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RESUMEN
Las plantas modifican la distribucion de carbono en respuesta a la baja disponibilidad de agua y
reciclan moléculas de reserva que translocan a tejidos prioritarios para la supervivencia. El
objetivo del presente estudio fue evaluar, con el uso de pulso y caza de *COy, el efecto de la
restriccion de humedad en la produccion de biomasa en plantas de frijol var. OTI. Las plantas se
mantuvieron con riego (100 % de capacidad de campo; CC) hasta el inicio de llenado de las
vainas; luego se formaron tres grupos, que se mantuvieron cada uno en tres niveles de humedad
(100, 75y 50 % CC). Después de diez dias, las plantas se marcaron con *CO, durante 4 h, y se
cosecharon 24 h (M1), 72 h (M2) y 168 h (M3) posteriores a la aplicacion de la marca. Las
estructuras de las plantas, deshidratadas a 80 °C, se trituraron y se determinaron las cuentas por
minuto, los azlcares solubles y el almidon. Los frutos maduros importaron méas del 50 % de la
marca total. Particularmente, en pericarpios de etapa Il la marca presentdé mayores cambios. El
contenido de fructosa duplico el de glucosa y disminuyo con la edad del fruto, la sacarosa
aumento en pericarpios de las etapas 11 y IV respecto a la etapa Il. El efecto de la restriccion de
humedad so6lo se detectd en pericarpios de etapa Il en el séptimo dia, ya que el contenido de
almidén disminuyé a la mitad con 50 % CC. Este ultimo coincidié con la mayor actividad
amilolitica evaluada en geles nativos. La planta de frijol con restriccion de humedad, durante la
etapa de desarrollo de las semillas, modifica la asignacion de fotoasimilados. Los resultados de
este estudio permitieron profundizar en el mecanismo de asignacion del carbono a los érganos de

la planta a través del tiempo, bajo restriccion de humedad.
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ASSIMILATION AND DISTRIBUTION OF *C IN COMMON BEAN PLANTS

(Phaseolus vulgaris L.) AT DIFFERENT HUMIDITY LEVELS DURING POD FILLING
Norma Cecilia Morales Elias, M.S.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT
Plants modify carbon distribution in response to low water availability and recycle reserve
molecules that translocate into priority tissues for survival. The objective of this study was to
evaluate, with the use of *CO, hunting pulse, the effect of moisture restriction on biomass
production in common bean plants var. OTI. The plants were maintained under irrigation (100 %
field capacity; FC) until the beginning of the pod filling; then, three groups were formed, each
one kept at three moisture levels (100, 75 and 50 % FC). After ten days, the plants were labeled
with *CO- for 4 h, and were harvested 24 h (M1), 72 h (M2) and 168 h (M3) after applying the
label. The plant structures, dehydrated at 80 °C, were ground and the counts per minute, soluble
sugars and starch were determined. Ripe fruits imported more than 50 % of the total mark.
Particularly, the mark presented greater changes in pericarps at stage I1l. The content of fructose
doubled that of glucose and decreased with the fruit age, sucrose increased in pericarps of stages
I11 and IV in relation to those of stage Il. The effect of moisture restriction was only detected in
pericarps of stage Il on the seventh day, as the starch content decreased by half with 50 % FC.
The latter coincided with the highest amylolytic activity evaluated in native gels. The common
bean plant under moisture restriction during the seed development modifies the allocation of
photoassimilates. The results open new opportunities to deepen on the carbon allocation

mechanism to plant organs, over time under moisture restriction.

Key words: *CO,, photoassimilates, pericarp, remobilization, pod.
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Figura 7. Conductancia estomatica (gs) (eje izquierdo) y pérdida de humedad en el
sustrato (eje derecho) en plantas de frijol var. OTI. (A) 100 % CC, (B) 75 %
CCy (C) 50 % CC. La barra amarilla representa el tiempo en el que se alcanzé
el porcentaje de humedad indicado y la barra marrén el tiempo que durd la
restriccion de humedad. La linea azul indica la cantidad de humedad en el
sustrato correspondiente a la CC y la linea punteada es el dia que se dio el
pulso de *CO,, n = 10. DDS = dias después de la siembra. ...........cccccevvveverererennnen, 35
Figura 8. Efecto de la restriccion de humedad durante 10 dias en la marca total de *C en
cuentas por minuto (cpm) incorporada en plantas de frijol de la var. OTI, en la
etapa de llenado de la vaina (R8). Las barras con color azul, rojo y verde
representan los muestreos a las 24 h (M1), 72 h (M2) y 168 h (M3) después de
exponer las plantas a *CO.. 100 % de capacidad de campo (CC), 75 % CC y
50 % CC. Las letras similares sobre las barras indican similitud entre muestreos
de los tratamientos segun la comparacion de medias por Tukey (P < 0.05) n =
K FR TSP TSP OPETOPUPPSSPRPPROR 37
Figura 9. Distribucion relativa del **C asimilado 24 h (M1), 72 h (M2) y 168 h (M3)
después de aplicarlo a plantas de frijol en la etapa de llenado de la vaina (R8),
10 dias después de permanecer en suelo con 100 % de capacidad de campo
(CC), 75 % CC y 50 % CC. M1, M2 y M3 corresponde al analisis de muestras
evaluadas, respectiVamente, N = 3. ....ocvciiie e 38
Figura 10. Concentracion de glucosa, fructosa, sacarosa y almidén (umol g* PS) en
pericarpios de frutos de plantas de frijol, en la etapa de llenado de la vaina
(R8), 10 dias después de mantenerse con 100 % de capacidad de campo (CC),
75 % CC y 50 % CC. M1, M2y M3 corresponden a muestras evaluadas 24 h,
72 h y 168 h después de concluir el pulso de C. Las letras similares sobre las
barras indican similitud entre los tratamientos (100 % CC (barras azules), 75 %
CC (barras moradas) y 50 % CC (barras rosas)) y muestreos (M1, M2 y M3)
segun la comparacion de medias por Tukey (P <0.05), n=3......ccccceeviireiiieeninnnnn, 40
Figura 11. Gel nativo de poliacrilamida (Native-PAGE), tefiido con lugol, con el efecto
del nivel de humedad en el perfil de actividad de enzimas amiloliticas de

pericarpios de vainas, producidas por plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
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de la variedad OTI, mantenidas 10 dias en suelo con 100 % de capacidad de

campo (CC), 75 % CC y 50 % CC a partir del inicio del llenado de vaina (R8).

La tincion del gel fue con lugol. I, 11l y IV corresponden a las etapas de las

vainas definidas en 1a FIQUIa 6. .........cocooiiiiiiiiieicce e 41
Figura 12. Produccion de flores a partir de la etapa R6 (circulos azules, eje izquierdo) sin

restriccion de humedad hasta la etapa de llenado de vainas (R8) y vainas

normales cosechadas a la madurez fisioldgica (R9) a A) 100 % CC, B) 75 %

CC y C) 50 % CC (cuadros rojos, eje derecho), n = 10. La restriccion de

humedad inicio el dia 63. DDS = dias después de la siembra. El area azul

corresponde al maximo nimero de vainas normales producidas a la cosecha........... 43
Figura 13. Numero total de flores producidas por las plantas en tres niveles de humedad

[100 % CC (azul), 75 % CC (rojo) y 50 % CC (amarillo)] n =10.....cccccccvvevvveennen. 44
Figura 14. Efecto de la restriccion de humedad, en el peso seco de raiz, tallo, hojas,

pericarpio y semillas de plantas de la var. OTI en tres niveles de humedad (100

% CC, 75 % CC y 50 % CC). Las semillas a la cosecha no se secaron en estufa,

se pesaron con el contenido de humedad a la madurez fisiolégica, n = 7

(TUKEY, P < 0.05). cieiiiee ettt ettt e et a et e e e nnae e e nnnaeeanes 44
Figura 15. Frecuencia del peso de las semillas de frijol producidas por las plantas de la

var. OTI en los tres niveles de humedad (100 % CC, 75 % CC y 50 % CC).

Cada punto representa el valor promedio de tres plantas (N =3). .....cccccvveviveevineenne, 45
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1. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una de las leguminosas méas importantes mundialmente para
consumo directo. Sus cualidades nutricionales, como fuente de proteinas, micronutrientes,
carbohidratos y fibra de alta calidad, lo hacen un alimento valioso para la salud humana (Sathe y
Deshpande, 2003; Beebe et al., 2013; Rao et al., 2013; Polania et al., 2020). El rendimiento del
grano lo determina la eficiencia en la captacion de la luz, fijacion de CO., sintesis de
carbohidratos y translocacion de fotoasimilados hacia la semilla (Gallagher, et al. 1976). La
sequia es el factor que genera el estrés con mayor efecto en el rendimiento; ademas, este factor es
el que mas limita el crecimiento de la planta de frijol y su produccion de semillas (Beebe et al.
2013; Daryanto et al. 2015; Montero-Tavera et al. 2008). De acuerdo con la FAO, en la ultima
década los periodos de sequia han reducido el rendimiento, con pérdidas de hasta el 80 %
(Graham y Ranalli, 1997; McClean et al. 2011). En casos de sequia terminal severa, la pérdida
puede alcanzar hasta el 100 % (Rao et al., 2013; Polania et al., 2016, 2017); esto es relevante
porque 80 % del sistema de produccion se realiza en secano, es decir, depende de las lluvias
anuales que se presenten (Beebe et al. 2013). Ademas, el tiempo que invierte la planta en el
proceso del llenado del grano (50 a 60 dias), comparado con otros cultivos es mas de la mitad de
su ciclo biologico completo (CIAT, 1982; Stolle-Smits et al., 1999; Michelangeli et al., 2013).
Entre los esfuerzos para obtener cultivares que enfrenten mejor los cambios ambientales
originados por el cambio climatico esta elucidar los puntos clave en la sintesis y distribucion de
fotoasimilados para disefiar e implementar estrategias eficientes que les permitan tolerar la
sequia (Montero-Tavera et al., 2008). El tiempo y severidad del estrés por sequia puede alterar
significativamente el balance entre el crecimiento y produccion de frutos (Farooq et al., 2017);

por ejemplo, el estrés por sequia durante la floracion puede inducir abscision de flores, decrece la



fuerza de la demanda y, por lo tanto, el indice de cosecha (IC) (Michelangeli et al., 2013;
Pushpavalli et al., 2015). Entre los ajustes que realizan las plantas para enfrentar el estrés por
sequia, la reasignacion o removilizacién de las reservas almacenadas en tejidos fotosintéticos es
un proceso que se ha considerado como un caracter agronémico en programas de mejoramiento
genético (Asfaw et al., 2012; Teran et al., 2019; Polania et al., 2020).

Los pericarpios en frijol protegen a las semillas y son tejido de reserva de carbono
(Sengupta et al., 2019); de hecho, algunos estudios han considerado al indice de cosecha (IC)
como un carécter agronomico. Este IC se define como el grado de movilizacion de asimilados de
las estructuras vegetativas a las semillas y se relaciona con el indice de cosecha de vaina (ICV),
que indica el grado de movilizacion de asimilados desde la vaina hasta la formacion y llenado de
semillas, en condiciones de sequia (Assefa et al., 2013; Chaves-Barrantes et al., 2018). Los
resultados obtenidos con mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL) han permitido
identificar regiones gendmicas asociadas en presencia o ausencia de estrés (Honsdorf et al.,
2017; Diaz et al., 2018); sin embargo, la forma en que el nivel de déficit hidrico (moderado o
severo) modifica la fuerza de demanda de carbono y el mecanismo que dirige la degradacion de
reservas de acuerdo a la edad del fruto se conocen escasamente (Polania et al., 2020).

El mesdfilo del pericarpio almacena almidén durante el estado | de la embriogénesis y
cuando las semillas inician el llenado en la etapa Il es degradado. El uso eficiente de este
almidén depende de la actividad de las enzimas amiloliticas, que degradan el almidon
directamente (Muntz, 1977); sin embargo, la informacién sobre la regulacion y su papel en
condiciones de restriccion de humedad es escasa.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la capacidad de

asimilacion de 4CO; y distribucion de biomasa en restriccion de humedad moderada (75 % CC)



y severa (50 % CC) durante el llenado de la vaina (etapa R8) en plantas de la variedad OTI. Los
experimentos con *CO; en pulso y caza son (tiles para el seguimiento del movimiento de
carbono e informa sobre los cambios en la translocacion en condiciones de estrés (Dong et al.,
2018). Las evidencias muestran que el estrés generalmente acelera la translocacion de reservas a
los tejidos de demanda como una respuesta adaptativa. Es por ello que nuestra hipdtesis fue que,
bajo restricciobn de humedad, la distribucién de fotosintatos se modifica de acuerdo con la
intensidad de la sequia y la etapa de desarrollo de las estructuras reproductivas y vegetativas ya
que en otros estudios la salinidad increment6 el flujo de *C de la fuente a los frutos en tomate
(Solanum lycopersicum L.) (Gao et al., 1998) y en la raiz de plantas transgénicas de arroz (Oryza
sativa L.) (Thitisaksakul et al., 2017). En Arabidopsis (A. thaliana L.), la restriccion de agua
tuvo efecto sobre la distribucion de **C translocado a la raiz (Durand et al., 2016). Finalmente las
plantas de frijol bajo déficit hidrico mostraron mayor acumulacion de *C en la vaina (Cuellar-

Ortiz et al., 2008).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Las leguminosas como alimento

La agricultura comenz6 hace més de 10 mil afios, cuando los recolectores y cazadores se
convirtieron en agricultores; desde entonces, las leguminosas han sido parte de la alimentacién
humana, las que tradicionalmente se han cultivado para consumo humano, forraje, ensilaje de
ganado y abono verde para mejorar el suelo (Zizumbo y Garcia, 2008). Las leguminosas
representan la tercera familia mas grande de las angiospermas, pertenecen a
Fabaceae/Leguminosae e incluye a los guisantes (Pisum sativum L.), las lentejas (Lens culinaris
Medik.), los frijoles (Phaseolus vulgaris L.), los cacahuates (Arachis hypogaea L.), la soya
(Glycine max L.) y otras plantas con vaina que se consumen como alimento (Cakir et al., 2019).
Las semillas de estas especies proporcionan una variedad de nutrientes esenciales como proteinas
(20-45 %) con aminoacidos esenciales, carbohidratos (x 60 %) y fibra dietética (5-37 %),
generalmente contienen pocos lipidos (x 5 %), con excepcion del cacahuate (x 45 %), garbanzo
(Cicer arietinum L.) (= 15 %) y soya (£ 47 %) con aporte caldrico mayor; ademas, las
leguminosas proporcionan minerales esenciales y vitaminas (Cakir et al., 2019).

Las leguminosas son identificadas como fuente alternativa de proteina y, después de los
cereales, se consideran la segunda fuente de alimento méas importante en el mundo (Varshney y
Kudapa, 2013). Ademas de su valor nutricional, las leguminosas tienen papel cultural, fisiol6gico
y medicinal, debido a que poseen compuestos bioactivos como isoflavonas, lignanos, inhibidores
de proteasa, inhibidores de tripsina, quimotripsina, saponinas, alcaloides, fitoestrogenos, fitatos,
glucésidos y polifenoles (Maphosa y Jideani, 2017). Los avances en la investigacion de este tema

han demostrado que la mayoria de estos compuestos bioactivos son antioxidantes y participan en



la prevencion de algunos tipos de céancer, enfermedades cardiacas, osteoporosis y otras

enfermedades degenerativas (Maphosa y Jideani, 2017).

2.2. Importancia del cultivo de frijol

El género Phaseolus L. cuenta con alrededor de 70 especies, la mayoria de ellas se distribuyen en
Mesoamérica. Cinco de esas especies fueron domesticadas: frijol comdn (P. vulgaris L.), frijol
gordo (P. dumosus L.), frijol ayocote (P. coccineus L.), frijol tépari (P. acutifolius L.) y el frijol
Lima (P. lunatus L.). Las evidencias indican que P. vulgaris y P. lunatus se domesticaron en
Mesoamérica y en los Andes (Delgado-Salinas et al., 2006). De las cinco especies domesticadas
de Phaseolus, cuatro (P. vulgaris, P. coccineus, P. dumosus y P. acutifolius) pertenecen al grupo
Vulgaris (Delgado-Salinas et al., 2006; Bitocchi et al., 2017). Como resultado de su distribucion
geograéfica, evolucién y domesticacion, las especies domesticadas de Phaseolus se han adaptado
a distintos ambientes y de ellas se han seleccionado algunas para desarrollarse en condiciones
extremas de frio y calor, deficiencia de agua, fotoperiodo corto y largo, diversas condiciones de
suelo y resistencia a ciertas plagas y enfermedades (Bitocchi et al., 2017; De Ron et al., 2019).

P. vulgaris generalmente se adapta a temperaturas calidas en ambientes semihiimedos a
semiaridos, es predominantemente autégama y anual. P. coccineus generalmente se adapta a
temperaturas frias en ambientes hiumedos y mayor altitud que P. vulgaris, es una especie
alégama y perenne. P. dumosus se caracteriza por una adaptacion intermedia entre P. coccineus
y P. vulgaris. P. acutifolius ha sido seleccionada por su tolerancia extrema a la sequia, debido a
su origen en ambientes calidos y aridos del norte de México y el sureste de Estados Unidos, es

autdgama y anual. P. lunatus esta adaptada a climas himedos y subhimedos, asi como a zonas



templadas célidas, es una planta autdgama que puede ser tanto anual como perenne (Butare et al.,
2011; Beebe et al., 2013; Bitocchi et al., 2017).

Phaseolus vulgaris es una planta herbéacea con tallos delgados y débiles, cuadrangulares,
hojas trifoliadas, pice acuminado, inflorescencia con un racimo principal compuesto de racimos
secundarios, los cuales se originan de un complejo de tres yemas (triada floral) que se encuentra
en las axilas formadas por las bracteas primarias y el raquis (CIAT, 1982). La altura de la planta
puede ser entre 50 y 70 cm, desarrolla una raiz pivotante principal y muchas ramificaciones. El
fruto es una vaina suavemente curvada, mide de 10 a 12 cm y es de color verde, morada o casi
negra. En su interior, las semillas pueden ser oblongas, ovales o redondeadas (segun la variedad),
poco comprimidas y de color café o negro, 0 moteadas café, rojo o negro (SAGARPA, 2017).
Estas caracteristicas varian con el habito de crecimiento, el cual ha sido clasificado por el CIAT
(1982) en cuatro tipos con base en las caracteristicas de la parte terminal del tallo, el nimero de
nudos, la longitud de los entrenudos y la aptitud para trepar:

Tipo 1, determinado arbustivo

Tipo 11, indeterminado arbustivo

Tipo I, indeterminado postrado

Tipo 1V, indeterminado trepador

Los principales paises productores de frijol son India, Myanmar, Brasil, Estados Unidos,
China y México. De acuerdo con la FAO (2018), el consumo per capita mundial registrado es
2.5 kg por afio; en Brasil es 16 kg, en India es 3.0 kg, en EE.UU. es 2.8 kg y en México es 10.4
kg. En este altimo, el frijol ocupd la tercera posicién en importancia por la superficie sembrada
en el afio agricola 2018, con un area cosechada de 1.596 millones de ha, 86.8 % en secano y 13.2

% con riego, y se obtuvieron 1.196 millones de t.



Los principales estados productores en México son: Zacatecas (35.4 %), Sinaloa (14.5
%), Durango (8.8 %), Chihuahua (7.2 %) y Nayarit (6.7 %). El rendimiento promedio con riego
se ubicé en 1.7 t hal y en condiciones de secano fue 600 kg ha (FAO, 2018; SAGARPA,
2017). Este cultivo en paises en desarrollo se produce en condiciones en las que el riesgo de
sequia es alto (Okono et al., 2013; Darkwa et al., 2016). El estrés por sequia, como fendmeno
estacional se define como la disponibilidad limitada de agua en el suelo, por falta de lluvia,
donde se desarrolla una planta; como parte del cambio climatico, las sequias son actualmente la
principal amenaza para el suministro mundial de alimentos (Keller et al., 2020) ya que impacta
negativamente en el crecimiento general de las plantas, desde la etapa de plantula hasta la
madurez. Como resultado del efecto de las sequias, las vias fisiologicas, bioguimicas y

metabdlicas claves se ven interrumpidas.

2.3. Respuestas fisioldgicas al estrés por sequia en leguminosas

Entre los cultivos con importancia alimenticia, los de las leguminosas son de las que mas se
afectan por la falta de lluvias. En general, el rendimiento final disminuye significativamente
cuando una planta se enfrenta a las sequias; los efectos pueden ser germinacion reducida,
actividad fotosintética menor (Chowdhury et al., 2016), disminucion de la translocacion de
asimilados, caida de la fijacion de carbono (Mondal et al., 2011; Zlatev y Lidon, 2012),
alteracion del tiempo de floracion (Samarah et al., 2009), disminucioén del nimero de vainas y
caida del rendimiento de semillas (Croser et al., 2003; Vadez et al., 2012) o esterilidad del polen
(Sehgal et al., 2018). Daryanto et al. (2015) documentaron que entre 1980 y 2014 P. vulgaris fue

la leguminosa con mayores pérdidas debidas a las sequias. Aunque existe informacion abundante



de los efectos del deficit de humedad en las plantas de frijol, existen diversos aspectos

fisioldgicos y bioquimicos que deben continuar estudidndose.

2.3.1. Fotosintesis y clorofila

La fotosintesis es el proceso fundamental responsable del crecimiento y desarrollo de las plantas
y esta influenciado por diversas tensiones ambientales (Andrianasolo et al., 2016). La intensidad
y duracién del estrés por sequia, afecta la respuesta de las plantas, limitando la fotosintesis
debido a una disminucién en las actividades enziméticas de la ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCasa), enzima NADP-
maélica (NADP-ME), fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) y piruvato ortofosfato dicinasa (PPDK)
(Farooq et al., 2009). Por lo tanto, la tasa fotosintética, la conductancia estomatica (gs) vy la tasa
de transpiracion (E), disminuyen significativamente durante el estrés por sequia, lo que provoca
una reduccién en la acumulacion de materia seca, disminuyendo directamente el rendimiento
(Ohashi et al., 2006; Wang et al., 2018).

De acuerdo con Hao et al. (2013) el contenido de clorofila de plantas de soya estresadas
por sequia, se reduce en 31 % en comparacion con las plantas no estresadas. De manera similar
ocurre en plantas de haba (Siddiqui et al., 2015); pero ademas, la sequia influyd en la
fluorescencia de la clorofila y la actividad antioxidante (Abid et al., 2017). En garbanzo,
Mafakheri et al. (2010) reportaron una afectacion en el contenido de clorofila, la fluorescencia de
clorofila y la fotosintesis debido al estrés por sequia. Un estudio reciente demostré que la
aplicacion de molibdeno bajo estrés hidrico provocé un aumento en la absorcion de nitrégeno y
la eficiencia de su uso, que consecuentemente aumenta el indice de clorofila y el rendimiento de

grano en cv. de P. vulgaris (Heshmat et al., 2021).



2.3.2. Transpiracion y cierre estomatico

El control de los estomas se considera como un factor fisioldégico para optimizar el uso del agua
durante el estrés por sequia (Makbul et al., 2011), evitando la pérdida excesiva de agua en
condiciones de sequia prolongada; por ejemplo, se ha visto que la conductancia estomatica
disminuye 60 % con restriccion de humedad en la soya (Hao et al., 2013; Mak et al., 2014;
Mutava et al., 2015), ademas de que se reduce a medida que avanza el estrés por sequia, lo que
confirma la conclusion de que el impacto de la sequia es mas significativo bajo estrés severo que
bajo estrées moderado (Abdel y Stutzel, 2016). En otro estudio se observé una disminucion en la
tasa de fotosintesis, asi como en la de transpiracion (E) y en la conductancia estomatica (gs) en
un 78.4 %, 89 % y 85.4 % respectivamente, tres dias después del inicio del estrés por sequia (Atti
et al., 2004). Otros autores explicaron que la gs correlaciona con la tasa de E méas que con la tasa
fotosintética (De Souza et al., 1997).

La tasa de E disminuy6 53 % (Hao et al., 2013) y 57 % (Mak et al., 2014) con restriccion
de humedad en la planta de Isatis indigotica Fort., este cambio se debio a la disminucién de la gs
que fue controlada por el &cido abscisico (ABA) originado en la raiz (Liu et al., 2005), con un
aumento significativo a medida que el estrés se hizo severo (Liu, 2004).

La concentracion de giberelinas, citocininas y auxinas disminuye con el déficit de agua,
mientras que el etileno y ABA tienden a aumentar en las plantas bajo estrés por sequia (Weyers y
Paterson, 2001). El aumento en las concentraciones de ABA se debe a una disminucion en su
catabolismo, que dificulta su entrada desde el floema a la rizésfera. EI pH del xilema en
condiciones de déficit de agua también desencadena la entrada de ABA al xilema de la raiz

(Hartung et al., 2002).



La disminucion de la gs se ha vinculado con un aumento de la concentracion de ABA
provocado por el estrés por sequia en frijol (Miyashita et al., 2005), promoviendo la
conductividad hidraulica de las raices, que es responsable del aumento de la absorcion y el

transporte de agua en plantas (Merilo et al., 2015; Park et al., 2017).

2.4. Respuestas bioquimicas al estrés por sequia en leguminosas

La acumulacién de solutos compatibles es una estrategia fundamental para la osmoproteccion y
el ajuste osmotico en el estrés por sequia. Estos solutos compatibles se acumulan principalmente
en células estresadas por sequia sin interferir con las macromoléculas, y son compuestos
hidroxilicos como oligosacaridos, alcoholes polihidricos y sacarosa 0 compuestos que contienen

nitrégeno como aminoéacidos, poliaminas y compuestos de amonio (Majumdar et al., 2016).

2.4.1. Acumulacion de metabolitos secundarios

El mecanismo de osmoproteccion se basa en la estrecha asociacion de elementos no toxicos con
numerosos componentes de la célula, y la regulacion osmdtica ayuda a mantener la turgencia
mediante el mantenimiento del contenido de agua de las células (Slama et al., 2015). Durante el
estrés por sequia, la prolina juega un papel importante y actia como un compuesto de
sefalizacién para regular la funcion mitocondrial y afectar la proliferacion celular mediante la
activacion de genes particulares (Gregersen et al., 2008), que son esenciales para la recuperacion
del estrés (Solanki, 2015). La acumulacion de prolina ayuda a retener la integridad de la
membrana al disminuir la oxidacion de los lipidos mediante la proteccion del potencial redox

celular y la eliminacion de los radicales libres (Shinde et al., 2016). Entre los solutos
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compatibles, los azlucares no reductores, en particular los di, tri y tetrasacéridos ayudan a
mantener la integridad de las membranas (Ramanjulu y Bartels, 2002); por ejemplo, el manitol
ayuda a estabilizar las estructuras de macromoléculas como el glutation, ferredoxina,
tiorredoxina, fosforribuloquinasa y los radicales de hidroxilo captadores (Shen et al., 1997,
Bhauso et al., 2014).

La trehalosa también interviene en la estabilizacion de las macromoléculas y estructuras
biolégicas como proteinas y membranas, lo que ayuda a mejorar la actividad fotosintética en
condiciones de sequia (lbrahim y Abdellatif, 2016; Kather et al., 2018). La formacion del
mecanismo de proteccion parece que es una consecuencia de los enlaces de hidrégeno entre
osmolitos y macromoléculas, evitando asi la creacion de enlaces de hidrogeno intramoleculares
que podrian modificar irreversiblemente la estructura tridimensional de las moléculas (Amede et

al., 2004).

2.4.2. Procesos de oxidacion y reduccion en la senescencia

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es una respuesta inicial de las plantas
estresadas por la sequia; las ROS actia como mensajeros que activan los mecanismos de
proteccion en la planta (Choudhury et al., 2017). En condiciones de déficit hidrico, se producen
y acumulan ROS, como el perdxido de hidrégeno (H20>), el radical hidroxilo (OH") y el anion
superoxido (O2™), que dafian las macromoléculas y la estructura de las células (Farnese et al.,
2016).

Las ROS en concentraciones menores actlan como compuestos de sefializacion,
desencadenando diversas respuestas en condiciones de sequia. Cuando el nivel excede el

mecanismo de proteccién, las ROS causan estrés oxidativo en proteinas, lipidos y acidos
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nucleicos, lo que conduce a la alteracién de las propiedades de biomoléculas y la muerte celular
(Kurutas, 2016).

Los componentes enziméaticos y no enzimaticos regulan el mecanismo de proteccion de
ROS en las células, y el incremento de la concentracion de antioxidantes o enzimas
antioxidantes es una respuesta adaptativa en el estrés por sequia (Hassan et al., 2017; Sahitya et
al., 2018). Los antioxidantes enzimaticos incluyen catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPX), peroxido de ascorbato (APX), deshidroascorbato reductasa
(DHAR), glutation reductasa (GR) y monodehidroascorbatoreductasa (MDHAR) vy los
antioxidantes no enzimaticos incluyen tocoferoles, carotenoides, fendlicos y acido ascorbico
(Chakrabarty et al., 2016; Farooq et al., 2009). Entre los antioxidantes enzimaticos, la actividad
de la SOD conduce a la desintoxicacion del peroxido de hidrogeno (H202) y los radicales
superéxido (O2™), APX ayuda a generar NADP* y convierte el H,O; en agua (Zoz et al., 2013).
APX también ayuda a eliminar el H,O2, mientras que DHAR y GR ayudan proporcionando un
sustrato para las reacciones de los antioxidantes.

Durante el estrés oxidativo, las concentraciones de antioxidantes pueden aumentar mas en
la fase de recuperacion que en la de estrés, como se observa en P. vulgaris (Yasar et al., 2013),
en guisante (Osman, 2015), en soya (Saruhan Guler y Pehlivan, 2016) y en garbanzo
(Hemantaranjan, 2011). El estrés por sequia activa a SOD, APX, GR, GST y GPX en cultivares
resistentes de frijol (Bhardwaj y Yadav, 2012). ABA también aumentd la produccion de
radicales superdxido y H20,, mejorando las actividades de enzimas antioxidantes como GR
(Saikia et al., 2018). Esto indica que el aumento de las actividades antioxidantes parece que

ayudan a mejorar la tolerancia a la sequia mediante la proteccidn del estrés oxidativo.
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2.5. Respuestas fenotipicas al estrés por sequia en leguminosas

Las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas se reflejan en el fenotipo de las plantas. Los rasgos
fenotipicos también contribuyen considerablemente a la tolerancia a la sequia. Los mecanismos
genéticos de floracién temprana, tiempo de madurez, vigor de la plantula, valor SPAD alto
(contenido de clorofila), rendimiento bioldgico e indice de cosecha se exploran como rasgos
primarios que conducen al rendimiento alto de semillas, como en plantas de lenteja desarrolladas
en ambientes propensos a la sequia (Kumar et al., 2012).

En plantas de garbanzo la madurez se aceler6 como escape a la sequia; ademas, se
incremento el crecimiento de la raiz, lo que mejord la absorcion del agua (Upadhyaya et al.,
2012). La eficiencia en el uso del agua es un factor clave para determinar el rendimiento del
cultivo; por ejemplo, en plantas de soya, los genotipos que poseian una alta eficiencia en el uso
del agua, mostraron rendimiento alto y las raices aumentaron la penetrabilidad (Fried et al.,

2019).

2.5.1. Efecto del déficit de humedad en el crecimiento de la raiz

La morfologia de las raices es uno de los rasgos mas relevantes para escapar a la sequia (Vadez
et al., 2008), permite a la planta obtener agua eficientemente de zonas méas profundas del suelo y
podria ser inducida o manipulada por un solo gen (Sofi et al., 2018), en el caso de soya se
observé que las raices y sus nodulos son sensores indispensables para la tolerancia a la sequia.
Ademas, el acido jasmonico (JA) influye en la eliminacion de ROS esenciales para mejorar el

desarrollo de la raiz (Mir et al., 2012).
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Los efectos en las caracteristicas de las raices, los brotes, y el porcentaje de formacion de
las vainas en P. vulgaris se correlacionan con el rendimiento de las plantas en sequia (Sofi et al.,

2018).

2.5.2. Permanencia de color verde “"Stay Green”

Una caracteristica de adaptacion importante del sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench],
especialmente al estrés por sequia, es el fenotipo de permanencia de color verde. Los genotipos
de sorgo que permanecen verdes muestran senescencia retardada y se sabe que realizan
fotosintesis durante un periodo mas largo, desde el llenado del grano hasta las etapas de madurez
fisiologica (Duncan et al., 1981). La fotosintesis prolongada se ha correlacionado con un mejor
llenado de grano y acumulacién de azucar en el tallo (Borrell et al., 2000). Cuatro loci de rasgos
cuantitativos (QTL) la permanencia estable de color verde (Stgl, Stg2, Stg3 y Stg4), ellos
representaron el 54 % de la variacion fenotipica y contribuyeron al rasgo en todos los ambientes
que se han identificado (Subudhi et al., 2000); ademas, el equilibrio carbono/nitrégeno esta
involucrado en la regulacion de la senescencia foliar inducida por la sequia (Chen et al., 2015).
Padilla-Chacén et al. (2019) utilizaron una plataforma de fenotipado con un sensor
visible (RGB) para obtener la variacion fenotipica a lo largo del tiempo en P. vulgaris con
restriccion de humedad. Los autores lograron identificar diferencias en el “Stay Green” mediante
imagenes de alto rendimiento en dos cultivares; los cultivares mostraron modificacion del
caracter Stay Green y sintomas tempranos de senescencia en las plantas bajo restriccion de

humedad.
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2.6. Fijacion de carbono

La fotosintesis es un proceso crucial para la vida en la Tierra. Lo realizan algunas bacterias, algas
y todas las plantas superiores que son capaces de atrapar la luz solar para obtener energia
quimica en los cloroplastos de las hojas en las células del meséfilo y otros tejidos
fotosintetizadores. Este proceso se divide en dos tipos de reacciones: las luminosas, que se
realizan en las membranas tilacoidales, y las bioquimicas, encargadas de fijar el CO2, que se
realizan en el estroma del cloroplasto. Las reacciones de fijacion de CO> se agrupan en tres
etapas: carboxilacién de la ribulosa 1,5-bisfosfato de cinco carbonos (C5) a través de RUBISCO
para dar un compuesto temporal de seis carbonos (C6), reduccion del C-fijado a gliceraldehido-
3-fosfato (3-PGA) y restauracion del compuesto original (C5) (Taiz y Zeiger, 2010). Las
moléculas de 3-PGA se utilizan para la sintesis de carbohidratos principalmente sacarosa y

almidon.

2.7. Sintesis y degradacion de sacarosa y almidon

En plantas como el frijol, durante el dia CO; se fija y se transforma en triosas fosfato, que seran
metabolizadas a sacarosa y almiddn transitorio o de reserva, la sacarosa se exportara a los tejidos
demanda; por la noche, el almidon se consume para proporcionar una fuente de energia para que
continGe el crecimiento de la planta. Entre 25 y 30 % del carbono que se fija fotosintéticamente
durante el dia se transforma en almiddn transitorio, alrededor de 7 % de ese carbono se
transforma en sacarosa y el resto es consumido en procesos metabolicos para el crecimiento y la

respiracion (Qu et al., 2018).
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La sacarosa es un disacérido no reductor que se transporta por el floema a los 6rganos de
la planta o se almacena en la vacuola, durante periodos largos de tiempo; esta sacarosa puede
utilizarse después de su hidrdlisis por las enzimas invertasa (INV) y sacarosa sintasa (SUS)
(Tiessen y Padilla-Chacon, 2013; Jiang et al., 2015).

El almiddn consta de dos tipos de polisacéridos: amilosa y amilopectina. La amilosa es un
polimero lineal compuesto por cadenas de glucano unidas por enlaces glucosidicos a-1,4 y tiene
muy pocas ramas conectadas por enlaces glucosidicos a-1,6. La molécula de amilopectina es mas
grande que la molécula de amilosa y contiene abundantes ramificaciones a-1,6 que forman un
marco estructural de laminillas amorfas y cristalinas repetidas; por lo tanto, la relacion
amilosa:amilopectina tiene una influencia importante en la apariencia y estructura de los
granulos de almidon (Taiz y Zeiger, 2010).

El almidon se sintetiza en los plastidios, incluidos los cloroplastos en los tejidos
fotosintéticos (Figura 1) y los amiloplastos en los tejidos no fotosintéticos (Figura 2) (Weise et
al., 2004). El almidon en los cloroplastos se degrada a maltosa y glucosa durante el periodo de
oscuridad por la actividad de a-amilasas y f-amilasas (Streb y Zeeman, 2012); estos azucares se
transforman a triosas-fosfato que se exportan al citosol y se usan en la sintesis de sacarosa

(Santelia 'y Lunn, 2017).

16



. Floema
Citosol

L'\Pi A/iiﬁ I

Fru 6 BP

Sacarosa
Glu 6BP
3

Glu 1BF

PPiq

g

UTP ,’z

UDP-Glu !
}{impi.ruu

10
Sac-P

Apoplasto

Figura 1. El carbono forma almiddn en el plastidio y sacarosa en el citosol. El diéxido
de carbono (CO3) se fija en los cloroplastos a través del ciclo de Calvin para producir
triosa fosfato (TP) que puede ser transportada al citosol, donde dos moléculas de TP
producen una molécula de fructosa 1,6-bisfosfato (Fru 1, 6 BP); ésta se metaboliza hacia
fructosa 6-bisfosfato (Fru 6 BP) y glucosa-6-bisfosfato (Glu 6 BP), puede usarse para
formar UDP-glucosa (UDP-GIlu), combinada con Fru 6 BP forma sacarosa fosfato (Sac-
P), la cual al desfosforilarse por la sacarosa fosfato fosfatasa (12) forma sacarosa. En el
cloroplasto las TP, producen Fru 1,6 BP, luego de una serie de reacciones se produce
ADP-glucosa (ADP-Glu), que es sustrato para sintetizar almidon (Modificado de Tiessen
y Padilla-Chacén, 2013).

17



CUBIERTA DE

LA SEMILLA
Sacarosa
APOPLASTO
o COTILEDON
(& ALMIDON )
Amilosa Amﬂ@

Fru UPD-Glc ADP-Glc
}rx § uee {

Fru6p Glc1P Glc 1
PGI | PGP { g)PGM
Glc 6P G@—. Glc 6
| o)

PROTEINAS

glucolisis

Figura 2. Vias de transporte de asimilados hacia las semillas en
crecimiento y de trasformacion de la sacarosa a almidén. INV: invertasa,
SUS: sacarosa  sintasa, PGIl:  fosfoglucoisomerasa, @ pPGM:
fosfoglucomutasa, UGP-UDP: glucosa pirofosforilasa, AGP: ADP glucosa
pirofosforilasa, transportador de GPT-glucosa-6-fosfato, SS: almiddn
sintasa, GBSSI: almidén sintasa unida a granulos, SBE: enzima
ramificadora de almiddn, transportadores de sacarosa-SUT, PEP
carboxilasa y aspartato quinasa (PEPC, AK) (modificado de Borisjuk et
al., 2003).
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En Arabidopsis (A. thaliana L.), soya (Glycine max L.), maiz (Zea mays L.), arroz (Oryza
sativa L.) y trigo (Triticum aestivum L.) el estrés por sequia altera significativamente el
metabolismo de sacarosa-almidén (Xu et al., 2018). La sequia reduce la fotosintesis, por lo tanto,
también la fuente de fotoasimilados y la turgencia en las células del floema. Lo anterior aumenta
la viscosidad del medio e inhibe el flujo de la sacarosa a través de las células conductoras hacia
las semillas (Sevanto, 2014); ademas, la expresién de los genes transportadores de sacarosa
(SUTs) disminuye en plantas en restricciobn de humedad (Xu et al., 2018). En esta misma
condicion, pero en sorgo disminuye la actividad enziméatica de la almidén sintasa (SS) (EC
2.4.1.21) y las enzimas de ramificacion del almidon (SBE) (E.C. 2.4.1.18), lo que inhibe la

acumulacion de almidon en las semillas (Yi et al., 2014).

2.8. Llenado de la semilla de frijol

La semilla es el organo de dispersion y perpetuacion de las angiospermas y representa la
culminacion de la evolucion reproductiva de las plantas (Matilla, 2008). La semilla se forma
mediante una embriogénesis cigotica que comprende cambios morfoldgicos, estructurales y de
expresion génica que tienen lugar desde la formacion del cigoto hasta el final del desarrollo y la
maduracion del embrion (Matilla, 2008; Rodriguez et al., 2012).

El desarrollo de la semilla de P. vulgaris incluye tres fases: 1) fase de
histodiferenciacion-embriogénesis, el que conduce a la diferenciaciéon del embrion, los
cotiledones y la testa; en esta fase la acumulacion de biomasa es minima (Cileide et al., 2008), 2)
fase de maduracion-llenado, en esta fase ocurre acumulacidn acelerada de biomasa y el embrion

crece considerablemente (Cileide et al., 2008), y 3) fase final, en esta la semilla comienza a
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deshidratarse, cesa la acumulacion de biomasa, los plastos se trasforman en amiloplastos y se
activan los mecanismos de desecacion (Weber et al., 1996; Cileide et al., 2008) (Figura 3).

La secuenciacion del proteoma mostré que en las primeras etapas de desarrollo de la
semilla sucede una extensa actividad metabdlica. En las etapas intermedias destacan las
actividades de enzimas para el almacenamiento, sefializacion, sintesis de almiddn y proteinas
relacionadas con la pared celular. En las ultimas etapas, el aumento de proteinas relacionadas con
eventos redox, degradacién/modificacion/plegamiento de proteinas y metabolismos de &cidos
nucleicos, reflejaron la activacion de los mecanismos de resistencia a la desecacion de las
semillas (Parreira et al., 2016).

En el CIAT (1982) elaboraron la escala de desarrollo de la planta de frijol, de manera
general comprende dos fases sucesivas: la vegetativa y la reproductiva (Figura 4). La fase
vegetativa se inicia cuando la semilla esta en condiciones favorables para germinar, y termina
con la antesis (etapa de floracion), que es el momento en el que inicia la fase reproductiva, la que
termina cuando el grano alcanza la madurez necesaria para la cosecha. Durante la fase
reproductiva (R) se desarrolla y madura la semilla a partir de la etapa reproductiva cinco (R5), en
la etapa R6 inicia la formacién de las semillas, se identifica en un cultivo cuando 50 % de las
plantas han iniciado la formacion. Las semillas estan protegidas por un pericarpio, ambos
organos (semillas y pericarpio) forman la vaina (Fernandez et al., 1985). La vaina inicia su
crecimiento en la etapa R7, en la que se desarrollan las valvas. Cuando las valvas alcanzan su
tamafo final y el peso maximo, inicia el llenado de las vainas en la etapa R8. Entonces comienza
el crecimiento activo de las semillas, con la acumulacion de reservas, principalmente almiddn,
proteinas y lipidos. Las vainas presentan abultamientos que corresponden a las semillas en

crecimiento. La vaina se alarga hasta los 10-12 dias después de antesis (DDA). El peso de las
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valvas aumenta 15-20 DDA vy el peso de las semillas aumenta y termina de los 30-35 DDA. Al
final de esta etapa las semillas pierden su color verde y muestran las caracteristicas de la
variedad a la que pertenecen. La pigmentacion aparece primero alrededor del hilio luego se
extiende a toda la testa y termina la maduracion en la etapa R9, que es la Gltima de la escala de
desarrollo, caracterizdndose por el inicio de la decoloracion y secado de las vainas, el suspensor
se degenera, y desaparece la conexién con la planta madre. La funcion del suspensor la adoptan
entonces los tejidos de reserva (cotiledones). El contenido de agua de las semillas disminuye a 15
%. Asi termina el ciclo bioldgico y el cultivo se encuentra listo para la cosecha (Fernandez et al.,

1985; Herrera-Flores et al., 2005).

Fecundacion Embrion Semilla

Tubo Rudimento
polinico  pglen seminal

Nticleos - ¢
germinativos <..,;‘ g
L 2 Cubierta — «
Nicleo —® A\
vegetativo S, Embrién
& g
) Hilio -
ﬂdospe,m ~64 %
Ovario ‘ Saco )
embrionario
Pistilo obridn

Almxdén
Figura 3. Diagrama del desarrollo de la semilla de Phaseolus vulgaris desde la antesis hasta
la formacion de una semilla (modificado de Herrera-Flores et al., 2005).
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Figura 4. Escala de desarrollo de una planta de frijol. En la imagen se observa la duracion
relativa de las etapas de la var. OTI. Modificado de Villalobos (2015).
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2.9. Reasignacion de fotoasimilados en condiciones de estrés por restriccion de humedad

Las principales caracteristicas seleccionadas indirectamente durante el desarrollo de cultivares
resistentes a la restriccion de humedad son el manejo eficiente del agua, el crecimiento de la raiz
y la removilizacion de fotoasimilados hacia las semillas (Beebe et al., 2008). La translocacion de
fotoasimilados para la produccién de semillas, es medida cominmente como indice de cosecha
(IC), que es fundamental para los mecanismos de tolerancia a la restriccion de humedad y la
mejora genética del cultivo de frijol. Varios estudios en P. vulgaris y P. acutifolius han
demostrado que la movilizacion de fotoasimilados a las vainas y semillas contribuye a un mejor
rendimiento en condiciones de restriccion de humedad (Assefa et al., 2013; Beebe et al., 2013;
Polania et al., 2016; Rao et al., 2017; Mukankusi et al., 2019).

En los cultivares mesoamericanos la capacidad de movilizar fotoasimilados es mayor que
en los andinos, y la sensibilidad a la restriccion de humedad andina puede ser resultado directo
de una capacidad genética limitada para redirigir las reservas de la planta a vainas y semillas.
Esta diferencia puede ser el resultado de eventos evolutivos divergentes sufridos antes y durante
los procesos de domesticacion de estas razas. Historicamente, el acervo genético mesoamericano
estuvo expuesto a tensiones de restriccion de humedad mas extremas que las sufridas por los
linajes andinos (Polania et al., 2016; Polania y Rao, 2019).

La acumulacion vy distribucion de azlcar con rendimiento alto de semillas en estrés por
sequia terminal, se asocia con la movilizacion eficiente de carbono de las hojas a las vainas y a
las semillas, que indican una movilizacion eficiente de fotoasimilados involucrando la asignacion
total de carbohidratos no estructurales desde los tallos hasta las vainas y el llenado de semillas

(Cuellar-Ortiz et al., 2008). Lo mismo ocurre con las reservas de tallos en sorgo que contribuyen
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al llenado del grano en condiciones de estrés por sequia, a pesar de que se inhibe la fotosintesis;
por tanto, la adaptacion del sorgo a la sequia mediante la movilizacion de azlcares solubles
parece depender del genotipo (Ghate et al., 2017). En trigo, se debe considerar la acumulacién de
nitrogeno en la espiga y la posterior removilizacion del N almacenado a los granos para

optimizar el equilibrio fuente/demanda mejorando el llenado del grano (Zhou et al., 2018).

2.9.1. 1*C como método de analisis en la respuesta al estrés abiético en plantas

El tiempo y severidad del estrés por sequia puede alterar significativamente el balance entre el
crecimiento y produccion de frutos (Farooq et al., 2017). El estrés por sequia durante la floracion
puede inducir abscision de flores, reducir la fuerza de la demanda y por lo tanto el indice de
cosecha (Michelangeli et al., 2013; pushpavalli et al., 2015). La removilizacion de reservas
almacenadas en tejidos fotosintéticos, es un proceso que se ha considerado como un caracter
agronémico en programas de mejoramiento genético y esta dentro de los ajustes que realizan las
plantas para enfrentar el estrés por sequia (Asfaw et al., 2012; Berny et al., 2019). Los
experimentos con *C en pulso y caza han sido Utiles para evidenciar modificaciones en la
translocacion de carbono en respuesta a condiciones de estrés (Dong et al., 2018). En el caso de
tomate (Solanum lycopersicum L.) estudios de este tipo mostré que la salinidad incremento el
flujo de carbono a los frutos (Gao et al., 1998) y en plantas de arroz a la raiz (Thitisaksakul et al.,
2017). En arabidopsis, la restriccion de agua redistribuyd el *C hacia la raiz, lo que permitio
mantener el sistema radical y descarga de sacarosa (Durand et al., 2016). En frijol con déficit
hidrico se observd que los genotipos mas tolerantes acumulan mayor C en la vaina (Cuellar-

Ortiz et al., 2008).
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2.9.2. Vaina como tejido de almacenamiento

La movilizacion eficiente de fotoasimilados de las estructuras vegetativas y la pared de la vaina,
aseguran la formacion y el llenado adecuado de las semillas (Rao et al., 2013); esto fue evidente
en P. acutifolius, que experimenta menos abortos de embriones y muestra formacion superior de
semillas en comparacién con otras especies de Phaseolus, bajo restriccion de humedad. La
resistencia de P. acutifolius podria estar relacionada con el tamafio pequefio de sus semillas (Rao
et al., 2013); al contrario, especies con semillas grandes, como P. coccineus y P. dumosus,
muestran niveles altos de aborto de embriones y menor numero de semillas por vaina. La
formacion de vainas y semillas es muy sensible al suministro de fotoasimilados de las hojas y
puede depender de la removilizacion de los asimilados almacenados en los otros tejidos como el
tallo en condiciones de restriccion de humedad (Rao et al., 2017).

Los procesos de desarrollo de embriones y llenado de semillas tienen altas demandas de
carbono que generalmente se satisfacen con la descarga del floema (Smith et al., 2018); aunque,
igual que las hojas, el tejido de la vaina es verde y fotosintético hasta la senescencia. El
intercambio de gases de la vaina madura es minimo en comparacién con la hoja (Crookston et
al., 1974). En las vainas maduras las restricciones en el intercambio de gases con densidades
estomaticas bajas, la reduccion de la apertura de estomas, y el desarrollo de cuticula gruesa y
cerosa, contribuyen a una muy baja conductancia estomatica y valores nulos de fotosintesis neta
(Polania et al., 2020). Estos efectos son evidentes a partir de la determinacion de las tasas de
fotosintesis en la vaina, utilizando un sistema de intercambio de gas portatil que mostro valores
negativos de fotosintesis neta de la vaina, debido no sélo a la baja capacidad de la vaina para
realizar el intercambio de gases, sino también a la respiracion de los embriones en desarrollo.

Estas observaciones indican que, mientras que los estomas pueden desempefiar un papel activo
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durante la diferenciacion y expansion de las vainas, su contribucién a la asimilacion del carbono
de las vainas maduras y al llenado de semillas puede ser insignificante (Polania et al., 2020); sin
embargo, en garbanzo la fotosintesis de la pared de la vaina juega un papel fundamental en la
fijacién del CO; liberado por los embriones que respiran (Furbank et al., 2004); ademas, con
restriccion de humedad, este reciclaje interno de CO2 podria ser un rasgo relacionado con la
eficiencia de la distribucién del carbono de la planta, y es fuente de asimilados para el llenado de
semillas en un momento en que el CO; externo esté severamente limitado debido al cierre de los

estomas (Ma et al., 2001; Furbank et al., 2004; Brazel y O’Maoiléidigh, 2019).

2.9.3. Degradacion de almiddn en pericarpio

La vaina es un drgano caracteristico de la morfologia de la planta y del rendimiento de semillas
en frijol. Cuellar-Ortiz et al. (2008) midieron en vainas y hojas la acumulacién de almidén en los
cultivares Pinto Villa (resistente a la restriccion de humedad) y Canario 60 (sensible a la
restriccion de humedad), cultivados en condiciones optimas de riego y déficit hidrico. El estrés
por déficit de humedad incrementé la acumulacion de almidon en las vainas del cultivar
resistente a la sequia y reduccion del contenido de almidon en las hojas durante la etapa de
llenado de las semillas; ademas, se observd la acumulacion sincronizada de sacarosa en las
vainas inmaduras de este cultivar. En otro estudio, se cortaron las vainas del cv. V8025, 20 dias
después de la floracion, mostraron movilizacion activa de nutrientes del pericarpio a las semillas.
Después de cinco dias, el peso seco de la vaina se redujo 50 %. El proceso se caracterizé como
una degradacion acelerada del almiddn, con la disminucion mayor observada el dia uno después

de la extraccién de los frutos (Coello y Martinez-Barajas, 2014).
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En otras leguminosas, como la soya, la sequia terminal simulada con yoduro de potasio
durante las etapas reproductivas (R4, R5 y R6) causé una disminucién significativa en almidén,
carbohidratos totales y azucar reductor en las hojas; sin embargo, la pared de la vaina y las
semillas mostraron una reduccion solo en el contenido total de carbohidratos, mientras que los
niveles de almidon y azlcar reductor permanecieron sin cambios (Sengupta et al., 2019). En el
guisante (Pisum sativum L.) se identificaron los genes relacionados con el metabolismo del
almidon y la sacarosa en la vaina por medio de RNA-seq, tal como SUS, INV, FBA, TPI,
ADPasa, SBE, SSS y GBSS, las cuales se expresan de manera diferencial en las diferentes etapas

del desarrollo de la vaina (Yang et al., 2019).
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3. HIPOTESIS

Bajo restriccion de humedad, la distribucion de fotosintatos se modifica de acuerdo con el nivel

de humedad y la etapa de desarrollo de las estructuras reproductivas y vegetativas.

4. OBJETIVOS

4.1. General

Determinar la distribucion de C en los diferentes 6rganos de la planta, asi como el rendimiento
del frijol var. OTI, desarrollado en niveles de humedad de 100 % de CC, 75 % de CC y 50 % de

CC durante el llenado de la vaina.

4.2. Especificos

Evaluar el efecto de la restriccion de humedad en la distribucion y porcentaje de **CO, asignado
a raiz, tallo, hojas jovenes y maduras, pericarpio y semillas en las etapas II, 1l y IV del

desarrollo de la vaina.

Analizar la respuesta de la restriccion de humedad en el contenido de glucosa, fructosa, sacarosa,
almiddn y actividad amilolitica en los pericarpios de las etapas Il, 111 y 1V del desarrollo de la

vaina.

Comparar la produccion de flores con la de vainas normales, ademas la asignacion de materia
seca a los diferentes érganos de la planta en la madurez fisiolégica como consecuencia de la

restriccion de humedad.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal y sitio experimental

El estudio se realiz6 con la variedad de frijol OTI, con habito de crecimiento determinado tipo |
(mata), generado en el Programa de Semillas del Instituto de Recursos Genéticos y Productividad
del Colegio de Postgraduados. La variedad muestra ciclo de crecimiento de 110 a 130 dias, se
identifica como susceptible a sequia de los valles altos centrales y su produccion es de 2.5 ton ha’
! (Estrada et al., 2004). Las plantas se cultivaron en invernadero tipo tinel en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 27'40" N, 98° 54' 19" O y
altitud aproximada de 2253 m) de junio a octubre de 2020, con una temperatura promedio

méaxima de 33.2 °C y minima de 10.5 °C.

5.2. Disefio experimental

En el estudio se utilizd un disefio experimental completamente al azar, con tres tratamientos y
una planta como unidad experimental (60 plantas en total). Cada planta se cultivd en una maceta
con 4 kg de suelo agricola limoso con capacidad de campo (CC) de 34 %, punto de marchitez

permanente (PMP) de 23 % y agua disponible (AD) de 11 %.

5.3. Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron tres niveles de humedad, que incluyeron: el testigo con 100 %
de capacidad de campo (CC), 75 % CC y 50 % CC a partir de la etapa fenoldgica de llenado de

vaina (R8) (Figura 5). Posteriormente a cada grupo de plantas se les aplico un pulso de **C por
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cuatro horas y se obtuvieron muestras de las plantas a las 24 h (M1), 72 h (M2) y 168 h (M3)
después de aplicar el pulso de *C. Otro grupo de plantas se mantuvo con los niveles de humedad
ya sefialados hasta madurez fisioldgica para determinar la produccion de biomasa y componentes

del rendimiento (Figura 5).
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Figura 5. Disefio experimental y etapas fenoldgicas de la var. de frijol OTI (basado en la descripcidn
del CIAT, 1982), niveles de humedad aplicados y el tiempo (h) para efectuar el muestreo (M1, M2 y
M3) después de aplicar el pulso con *C.

5.4. Etiquetado de flores

Para evaluar el nimero de flores que originarian vainas normales (vainas con al menos una
semilla) en la etapa R6, presencia de las primeras flores en las plantas (CIAT, 1982), se etiqueto
cada flor en la antesis diariamente a las 8:30 a.m. hasta el término del periodo de floracion (22

dias del inicio de esta etapa).
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5.5. Conductancia estomatica (gs)

La gs se evalud en los tres tratamientos. La conductancia estomatica se cuantificdé con un
porémetro portétil (AP4, Delta-T-Device, United Kindom), diariamente, del inicio de la etapa R7
(formacion de vainas) 20 dias después de la suspension de riego (Figura 5). Los registros se
realizaron en foliolo central del trifolio nimero seis, contabilizado de la base del tallo al apice,

entre las 8:30 y 9:00 a.m.

5.6. *CO> pulso y caza

Diez dias después del inicio de la suspension de riego y las plantas se expusieron a 10 pCi de
14CO; [producido a partir de 10 pL de NaHCO: (**C) y 400 pl de é&cido lactico 3M] por planta,
durante 4 h bajo luz natural. Después de 24 h (M1), 72 h (M2) y 168 h (M3) se recolectaron las
plantas, separaron y deshidrataron la raiz, el tallo, las hojas jovenes y las maduras, los
pericarpios y las semillas en etapas de desarrollo II, 111 y IV de la vaina estas ultimas segun
Stolle-Smits et al. (1999) (Figura 6).

Los tejidos se secaron a 80 °C en una estufa con circulacion forzada de aire (Blue M,
EUA) y, el peso se registro en una balanza analitica (Marca Ohaus® modelo Scout Pro™, EUA).
Los tejidos se pulverizaron en un molino de balines (TissueLyser 11, QIAGEN, USA). En esas
muestras se cuantificaron las cpm [cuentas por min por g de tejido seco] en un contador de

centelleo liquido (Beckman LS 6000 (Beckman Coulter, Inc., Palo Alto, CA, EUA).
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Etapa de desarrollo

Figura 6. Estados de desarrollo de los frutos de frijol evaluados con y sin
marca con **CO,. I, 10-15 dias después del inicio de la antesis (DDA); I,
16-20 DDAy IV, 21-30 DDA.

5.7. Determinacion de azucares solubles y almidon

La concentracion de almidén, glucosa, fructosa y sacarosa se cuantifico en los pericarpios de las
vainas de los tres tamafios seleccionados. El tejido seco y molido (50 mg) se resuspendié en 500
pL de etanol al 80 % y se mantuvo durante 30 min a 80 °C, dos veces (volumen final 1 mL). La
glucosa, fructosa y sacarosa se cuantificaron en el sobrenadante. EIl almiddn se cuantifico en el
residuo insoluble. En el primer caso, 5 uL del extracto se mezclaron con 200 uL de una mezcla
de HEPES 25 mM-HCI (pH 8.0), KCI 50 mM, ATP 1 mM, MgCI2, 3 mM, NAD+ 0.3 mM y 1U

mL-1 de hexokinasa de levadura (EC 2.7.1.1.). La absorbancia basal a 340 nm se determin6 con
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un lector de microplaca (Multiskan FC microplate photometer, Thermo Scientific. EUA). En la
segunda etapa, 1 U mL? de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) se agregd a la
mezcla, y la absorbancia estable se determind a 340 nm. Para la fructosa se adicion6 1 U mL™ de
fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9), y al final 1 U mL? invertasa (EC 3.2.1.26). La glucosa y
fructosa se cuantificaron en la misma reaccion. En esta secuencia de reacciones, los azucares son
transformados estequiométricamente a glucosa 6- fosfato (G6P) y después a 6-fosfogluconato.
Esas concentraciones se calcularon con la ecuacion del ajuste lineal de curvas con una
concentracion conocida de glucosa (5 mM), frucosa (5 mM) y sacarosa (2.5 mM)) (Bernal et al.,
2005). Para cuantificar el almidon, la fraccion insoluble se resuspendié en 500 pL de dimetil
sulfoxido (DMSO) y se mantuvo a 90 °C por 30 min (Boehlein et al., 2018). El almidon se
degradd enzimaticamente por a-amilasa (1 U, EC 3.2.1.1) y B-glucosidasa (10 U, EC 3.2.1.21), a
37 °C por una noche; las muestras se centrifugaron a 10,000 x g por 10 min y en el sobrenadante

se cuantifico la glucosa con el método enzimatico antes descrito.

5.8. Actividad amilolitica en geles nativos PAGE

La actividad amilolitica se analizo después de la electroforesis de extractos crudos de pericarpios
en las tres etapas seleccionadas, 11 d de exposicion de la restriccion de humedad (M1) en geles
no desnaturalizantes de acrilamida. Estas muestras se recolectaron a las 2:00 am. y se
mantuvieron en nitrogeno liquido para su analisis. Los geles nativos contenian 6 % (p/v) de
acrilamida y 2 % de amilopectina de papa (Sigma Aldrich). Después de la electroforesis, los
geles se mantuvieron a 37 °C durante 2 h, en un medio que contenia solucion amortiguadora de

acetato de sodio 50 mM (pH 5,5) MgCl> 1 mM, CaCl, 1 Mm y 2-mercaptoethanol 10 mM. Las
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bandas se revelaron al tefiir el gel con solucién de lugol (KI 0.66 % e I> 0.33 %) (Delatte et al.,

2006; Zeeman et al., 1998).

5.9. Rendimiento y sus componentes

En el segundo grupo de plantas de los tres tratamientos, el que se coseché en la etapa de madurez
fisiolégica (R9) se evalud el rendimiento y sus componentes. El total de flores por planta se
cuantifico cada 24 h durante 22 dias a partir de la etapa R6. Para esta contabilidad se etiquetaron
las flores durante el periodo evaluado. Al finalizar el ciclo biolégico del cultivo a los 115 dias
después de la siembra (DDS) las plantas disectadas en hojas, tallos, raiz y vainas se introdujo en
bolsas de papel y secaron en una estufa con circulacion forzada de aire (Blue M, EUA) a 80 °C
por 72 h. Las semillas se mantuvieron a temperatura ambiente para determinar el peso de 100 de
ellas. El indice de cosecha (IC) se determind como el peso de las semillas por planta en madurez
fisiologica sobre el total de su biomasa aérea seca multiplicado por 100. El indice de cosecha de
la vaina (ICV) se calculé como el total del peso de semillas sobre el peso seco de las vainas

(pericarpios + semillas) cosechados, multiplicado por 100 (Chaves-Barrantes et al., 2018).

5.10. Andlisis estadistico

Los tratamientos se analizaron mediante ANDEVA y comparacion multiple de medias de los
tratamientos con la prueba de Tukey (P < 0.05). Estos analisis se hicieron con el programa
InfoStat version 2020e (Di Rienzo et al., 2010). EI nimero total de repeticiones se indica en la

descripcion de cada figura.
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6. RESULTADOS

6.1. Conductancia estomatica (gs) de las plantas y pérdida de humedad en el sustrato

La pérdida de humedad por suspension del riego, que gener6 75 % y 50 % CC se obtuvo en los
primeros dos dias (Figura 7). Debido a que el peso por maceta fue inferior al estimados por cada
nivel de humedad, diariamente se afiadié la cantidad de agua necesaria para alcanzar el nivel de
100 % CC (Figura 7A), 75 % CC (Figura 7B) y 50 % CC (Figura 7C) a las 8:00 a.m. El nivel
diario de humedad del suelo en el grupo control se mantuvo entre el 90 y 100 % CC, lo que
correspondid a volimenes entre 0.27 y 0.3 mL g* de sustrato. EI 75 % CC se mantuvo con 0.17
a 0.22 mL g* de sustrato y el 50 % CC se mantuvo con 0.1 a 0.15mL g* de sustrato. La gs
disminuyo directamente con el nivel de humedad en el sustrato y se mantuvieron constantes
durante el experimento. La gs en el tratamiento 100 % CC fluctu6 entre 90 y 50 mmol m? s,
con el 75 % CC gs disminuyd ~30 % y las plantas al 50 % CC fueron menores con un ~75 % con

respecto al control (Figura 9).
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Figura 7. Conductancia estomatica (gs) (eje izquierdo) y pérdida de humedad en el
sustrato (eje derecho) en plantas de frijol var. OTI. (A) 100 % CC, (B) 75 % CCy (C)
50 % CC. La barra amarilla representa el tiempo en el que se alcanzé el porcentaje de
humedad indicado y la barra marrén el tiempo que duro la restriccién de humedad. La
linea azul indica la cantidad de humedad en el sustrato correspondiente a la CC y la
linea punteada es el dia que se dio el pulso de **CO,, n = 10. DDS = dias después de la
siembra.
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6.2. Distribucion de C

El total de **CO; asimilado por las plantas en cada muestreo fue similar (Figura 8). EI menor
porcentaje de marca se present en la raiz, el tallo, las hojas jovenes y maduras. En estos 6rganos
la marca fue menor a 10 % del total asimilado, independientemente del nivel de humedad en los
tres muestreos (Figura 9). El porcentaje de *C tendié a incrementar en la raiz de las plantas del
tratamiento 50 % CC en los tres muestreos. El tallo se mantuvo sin cambios, en contraste con la
raiz. La marca **C en hojas jovenes y maduras tendié a disminuir con la falta de humedad en el
sustrato en el tiempo.

La distribucion dindmica de la marca de *C en los frutos mostré porcentajes mayores al
45 % en los tres niveles de humedad (Figura 9). Destacd que en los pericarpios en etapa Ill, el
porcentaje de *C mostro alteraciones mayores dependientes del nivel de humedad.

La cantidad de C en los pericarpios en etapa Il disminuyé con el nivel de humedad; las
plantas del tratamiento 50 % CC asignaron la cantidad minima (1 %) a los frutos en esta etapa.
En este tratamiento, los pericarpios de la etapa 1l acumularon 31 % de la marca de **C en el
muestreo 1 (M1) y disminuyé a 12 y 9 % en M2 y M3, respectivamente. En los pericarpios
maduros (etapas 1V), los cambios en el porcentaje de **C fueron de 9 a 12 % y 7 % en los
muestreos M1, M2 y M3 comparados con los pericarpios jovenes, lo que sugiere que en etapas
iniciales del desarrollo de las semillas, el metabolismo de carbono esta muy activo en los
pericarpios.

La acumulacion de la marca de **C en las semillas increment6 con la edad de las vainas y
el nivel de humedad (Figura 9). En el dltimo muestreo (M3), las semillas maduras (etapa V) del

tratamiento 50 % CC tuvieron mas del triple de **C que las del tratamiento 100 % CC, con 32 %
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y 10 % respectivamente. Asi, las plantas en 50 % CC podrian estar acelerando el proceso de
llenado de la vaina.

Las semillas de la etapa IV de los tratamientos 100 % y 75 % CC incrementaron 54 % el
porcentaje de marca en el Gltimo muestreo (M3) y en las del tratamiento 50 % CC el porcentaje
de *C fue del 39 % (Figura 9). Cabe sefalar que en el primer muestro (M1) en los tres niveles de

humedad las semillas I11 tenian 20 % de “C del total del **C asimilado en toda la planta.
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Figura 8. Efecto de la restriccion de humedad durante 10 dias en la marca total
de *C en cuentas por minuto (cpm) incorporada en plantas de frijol de la var.
OTI, en la etapa de llenado de la vaina (R8). Las barras con color azul, rojo y
verde representan los muestreos a las 24 h (M1), 72 h (M2) y 168 h (M3)
después de exponer las plantas a *CO,. 100 % de capacidad de campo (CC), 75
% CC y 50 % CC. Las letras similares sobre las barras indican similitud entre

muestreos de los tratamientos segun la comparacion de medias por Tukey (P <
0.05) n=3.
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Figura 9. Distribucion relativa del **C asimilado 24 h (M1), 72 h (M2) y 168 h (M3) después de
aplicarlo a plantas de frijol en la etapa de llenado de la vaina (R8), 10 dias después de permanecer
en suelo con 100 % de capacidad de campo (CC), 75 % CC y 50 % CC. M1, M2 y M3
corresponde al analisis de muestras evaluadas, respectivamente, n = 3.
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Para evaluar el afecto de la disponibilidad de humedad en el suelo y el desarrollo de las vainas se
evaluaron los porcentajes de marca acumulada en los pericarpios y su relacion con los niveles de
glucosa, fructosa, sacarosa y almidon en los muestreos M1, M2 y M3 (Figura 10).

Las concentraciones de glucosa fueron 50 % menores que los de fructosa. Ambas hexosas
disminuyeron con la restriccion de humedad, respecto al testigo, en los tres muestreos. La
concentracion de glucosa y fructosa en los pericarpios disminuy6 con la edad de las vainas, pero
aumento la concentracion de sacarosa en los tres niveles de humedad. Excepto en pericarpios de
etapa Il en el dia 7, en ese tiempo se detectd disminucion del 10 % al 75 % CC y 50 % CC con
respecto al testigo (Figura 10).

La concentracion de almidon en los pericarpios se mantuvo sin cabios significativos por
efecto del nivel de humedad y etapa de desarrollo (Figura 10). La excepcion se observo en los
pericarpios de las vainas en el M1 de pericarpios Il al 50 % CC; en ellos se observé disminucion
de alrededor del 57 % con respecto a los pericarpios de la misma edad, pero en condiciones de
riego (100 % CC). Esto permite sugerir que la restriccion de humedad severa promueve la
degradacion del almidon en etapas tempranas del llenado del grano; asimismo, en el M3 las
diferencias fueron significativas en los pericarpios de las tres edades y que la disminucion en el
contenido de almidén representd 30 %, 16 % y 6 % (I, 1I1 y IV) en los pericarpios del

tratamiento a 50 % CC, comparado con el testigo.
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Figura 10. Concentracion de glucosa, fructosa, sacarosa y almidon (umol g PS) en pericarpios
de frutos de plantas de frijol, en la etapa de llenado de la vaina (R8), 10 dias después de
mantenerse con 100 % de capacidad de campo (CC), 75 % CC y 50 % CC. M1, M2 y M3
corresponden a muestras evaluadas 24 h, 72 h y 168 h después de concluir el pulso de **C. Las
letras similares sobre las barras indican similitud entre los tratamientos (100 % CC (barras azules),
75 % CC (barras moradas) y 50 % CC (barras rosas)) y muestreos (M1, M2 y M3) segun la

comparacion de medias por Tukey (P <0.05), n=3.

6.4. Actividad amilolitica

La restriccion de humedad 11 dias después de suspender el riego (M1) en la actividad amilolitica

de los pericarpios de las vainas de las tres edades (Il, 111 y IVV) mostrd dos bandas de alto peso
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molecular en todas las muestras y una banda de menor peso con mayor actividad amilolitica
(Figura 11). El extracto crudo de proteinas de pericarpio Il en tratamiento 50 % CC revelé mayor
actividad amilolitica; esto mostré que la disminucion del contenido de almidén se debe a esta

actividad (Figura 10).

Pericarpio-II Pericarpio-III Pericarpio-IV

100 75 50 100 75 50 100 75 50
%CC %CC %CC %CC %CC %CC %CC %CC %CC

Figura 11. Gel nativo de poliacrilamida (Native-PAGE), tefiido con lugol, con el
efecto del nivel de humedad en el perfil de actividad de enzimas amiloliticas de
pericarpios de vainas, producidas por plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de la
variedad OTI, mantenidas 10 dias en suelo con 100 % de capacidad de campo (CC),
75 % CC y 50 % CC a partir del inicio del llenado de vaina (R8). La tincion del gel
fue con lugol. I, 111 y IV corresponden a las etapas de las vainas definidas en la
Figura 6.

6.5. Produccién de flores y peso seco de érganos

De acuerdo con el disefio del experimento descrito en la Figura 5, un grupo adicional de plantas
se usé para determinar el nimero de vainas normales a partir del total de flores producidas y que
fueron etiquetadas. Al inicio de la etapa de floracion (R6), las flores en antesis se etiquetaron y
cuantificaron cada 24 h y se le dio seguimiento a cada una de ellas. Al iniciar la etapa R8 (50 %
de plantas con vainas en llenado) se mantuvo cada grupo a 100 % CC, 75 % CC y 50 % CC hasta

la cosecha y se cuantificé el nimero de vainas normales (presentan al menos una semilla normal)
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(Figura 12A-C). Los resultados muestran que la cinética de produccion de flores fue similar en
los tres tratamientos (Figura 13), dado que la restriccion de humedad se aplicd en R8 o 18 dias
después del inicio de la floracién (Figura 7, eje izquierdo). Los tratamientos de restriccion de
humedad no modificaron la produccién de flores (Figura 12), de manera natural las flores que se
desarrollan después del dia 55 DDS tienen menos probabilidad de formar frutos (Figura 12); sin
embargo, incremento el aborto de frutos respecto a la mayor disponibilidad de humedad. Las
zonas azules indican los momentos criticos (Figura 12). Respecto al numero de vainas
producidas se encontrd que en condiciones 6ptimas (100 % CC), las flores se transformaron en
vainas hasta los 10 d despues de iniciar la etapa R6 (Figura 12A). Al aplicar la suspension de
riego con el 75 % CC se redujo el tiempo maximo de produccion de vainas a los 8 d de haber
iniciado la etapa R6 (Figura 12B) y 4 d al 50 % CC (Figura 12C).

Las diferencias en la biomasa seca del tallo y las hojas no fueron significativas entre los
trtamientos. En contraste el peso de la raiz se increment6 20 % en el tratamiento de 50 % CC y el
de pericarpios y las semillas disminuyo 55 % y 61 % en los tratamientos con 75 % y 50 % CC

respecto al testigo (Figura 14).
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Figura 12. Produccién de flores a partir de la etapa R6 (circulos azules, eje
izquierdo) sin restriccion de humedad hasta la etapa de llenado de vainas (R8) y
vainas normales cosechadas a la madurez fisiologica (R9) a A) 100 % CC, B) 75 %
CC y C) 50 % CC (cuadros rojos, eje derecho), n = 10. La restriccién de humedad
inicio el dia 63. DDS = dias después de la siembra. El area azul corresponde al

méaximo nimero de vainas normales producidas a la cosecha.
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Figura 13. Numero total de flores producidas por las

plantas en tres niveles de humedad [100 % CC (azul), 75
% CC (rojo) y 50 % CC (amarillo)] n = 10.

w = h
= = =
] ]

-1
Peso seco g
[\
<
|

2 e & e o e
SR T8 Ty STy o83
< = < - < - = - < <
S w ¢
Se® SRR Sp® Ep® Spw

Raiz Tallo Hoja Pericarpio Semillas

Figura 14. Efecto de la restriccion de humedad, en el peso seco de raiz, tallo, hojas,
pericarpio y semillas de plantas de la var. OTI en tres niveles de humedad (100 % CC,
75 % CC y 50 % CC). Las semillas a la cosecha no se secaron en estufa, se pesaron
con el contenido de humedad a la madurez fisioldgica, n = 7 (Tukey, P <0.05).
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Para tener un panorama general de la uniformidad de los pesos de las semillas a la
madurez fisioldgica producidas por las plantas en los tres niveles de humedad, se pesé cada
semilla producida por tres plantas tomadas al azar de cada tratamiento (Figura 15). Se observa
que la mayoria de las semillas se encuentran entre 0.32 y 0.41 g; asimismo se pueden encontrar
valores extremos (0.05 g) o hasta 10 veces mayores (0.5 g) en los tres tratamientos (100 % CC,

75 % CC y 50 % CC).
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Figura 15. Frecuencia del peso de las semillas de frijol
producidas por las plantas de la var. OTI en los tres
niveles de humedad (100 % CC, 75 % CC y 50 % CC).

Cada punto representa el valor promedio de tres plantas (n
=3).

El indice de cosecha disminuyd 5 % en restriccion de humedad moderada (75 % CC) y 19
% en restriccidn severa (50 % CC); sin embargo, el peso individual de la semilla y el promedio
de semillas por vaina, se mantuvo similar en los tres niveles de humedad con 3.9 semillas por
vaina con el mismo peso acumulado por grano (Cuadro 1). Lo anterior indica que, a pesar de la

fuerte reduccion del niamero de vainas normales, las que llegaron a madurez fisioldgica, se
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llenaron igual que las vainas de las plantas control (100 % CC). El peso de 100 semillas fue muy
similar en los tres tratamientos y el indice de cosecha de la vaina no mostr6 cambios
significativos en los tres niveles de humedad (Cuadro 1). Los resultados indican que, a pesar de

la restriccién de humedad, los fotoasimilados son destinados a semillas viables.

Cuadro 1. Medias de las variables de rendimiento e indice de cosecha y de la vaina de las plantas
de la var. OTI en diferentes niveles de humedad (100 % CC, 75 % CC y 50 % CC) durante el
llenado de la vaina. Medias + SE, (Tukey, P <0.05)n=7.

) Namero de Numero de Peso de una Semillas producidas  indice de indice de cosecha
Tratamientos . ) . ; 1 .
vainas por planta semillas por vaina  semilla (g) por planta (gpl™) cosecha (%) de la vaina (%)
100 % CC 2971 (SEx2.13) a 3.9 (SEx0.10) a 0.344 (SE+0.003) a 4155 (SE#3.35) a 60.22 (SE+1.50) a 82 63 (SEx4.11) a
75 % CC 24 42 (SE+1.90) a 3.8 (SEx0.12) a 0.341 (SE+0.005) a 31.93 (SE£1.74) b 55.60 (SE£0.57) b 80.45 (SEx2.21) a
50 % CC 14.14 (SE+1.03) b 36 (SE+0.16) b 0.332 (SE+0.005) a 15.87 (SEx1.21) ¢ 41.36 (SE+1.36) ¢ 80.04 (SEt1.47) a
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7. DISCUSION

La sequia es el estrés con impacto mayor en la pérdida del rendimiento en los cultivos. Entre las
alternativas de las plantas, la removilizacion de moléculas de reserva como fuente de nutrientes
es necesaria para enfrentar las condiciones adversas (Assefa et al., 2013; Beebe et al., 2008;
Mukankusi et al., 2019; Polania et al., 2016). En el presente estudio en las plantas de frijol la
disminucién de humedad del suelo disminuyé la conductancia estomatica de las hojas (Figura 7),
lo que evita la pérdida excesiva de agua, como en otros cultivos (Abdel y Stutzel, 2016; Hao et
al., 2013). La cuantificacion de la incorporacion de **C en plantas con restriccion de humedad
(Figura 5) mostré cambios en el patron de distribucion de la marca entre los tejidos (Figura 8 y
9). La restriccion de humedad disminuyo la marca en los pericarpios y las semillas en el tiempo,
en las etapas Il y Ill, y los cambios fueron menores en la etapa IV. El analisis de los
carbohidratos en los pericarpios muestra que los niveles de glucosa y fructosa se reducen con la
restriccion de humedad. Esa respuesta fue evidente en los pericarpios de las vainas jovenes
(etapa II). Sin embargo, el deficit de humedad tuvo poco efecto en los niveles de sacarosa y
almidon.

Los resultados mostraron que las plantas respondieron al déficit de humedad;
incrementando la proporcion de marca que se canalizo a las semillas que se encontraban en las
etapas Il y IV y se cortd el suministro a los frutos pequefios. Solo en ellos se observo una
disminucion significativa de almidon. Se ha reportado que genotipos de frijol resistentes a
sequia, responden a la baja disponibilidad de agua modificando la distribucion de fotosintatos y
acumulando almidon en el pericarpio de los frutos, pero no lo degradan (Cuellar-Ortiz et al.,
2008). Los niveles de hexosas (glucosa y fructosa) disminuyeron con respecto a la edad de las

vainas, pero los niveles de sacarosa aumentaron, estos resultados ocurrieron independientemente
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del nivel de humedad, excepto en los pericarpios de etapa Il del M1, en el que se observaron
menores concentraciones del disacarido en bajos niveles de humedad (Figura 10). Dichas
observaciones sugieren que el metabolismo de sacarosa es mas activo en vainas jovenes y es
dependiente de la edad del fruto. Resultados similares fueron encontrados en vainas de plantas de
soya (Glycine max L.), donde la sequia no alterd los niveles de almiddn y azlcares no reductores
en los pericarpios de los frutos (Sengupta et al., 2019). Por otro lado, el hecho de que Coello y
Martinez-Barajas (2014) hayan observado que vainas de 20 dias después de la antesis, cortadas
de la planta e incubadas en oscuridad, degradan eficientemente el almidon de la vaina y que los
recursos generados permiten el desarrollo exitoso de algunas semillas indica que la degradacion
del almidon en esta etapa depende de sefiales que se originan cuando la planta interrumpe el
suministro de nutrientes.

El pericarpio en frijol con restriccion de humedad es uno de los tejidos fuente de carbono
para la semilla (Cuellar-Ortiz et al., 2008); por lo que, el indice de cosecha de la vaina se ha
considerado un caracter agronomico para seleccion de resistencia a sequia (Assefa et al., 2013).
Las evidencias indican que el almidon se acumula en cantidades suficientes sin cambios
significativos en su contenido. Cuellar-Ortiz et al. (2008) demostraron que el almidén en sequia
disminuye en las hojas y se acumula en la vaina de un cultivar de frijol resistente a sequia. En el
proceso de la liberacion de COz por el embrion en vainas de las leguminosas se fija nuevamente
mediante una capa de células en la pared interior de la vaina. En el garbanzo este proceso de
refijacion permite el balance de carbono de la semilla, particularmente en condiciones de sequia;
en esta especie el embrion, la cubierta de la semilla y la pared de la vaina son fotosintéticamente
competentes, pero la pared de la vaina por si sola es capaz de una produccién neta de O, por

encima de la respiracion. El papel predominante de la pared de la vaina en la refijacion esta
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respaldado por las mediciones de la fijacion de CO. marcado isotOpicamente, que muestran que
mas del 80 % del CO: es fijado por este tejido cuando se suministra al interior de la vaina;
ademas, las concentraciones de clorofila en las vainas mas jovenes son altas, pero disminuyen
diferencialmente con el desarrollo (Furbank et al., 2004).

El pericarpio de la vaina en alfalfa (Medicago sativa L.) tiene capacidad fotosintética en
las primeras etapas del desarrollo de las semillas y su fotosintesis podria proporcionar carbono a
los érganos, incluidas semillas, pericarpios, hojas, tallos y raices, ademas de la fotosintesis de las
hojas. La fotosintesis del pericarpio afecta el balance total de C de la rama de alfalfa con la
redistribucion de una porcion del pericarpio asimilada a otros 6rganos de la planta. El *C
asimilado del pericarpio se utilizo para el crecimiento de semillas y pericarpio (Zhang et al.,
2017). Los requerimientos de C asimilado provienen principalmente del pericarpio joven en el
desarrollo temprano de la semilla, y los requerimientos posteriores provienen principalmente de
la hoja; esto mismo podria estar ocurriendo en la planta de frijol.

Los pericarpios juegan un papel clave al encapsular las semillas en desarrollo y
protegerlas de plagas y patdgenos; ademas de esta funcidn protectora, se ha demostrado que la
pared del pericarpio es fotosintéticamente activa ademas de que contribuye con asimilados y
nutrientes para impulsar el crecimiento de las semillas. El estudio de Bennett et al. (2011) reveld
que las sefiales que se originan en el pericarpio también acttan en el llenado de las semillas y
regulan la reasignacion de reservas de semillas dafiadas a aquellas que han conservado su
viabilidad, particularmente en los miembros de la familia Brassicaceae.

Los resultados del presente estudio con los pericarpios de las etapas 111 y IV concuerdan
con los de otros estudios sobre los niveles elevados de almidon en el pericarpio en los tres

niveles de humedad (Figura 9), pero contrastan con los resultados en la etapa inicial (I1). Estos
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resultados permiten sugerir que la fuerza de demanda favorece a las vainas que se encuentran en
etapas iniciales de llenado del grano que cambian hacia un estado de transicion, en el que la
vaina pierde capacidad metabdlica e inicia la pérdida de la clorofila y por lo tanto la senescencia
del fruto (Furbank, 2004; Michelangeli et al., 2013; Padilla-Chacdn et al., 2017). Para explorar si
la disminucién en el contenido de almiddn en pericarpios Il se debe al aumento en la actividad de
degradacion del almidon en el pericarpio, se determind su actividad amilolitica en las etapas de
crecimiento I, 111 y IV (Figura 11) con 11 d de restriccion de humedad (M1). Los resultados
mostraron que la actividad amilolitica en las tres etapas de crecimiento, la de pericarpio de etapa
Il con restriccion de humedad severa tuvo mayor actividad. Hasta el momento se desconoce el
mecanismo de degradacion de almidon en vainas de frijol en respuesta a la sequia (Polania et al.,
2020). Evidencias experimentales demostraron que las enzimas que hidrolizan el almidon
responden al estrés abiotico (Thalmann y Santelia, 2017). Monroe et al. (2014) mostraron que
con la aplicacion exdgena de ABA se induce la expresion de BAM1 y AMY3, dos enzimas
glucano hidroliticas con propiedades bioquimicas diferentes; BAM3 es activa en temperaturas
bajas y pH acidos, y BAML1 tiene actividad mayor en temperaturas altas y pH mas alcalinos. Los
resultados del presente estudio permiten sugerir la participacion de enzimas que respondan a la
restriccion de humedad, o al ambiente celular promovido por esta condicion, en la degradacion
del almiddn de vainas jovenes.

Los resultados mostraron que las concentraciones de fructosa fueron el doble que las de
glucosa y que la concentracién de ambos azucares disminuyé con la maduracién de la vaina y la
restriccion de humedad. Estos resultados son similares a los obtenidos en vainas de plantas de
soya en sequia, en ellas los niveles de carbohidratos totales disminuyeron en las vainas de edad

avanzada (Sengupta et al., 2019). En contraste, Cuellar-Ortiz et al. (2008) mostraron que los
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carbohidratos solubles aumentaron entre la primera y segunda semana de formacion de la vaina
en plantas con restriccion de humedad. Estd ampliamente demostrado que la sequia, salinidad y
bajas temperaturas incrementan la concentracion de azucares solubles; particularmente, la
sacarosa y la glucosa actGan como sustrato en la respiracion celular o como osmolito para
mantener la homeostasis (Gupta y Kaur, 2005), y la fructosa parece estar relacionada en la
sintesis de metabolitos secundarios. Al respecto, Hilal et al. (2004) demostraron que el aumento
de fructosa parece estar relacionado con la mayor demanda de eritrosa-4P como sustrato para la
sintesis de lignina y fenolicos.

En el presente estudio, las fluctuaciones de carbohidratos solubles en condiciones de
estrés parece que estuvieron relacionadas con cambios en la asimilacion de COg, reparticion de
fotosintatos entre tejidos fuente-demanda y en la expresion de genes especificos (Roitsch, 1999;
Hilal et al., 2004; Gupta y Kaur, 2005). EI metabolismo de carbohidratos solubles depende de la
etapa del desarrollo de la vaina e involucra cambios en su sintesis y degradacion, ya que en las
vainas de la etapa Il estuvieron en concentraciones mayores que en las etapas posteriores (I11'y
IV) (Figura 11).

El analisis de la produccion de flores por dia, del nimero de flores abortivas y de las
semillas formadas, asi como de los componentes del rendimiento e indices de cosecha y de la
vaina (Figura 12) mostrd que las plantas obtuvieron una cantidad similar de flores en los tres
tratamientos. Estos resultados son consistentes con el andlisis de la cinética de produccion de
flores en 24 genotipos de frijol, poniendo en evidencia que existen diferencias entre genotipos de
acuerdo a su ciclo (Michelangeli et al., 2013).

Con respecto a las vainas que alcanzaron la madurez hasta cosecha, se demostré que en

los tres niveles de humedad, el namero de vainas no se correlacion6 con la produccion de flores
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(Figura 12) en el caso del 100 % CC todas las flores producidas despueés del dia 10 de iniciada la
antesis fueron abortivas. Dicho efecto dependi6 de la cantidad de humedad en el sustrato; con 75
% CC las plantas abortaron todas las flores después del dia ocho y con 50 % CC a partir del dia
cuatro. La capacidad de la planta para mantener las flores y formar vainas (evitar el aborto) es
fundamental en la tolerancia a la sequia en frijol (Nadeem et al., 2019). EI namero de semillas
por vaina lo determinan el potencial de los évulos formados por la planta, los procesos de
polinizacién y la capacidad de la planta para transportar carbohidratos hacia los embriones en
desarrollo (Farooq et al., 2017). Las plantas de P. vulgaris, incluso con un suministro de agua
Optimo sacrifican 6vulos, con lo que optimizé la formacion de semillas dentro de una vaina, y en
condiciones de sequia, una planta puede abortar la mitad o mas de sus 6vulos dependiendo de la
especie; sin embargo, los cultivares tolerantes a la sequia muestran menos aborto de embriones y
semillas, lo que, combinado con la movilizacion eficaz de fotoasimilados de las estructuras
vegetativas y la pared de la vaina, asegura la formacion y el llenado adecuados de las semillas
por vaina (Rao et al., 2013). El suministro de fotoasimilados podria ejercer influencia
cuantitativa y positiva en la fuerza de demanda a través del establecimiento del nimero de
semillas y vainas porque se demostré que las tasas de aborto estan relacionadas positivamente
con el tamafno de la semilla y el nimero de 6vulos fecundados que se desarrollen en la
elongacion de la vaina (Nakamura, 1988; Lord y Westoby, 2012). Estas observaciones indican
que la capacidad de la planta para captar, transportar, asignar fotoasimilados dependen del
estatus hidrico; esto, a la vez permite el desarrollo de las flores y las vainas.

El rendimiento disminuyd significativamente ~23 % y 61 % en restriccion de humedad
(75 % CC y 50 % CC), lo cual coincide con lo mencionado por otros autores que la sequia en la

etapa final del desarrollo puede disminuir drasticamente el rendimiento de los cultivos (Chaves-
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Barrantes et al., 2018; Polania et al., 2016). La biomasa de raiz, expresada como peso seco,
generada por las plantas fue mayor en el tratamiento 50 % CC comparado con los tratamientos
con mayor humedad; lo que confirmé el mayor desarrollo de raices en respuesta al deficit de
humedad y su tolerancia a la sequia de la variedad OTI (Strock et al., 2019). En general, los
resultados demostraron que las semillas son las estructuras que importan la mayor cantidad de
carbono; ademas, las reservas en pericarpios son utilizadas en etapas tempranas cuando las

plantas se enfrentan a la restriccion de humedad.
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8. CONCLUSIONES

En las plantas de frijol variedad OTI, la restriccion de humedad modifica la distribucion de
fotoasimilados y cancela su translocacion a las vainas pequefas (etapa Il), que al disminuir la
asimilacion de C, consumen los azlcares solubles (glucosa y fructosa) y degradan el almidon.
Sin embargo, los recursos generados son insuficientes, lo que se traduce en abscision mayor de
ndmero de drganos reproductivos y esto se refleja finalmente en el nimero de vainas normales

producidas o en el nimero de semillas por planta.
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9. PERSPECTIVAS

Estudiar los procesos bioquimicos y moleculares que controlan la movilizacion de
carbono, ya que una mayor movilizacién de carbono hacia la formacion de semillas puede
convertirse en una caracteristica importante en cultivares de P. vulgaris tolerantes a sequia.

Estudiar las funciones de los transportadores de la carga y descarga de fotoasimilados en
el floema con el fin de detectar las isoformas de enzimas que son importantes en frijol.

Realizar experimentos con sacarosa* y almiddn'# para reforzar que el pericarpio es un
tejido que puede fungir como estructura de almacenamiento de sacarosa o almidon, que actla
como organo fuente cuando las plantas estan sujetas a condiciones de estrés hidrico.

Realizar ensayos enzimaticos de SUS, INV, AGPasa y otras enzimas claves del
metabolismo de sacarosa-almidon para explicar los cambios en el contenido de carbohidratos

inducidos por la restriccion de humedad.
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