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Resumen

Pinto Villa es una variedad mejorada resistente a sequia (INIFAP Mexico), en
condiciones de sequia terminal presenta poca disminucion de la productividad y
alto indice de cosecha, contrario a lo que sucede en variedades como Canario 60.
Estas dos variedades se usaron como modelo de resistencia/susceptibilidad para
evaluar caracteres fenotipicos potencialmente relacionados con la resistencia a
sequia en el frijol comun. Los resultados sugieren que el contenido relativo de
agua (CRA)y la conductividad estomatica en las hojas, y el contenido de sacarosa
y de almiddn en vainas de dos semanas de desarrollo; son parametros fenotipicos
relacionados con la resistencia que ameritan ser validados para usarse en
seleccion de lineas resistentes a sequia y/o en la identificacion de marcadores
moleculares de resistencia a esta limitante.

La distribucion del carbono esta relacionada con la resistencia a sequia en arroz,
trigo y uva. Para indagar por este mecanismo en frijol comun, se ejecutaron
experimentos de pulso y caza con “C, sobre plantas de Pinto Villa y Canario 60 en
condiciones de riego y de sequia. Los tratamientos de sequia indujeron
incremento en el contenido de almiddn en las vainas de la variedad resistente, y
este incremento fue mas evidente durante la etapa de establecimiento de las
vainas. Consistente con lo anterior, las hojas de Pinto Villa mostraron una
disminucion del contenido de almiddn durante la etapa de llenado del grano, en
condiciones de sequia. Ademas, se observd que en condiciones de estrés hidrico
las vainas de dos semanas de desarrollo de la variedad resistente acumulan
grandes cantidades de sacarosa.

Los datos de este trabajo muestran que la distribucion del carbono se afecta por la
sequia favoreciendo el llenado del grano y que la modulacion de este proceso es
una estrategia adaptativa de la variedad resistente Pinto Villa. Nuestros datos
indican que la resistencia en esta variedad esta relacionada con la regulacion del
trasporte de sacarosa en condiciones de sequia. Esta es la primera ves en que

este tipo de estrategia se describe para leguminosas.



Abstract

In response to terminal drought, the drought resistant cultivar Pinto Villa (INIFAP
Mexico) shows higher crop index when is compeer to drought susceptible cultivars
such as Canario 60. Those cultivars were used as model of
resistance/susceptibility to test phenotypical markers related to drought resistance
in common bean. Relative water content (RWC) and stomatal conductance in
leaves are suggested for corroborate in other cultivars in order to use in selection
and molecular marker identification. Also starch and sucrose contents in two-week-
old pods reported differences in drought response between resistant and
susceptible cultivar, and are suggested to use in molecular marker identification.
Carbon partition is related to drought tolerance in wheat, rice and grape. To test
this mechanism in common bean, Pinto Villa (drought resistant) and Canario 60
(drought sensitive) plants grown whit optimal irrigation or water deficit, were used
in pulse and chase *C experiments. Starch and '*C-starch were determined, both
in leaves and pods, at different time points between pod initiation and pod
maturation.

Water limitation treatment induces a larger increase of starch accumulation in the
drought resistant cultivar pods than in pods of the drought sensitive cultivar. This
increase is more evident in during the earlier stages of pod development in Pinto
Villa plants under drought conditions. Consistently, a reduction in leaf starch was
detected during the grain-filling phase in the drought resistant cultivar, when
compared to the susceptible one. In addition, a sucrose accumulation occurs in
young pods in the drought resistant cultivar under drought treatments.

The data in this work shows that carbohydrate partition is affected upon drought
conditions in common bean, and that the modulation of this partition to favor grain
filling has been a successful strategy in Pinto Villa a drought resistant cultivar.
Furthermore our data suggest, that this drought resistance strategy is related to the
modulation of sucrose transport. This is the first time that this kind of strategy is

described for a legume.
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1. Introduccion

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo de origen americano; se domesticd a
partir de variedades silvestres de la misma especie, las cuales se distribuyen
desde el norte de México hasta el norte de Argentina. Los reportes arqueoldgicos
mas antiguos de frijoles cultivados son de los Andes peruanos y datan de 8000
anos antes de cristo (Singh, 1985).

Es ampliamente aceptado que la domesticacion del frijol comun ocurrié al menos
en dos eventos independientes, los cuales dieron origen a dos acervos genéticos
parcialmente aislados, uno mesoamericano y otro andino. Si bien los frijoles de
origen mesoamericano, tanto silvestres como cultivados, se caracterizan por
poseer semillas pequenas respecto a las variedades andinas, al interior de ambos
acervos existe una amplia diversidad en el color, el tamano de la semilla y en el
habito de crecimiento (Gepts, 1998).

Al igual que en otras especies cultivadas, durante la domesticacion del frijol se
afectaron varias caracteristicas de las plantas silvestres: se perdid la auto-
dehiscencia dada por el enrollamiento de las vainas al secarse, disminuyd el
numero de semillas por vaina, crecid el tamafno de las semillas y aumentd la
variabilidad en los colores de la semilla (Singh, 1985). Otro factor importante en la
domesticacion del frijol fue la reduccion de la polinizacion cruzada ya que en las
variedades cultivadas es inferior al 6%, mientras que, dependiendo de las
condiciones climaticas, algunas variedades silvestres que alcanzan hasta el 37%
(Brunner & Beaver, 1989; Ferreira et al., 2007).

A nivel fisioldgico la domesticacion introdujo dos cambios fundamentales: pérdida
de la dormancia, que en las variedades silvestres es debida a la impermeabilidad
de la testa; y relativa insensibilizacion al fotoperiodo, la cual le permite a las
variedades cultivadas en los trdpicos, florecer en dias largos y llenar el grano

antes de que empiece la estacion seca al final del otofio (Gepts & Debouck, 1991).



1.1. El cultivo del frijol

El cultivo del frijol comun es un cultivo diverso del cual se consumen las vainas
verdes y las semillas secas Esta diversidad le permite adaptarse a un amplio
rango de ambientes, por lo cual se siembra en diversos territorios del mundo. De
su centro de origen en América, en donde constituyd un alimento basico desde
épocas precolombinas, el frijol fue llevado a Europa alrededor del afio 1500 y de
alli se dispersé a los otros continentes (Debouck, 1991)(Zeven, 1997). En la
actualidad se siembra en los cinco continentes y la semilla seca de frijol es,
después de la soya, la leguminosa de mayor comercializacion en el mundo
(Graham & Vance, 2003).

El frijol, como otras leguminosas, es particularmente importante en los paises en
desarrollo, ya que constituye un complemento proteico para alimentos como el
maiz y el arroz, los cuales constituyen la fuente mas importante de carbohidratos

en estos paises (Bressani, 1983).

1.1.1. El cultivo de frijol en el mundo

La produccion total de frijol seco en el 2005 alcanzd 22.6 millones de toneladas
métricas (ton), de las cuales el 36% se produjo en Asia (principalmente en India,
Myanmar y China), América aportd el 31% (fundamentalmente Brasil, Estados
Unidos y México), y en Africa se coseché otro 31% (la mayor parte en Nigeria)
(FAO, 2007). Hay que mencionar que independiente de la participacion en la
produccion mundial, los mayores promedios de rendimiento se obtienen en Europa
(que sdlo participa con el 2% de la produccion mundial) y en América desarrollada
(USA y Canada), en donde en el 2005 se alcanzaron rendimientos de 2,02 y 1.89
ton/Ha respectivamente. Esta situacion contrasta con lo observado en Asia que en
el mismo afio llegd a 1,2 ton/Ha y con lo sucedido en América Latina y Africa que
mostraron promedios de rendimiento inferiores a 1 ton/Ha en el mismo periodo
(0.9 ton/Ha y 0.82 ton/Ha, respectivamente) (FAO, 2007).

El mejoramiento de la productividad de diferentes leguminosas ha sido

considerado un elemento importante para incrementar la calidad de la nutricion y



por lo tanto la salud, de millones de consumidores particularmente en paises en
vias de desarrollo (FAO, 2000). En particular, el frijol se considera un cultivo clave
en Ameérica Latina y Africa, ya que constituye una fuente importante de proteina en

la dieta de las personas pobres en estas regiones (Graham & Vance, 2003).

1.1.2. El cultivo del frijol en México

El cultivo del frijol, junto con el cultivo del maiz, constituyen en México una
tradicion productiva y de consumo que cumple con diversas funciones de caracter
alimentario y socioecondmico. Esta tradicion se inicid antes de la conquista lo cual
se documenta en el Cddice Mendocino escrito en 1540. En él se registran los
tributos que recibia el emperador Moctezuma Xocoyotzin, entre los que se

encontraban 500 toneladas de frijol al afo (Figura 1) (Gepts & Debouck, 1991).

Figura 1. Folio 37r del Cobdice
Mendoza 1540, en el que se indican
los tributos que se entregaban al
emperador Moctezuma Xocoyotzin,

entre ellos 500 ton de frijol.




Aparte de su arraigo cultural, el frijol es uno de los cultivos de mayor importancia
en México, ya que representa para la economia de los productores nacionales una
fuente importante de ocupacion e ingreso, a la vez que es una garantia de
seguridad alimenticia (SIAP, 2002).

El frijol se cultiva en todas las regiones del pais; los principales estados
productores, en orden de importancia son: Zacatecas, Durango, Sinaloa,
Chihuahua, Chiapas y Nayarit (Figura 2). En México se siembran alrededor de 1.8
millones de hectareas al afno de frijol y se logra una productividad promedio de
1.02 ton/Ha (SAGARPA, 2007). Este promedio de rendimiento es ligeramente
superior a la media latinoamericana (0.90 ton/Ha), pero es considerablemente
inferior al promedio de productividad del resto de Norte América (USA y Canada)
que, como ya se menciono, es de 1.89 ton/Ha (FAO, 2007).

La produccion de este grano en el ambito nacional es muy vulnerable a las
condiciones climatoldgicas que se presentan durante el ciclo de cultivo. Esto se
debe a que mas del 85% de la superficie sembrada con frijol en México carece de
infraestructura de riego, de ahi que el principal factor limitante de la produccion es,
sin duda, la escasa e irregular disponibilidad de agua. Este fendmeno se agudiza
en regiones con bajo régimen pluvial como en la meseta central mexicana, en la

que se concentra mas del 70% de la produccion nacional (SAGARPA, 2007).

Figura 2. Mapa climético de
México. En sombreado los estados
de Durango Zacatecas, San Luis
Potosi, y Guanajuato, en los que se
siembra el 80% de la produccién

nacional de frijol. Fuente INIFAP.




En México, después de maiz, el frijol es el cultivo de mayor consumo y mas del
90% de la produccion se dedica al mercado interno. Adicionalmente se importan
alrededor de 95 mil ton de frijol seco al ano para satisfacer la demanda interna
(7.6% del consumo interno) (FAO, 2007). Estas importaciones se explican porque
la produccion de este grano, practicamente, no ha aumentado en los ultimos 10

anos (FAO, 2007), mientras que la poblacién y el consumo si lo han hecho.

1.2. La planta de frijol

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una especie diversa que incluye
variabilidad en cuanto al tipo de semilla, al habito de crecimiento, los potenciales
de productividad y la tolerancia o susceptibilidad a diferentes tipos de estrés (Kelly
et al., 1998).

En relacion con el habito de crecimiento las variedades de frijol se clasifican en:
(1) arbustivas de crecimiento determinado (habito Tipo [), (2) arbustivas de
crecimiento indeterminado (habito Tipo Il), (3) postradas de crecimiento
indeterminado (habito Tipo Ill) y (4) trepadoras de crecimiento indeterminado
(habito Tipo V). Las variedades arbustivas presentan un ciclo corto porque su
floracion es rapida, y las vainas maduran todas al tiempo lo que facilita su cosecha
(FENALCE, 2007). Al contrario, en las variedades de habito de crecimiento
indefinido, el crecimiento vegetativo continua después de la floracion, y eso hace
que en la misma planta coincidan vainas de diferentes etapas de desarrollo (Dawo
et al., 2007). Sin embargo, las variedades de habito indefinido presentan
plasticidad fenoldgica que les permite cierto grado de adaptabilidad a los cambios
de las condiciones climaticas (Acosta-Gallegos & White, 1995). Dicha
adaptabilidad consiste en acortar el periodo reproductivo si las condiciones
climaticas son adversas. En condiciones dptimas estas variedades continuan
acumulando biomasa después de iniciada la etapa reproductiva, por esta razdn las
variedades de habito indeterminado acumulan mas biomasa que las variedades de
habito determinado (Acosta-Gallegos & Kohasashi-Shibata, 1989; Dawo et al.,
2007).



El desarrollo de las vainas en el frijol como en otras leguminosas se divide en tres
etapas dependiendo de los proceso fisioldgicos del embridn:

1. Establecimiento de la vaina, la cual corresponde a la formacion del embridn.
Durante esta etapa las células de los cotiledones se encuentran en division y se
alimentan via apoplasto con hexosas provenientes del endospermo o de la
cubierta de la semilla.

2. Llenado del grano, que corresponde a la fase de almacenamiento en la semilla.
Durante esta etapa las células del cotiledon se expanden y almacenan almidon y
proteinas.

3. Madurez de las vainas, que corresponde al proceso de desecacion de las
semillas. Durante esta etapa, la semilla acumula proteinas y otras moléculas
necesarias para confrontar la desecacion y la posterior germinacion (Oliker et al.,
1978; Weber et al., 1995; Dejardin et al., 1997; Abirached-Darmency et al., 2005).

Como cualquier cultivo no perenne, durante y después de la maduracion de las
vainas, la planta pierde las hojas y entra en un programa de senescencia. En
frijoles cultivados, los agricultores sincronizan el ciclo de cultivo de forma que la

senescencia comunmente coincide con los periodos de sequia.

1.3. Lasequia

1.3.1. Déficit hidrico y sequia

Se define como déficit hidrico para las plantas, la condicion en la cual la
transpiracion a través de la hojas excede la absorcion de agua por parte de la raiz.
El déficit hidrico se presenta en situaciones ambientales tales como: déficit de
agua (por falta de lluvia o irrigacion), por un incremento en la concentracion de
sales en el suelo (tipicamente, la alta salinidad), o por bajas temperaturas que
provocan que el agua del apoplasto se congele y, por lo tanto, disminuya la
cantidad de agua disponible. Cuando el déficit hidrico persiste por periodos

prolongados, genera una situacion de estrés. Se llama sequia a una condicion en



la que las plantas sufren déficit hidrico por periodos de tiempo prolongados
causados por falta de agua.

El déficit hidrico afecta el crecimiento y la reproduccion de las plantas, y por lo
tanto afecta la productividad de los cultivos. Se ha estimado que diferentes cultivos
reducen su produccion en un promedio de 69% cuando se someten a condiciones
de limitacion de agua (Bray, 2001).

En las ultimas décadas el estudio de las respuesta de las plantas al déficit hidrico,
tomo relevancia por la ampliacion de la frontera agricola a territorios en donde la
lluvia es escasa y por la creciente desertificacion de zonas agricolas debido al
desgaste de los suelos y al cambio climatico (UNESCO-WWAP, 2003). A esta
situacion se suma la presion que ejerce el incremento en la demanda de bio-
combustibles, mucho de los cuales actualmente se obtienen de cultivos que
consumen altas cantidades de agua, como el maiz o la cafia de azucar (Fraiture et
al., 2008; Schnoor et al., 2008).

Ante este panorama; considerando que la agricultura consume el 80% del agua
dulce que se utiliza en el mundo, y frente al conflicto que plantea la insuficiencia
de agua para consumo humano, y la demanda de este liquido para la produccion
de alimentos y de energia; el estudio del efecto del déficit hidrico en las plantas,
en particular las de uso humano, resulta especialmente relevante (Jury & Henry
Vaux, 2005).

1.3.2. . Qué le hace el déficit hidrico a las plantas?

El contenido de agua en una planta depende de la proporcion entre agua
traspirada por las hojas y agua absorbida por la raiz. Cuando la disponibilidad de
agua en el suelo disminuye, y consecuentemente baja la absorcion de la misma,
las plantas limitan la transpiracion cerrando sus estomas. Con esta medida la
planta evita exponer a sus células a estrés osmatico, el cual implicaria la pérdida
de turgencia y en casos severos muerte celular. Sin embargo, si el cierre de los
estomas se prolonga se reduce la captura de CO, y la planta pierde el abasto de
moléculas carbonadas; lo cual a la larga afectara su crecimiento, desarrollo y

productividad en el caso de los cultivos (Bray, 2001).



El déficit hidrico afecta la distribucion de la biomasa, afecta directamente a la
fotosintesis, aumenta la tasa de foto-respiracion, disminuye el contenido de
clorofila, dafa a los cloroplastos por foto-inhibicion, afecta la permeabilidad de la
membrana y, en casos de sequia severa, produce dano en los cloroplastos y
envejecimiento prematuro de las hojas. El estrés hidrico ademas, abate la sintesis
de proteinas, afecta la actividad de multiples enzimas, induce desnaturalizacion de
proteinas y promueve la acumulacion de especies reactivas de oxigeno que dafnan
por oxidacion a diferentes componentes celulares (Munné-Bosch et al., 2001;
Noctor et al., 2002; Parry et al., 2002; Tezara et al., 2002; Luna et al., 2005).

El efecto combinado de todo lo anterior hace que la limitacion de agua afecte el
crecimiento y la produccion de las plantas. El grado de afeccion depende del
genotipo y de la etapa de desarrollo en la que se encuentra la planta en el
momento de la imposicion de la restriccion hidrica. Por ejemplo, las semillas y
otras estructuras reproductivas como el polen o las esporas, que incluyen en su
maduracion etapas de deshidratacion severa, son mucho mas tolerantes al estrés
osmotico que las flores o las plantulas (Béanziger et al., 1996; Acosta-Diaz et al.,
1997; Andersen et al., 2002; Yang et al., 2006).

En las plantas, el déficit hidrico da lugar a un conjunto de respuestas que
comienzan con la percepcion del estrés y se manifiestan en cambios a nivel
celular y fisiolégico como los que se mencionan arriba; asi como cambios en los
patrones de desarrollo. A la fecha, no esta totalmente claro cual es el mecanismo
de percepcion de la sequia, pero se ha supuesto que este se relaciona con la
pérdida de la turgencia (Bray, 1997; Bray, 2001). En muchos de los fendmenos
involucrados en la respuesta al déficit hidrico, como el cierre de estomas y la
reduccion del crecimiento, se ha probado que la fitohormona acido absicico (ABA)
actua como un mediador (Leung & Giraudat, 1998).

Después de que se ha percibido el estimulo, directamente o mediante la
acumulacion de ABA, en la planta se desencadena una cascada de senales. Las
respuestas a estas sefales son el resultado de modificaciones en la expresion

genética, regulacion de la sintesis de proteinas y modificaciones en la actividad de



algunas enzimas. Dependiendo de la severidad y duracion del estrés, estos
cambios dan lugar a respuestas a corto y largo plazo. La conjugacion de estos
factores determina si una planta resiste 0 no, a la condicion estresante (Bray,
2001; Zhu, 2002; Bray, 2004).

La resistencia a la sequia es la habilidad de completar el ciclo reproductivo en
condiciones de falta de agua. En términos agrondmicos, se considera resistencia a
la capacidad, de una linea o variedad, de mantener adecuados niveles de
productividad en condiciones de sequia (Bray, 1997). La resistencia a la sequia
proviene de: la habilidad: para evadir el efecto del déficit de agua y/o para tolerar
la deshidratacion.

Dentro de las estrategias que procuran evadir el estrés osmoético se encuentran: la
regulacion del cierre de estomas, la disminucion de la transpiracion mediante el
ajuste de la fotosintesis (C4 y CAM), el ajuste del ciclo reproductivo a los periodos
de lluvias, y el desarrollo de modificaciones anatdmicas que permiten reducir la
transpiracion, acumular agua o aumentar la captura de agua (Bray, 2001; Chaves
et al., 2002).

El otro tipo de estrategias para confrontar la sequia se relacionan con disminuir los
efectos de la falta de agua. A esta categoria pertenecen: la regulacion del
potencial osmotico, que permite retener el agua y facilitar su absorcidon en
condiciones de baja disponibilidad en el suelo (Babu et al., 1999); la induccién de
la sintesis de proteinas protectoras como las chaperonas o las proteinas LEA
(Reyes et al., 2005); la activacion de mecanismos para reparar los dafos
causados por la escasez de agua; como la activacion de enzimas que eliminan las
especies reactivas de oxigeno evitando con ello la oxidacion de componentes
celulares, entre otros (Munne-Bosch & Alegre, 2003; Hernandez et al., 2004; Luna
et al., 2005; Reyes et al., 2005)

1.3.3. Caracteres secundarios asociados con la resistencia a sequia.

La resistencia a la sequia de una planta o cultivo depende de la combinacion de
los mecanismos mencionados y es diferente en cada especie. Como se menciond,

la resistencia se define y evalua mediante la reduccion de la biomasa cultivable en



una condicion de estrés particular. Es decir, la resistencia a sequia solo se puede
evaluar comparando la produccion en déficit de agua con la produccion en
condiciones optimas. Esta evaluacion, en la mayoria de cultivos sdlo se puede
hacer al final del ciclo reproductivo de las plantas, lo cual implica grandes costos
en tiempo y dinero que dificultan el desarrollo de nuevas variedades resistentes.
Por esta razon, en diferentes cultivos especialmente en cereales, se han estudiado
algunos caracteres secundarios y se ha mostrado que presentan alta correlacion
con la resistencia a la sequia, lo cual los constituye en una herramienta valiosa
como marcadores en la seleccion de nuevos genotipos y en el establecimiento de
marcadores moleculares (Beaver et al., 2003; Graham & Vance, 2003; Jiménez-
Bremont et al., 2006).

Cuando se pretende establecer caracteres secundarios para usarlos como
marcadores de resistencia a algun estrés, se busca que estos caracteres
presenten reproducibilidad, deteccion precoz y facilidad de medicion; de ahi que
se buscan parametros que se puedan medir en estados tempranos del desarrollo
de las plantas, tal es el caso de algunos indicadores de vigor como el tamano o la
biomasa en estadios juveniles (Lafitte et al., 2003).

Otro tipo de caracteres asociados con la resistencia a sequia se relacionan con el
efecto del déficit de agua sobre la tasa fotosintética y sobre la transpiracion; entre
ellos se han sugerido: la temperatura foliar, el contenido de clorofila y la tasa de
transpiracion.

Temperatura foliar. Se refiere a la temperatura de las hojas y del micro-

ambiente de la planta. Depende de la tasa de transpiracion y es, por lo tanto,
un indicador indirecto de la conductividad estomatica. En arroz se ha
encontrado que, genotipos que en condiciones de sequia mantienen la
temperatura foliar baja durante la etapa previa a la floracion, presentan
mayor productividad en esta condicion estresante (Lafitte et al., 2003;
Reynolds et al., 2007).

El contenido de clorofila. Es un indicador indirecto de la actividad fotosintética

y de la habilidad para mantener la tasa fotosintética en condiciones de estrés



(Araus et al., 1997). Se le ha considerado como un caracter asociado con la
resistencia por ser un parametro altamente reproducible y que no depende
de las condiciones climaticas al momento de tomar la lectura (Lafitte et al.,
2003).

Tasa de transpiracion o conductividad estomatica. Se ha mostrado que

correlaciona con la fotosintesis neta y con el contenido de CO, en el mesdfilo
en Arabidopsis y arroz (Juenger et al., 2004; Zhao et al., 2008). En casos
como el del girasol, se ha observado que correlaciona con el potencial de
agua en las hojas (Hervé et al., 2001). Se ha reportado que existe
variabilidad genética en este caracter y se han identificado QTLs
relacionados con la conductividad estomatica en Arabidopsis thaliana
(Juenger et al., 2004) y en girasol (Hervé et al., 2001). En el frijol comun se
ha estudiado la tasa de transpiracion en condiciones de sequia, pero no se
ha encontrado una relacion clara con la resistencia (Sanchez-Blanco et al.,
1998; Aguirre et al., 1999).

Un tercer grupo de parametros asociados con la resistencia a sequia se relaciona
con el uso del agua, y la habilidad para hacer ajuste osmético, como el desarrollo
de la raiz y el contenido relativo de agua.

Contenido Relativo de Agua (CRA). Desde la década de los cincuenta se

mostré que el CRA o RWC (por sus siglas en inglés: ‘Relative Water
Content’), calculado de diferentes formas, se relaciona con el potencial
osmotico de las hoja (Wearherley, 1950; Jordan & Ritchie, 1971; Sanchez-
Diaz & Aguirreola, 1993) y con otros parametros indicadores del contenido de
agua en las hojas (Price et al., 2002). Se ha demostrado que los cambios en
el potencial osmoético de las hojas en condiciones de estrés reflejan la
capacidad de algunas plantas de hacer ajuste osmoético; esto es, de acumular
solutos compatibles en condiciones de sequia para disminuir el potencial

osmoatico citoplasmatico y, con ello, evitar la pérdida de agua y facilitar su



captacion por parte de la raiz (Babu et al., 1999; Zhang et al., 1999; Lafitte et
al., 2003).

Finamente el cuarto grupo de caracteres secundarios asociados con la resistencia
a sequia, se relacionan con el efecto del déficit hidrico sobre el vigor de las plantas
adultas; el parametro mas usado en este grupo es la cobertura foliar

La cobertura foliar es un parametro ampliamente usado en agronomia ya que

se relaciona directamente con la biomasa de la planta y permite hacer
muestreos no destructivos (Casa et al., 2007). Ademas, la cobertura foliar es
un indicador de la arquitectura de la planta y, por lo tanto, refleja su estado
general y su habilidad para interceptar la radiacion solar. Se le ha usado para
medir el efecto de condiciones limitantes como el déficit hidrico y para

evaluar el efecto de las mismas sobre diferentes genotipos (Martinez, 2001).

1.4. La sequiay el frijol

El 60% de la produccion mundial de frijol se siembra bajo condiciones de
temporal, esto es, utilizando el agua que se obtiene de la lluvia (FAO, 2005). En
América Latina, el 73% de la produccion se da en microregiones en donde se
presentan condiciones de déficit hidrico, desde moderado hasta severo a lo largo
del ciclo de crecimiento de la planta, lo cual hace que este cultivo sea muy
vulnerable a las condiciones ambientales (CIAT, 2001). Esta vulnerabilidad implica
que diferentes formas de sequia pueden reducir la productividad del cultivo de frijol
en mas del 80% (Acosta-Gallegos & Kohasashi-Shibata, 1989), lo cual ha llevado
a considerar al déficit hidrico como una de las limitantes mas importantes para el
rendimiento de este cultivo (Singh, 1995; Beaver et al., 2003; Miklas et al., 2006).

Debido a esta problematica, en México como en otros paises, se han
implementando programas de mejoramiento que han conducido a obtener
variedades de frijol comun resistentes a sequia. Estas importantes contribuciones
se han conseguido superando diferentes limitaciones que enfrenta el

mejoramiento para sequia tales como: (a) la complejidad de la respuesta de la



planta a esta condicion ambiental adversa, (b) la variabilidad en las condiciones
para efectuar la seleccion y (c) la interferencia de las interacciones genotipo-
ambiente que dificultan la definicion de caracteres asociados a la resistencia a
sequia (Ramirez-Vallejo & Kelly, 1998; Miklas et al., 2006). Estas restricciones
hacen que la obtencidn de nuevas variedades resistentes a sequia sea un proceso
largo, dificil y costoso (Singh, 1995).

En frijol no se han identificado caracteres secundarios claramente asociados con
la respuesta a sequia. Tampoco se ha establecido a nivel molecular cuales son los
componentes de la resistencia a sequia en este cultivo (Schneider et al., 1997a;
Kelly et al., 1998; Graham & Vance, 2003; Miklas et al., 2006).

En relacion con la respuesta a sequia del frijol, a la fecha se sabe que:

1. Las flores y las vainas en las etapas de establecimiento son los érganos mas
susceptibles a sequia, ya que la limitacion de agua durante estas etapas
promueve el aborto de flores y vainas reduciendo asi la productividad. El estrés
aplicado durante el llenado del grano no promueve el aborto de las vainas; sin
embargo, afecta la productividad porque reduce drasticamente al numero de
semillas por vaina (Acosta-Diaz et al., 1997).

2. Las variedades de habito indefinido que presentan plasticidad fenoldgica
muestran mejores rendimientos frente a la sequia, debido a su adaptabilidad y
mayor potencial para acumular biomasa (Acosta-Gallegos & Kohasashi-Shibata,
1989).

3. Las raices de mayor longitud o mayor biomasa, tienen la habilidad de responder
adecuadamente a la limitacion de agua, por lo que ayudan a mantener la
productividad en condiciones de sequia (Subbarao et al., 1995; Miklas et al.,
2006).

4. También se ha propuesto que la anatomia de la hoja y la frecuencia de
estomas, la concentracion de prolina y la actividad de proteasas foliares son
caracteres secundarios asociados con la resistencia a sequia en frijol (Jager &
Meyer, 1977; Cruz-de-Carvalho et al., 2001; Navea et al., 2002; Jiménez-Bremont

et al., 2006); sin embargo, ninguno de ellos se ha validado claramente.



Existen caracteres secundarios asociados con la resistencia a sequia que se han
usado en otras especies y que no se han explorado a fondo en frijol, en este
trabajo se abordaron algunos de estos parametros, como el contenido relativo de
agua, la temperatura foliar, la cobertura foliar, la conductividad estomatica y el

contenido de clorofila.

1.4.1. Pinto Villa es una variedad de frijol comun resistente a sequia,
Liberada por el INIFAP en 1995, Pinto Villa es una variedad de habito de

crecimiento indeterminado, ampliamente usada en la meseta central mexicana
porque su productividad no disminuye tan drasticamente en condiciones de
sequia, en comparacion con otras variedades susceptibles a sequia, incluso frente
a algunas variedades consideradas resistentes (Acosta-Gallegos et al., 1995;
Acosta-Gallegos et al., 1997; Rosales-Serna et al., 2000; Teran & Singh, 2002;
Beaver et al., 2003; Graham & Vance, 2003).

En estudios de campo se ha observado que la variedad Pinto Villa en condiciones
de sequia no disminuye su indice de cosecha, y se ha sugerido que en ésta
variedad la movilidad del carbono es un elemento clave de la resistencia a sequia

(Rosales-Serna et al., 2000; Rosales-Serna et al., 2003).

1.5. La sequiay el metabolismo de carbohidratos

Existe un vinculo entre el metabolismo de carbono y el efecto de la sequia, que se
ha documentado en cereales como maiz, arroz y trigo (Yang et al., 2001; Yang et
al., 2003; Trouverie & Prioul, 2006) en uva (Bota et al., 2004), y en solanaceas
como la papa (Geigenberger et al., 1997) y el chile (Marcelis et al., 2004).

El almiddn es el polisacarido de almacenamiento mas usado por las plantas, y
constituye una reserva de carbono tanto a corto como a largo plazo. El carbono
que las plantas incorporan mediante la fotosintesis se almacena temporalmente en
las hojas en forma de almiddn. En las hojas, que son el “6rgano fuente” por
excelencia, el almiddn se degrada para sintetizar sacarosa que se transporta por
el floema hacia los drganos heterotréficos y/o hacia los 6rganos especializados

para el almacenamiento, a ambos se les considera “6rganos vertedero”. Uno de



estos vertederos es la semilla. En la semilla la sacarosa se degrada a hexosas
que se consumen en el metabolismo del embrion o se almacenan de nuevo en
forma de almiddn, el cual servira de reserva para la nueva plantula.

En diferentes especies e incluso en diferentes variedades dentro de la misma
especie, la sequia afecta de forma diferente al metabolismo de carbono y la
relacion fuente/vertedero.

En algunas especies los cambios que promueve el déficit de agua en la relacion
fuente/vertedero, causan pérdidas en los cultivos. Este es el caso del maiz y el
chile, en donde se ha observado que esta condicion de estrés promueve el aborto
de estructuras reproductivas, debido al desabastecimiento de fotosintatos (Boyer &
Westgate, 2004; Marcelis et al., 2004). El suplemento de sacarosa aplicado a
tallos de plantas de maiz sometidas a déficit hidrico, contrarresta parcialmente la
pérdida de embriones causada por sequia. Esto indica que el aborto de embriones
causado por déficit hidrico se debe a la falta de fotoasimilados (Zinselmeier et al.,
1999); o bien, esta relacionado con una sefal que se desencadena por ausencia
de sacarosa o de las hexosas que se producen al degradar la sacarosa (Boyer &
Westgate, 2004).

En el mismo sentido, en discos de tubérculo de papa se observd que tratamientos
con manitol afectan la distribucion del carbono (también llamada particion del
carbono), favoreciendo la sintesis de sacarosa en lugar de la sintesis de almiddn.
Esto se atribuye a la activacion de la enzima sacarosa fosfato sintasa (SPS),
responsable de la sintesis de sacarosa, y a la inactivacion de la ADP-glucosa
pirofosforilasa (AGPasa) que es la enzima determinante de la sintesis de almiddn
(Geigenberger et al., 1997).

En células de papa en cultivo también se ha observado que el estrés osmatico
induce un aumento en la actividad de SPS, al tiempo que aumenta la actividad de
enzimas relacionadas con la degradacion de sacarosa, como las invertasas y la
sacarosa sintasa, promoviendo asi lo que se ha llamado el ciclo futil de la

sacarosa (Wang et al., 2000).



En cereales como en leguminosas, se sabe que el abasto de hexosas para el
establecimiento del embridn depende, al menos en alguna etapa de su desarrollo,
de la degradacion de sacarosa por actividad de invertasas (Dejardin et al., 1997;
Zinselmeier et al., 1999). En embriones de maiz se ha sugerido que el efecto del
déficit hidrico sobre, una invertasa vacuolar (lvr2), es el responsable del aborto de
embriones jovenes, ya que tanto el RNA mensajero, como la actividad de esta
enzima disminuyen por efecto de la limitacion de agua en las semillas inmaduras.
De esta forma, el estrés por déficit hidrico podria afectar la disponibilidad de
hexosas en el embridn y el transporte de sacarosa al interior de la semilla
(Andersen et al., 2002). También en relacion con la degradacion de sacarosa, se
reportd que en semillas de Lupinus albus, la actividad de invertasa citosdlica
disminuye cinco veces por efecto de una condicion de sequia moderada (Pinheiro
et al., 2005). En hojas de maiz se observo que la expresion del gen Ivr2 se induce
por sequia y por tratamientos con ABA, al tiempo que aumenta la actividad de la
enzima, lo cual conduce a la acumulacion de glucosa y fructosa en hojas de
plantas sometidas a sequia. Se ha sugerido que este resultado tiene como
consecuencia una disminucion en la disponibilidad de sacarosa para ser
transportada hacia los granos (Kim et al., 2000; Trouverie et al., 2003; Trouverie et
al., 2004). Estas observaciones concuerdan con los resultados obtenidos en hojas
de Lupinus sometidas a déficit hidrico, en donde la actividad de invertasa vacuolar
aumenta en respuesta a la limitacion de agua (Pinheiro et al., 2001).

Todos estos efectos del déficit hidrico sobre la relacion fuente/vertedero podrian
ser la causa de pérdidas en los cultivos por deficiencias en la acumulacion de
almidon, y/o en la provision de sacarosa o hexosas, lo que causaria el aborto de
las estructuras reproductivas.

A diferencia de los efectos negativos observados en maiz papa y Lupinus que se
presentaron hasta ahora, en otros cultivos como el trigo, arroz y uva se ha
establecido que la acumulacion y la movilizacion de carbohidratos no
estructurales, entre 6rganos fuente y vertedero, esta relacionada con la resistencia

a sequia (Schnyder, 1993; Bota et al., 2004; Yang et al., 2004a). Particularmente,



en trigo y arroz se ha mostrado que la sequia, y la hormona ABA, activan la
degradacion de carbohidratos de almacenamiento en el tallo, que en estos
cereales es un drgano de reserva temporal. Al tiempo, tratamientos de sequia y
aplicaciones exdgenas de ABA inducen la acumulacion de almiddn en el grano,
acelerando el proceso de llenado del mismo (Yang et al., 2001; Yang et al., 2002;
Yang et al., 2004b).

En cuanto a los mecanismos reguladores de este proceso, en cereales se ha
mostrado que la actividad de la sacarosa sintasa (Susy) (enzima encargada de la
degradacion de sacarosa) y la actividad de la ADP-glucosa pirofosforilasa
(AGPasa) (enzima determinante en la sintesis de almiddon) aumentan en el grano
de trigo en formacion por efecto del déficit hidrico (Muller-Rober et al., 1992).
Adicionalmente, Yang y colaboradores demostraron que la tasa de acumulacion
de almiddn en el grano correlaciona con la acumulacion del ABA Y que la
aplicacion de fluoridona, un inhibidor de la sintesis de ABA, induce una reduccion
en la actividad de las enzimas relacionadas con la sintesis de almidéon como son:
la sacarosa sintasa (SuSy), la AGPasa, la sintasa de almiddn y la enzima
ramificante (Yang et al., 2004b). Los mismos autores han observado que enzimas
relacionadas con la degradacion de almidén como son las o y f amilasas, asi
como las enzimas relacionadas con la sintesis de sacarosa, como la SPS, se
activan en tallos de arroz en respuesta al déficit hidrico (Yang et al., 2001), y que
la activacion de la SPS se correlaciona con la acumulacion del ABA (Yang et al.,
2002).

Dado que el efecto de la sequia sobre el indice de cosecha en la variedad de frijol
Pinto Villa es reducido comparado con el que se produce en otras variedades, se
ha propuesto que en frijol, una eficiente removilizacion de los fotoasimilados
podria estar involucrada en la resistencia a sequia en esta variedad y
posiblemente en otras relacionadas (Rosales-Serna et al., 2003; Miklas et al.,
2006).



Con el objetivo de verificar tal propuesta y tratar de relacionar algunos procesos y
mecanismos metabdlicos con la resistencia a sequia en el cultivo de frijol, en este
trabajo se abordd la pregunta de si existe en frijol un mecanismo por el cual la
movilidad de fotoasimilados hacia las semillas se induce o favorece a causa del
déficit hidrico y, de ser el caso si este mecanismo se relaciona con la resistencia a

sequia.



2. Hipoétesis
- [Es posible identificar caracteres fenotipicos que se relacionen con la
resistencia a sequia en la variedad Pinto Villa.
- Uno de los mecanismos de resistencia a sequia en frijol esta relacionado

con una mayor eficiencia en la translocacion de carbohidratos hacia la vaina

3. Objetivos
Evaluar la utilidad en frijol de parametros fenotipicos vy fisioldgicos relacionados

con resistencia a sequia en otros cultivos.

Establecer si la regulacion del metabolismo de carbohidratos y/o su
translocacion a la semilla, cambia por efecto del déficit hidrico, en la variedad

resistente a sequia Pinto Villa.

3.1. Objetivos especificos

+ Comparar el comportamiento de diferentes caracteres asociados con
resistencia a sequia, en las variedades Pinto Villa y Canario 60 (resistente y

susceptible a sequia, respectivamente) sometidas a restriccion hidrica.

¢+ Comparar el contenido de almiddn en drganos vertedero y fuente de plantas
sometidas a déficit hidrico, con respecto a plantas mantenidas en condiciones

de irrigacion optima, tanto en la variedad Pinto Villa, como en Canario 60.

+ Identificar el destino de los carbohidratos generados en plantas de Pinto Villa'y

Canario 60 sometidas a déficit hidrico o a condiciones de irrigacion optima. .

+ Determinar la actividad de invertasa acida y neutra, y sacarosa sintaza, en
vainas de plantas de Pinto Villa y Canario 60 sometidas a déficit hidrico o a

condiciones de irrigacion optima.



+ Comparar el contenido de azucares solubles en vainas y hojas de plantas de
Pinto Villa y Canario 60 sometidas a déficit hidrico o a condiciones de irrigacion

Optima



4. Materiales y métodos

4.1. Material vegetal

Se usaron dos variedades de frijol: la variedad mejorada Pinto Villa que pertenece
a la raza Durango, acervo genético mezoamericano, tiene habito de crecimiento
indeterminado (tipo IIl) y se caracteriza porque en condiciones de sequia presenta
una baja disminucidon de la productividad en comparacion con otras variedades
susceptibles a sequia e incluso en comparacion con algunas variedades
catalogadas como resistentes (Acosta-Gallegos et al., 1995; Acosta-Gallegos et
al., 1997; Rosales-Serna et al., 2000; Teran & Singh, 2002); y la variedad Canario
60 que pertenece a la raza Nueva Granada, acervo genético andino, la cual tiene
un habito de crecimiento determinado, y cuya productividad disminuye hasta en un
70% en condiciones de sequia. Por esto ultimo se usa como control susceptible en

estudios relacionados con déficit hidrico (Jiménez-Bremont et al., 2006).

4.2. Condiciones de cultivo

421. En invernadero

Plantas de ambas variedades se crecieron en invernadero a una temperatura de
24 °C +/- 4 °C y a una humedad relativa del 70% +/- 20%, con luz natural en ciclo
de 12/12 horas luz/oscuridad, oscureciendo el invernadero con cortinas cuando
fue necesario. Las semillas fueron escarificadas para homogeneizar la geminacion
y se sembraron directamente en macetas de dos kilos usando como sustrato una
mezcla de Vermiculita:Metromix 200 (70:30) (Hummert S. A., México). Las plantas,
una en cada maceta, se regaron cada tercer dia de acuerdo con los
requerimientos de cada maceta en cada tratamiento. Dos veces por semana se
aplico la siguiente solucion nutritiva: KNO, 5 mM, KH,PO, 2.5 mM, MgSO, 2mM,
Ca(NO3), 2mM, Fe(EDTA) 0.5 mM, , H,BO, 0.07 mM, MnCl, 0.014 mM, CuSO,
0.005 mM, ZnSO, 0.001 mM, Na,MoO, 0.2 uM, NaCl 10 uM, CoCl,0.01 uM .
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En cada maceta se sembraron tres o cuatro semillas, a las dos semanas de la
siembra se escogié una planta por maceta y se seleccionaron macetas con
plantas en buen estado y homogéneas entre si. En esta fecha las macetas
seleccionadas se distribuyeron en el invernadero de acuerdo con el disefo
experimental. Se uso un disefo experimental de bloques al azar (ver Apéndice 1);
ya que se uso un diseno de bloques completos, cada bloque contenia una maceta
de cada tratamiento. En cada ocasion, los bloques a muestrear o cosechar se
seleccionaron mediante numeros aleatorios. En todos los experimentos se dejaron
al menos dos bloques completos de macetas en cada extremo de las mesas para

que actuaran de borde del experimento.

4.2.2. En campo
Los experimentos de campo se llevaron a cabo en el Campo Experimental Bajio

del INIFAP, Celaya, Guanajuato. Se sembrd el 19 de junio del 2002 de forma que
el establecimiento de las plantas y la etapa vegetativa del cultivo ocurriera al final
de la temporada de lluvias, de acuerdo con la pluviosidad histdrica de la zona. Las
semilla se sembraron directamente en el suelo y recibieron la fertilizacion y los
cuidados culturales usuales en este campo experimental. A las parcelas se les
aplicé riego por escurrimiento dependiendo de los requerimientos de cada
tratamiento. Se usd un diseno experimental de parcelas al azar, con 3 repeticiones
para cada tratamiento y parcelas de borde entre y entorno a cada tratamiento (ver
Apéndice 2). Para los muestreos de contenido relativo de agua y conductividad
estomatica se selecciond al azar una o dos plantas de la porcidon intermedia de
cada parcela en cada tratamiento, hasta completar cuatro plantas por tratamiento.
Para establecer los parametros de productividad se seleccionaron tres o cuatro
plantas del la porcion interna de cada parcela en cada tratamiento, hasta

completar 10 plantas.
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4.3. Experimentos de sequia

4.3.1. En campo
Se usaron tres regimenes de riego: 1. Temporal, en el que las plantas obtuvieron

el agua de la lluvia.; 2. Riego, en el que dependiendo de los requerimientos, se
aplicaron tres o cuatro riegos por escurrimiento para mantener el suelo a
capacidad de campo durante todo el experimento; 3. Sequia, en donde, dado que
se presentaron lluvias inesperadas, se cubrieron los surcos con plastico para
evitar que la tierra se mojara. Para verificar la restriccion hidrica, se midio el
contenido de agua en el suelo a 20 cm de profundidad el dia que se hicieron las
mediciones, para lo cual, se tomaron muestras de suelo de volumen constante; las
cuales se pesaron antes y después de secado en horno (los resultados se

incluyen en el Apéndice 2).

4.3.2. En camara de crecimiento

Las semillas de Pinto Villa y Canario 60 se sembraron sobre papel humedecido en
charolas cubiertas para lograr una camara humeda, y se mantuvieron en cuarto de
crecimiento oscuro a 28 °C, durante cuatro dias. En este punto se seleccionaron
aquellas plantulas que presentaran una longitud aproximada de alrededor de 4 cm
y se transplantaron a vermiculita. Para el tratamiento de sequia, la vermiculita se
hidraté con 1/12 de la cantidad de agua necesaria para estar en capacidad de
campo (0.42 mL-g"); para el control, la vermiculita se hidraté a capacidad de
campo (5 mL-g™”).

Después de cuatro dias en este tratamiento, las plantulas se retiraron de la

vermiculita y se midid la longitud de la raiz primaria y el grosor del hipocotilo.

4.3.3. En invernadero

Se aplicd un tratamiento de sequia intermedia y dos tratamientos de sequia
terminal. En todos los casos las plantas se regaron hasta capacidad de campo
durante la etapa de establecimiento de las plantulas y durante su desarrollo

vegetativo.
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En el tratamiento de Sequia Intermedia (Sl) las macetas se regaron a capacidad
de campo hasta la 4® semana después de la siembra (DS), a partir de la 5
semana se restringio el riego hasta el 60% de la cantidad de agua necesaria para
estar en capacidad de campo. Después de 3 semanas de restriccion se
reestablecio el riego a capacidad de campo.

Se usaron dos tratamientos de sequia terminal: Sequia Severa (SS), en el cual a
partir de la fecha de inicio del tratamiento, cada maceta se regd hasta alcanzar el
30% del peso que tendria en capacidad de campo; y un tratamiento de Sequia
Moderada (SM), en el cual a partir del inicio del tratamiento, cada maceta se regé
hasta 60% del agua que tendria en capacidad de campo. Todos los tratamientos
se compararon con una condicion Control (C), en la que las macetas se regaron
con el agua necesaria para estar a capacidad de campo durante todo el ciclo.

Los experimentos de sequia terminal para evaluar el efecto de la restriccion
hidrica se llevaron a cabo en plantas que se encontraban en dos etapas diferentes

del desarrollo de las vainas:

1. Sequia que afecta la etapa de llenado del grano. Se inicio la restriccion del riego
en el dia 42 DS, cuatro dias después del inicio de la floracion. La parte aérea de
las plantas se cosechd en los dias: 56, 60 y 64 DS. En el dia 56 DS, la mayoria de
las vainas se encontraban en el inicio de la etapa del llenado del grano. En el dia
60 DS, la mayoria de las vainas se encontraban en fase intermedia del llenado del
grano y, en el dia 64 DS, la mayoria de las vainas se encontraban en fase final del
llenado del grano. Estas cosechas corresponden a las etapas R5, R6 y R7
establecidas en Colorado State University web page (CSU, 2007).

2. Sequia que afecta la etapa de establecimiento de las vainas. En este caso se

inicio la restriccion del riego en el dia 31 DS, dos dias antes del inicio de la
floracion. Para establecer la edad exacta de cada vaina, las flores se marcaron
individualmente en el momento de la antésis, y se cosecharon vainas de una y dos
semanas en los dias 38 y 44 DS, las cuales se encontraban en la etapa de
establecimiento (éstos dias corresponden a las etapas R2 y R3 que se describen

en Colorado State University web page (CSU, 2007)).
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Para medir el contenido de almidon y el *CO, incorporado en almiddn, se colectd
la porcion aérea de cada planta y se sec6 durante 4 horas a 80 °C para detener la
actividad enzimatica. Luego, las plantas se mantuvieron a 60 °C durante tres dias
0 hasta que ya no perdieron mas peso. Se establecio la biomasa de toda la planta
y la biomasa de hojas, vainas y tallos.

Para la determinacion de las actividades enzimaticas y el contenido de azucares,
se colectaron en nitrégeno liquido hojas del 4to o 5to nudo y vainas en diferentes

etapas de desarrollo y se almacenaron a — 70 °C hasta el momento de las

mediciones.

4.4. Determinacion de parametros potencialmente relacionados

con la resistencia a sequia

441. Cobertura Foliar

En plantas de 4, 6 y 8 semanas, se calculd el volumen del prisma descrito por la
altura de la primera hoja completamente abierta y el area del cuadrado que
inscribe a la proyeccion vertical de la planta sobre el sustrato. Se usdé una

escuadra graduada en centimetros y milimetros.

4.42. Temperatura foliar

La temperatura foliar se determind por dos métodos: utilizando un termdémetro
infrarrojo (Raytek ST8XB) o la termocupla asociada a un pordmetro (Licor LI-1600
Steady State Porometer). Para ello, se usd la hoja del 4to o 5to nudo en plantas de

4, 5, y 6 semanas, siguiendo en ambos casos las indicaciones del fabricante.

4.4 3. Contenido de clorofila

Se uso un medidor de clorofila SPAD 502 (Minolta) que, mediante colorimetria,
establece el contenido de clorofila en unidades SPAD. La medicion se hizo en
hojas del 4to y/o 5to nudo de plantas de 6 semanas en condiciones de sequia y en

condiciones de riego, siguiendo las indicaciones del fabricante.
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444. Conductividad estomatica

Se midid la conductividad estomatica entre las 12 pm y las 2 pm y entre las 7 am
y las 9 am, en hojas del 4to y/o 5t0 nudo de plantas adultas que fueron
mantenidas en condiciones de sequia o0 en condiciones de riego. Para ello se uso
un porometro (Licor LI-1600 Steady State Porometer), siguiendo las indicaciones

del fabricante.

4.45. Contenido Relativo de Aqua

Hojas maduras (hojas del 4to o 5to nudo) se cosecharon en bolsas plasticas y se
mantuvieron en hielo y protegidas de la luz hasta el momento en que se
procesaron (en ningun caso mas de 40 minutos). Usando un sacabocados de 1cm
de diametro, se cortaron tres discos por hoja (uno de cada foliolo) y se establecid
el peso fresco de cada disco (cada disco es una repeticion de cada planta y se
usaron cuatro plantas en cada tratamiento).

Los discos se incubaron en agua destilada durante 4 horas con luz del laboratorio,
después de lo cual se secaron para retirar el exceso de agua y se pesaron de
nuevo. Finamente, los discos se secaron en bolsas de papel durante tres dias a 60

°C (o hasta que no perdieron mas peso) y se pesaron de nuevo.

El contenido relativo de agua se calcul6 con la férmula:
CRA = (peso hidratado — peso fresco)+(peso fresco- peso seco)’ (Sanchez-Diaz &
Aguirreola, 1993)

4.5. Contenido de almidon

Para estimar el contenido de almiddén, 200 mg de tejido seco y molido de los
diferentes drganos se incubaron con 2 ml de etanol al 80% por 30 minutos a 80
°C bajo agitacion. Se centrifugd por 10 minutos a 2000 g y el sedimentado se lavd
con 1 ml de etanol al 80% dos veces, después de lo cual se le afadié 1 ml de
agua y se incubd en bano de agua hirviendo por 15 minutos. Del gel que se formd,
se tomaron 100 pl que se incubaron toda la noche con 25 U de gluco-amilasa
(Glucozyma L400 ENMEX SA.) a 30 °C en buffer acetato de sodio-acético pH 4.5
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50 mM. El contenido de glucosa solubilizada se establecid mediante reaccion con
acido di-nitro salicilico (DNS) (Sengupta et al., 2000), usando una curva de
calibracion con glucosa. El contenido de almiddn se reporta como g de glucosa

solubilizada.

4.6. Marca con '*CO,

Plantas adultas (de 5 ¢ 7 semanas) fueron incubadas con 50 uCi de CO,
(Amersham) por planta (1ug-L" aire), durante 4 horas, con luz natural (aprox. 130
umoles m* s”). Después de la marca, las plantas continuaron su desarrollo en el
invernadero por algunas semanas hasta el momento de la cosecha programada
para cada experiemento. Una vez cosechados, hojas, tallos y vainas se secaron,
se molieron por separado, y se cuantificd el almidon como ya se describid. En los
solubilizados del almiddn, se cuantificd el contenido de radioactividad en cuentas
por minuto (CPM) usando un contador de centelleo  (Beckman LS 6000 Liquid
Scintillation Counter). Se establecid el contenido de CPM incorporadas en almidon
por cada mg de tejido seco (CPM-mg™). Para saber el contenido de C en cada
drgano y cada planta; CPM-mg™ se multiplicaron por la biomasa de: hojas, tallos y
vainas, y por la biomasa total de la planta. Y estos valores se usaron para calcular
la relacion de la marca presente en los drganos fuente con respecto a la marca
presente en los drganos vertedero.

(fuente/vertedero).

4.7. Actividades enzimaticas

4.71. Preparacion del extracto:

Salvo modificaciones que se especifican en cada caso, los extractos se
prepararon a partir de 200 mg de tejido congelado y molido en mortero, el cual se
agitd durante 20 minutos en 4 volimenes de Buffer de Extraccion (BE) que
contenia: MOPS-KOH pH 7.5 50 mM, MgCl, 10 mM, Polivinil pirrolidona
(PVP)10000 2 g-L™", Tritén 0.1%, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, Acido e-aminocaprdico

1 mM, Benzamidina 1 mM, PMSF 1.5 mM. El extracto se centrifugd y el
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sobrenadante se filtré en columna de Sephadex G50 equilibrada con BE sin PVP
ni Tritdn. Todo el procedimiento se realizd sobre hielo o en cuarto frio.

El contenido de proteina de los extractos se determind mediante el método de
Bradford, usando una curva de calibracion con albumina de suero fetal bovino
(BSA)

4.7.2. Actividad de invertasa acida.

La actividad de invertasa acida se midié de acuerdo con el método descrito por
(Trouverie et al., 2003). Para ello 40 yl de extracto desalado, (+/-20 ug de
proteina) se incubaron a 30 °C durante 20 minutos con 10 ul de buffer de actividad
que contenia: Acetato de Na pH 4.5 500 mM, MgCl, 100 mM; mas sacarosa 150
mM como sustrato, en un volumen de reaccion de 100 ul. La reaccion se detuvo
hirviendo durante 5 minutos y se congeld para la posterior determinacion de la
glucosa obtenida mediante una reaccion con hexoquinasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (ver detalles adelante), previa neutralizacion del pH del buffer,
afadiendo a 100 ul de la muestra, 100 yl de MOPS-KOH pH 7.5 400 mM, Como
controles se usaron la reaccion sin extracto, una reaccion sin sustrato y una

reaccion a tiempo cero para cada extracto.

4.7.3. Actividades de sacarosa sintasa e invertasa neutra

La actividad de sacarosa sintasa se midid en la direccion de la hidrdlisis de
acuerdo con el protocolo descrito por Huber (Huber, 1989). Para ello, 30 ul de
extracto desalado (+/-15 ug de proteina) se incubaron a 30 °C durante una hora,
con 10 ul de buffer de actividad que contenia: MOPS-KOH pH 7.5 500 mM, MgCl,
100 mM, KCI 150 mM, NAD 20 mM, ATP 20 mM, hexoquinasa 20 pyU-ul" (de E.
Coli ; Sigma-Aldrich), Fosfogluco-isomerasa 20 pyU-ul" (purificada de musculo de
ratén; Sigma-Aldrich), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 20 pU-ul" (de
Leuconostoc mesenteroides; Sigma-Aldrich), mas sacarosa 10 mM y UDP 10 mM
como sustratos, en un volumen de reaccion de 100 ul. Se detectd la formacion de
NADH, mediante absorbancia a 340 nm. La actividad obtenida sin UDP

corresponde a la invertasa neutra. Para determinar la actividad sacarosa sintasa, a
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la actividad obtenida con UDP, se le restd la actividad independiente de UDP
(invertasa neutra).

Para hacer un seguimiento de la reaccion se hicieron lecturas cada 10 minutos en
espectro para placas de Elisa. Se usd una curva de calibracion con fructosa (sin
extracto) en cada placa de Elisa. Como controles se usaron la reaccion sin

extracto y la reaccion sin sustratos para cada extracto.

4.8. Deteccion de glucosa

481. Poder reductor medido mediante acido di-nitrosalicilico (DNS)

Se midio el contenido de glucosa a partir de su poder reductor usando el reactivo
DNS. Para ello, a 10 yl de muestra se le anadieron 100 ul de agua y 100 ul de
reactivo de DNS (300 g de tartrato de Na y K, 16 g NaOH, 10 g de acido di-nitro
salicilico en 1 litro de agua, conservar en oscuridad por encima de 23°C). Se
incubd en bano de agua hirviendo por 10 minutos y luego se enfrié por 10 minutos
sobre hielo. Se les anadid 1 ml de agua destilada y se ley6 la absorbancia a 540

nm (Sengupta et al., 2000).

4.8.2. Deteccion de glucosa mediante la formacion de NADH

Sesenta pl de la reaccion de invertasa acida neutralizada se incubaron a 30 °C
durante una hora con 40 ul de buffer NAD que contenia: MOPS-KOH pH 7.5 250
mM, MgCl, 5 mM, NAD 7.5 mM, ATP 5 mM, hexoquinasa 3.5 yU-ul" (de E. coli;
Sigma-Aldrich) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 2 yU-ul”; en un volumen de
reaccion de 200 pl. Se detecté el NADH que se forma mediante absorbancia a 340
nm. Para hacer un seguimiento de la reaccion se hicieron lecturas cada 10
minutos, utilizando placas de Elisa. En cada placa se us6 una curva de calibracion

con glucosa, y reacciones sin sustrato como control.

4.9. Determinacion de azucares por HPLC

Los azucares se extrajeron de 100 6 200 mg de tejido congelado de hojas o vainas

a los cuales se les agregd 1 ml de etanol al 80% y se agité a 80 °C durante 10

minutos, se centrifugd durante 10 minutos a 12000 g. Con el decantado se repitio
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la extraccion con 1 ml de etanol al 80% a 80 °C. Los 2 ml de sobrenadante se
evaporaron en centrifuga desecadora (Savant), y las pastillas se resuspendieron
en 600 yl de agua. Este extracto se analizé por HPLC en un equipo con detector
del indice de refraccion (Waters-600E system controller. Waters 410 refractive
index detector Water Corp, Milford MA) usando una columna de silica aminada
para analisis de carbohidratos (Waters, WAT044355). La temperatura de la
columna se mantuvo a 35 °C, como fase movil se usd acetonitrilo:agua (75 : 25)
con un flujo de 1.2 mL*min™'. Se usaron soluciones estandar de fructosa, glucosa,

sacarosa y maltosa (Sigma-Aldrich).

4.10. Analisis estadisticos

Para comparar el efecto de los tratamientos se uso una prueba de ANOVA a Dos
Vias, excepto en el experimento de sequia que afecta el llenado del grano, para el
cual el analisis de ANOVA rechazd la hipotesis de normalidad de los residuos. En
ese caso se usaron las pruebas no paramétricas de Man Witney y Kruscal Wallis

(Sheskin, 2004). El total de repeticiones bioldgicas se muestra en cada figura.
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5. Resultados

5.1. Busqueda de parametros relacionados con la resistencia a
sequia en frijol

Hasta ahora las variedades de frijol resistentes a sequia se han obtenido mediante
programas de mejoramiento tradicional, usando para la seleccion parametros
directamente relacionados con la productividad en condiciones de sequia. Esto se
debe a que, como se dijo en la Introduccidn, en frijol no se han establecido
caracteres secundarios relacionados con la resistencia a este tipo de estrés y se
sabe muy poco de los mecanismos fisioldgicos que usan las variedades
resistentes a sequia de este cultivo (Miklas et al., 2006).

Considerando que en varios cultivos se ha mostrado que algunos caracteres
secundarios asociados con la respuesta a sequia son una herramienta valiosa en
la seleccion de nuevos genotipos y en el establecimiento de marcadores
moleculares (Beaver et al., 2003; Graham & Vance, 2003; Jiménez-Bremont et al.,
2006) en la etapa inicial de este proyecto se buscd identificar caracteres
secundarios relacionados con la resistencia a la sequia en frijol. Para ello se
selecciond a la variedad resistente a sequia Pinto Villa en contraste con la
variedad susceptible Canario 60 (Beaver et al.,, 2003; Graham & Vance, 2003;

Jiménez-Bremont et al., 2006).

En esa exploracion inicial se evaluaron caracteres secundarios que se han

relacionado con la resistencia a sequia en otras especies, entre ellos:
1. Cobertura foliar. Medida en plantas adultas con 2 semanas de tratamiento
de estrés, no permitio diferenciar el efecto de la sequia sobre las variedades

susceptible y resistente (ver resultados en Apéndice 3).

2 Temperatura foliar. Ni la temperatura foliar tomada con termdmetro

infrarrojo, ni la tomada con termocupla permitio detectar diferencias entre



las respuestas al déficit de agua de la variedad resistente Pinto Villa y de la
variedad susceptible Canario 60 (ver resultados en Apéndice 5).

Aunque la temperatura foliar se ha usado con éxito en cereales; su uso ha
sido discutido porque es susceptible a la temperatura y a la movilidad del
aire al momento de hacer la lectura, lo cual baja la reproducibilidad de estas
medidas (Lafitte et al., 2003).

3 Contenido de clorofila. Este se determind usando el medidor colorimétrico
SPAD 502 que permite lecturas sencillas baratas y altamente reproducibles
(Zhao et al., 2008). Sin embargo, los resultados mostraron que éste no es
un parametro adecuado para comparar las variedades en estudio; ya que,
Pinto Villa y Canario 60 presentan patrones de senescencia diferentes y no
es posible separar el efecto de la senescencia del efecto de la sequia,
sobre el contenido de clorofila. Ademas, dado que la valoracion
colorimétrica de la clorofila se hace comparando una o varias hojas de una
planta con las hojas correspondientes en la otra planta, las diferencias en el
habito de crecimiento de las variedades estudiadas impiden el uso de este

parametro (ver resultados en Apéndice 4).

4 Para indagar si el vigor de las plantulas presentaba alguna relacion con la
resistencia a sequia, se midid la longitud y grosor del hipocaotilo, y la
longitud de la raiz primaria, en plantulas de 8 dias. Los resultados indicaron
que estos parametros no reflejan diferencias en la respuesta a sequia de

estas variedades (ver resultados en Apéndice 6).

Puesto que ninguno de estos parametros permitio diferenciar la respuesta de Pinto
Villa y Canario 60 a la sequia, no se muestran los datos y no se recomienda su
uso en frijol; al menos no en la evaluacion de variedades del mismo tipo de las

consideradas en este estudio.



También se evaluaron, el contenido relativo de agua (CRA) y la conductividad
estomatica. Estos parametros permitieron diferenciar el comportamiento de las

variedades usadas en este estudio, a continuacion se presentan los resultados.

51.1. Contenido Relativo de Aqua

Se evalud el CRA en hojas de plantas adultas de frijol sometidas a condiciones de
déficit hidrico. Las mediciones se hicieron tanto en experimentos de campo como

en experimentos de invernadero.
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Figura 3. Contenido Relativo de Agua en un experimento de Invernadero.
Para determinar el CRA, se obtuvieron discos de 1 cm de diametro de hojas de plantas de
6 semanas sometidas a sequia terminal por 2 semanas. Las hojas se cosecharon a las 2
pm. Las columnas indican el promedio de cuatro plantas por tratamiento en cada condicién
(tres discos por planta). Las barras muestra el error estandar. El asterisco indica

diferencias significativas al 5% de error.

En la metodologia de Sanchez-Diaz & Aguirreola, cuando se detecta un

incremento en el CRA es indicativo de que los tejidos analizados, la hoja en este



caso, son capaces de absorber mas agua de la que contienen en una determinada

condicion, lo cual refleja que el tejido ha acumulado osmolitos.

En la Figura 3 se muestra el resultado de la evaluacion del CRA en las variedades
Pinto Villa y Canario 60 en un experimento de invernadero. Si bien en condiciones
control ambas variedades presentaron el mismo CRA; en sequia, la variedad Pinto
Villa presentd valores de CRA 1.8 veces mas altos ella misma en control. Al
contrario, la variedad Canario 60 no modificd significativamente su CRA por efecto

del tratamiento de sequia.
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Figura 4. Contenido relativo de Agua en un experimento de campo. El CRA se
determiné a partir de discos de 1 cm de diametro de hojas de plantas de 8 semanas
sometidas a los tratamientos de riego, temporal y sequia. Las cosechas se llevaron a cabo
alas 8 am y a las 3 pm. Las columnas indican el promedio de cuatro plantas por
tratamiento en cada condicién (tres discos por planta). Las barras muestran el error
estandar. Letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos significativas al 5%
de error. Simbolos diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos al

10% de error.



Para validar la utilidad del CRA como parametro de seleccion de plantas
resistentes a sequia, se le evalud también en el campo y se tomaron muestras a
diferentes horas del dia (Figura 4). Al igual que se observd en el invernadero, los
resultados de medir el CRA en horas de la tarde mostraron que en Pinto Villa el
CRA aumento en respuesta a la sequia con respecto las plantas control, en tanto
que en Canario 60 este parametro no se vio afectado por el tratamiento. Sin
embargo, el CRA de la variedad Canario 60 en control resulté mas alto que el CRA
en Pinto Villa en la misma condicion. Considerando que en el campo la humedad
relativa del ambiente no esta controlada como en el invernadero, es posible
considerar que en campo, la sequedad del ambiente durante el dia produjo un
estrés que elevo el CRA de Canario 60 incluso en condiciones control. A pesar de
ello, tanto en campo como en el invernadero, se mantiene el hecho de que bajo
condiciones de sequia el CRA aumentd en Pinto Villa con respecto al control y no

cambid en Canario 60.

Paralelamente se hicieron mediciones de este parametro a las 9 am para evaluar
el efecto de la recuperacion nocturna de la turgencia sobre el CRA (Figura 4). Los
resultados muestran que en condiciones control, ambas variedades recuperaron la
turgencia durante la noche ya que su CRA es menor con respecto al CRA medido
en la tarde. En condiciones de sequia, Pinto Villa recuperd parcialmente la
turgencia durante la noche, mientras que Canario 60 no lo hizo.

Estos resultados tanto en campo como en el invernadero sugieren que la variedad
Pinto Villa es capaz de llevar a cabo un ajuste osmoético mas eficiente que el

detectado para la variedad susceptible Canario 60.

51.2. Conductividad estomatica

La conductividad estomatica es una medida directa de la tasa de transpiracion e
indirecta de la tasa fotosintética. Dado que la condicion general de las plantas
depende de ambos procesos fisiolégicos, la regulacion de la conductividad

estomatica se ha relacionado con la resistencia a sequia (Zhao et al., 2008). Con



el objeto de evaluar la relacion de este parametro con la resistencia a sequia en
frijol, medimos el efecto de la sequia sobre la conductividad estomatica a la hora
de mayor exposicion solar, tanto en experimentos de invernadero (Figura 5), como

en experimentos de campo (Figura 6).
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Figura 5. Conductividad estomética en el invernadero. A plantas de 8 semanas,
sometidas a sequia terminal por 3 semanas o a sequia intermedia por dos semanas, se les
midi6é la conductividad estomatica. Las mediciones se realizaron entre las 12 pm y las 2
pm, en dias soleados. Las columnas indican el promedio de tres plantas por tratamiento en
cada condiciéon (dos lecturas por planta). Las barras muestra el error estandar. Letras

diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos al 10% de error.

La conductividad estomatica se determind en plantas sometidas a diferentes tipos
de sequia: en el invernadero se indujo sequia terminal o sequia intermitente, y en
el campo se evaluaron condiciones de riego, temporal y sequia (ver detalles en
Materiales y métodos). Como se esperaba, en general la sequia produjo una
reduccion en la conductividad estomatica, lo cual refleja el cerrado de estomas.

Cabe hacer notar que en el invernadero, bajo condiciones control, las plantas de



Pinto Villa presentaron mayor conductividad estomatica que las plantas de Canario
60 (120 y 90 mmol-m™-S™" respectivamente), lo cual sugiere que en condiciones
Optimas las plantas de Pinto Villa, son capaces de captar mejor el CO, disponible.
En contraste, tanto la sequia terminal como la sequia intermedia promovieron un
significativo cierre estomatico en esta variedad resistente. Comparativamente, en
Canario 60, sdlo la sequia terminal causd una disminucion significativa de la
conductividad estomatica (Figura 5), y las plantas de Canario 60 que se
sometieron a sequia intermedia no mostraron diferencias respecto a las plantas

control.
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Figura 6. Conductividad estomatica en un experimento de campo. La
conductividad estomatica se determindé en plantas de 7 semanas sometidas a los
tratamientos de riego, temporal y sequia . Las mediciones se realizaron entre las 12 pm y
las 2 pm, en dias soleados. Las columnas indican el promedio de cuatro plantas por
tratamiento en cada condicién (dos lecturas por planta). Las barras muestra el error
estandar. Letras diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos al 10%

de error.



En los experimentos que se llevaron a cabo bajo condiciones de campo, no se
presentaron diferencias en la conductividad estomatica entre las plantas de Pinto
Villa'y de Canario 60 en condiciones de riego (Figura 6). En cuanto al efecto de los
tratamientos de sequia, se observd que éstos promovieron una disminucion
significativa de la conductividad estomatica en ambas variedades. En cambio en el
tratamiento Temporal se presentd cerrado de estomas a la hora de mayor

exposicion solar en las plantas de Pinto Villa pero no en las plantas de Canario 60.

En la Figura 7 se muestra el potencial hidrico del suelo en el momento del
muestreo, y se puede ver que los tratamientos temporal y sequia no se
diferencian. Sin embargo, se encontraron diferencias en la tasa de transpiracion
en Pinto Villa entre el tratamiento de sequia y el tratamiento de temporal. Estas
diferencias se pueden explicar considerando que se habian registrado lluvias en la
semana anterior, es decir que las plantas en condiciones de temporal estuvieron

sometidas a sequia intermedia.
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Este resultado sugiere que las plantas de Pinto Villa que habian estado expuestas
a sequia y que se recuperaron por el riego a capacidad de campo en el

invernadero; asi como, las plantas que estuvieron sometidas a sequia intermedia



debido a las lluvias ligeras que ocurrieron en el campo, presentaron una especie
de preacondicionamiento, que provocd que cerraran los estomas a la hora de

mayor riesgo de deshidratacion. Esto no ocurri¢ en el caso de Canario 60.

51.3. Parametros relacionados con la productividad

Paralelamente a la evaluacion de parametros fisioldgicos, se evaluaron
parametros relacionados con la productividad y sus componentes. El indice de
cosecha es un parametro que relaciona la biomasa cosechable de una planta con
su biomasa total y se usa como criterio de resistencia ante diferentes condiciones
adversas. En experimentos de campo y de invernadero (Figura 8) se establecid
que, en nuestras condiciones, la sequia no disminuye significativamente el indice
de cosecha en la variedad Pinto Villa, mas aun, en algunas condiciones, los
tratamientos de sequia promovieron un aumento significativo en el indice de

cosecha en esta variedad.
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Figura 8. Efecto del diferentes tratamientos de sequia sobre el indice de
cosecha. Se determiné el indice de cosecha ((biomasa vainasebiomasa total')e100) en
plantas maduras de Canario 60 (C60) y Pinto Villa (PV). A. Experiemtnos de campo. (Ri)
Riego, (Seq) Sequia terminal. Se muestra el promedio de diez plantas por tratamiento. B.
Experimento en invernadero. (C) Control, (SM) sequia moderada, (SS) sequia severa. Se
muestra el promedio de cinco plantas por tratamiento y el error estandar. El asterisco

indica diferencias significativas al 5% entre los tratamientos.



En cambio en Canario 60, los tratamientos de sequia en ninguin caso tuvieron un
efecto positivo sobre el indice de cosecha.

Estos resultados son consistentes con los reportados previamente por Rosales-
Serna y colaboradores quienes consideraron que era indicativo de que la variedad
Pinto Villa es capaz de favorecer el transporte de fotoasimilados hacia las vainas
cuando se encuentra en condiciones de sequia. (Rosales-Serna et al., 2000;
Rosales-Serna et al., 2003)

5.2. Relaciéon entre el metabolismo de carbohidratos y la

resistencia a la sequia

5.21. Efecto de la sequia durante la etapa de llenado del grano, en la

distribucion de la biomasa.

Con el objeto de evaluar el efecto de la sequia sobre la movilidad de carbohidratos
en plantas de la variedad Pinto Villa, se llevaron a cabo experimentos de pulso y
caza con C, sobre plantas sometidas a sequia terminal en el invernadero,
usando a Canario 60 como variedad control por su susceptibilidad a este tipo de
estrés. Como se describe en Materiales y métodos, las plantas crecieron con riego

a capacidad de campo hasta una semana después de iniciada la floracion.

En el experimento que se presenta en la Figura 9, se inicid la restriccion del riego
el dia 42 después de la siembra (DS). Como se observa, la restriccion del riego
afectd rapidamente el contenido de agua en las macetas. En todos los
experimentos asumimos que las plantas estaban en sequia moderada cuando el
contenido de agua por gramo de sustrato en las macetas estaba entre 1.0y 1.7
mL-g”. En el experimento que se muestra en la Figura 9, esta condicidn se
alcanzd a los cuatro dias de haber iniciado el tratamiento. Adicionalmente, se
asumio que las plantas estaban en sequia severa cuando el contenido de agua

por gramo de sustrato en las macetas se encontraba por debajo de 0.8 mL-g™. En



el experimento descrito en la Figura 9 esta condicion se alcanzd a los doce dias

de iniciado el tratamiento.

Las plantas se incubaron con “CO, en los dias 51, 52 0 53 DS. Después del
marcaje, las plantas continuaron su desarrollo normal en el invernadero hasta que
se cosechd la parte aérea de las plantas, con la cual se hizo el analisis de

biomasa, contenido de almiddn y la cuantificacion de las CPM incorporadas por

mg de tejido.
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Figura 9. Evolucién del contenido de agua en el sustrato en un experimento
tipico de sequia impuesta después de la floraciébn. Las macetas Control se
regaron con la cantidad de agua necesaria para estar en capacidad de campo (figuras
negras), las macetas en Sequia Moderada se regaron con agua necesaria para estar al 60%
de capacidad de campo (figuras grises) y la macetas en Sequia Severa se regaron con agua
necesaria para estar al 30% de capacidad de campo (figuras blancas). Circulos = Canario
60, cuadrados = Pinto Villa. Se grafica el promedio de 16 macetas en cada tratamiento y

las barras indican el error estandar.
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Figura 10. Evolucion de la biomasa y sus componentes. En el experimento
descrito en la Figura 9 se midi6 el efecto los tratamientos: sequia severa (figuras blancas)
sequia moderada (figuras grises) y control (figuras negras). A y B Biomasa de la porcién
aérea de cada planta. C y D Biomasa de las vainas de cada planta. E y F. Indice de
Cosecha [((biomasa de las vainas)e(biomasa total)')e100]. Se grafica el promedio de 5
plantas en cada tratamiento y las barras indican el error estandar. El asterisco indica

diferencias significativas entre los tratamientos al 10% de error.



Para determinar el efecto de la sequia sobre el llenado de las vainas, se hicieron
tres cosechas en diferentes momentos: dia 56 DS (cuando la mayoria de las
vainas se encontraban al principio de la etapa de llenado del grano), dia 60 DS
(cuando las plantas se encontraban en la mitad de la etapa de llenado del grano),
y dia 64 DS (cuando las vainas iniciaban la madurez) (ver Figura 9).

Como ya se menciond, las variedades de frijol Canario 60 y Pinto Villa presentan
diferencias en su respuesta a la sequia que se reflejaron en el analisis de los
componentes de la biomasa. Los tratamientos de sequia no causaron disminucion
ni aumento significativo en la biomasa aérea de ninguna de las dos variedades
(Figura 10A y B); sin embargo, se detectaron diferencias en la distribucion de la
biomasa en las dos variedades en respuesta a la sequia (Figura 10C y D). En
tanto que la biomasa de las vainas de Canario 60 disminuyd en ambos
tratamientos de sequia con respecto ella misma en las plantas control, la biomasa
de las vainas de Pinto Villa no se vio significativamente afectada por ninguno de
los tratamientos.

Lo anterior se refleja en el indice de cosecha; en las Figuras 10E y F se observa
que, consistente con los resultados antes descritos, los tratamientos de sequia
afectaron el indice de cosecha en la variedad Canario 60 pero no asi en Pinto
Villa.

5.2.2. La sequia afecta la particion del carbono en Pinto Villa

Con el objeto de estudiar el efecto de la sequia sobre la particion del carbono se
efectuaron experimentos de pulso y caza con C. Para ello, plantas de 7 semanas
(dos semanas después del inicio de la floracién) fueron incubadas con CO,
durante 4 horas, después de las cuales continuaron su desarrollo en invernadero.
Se determind el contenido de marca incorporada en almidon y se calculd la
fraccion de la marca que se encontraba presente en hojas, vainas y tallos durante
diferentes fases del llenado del grano (dia 56, 60 y 64 DS); (ver detalles en

Materiales y métodos).
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Figura 11. Efecto de la sequia sobre la particion del '“C que se localiza en
almidén. Fraccién del C acumulado en almidén, que se localizé en vainas (columnas
negras) y en hojas (columnas blancas). Se comparan los tratamientos: sequia moderada
(SM), sequia severa (SS) y control (C ). A y B, cosecha el dia 56 DS. C y D cosecha el dia
60 DS. E y F Cosecha el dia 64 DS. Las columnas muestran el promedio de 5 plantas por
tratamiento y las barras indican el error estandar. Simbolos diferentes indican diferencias

significativas entre los tratamientos al 10% de error.



En la Figura 11 se presenta la fracciéon de 'C incorporada en almidén que se
localizé en hojas y vainas de plantas de Canario 60 y Pinto Villa, tanto en
condiciones de sequia moderada y severa, como en condiciones control.

Durante la etapa temprana del llenado del grano (cosecha el dia 56 DS) se
observa que en la variedad Canario 60 el "C se distribuyé equitativamente entre
las vainas y las hojas en todos los tratamientos; mientras que en la variedad Pinto
Villa una mayor fraccion de la marca incorporada en almidon se localizo en las
vainas y esta fraccion se incrementd significativamente por efecto de los
tratamientos de sequia (Figura 11 Ay B).

En la etapa intermedia del llenado del grano (dia 60 DS), mas del 70% del C
incorporado por las plantas de la variedad Pinto Villa se localizé en las vainas,
consecuentemente, menos del 30% del “C se localizd en las hojas y este
porcentaje disminuyo significativamente por efecto de los tratamientos de sequia.
Durante esta etapa, en Canario 60 la proporcion del almidon-"*C localizado en las
vainas aumenté significativamente por efecto de los tratamientos de sequia
(Figura 11 Cy D).

Finalmente, en la etapa tardia del llenado del grano cuando las vainas inician la
madurez (cosecha el dia 64 DS), la fraccion de C incorporado en almiddn en las
vainas de Pinto Villa alcanzdé el 80%, tanto en las plantas control como en las
plantas que estuvieron sometidas a sequia. De manera similar, en esta etapa, las
vainas de Canario 60 presentaron la mayor fraccion del *C acumulado en almidén

(alcanzando hasta el 70%) y no se detecto efecto por los tratamientos de sequia.

En este experimento también se evalud la fraccién de '“CO, incorporado en
almidén que se localizé en los tallos. Como se muestra en la Figura 12, esta
fraccion resulté ser menos del 25% del total del *C localizado en almiddn en la
planta. Ademas, la fraccion del C que se localizd en almidén en los tallos, no

presentd ninguna variacion significativa por efecto de los tratamientos.
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Figura 12. Fraccion de la marca incorporada en almidén que se localiza en
los tallos. Se compara el efecto de los tratamientos: sequia moderada, sequia severa y
control, sobre el contenido de '*C localizado en almidén en los tallos; en el experimento
descrito en la Figura 9. Las columnas muestran el promedio de 5 plantas por tratamiento,

y las barras indican el error estandar.

Cabe resaltar que C incorporado en almidén que se localizé en las vainas de
Pinto Villa alcanzé el 80% al final de la etapa de llenado del grano; en tanto que,
en la misma etapa, la fraccion la marca que se localizé en las vainas de Canario
60 no supero el 70%. Esto implica que en todas las condiciones en este estudio,
Pinto Villa resultd ser mas eficiente en la movilizacion de carbohidratos hacia la
vaina (ver Figura 11).

Puesto que el valor de la marca acumulada en vainas con respecto a la marca
acumulada en hojas en cada planta es indicativo de la relacion entre el vertedero
y la fuente, también se analiz6 este parametro.

En la Figura 13 se observa que en la variedad Pinto Villa este indice aumento
significativamente por los tratamientos de sequia en todos los muestreos. Por otra

parte, en la variedad Canario 60 los tratamientos de sequia no afectaron



significativamente la proporcion vertedero/fuente en ninguna etapa (los Apéndices
7 y 8 incluyen resultados similares a estos, obtenidos en experimentos

comparables) .
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Figura 13. Efecto de la sequia sobre relacion vertero/fuente. Evolucion de la
relacion entre la marca presente en vainas y la marca presente en hojas
(vertedero/fuente), en el experimento descrito en la Figura 9. Se compara el efecto de los
tratamientos: sequia moderada (SM), sequia severa (SS) y control (C ). Las columnas
muestran el promedio de 5 plantas por tratamiento, y las barras indican el error estandar.
Simbolos diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos al 10% de

error.

Estos datos sugieren que la variedad Pinto Villa, considerada resistente a sequia,
es mas eficiente en la translocacion de carbono hacia la vaina (vertedero) bajo

restriccion de agua, lo cual favorece el llenado del grano bajo estas condiciones de



estrés, en comparacion con la variedad Canario 60, susceptible a sequia. Una
respuesta similar se ha mostrado en cereales y en uva (Bota et al., 2004; Yang et
al., 2004a).

5.2.3. Efecto de la sequia durante la etapa de establecimiento de las

vainas

El hecho de que en la etapa inicial de llenado del grano, las vainas de la variedad
Pinto Villa ya contengan la mayor parte del almidén marcado con '“C de la planta,
y que este efecto se enfatice en sequia (ver Figura 11), sugirid que esta variedad
no solo es capaz de movilizar el carbono hacia las vainas de forma mas eficiente
que Canario 60, sino que ademas inicia este proceso en etapas previas al llenado
del grano.

Para evaluar esta posibilidad, se realizaron experimentos en los que se midid el
efecto de la sequia sobre la movilidad del '*C hacia las vainas durante la etapa
previa al llenado del grano; es decir, durante la etapa de establecimiento de las
vainas (Oliker et al., 1978; Dejardin et al., 1997; Borisjuk et al., 2003).

En la Figura 14A se muestra la evolucion del contenido de agua en las macetas,
en un experimento en el que la sequia se impuso a las plantas antes de la
floracion. Igual que en los demas experimentos, las plantas crecieron en
invernadero con riego a capacidad de campo durante el desarrollo vegetativo y la
restriccion hidrica se inicid el dia 30 después de la siembra. Un grupo de plantas
se regaron con el 30% del agua necesaria para estar en capacidad de campo
(Sequia Severa, SS) y el grupo control se mantuvo a capacidad de campo todo el
tiempo. Como se observa en la Figura 14A, la SS se alcanzd en el dia 38 DS,
ocho dias después de iniciado el tratamiento. En este experimento se analizo el
contenido de almidon y las CPM incorporadas en almiddn, en vainas de una
semana de desarrollo (dia 38 DS), y en vainas de una y dos semanas de
desarrollo (dia 44 DS).
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La sequia afectd la floracidon en la variedad Pinto Villa

Las dos variedades usadas en este estudio presentan diferencias en cuanto a la
distribucion de su floracion debido a sus diferencias en el habito de crecimiento.
Para evaluar el efecto de la sequia sobre la floracion, se contaron el numero de
flores abiertas por planta en los dias 31, 33, 36, 40, 45, 50 y 55 DS. Como se
muestra en la Figura 14B, las plantas de la variedad Canario 60 presentaron un
patron de floracion concentrado en un pico, en torno al dia 33 DS, lo cual
corresponde con el comportamiento esperado de una variedad de este habito de

crecimiento (FENALCE, 2007). Este pico de floracion se presenté antes que las



plantas estuviesen en condiciones de sequia, ya que solo entre el dia 34 DS y el
dia 40 DS las macetas estuvieron en la condicion de sequia moderada, y por esta
razon la sequia no afecto el numero de flores por planta en Canario 60 (Figura
14B). A partir del dia 40 DS, las plantas en restriccion del riego estuvieron en
sequia severa y eso redujo a cero el numero de flores por planta. En esta etapa,
las plantas en condiciones control de esta variedad produjeron en promedio una
flor cada 5 dias.

A diferencia de Canario 60, Pinto Villa en condiciones control aumentd el numero
de flores por planta de forma escalonada, y la apertura de flores se mantuvo
alrededor de cuatro flores por planta hasta el final del experimento. En el
tratamiento de sequia, las plantas de Pinto Villa iniciaron la floracion al mismo
tiempo que las plantas control, pero se observé una disminucion en el numero de
flores por planta en el dia 40 DS cuando las plantas se encontraban en sequia
moderada. Esta reduccion en el numero de flores se acentud después del dia 41
DS cuando las plantas estuvieron en sequia severa (Figura 14B).

De la descripcion anterior se puede deducir que en Canario 60 el tratamiento de
sequia no afectd el proceso de floracion, ya que las condiciones deletéreas de la
limitacion de agua se presentaron después que la floracion hubiese sucedido. En
tanto que a la variedad Pinto Villa, la restriccion hidrica le afectd justo en el
periodo de floracidon, por lo que se produjo un efecto significativo sobre el numero

de flores por planta.

La sequia afecta el nimero y la biomas de las vainas de una y dos semanas en Pinto Villa.

Concordante con la reduccion en el numero de flores observada en Pinto Villa
(Figura 14B), el numero de vainas en etapa de establecimiento se redujo
significativamente por efecto de la sequia en esta variedad, lo cual se observa en
la Figura 15A. En cambio en Canario 60, el numero de vainas en esta etapa no se
afecto con la sequia.

La reduccion de la floracidn total en Pinto Villa alcanzd el 48.4% vy la reduccion del

numero de vainas en etapa de establecimiento en Pinto Villa fue del 51.9%. Esto



concuerda con reportes previos en el sentido que cuando la sequia se presenta en

la etapa de floracion y de establecimiento de las vainas, su principal efecto es el

aborto de flores (Acosta-Gallegos et al., 1997)
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Figura 15. Efecto de Ila sequia
sobre el nimero y la biomasa de las
vainas durante su establecimiento.
En el experimento descrito en Figura 14 se
midi6 el efecto de los tratamientos: Sequia
severa (columnas blancas) y Control
(columnas negras), sobre vainas de dos
semanas de Canario 60 (C60) y Pinto Villa
(PV). A. Numero de vainas por planta. B.
Biomasa de cada vaina. Las columnas
muestran el promedio de 10 plantas en
cada tratamiento y las barras indican el
error estandar. El asterisco indica
diferencias significativas entre los

tratamientos al 5% de error.

El analisis de la biomasa por vaina en la variedad Pinto Villa mostrd que las vainas

en establecimiento incrementaron su biomasa al doble por efecto del tratamiento

de sequia (Figura 15B); mientras que no se observd ningun efecto sobre la

biomasa de las vainas de Canario 60 en esta etapa. Esta observacion sugiere que

la estrategia adaptativa seleccionada en Pinto Villa frente a la sequia, implica el



percibir el déficit de agua mas rapidamente, y tiene como consecuencia el aborto
de parte de sus vainas lo cual posteriormente es compensado al acelerar el

llenado de las vainas sobrevivientes.

La sequia afecta el contenido de almiddn por vaina, en las vainas jovenes de la variedad Pinto

s

illa

Para examinar el transporte de carbono hacia las vainas en la etapa de
establecimiento de las mismas, se evalud el efecto de la sequia sobre la
acumulacion de almiddn en vainas de una y dos semanas. En la Figura 16 se
muestra que el contenido de almiddn por vaina aumentoé con el desarrollo de las
vainas en ambas variedades. Considerando que las vainas de una y dos semanas
se encuentran en etapa de prealmacenamiento, ya que los cotiledones todavia no
se han desarrollado (Oliker et al., 1978; Borisjuk et al., 2003), esta acumulacion
creciente de almiddn en las vainas hace suponer que algun tejido materno de la
vaina (observaciones preliminares usando lugol para observar los granos de
almiddn, indican que es el parénquima del mesocarpo) actia como reservorio
temporal de almidén, como sucede en otras leguminosas (Abirached-Darmency et
al., 2005).

En cuanto al efecto del estrés hidrico sobre las vainas de Canario 60 no se
detectaron cambios en el contenido de almiddn. Al contrario, en la Figura 16 se
muestra que la sequia promovid la acumulacion de almidon en las vainas de Pinto
Villa y, que esta acumulacion es estadisticamente significativa en las vainas
cosechadas en el dia 44 DS. En las vainas cosechadas el dia 38 DS, cuando las
plantas no se encontraban todavia en sequia severa, se observa el mismo patron
de respuesta descrito, aunque las diferencias no alcanzan a ser significativas.

También se puede ver en la Figura 16 que las vainas de Canario 60 en esta etapa
contienen mas almiddn por vaina que las vainas de Pinto Villa bajo condiciones
control, y que no responden al estrés. Como ya se mostré en las Figura 8 y 10
este mayor contenido de almidon en Canario 60, a la larga, no implica mas

biomasa de las vainas en el momento de la cosecha. Estas observaciones indican



gue ademas de la posibilidad de almacenar almiddn en algun tejido materno de la
vaina en condiciones de sequia, Pinto Villa moviliza mas eficientemente el carbono
acumulado en la vaina para convertirlo en biomasa en las semillas; habilidad que

no fue evidente en Canario 60.

Vainas de una semana dos semanas
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Figura 16. Contenido de almidén por vaina En el experimento descrito en la Figura
14 se midi6é el efecto de los tratamientos: Sequia severa (columnas blancas) y control
(columnas negras), sobre el contenido de almidén en vainas de 1 y 2 semanas de
desarrollo de Canario 60 (C60) y Pinto Villa (PV). Las vainitas, etiquetadas al momento de
la antésis, se cosecharon en los dias 38 y 44 después de la siembra. Las columnas
muestran el promedio de 5 plantas en cada tratamiento y las barras indican el error
estandar. Letras diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos al 5% de

error.

La sequia afecta el contenido de marca incorporada en almidén en las vainas en etapa de

establecimiento, de la variedad Pinto Villa

Se determind el efecto de la sequia sobre la movilidad de carbono hacia las vainas
en la etapa de establecimiento. Para esto, como se describe en la Figura 14, se
aplicé un pulso de “CO,, y se cuantificé la marca en almidén por vaina, en vainas

de una y dos semanas de desarrollo. En la Figura 17 se muestra que la marca



incorporada en almidén aumentd significativamente por efecto de la sequia en

Pinto Villa, en tanto que Canario 60 no se detectd algun efecto significativo.
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Figura 17. Efecto de la sequia sobre el contenido de marca incorporada en
almidéon en las vainas en establecimiento En el experimento descrito en la Figura
14, se midi6 el efecto de los tratamientos: Sequia severa (columnas blancas) y control
(columnas negras), sobre la acumulacién de '*C incorporado en almidén, en vainas de 1y 2
semanas de desarrollo de Canario 60 (C60) y Pinto Villa (PV). Las vainitas etiquetadas al
momento de la antésis se cosecharon en los dias 38 y 44 después de la siembra. Las
columnas muestran el promedio de 5 plantas en cada tratamiento y las barras indican el
error estandar. Letras diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos al

5% de error.

Es de resaltar que este resultado y el que se muestra en la Figura 11 son
consistentes con el hecho que Pinto Villa transporta méas carbono (C'*) hacia las
vainas por efecto de la sequia, independientemente de cuando se incubaron las
plantas con la marca, o de cuando se impuso la sequia, antes o después del inicio
de la floracion. Estas observaciones refuerzan la idea que la sequia induce en
Pinto Villa una eficiente translocacion del carbono hacia las vainas, lo que se
podria considerar como la estrategia adaptativa que le permite comportarse como

una variedad resistente a sequia.



5.2.4. Efecto de sequia durante la etapa de establecimiento de las

vainas, en el metabolismo de azucares en la vaina.

Generalmente se acepta la idea que el llenado de los frutos depende de lo que se
llama “la fortaleza o fuerza del vertedero”; esto es, la capacidad de los tejidos del
fruto para procesar rapidamente los azucares transportados hacia él, generando y
sosteniendo un gradiente de transporte de fotoasimilados entre los drganos fuente
y vertedero. De hecho se ha probado que este modelo regula la respuesta a
sequia en trigo (Yang et al., 2004a; Yang et al., 2004b).

Considerando que el efecto de mayor acumulacion de almidén en Pinto Villa se
nota desde las vainas en etapa de establecimiento cuando los cotiledones, que
son los drganos de reserva por excelencia en la semilla, todavia no tiene
establecida su fortaleza como vertedero; surge la pregunta de si esta aceleracion
en la translocacion de carbono se debe a: el establecimiento temporal de un tejido
con gran fortaleza de vertedero en la vaina, 0 a la regulacion positiva del
transporte de sacarosa, como se ha sugerido para la respuesta a sequia en maiz
(Trouverie & Prioul, 2006).

Con el objeto de indagar cual de estas dos hipdtesis explicaria el incremento en la
translocacion de *C hacia las vainas de Pinto Villa en condiciones de sequia, se
determind el contenido de azucares solubles en las vainas en etapa de
establecimiento y se cuantificd la actividad de las enzimas que participan en la
degradacion de sacarosa en las vainas.

La cuantificacion de los azucares mostrd que glucosa, fructosa, sacarosa y
maltosa son los mono y di sacaridos mas abundantes en las vainas de una y dos
semanas de desarrollo, en ambas variedades (ver detalles en Materiales y
métodos).

La determinacion de los niveles de estos azucares en vainas de plantas que
fueron sometidas a sequia mostré que en Canario 60, el tratamiento de sequia no
afectd el contenido de azucares solubles por vaina, con respecto la condicion

control (ver Figura 18)
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Figura 18. Efecto de Ia
sequia sobre los azlcares
solubles, durante el
establecimiento de las
vainas. En un experimento
como el descrito en la Figura 14,
se midié el efecto de los
tratamientos: Sequia severa
(columnas blancas) y control
(columnas negras), sobre el
contenido de azucares solubles
en vainas de 1 y 2 semanas de
desarrollo de: Canario 60 (C60)
y Pinto Villa (PV). Las columnas
muestran el promedio de 6
plantas en cada tratamiento y
las barras indican el error
estandar. (*) indica diferencias
significativas entre los
tratamientos al 10% de error
(**) diferencias significativas

entre los tratamientos al 5%.



Al contrario, el contenido de hexosas por vaina fue significativamente mayor en

las plantas de Pinto Villa comparado con los valores obtenidos bajo condiciones
control. Adicionalmente, el contenido de sacarosa por vaina en Pinto Villa también
aumentd por efecto de la sequia, y este aumento es estadisticamente significativo
en las vainas de dos semanas de desarrollo. Notese que las graficas en la Figura
18 se presentan en escala logaritmica para visualizar mejor el contenido de
sacarosa en las vainas de Pinto Villa en sequia, que es 44 veces mayor que el

contenido del mismo azucar en las vainas control.

Con el objeto de evaluar el establecimiento de las vainas como drganos vertedero,
se determinaron las actividades enzimaticas que degradan sacarosa; (la actividad
de invertasas (acida y neutra) y de sacarosa sintasa (Susy)), en vainas de una
semana de desarrollo. Como se muestra en la Tabla 1, la actividad de ninguna de
las tres enzimas se vio afectada por la sequia en el caso de las vainas de Canario
60. En cambio, en las vainas de Pinto Villa, la actividad de invertasa neutra
disminuyd y la actividad de sacarosa sintasa aumento ligeramente. Este ligero
incremento en la actividad de Susy podria estar relacionado con el incremento en
las hexosas que se observa en las vainas de Pinto Villa en sequia (Figura 18),
pero no es suficiente para explicar el incremento en la translocacion de carbono
hacia las vainas en esta variedad, por un fortalecimiento de la funcion de estos
oérganos como vertedero.

En Figura 18 se observa también que en Pinto Villa aumenta el contenido de
maltosa en las vainas de dos semana de desarrollo en sequia. El contenido de
maltosa no se afecta por la sequia en las vainas de una semana de Pinto Villa ni
en ninguna de las vainas de Canario 60. La matosa proviene de la degradacion del
almiddn por efecto de f-amilasas y se ha reportado que en plantas de Arabidopsis,
ciertas condiciones de estrés activan una p-amilasa (Kaplan & Guy, 2005). Aunque
la acumulacion de maltosa es indicativo de que hay degradacion de almidon, esto
no necesariamente es contradictorio con la acumulacion de almiddon que se

observa bajo estas condiciones; ya que, se ha mostrado que la biogénesis de los



granos de almidon requiere de un recambio activo del mismo (degradacion parcial
y sintesis) (Smith et al., 2003) .

Tabla 1. Efecto de la sequia sobre la actividad enzimatica degradadora de
sacarosa en vainas durante su etapa de establecimiento. Se midi6é la actividad
de invertasa neutra, invertasa acida y sacarosa sintasa (en sentido de la degradacién de
sacarosa) en vainas de una semana de plantas en sequia severa y en condiciones control.
En la actividad de invertasas la hexosa cuantificada fue glucosa, y en la actividad de

sacarosa sintasa la hexosa cuantificada fue fructosa.

Control Sequia severa
Actividad Variedad hexosa (ug) * proteina (ug) “Tehora

Invertasa acida  Canario 60 36.970 ((+/-14.8)|n=4| 29.131 | (+/-7.1) |n=4

Pinto Villa | 34.135 |(+/-16.7)[n=4| 55.049 |(+/-14.1)|n=4

Invertasa neutra |Canario 60 45.386 |(+/-7.3)|n=4| 46.538 | (+/-2.4) |n=4
Pinto Villa (*)| 92.424 |(+/-2.5)|n=4| 45504 |(+/-16.5)| n=4

Sacarosa sintasa (Canario 60 93.303 |((+/-15.0)|n=4| 73.174 |((+/-17.0)| n=4

Pinto Villa (*)| 71.087 |(+/-10.7)[n=4| 100.930 |(+/-16.4)|n=4

(*) diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos al 10% de error



6. Discusion

En este trabajo abordamos dos preguntas sobre el frijol comun: Primero
indagamos por la existencia de marcadores fenotipicos relacionados con la
resistencia a sequia y luego nos preguntamos por los mecanismos que le permiten
a la variedad Pinto Villa ser resistente a sequia, y la relacion de estos mecanismos
con la movilidad de fotoasimilados entre los drganos fuente y vertedero. En
relacion con la primera pregunta, encontramos que el contenido relativo de agua
(CRA) en las hojas, la conductividad estomatica, y el cambio en el contenido de
almidon y de sacarosa en las vainas de dos semanas de desarrollo, son
caracteres fenotipicos relacionados con la resistencia a sequia, que podrian ser
usados en seleccion y/o en el establecimiento de marcadores moleculares
asociados con la resistencia a sequia.

La importancia de identificar caracteres fenotipicos relacionados con la resistencia
a sequia se ha mostrado en cultivos como el arroz y el maiz en los que se han
obtenido lineas mejoradas para enfrentar la sequia seleccionando por este tipo de
caracteres (Ribaut et al., 2000; Lafitte et al., 2003; Zhao et al., 2008). En el frijol se
ha sugerido que identificar marcadores fenotipicos relacionados con la respuesta
al déficit hidrico es un objetivo prioritario, ya que estos marcadores harian mas
corta la seleccion de nuevas variedades resistentes a este tipo de estrés. En la
actualidad el de proceso seleccion de nuevas lineas resistentes a sequia es muy
largo y costoso (Schneider et al., 1997b; Miklas et al., 2006). Dado que el frijol es
una de las leguminosas que mas se consume en el mundo (Graham & Vance,
2003), que en México constituye el segundo cultivo en consumo después del maiz,
y que el 84% de la produccidon mexicana, y de otros paises, esta sujeta a riesgo de
sequia (SIAP, 2003); el desarrollo de nuevas variedades resistentes a esta
condicion limitante y el establecimiento de herramientas que contribuyan al

desarrollo de nuevas variedades, se consideran materias prioritarias.



Usando a las variedades ‘Pinto Villa’ y ‘Canario 60’ como modelos de una variedad
resistente y otra susceptible a sequia, respectivamente; se midid el CRA, el cual
refleja la relacion entre el agua que puede absorber un tejido y el agua que
contiene en una condicion determinada. Altos valores del CRA en hojas, como los
que se presentan en Pinto Villa en condiciones de sequia , indican que estas hojas
pueden absorber mas agua que las mismas hojas en condiciones control y, dado
que las células vegetales no pueden cambiar su tamano, este resultado sugiere
que los tejidos foliares de Pinto Villa en déficit hidrico acumularon solutos que les
permitieron absorber mas agua que las hojas de la misma variedad en condiciones
control. Esto no ocurre en la variedad sensible, Canario 60 (ver Figuras 3y 4).

Las mediciones del CRA en campo en horas de la tarde son consistentes con lo
anterior y reflejan que en condiciones de campo hay una mayor deshidratacion de
las hojas en ambas variedades debido a la menor humedad relativa del ambiente
la cual afecta por igual a las plantas en todos los tratamientos (ver Figura 4).

Si bien es cierto que el CRA no es una medicion directa del ajuste osmaético (Babu
et al., 1999), multiples reportes muestran la relacion entre diferentes formas de
estimar el contenido relativo de agua y el ajuste osmdtico (Boyer & Meyer, 1979;
Dichio et al., 2006; Verslues & Bray, 2006). Una consideracion importante para
hablar de ajuste osmaético es poder diferenciar el incremento en la concentracion
de solutos debido a la deshidratacion, del incremento activo de solutos para
incrementar el potencial osmaético; que es a lo que se llama ajuste osmatico
propiamente dicho (Boyer & Meyer, 1979). El estado de hidratacion de una planta
depende de tres factores: (1) la disponibilidad de agua en el sustrato, (2) la tasa de
transpiracion y (3) la habilidad de la planta para tomar el agua por la raiz. En
cuanto al primer factor; en este trabajo las disponibilidad de agua del sustrato fue
controlada en el invernadero y medida en el campo, lo que garantiza que las
plantas de ambas variedades se encontiraban sometidas a condiciones de
disponibilidad de agua en el sustrato comparables en cada experimento, tanto en
los tratamientos control como en los tratamientos de estrés. La tasa de

transpiracion en una condicion dada depende de la permeabilidad estomatica. En



este trabajo mostramos que en condiciones de sequia terminal en el invernadero y
en el campo (ver Figuras 5y 6), ambas variedades cierran sus estomas al mismo
nivel, con lo cual se iguala el efecto del segundo factor sobre ambas variedades.
La unica posibilidad de que el incremento en el CRA observado en Pinto Villa bajo
sequia severa dependa de un mayor estado de deshidratacion en sus tejidos,
seria que esta variedad presentara una disminucion en su habilidad para absorber
el agua del sustrato, lo cual se habria observado en la evolucion del peso de las
macetas. Este analisis permite deducir que la diferencia en el comportamiento del
CRA entre Pinto Villa y Canario 60, no depende de diferencias en el estado de
hidratacion de los tejidos foliares, y sugiere que Pinto Villa en sequia acumula
solutos de forma activa en sus hojas, al menos, bajo condiciones de sequia severa

en campo y bajo sequia moderada en el invernadero.

Los mayores valores del CRA detectados por la tarde, comparados con los
obtenidos por la manana, sugieren que la acumulacion de solutos en las plantas
de Pinto Villa, sometidas a restriccion de agua, le permite a esta variedad
aprovechar la condensacion de agua que se presenta durante la noche para
recuperar la turgencia de sus tejidos foliares a niveles mas cercanos a los de las

plantas control que los observados en Canario 60 (ver Figura 4).

En la variedad de frijol comun ‘Carlos Favorit’, que no es una variedad
particularmente resistente a sequia, se midid la presion osmoadtica en hojas de
plantas crecidas en hidroponia y tratadas con polietilen-glicol (PEG) para inducir
estrés osmatico (Jensen, 1981), al contrario que Pinto Villa, en ese trabajo se
encontrdé que la variedad ‘Carlos Favorit’ no hace ajuste osmatico. Ese reporte, y
nuestros resultados, indican que existe variabilidad genética entre las variedades
de frijol en cuanto al ajuste osmatico y el CRA lo cual sugiere que este parametro
en combinacion con otros, puede ser un caracter fenotipico util en la seleccion de

variedades de frijol resistentes a la sequia.



En los ultimos anos se ha cuestionado la utilidad del ajuste osmdtico como
mecanismo para evitar el efecto del déficit de agua sobre los cultivos, y la duda es
razonable por dos hechos. Primero, una década de investigacion usando plantas
transgénicas que sobreexpresan enzimas implicadas en la sintesis de osmolitos
no ha conducido necesariamente a una mayor resistencia a sequia (Serraj &
Sinclair, 2002). Esto sdlo refleja que el fendmeno del ajuste osmadtico, como
muchos otros fendmenos relacionados con la sequia, es complejo y esta
fuertemente regulado en las plantas. Otras aproximaciones podrian conducir a
mejores resultados como lo sugiere la identificacion de QTLs asociados al ajuste
osmatico y el contenido relativo de agua en girasol (Teulat et al., 1998). El
segundo argumento que se ha usado para desvirtuar el ajuste osmotico como
mecanismo de respuesta a sequia, util para el mejoramiento de cultivos, es que
los efectos positivos de la acumulacion de osmolitos se han observado sdlo en
condiciones de sequia muy severa, en las cuales, la productividad se ve reducida
de todas formas (Serraj & Sinclair, 2002). En este trabajo se observé que Pinto
Villa es capaz de realizar un ajuste osmoédtico bajo condiciones de sequia
moderada en el invernadero y, con valores no significativos pero consistentes,
también mostré ajuste osmotico bajo condiciones de temporal en el campo (ver
Figuras 3 y 4). El hecho de que el ajuste osmdtico de una variedad no sea
condicion suficiente para obtener niveles adecuados de productividad en
condiciones reales de cultivo, no lo descarta como un dispositivo que pueda
contribuir, en conjuncion con otros mecanismos, a incrementar la resistencia a
sequia.

En el mismo sentido, los autores que critican el uso del ajuste osmotico como
parametro para la seleccion de resistencia a sequia, sugieren que los esfuerzos en
la seleccion de resistencia deben orientarse mas directamente hacia la
optimizacion de la biomasa cosechable, en lugar de dirigirse a la proteccion de la
biomasa global de la planta, que es el rengldn en el que actia el ajuste osmotico.
Sin embargo, considerando como centrales los mecanismos relacionados con la

biomasa cosechable (de los cuales nos ocuparemos mas adelante en esta



discusion), la proteccion de la biomas total de la planta puede implicar un
incremento pequeno pero considerable de la proteccion de la produccion en

condiciones de sequia.

Usando el mismo modelo de variedades resistente y susceptible, en este trabajo
también se demostré que Pinto Villa en condiciones dptimas de crecimiento,
mantiene alta permeabilidad estomatica en sus hojas (ver Figura 5). En cambio,
las plantas de esta variedad que pasaron por restriccion hidrica intermedia, tanto
en el campo como en el invernadero, disminuyeron su conductividad estomatica
con respecto a la condicion control, lo cual les permite protegerse de la
deshidratacion. Canario 60 no mostrd este efecto en sequia intermedia (ver
Figuras 5y 6).

En leguminosas se ha estudiado la tasa de transpiracion en condiciones de sequia
y se ha documentado la disminucion de la tasa de transpiracion en diferentes
variedades (Sanchez-Blanco et al., 1998; Aguirre et al., 1999). Sin embargo, en
este trabajo, por primera vez se presenta una posible relacion entre las diferencias
en el comportamiento de la transpiracion, evaluada a través de la conductividad

estomatica y la resistencia a sequia.

En este estudio se encontr6 que dos de los parametros propuestos: la
conductividad estomatica y el CRA en las hojas, reportan diferencias en la
respuesta a sequia de las variedades modelo que se usaron. Ademas, se encontrd
que el contenido de almiddn y de sacarosa en vainas de dos semanas reportaron
amplias diferencias, en la respuesta a sequia de las mismas variedades. Todo lo
anterior sugiere que estos cuatro parametros se podrian usar como caracteres
fenotipicos asociados con la sequia en frijol. Para validarlos hace falta probarlos
en otras variedades susceptibles y resistentes a sequia, preferiblemente
abarcando la variabilidad presente en el frijol en cuanto a tipo de semilla y habito
de crecimiento. Y en el caso de la conductividad estomatica y el CRA es

conveniente evaluar su uso en etapas mas precoces del desarrollo vegetativo.



Considerando que la determinacion del CRA y la conductividad estomatica es
barata y reproducible es posible sugerir el uso de estos dos parametros como
caracteres fenotipicos utiles en la seleccion de lineas resistentes a sequia. En
cambio, el contenido de sacarosa y de almiddn en vainas de dos semanas no son
parametros tan precoces ni tan baratos de determinar como los anteriores; pero
podrian usarse para el establecimiento de marcadores moleculares los cuales a su

vez serian utiles en la seleccion de nuevas lineas resistentes a sequia .

Los resultados discutidos hasta ahora indican que las hojas de Pinto Villa
responden a la sequia mediante ajuste osmoético y cerrado de estomas. Estas
respuestas ciertamente pueden proteger a los tejidos de la deshidratacion, evadir
el efecto de la misma sobre la fotosintesis y ayudan a mantener la biomasa
vegetativa de la planta. Sin embargo, en el frijol como en otros cultivos lo que
importa en términos de la produccion es la biomasa del grano. Eso significa que,
aunque el efecto del cambio en el CRA y del cerrado de estomas en respuesta a
sequia pueda ser relevante en la resistencia, el mecanismo determinante de la
resistencia observada en Pinto Villa, debe estar relacionado con el hecho de que
en esta variedad el indice de cosecha se mantiene alto en condiciones de sequia.

Esto nos lleva a la segunda pregunta de este trabajo, en relacion con la

participacion de la distribucion de fotosintatos durante la resistencia a sequia.

Mediante experimentos de pulso y caza con '“C demostramos que el déficit de
agua estimula la movilizacion eficiente de compuestos carbonados hacia las
vainas en la variedad Pinto Villa, lo que le permite mantener su productividad en
condiciones de sequia (ver Figuras 8, 10, 12,13,16 y 17).

Este resultado esta en concordancia con los reportes previos, a partir de
experimentos de campo, en los que se observo que Pinto Villa presenta indices de
cosecha altos y mantiene la biomasa del grano en niveles mayores al compararse
con variedades susceptibles (Acosta-Gallegos et al., 1997; Rosales-Serna et al.,
2000; Teran & Singh, 2002; Beaver et al., 2003; Graham & Vance, 2003). En esos



trabajos se sugiere que la resistencia de Pinto Villa se relaciona con la distribucidon
de fotoasimilados y, que esta distribucion podria estar afectada por cambios en la
metabolismo del carbono en los drganos fuente y/o vertedero o por cambios en la
movilidad del carbono, en respuesta a la restriccion de agua.

En este trabajo demostramos que, en plantas que se encuentran en etapa del
llenado del grano, la fraccion del almidon marcado con “C (que en adelante
llamaré: almidén-'“C) que se localiza en las vainas aumenta cuando la variedad
Pinto Villa es sometida a tratamientos de sequia terminal, con respecto a la
fraccion de almidon marcado que se localiza en vainas de la misma variedad
crecida bajo condiciones control. La fraccion del almidén-"*C en las vainas de
Pinto Villa en sequia y control, también fue mayor que la fracciéon de almidén-'C
que se localiza en las vainas de Canario 60 sometidas a los mismos tratamientos
(ver Figura 11). Los resultados mostrados indican que en esta variedad resistente,
hay una mayor eficiencia en la translocacion de carbono hacia las vainas en
condiciones de sequia, por lo que se propone que éste es uno de los mecanismos
seleccionados responsables de la resistencia a sequia en el cultivar Pinto Villa.

Los resultados obtenidos en este trabajo también demuestran que el incremento
en la eficiencia de translocacion de C por efecto de la sequia, se observa en Pinto
Villa desde estados tempranos del desarrollo de las vainas, cuando se encuentran
en etapa previa a la etapa de almacenamiento (ver Figuras 16 y 17). Esta
respuesta rapida permite que las vainas de Pinto Villa en déficit hidrico alcancen,
al final de la etapa de llenado del grano, niveles de acumulacién de almidén-'“C
similares a los encontrados en las vainas de plantas en condiciones control.
Adicionalmente, los niveles de marca incorporada en almiddn, encontrados en las
vainas de Pinto Villa al final de la etapa de llenado del grano, son mayores que los
niveles de almidén-'*C encontrados en las vainas del cultivar susceptible Canario
60 (ver Figura 11).

Los cambios en la movilidad del almidén-"*C también se detectaron a través del
analisis de la distribucion entre las vainas y las hojas (fraccion vertedero/fuente,

ver Figura 13). En este andlisis se observa que; por efecto de la sequia en Pinto



Villa, el almidén-'“C se localiza preferiblemente en las vainas, lo cual no sucede en
Canario 60. Estos datos, junto con el hecho de que los tallos no participaron en la
economia del almiddn (ver Figura 12), y que es posible recuperar marca de las
vainas aun cuando el marcaje se llevo a cabo en plantas que no habian florecido,
permiten concluir que las hojas son la principal fuente del carbono que
posteriormente se acumula en las vainas, como lo habia sugerido Rosales-Serna 'y
colaboradores a partir del analisis de la distribucion de la biomasa en esta

variedad (Rosales-Serna et al., 2003).

El hecho de que, durante la etapa intermedia del llenado del grano, Canario 60
también acumulara almidéon marcado por efecto de la sequia sugiere que en esta
variedad existen algunos de los elementos del mecanismo de respuesta al déficit
de agua observado en Pinto Villa. Sin embargo, esta respuesta sélo se observa en
la etapa intermedia del llenado del grano y no en etapas anteriores ni posteriores,
por lo que no es suficiente para sobreponerse al efecto de la sequia (ver Figura
11), lo cual es evidente porque al final del llenado del grano las vainas de Canario
60 sometidas a sequia contienen menos almidén marcado y menos biomasa (ver
Figuras 10 y 11). En el andlisis vertedero/fuente también resultd evidente que la
respuesta de Canario 60 a la sequia es insuficiente, ya que no se detectaron
cambios en esta relacion en ninguna de las etapas del llenado del grano (ver
Figura 13).

En su conjunto, estos datos sugieren que el incremento en la eficiencia de
translocacion de compuestos carbonados hacia las vainas es una estrategia
efectiva usada por Pinto Villa durante la sequia para mantener su productividad.
Los resultados de los experimentos en los que se analizo el efecto de la sequia
sobre las vainas en establecimiento, que corresponde a una etapa previa a la de
almacenamiento, mostraron que el contenido de almiddn en las vainas de Pinto
Villa aumenta por efecto de la sequia y, que este tratamiento no tiene efecto sobre
el contenido de almiddn en las vainas de Canario 60. Este ultimo resultado puede

deberse a que las vainas de Canario 60 mostraron un alto contenido de almiddn



en condiciones de riego, lo que se podria interpretar como que las vainas de esta
variedad no necesitan activar la acumulacion de este polisacarido para
sobreponerse a la sequia. Sin embargo, como se demuestra en este trabajo, esta
variedad susceptible no se sobrepone a la sequia, lo que implica que tener mucho
almiddn en sus vainas prealmacenativas no redunda en mayor biomasa de sus
semillas al final del ciclo de cultivo (ver Figuras 10, 16y 17).

En haba se establecié mediante microscopia y marcadores del desarrollo, que en
las vainas de dos semanas los cotiledones no estan en etapa de almacenamiento
(Borisjuk et al., 2003) y esto concuerda con lo que se asume comunmente para el
frijol y por lo cual se clasifican las etapas de desarrollo de las vainas (CSU, 2007).
Considerando que, Canario 60 tiene altos contenidos de almiddn en sus vainas de
dos semanas, pero ese contenido de almidon no redunda necesariamente en
mayor biomasa de sus semillas, y que en las vainas en esta etapa los cotiledones
no estan en fase de almacenamiento; es presumible que el carbono que se
encontrd en las vainas de dos semanas de Pinto Villa y Canario 60 se encuentra
en un compartimiento de almacenamiento temporal del cual debe transportarse
hacia las semillas. Ya que la sequia disminuye el paso del carbono de la vaina a la
semilla en Canario 60, es posible que este transporte entre el compartimiento de
almacenamiento temporal y la semilla, esté afectado por la sequia en esta
variedad susceptible. Datos preeliminares indican que este almacenamiento
temporal de almiddn ocurre en el exocarpo al igual que se detectdé mediante
analisis microscopicos en vainas de chicharo en condiciones control (Abirached-

Darmency et al., 2005)

Los altos niveles de glucosa y fructosa que se detectaron en vainas en etapa
prealmacenativa, de plantas bajo condiciones de sequia, sugieren que en estas
vainas hay una activa degradacion de sacarosa que, presumiblemente, se utilizara
en la sintesis de almiddn, el cual, se acumula en las mismas vainas (ver Figura
18). Este resultado concuerda con el incremento observado en la actividad de

sacarosa sintasa bajo condiciones de estrés y, con reportes previos que indican



que el transcrito de esta enzima se acumula en respuesta a esta condicion
estresante en plantas de Arabidopsis'y de Phaseolus (Dejardin et al., 1999;
Micheletto et al., 2007). Adicionalmente, la acumulacion de mayores cantidades de
fructosa que de glucosa en las vainas prealmacenativas de Pinto Villa en
condiciones de sequia, sugiere que en estas vainas la degradacion de sacarosa
ocurre preferencialmente por la via de la sacarosa sintasa y no por la via de las
invertasas, como se ha reportado que ocurre en Vicia faba en condiciones optimas
de crecimiento (Weber et al., 1995; Weber et al., 1996a). En leguminosas no se ha
estudiado el papel de la sacarosa sintasa y las invertasas de la vaina y el embrion
en condiciones de sequia; sin embargo, se sabe que en condiciones Optimas
ambas enzimas participan en el establecimiento de la fuerza del vertedero en
diferentes estados de desarrollo de la vaina y de la semilla (Weber et al., 1996a;
Weber et al., 1996b).

En cuanto a la sintesis de almiddn, los resultados obtenidos en este trabajo
concuerdan con los reportes que sefalan que la actividad de AGPasa se
incrementa en respuesta al estrés hidrico en arroz (Yang et al., 2004b). Por otro
lado, estos resultados contrastan con los obtenidos en tubérculo de papa en
donde se encontrd que la actividad de AGPasa y el contenido de almiddn
disminuyen por efecto de los tratamientos de sequia (Geigenberger et al., 1999).
Sin embargo, es de esperarse que los procesos fisioldgicos de las semillas sean
diferentes a los que se observan en un drgano especializado en almacenamiento

que se caracteriza por su gran fuerza como vertedero, como es el tubérculo de

papa.

El contenido de maltosa también aumentd por efecto de la sequia en las vainas
preamacenativas de Pinto Villa (ver Figura 18), y dado que la sintesis de almidon
requiere de la degradacion del mismo (Smith et al., 2003); esta observacion
refuerza la hipdtesis de que esta variedad es capaz de acelerar el desarrollo de la
semillas y el llenado del grano en sequia (Rosales-Serna et al., 2003). Ademas,

este resultado concuerda con observaciones hechas en Arabidopsis que muestran



que se la acumulacion activa de almiddon en respuesta a estrés coincide con
acumulacion de maltosa (Kaplan & Guy, 2005).

Nuestras observaciones (Figura 15) y otros reportes (Acosta-Diaz et al., 1997),
que muestran que la sequia induce el aborto de flores y vainas en Pinto Villa,
sugieren que para contrarrestar este efecto en esta variedad se inducen cambios
en la relacion fuente/vertedero que permiten el desarrollo de algunas vainas con
semillas de buena calidad, garantizando asi la sobrevivencia de su progenie. En
cambio la variedad Canario 60 parece ignorar la condicion limitante e intenta llenar
todas sus semillas, lo que se interrumpe ante condiciones mas severas y

finalmente resulta en una mayor pérdida de biomasa en las vainas.

La integracion de estos resultados sugiere fuertemente que en la variedad
resistente a sequia Pinto Villa, la baja disponibilidad de agua induce el transporte
eficiente de sacarosa de las hojas hacia las vainas, lo cual favorece la sintesis y
acumulacion de almiddn en las vainas y, posteriormente, en las semillas. Aunque
los datos en este trabajo no demuestran de forma directa que la fuerza del
vertedero en las vainas de Pinto Villa no juega un papel importante en la
distribucion del carbono, sin duda constituyen evidencia indicativa de que el
transporte de sacarosa y su regulacion son el mecanismo que le permite a esta

variedad soportar la condicion adversa de la sequia y mantener su productividad.

La sequia, como muchas otras condiciones estresantes, impone a las plantas un
estrés metabdlico porque afecta la fotosintesis, reduciendo el abasto de azucares
y, por lo tanto, de energia. Por eso no es extrafio que la resistencia a sequia en
muchos cultivos se relacione con la seleccion de alelos que implican una eficiente
modulacion de la transpiracion, la fotosintesis y el metabolismo de carbohidratos.
Nuestras conclusiones concuerdan con el numero creciente de reportes que
vinculan la respuesta a diferentes condiciones de estrés con la modulacion del
metabolismo de azucares en Arabidopsis y otras especies vegetales (Baena-
Gonzalez et al., 2007; Dauwe et al., 2007; Li et al., 2007).



En general, los resultados de este trabajo indican que la resistencia a sequia del
frijol comun esta asociada a la regulacion del cerrado de estomas y del ajuste
osmatico, y demuestran por primera vez, que esta resistencia esta relacionada con
modificaciones en la distribucion del carbdn presumiblemente, a través de modular
su transporte, lo cual se habia descrito antes para dos especies de cereales y en
uva, pero no para leguminosas (Yang et al.,, 2001; Bota et al., 2004; Trouverie &
Prioul, 2006).



7. Conclusiones

* Los parametros: temperatura foliar, contenido de clorofila, cobertura foliar,
longitud y grosor del hipocdétilo, y longitud de la raiz primaria no permitieron
diferenciar el comportamiento frente a la sequia de las variedades de frijol

comun Pinto Villa y Canario 60.

* ElI Contenido Relativo de Agua y la conductividad estomatica en hojas
adultas y, el contenido de almiddn y de sacarosa en vainas de dos semanas
de desarrollo, permitieron diferenciar el comportamiento frente a la sequia

de las variedades Canario 60 y Pinto Villa.

* En la variedad resistente Pinto Villa, la sequia promueve acumulacion de
almidon en vainas jovenes. En la variedad Canario 60 la sequia no afecta la

cantidad de almiddn en las vainas.

* Los tratamientos de sequia promueven la acumulacion de almidon en las
vainas de la variedad Pinto Villa. Esto sucede independientemente de si la
sequia se aplica antes o después de la floracion y, sucede en vainas desde
1 y 2 semanas de desarrollo hasta antes de la madurez. En la variedad
Canario 60 este fendmeno no se observa en vainas jovenes, auque sucede

ligeramente cuando las vainas inician la madurez.

* La fraccion del almiddon que se localiza en las vainas en la etapa de llenado
de la variedad Pinto Villa, aumenta por efecto de los tratamientos de
sequia; y es mayor que la del almiddon que se localiza en las vainas en

plantas de la misma edad de la variedad Canario 60.



La movilidad del carbono se afecta por la sequia en la variedad Pinto Villa
favoreciendo a la vaina como 6rgano vertedero. Este mecanismo es, al
menos en parte, responsable de la resistencia a sequia observada en esta

variedad.

El contenido de sacarosa, glucosa y fructosa aumenta drasticamente en las
vainas de dos semanas de Pinto Villa sugiriendo que el transporte de

sacarosa se activa en respuesta a sequia en esta variedad.



8. Perspectivas

* Validar el uso de los parametros conductividad estomatica y contenido
relativo de agua en hojas de plantas de diferentes etapas del crecimiento
vegetativo; como caracteres fenotipicos asociados con la resistencia a
sequia, midiéndolos en otras variedades de frijol resistentes y susceptibles
a déficit de agua.

* También validar el uso de el contenido de almiddn y de sacarosa en vainas
de dos semanas; como caracteres fenotipicos asociados con la resistencia
a sequia, midiéndolos en otras variedades de frijol resistentes y
susceptibles a déficit de agua.

* Medir la actividad de las enzimas AGPasa y sacarosa fosfato sintasa en las
vainas, para confirmar si el incremento en la translocacion de carbono en
respuesta a la sequia se relaciona con el fortalecimiento del vertedero o con
el trasporte de sacarosa.

* |dentificar si existe en frijol algun transportador de sacarosa adicional a los
conocidos en soya, chicharo, Medicago y Lotus.

* Identificar, clonar y secuenciar los genes de frijol que codifican para
transportadores de sacarosa. Buscar polimorfismos en estos genes, que se
puedan asociar con la resistencia a sequia en este cultivo.

* Estudiar los patrones de expresion de los genes de los transportadores bajo
las condiciones de interés y en las variedades en estudio, para indagar la
posible participacion de estos trasportadores en la resistencia a sequia.

* Elaborar anticuerpos contra los transportadores de sacarosa, y usarlos en
plantas sometidas a sequia y a condiciones control, para caracterizar los
patrones de expresion de estas proteinas, contrastarlos con los patrones de
expresion de sus transcritos, y para conocer su abundancia y/o localizacion,

bajo condiciones de sequia en las variedades de interés.
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Apéndices

10.

de la distribucion de las macetas

esquematica

Apéndice 1. Representacion

en el invernadero.
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Apéndice 2. Experimento de Campo.

1. Representacion esquematica de la distribucion de las parcelas en el campo
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2. Contenido de agua en el suelo al momento del muestreo

Tratamiento Agua/ mg Potencial hidrico
sustrato (Bars)
(mi)/(g)
Riego 0,58 +/- 0,05 -3,19 +/-1,9
Temporal 0,33 +/- 0,08 -8,35 +/- 1,5
Sequia 0,31 +/- 0,07 -8,11 +/-1,3




Apéndice 3. Resultados de medir el efecto de la sequia sobre la cobertura

foliar

Cobertura foliar
Dos semanas de estrés. Invernadero
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El tratamiento afecta a ambas variedades promoviendo una disminucion del 1.6 y
1,5 veces en Canario 60 y en Pinto Villa respectivamente, las cuales no son

estadisticamente diferentes entre si.



Apéndice 4. Resultados de medir el efecto de la sequia sobre el contenido

de clorofila

Contenido de clorofila dos semanas de
estrés. Invernadero
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Contenido de clorofila.
Dos semanas de estrés. Campo

20

60

50
-
< 40
I
%”; 30 M Riego
3 [ Sequia
5

10
0

Canario 60 Pinto Villa

No hay efecto del tratamiento en el contenido de clorofila evaluado en hojas del

5to nudo
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Apéndice 5. Resultados de medir el efecto de Ila sequia sobre Ia

temperatura foliar

Temperatura foliar
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Canario 60 Pinto Villa

Se usaron dos métodos para medir la temperatura foliar: mediciones usando la
temocupla de un porédmetro marca Licor (Porom) y mediciones usando un
termémetro infrarrojo (IR); mostraron que la sequia incrementa la temperatura
foliar, sin embargo, el incremento estuvo en torno a 1.1 veces en ambas
variedades, lo que indica que este parametro no nos permite diferenciar el efecto

de la sequia sobre las dos variedades



Apéndice 6. Resultados de medir el efecto de la sequia sobre la longitud vy
el didametro del hipocétilo en plantulas de cuatro dias, sometidas a cuatro

dias de estrés

Longitud del hipocetilo en plantulas

20

w15 .

g - @Vemiculta en Capacidad
g 0 - ) de Campo

S : [ _ TVemiculita con 1/12 del
O T :

8 X _ . _ agua para CC

- t I [ I
1 2 3 4 1 i 3 4
cal PV
Longitud de las plantulas (cm) antes de
transplante a vermiculita
Diametro I.‘|l'_'.|. |'III:II'.-:\'_'EI1.i|I'.! an el Digmetro de! hipocatio en
gancho
= la bass
W'vamiculita 2n
T | Capacidad de
g . = Campo
"E' - i Ovemiculita con
- 1412 del agua
o oara OO
od
G0 P CED Py

Hay efectos significativos del tratamiento de sequia sobre la longitud de las
plantulas cuando estas tienen 1 0 2 cm de largo al momento de imponer la sequia;
sin embargo, el incremento que produce la sequia en la longitud de las plantulas
estd alrededor de 2 veces y no presenta diferencias significativas entre las

variedades.



Apéndice 7. Efecto de la sequia sobre la distribucién de Ila marca
incorporada en almidén en plantas que se encuentran en etapa de llenado

del grano.

Particion de la marca acumulada en almidon
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Se muestran los resultados de un experimento preeliminar a los experimentos con
“C que se muestran en la tesis. Al igual que en experimento presentado en las

figuras 9 a 13, las plantas se expusieron a 14C0O2 después de la floracion y



después del inicio de la restriccion hidrica; y se cosecharon durante la etapa de
llenado del grano.
Como se puede ver: tal como se dijo la sequia promueve la acumulacion de marca

en las vainas y la salida de marca de la hojas sdlo en la variedad Pinto Villa.



Apéndice 8. Efecto de la sequia sobre la distribucién de Ila marca
incorporada en almidén en plantas que se encuentran en etapa de llenado

del grano.

Estos resultados pertenecen a un experimento homologo al que se muestra en las

figuras 10, 11y 12.
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Apéndice 9. Efecto de la sequia sobre el contenido

que se encuentran

en etapa de establecimiento.

Contenido de almidon en vainas de

ug de glucosa solubilizada

dos semanas de desarrollo
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Se muestran los resultados de medir el contenido de almiddn por vaina en vainitas

de dos semanas de desarrollo de Canario 60 y Pinto Villa. Esta medicion se hizo

en el mismo experimento que se usd para medir los contenidos de azucares

solubles.
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