a -70°C hasta su uso.
5.4. Ensayos de actividad enzimatica

Para la determinacién de la actividad de la invertasa neutra presente en los extractos
de proteina se uso el ensayo A, que contenia 30 UL de extracto desalado y 70 pL de mezcla
de reaccion [MOPS-KOH 50 mM, pH 7.5, MgCl, 10 mM, KCI 15 mM, NAD" 2 mM, ATP
2 mM, sacarosa 10 mM, 2 U mL de hexocinasa (Saccharomyces cerevisiae), 2 U mL™ de
fosfoglucosa isomerasa (S. cerevisiae) y 2 U mL? de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(Leuconostoc mesenteroides)].

Se midi6 en espectrofotometro a 340 nm la produccion de NADH por las enzimas
acoplantes en el medio de reaccién (Figura 5.2) y a partir de la glucosa y la fructosa
producidas por la actividad de la invertasa neutra. El valor de la AAssx min obtenido en
ensayos de cinco minutos de duracion se convirtié a umol de sacarosa degradada por minuto
(umol Suc min 1) usando la ecuacion de una curva patrén obtenida al procesar 30 L de una
disolucién de concentraciones conocidas de fructosa 'y 70 pL de la mezcla de reaccion usada
en el ensayo A.

La actividad de la sacarosa sintasa se determiné usando el ensayo B, que contenia 30
uL de extracto desalado y 70 L de la mezcla de reaccion usada en el ensayo A que incluia
ademas UDP 10 mM, para permitir la degradacion de sacarosa por parte de la sacarosa
sintasa. Debido a que el valor de la AAss min* del ensayo B incluye las actividades de la
sacarosa sintasa y de la invertasa neutra en el extracto, se le resto el valor la AAszs min del
ensayo A. El residuo correspondié a la actividad de la sacrosa sintasa y se convirtio también

a umol Suc min %, Finalmente, el valor de umol Suc min " obtenido para la invertasa neutra
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se dividié entre dos, ya que cada mol de NAD" reducido equivale a 2 mol de sacarosa

degradada en el ensayo A.

o
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Figura 5.2. Ensayo usado para la determinacion de la actividad enzimatica. La fosforilacion de la
fructosa (Fru) y la glucosa (Glc) por la hexocinasa (1) genera fructosa-6-fosfato (Fru-6-P) y
glucosa-6-fosfato (Glc-6-P), respectivamente. Posteriormente, la isomerizacién de la Fru-6-P por la
fosfoglucosa isomerasa (2), genera Glc-6-P. Finalmente, la Glc-6-P es oxidada por la Glc-6-P
deshidrogenasa (3), generando cantidades de NADH+H" proporcionales a la cantidad de glucosa y
fructosa producidas por la sacarosa sintasa y la invertasa neutra.

5.5. Cuantificacion de proteina

La proteina presente en las muestras se cuantificé por el método de Bradford (1976).
Se usaron 5 pL de extracto de embrion o 10 pL de extracto de vaina, agua desionizada hasta
completar 50 pL, y 200 pL de reactivo de Bradford. La Asgs obtenida se convirtio a pg de
proteina a partir de la ecuacion de una curva patrén elaborada con albumina bovina (BSA).
Finalmente, se calculd la actividad especifica de cada una de las dos enzimas, sacarosa sintasa
e invertasa neutra, la cual se expres6 como pumol de sacarosa degradada por minuto y por
miligramo de proteina (umol Suc min™® mg prot™?).
5.6. Analisis estadistico

Los valores de actividad enzimatica especifica presentados son el promedio + la
desviacién estandar (X + D.E.) del analisis de tres o, excepcionalmente, dos muestras de tejido
tanto de embridn como de vaina. Se usd la prueba t-Student en el programa R (version 3.3.1)

para establecer la significancia de la diferencia entre los valores de los tratamientos.
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6. Resultados

6.1. Degradacion enzimatica de sacarosa en frutos removidos de la planta

La actividad especifica de la sacarosa sintasa embrionaria fue baja tanto en
condiciones normales como cuando los frutos fueron removidos de la planta, y solamente se
pudo medir confiablemente en los frutos unidos a la planta de 23 a 25 DDF, presentando una
ligera tendencia a incrementar (Figura 6.1A). En los embriones de frutos que se desarrollaron
en condiciones normales, la actividad especifica de invertasa neutra fue mayor que la de
sacarosa sintasa (Figura 6.1), por lo que se sugiere que es la responsable de la mayor parte
de la degradacidn de sacarosa que se observa. La actividad de la invertasa neutra se mantuvo
constante entre los 20 y 22 DDF e incrementd aproximadamente un 50% hacia el dia 25, por
lo que fue significativamente mayor que en los embriones de frutos removidos de la planta
(P=0.0214), en los que la actividad de invertasa neutra se mantuvo practicamente constante

durante el periodo de observacion (Figura 6.1B).
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Figura 6.1 Actividad especifica de la sacarosa sintasa (A) y de la invertasa neutra (B) embrionaria
de frutos que permanecieron unidos a la planta o que fueron removidos a los 20 DDF. El nivel de
significancia de la diferencia entre los tratamientos es representado por: « (P < 0.05).
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La actividad de sacarosa sintasa detectada en vainas fue mucho mayor que la que se
observo en los embriones. En las vainas de los frutos que se desarrollaron en condiciones
normales, tuvo un aumento transitorio y alcanzé 1.42 umol Suc min* mg prot™ a los 22 DDF
(Figura 6.2A). De manera similar, cuando las vainas se removieron de la planta a los 20 DDF,
se presentd un incremento parecido en magnitud, pero que ocurrié un dia después de que
fueron cortados de la planta (Figura 6.2A). La actividad de la invertasa neutra en vainas
también fue mayor a la observada en embriones. En vainas de frutos unidos a la planta,
permanecid constante entre los 20 y 25 DDF, solamente tuvo un incremento no significativo
(p=0.2542) a los 22 DDF (Figura 6.2B). La tendencia fue estadisticamente similar en las
vainas de los frutos removidos de la planta. En estos, el incremento de actividad observado
del dia 22 fue aparentemente mayor, sin embargo, no fue significativamente diferente

(p=0.1696) del que se observo en las vainas unidas a la planta (Figura 6.2B).
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Figura 6.2. Actividad especifica de la sacarosa sintasa (A) y de la invertasa neutra (B) en las vainas
de los frutos que permanecieron unidos a la planta o que fueron removidos a los 20 DDF. El nivel
de significancia de la diferencia entre los tratamientos es representado por: « (P £ 0.05), *« (P <
0.01).
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6.2. Degradacion enzimatica de sacarosa en frutos de plantas sometidas a sequia

En un ciclo de cultivo diferente, se analizaron nuevamente los embriones de frutos
que se desarrollaron en condiciones normales. En esta ocasion se observé que la actividad de
la sacarosa sintasa se mantuvo alrededor de 0.12 umol Suc min™* mg prot? entre los 20 y 28
DDF y que posteriormente disminuy6 hasta cerca de cero a los 32 DDF (Figura 6.3A).

La méxima actividad de sacarosa sintasa embrionaria en plantas sometidas a sequia
se tuvo a los 22 DDF, tras un aumento que la hizo significativamente mayor (p=0.0097) que
la actividad de embriones de la misma edad que se desarrollaron en condiciones normales.
Sin embargo, a partir del dia 22 disminuyé sostenida y mas rapidamente que el control, hasta
ser cercana a cero a los 28 DDF (Figura 6.3A). En las mediciones se observé que la actividad
de la invertasa neutra disminuyo entre los 24 y 28 DDF y que la sequia no produjo cambios

perceptibles en esa tendencia (Figura 6.3B).
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Figura 6.3. Actividad especifica de la sacarosa sintasa (A) y de la invertasa neutra (B) embrionaria

de plantas que se desarrollaron en condiciones normales o que dejaron de ser regadas a partir de

los 20 DDF. El nivel de significancia de la diferencia entre los tratamientos es representado por: ¢
(P =£0.05), «« (P <0.01).
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En las vainas de las plantas cultivadas bajo riego, las actividades especificas de la
sacarosa sintasa y de la invertasa neutra aumentaron transitoriamente entre los 20 y 24 DDF
(Figura 6.4). A partir del dia 28, la actividad de invertasa neutra se mantuvo constante
alrededor de 0.2 pmol Suc min™ mg prot™? (Figura 6.4B), mientras que la sacarosa sintasa
incrementd y se volvio la enzima principal en la degradacion de sacarosa (Figura 6.4A).

En las vainas de plantas sometidas a sequia, la actividad de la sacarosa sintasa
aumento entre los 20 y 24 DDF y alcanz6 un maximo de 0.26 pmol Suc min™t mg prot?, un
valor significativamente mayor (p=0.0263) que las vainas de la misma edad que se
desarrollaron en condiciones normales. Esta actividad se mantuvo hasta los 28 DDF vy, a
partir de este dia, se redujo a la mitad (Figura 6.4A). La actividad de la invertasa neutra en
estas vainas aumento entre los 20 y 24 DDF, hasta una actividad maxima de 0.57 pmol Suc

mint mg prot’. Posteriormente, disminuy6 gradualmente hasta ser casi cero el dia 35 (Figura

6.4B).
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Figura 6.4. Actividad especifica de la sacarosa sintasa (A) y de la invertasa neutra (B) en las vainas
de plantas que se desarrollaron en condiciones normales o que dejaron de ser regadas a partir de
los 20 DDF. El nivel de significancia de la diferencia entre los tratamientos es representado por: «

(P <0.05), - (P<0.01)
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6.3. La fuerza de demanda en relacion a las condiciones ambientales

La fuerza de demanda de los embriones y de las vainas se estim6 en funcion de las
actividades de la sacarosa sintasa y de la invertasa neutra, y se calculé sumando las
actividades especificas de ambas enzimas. La fuerza de demanda resultd similar en
embriones unidos y removidos de la planta entre los 20 y 22 DDF, pero comenzd a
diferenciarse a partir del dia 23, cuando incrementé significativamente (p=0.0113) en los
embriones de frutos unidos a la planta, mientras que en los embriones de frutos removidos

permanecid constante (Figura 6.5A).

A —f— Unidos =& Removidos B —fl— Unidas =& Removidas
0.2 (Y} 3
S . S
o o
) Qo 2
€ €
01 =
1S IS
[S) (&)
a a1l
© © °
S €
3 3
0.0 0
20 21 22 23 24 25 20 21 22 23 24 25
DDF DDF

Figura 6.5. Fuerza de demanda de embriones (A) y de vainas (B) en frutos que se desarrollaron
unidos a la planta o que fueron removidos a los 20 DDF. El nivel de significancia de la diferencia
entre los tratamientos es representado por: * (P < 0.05), «» (P < 0.01).

En vainas de frutos unidos a la planta, la fuerza de demanda fue considerablemente
mayor a la de los embriones y tuvo un aumento transitorio el dia 22 DDF (Figura 6.5). En las
vainas removidas también se tuvo un aumento transitorio, pero en esta ocasion se adelantd

un dia y se presento al dia siguiente de que los frutos fueron removidos (Figura 6.5B). Sin
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embargo, no hubo diferencia una significativa (P < 0.05) entre la fuerza de demanda de las
vainas en condiciones normales y las que se removieron de la planta (Figura 6.5).

También se evaluo el efecto de la sequia sobre la fuerza de demanda de los frutos. En
el caso de los embriones en riego y de los embriones sometidos a sequia, la fuerza de demanda
fue similar entre los 20 y 24 DDF. Posteriormente, se redujo en los embriones en sequia
mientras que en los embriones en condiciones normales dicha fuerza permanecié elevada por
mas tiempo (Figura 6.6A). La fuerza de demanda fue similar en vainas desarrolladas en
ambas condiciones, entre los 20 y 22 DDF (Figura 6.6B). Sin embargo, a partir del dia 24, se
observ6 un aumento significativo (p=0.0009) en las vainas sometidas a sequia mientras que
en las vainas de plantas regadas hubo una disminucién importante. Finalmente, esto se
invirtio y, a los 35 DDF, la fuerza de demanda fue mayor en las vainas en condiciones

normales (Figura 6.6B).
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Figura 6.6. Fuerza de demanda de embriones (A) y de vainas (B) de plantas que se desarrollaron
en condiciones normales o que dejaron de ser regadas a partir de los 20 DDF. El nivel de
significancia de la diferencia entre los tratamientos es representado por: « (P < 0.05), «= (P < 0.01).
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6.4. Efecto de las condiciones ambientales adversas sobre el peso seco de las semillas
No se encontr6 un cambio significativo (P < 0.05) en el peso seco de las semillas
(Figura 6.7A) ni de las vainas (Figura 6.7B) durante los cinco dias posteriores a la remocién
de los frutos. De igual manera, la relacion entre el peso seco de semillas y vainas, que es un
indicador de la transferencia de biomasa entre estos drganos, no se alterd significativamente
en los frutos removidos, respecto al valor observado en el dia 20 (Figura 6.7C). Sin embargo,
las semilllas de los frutos que se desarrollaron en condiciones normales si aumentaron su
peso seco al dia 25 (Figura 6.7A) y, debido a que la vaina de estos frutos no acumulé biomasa
entre los 20 y 25 DDF (Figura 6.7B), también se observd un incremento notable en la relacion

entre el peso seco de semillas y vainas (Figura 6.7C).



Pagina |-33-

A m20DDF m25DDF m20+5 DDF B m20DDF m25DDF m20+5 DDF
0.8 A 0.8 -
[ ]
T
0.6 A 0.6 A
a0 0.4 a0 0.4
T -
.
0.2 4 0.2
0 0
C W20DDF m25DDF M 20+5 DDF
2.5 7 °
T
2 .
1.5 -
>
S~
wm
1 -
0.5 -

Figura 6.7. Aumento de peso seco en las semillas (A) y en las vainas (B), y la relacion del peso
seco semillas/vaina (C), en frutos que se desarrollaron unidos a la planta o que fueron removidos a
partir de los 20 DDF. El nivel de significancia de la diferencia al final de los tratamientos es
representado por: ¢ (P < 0.05), = (P <0.01).

En la evaluacion del impacto de la sequia sobre la acumulacion de biomasa en frutos
de frijol, se encontr6 que el peso seco de las semillas increment6 tanto en condiciones
normales como en sequia. Sin embargo, el aumento visto fue significativamente mayor (P <
0.01) en los frutos que se desarrollaron en condiciones normales (Figura 6.8A). A diferencia

de las semillas, las vainas no acumularon biomasa bajo sequia, aungque su peso seco
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incrementd en condiciones normales (Figura 6.8B). EI aumento de peso seco tanto en
semillas como en vainas desarrolladas en condiciones normales, y el poco crecimiento que
éstas tuvieron bajo sequia, contribuyeron a que la relacion entre el peso seco de semillas y

vainas no fuera diferente entre ambos tratamientos (Figura 6.8C).
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Figura 6.8. Aumento de peso seco en las semillas (A) y en las vainas (B), asi como la relacién del
peso seco semillas/vaina (C), en plantas que se cultivaron en condiciones normales o que dejaron
de ser regadas a partir de los 20 DDF. El nivel de significancia de la diferencia al final de
tratamientos es representado por: ¢ (P < 0.05), == (P < 0.01).
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La eliminacion del riego ocasion6 la marchitez prematura de las plantas, sin embargo,
en la etapa final del experimento, muchas hojas de las plantas cultivadas con riego también

mostraron sintomas de senescencia (Figura 6.9).

Figura 6.9. Efecto de la sequia aplicada a partir de los 20 DDF (planta de la derecha).
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7. Discusion

La maduracion de las semillas es un proceso complejo que depende de los niveles de
carbohidratos, de fitohormonas, de las actividades de diversas enzimas y de muchos otros
factores, asi como del efecto que el ambiente puede tener sobre estas variables (Weber et al.
2005). En este estudio se observd que la degradacion enzimatica de sacarosa durante la fase
de maduracion de semillas en frutos del frijol Canario 60 se altera bajo condiciones
ambientales adversas. Se sugiere que las modificaciones observadas fueron importantes para
favorecer el desarrollo exitoso de las semillas bajo la limitacion nutricional generada por la
remocion de los frutos o por el déficit hidrico durante la maduracion de las semillas.

7.1. La degradacion enzimatica de sacarosa aumenta durante la maduracion de las
semillas de frijol

La actividad enzimética de sacarosa sintasa fue escasa en embriones antes de los 23
DDF, pero tendi6 a incrementar a partir de ese dia (Figura 6.1A). Este cambio puede marcar
el inicio de la fase de maduracion, pues nuestros resultados concuerdan con otros ya
reportados, en los que se indica que la actividad de la sacarosa sintasa en embriones es baja
durante la fase de division celular e incrementa para sostener la elevada demanda metabélica
en la fase de maduracion (Weber et al. 2005).

La actividad de la invertasa neutra embrionaria fue mayor a la de la sacarosa sintasa,
sin embargo, siguio un paron similar al de sacarosa sintasa (Figura 6.1B), sugiriendo que las
actividades de ambas enzimas estan sujetas a controles similares cuando los frutos se
encuentran en condiciones normales. Estos aumentos de actividad enzimatica incrementan la
cantidad de hexosas gque ingresan al metabolismo y satisfacen la elevada demanda nutricional

y energeética que plantea la biosintesis masiva de sustancias de reserva (Ross et al. 1996;
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Vargas et al. 2008; Rolletschek et al. 2003; Weber et al. 2005; Asano et al. 2002; Baroja-
Ferndndez et al. 2003; Déjardin et al. 1997).

La fuerza de demanda de los embriones tuvo un aumento importante en esta fase
debido al aumento en la actividad de la invertasa neutra (Figura 6.5A). Resultados similares
se han reportado durante la maduracién de semillas de haba, en cuyo caso, el aumento en la
actividad de invertasa neutra es producto del incremento en la cantidad de enzima (den Ende
& Van Laere 1993; Ross et al. 1996).

7.2. La movilizacion de reservas en la vaina es deficiente en la variedad Canario 60

Durante los cinco dias posteriores a la remocion de los frutos, la actividad de la
sacarosa sintasa de embriones permanecié por debajo del nivel de deteccién y, la actividad
de la invertasa neutra, sin cambios (Figura 6.1). Si realmente los incrementos en las
actividades de ambas enzimas en embriones a partir de los 23 DDF fueron un indicador del
inicio de la maduracion de las semillas, la remocion de los frutos retraso el inicio de la
maduracion, tal vez, y como se discute a continuacion, debido a una disminucién en el
suministro de nutrientes hacia las semillas.

En los frutos de frijol, el desarrollo de la vaina y de los embriones es asincrénico,
ocurre primero en la vaina y después de que ésta ha alcanzado su tamafio maximo, se observa
un crecimiento acelerado de los embriones, el cual esta directamente relacionado con la
acumulacion de grandes cantidades de almidon y de proteinas. En el genotipo de frijol V8025
se observa que, cuando los frutos son removidos de la planta 20 DDF, la movilizacion de las
reservas nutricionales presentes en la vaina madura permite que el desarrollo de algunas
semillas continGe durante los 5 dias posteriores al corte (Coello & Martinez-Barajas 2016).

Es posible que este mecanismo sea mas lento o ineficiente en la variedad Canario 60,

pues la biomasa de la vaina no disminuyo 5 dias después de la remocién de los frutos (Figura
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6.7B), indicando que las reservas no se degradaron o que los productos de su degradacién no
se transportaron. Esto pudo generar un déficit nutricional que limité el crecimiento de las
semillas de frijol (Figura 6.7A), al igual que la reduccion en el suministro de sacarosa,
principal molécula nutritiva para los embriones, impide la continuacion del desarrollo de las
semillas de otras leguminosas (Westgate et al. 1989).

Una elevada fuerza de demanda en embriones permitiria que las pocas reservas
disponibles pudieran transportarse desde la vaina hacia las semillas. Sin embargo, aun en
condiciones normales, la fuerza de demanda correspondiente a las actividades de sacarosa
sintasa e invertasa neutra de vainas es mayor que la de embriones (Figura 6.5). Es posible
que la actividad de estas dos enzimas no sea suficiente para explicar la distribucion de los
nutrientes hacia las semillas. EI otro componente de la fuerza de demanda de embriones en
fase de maduracion es la actividad de los transportadores de sacarosa (Minchin & Lacointe
2005; Weber et al. 2005), y podria ser el principal efector del transporte de sacarosa hacia las
semillas, cuya contribucion podria evaluarse en un trabajo posterior.

Otra posibilidad, sugerida por la elevada hidrolisis de sacarosa (Figura 6.5B) y el
inesperado crecimiento en las vainas después de los 20 DDF (Figura 6.8B), es que en esa
etapa, las vainas del genotipo Canario 60 funcionen como sumideros temporales de sacarosa
y que los productos de su degradacion podrian transportarse después a las semillas. Sin
embargo, la remocion de los frutos no tiene ningln efecto perceptible en sus actividades de
sacarosa sintasa e invertasa neutra (Figura 6.2B), de modo que los incrementos transitorios
gue vemos tanto en condiciones normales como estresantes podrian estar relacionados con el
desarrollo de la vaina en vez de formar parte de una respuesta a la remocién de los frutos que

permita el posterior desarrollo de las semillas, pues estos frutos presentan una condicion
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fisiologica que, aunque no es realista, puede ayudarnos a comprender la movilizacion de
reservas en tejidos vegetativos usando un sistema simple.
7.3. Las semillas tienen un crecimiento menor bajo sequia

El déficit hidrico aplicado a partir de los 20 DFF pudo ser una causa de la reduccion
prematura observada de la actividad de la sacarosa sintasa embrionaria (Figura 6.3A). Tal
vez esto explica por que el crecimiento de las semillas durante la fase de maduracion tuvo
una importante reduccion bajo sequia (Figura 6.8A). Sin embargo, la actividad de invertasa
neutra embrionaria no fue alterada por la sequia (Figura 6.3B), sugiriendo que, a diferencia
de las condiciones normales, la sequia podria ocasionar que la regulacion de la actividad
enzimatica de estas dos proteinas sea diferente. Sin embargo, esta hipétesis solamente podria
evaluarse en un trabajo posterior.

En condiciones adversas, la movilizacion de los materiales acumulados en las hojas
también puede contribuir al desarrollo de las semillas (Schiltz et al. 2004; Lee et al. 2004;
Yang et al. 2004). La induccion de la senescencia foliar por sequia observada (Figura 6.9)
puede contribuir a incrementar la importancia de los materiales que las hojas son capaces de
movilizar y es posible que, en el genotipo Canario 60, la movilizacion efectiva de materiales
acumulados en las hojas sea la principal fuente de nutrientes para las semillas, compensando
el escaso reciclaje de reservas de la vaina (Figura 6.8B).

7.4. Posibles blancos para aumentar el rendimiento de los cultivos de frijol Canario 60

El frijol Canario 60 es una de las variedades de mayor demanda en el mercado
mexicano. Sin embargo, la sequia ocasiona elevadas pérdidas en su productividad
(Sangerman-Jarquin et al. 2010; Cuellar-Ortiz et al. 2008). En este estudio se identificé que
las actividades de la sacarosa sintasa y de la invertasa de los embriones podrian estar

relacionadas directamente con la maduracion de las semillas en condiciones normales y bajo
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estrés ambiental. Debido al incremento notable de las actividades enzimaticas en la vaina y
la importancia de este 6rgano en la movilizacién de materiales acumulados bajo condiciones
adversas en otros genotipos de frijol (Cuellar-Ortiz et al. 2008; Rosales et al. 2012; Coello &
Martinez-Barajas 2016), se sugiere que en este caso estas dos variables estan ligadas,
contribuyendo a establecer antecedentes respecto al metabolismo de la sacarosa durante el
reciclaje de materiales acumulados en los tejidos vegetativos.

Sin embargo, la deficiente movilizacion de reservas desde la vaina hacia las semillas
de la variedad Canario 60, caracterizada por Cuellar-Ortiz et al. (2008) y que también se
identifico en este estudio, es una gran limitante de su productividad bajo condiciones
adversas y una determinante de su elevada sensibilidad a la sequia. La caracterizacion de los
mecanismos que dirigen la degradacion de las sustancias de reserva en todos los tejidos
vegetativos y su movilizacion hacia las semillas en desarrollo, durante el déficit nutricional
generado por la sequia, podrian contribuir a mejorar el rendimiento de esta variedad. Tambiéen
es posible que, aplicando analisis similares a éste en un nimero mayor de genotipos, se pueda
identificar alguno que, mediante cruzamientos, complemente la deficiente movilizacion y

elevada sensibilidad a la sequia del genotipo Canario 60.
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8. Conclusiones
Las actividades de sacarosa sintasa e invertasa neutra se incrementan en los
embriones que se desarrollan en condiciones normales y se mantienen elevadas
en un periodo que corresponde con la biosintesis masiva de sustancias de reserva.
La restriccion nutricional resultante al cortar los frutos o someter las plantas a
sequia induce cambios en las actividades enzimaticas relacionados con un menor
crecimiento de las semillas.
La sequia ocasiona una disminucion de la actividad de sacarosa sintasa
embrionaria que esta relacionada con el menor crecimiento de las semillas.
Bajo el déficit hidrico impuesto, las actividades de la sacarosa sintasa y de la
invertasa neutra tienen un aumento muy importante en las vainas, lo que podria
contribuir a que este dérgano funcione como un sumidero temporal de los
nutrientes generados en el resto de la planta y destinados a ser transferidos hacia
las semillas.
La biomasa acumulada en las vainas no se moviliza eficientemente. El reciclaje
de los materiales acumulados en las hojas compensa la escasa participacion de las
vainas en la nutricion de las semillas bajo sequia.
La remocion de los frutos es una condicion mas severa que la sequia para la
maduracion de las semillas de la variedad Canario 60 porque implica una

reduccion total del suministro de nutrientes hacia los embriones.
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