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RESUMEN

La semilla de frijol es un producto de comercializacion muy importante que en
México es basico para la alimentacidon de muchas familias. Al igual que otros
cultivos, su produccién disminuye cuando el ambiente es adverso. Es por esta
razdn que nos interesa conocer las alternativas que tienen las plantas de frijol para
lograr el desarrollo exitoso de las semillas, aun cuando las condiciones climaticas

no sean las ideales.

Removilizar nutrientes acumulados en diferentes 6rganos y canalizarlos hacia las
semillas en formacion, parece ser una de las escasas posibilidades que tiene la
planta para responder a un ambiente hostil. En este estudio se recrearon tres
condiciones que limitan la disponibilidad de los nutrientes demandados por las
semillas en desarrollo (prematura remocion de la vaina, defoliacién y sequia). El
analisis de los resultados nos permiti6 evaluar la importancia relativa de éste

proceso en diferentes genotipos de frijol.

El objetivo mas importante del presente trabajo es caracterizar los factores que
estan involucrados en la removilizacion de nutrientes hacia la semilla, y a partir de
su analisis, hacer una busqueda de genotipos que sean eficientes cuando el

ambiente de crecimiento no sea propicio.

Los resultados muestran que en condiciones normales la aportacion de la vaina
hacia las semillas es poco significativa. Sin embargo, bajo condiciones que

reducen la disponibilidad de nutrientes, su contribucion se vuelve muy importante.

La importancia de la removilizacibn de nutrientes no es igual en todos los
genotipos analizados, y contrario a lo que pensabamos en un inicio, la
removilizacion de las reservas acumuladas como almidén, no siempre son

suficientes para que el desarrollo de la semilla sea adecuado.
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INTRODUCCION.

Caracteristicas generales del frijol.
El frijol pertenece a la familia Fabacea, subfamilia Papilionoideae, tribu Phaseolae,

y especie Phaseolus vulgaris L. Tiene un alto contenido proteico (20-25%),
ademas de ser el tercer cultivo mas importante de leguminosas en el mundo
(Singh et al., 1999). Otro de los beneficios de su consumo radica en la capacidad
que tiene de disminuir los niveles de colesterol y reducir los riesgos de padecer
cancer (Anderson y Gustafson, 1989). En México es la leguminosa de mayor

consumo humano, representando el 36% de la ingesta diaria (Lara, 2015).

Las plantas de frijol son hierbas rastreras y trepadoras con foliolos de tres hojas.
El color de sus flores tiene tonalidades rosas, lilas y violetas. Sus semillas, lo que
conocemos como frijol, tienen forma de rifidn y crecen en una vaina comestible
como legumbre (ejotes). Como otras leguminosas, estas plantas tienen nédulos en

sus raices con bacterias fijadoras de nitrégeno.

Importancia del frijol en México.
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la

Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés), la produccion mundial de frijol en el
afio 2007 fue de 17.0 millones de toneladas. De acuerdo con dicho organismo, el
principal productor de éste fue la India, que contribuyd con el 23.1% de la cosecha
mundial. Brasil (18.6%), Myanmar (14.7%), China (7.2%), Estados Unidos (6.8%) y
México (5.8%), completaron la lista de los productores mas importantes. Estos

datos se muestran en la Figura 1.
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En México el cultivo de frijol esta profundamente arraigado, fue esencial en la dieta
alimenticia de las culturas prehispanicas y en la actualidad se usa en la
elaboracion de los alimentos mas tradicionales, por lo que constituye un elemento

de identificacion cultural de los mexicanos.

Esta leguminosa es fundamental en la economia campesina, representa una
fuente importante de ocupacién e ingreso, asi como una garantia en seguridad
alimentaria, pues se estima que el 20% de la produccion nacional se destina al
autoconsumo. Ademads, es un alimento rico en proteinas y probablemente la
fuente mas importante de las mismas para los sectores de bajos recursos
econdémicos (INEGI, 2007).

El dltimo censo realizado por el INEGI en 2007, reporta que la superficie cultivada
con frijol, s6lo fue superada por la que se dedico a la siembra de maiz. Sin
embargo, aproximadamente el 87 % de la superficie destinada al cultivo de frijol se
ubica en areas de temporal, el cultivo se caracteriza por los bajos rendimientos (en
2008 el rendimiento promedio a nivel nacional fue de 0.67 ton/ha) y es muy
vulnerable a las condiciones climatologicas que prevalecen durante el ciclo
productivo, siendo la escasa disponibilidad de agua, el ataque de plagas y
enfermedades y la baja fertiidad de los suelos algunas de las principales
limitantes de su produccion. Desde hace muchos afios México es importador de
frijol, sin embargo, en 2011 la produccién apenas alcanzo6 el 50% de la lograda el
afo anterior, y fue necesario importar 96,897 ton. de frijol negro y 132,053 ton. de
otras variedades, cantidades significativamente mayores a las que han importado
en afos anteriores (ASERCA, 2012). Este panorama plantea la necesidad urgente
de hacer investigaciones que faciliten el desarrollo de variedades comerciales

capaces de enfrentar exitosamente condiciones ambientales adversas.

En el mundo se conocen alrededor de 150 especies de frijol, de las cuales
aproximadamente 70 variedades se cultivan en México. Se distribuyen en siete
grupos: negros, amarillos, blancos, morados, bayos, pintos y moteados. Las
variedades de mayor consumo son: azufrado, mayocoba, negro Jamapa, peruano,

flor de mayo y junio. Las de consumo intermedio son: garbancillo, manzano, negro
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San Luis, negro Querétaro y pinto, y las de menor preferencia son: alubia blanca,

bayo blanco, negro zacatecas, ojo de cabra y bayo berrendo (Lara, 2015).

Desarrollo de la semilla de frijol.

El ciclo biolégico de las plantas anuales culmina con la formacion de semillas
capaces de germinar. En el caso particular de frijol, el proceso puede dividirse en

diez etapas de crecimiento (CIAT, 1986).

Etapa 0: Germinacion. Inicia cuando la semilla sembrada absorbe agua y se
hincha. La cubierta es rota por la radicula, que continuar4 alargandose para
convertirse en raiz primaria; después apareceran las raices secundarias. El

siguiente paso es el alargamiento del hipocotilo.

Etapa 1: Emergencia. El hipocotilo se endereza y crece hasta alcanzar su maximo
tamafo, los cotiledones se observan en la superficie del suelo y las partes

expuestas a la luz adquieren un color verde.

Etapa 2: Aparicion de hojas primarias. Estas son simples y se encuentran en
posiciones opuestas.

Etapa 3: Primera hoja trifoliada. En esta etapa los cotiledones ya se han secado
completamente y por lo regular se han caido. Es posible que a partir de la yema
gue esta en la axila de la primera hoja trifoliada se forme una rama. El nimero y la
longitud de las ramas dependen tanto del genotipo como de las condiciones de

cultivo.
Etapa 4: Tercera hoja trifoliada. En esta etapa se despliegan el resto de las hojas.

Etapa 5: Inicio de la floracidon. La aparicion de los primeros botones florales marca
el inicio de la fase reproductiva.

Etapa 6: Floracion. Inicia cuando esta abierta la primera flor en el 50% de las

plantas.




Etapa 7: Formacion de las vainas. Después de la fecundacion de la flor, la corola
se marchita y la vaina comienza a crecer. Esta etapa termina cuando la vaina

alcanza su maxima longitud.

Etapa 8: Llenado de las vainas. Esta etapa se inicia cuando la vaina termina su
crecimiento y se caracteriza por la acumulacién de sustancias de reserva en las

semillas, las cuales pueden distinguirse como abultamientos en la vaina.

Etapa 9: Maduraciéon. En esta etapa el color de las vainas cambia de verde a
amarillo; las hojas inferiores, adquieren un color amarillo y se caen. Eventualmente
se seca toda la planta y el contenido de agua de las semillas baja hasta llegar a un
15%. En la Figura 2, se presentan fotos de algunas de estas etapas.

FIGURA 2. Algunas etapas durante el desarrollo de plantas de frijol. A. Germinacion, B.
Emergencia, C. Floracion y D. Aparicién de vainas.

Los componentes mas importantes de la semilla de frijol son carbohidratos,
proteinas y lipidos, los cuales representan el 61, 22 y 1.5 %, respectivamente del

peso de la semilla seca (FAO).

Visto con mas detalle, en las semillas de las leguminosas se distingue la cubierta
de la semilla, la cual tiene un origen materno y entre sus funciones estéa proteger al
embrién y facilitar la distribucion de los nutrientes necesarios. EI embrién es
diploide mientras que el endospermo es triploide y ambos son producto de la doble
fertilizacion. Durante el desarrollo de la semilla el embrién sufrira una serie de
divisiones celulares que eventualmente originaran Organos especializados,
mientras que el endospermo, que en un principio funciona como almacén de

sustancias de reservas, desaparecera a medida que el embrion crezca y ocupe el
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espacio (Sabelli y Larkins, 2009). La acumulacion de almidon y proteinas en el
embrion, hacen necesario que los niveles de sacarosa se incrementen. En la
etapa de acumulacion de reservas no existe una coneccion directa entre el
embrion y la planta madre (Patrick and Offler, 2001, Figura 3). Sin embargo, la
cubierta seminal (de origen materno) libera cantidades importantes de sacarosa,
glutamina y alanina a la vacuola en donde se desarrolla el embrion, el cual los
incorpora por medio de transportadores especificos (Melkus et al., 2009). En caso
particular de la sacarosa, esta es Iimportada del apoplasto mediante
transportadores sacarosa/H+ localizados en las células epidérmicas vy

subepidérmicas del cotyledon (Rosche et al., 2002).

La invertasa asociada a la pared celular de la cubierta de las semillas participa en
controlar qué tipo de azlcares estan disponibles para el desarrollo de los
embriones. La alta actividad que se observa en las etapas iniciales incrementa la
concentracion de hexosas en el endospermo, y de alguna manera promueve la
divisién celular en el embrién. Un poco mas adelante, la actividad de la invertasa
asociada a la pared de las cubiertas seminales disminuye y aumenta la
concentracion de sacarosa. Esto ultimo constituye una sefial que promueve la

acumulacion de sustancias de reserva (Weber et al., 1996).

I' . Figura 3. Via de transporte de sacarosa en

las semillas en desarrollo. Se muestra la

ausencia de conexiones entre la cubierta

seminal y el embrién, asi como el papel de los

etc I

su asimilacion (Rosche et al., 2002).
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Sintesis de sacarosa.

La fijacion de CO, ocurre en el cloroplasto a través del Ciclo de Calvin. En la
Figura 4 se muestra que las triosas fosfato obtenidas en el ciclo de Calvin pueden
tener tres destinos: 1) Regeneracién del ciclo 2) Sintesis de almidén en el

cloroplasto y 3) Sintesis de sacarosa en el citosol (Garcia et al., 2006).

El transporte de las triosas fosfato del cloroplasto al citosol estd mediado por el
translocador de fosfatos el cual transporta al citosol una molécula de triosas
fosfato e introduce otra de P;, lo que contribuye a mantener constantes los niveles
de fosfato dentro del cloroplasto (Garcia et al., 2006), lo cual es de gran

importancia para la sintesis de intermediarios fosforilados y la sintesis de ATP.

ucomutase Hexose

ADP-glucose ¢ % |
H ; ADP glu(ou< phosphate phosphate (s:;n)euw
Starch pyro- s

oy
Glucose-1- _5-4) Glucose-6- phosphate N
e Prre
synthase PR phosphorylase Fructose-6-phosphate
Y/ 5-7) (5-5) A\
Pyrophosphatase ® Fructose-1, 6- ||
“ (5-6) biphosphatase ”
/ H (5-2) {lf
\ ® i 4 f
Triose phosphatﬁm Fructose-1,6-bisphosphate

(5-1)

Triose phosphates
X ks ® Aldolase
ucrose phosphate (6-3)
phosphatase ® =2
(6-10) )
Giicecidi Fructose-1,6-blsphosphate
phosphate l
Fructose-1, 6-
Sucrose phosphate B ) ‘_/' blsphosphatase

i A\
synthawe & (6-42)
UoP-glucose ,"\__/'

-9
O v
uTte Fructose-6-phosphate
UDP-glucose
lucose-1- Glucose-6-
pyrophosphorylase Glucose — Hexose phosphate

(o7 phosphate phosphate

(6-7) Phospho- Isomerase
glucomutase (6-5)
(6-6)

Figura 4. Sintesis de sacarosa a partir de triosas fosfato (Garcia et al., 2006).




El almidén es una forma de almacenar una gran cantidad de carbohidratos sin que
eso tenga consecuencias osmoéticas importantes. Puede ser una reserva a corto o
a largo plazo. El que se acumula en las hojas funciona como reserva a corto plazo,
pues la mayor parte del almidon sintetizado durante el dia se degrada por la
noche. En cambio, el almidon que se almacena en las semillas constituye una

reserva a largo plazo (Audesirk et al., 2001).

Como ya se mencioné anteriormente, la sintesis de sacarosa tiene lugar en el
citosol a partir de triosas fosfato que vienen del ciclo de Calvin, las cuales se
convierten en fructosa-1,6-bisfosfato, después en fructosa 6-fosfato y finalmente
por isomerizacion a glucosa 1-fosfato. La UDP-glucosa pirofosforilasa puede
convertir glucosa 1-fosfato en UDP-glucosa. A partir de UDP-glucosa y fructosa 6-
fosfato, la sacarosa fosfato sintasa (SPS) sintetiza sacarosa fosfato, de la que
posteriormente es desfosforilada por la sacarosa fosfatasa (Figura 5) (Peret6,
1996).

Figura 5. Metabolismo de los
OSCURIDAD LUZ . p:
azlucares en una ceélula
ESTROMA almidon (-()2 . L.
. fotosintética. 1) Representa el
glucosa  glucosa-1-fosfato ~“"“""“'>'l““'"““ translocador triosas P/P
. Yo dihidroxiacetona fosfato 2) Representa a la sacarosa
l _ / P fosfato sintasa (SPS) vy
almidon < 1 ESTROMA
e 4 , 3) Representa a la Sacarosa 6-
1 O 3
s D \.l, GIFOROL P fosfatasa (Peretd, 1996).
- - 1
1 voooo También se indica el efecto
thidroxiacetona fosfato
l positivo de glucosa 6-P sobre
oo glucosa-6-fosfato L.
L _ , la actividad de SPS, y la
------------ ® Klluclum-h-lu,\l.un
OFf 2 . e s ..
Ry inhibicion de las actividades de
sacarosa-6-fosfato
,4..013 SPS y Sacarosa 6-P fosfatasa
o L.-osacarosa por sacarosa.
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La sacarosa es un disacarido de glucosa y fructosa. Al estar unidos los grupos

reductores, la molécula es no reductora, lo que es una ventaja para el transporte.

Recordemos que los embriones de las plantas de frijol no tienen conexiones con la
planta madre y la asimilacion de sacarosa depende de la actividad de
transportadores membranales que la introducen en contra de un gradiente de
concentracion. En el interior de las células, la sacarosa puede ser transformada en
glucosa y fructosa por la accion de la invertasa citosolica o en UDP-glucosa y

fructosa por la sacarosa sintasa.

La invertasa (B-fructofuranosidasa) es una enzima que cataliza la ruptura
hidrolitica de la sacarosa en glucosa y fructosa. En las células vegetales existen 3
variantes de esta enzima: la vacuolar, cuyo pH éptimo esta entre 4.5y 5.0, la
alcalina o neutral, ubicada en el citoplasma y cuyo pH éptimo esta entre 6.8y 8.0y
la localizada en la pared celular con un pH 6ptimo acido (Zrenner et al., 1996). La
contribucion de cada una de ellas a la hidrélisis de sacarosa se basa
fundamentalmente en medir la actividad a diferentes valores de pH.

Los niveles de actividad de las enzimas que convierten y metabolizan la sacarosa,
tienen mucho que ver con su distribucién en la planta, por lo que su induccién en
fases tempranas del desarrollo de las semillas es un elemento importante para
garantizar su formacién exitosa (Geiger et al., 1989). En las etapas muy
tempranas de desarrollo de la semilla, la sacarosa es hidrolizada por las
invertasas de la pared celular, lo que se refleja en la alta concentracién de
hexosas (y poca sacarosa) en el interior del endospermo en donde esta creciendo
el embrion. Esta situacion poco después se invierte (Morley-Smith et al., 2008). En
semillas de leguminosas la sacarosa es inductor del proceso de maduracién pues
promueve la expansion celular y la acumulacion de reservas en los cotiledones
(Weber et al., 2005).

—
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Regulacién en la Sintesis de Sacarosa

La Sacarosa Fosfato Sintasa (SPS) en su forma nativa es un dimero cuyas
subunidades pesan entre 120 y 138 KDa, sin embargo, puede formar complejos
con otras proteinas (sacarosa 6-P fosfatasa, la cinasa responsable de su
fosforilacion (SPSK) y proteinas 14-3-3) Cataliza la reaccion:

UDP-glucosa + Fructosa 6-P « sacarosa 6-P+ UDP+H"

La desfosforilacion de sacarosa 6-P desplaza el equilibrio hacia la sintesis de
sacarosa. La actividad de esta enzima est4 sometida a una regulacién compleja
que involucra la fosforilacion y el efecto de Pi y glucosa 6-P. La enzima puede
fosforilarse en multiples sitios, sin embargo se ha establecido que la fosforilacion
de Serl58 en hojas de espinaca y Serl62 en hojas de maiz es la relevante.
Glucosa 6-P es un activador alostérico, mientras que Pi, actia como un inhibidor
efectivo. La fosforilacibn es muy importante para regular los cambios en la
actividad de SPS en la transicion luz/oscuridad. En espinaca durante la noche el
sitio Ser158 aparece fosforilado y la enzima es mucho mas sensible al efecto
inhibitorio de Pi, durante el dia, ese sitio se desfosforila y el efecto negativo de Pi

sobre la actividad disminuye (Huber and Huber, 1996).

La actividad de SPS se incrementa durante el dia y bajo condiciones de estrés
osmoético (sequia) y los azucares (glucosa) promueven la expresion del gen y
eventualmente son responsables de que la actividad de SPS se incremente
(Hesse et al., 1995).

La actividad de SPS estéa sujeta a una regulacién que involucra la fosforilacion y la
modulacién alostérica. Altos niveles de glucosa 6-fosfato estimulan la actividad de
SPS, mientras que niveles elevados de Pi tienen un efecto contrario. Por otro lado,
la enzima muestra su maxima actividad cuando esta desfosforilada y la
fosforilacion en un residuo de serina la convierte en una forma menos activa. Los
reguladores alostéricos también son muy importantes para definir el estado de
fosforilacion, la actividad de la SPS cinasa se inhibe por glucosa 6-fosfato,
mientras que la de SPS fosfatasa es inhibida por Pi (Weiner et al., 1992).

10
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Condiciones climaticas durante el periodo de maduracion de la semilla

Existen 2 etapas en las cuales la maduracion de las semillas es altamente
susceptible a condiciones climaticas adversas (FAO). La primera corresponde al
periodo en el que las semillas acumulan materia seca en forma de sustancias de
reserva. Si la disponibilidad de fotosintatos se reduce como consecuencia de la
falta de humedad en el suelo, la presencia de plagas y enfermedades, etc., las
semillas seran mas livianas. Es posible que su potencial de almacenamiento
también se vea afectado y que al germinar las plantas también sean menos
eficientes en su desarrollo. La segunda etapa, esta relacionada con el secado. Si
durante esta etapa llueve mucho, la deshidratacion sera lenta y el contenido de
humedad permanecera elevado por un periodo mayor, lo que propicia que las

semillas se deterioren con rapidez.

Importancia de la Removilizacion de nutrientes

Normalmente, la mayor parte del carbono que se acumula en las semillas proviene
de la actividad fotosintética que la planta realiza durante el periodo en que se
estan sintetizando las sustancias de reserva. Si las condiciones ambientales no
son adecuadas, otros 6rganos pueden exportar nutrientes que son canalizados a
la formacion de las semillas. Se ha estimado que de cada 100 unidades de
carbono asimiladas por la planta, 52 son incorporadas a las semillas y 37 se
acumulan en la vaina. Posteriormente, parte de los recursos acumulados en la

vaina son transferidos gradualmente a las semillas (Pate et al., 1977).

Se han encontrado correlaciones fuertes entre los indices del area foliar y el
rendimiento de las semillas (Pechan y Morgan, 1985). De igual manera, los
efectos negativos sobre la formacion de semillas de factores que reducen la
actividad fotosintética en el periodo posterior a la floracion estan igualmente

documentados. Por ejemplo, la reduccion en el peso de vainas y semillas cuando

11
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las plantas de Brassica se defoliaron al momento de la floraciébn (Pechan y
Morgan, 1985).

Bajo esas condiciones, la removilizacion de nutrientes se vuelve muy importante.
Se ha observado que la concentracion de proteina en las vainas alcanza su
maximo a 3 semanas después de la floracion y se reduce a 37 % entre las
semanas 3 y 6 después de la floracién, cuando tiene lugar la acumulacion maxima

de proteinas de reserva en la semilla (Staswick, 1989).

La senescencia es un proceso complejo y altamente regulado que termina con la
muerte de los érganos. Las caracteristicas de éste proceso en las hojas permite la
removilizaciébn de nutrientes, especialmente de compuestos nitrogenados a las
partes que aun estan en crecimiento. Condiciones ambientales adversas pueden
acelerar el proceso (Jansson y Thomas, 2008). Los nutrientes removilizados de los
O0rganos senescentes son muy importantes para la produccién de los cultivos
(Gregersen et al., 2013), pues se ha estimado que el 70% del nitr6geno
acumulado en las semillas de chicharo proviene de las hojas en senescencia
(Peoples y Dalling, 1988).

También se ha reportado que genotipos de frijol con alta capacidad de resistencia
a sequia se caracterizan por ser altamente eficientes en la removilizacién de
nutrientes (Cuellar-Ortiz et al., 2008).

Los frutos de frijol que son removidos de las plantas en el periodo comprendido
entre los 10 y los 30 dias después de la floracion, son capaces de movilizar
reservas acumuladas en las vainas para permitir el desarrollo de las semillas
(Fountain et al., 1989). Esta es una caracteristica que también se ha observado en
los frutos de otras leguminosas como haba, chicharo (Flinn y Pate, 1968) y soya
(Thorne, 1979). Es posible que el andlisis de la capacidad de diferentes genotipos
para removilizar nutrientes, permita la identificacion de individuos notables que

puedan ser usados en programas de mejoramiento.
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HIPOTESIS

Existen genotipos de frijol en los que la movilizacion de reservas acumuladas en
diferentes 6rganos, es usada con éxito para favorecer el desarrollo de las semillas

bajo condiciones ambientales adversas que limitan la disponibilidad de nutrientes.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar el proceso de removilizaciébn de nutrientes y evaluar la capacidad de
diferentes genotipos de frijol para favorecer la formacién de semillas cuando las
plantas son sometidas a condiciones ambientales que reducen la disponibilidad de

nutrientes.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar si la removilizacion de nutrientes es una alternativa que las
plantas usan para favorecer el desarrollo de la semilla, cuando las
condiciones de crecimiento no son ideales.

e Analizar la importancia relativa de los nutrientes removilizados en
diferentes 6rganos de la planta.

e Investigar si hay genotipos de frijol que lleven a cabo este proceso con
mayor eficiencia.

e Evaluar la importancia de la removilizacion de los azucares acumulados en
la vaina hacia la semilla.

e Investigar si hay cambios en la actividad de la sacarosa fosfato sintasa
(SPS) en vainas y semillas, que pudieran estar asociados a la
removilizacion de los nutrientes y a la acumulacion de las reservas en las

semillas.
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MATERIALES Y METODOS.

MATERIAL BIOLOGICO

Los genotipos usados tienen habitos de crecimiento y ciclos biolégicos similares.
Fueron utilizados para estudiar el proceso de removilizacion y formacion de
semillas bajo condiciones de severa limitacion de nutrientes. A partir de los
resultados obtenidos se podran analizar otros genotipos mas eficientes.

Para este estudio se seleccionaron 8 variedades de frijol, genotipo 15, 42, 40, 22,
32, 17, 26 y Canario. En el siguiente listado se muestran los nombres verdaderos

de algunos genotipos antes mencionados:

15 -V8025
22 - MAR1
26 — G17649
32 - BAT447
42 — G22179

Es importante sefialar que solo el genotipo Canario es utilizado comercialmente),
se germinaron en papel hiumedo a una temperatura de 25°C y después
trasplantadas a macetas con 3 L de agrolita. Las plantas se cultivaron en un
invernadero donde las temperaturas promedio fueron 25°C durante el dia y 18°C
durante la noche. Todos los dias se regaron con agua desionizada y cada tercer
dia con 200 mL de solucién de Hoagland, constituida por 3 mM KNOj3;, 2mM
Ca(NO3)2, 1 mM MgSO,, 0.004 mM MnCl,, 0.023 mM H3BOg3, 0.0004 mM ZnSOy,,
0.00015 mM CuSO,, 0.00005 mM H,MoO,4 y 5 gl de FEEDTA (Jones, 1982). Las
flores se marcaron el dia en que abrieron y la edad de los frutos se establecio en
dias después de la floracion (DDF). Los frutos que fueron removidos, se cortaron
cuando cumplieron 20 DDF, se incubaron en oscuridad a 25°C y se analizaron a 1,
2, 3y 5 dias después de que fueron removidos. Los resultados se compararon con

frutos de la misma edad que continuaron con su crecimiento unidos a las plantas.

Las plantas que se sometieron a sequia se dejaron de regar cuando los frutos

seleccionados alcanzaron 20 DDF. En las plantas que fueron defoliadas cuando
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los frutos seleccionados cumplieron 20 DDF se removid el 66% del area foliar (2

trifolios en cada hoja).

ANALISIS DE PESO EN VAINAS Y SEMILLAS

Vainas y semillas de frutos de los 8 genotipos de frijol obtenidos bajo las cuatro
condiciones de crecimiento (control, sequia, defoliacion y frutos removidos), se

secaron a 50 °C hasta alcanzar un peso constante.

CUANTIFICACION DE AZUCARES.

El material usado para este analisis se congelé con nitrogeno liquido y se
almacend a -70°C. Para la cuantificacion de azucares el material se molié en un
mortero con 1.5 mL de etanol al 80% y se colocé en tubos eppendorf. Se
calentaron a 80°C por 15 min y cuando se enfriaron se comprobd que todas las
muestras tuvieran el mismo volumen. Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante se colocé en un tubo nuevo y se uso6 para
determinar la cantidad de azlcares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa),

mientras que la cantidad de almidon se determiné en la pastilla.

La medicién de los niveles de azlcares, se realiz6 en placas de Elisa, utilizando
un método enzimético acoplado a la produccion de NADH. Se agregaron 150 pL
por pozo de una mezcla de reacciéon constituida por 25 mM HEPES (pH 8.0), 50
mM KCI, 3 mM MgCl,, 1 mM ATP, 0.3 mM NAD" y 1 U/ml de Hexocinasa. Se
complet6 con 10 pL de la muestra 'y 40 pyL de H,O.

El ensayo se dividi6 en 4 etapas. En la primera se registré la lectura de la
absorbancia a 340 nm de la mezcla de reaccion. En la segunda etapa se
agregaron 0.2 U (en un volumen de 10 pL) de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
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(G6PDH) y se registro la lectura estable a 340 nm; en las etapas 3 y 4 se siguio el
procedimiento anterior, agregando 0.2 U (en un volumen de 10 pL) de fosfato
glucosa isomerasa (PGI) y 1 U (en un volumen de 10 pL) de Invertasa,
respectivamente. Paralelamente se hicieron curvas patrén para glucosa, fructosa y
sacarosa las cuales se usaron para calcular por interpolacion la cantidad de los

diferentes azucares presentes en las muestras.

Para la cuantificacion del almiddn, la pastilla se resuspendi6 en 250 pL de agua, y
se calentdé a 90°C por 3 h. Posteriormente se agregaron 750 pL de acetato de
sodio 0.2 My pH 4, con 20 U de amiloglucosidasa. Se dejé incubando toda la
noche a 37°C. Al dia siguiente se centrifugd a 500 rpm por 5 min y se determino

la cantidad de glucosa en el sobrenadante.

ACTIVIDAD DE SACAROSA FOSFATO SINTASA (SPS)

Para la determinacién de la actividad de sacarosa fosfato sintasa, 0.5 g de tejido
se homogenizaron en un mortero con 2 ml de un amortiguador compuesto por 50
mM HEPES (pH 7.4), 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10% glicerol, 0.1%
triton X-100, 2 mM &cido aminocaproico, 1 mM DTT, 2 mM benzamidina, 0.5 mM
PMSF y 2 g polivinil polipirrolidona insoluble (PVPP). La suspension se puso en un
tubo eppendorf y se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min. Se tomé 1 ml del
sobrenadante y se desal6 en una columna de sephadex G-10 equilibrada en el
mismo amortiguador (sin PVPP). El material desalado se usO para medir la
actividad de la enzima. La mezcla de reaccion contuvo 10 mM UDP-glucosa, 10
mM fructosa 6-fosfato, 40 mM glucosa 6-fosfato, 2.5 mM DTT, 15 mM MgCl,, 50
mM HEPES (pH 7.4). En este caso se utilizaron tubos de ensayo de 12x100, en
los que se colocaron 25 pL de extracto, 40 pyL de la mezcla de reaccion y cantidad
suficiente de H,O para completar 70 pL. La reaccion se incub6 a 37 °C por 10 min
y se detuvo agregando 70 pL de KOH al 30%. Posteriormente se mantuvieron en
ebullicion durante 10 minutos. Finalmente se agregé 1.5 mL de Antrona (150
mg/100 mL H,SO, 70%) por tubo. Los tubos se incubaron a 37°C durante 10
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minutos y se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 620 nm. La cantidad
de sacarosa se calculd interpolando las lecturas en una curva patron que se
construyé de manera simultanea al andlisis de las muestras. La cuantificacién de
sacarosa con antrona se basa en la hidrélisis que sufre en un medio acido y en la

concersion de los productos en furfurales o hidroximetil furfurales, que son los que
reaccionan con la antrona.
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Figura 6. Reaccion que se lleva a cabo al utilizar el método de antrona para la medicion
de la actividad de Sacarosa Fosfato Sintasa (SPS).
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RESULTADOS.
Para caracterizar el efecto de condiciones ambientales adversas en el proceso de

desarrollo de las semillas de los genotipos 15, 17, 22, 26, 32, 40, 42 y Canario, se
obtuvieron los pesos secos de vainas y semillas tanto en condiciones ideales,
como de frutos que a los 20 dias después de la floracion (momento en que la
vaina alcanza su peso maximo e inicia la acumulacion de reservas en las
semillas), fueron removidos de la planta o de plantas defoliadas (a un 66%) o
sometidas a una sequia terminal (no se volvieron a regar). En la Figura 7
podemos observar fotografias de las semillas de seis de los genotipos utilizados
en este estudio. En ellas podemos observar la diferencia en el desarrollo de las
semillas cuando la vaina es removida y cdmo algunas especies son mas eficientes

ante este tipo de estrés.

@ocsad®dnsae

e esaces e o = anoee

29009~
co9soesvy R
cacood e 3 e o -

aen PSS

e ®e® oo s

oo o00s
o osoasy e

s o0osP

Figura 7. Genotipos utilizados en el estudio. Se observa el desarrollo de las semillas a
los 20 y 25 dias. En todas las imagenes se encuentran del lado izquierdo las semillas al
tiempo cero (TO0), todas fueron cortadas de la planta a los 20 dias, pero las del lado
derecho se mantuvieron en incubacion durante 5 dias méas (+5R), en total su desarrollo
fue de 25 dias. (A) Genotipo 26, (B) Genotipo 32, (C) Genotipo 42, (D) Genotipo 22, (E)
Genotipo 15, (F) Genotipo Canario.




La diferencia entre el peso seco final y el peso seco registrado a los veinte dias
después de la floracion permitird observar si existe alguna relacion entre los
cambios en los pesos de semillas y vainas durante este periodo. La Figura 8
muestra los resultados obtenidos para el genotipo 15. En ella se observa que en
condiciones ideales de crecimiento el peso seco de la vaina sufre una pequefia
reduccion en comparacion con el incremento que se aprecia en el peso seco de
las semillas. En condiciones ambientales adversas se observan cambios
importantes. Cuando los frutos son removidos, la disminucion en el peso de las
vainas incrementa el doble, sin embargo, el incremento en el peso de las semillas
es muy pequefio. Ocurre algo muy similar en los datos de plantas expuestas a
defoliacion. Mientras que en condiciones de sequia, no obstante que la vaina
pierde una cantidad de materia similar que en las plantas defoliadas, las semillas
tienen un desarrollo similar al que pueden alcanzar en condiciones ideales, en
donde al parecer en este genotipo la contribucién a la masa no depende de la

vaina.

GENOTIPO 15
2
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FIGURA 8. Diferencia de peso seco de vainas y semillas del Genotipo 15, durante el
periodo que inicia a los veinte dias después de la floracion y termina cuando la semilla
culmina su desarrollo bajo diferentes condiciones de crecimiento: Control (AZUL); Vainas
removidas (ROJO); Plantas defoliadas (VERDE) y plantas en sequia (NARANJA). (n=5)
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El siguiente paso fue investigar la generalidad del comportamiento mostrado en el
genotipo 15. En la Figura 9 se observan los resultados de otros genotipos
sometidos a un analisis similar. Como se puede observar, la respuesta de los
genotipos 42 y 40, se caracteriza porgue las vainas pierden la misma cantidad de
materia sin importar el tipo de estrés al que fueron sometidas. La ganancia en el
peso de las semillas también es parecida en todos los casos y el peso final de las
mismas representa aproximadamente la mitad del peso maximo que las semillas

alcanzan en condiciones ideales.
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FIGURA 9. Diferencia de peso seco de vainas y semillas para diferentes genotipos,
durante el periodo que inicia a los veinte dias después de la floracion y termina cuando la
semilla culmina su desarrollo bajo diferentes condiciones de crecimiento: Control (AZUL);
Vainas removidas (ROJO); Plantas defoliadas (VERDE) y plantas en sequia (NARANJA).
Resultados de semillas (S), Resultados de vainas (V). (n=5)

La respuesta de los genotipos 22, 32, 17 y 26 (Figuras 10 y 11) se caracterizan
porque no obstante que la disminucion en el peso de las vainas es muy similar en
las tres condiciones adversas, el peso de las semillas de plantas defoliadas y
plantas expuestas a sequia es considerablemente mayor al que se obtuvo en los
frutos removidos (en las primeras se alcanzé un peso que es mayor al 50% del
observado en las plantas control, mientras que el peso de las semillas de vainas

removidas apenas llego al 25%).
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FIGURA 10. Diferencia de peso seco de vainas y semillas para diferentes genotipos,
durante el periodo que inicia a los veinte dias después de la floracién y termina cuando la
semilla culmina su desarrollo bajo diferentes condiciones de crecimiento: Control (AZUL);
Vainas removidas (ROJO); Plantas defoliadas (VERDE) y plantas en sequia (NARANJA).
Resultados de semillas (S), Resultados de vainas (V). (n=5)
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FIGURA 11. Diferencia de peso seco de vainas y semillas para diferentes genotipos,
durante el periodo que inicia a los veinte dias después de la floracion y termina cuando la
semilla culmina su desarrollo bajo diferentes condiciones de crecimiento: Control (AZUL);
Vainas removidas (ROJO); Plantas defoliadas (VERDE) y plantas en sequia (NARANJA).
Resultados de semillas (S), Resultados de vainas (V).(n=5)
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Por altimo, el genotipo Canario (Figura 11), cuya respuesta se caracteriza porque
las vainas pierden muy poco peso bajo las condiciones estresantes probadas,
aunque de alguna manera parece ser capaz de favorecer el crecimiento de las

semillas bajo sequia.

Los resultados descritos anteriormente, muestran que existen genotipos para los
gue, en condiciones de estrés, la removilizacion de los nutrientes acumulados en

la vaina es muy importante para favorecer el desarrollo de la semilla.

Con el fin de estudiar mas detalladamente este proceso, se decidié cuantificar los
niveles de diferentes azlicares como glucosa, fructosa, sacarosa y almidén en las
vainas. Se seleccionaron solo cuatro genotipos del grupo anterior, dos en los que
en condiciones de estrés las semillas lograron un buen desarrollo y otros dos en

los que bajo las mismas condiciones el proceso fue menos exitoso.

En la Figura 12 se muestra que en condiciones ideales de crecimiento la cantidad
de azucares en el genotipo Canario no cambia, durante la etapa de los 20 a los 25
dias, después de la floracion. Pero cuando las vainas son removidas hay una
disminucién significativa en la cantidad de todos los azucares medidos. En el
genotipo 26 se aprecia una tendencia similar, sin embargo la degradacion del

almidon es menos eficiente (Figura 13).

En el caso del genotipo 22 no hay un cambio en la cantidad de azucares ni
siquiera en las vainas removidas (FIGURA 14), mientras que otros genotipos
como el 15 muestran un aparente aumento en la cantidad de azlcares cuando las
vainas fueron cortadas (FIGURA 15).
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FIGURA 12. Cuantificacién de azlcares en vainas del genotipo Canario en tres etapas
diferentes del desarrollo de la planta. A los 20 y 25 dias después de la floracion (GC 20 Y
25), y en vainas que fueron removidas a los veinte dias y analizadas cinco dias mas tarde

(GC 20+5R).
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FIGURA 13. Cuantificacién de azucares en vainas del genotipo 26 en tres etapas
diferentes del desarrollo de la planta. A los 20 y 25 dias después de la floracion (G26
20 Y 25), y en vainas que fueron removidas a los veinte dias y analizadas cinco dias méas

tarde (G26 20+5R).
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FIGURA 14. Cuantificacibn de azucares en vainas del genotipo 22 en tres etapas
diferentes del desarrollo de la planta. A los 20 y 25 dias después de la floracion (G22 20
Y 25), y en vainas que fueron removidas a los veinte dias y analizadas cinco dias mas
tarde (G22 20+5R).
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FIGURA 15. Cuantificacibn de azucares en vainas del genotipo 15 en tres etapas
diferentes del desarrollo de la planta. A los 20 y 25 dias después de la floracion (G15 20 Y
25), y en vainas que fueron removidas a los veinte dias y analizadas cinco dias mas tarde
(G15 20+5R).
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Dada la efectividad del genotipo Canario para remover los azucares acumulados
en las vainas cuando los frutos son cortados de la planta, se decidi6 investigar el
efecto de ese proceso sobre los niveles de los azlcares presentes en las semillas.
En este caso solo se presentan los resultados de la medicion de sacarosa, pues
las cantidades de glucosa y fructosa fueron muy pequefias y no se les pudo
evaluar confiablemente. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16,
en donde se observa que en condiciones normales la cantidad de sacarosa en las
semillas disminuye de los 20 a los 22 dias después de la floracion, y
posteriormente se estabiliza. En las semillas de los frutos removidos hay una
disminucién drastica de la cantidad de sacarosa al dia siguiente de que fueron
cortados de la planta y posteriormente los niveles son practicamente los mismos

que en el control.

150
%
S~
(%)
(]
S 100
S
2
< @=g=e CONTROL
2 so 1
S af@=REMOVIDAS
<
(7]

O T T T T 1
20 21 22 23 24 25
DIiAS

FIGURA 16. Cuantificacion de sacarosa en semillas del genotipo Canario, en condiciones
ideales (Control) y en aquellas que provienen de frutos removidos a 20 dias después de la
floracion (Removidas).

La sacarosa es una molécula que utilizan muchas plantas para removilizar
nutrientes de un dérgano a otro, y que en la semilla promueve la acumulacion de
las sustancias de reserva. La sacarosa es sintetizada por la enzima sacarosa
fosfato sintasa (SPS), y se consideré que medir su actividad tanto en vainas como
en semillas era crucial para poder entender la respuesta de estos 6rganos cuando
la plantas se someten a condiciones de estrés. Los resultados obtenidos muestran
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que en las vainas removidas hay un prematuro aumento en la actividad de la
enzima a los 2 dias posteriores de que los frutos fueron cortados de la planta. En
condiciones normales la actividad de la SPS en semillas se incrementa
gradualmente durante todo el periodo estudiado. En las semillas que se
desarrollaron en los frutos que fueron removidos la tendencia es similar. Si bien
las diferencias no son significativas, los valores de la actividad de SPS fueron

ligeramente superiores en las semillas de los frutos removidos (FIGURA 17).
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FIGURA 17. Actividad de sacarosa fosfato sintasa (SPS) en vainas y semillas de plantas
cultivadas bajo condiciones ideales (control) y en frutos que fueron removidos de la planta
a 20 dias después de la floracion.
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DISCUSION.

e En condiciones ambientales adversas la removilizacion de
nutrientes es una alternativa para favorecer la formacion de la
semilla.

Las vainas que protegen a las semillas de frijol, también funcionan como
amortiguadores de cambios en la disponibilidad de nutrientes. En condiciones
normales, el desarrollo de las semillas depende de los nutrientes que la planta
genera durante esa etapa y la contribucion de las vainas es relativamente
pequefia. Remover los frutos de la planta no es algo que ocurra en la naturaleza,
pero es una forma efectiva de provocar que la formacién de la semilla dependa de
la cantidad de reservas acumuladas en la vaina y de la efectividad con que los
productos de su degradacion sean transportados. En cambio, defoliar las plantas o
exponerlas a sequia terminal si son ejemplos de condiciones ambientales
adversas a las que con mucha frecuencia pueden estar expuestas las plantas
(INEGI, 2007). En estos casos es muy posible que el desarrollo exitoso de las
semillas dependa de los nutrientes que puedan recibir no solo de la vaina, sino
también de otros érganos de la planta (Gregersen et al., 2013). Este trabajo parte
de la suposicion de que bajo condiciones ambientales extremadamente adversas
el desarrollo de las semillas puede ser exitoso si sustancias de reserva
acumuladas en diferentes érganos se canalizan al desarrollo de las semillas
(Cuellar-Ortiz et al., 2008). En ese sentido, la caracterizacion de los procesos
involucrados y la evaluacion de la variabilidad genética disponible son actividades
necesarias en la busqueda de genotipos de frijol que pudieran ser exitosos bajo

condiciones ambientales adversas.

Las Figuras 5 a 11 muestran la validez de algunas de nuestras suposiciones:
condiciones ambientales adversas reducen significativamente el peso seco de las
vainas. Suponemos que los recursos obtenidos son usados para promover el
desarrollo de las semillas. Nuestros resultados muestran que en los genotipos 40,

42, 22 y 32 los recursos obtenidos de la movilizacion de las reservas acumuladas
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en las vainas son suficientes para que las semillas experimenten un desarrollo

considerable, pero en el caso de los genotipos 15, 17, 26 y Canario no sucede asi.

También se puede apreciar que en la mayoria de los genotipos el peso en las
semillas producidas por las plantas que fueron defoliadas o expuestas a sequia,
es considerablemente mayor que el de las semillas que se desarrollaron en los
frutos que fueron removidos (Continuando con las mismas figuras). Estos
resultados demuestran que si bien las reservas acumuladas en las vainas son
importantes, hay otros organos (la raiz, el tallo, las hojas, etc.) que también
pueden tener una participacion importante. Evaluar la contribucion de cada uno de
ellos es una actividad pendiente que debera ser realizada en el futuro, aunque en
estudios reportados anteriormente ya se ha analizado la importante contribucion

que tienen las hojas en la acumulacién de nutrientes (Peoples y Dalling, 1988).

Nuestros resultados también muestran diferencias importantes en las respuestas
de los genotipos a los distintos tipos de estrés. Algunos responden bien a
defoliacion y sequia (genotipos 22, 32, 17, 26 y Canario), otros lo hacen mejor solo
en sequia (genotipo 15) y algunos mas son incapaces de responder
adecuadamente a los estimulos generados por esas condiciones (genotipos 40 y
42).

Una clasificacion de los genotipos analizados en el estudio es la siguiente:

Grupo 1. Los genotipos que pertenecen a este grupo se caracterizan porque la
aportacion de la vaina no es suficiente para que las semillas tengan un desarrollo
significativo. La defoliacion tiene un efecto negativo muy importante sobre el peso
de las semillas, sin embargo, en condiciones de sequia severa son capaces de
lograr un desarrollo satisfactorio de las semillas. Dentro de este grupo solo se
encuentra el genotipo 15.

Grupo 2. En este grupo estan incluidos el genotipo 40 y 42, cuya respuesta se
caracteriza porque en todos los casos la defoliacién y remocién de la vaina lleva a
un desarrollo de la semilla similar de poca acumulacion de masa, lo que podria
indicar que para estos genotipos el principal contribuyente de nutrientes para el

desarrollo de la semilla bajo condiciones adversas es la vaina.
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Grupo 3. Los genotipos de este grupo se caracterizan por su buena respuesta
tanto en condiciones de sequia como en defoliacion, ya que alcanzan desde un
50% hasta un 100% respecto al control, mientras que la vaina aporta
aproximadamente la mitad del incremento en el peso de las semillas bajo esas
condiciones. En este grupo estan los genotipos 22 y 32, y si bien la vaina no es el
principal contribuyente, si es un érgano de importancia en la removilizacion de

nutrientes.

Grupo 4. Por ultimo agrupamos a los genotipos 17, 26 y Canario que tienen una
respuesta similar al grupo anterior, con la diferencia de que en estos genotipos la

aportacion de la vaina no es significativa.

e Los azlcares como medio de remocién de nutrientes de los
organos de la planta hacia la semilla.

El andlisis de la concentracion de azucares en las vainas permite clasificar en 2
grupos a los genotipos analizados. El primer grupo esta formado por aquellos
genotipos donde los niveles de todos los azlcares disminuyeron cuando los frutos
fueron removidos. En el segundo grupo estan los genotipos en donde los niveles
se mantuvieron iguales sin importar que la planta haya sido expuesta a una

condicidn de estrés.

En la primera clasificacion se encuentran los genotipos Canario y 26 (Figuras 12y
13, respectivamente). Sin embargo, previamente identificamos a estos genotipos
como miembros de un grupo en el que la vaina no es un contribuyente importante
para la formacion de la semilla bajo condiciones ambientales adversas. Si bien el
genotipo 26 es poco efectivo para degradar el almidon, este resultado muestra que
la remocion efectiva de los azlcares acumulados en la vaina no necesariamente

garantiza el desarrollo de las semillas bajo condiciones de estrés.

En el segundo grupo se encuentran los genotipos 22 y 15. Los cuales se
caracterizar por una incapacidad evidente para remover azucares. En algunos

casos incluso pareciera que los niveles de los mismos se incrementan en las
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vainas de los frutos removidos. Creemos que es poco probable que bajo esas
condiciones pudiera sintetizarse almidon y que el aparente incremento es en
realidad una consecuencia de la pérdida de agua que sufrieron las vainas de los

frutos removidos (Figuras 14 y 15, respectivamente).

Sin embargo, en el genotipo 22 la contribucidon de la vaina es importante para la
formacion de las semillas bajo condiciones de estrés. El hecho de que esta
propiedad no esté asociada a la removilizacion de los azucares medidos sugiere
que en este caso la importancia de la vaina est4 asociada a la removilizacién de

otros azUcares o de proteinas (Staswick, 1989).

Otros materiales que podria enviar la vaina podrian ser componentes de la pared
celular, se ha observado que de manera natural durante la maduracion de las
vainas polimeros de pectina ricos en galactosa se degradan (Stolle-Smits et al.,
1999). Es posible que el proceso se acelere en condiciones de estrés y que parte

de esos productos sean usados en la formacion de semillas.

e SPS, enzimareguladora de las cantidades de reservas en las
semillas y posible participante en el fend6meno de removilizacion
de nutrientes.

En este proceso los niveles de sacarosa son muy importantes, en la vaina un
aumento en la cantidad de sacarosa indicaria la formacion de una especie que
puede ser transportada (sin que ello implique descartar la importancia de otros
azucares que también pueden ser exportados). El incremento que se observa en
la actividad de la SPS en las vainas poco tiempo después de que los frutos fueron

removidos apoyaria esta sugerencia (Figura 17).

En las semillas la sacarosa cumple una funcion mas compleja, no solo representa
carbono que puede ser usado en la sintesis de sustancias de reserva, pues
adicionalmente se le ha identificado como un promotor importante de los procesos
gue conducen a la acumulacion de sustancias de reserva (Weber et al., 2005). De

tal manera que para que la acumulacién de las sustancias de reserva sea
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eficiente, probablemente sea necesario mantener elevados los niveles de
sacarosa. La determinacion de la cantidad de sacarosa muestra que en el
genotipo Canario, después del primer dia posterior a que los frutos fueron
removidos de la planta, los niveles son idénticos a los encontrados en semillas que
se estan desarrollando en condiciones normales (Figura 16). Sin embargo, la
medicion de la actividad de SPS (Figura 17), muestra que ésta es un poco mas
alta en las semillas que se desarrollaron en los frutos que fueron removidos, por lo
que la diferencia respecto a las semillas que se desarrollaron en condiciones
normales no es significativa y seran necesarios experimentos adicionales para
establecer la importancia de estos cambios para promover el desarrollo de las

semillas en condiciones ambientales adversas.
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CONCLUSIONES.

» Bajo condiciones ambientales adversas, la removilizacion de nutrientes es
una de las pocas alternativas con las que cuentan las plantas de frijol para

lograr la formacion de semillas con los recursos necesarios para germinar.

» En algunos genotipos la vaina proporciona la mayor parte de los recursos
disponibles para la formacion de las semillas bajo esas condiciones. En
otros genotipos las contribuciones del resto de la planta pueden ser mas

importantes.

o Lavariabilidad genética de los materiales analizados es muy amplia: hay
genotipos que responden bien a sequia pero no a los estimulos de la
defoliacion, otros son igualmente efectivos ante ambas condiciones
adversas y algunos mas que no responden adecuadamente a ninguna de

las dos.

» La removilizacion efectiva de los azUcares (glucosa, fructosa, sacarosa y
almiddn) que las vainas almacenan, no siempre es suficiente para soportar
el desarrollo de semillas bajo condiciones ambientales adversas. En
aguellos genotipos en donde la contribucion de la vaina es muy importante,

es necesario evaluar la removilizacion de proteinas.

» En vainas de frutos que fueron removidos, la actividad de sacarosa fosfato
sintasa (SPS) podria estar involucrada en las sintesis de sacarosa y con
ello en la exportacion de nutrientes que son usados en la formacion de las
semillas. En semillas su contribucion no es muy clara y para establecer su

importancia son necesarios experimentos adicionales.
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