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RESUMEN

Esta investigacion se realizé para documentar los cambios morfoldgicos, anatomicos,
fisiologicos y bioquimicos que ocurren en la raiz de plantulas de frijol tepari (Phaseolus
acutifolius A. Gray var. latifolius) de los cultivares “Brown-Yellow-Red” (RYB), “Negro”,
“Tohono Oodham” y “Blanco de Sinaloa” que crecieron en sustrato con diferentes
potenciales de agua (¥ ) de -0.03, -0.07, -0.51 y -2.01 MPa. De esta forma contribuir a
revalorar a frijol tepari como un recurso alimenticio y como un reservorio de genes
importante en la agricultura; debido a que su uso como alimento ha sido desplazado y
muchos cultivares de México y el suroeste de Estados Unidos estan en peligro de
desaparecer. Se encontré que el crecimiento de la raiz de plantulas de los cultivares
evaluados, fue influenciado por las condiciones de humedad y proporcional al potencial de
agua del sustrato. La longitud de la raiz fue mayor en sustratos moderadamente secos,
respecto a los mas humedos o muy secos; lo que confirma la adaptacién de la raiz de frijol
tepari a crecer en ambientes aridos. El contenido relativo de agua (CRA) en el tejido de la
raiz se mantuvo alto y permanecié constante aun cuando el W, en el sustrato pasé de
-0.51 a —2.01 MPa. A nivel anatémico, el efecto del W, sobre el crecimiento longitudinal y
radial fue heterogéneo entre los cultivares de frijol tepari y permitid observar que el
crecimiento de la raiz es modulado por la humedad del sustrato. Se encontré que el
arreglo y numero de células de los distintos tejidos fue similar entre los cultivares. El
tamafio de las células si mostré diferencias significativas (P<0.05) entre los cultivares y
entre los niveles de humedad, con una tendencia a disminuir con los ¥4 menores del
sustrato. El crecimiento radial de la raiz mostré un incremento natural progresivo de su
didmetro a lo largo de los primeros 15 mm; se observaron raices delgadas con el estrés
hidrico y raices gruesas en sustratos cercanos a capacidad de campo; excepto en el
segmento de la raiz de 0.5 mm donde el crecimiento radial de la raiz no fue afectado por
los WA en el sustrato. En general, los tejidos de la raiz crecieron coordinadamente y las
células del cortex mostraron el mayor crecimiento radial que contribuyéd en mayor
proporcidon al aumento del didmetro total de la raiz. Sin embargo, se observd que las
células de cértex ademas tienen una mayor expansion en direccion longitudinal. Por otra
parte, la concentracién de prolina en los tejidos de la zona apical fue consistentes con la
idea de que la prolina participa en el ajuste osmético, como un soluto citoplasmico, para
mantener el crecimiento a W, bajos en el sustrato. La concentracidn de proteina soluble
fue mayor en la zona apical en comparacion con la zona media de la raiz, pero solo en los
sustratos con W, bajos. Se concluyd que la raiz de las plantulas de frijol tepari sobrevivio y
mantuvon su crecimiento en sustratos con W, bajos, debido a que su zona apical tiene un
crecimiento dinamico y fisioldgicamente complejo ante el estrés hidrico.



SUMMARY

This research was performed to document the morphological, anatomical, physiological,
and biochemical changes that root of tepary bean seedlings has (Phaseolus acutifolius A.
Gray var. latifolius) in the cultivars “Brown-Yellow-Red” (RYB), “Black”, “Tohono Oodham”,
and “Blanco de Sinaloa”; when it grows at water potentials (¥ ): -0.03, -0.07, -0.51, and -
2.01 MPa in the substrate. And this would contribute to reevaluate the use of tepay bean
as a food and important gene pool; because of tepary bean use has been replaced as a
food source and many cultivars in Mexico and southern United States are prone to
disappear. The root growth of the cultivars proved to be influenced by humidity and was
proportional to the level substrate water potential. Root length was greater in moderately
dry substrates than in humid or dry ones; which confirms that root tepary beans is
adapted to growth in arid environments. The relative water content (RWC) in the root
tissue remained high and constant even when W,, in the substrate went from —-0.51 to —
2.01 MPa. At anatomical level, the effect of W,, on length and radial growth was
heterogeneous among the cultivars of tepary beans and allowed to observe that root
growth is modulated by the substrate humidity. The arrangement and number of cells of
the different tissues was similar among cultivars. There was, however, a significant
difference (P<0.05) in cell size among cultivars and substrate water levels, with a tendency
to decrease with lower W,, in the substrate. Radial growth of the root showed a
progressive natural increase in diameter in the first 15 mm; thin roots were present with
water stress, and thicker ones in substrates near field capacity, except in the segment
where the radial root growth was not affected by the substrate W,, In general, root tissues
grew coordinately and cortex cells showed the greatest radial growth, which contributed
more to the increase in the total root diameter. Nevertheless, cortex cells also showed a
greater expansion lengthwise. On the other hand, the concentration of proline in the
tissues of the apical zone was consistent with the idea that proline has a roll in the
osmotic adjustment, as a cytoplasm solute, to maintain growth with low W, in the
substrate. The concentration of soluble protein was greater in the apical zone than in the
middle zone of the root, but only in substrates with low W,,. It was conclude that the root
of tepary bean seedlings survives and maintains growth in substrates with low W,, because
its apical zone has a dynamic and physiologically complex growth as a response to water
stress.



PRESENTACION

El estrés que imponen las condiciones del ambiente representa el factor mas limitante en
la productividad de los cultivos en cualquier parte del mundo. De esta forma, una
proporcidon grande del rendimiento se pierde por el efecto adverso del estrés que se
presenta cuando hay extremos en la temperatura, sequia y salinidad (Hirt y Shinozaki,
2004); debido a que este estrés causa la inhibicion de todos los procesos fisioldgicos y en

general la reduccion del crecimiento vegetal (Kozlowki y Pallardy, 2002).

Por otro lado, se conoce que las exposiciones breves a estos factores son esenciales para

el desarrollo éptimo de las plantas (Kozlowki y Pallardy, 2002).

La disponibilidad de agua es una de las mayores limitantes de la productividad de las
plantas (Boyer, 1982). Sin embargo, se considera que arriba del 35% de la superficie del la

tierra es arida o semiarida con precipitaciones que son inadecuadas para uso agricola.

Ademas, de acuerdo con UNEP (2007) a nivel global la precipitacion es raramente
uniforme. Por una parte, algunas regiones presentan una estacién seca predecible

mientras que otras experimentan un periodo impredecible de sequia

El término sequia de acuerdo con Bartels y Souer (2004) deriva de un contexto
agronomico. Sin embargo, el termino sequia también se aplica cuando el agua en la planta
sufre un desbalance debido a una insuficiencia de agua en el sustrato, entonces la planta

experimenta o pasa por un déficit de agua y posteriormente sufre por un estrés de agua,



también referido como sequia. Por otra parte, también es conocido que en, regiones con
precipitacion suficiente para completar el ciclo de vida de las plantas, pueden presentar
ambientes con limitaciones de agua; asi, todas las regiones agricolas pueden experimentar
sequia. Bartels y Souer (2004) al referirse a la importancia que tiene el agua en las plantas
mencionan que es central para todos los procesos fisiolégicos en las plantas, en el nivel

celular y es el principal medio por el que se transportan metabolitos y nutrientes.

De acuerdo con Kozlowski y Pallardy (2002) las plantas difieren ampliamente en su
capacidad para adaptarse la sequia. Estas pueden ser convenientemente separadas por la
capacidad para mantener el estatus hidrico de la planta. El estatus del agua de una planta

se describe por medio del potencial de agua ((Wa) y el contenido relativo de agua (CRA).

Asi, las plantas han desarrollado muchos mecanismos para adaptar su crecimiento a la
disponibilidad de agua. Estas adaptaciones son dependientes de la severidad y duracion
del déficit de agua, asi como también del estado de desarrollo y las caracteristicas

morfoldgicas y anatémicas de la planta.

En general, se pueden distinguir respuestas rapidas ante una emergencia y respuestas
adaptativas lentas (Wood, 2005). Algunas estrategias para sobrevivir en ambientes con
limitaciones de agua son evitarlos completamente, escapar al dafio inducido por la sequia
y completar el ciclo de vida rapidamente. El escape a la sequia es una adaptacion
extremadamente importante para sobrevivir en ambientes con limitaciones de agua

(Jones et al., 1981).



Sin embargo, los fisidlogos vegetales estan generalmente mas interesados en plantas que
son capaces de tolerar la sequia y que mantienen contenidos altos de agua en las células
mediante adaptaciones anatémicas, del desarrollo, bioquimicas, fisioldgicas y moleculares

gue limitan la desecacion de sus tejidos.

En la actualidad existe un gran interés en investigar la sequia y su efecto en la vida de las
plantas (Hirt y Shinozaki, 2004). Los estudios se han incrementado debido los cambios
ambientales que suceden actualmente a nivel global. Como ya es conocido, el incremento
de los gases con efecto invernadero sobe el ambiente global propician cambios en las
temperaturas y con esto, muchos cambios de patrones del clima local que afectan a las

poblaciones de plantas y animales (UNEP, 2007).

Por otra parte, el uso de fertilizantes quimicos e irrigacién artificial en la agricultura
mundial se asocia con el incremento la salinidad de las tierras cultivables causando efectos
parecidos a los de la sequia. Por lo que la de resistencia y adaptacion a factores abidticos

generadores de estrés en plantas se investiga ampliamente.

En esta investigacion se estudio el efecto que tiene el sustrato con distintos W, en el
crecimiento de la raiz de plantulas de frijol tepari Phaseolus acutifolius, que de acuerdo
con Nabhan y Felger (1978) ha sido descrito como una de las especies domesticadas mas

resistentes al estrés por deficiencia de agua.

Se realizaron experimentos para conocer el W, del sustrato en el que la raiz puede

continuar viva y realiza funciones fisioldgicas basicas; el efecto que tiene la disminucion



del W, del sustrato en el crecimiento de la raiz, enfocando las observaciones a la zona
apical de la raiz. Utilizando técnicas de anatomia y morfologia con las que se evalué el
crecimiento a nivel celular, de tejidos particulares y del érgano en general. Ademas, se
cuantificd la concentracién de prolina y proteinas solubles conocidas por su acumulacion

en tejido durante el estrés hidrico.

Se resolvieron preguntas planteadas al principio de la investigacion como:

¢Es frijol tepari en realidad capaz de tolerar niveles de humedad en el sustrato que

producen un estrés hidrico en sus tejidos?

¢Cual es el W, del sustrato menor que mantiene el crecimiento del frijol tepari?

¢Qué posibilidad existe que en la fase de plantula, el frijol tepari sobreviva a un estrés

hidrico ocasionado por un W, bajo en el sustrato?

¢A qué nivel (celular de tejidos o de dérgano) se presentan las modificaciones debido al

estrés hidrico?

¢Se acumulan sustancias en la raiz como una respuesta al estrés hidrico para permitir el

crecimiento?

Este trabajo se divide en cuatro capitulos.

El primero es una revision sobre distintos aspectos tedricos que se abordaron durante las

distintas etapas del trabajo de tesis e incluye aspectos generales sobre la identidad



botanica de frijol tepari, descripcidén morfoldgica de la especie y su adaptacion a factores

ambientales extremos.

Ademas, se presenta una revision general sobre el estrés ocasionado por déficit de agua
en plantas y sobre las estrategias de adaptacidon. Para finalizar, se mencionan temas
relacionados con la raiz, considerando su origen, morfologia, anatomia y adaptacién al

déficit de agua del suelo.

En el segundo capitulo se analizo el efecto de diferentes W, del sustrato en el crecimiento
en direccion longitudinal y radial en la zona apical y subapical de la raiz de frijol tepari.
Ademas, se cuantificé el contenido de prolina en dos zonas de la raiz principal de las

plantulas.

En el tercer capitulo se abordd el tema del crecimiento y desarrollo de las raices de frijol
tepari bajo estrés hidrico, en él se describe la anatomia de la raiz de frijol tepari y los
cambios en el tamafio celular de los tejidos y del 6rgano ocasionados por estrés hidrico en

plantas que han crecido en sustratos con W, diferente.

En el capitulo cuarto se hizo un analisis de la acumulacién de proteina soluble en plantulas
de frijol tepari crecidas en condiciones de estrés hidrico, donde se describe el método
generado para su cuantificacion y como separar en geles de poliacrilamida (PAGE)

proteinas de alto peso molecular.



Ademas se mencionan aspectos importantes sobre la bioquimica y naturaleza de éstas.
Finalmente se presenta una discusion sobre las adaptaciones de frijol tepari a ambientes

estresantes y como este trabajo contribuira a responder algunas preguntas al respecto.
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Capitulo 1

Frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) su
adaptacion a la sequia y la respuesta de la raiz a los
factores estresantes
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Frijol tepari

De acuerdo con Freytang y Debouck (2002) el frijol tepari pertenece a la seccién Acutifolii
del género Phaseolus y las plantas de esta seccion son: enredaderas anuales delicadas, de
cuatro metros de longitud aproximadamente, con raiz tipica, foliolos laminares
principalmente angostos y alargados. Inflorescencias cortas, con pocas flores, bractéolas
cortas de 1-3 mm de largo, estigma lateral introrso, vainas principalmente comprimidas,
carpelo con suturas pronunciadas y generalmente cubiertas con tricomas uncinados
distintivos. Los eofilos (hojas primarias) de las plantulas son peciolados cortamente menos
de un centimetro de largo y usualmente reducidos a los pulvinulos. La seccidn Acutifolii es
pequeiia y consiste solo de dos especies que son Phaseolus acutifolius y Phaseolus

parvifolius y sus variantes. (Freytag y Debouck, 2002).

Buhrow (1983) menciona que son conocidas cuatro formas de P. acutifolius. Las
variedades domesticadas de la variedad /atifolius (Freeman, 1912), las variedades
silvestres de la variedad latifolius, las variedades silvestres de la variedad acutifolius y las
variedades silvestres de la variedad tenuifolius, que son comiUnmente conocidas como

frijol tepari por los nativos del noroeste de México y suroeste de Estados Unidos.

Las variantes silvestres se encuentran creciendo en cafones, bancos de arena y pie de

colinas, en el desierto y areas secas del suroeste de Estados Unidos y noroeste de México.

Ademads, su distribucion se extiende hacia el sur, a través del area central seca del

altiplano de México hasta el centro de Chiapas y Guatemala. Las plantas de frijol tepari
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cultivado Phaseolus acutifolius A Gray. var latifolius segun Freytang y Debouck (2002) son
enredaderas trepadoras pequefias, de 1 a 4 m de longitud, estipulas lanceoladas
fuertemente, 4-nervadas adpresas. Hojas 6.5-20 cm de largo, peciolo delgado, 2-6.8 cm de
largo, pulvinulo estriado, fuertemente uncinado; foliolo terminal ampliamente ovado, 4-
6.4 cm de largo, 2.2-3.7 cm de ancho y proporcion largo: ancho del foliolo terminal 1.7,
con base aguda; foliolos laterales basicamente de la misma forma que el foliolo terminal,

pero ligeramente delgados y uniequilateros, 3.8-5.6 cm de largo y 2.0-3.3 cm de ancho.

Inflorescencia peduncular de 2-5 cm de largo, densamente urcinada, raquis 1-3 cm de
largo con 2-5 flores, densamente urcinadas; bracteas primarias triangulares a lanceoladas,

fuertemente 1-nervadas, 2-2.5 mm de largas y 0.3-0.5 mm de anchas.

Color de flores de violeta a blanco de 15-20 mm de longitud, cdliz ampliamente
campanulado 3-4 mm de largo. Vainas rectas o ligeramente curvadas, generalmente
redondeadas y algunas veces aplanadas 7.3-10 cm de largo y 10.5-13 mm de ancho, con 6-

8 tabiques, valvas con dehiscencia explosiva y Unicamente enrolladas con la dehiscencia.

Semillas de de tonalidad oscura y colores que varian del negro al rojo; de formas
angulares y redondeadas o completamente planas, pequefias, 5-7 mm de largo, 3.5-7.5

mm de ancho y 2.5-5.5 mm en grosor (Cuadro 1).

Nabhan y Felger (1978) hacen una comparacién de las caracteristicas morfoldgicas entre

los frijoles teparis cultivados y silvestres, las cuales se sintetizan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Comparacion entre tepari silvestre y tepari domesticado (Phaseolus acutifolius).
Tomado de Nabhan y Felger (1978).

Caracter Silvestre Domesticado

Forma de crecimiento Efimero(anual) Efimero (anual)

Habito Enredadera polinodal con entrenudos Enredadera polinodal con entrenudos largos o cortos o
largos semiarbustiva

Forma de los foliolos Casi lineal a ovado lanceolados Ovado lanceolados

Dehiscencia de las vainas Explosiva Débil y tardia

Longitud de la vaina 30-75m 50-90 mm

Ancho de la vaina 3-9mm 8-13 mm

Semillas por vaina 2-10 (6 en promedio) 2-7 (4 en promedio)

Longitud de semilla 3.4-6.3 mm 6.6-12.0 mm (8.6 mm en promedio)

Ancho de semilla 2.5-4.5 mm 4.4-7.8 mm (5.8 mm en promedio)

Peso de semilla (seco) 17-58 mg 130-220 mg (150 mg en promedio)

Retraso de germinacién Si No

Color de semilla Verde-café moteado, negro Blanco, naranja-café, negro, ante, moteado

Estado actual de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray)

Pratt y Nabhan (1998) mencionan que la presencia de frijol tepari tanto en forma
domesticada como formas silvestres en el desierto de Sonora nos harian pensar en esta
zona como su centro de diversidad y centro de origen. Sin embargo, las evidencia
arqueoldgica existente en el suroeste de Estados Unidos, no soportan los argumentos para
plantear la domesticacion temprana de frijol tepari en el area. Kaplan (1965) menciona
qgue la presencia de frijol tepari en excavaciones de cavernas de hace 5000 afiosen el area
de Tehuacan dan evidencias arqueoldgicas para mencionar que los sitios de domesticacion
de frijol tepari son los valles semiaridos por sombra de agua del sur de México. Asi la fecha
mas temprana para la domesticacion de frijol tepari se traslapa con la de frijol y maiz en
un sentido temporal y espacial. Sin embargo Pratt y Nabhan (1998) permanecen en
desacuerdo con la domesticacion de frijol tepari en el valle de Tehuacan exclusivamente y
mencionan al atiplano de Jalisco como un posible candidato para la domesticacion de frijol

tepari.
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Pratt y Nabhan (1988) mencionaron que en esta especie han ocurrido periodos de erosién
genética severa en el transcurso de su historia y sefialan que se perdid considerable
variacién genética en los teparis domesticados al inicio del siglo pasado, cuando las tribus
Papago de Norteamérica abandonaron la agricultura tradicional, para adoptar la
agricultura con irrigacion. En la actualidad, otros factores que contribuyeron a la pérdida
de poblaciones silvestres de esta especie son: La degradacion del habitat por el sobre
pastoreo, el fuego intencional y sobre explotacion de lefia y la eliminacién del habitat
debido a cambios de uso del suelo que incluyen el corte de los arroyos, conversion de la
vegetacion, urbanizacion y desmonte para cultivos comerciales. Por otra parte, los
cambios climaticos y la desertificacion que han sucedido en México durante la ultima
cuarta parte del siglo XX también afectaron la permanencia de muchas poblaciones
silvestres de frijol tepari. Ademas, el énfasis exclusivo del mejoramiento de frijol P.
vulgaris, tanto en México como en Estados Unidos, ha conducido a que las variedades de
tepari locales permanezcan en unas cuantas localidades entre Arizona y Sonora sin
mejorar (Pratt y Nabhan, 1988). Debido a esto, deben realizarse muchos esfuerzos para

contribuir al conocimiento y conservacion de frijol tepari.

Influencia de factores ambientales sobre el crecimiento y desarrollo de frijol tepari

Desde su descripcion agrondmica (Freeman, 1913) se ha considerado al frijol tepari como
un cultivo adaptado a la sequia. Se ha documentado que P. acutifolius tiene mayores
rendimientos que P. vulgaris, en ambientes secos, donde es comun el déficit de humedad

en el suelo y el aire, temperaturas altas y ambientes salino. A continuacidon se hace
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referencia a los trabajos que destacan la influencia de los factores ambientales sobre el

crecimiento y desarrollo de frijol tepari.

Tolerancia a sequia

De acuerdo con Montoya (1985), P. acutifolius tiene caracteristicas que le perminten una
eficiencia alta en el uso de agua. En su estudio reporto que la planta cuenta con estomas
qgue son sensibles a la disminucién del potencial de agua en las hojas, un sistema radical
profundo y la capacidad de movimiento de sus hojas (paraheliotropismo) que también fue

reportado por Yuy Vergs (1994).

Pearson y Davis (1978) realizaron estudios con el fin de explicar la capacidad del P.
acutifolius para soportar condiciones extremas de sequia. Los citados autores
descubrieron mecanismos fisioldgicos de adaptacion como: temperatura baja en las hojas,
niveles de clorofila constante, valores medios de transpiracion y cambios morfoldgicos
como hojas pequenas y delgadas. Comparativamente P. acutifolius tiene la capacidad de
cerrar sus estomas a potencial hidrico mas bajo que P. vulgaris (Thomas y Waines 1981).
Sin embargo, Serrano (1963) encontré que la transpiracion fue significativamente mayor
en frijol tepari que en el P. vulgaris y se debid a que en frijol tepari, los estomas
permanecieron abiertos durante periodos de temperatura alta y humedad relativa baja,

mientras que los estomas del P. vulgaris permanecieron cerrados en estas condiciones.

Coyne y Serrano (1963) realizaron estudios sobre los cambios diurnos de los sélidos

solubles, carbohidratos y tasas de respiracion en P. acutifolius y P. vulgaris. Encontraron
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que P. acutifolius tiene la capacidad de mantener la fotosintesis bajo deficiencias de agua
y proporciona los sustratos para el mantenimiento de una tasa de respiracién casi normal.
Los mismos autores senalan ademas que, dado que los sdlidos solubles de las hojas de
frijol son una caracteristica altamente heredable, este valor puede proporcionar un indice

util de seleccién para desarrollar tolerancia a la sequia.

Varios estudios han demostrado que P. acutifolius conserva y optimiza el uso de agua en
condiciones de sequia posponiendo la deshidrataciéon (Markhart, 1985; Castonguay vy

Markhart, 1991; Castonguay y Markhart, 1992).

Se han demostrado que P. acutifolius es mas resistente al estrés hidrico que P. vulgaris
(Montoya, 1985). Sin embargo, Lazcano y Lovatt (1999) encontraron que plantas
estresadas de P. acutifolius acumularon 55% menos materia seca en el tallo y 70% menos
en la raiz en comparacién con P. vulgaris con 14% y 24% en el tallo y la raiz,
respectivamente; ademas, el contenido relativo de agua (CRA) se mantuvo alto en el tallo
de plantas estresadas de P. acutifolius en contraste con P. vulgaris. Sin embargo, se ha
encontrado que dentro de la especie hay variacidon considerable respecto a su tolerancia

al estrés hidrico (Montoya, 1985)

Mohamed y Tawfik (2007) mostraron que los rendimientos altos de semilla de frijol tepari
bajo condiciones de agua limitada son en parte el resultado del mecanismo de escape a la
sequia de frijol tepari y estd condicionada por el aumento de la masa de la raiz y la

resistencia estomatica acompafiada con un potencial osmético celular bajo.
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Tolerancia a temperaturas altas

El comportamiento de plantas de P. acutifolius ante las temperaturas altas se ha
estudiado desde etapas muy tempranas de su desarrollo. En germinacion, Scully y Waines
(1987) reportaron que P. acutifolius tarda un dia mas en germinar a temperaturas de 10 y
14 °C que P. vulgaris, mientras que a 16 °C tarda un dia menos en germinar que P.
vulgaris. En un intervalo de 10 a 35 °C se encontrd que P. vulgaris y P. acutifolius tardan el
mismo tiempo en germinar excepto para 35 °C donde P. acutifolius germina mas rapido.
Por lo tanto, el intervalo dptimo de temperatura para la germinacién de P. acutifolius es
de 25 a 35 °C. Estos resultados indican que una vez superada una temperatura critica
minima, el metabolismo de germinacion es mas activo en algunos P. acutifolius que en P.
vulgaris. Estos autores sefalaron que la imbibicion y germinacion rapidas de P. acutifolius
puede ser un mecanismo adaptativo que permite el uso inmediato del agua de lluvias en
condiciones aridas. Los frijoles tepari de los desiertos mexicanos no germinan con las
lluvias de invierno debido a las condiciones frias del suelo y las plantas se observan

Unicamente en sus habitats nativos en la estacion humeda de verano.

Scully y Waines (1988) encontraron que en condiciones de campo los frijoles tepari
emergen 1.5 dias mas temprano que P. vulgaris a una temperatura de 18-28 °C. Evaluando
el efecto de la temperatura en el desarrollo vegetativo con un sistema de unidades calor,
se encontrd que el P. vulgaris tiene una temperatura base media menor que P. acutifolius
y requiere mas unidades calor para llegar a antesis. Ademas, se demostré que hay

diferencias genotipicas dentro de especies en la respuesta a la temperatura base
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requerida y las unidades calor para llegar a antesis. Asi, los frijoles tepari produjeron
rendimientos altos bajo condiciones calientes de verano, pero rendimientos bajos en
condiciones de primavera temprana en dos localidades de California en comparacién con
P. vulgaris. Por su parte, Marsh y Davis (1985) encontraron que P. acutifolius disminuyo el
nimero de vainas ante el aumento de temperatura de (26.7, 32.2 y 37.3 °C) en
exposiciones cortas en etapa vegetativa y llenado de grano, mientras que en el inicio de la
floracién se observé un ligero aumento soélo a 32.2 °C. Undomprasert et al. (1995)
realizaron una serie de experimentos para determinar el punto en el cual el nivel de
citocininas en la raiz es importante en la tolerancia al calor por la planta. Se realizaron
injertos reciprocos entre un P. acutifolius, tolerante al calor y una recolecta de P. vulgaris
sensible a calor. En los resultados preliminares se encontré que P. acutifolius conto con
niveles altos de citocininas en la raiz y hojas en comparacion con P. vulgaris en todas las
condiciones de calor. Sin embargo, las temperaturas altas (45/45 °C) en raiz y tallo la
concentracion de citocininas disminuy6 en los genotipos evaluados. El injerto reciproco
entre raiz de P. acutifolius y vastago de P. vulgaris incrementé el nivel de citocininas en las
hojas pero no la actividad fotosintética. Los autores llegaron a la conclusion de que el nivel

de citocininas en la raiz no es importante para determinar la tolerancia al calor.

Rainey y Griffiths (2005) encontraron que las accesiones de frijol tepari evaluadas en su
estudio son capaces de amarrar un numero sustancial de vainas y semillas en condiciones
de temperatura alta (32-35°) en comparacién con lineas tolerantes a calor que

permanecieron sin producir vainas bajo condiciones similares.
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Tolerancia a la salinidad

En condiciones de campo los frijoles son expuestos a salinidad y temperatura alta durante
su germinacion en las regiones con clima semidrido; esto se debe a que la germinacién se
presenta a unos cuantos centimetros de la superficie del suelo, donde la sal se acumula
por el movimiento ascendente del agua con la evaporacion y la temperatura del suelo es
mayor a la optima para la germinacién de algunos frijoles. Asi, la temperatura alta y los

niveles de sal en el suelo interactuan disminuyendo el porcentaje de germinacion.

Goertz y Coons (1989) compararon la germinacién de recolectas de P. acutifolius y P.
vulgaris, en distintas concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) y temperaturas altas. Se
encontrd que P. vulgaris germind menos que P. acutifolius con una concentracion alta de
sal en todos los intervalos de temperaturas evaluadas. Sin embargo, las semillas
germinadas con alta concentracién de NaCl no mostraron plantulas vigorosas. En general,

P. acutifolius fue mas tolerante al NaCl que P. vulgaris.

Goertz y Coons (1991), mostraron que P. acutifolius tolera mejor la concentracion de -0.9
MPa de NaCl que P. vulgaris durante la germinacion y la emergencia. A una concentracién
de — 1.5 MPa no se observd la emergencia de plantas de ninguna de las dos especies. Se
encontrd que P. acutifolius tiende a mantener el potencial osmatico e hidrico mayor en un
rango de 0.0 a -1.5 MPa utilizadas en este experimento. Por otra parte, el area foliar se

redujo mas en P. vulgaris que en P. acutifolius durante dos semanas de crecimiento.
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Zaiter y Mahfouz (1993) encontraron que en cultivo hidroponico, las plantas de P.
acutifolius mostraron los efectos de la salinidad con niveles menores que las de P.
vulgaris. Mientras que, en cultivo en arena las plantas de P. acutifolius como de P. vulgaris
mostraron un buen nivel de tolerancia a los niveles de salinidad. Estos resultados
mostraron que el mecanismo para tolerar la salinidad en P. acutifolius puede ser diferente

al de P. vulgaris.

Lazcano y Lovatt (1997) realizaron un experimento para cuantificar el efecto de la
salinidad en la capacidad de las hojas de P. acutifolius y P. vulgaris para sintetizar arginina
y determinar la habilidad de estas dos especies para tolerar salinidad durante la fase de
crecimiento vegetativo. La salinidad causo gran reduccién de la materia seca del tallo en P.
acutifolius en comparacion con P. vulgaris en plantas cultivadas hidropdnicamente; en
cambio el crecimiento de la raiz no fue afectado por la salinidad en ninguna de las dos
especies. En conjunto estos estudios, generan duda de que P. acutifolius realmente sea
tolerante a la salinidad o la evite. Bajo condiciones de campo P. acutifolius tiene
crecimiento rapido y sistema radical profundo que lo habilita para evitar la salinidad como

fue sefialado por (Mohamed y Tawfik ,2007)

Estudios anatémicos y morfolégicos

Para P. acutifolius los estudios sobre su estructura (morfologia y anatomia) son muy
pocos, destaca el trabajo de morfologia de Weis y Websters (1990) donde se analizaron

los patrones de floracion y fructificacion. En ese estudio fueron delimitados los eventos de
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antesis y abscision de flores o frutos inmaduros. Este tipo de estudios también son escasos
en especies relacionadas como frijol P. vulgaris. Otros trabajos que relacionan aspectos
del desarrollo del los primordios florales en P. vulgaris (Ojeaga, 1966) con aspectos de la
anatomia y morfologia general de P. vulgaris, donde ademas, se describe la morfologia de
las yemas reproductivas en diferentes etapas de desarrollo (Engleman, 1979). Otros
trabajos sobre anatomia de frijol son el estudio anatomico y fisiologia del aborto de la
semilla (Yafes, 1977) y el de infeccion de la semilla por antracnosis (Cardenas, 1979).
Estudios recientes sobre anatomia, morfologia vy fisiologia en P. vulgaris se realizaron por
Navea et al. (2002) y Navea (2003) concluyeron que la domesticacion en P. vulgaris origind
poblaciones con mayor proporcidon de parénquima en empalizada y mayor aborto
estomatico (estomas no desarrollados) en hojas como mecanismo adicional de control de

la transpiracidon bajo condiciones de estrés hidrico, asi como una reduccion del xilema.

Estrés propiciado por condiciones ambientales

Las plantas estan sujetas a multiples situaciones de estrés que influyen adversamente en
su crecimiento cuyo origen es causado por la induccién de disfunciones fisioldgicas
(Kozlowski, 1964; Kozlowsky y Pallardy, 1997). La preocupacion por los impactos
perjudiciales del estrés propiciado por alguna caracteristica del ambiente en las plantas,

ha restado importancia a algunos de sus efectos benéficos (Grierson et al., 1982).

Es conocido que exposiciones cortas de la planta a condiciones extremas de

abastecimiento de agua, temperatura o humedad y algunas combinaciones de estos
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factores del ambiente, son esenciales para un desarrollo éptimo y/o proteccion de la
planta a subsecuentes dafios por variaciones extremas de las condiciones de su ambiente.
Los incremento lentos del estrés, inducen ajustes fisioldgicos en las plantas y las protege
de dafios mayores (Kozlowski y Pallardy, 2002) y por lo general todas las plantas
terrestres, en sistemas naturales o agricolas, experimentan un abastecimiento de agua
temporal y espacial heterogéneo. Dependiendo de la especie, las plantas podran tener
una disponibilidad de agua inadecuada en algun lugar o en algun tiempo durante su ciclo

de vida.

Respuesta generalizada al estrés de agua

De acuerdo con Nilsen y Orcut (1996) se puede sugerir una progresion de eventos
generalizada por el impacto de la limitacion de agua en la mayoria de las plantas. Asi,
durante una limitacion de agua, en el estado inicial, la presién de turgencia disminuye
causando una reduccion en la expansion celular y cambios en la distribucion de los
reguladores del crecimiento. La disminucion del potencial de turgencia en el tejido, junto

con un aumento de acido abscisico libre en la hoja causa cierre estomatico.

El cierre de estomas, reduce el flujo de agua a través del sistema y disminuye el CO,
intercelular. La disminucién de carbono intercelular puede estimular una reapertura de los
estomas si la disminucion del agua no ocurre rapidamente. Sin embargo, si la turgencia
continua disminuyendo, los estomas pueden continuar cerrados y la fotorespiracion se

puede incrementar. La reduccién del flujo interno de carbén dentro de la hoja (reduce la
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fotosintesis) puede causar una movilizacién de almidén y parcialmente un incremento en

la respiracion.

De esta forma, una reduccion en el potencial de agua (Y¥,) del mesofilo (con o sin una
reduccion del la presién de turgencia) puede afectar la fisiologia de las células en

diferentes formas:

1. Una actividad quimica baja del agua puede causar un cambio en la estructura de la
capa de hidratacion de las proteinas y asi reducir su eficiencia.

2. Las relaciones entre las membranas intercelulares del los cloroplastos, nucleo
mitocondria, reticulo endoplasmatico, plasmalema y otros pueden cambiar debido
a que su posicion celular también puede modificarse.

3. Una pérdida de turgencia puede causar un cambio en la posicién espacial de los
canales de transporte y enzimas de las membranas y disminucién del grosor de la
membrana.

4. Un cambio en la presion celular, con la disminucion del volumen de la célula que, a
la vez, puede constreiiir la entrada de los plasmodesmos.

5. La concentracion de diversas moléculas en regiones especificas de la célula puede

cambiar debido a la pérdida de agua en las regiones subcelulares.

Los fendmenos enlistados afectan la fisiologia general de la célula y es posible observar los

efectos en la planta (Nilsen y Orucut, 1996).
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Efectos en el crecimiento

Cuando las limitaciones de agua en el sustrato aumentan el déficit de agua del tejido, se
produce una reduccion de la presion de turgencia (Sharp et al., 1988) y debido a que la
expansion celular es dependiente del W, las células en desarrollo se expandiran menos y
su tamafio sera pequefio (Boyer, 1970). La reduccion del tamafio de las células tendra
consecuencias para los patrones de crecimiento de toda la planta, su magnitud dependera
del tiempo que dure la limitacion de agua y la etapa fenoldgica en que ésta ocurra. Asi,
una limitacion de agua al inicio del ciclo de crecimiento, reduce el area foliar y por
consecuencia las ganancias de carbon disminuirian durante el crecimiento vegetativo
debido a las hojas pequefias. Por otra parte, si la reduccién de la turgencia ocurre durante
el desarrollo de la inflorescencia, el nimero de flores se reduce y posiblemente todo el
esfuerzo reproductivo puede ser abortado, y si la limitacion ocurre durante la maduracion
de los frutos, el llenado de las semillas se podria inhibir y la abscision de los frutos podria

ocurrir (O'Toole y Chang 1979).

Mecanismos por los cuales las plantas compensan la limitacidon de agua

Jones et al. (1981) mencionan que las plantas difieren ampliamente en su capacidad para
sobrellevar las deficiencias de humedad en el suelo. Las diferencias, en general se refieren
a la capacidad para mantener la hidratacion (¥,) y el contenido relativo de agua (CRA) en
sus tejidos. Asi, las Los mecanismos con los que las plantas pueden compensar las

limitaciones de agua son tan variados como el nimero de especies de plantas que son
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tolerantes al estrés de agua que existen. Dentro de las comunidades vegetales que sufren
de alguna limitacién temporal de agua, se encuentran especies sobreviviendo con alguna
combinacidon de mecanismos para compensar la limitacion de agua. (Turner, 1986 y Nilsen

y Orcut, 1996)

Turner (1986) menciona que los mecanismos de tolerancia a la sequia pueden ser
divididos en aquellos que evitan las condiciones secas en el suelo y aquellos que resultan
en tolerar la reducida disponibilidad de agua. Mediante mecanismos que mantienen el ¥,
alto en el tejido y aquellos que resultan en una caida significativa en el W, del tejido.
Ninguna de estas categorias es mutuamente excluyente y muchos de los mecanismos
individuales son dependientes de otros mecanismos para resolver el problema de las
limitaciones de agua (Jones et al., 1981; Turner, 1986) y algunos de ellos se sintetizan en el

Cuadro 2.

Escape a la sequia

Wilson y Witcombe (1985) mencionan que las plantas con capacidad de escape a la sequia
son conocidas como efimeras. Estas plantas, aparecen rdpidamente después de lluvias
intensas formando comunidades extensas en los desiertos. Estas especies crecen rapido y
producen semillas antes de que el abastecimiento de agua del suelo se agote. Se
considera que las plantas efimeras no tienen mecanismos fisioldgicos, morfoldgicos vy

bioquimicos para lidiar con el déficit de agua. No obstante, es conocido que muchas
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efimeras de verano, tienen una anatomia tipo “Kranz”, tipica del metabolismo

fotosintético C4, el cual es mas eficiente en el uso de agua (Mulroy y Rundel, 1977).

Cuadro 2. Mecanismos por los cuales las plantas pueden tolerar o escapar de las
limitaciones de agua (tomado de Nilsen y Orcut, 1996).

I: Escape a la sequia
A. Desarrollo fenoldgico rapido
B. Plasticidad en el desarrollo (defoliacién)
C. Latencia extendida (dormancia)
II: Tolerancia a la sequia con potencial de agua bajo
A. Mantenimiento del potencial de turgencia
1. Ajuste osmatico
2. Incremento o disminucién de los médulos de elasticidad
3. Disminucidn en el volumen celular
4. Disminucion en el volumen simplastico y volumen apoplastico
B. Tolerancia a la desecacién
1. Tolerancia protoplasmatica
2. Pocos plasmodesmos
II: Tolerancia a la sequia con potencial de agua alto
A. Reduccion en la pérdida de agua
1. Disminucién de la conductancia foliar
2. Disminucién del area foliar de la copa
3. Regulacion de la temperatura de la hoja
B. Mejorar la acumulacién de agua
1. Incremento de la densidad de la raiz y profundidad
2. Incremento de la conductancia eléctrica
3. Incremento de la capacitancia
4. Esfuerzo hidrdulico

Las efimeras, aparentemente sobreviven a ambientes aridos debido a su crecimiento
rapido y plasticidad. Hay muchos casos de maduracién rapida, varias de estas plantas
pueden llegar a producir sdlo un par de hojas después florecen y maduran su semillas, en
un tiempo muy corto, aunque en afios humedos su habito de crecimiento indeterminado

les permite producir gran cantidad de semillas (Nabhan y Felger, 1985).
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Nilsen y Orcut (1996) mencionan que el escape a la sequia es la habilidad de las plantas
para completar su ciclo de vida antes de que se presente un déficit de agua severo. Las
plantas con mecanismos de escape a las limitaciones de agua, normalmente se relacionan
con un aspecto del desarrollo del ciclo de vida en especies anuales y/o un estado del
desarrollo fenolégico en plantas perenes. Otra forma de escape a la sequia se observa en
especies con un érgano perenne subterraneo que les permite sobrevivir hasta que las
condiciones de humedad son adecuadas. Las especies con tubérculos, cormos o bulbos,
comunmente tienen una capacidad alta de almacén de agua y cuentan con periodos de

rebrote para producir hojas flores y semillas.

Las especies perennes también usan cambios en su desarrollo para evitar periodos
temporales de limitacién de agua. Es relevante mencionar los periodos de pérdida de
hojas de las plantas de climas mediterraneos o desiertos. Las especies deciduas de lugares
secos sobreviven a los periodos de estrés de agua en un estado latente (Nilsen y Muller,

1982)

Tolerancia a la sequia con W bajo en los tejidos

En algunas especies, los procesos metabdlicos continlian a pesar de que el W, del tejido
disminuye. Los mecanismos usados por las especies para continuar su metabolismo a un
Y, bajo son diferentes de aquellos usados por las plantas que mantiene un W, alto en sus
tejidos durante las limitaciones de agua. Frecuentemente las especies utilizan una

combinacion de mecanismos para moderar la disminucién del ¥, del tejido y mantener las
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actividades metabdlicas. Las especies que utilizan estos mecanismos, son capaces de
tolerar periodos de baja disponibilidad de agua, sin llegar a un estado de latencia,

experimentando W, bajo.

Turner (1986) senala el ajuste del potencial osmdtico (V¥s) como uno de los mas
importantes mecanismos que permite que el potencial de turgencia (¥;) se mantenga con
Y, bajos. Un ajuste osmadtico verdadero ocurre cuando se incrementan los solutos
osmoéticamente activos en el simplasto sin algin cambio en la proporcion de agua en el
mismo. Otros mecanismos que se mencionan son cambios en la elasticidad del tejido. Los
incrementos o disminuciones de la elasticidad del tejido han sido considerados como un
mecanismo de tolerancia a la baja disponibilidad de agua. Asi, si la elasticidad disminuye,

la célula puede mantener el potencia de presion (¥,) ante un gran déficit de agua celular.

Por otra parte Sperry y Tyree (1988) mencionan que la cavitacion de elementos del vaso
en el sistema vascular interrumpe el flujo de agua de la raiz a las hojas. Por una parte,
existen especies que cuentan con estructuras en el xilema que impiden los embolismos y
su tejido vascular esta protegido contra la cavitacién cuando existen condiciones de estrés
de agua. Algunos cientificos argumentan que las plantas que son susceptibles a cavitacion
pueden hacer mejor uso del agua durante los periodos de baja disponibilidad de agua

(Sperry y Tyree, 1988; Sperry y Sullivan, 1991).

Algunas especies, particularmente plantas vasculares inferiores, son tolerantes a

contenidos de agua muy bajos en su tejido, estas especies pueden tener pocos
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plasmodesmos, tolerar un citoplasma muy concentrado (muchos solutos) y tener una

pared celular tolerante a la desecacién (Gaff, 1997).

Tolerancia a la sequia con W, alto en los tejidos

Muchas especies pueden resistir a las limitaciones de agua manteniendo un W, alto en sus
tejidos. La habilidad para mantener alto el W, en el tejido cuando la disponibilidad de agua
en el suelo disminuye o cuando las demanda atmosférica incrementa, incluye mecanismos
que desacoplan la dindmica del flujo hidraulico normal, estos mecanismos pueden ocurrir
a nivel de hoja, tallo o raiz. Las especies con estos mecanismos no utilizan ajuste osmaético

o cambios en la elasticidad de la pared celular (Parker 1968, Nilsen y Orcut ,1996)

Algunas plantas puede reducir la cantidad de agua que usan, por cambios en la
conductancia foliar, particularmente durante periodos de alta demanda atmosférica de
agua. Asi, una disminucion de la conductancia durante un periodo con presion de vapor
atmosférico alta puede reducir el impacto negativo de la demanda atmosférica de agua
sobre el W, celular (Fanjul y Jones, 1982). El cierre estomatico puede también reducir la
transpiracion en respuesta a baja disponibilidad de humedad del suelo. En este caso,
cuando las raices perciben un déficit, mandan una sefial a las células guarda las cuales
inducen cierre estomatico y la sefal es probablemente mediada por acido abscisico (ABA)

(Bates y Hall, 1981).

En muchas comunidades vegetales, se ha observado la disminucion del area foliar para

reducir la pérdida de agua. Donde se presenta un dimorfismo temporal en las hojas,
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predominando hojas chicas en la temporada seca y hojas comparativamente grandes en la
temporada humeda (Gill y Mahall, 1986). Por otra parte, otras especies presentan tallos

fotosintéticos verdes que compensan una reduccién en el area foliar (Gibson, 1983).

Ajustes del potencial osmaético

Se sabe que el W, en el tejido es la suma del potencial osmadtico (¥s) y potencial de
presion o la presion de turgencia (¥,). Asi, cuando W, del tejido disminuye, un cambio en
el ¥ puede ser capaz de mantener el ¥, a un W, que podria resultar en una pérdida de
turgencia del tejido. Se ha encontrado que los cambios en la concentracion de solutos se
asocian a perturbaciones ambientales, tales como incrementos en la salinidad,
temperatura baja y disminucion de la humedad (Slatyer, 1967; Passioura, 1982; Nobel,
1983). El ajuste osmoético puede ser un mecanismo efectivo para mantener la presion de
turgencia durante el estrés moderado de agua. El mantenimiento de la presidon de
turgencia permitird mantener a los estomas abiertos manteniendo la conductancia
estomatica alta y por consecuencia la fotosintesis con la ganancia de carbono. Sin
embargo, si la disminucién del agua se prolonga por tiempo largo, el ajuste osmatico no es
capaz de sobrellevar los efectos perjudiciales de las limitaciones de agua (Nilsen y Orcut,

1996).

Jones et al. (1981) mencionaron que el término ajuste osmético en plantas superiores, se
refiere al abatimiento del potencial osmatico originado por la acumulacién neta de solutos

en respuesta al déficit de agua o la salinidad. Ademas, distingue la acumulacion activa de
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solutos de la concentracion pasiva de éstos. Estos autores recomiendan ademas, que se
use el término ajuste osmético sdlo para designar la acumulacion de solutos en plantas
superiores en respuesta al déficit de agua o a salinidad y que el término osmoregulaciéon y
la regulacion de turgencia sea usado cuando se refiere a plantas inferiores o

microorganismos.

En plantas, el ajuste osmadtico es un mecanismo importante de tolerancia a la sequia
(Jones et al., 1981). La evidencia acumulada hasta el momento muestra que el ajuste
osmoético ocurre en hojas, hipocadtilos, raices y drganos reproductivos de varias especies
de plantas. Se conocen varios factores que influyen en la cantidad de ajuste osmético,
como el nivel del déficit de agua, la tasa de desarrollo del estrés, las condiciones

ambientales, el érgano de la planta y las especies.

El ajuste osmodtico permite mantener el alargamiento celular en W4 reducidos. En algunas
especies se ha reportado un crecimiento mayor si la turgencia se mantiene en el apice de
la raiz. Asi, el volumen del suelo explorado en la busqueda de agua aumenta (Hsiao et al.,

1976).

Prolina

La acumulacién de prolina es una respuesta metabdlica comun de las plantas superiores al
déficit de agua y ha sido ampliamente revisada en los ultimos anos (Stewart y Larher,

1980; Samaras et al., 1995, Rhodes et al., 1986). Su papel en el ajuste osmédtico en muchas
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especies de plantas en diversas condiciones de estrés, lo hace importante en la fisiologia

vegetal.

En el area apical de la raiz de maiz, la prolina es el soluto de mayor importancia
alcanzando concentraciones de 120 mM a un W4 de -1.6 MPa, contribuyendo con cerca del
50% del ajuste osmético en la region apical (Voetberg y Sharp, 1991). Debido a que la raiz
de maiz es conocida por sintetizar prolina (Oaks et al., 1970), se desconoce hasta la fecha
si el aumento en la disposiciéon de prolina en la regidon apical es consecuencia del
incremento en el transporte hacia el dpice o existe una sintesis de prolina de novo en el
apice (Voetberg y Sharp, 1991). Over y Sharp (1994) documentaron que en la raiz de maiz
la concentracion de prolina aumentd en el apice en sustrato con W, bajos. Asi, Verslues y
Sharp (1999) encontraron que la prolina se concentro especificamente en la zona de

elongacion de la raiz y en la zona apical no se encontraron evidencias de su incremento.

Raymond y Smirnoff (2002) investigaron la acumulacién de prolina en el dpice de la raiz de
maiz en W, reducidos. Concluyeron que la prolina se acumuld a un W, bajo y esta fue
importada del endospermo de las plantulas. Ademas, reportaron que en los tejidos
apicales de la raiz hubo una tasa reducida de oxidacion de la prolina dando evidencias de
gue en la zona apical la prolina no es utilizada. En otro estudio, Xiong et al. (2002)
encontraron que la remocion del endospermo disminuyé la acumulacion de prolina en la
raiz en un W, bajo, mostrando que la prolina efectivamente fue importada de otras partes

de la plantula.
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Acido abscisico (ABA)

Hose et al. (2002) menciona que el ABA juega un papel relevante como una hormona de
estrés en plantas y usualmente su biosintesis se incrementa bajo algun estrés. Después de
su transporte desde las células de origen, el ABA mejora las relaciones hidricas de las
plantas terrestres permite el cierre de los estomas y afectando el crecimiento de los

meristemos.

Hose et al. (2000) mencionan que las raices son capaces de sintetizar ABA y que las
concentraciones de ABA en la raiz son muy variables dentro de especies de plantas y entre
raices de plantas individuales de la misma especie. Ademas, se ha reportado un gradiente
longitudinal de concentracién en la raiz. Asi, los primeros milimetros cercanos al apice
presentan mayor concentracion que el resto de la raiz. El ABA se distribuye en
compartimentos alcalinos de la célula de la raiz y se ha encontrado que la concentracion
citosdlica es diez veces mas alta que la concentracion vacuolar. Se conoce que muchos
genes son inducidos durante la sequia, son regulados por la hormona vegetal ABA, estos

genes requieren niveles altos de ABA para su expresion (Cohen y Bray, 1990).

La biosintesis del ABA se origina de una ramificacion de la via de los carotenoides (Bartels
y Seur, 2003) y muchas enzimas para la biosintesis del ABA son sobre reguladas por la
deshidratacion. El ABA se forma en el tejido verde por una ruta indirecta via zeaxantina y
xantona. Perry y Horgan (1992) mostraron que las raices contienen todos los precursores,

gue son necesarios para la formacion de ABA via carotenoides; sin embargo, su
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concentracion es muy baja. En plantas intactas el ABA puede ser liberado desde el apice
del tallo al apice de la raiz. Saab et al. (1990) utilizaron Flouridona para prevenir la
formacion de pigmentos que son precursores de ABA como zeaxantina en plantulas de
maiz y encontré que la concentracién de ABA se mantuvo siempre en cantidades

residuales y nunca alcanzé niveles de cero.

En la biosintesis de ABA todos los pasos enzimaticos requieren oxigeno y por consecuencia
la biosintesis de ABA se retrasa por exceso de agua. La acumulacion de ABA en el apice de
la raiz depende de las importaciones y las exportaciones via el floema y el xilema
respectivamente. Zhang y Davies (1987, 1989) encontraron en un gradiente de suelo seco
incremento en la concentracion de ABA en el tejido de la raiz. Sin embargo, no

encontraron un nivel de humedad del suelo para que inicie la acumulacién.

Funciones del ABA en la raiz

Se sabe que todos los factores ambientales relacionados con el déficit de agua en el suelo
resultan en la acumulacion de ABA en el tejido de la raiz (Bartels y Souer, 2003). Mediante
experimentos con raiz dividida en maiz, Blakcmann y Davies (1985) mostraron que los
estomas se cerraron aun cuando el W, se mantuvo en valores altos en las hojas. Estos
datos mostraron que las raices perciben algun estimulo relacionado con el estatus del
agua en el suelo y sintetizan un mensajero quimico que posiblemente es ABA y es enviado

al tallo.
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Con respecto a los mecanismos de trasporte de ABA en las raices, se conoce que el ABA
puede ser trasportado lateralmente a través de la endodermis en raices de frijol hacia el
cilindro central (Hartung, 1975). Teniendo en cuenta que la difusidn es la principal forma
de trasporte de ABA dentro de la célula, la permeabilidad de la membrana determina la

velocidad de la distribucion de ABA dentro de las células de la raiz y de los tejidos.

Sinnot (1960) describid las respuestas morfoldgicas y fisioldgicas de la raiz en sequia y
Trewabas y Jones (1991) demostraron que ABA genera respuestas similares al evaluar el
crecimiento de la raiz de maiz en W, reducidos y mostraron que: los apices de la raiz
continuaron creciendo, aun cuando el desarrollo del tallo fue completamente inhibido y la
concentracion de ABA en el 4pice de la raiz se incrementd substancialmente. Asi, al
mantener el crecimiento de la raiz a W, bajos e incrementar la concentracién de ABA
interno, se asocia con una acumulacién substancial de prolina y con un incremento de la
actividad de la xiloglucan endotransglucosilasa sobre expansinas (Sharp et al., 1988; Saab
et al., 1990; Sharp, 1990). Por otra parte, el ABA incrementa y mantiene la tolerancia a la

sequia y la desecacion en embriones de semillas maduras (Ingram y Bartels, 1996).

Estructura de la raiz

La anatomia de la raiz es compleja y con estructura variable entre y dentro de especies.
Hay diferencias considerables entre grupos taxondmicos especialmente entre
angiospermas y gimnospermas, monocotileddneas y dicotiledéneas, entre habitats y a lo

largo de raices individuales (Esau, 1977). Diferencias comunes en la estructura incluyen la
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muerte de las células de la epidermis y en algunas especies las células del cdrtex entero,
desarrollo de aerénquima en el cértex, desarrollo de endodermis y exodermis (con
paredes modificadas y engrosadas por paredes completas o bandas dentro de una pared y
suberina en la lamina media) y la produccién de peridermis (Steudle y Peterson, 1998).
Por otra parte, es importante notar que muchos trabajos publicados sobre anatomia de
raiz se han realizado con plantas jévenes, creciendo en ambientes controlados. Asi, mucho
de lo que conocemos de las funciones de la raiz se ha entendido a partir de estudios con
raices de plantulas creciendo en soluciones, de tal forma que la actividad exacta de un
elemento en particular de la raiz dentro de un sistema de raices creciendo en el suelo

permanece desconocido.

Estructura primaria de la raiz

En su crecimiento primario, las raices muestran una separacion clara entre sus tejidos. La
epidermis (dérmico), el cortex (fundamental) y el xilema y el floema (vascular) que en la
mayoria de las raices de dicotiledéneas, forma un cilindro central. Pero en
monocotiledéneas, forma un cilindro alrededor de una médula. Estos tres tejidos forman

un conjunto de células visibles en cortes transversales y longitudinales (Esau, 1977).

En raices jovenes, la epidermis es un tejido especializado en absorcidn, incluyendo pelos
radicales que son células especializadas que se han modificado a proyecciones y que se
originan de la epidermis, los cuales reciben el nombre de tricoblastos (Bibikova y Gilroy,

2003). La formacién de pelos radicales es un proceso complejo, regulado por muchos
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genes y son también sensibles a una gran variedad de estimulos ambiéntales. La funcion
del los pelos radicales es aumentar la superficie de absorcion. De acuerdo con Bates y
Lynch (1996) los pelos radicales constituyeron el 91% de area total de la superficie de la
raiz en Arabidopsis. Gregory (2006) menciona que los pelos radicales varian ampliamente
en longitud y frecuencia a lo largo de una raiz pero estos tienen, tipicamente de 0.1-1.5
mm de longitud y 5-20 um en didmetro y en cantidad varian de 2 / mm? en raices de
algunos drboles hasta 50-100/mm? en algunas raices de pastos o protedceas. Usualmente
el tamafio de la zona de pelos radicales es pequefio debido a que los pelos radicales

tienen una vida corta de pocos dias o semanas.

El tejido vascular, se encuentra principalmente dentro del cilindro vascular y consiste de
xilema y floema y una o mas capas de tejido no vascular en forma intercalada o en
patrones bien definidos como el periciclo, el cual rodea el tejido vascular. El cilindro
central de la raiz de muchas dicotileddneas consiste de un nucleo xilema primario en
parches o flamas que se proyectan hasta antes del periciclo (Esau, 1977), entre los parches
de xilema primario se encuentran los parches de floema primario. El nUmero de parches
de xilema varia entre especies y entre raices de la misma especie. El nimero de parches se

usa frecuentemente para designar a la raiz como diarca, triarca, tetrarca, etc.

En el crecimiento primario de la raiz, el primer elemento del xilema que pierde su
contenido y madura (el protoxilema) es aquel que esta cercano al periciclo, mientras que
aquellos que estan cercanos al centro son tipicamente elementos del metaxilema los

cuales maduran después y comunmente tienen paredes secundarias con punteaduras
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rebordeadas. Como se ha visto con el xilema primario de la raiz, el floema de la raiz
muestra un orden centripeto de diferenciacion con el protofloema cerca del periciclo y
metafloema cerca del centro de la raiz. Las células del periciclo son células de parénquima

con pared primaria que pueden lignificarse.

Estructura secundaria de la raiz

De acuerdo con Esau (1985) las raices que presentan crecimiento secundario y por
consecuencia, xilema secundario son las raices lefiosas de dicotiledéneas. La literatura
clasica y los libros de texto de anatomia vegetal (Esau, 1977; Mauseth, 1988; Dickison,
2000) mencionan que la estructura del xilema secundario de la raiz en angiospermas y en
particular de dicotileddneas tiene las caracteristicas de una madera fibrosa. De esta forma
la estructura del xilema secundario de la raiz y el tallo estara formada por: el sistema axial
y el sistema radial dentro de cada uno se encuentran distintos tipos celulares asociados
entre si en cuya descripcion se siguen las recomendaciones del comité de IAWA (1989,
2004). En este contexto se ha observado que la estructura del xilema secundario del tallo
ha sido extensivamente estudiada, mientras que la anatomia del xilema secundario de la
raiz ha recibido mucho menos atencién (Mauseth y Stone-Palmquist, 2001). Mauseth y
Stone-Palmquist (2001) compararon el xilema secundario del tallo con el xilema
secundario en la raiz de muchas cactaceas y encontraron que la raiz tiene todo el intervalo

de variacion estructural que ha sido encontrado en el tallo.
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Los argumentos presentados, nos indican que tanto el xilema secundario de la raiz como
el xilema secundario del tallo comparte toda la diversidad estructural que se presenta en
el xilema secundario del tallo que hasta el momento se tiene conocido, debido a que todo
parece indicar que el cdmbium vascular, es el meristemo secundario que da origen a la
madera en tallos y raices es el mismo y que permite formar el continuo de xilema entre
raiz y tallo para permitir un transporte eficiente desde la raiz, pasando por el tallo y

continuando en la parte aérea.

Funciones de la raiz

Gregory (2006) menciona que la raiz tiene varias funciones simultaneas; proporciona una
plataforma estable a la parte aérea que permite a los drganos fotosintéticos interceptar
luz y también provee una red que puede explotar agua y nutrientes del suelo. Sin
embargo, la disponibilidad y movimiento de los recursos dentro del suelo es altamente

variable y frecuentemente la raiz se somete a condiciones ambientales variables.

El anclaje es ampliamente reconocido como una de las principales funciones del sistema
de la raiz, pero el entendimiento cuantitativo es muy escaso comparado con otras
funciones como la absorcién de agua y nutrientes. Hay muchas razones del escaso
conocimiento de esta funcién, ademas de la complejidad del tema. Ennos (2000) reporto

un estudio amplio de la fisica del anclaje y la interaccion con la morfologia de la raiz.

El agua acarrea nutrientes hacia la raiz, es el solvente y medio de muchas reacciones

bioguimicas entre las plantas y el suelo. Para las plantas terrestres, el suelo es la fuente de
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agua y la adquisicion de agua del suelo por las raices y ha sido uno de los grandes temas
en la investigacidn suelo/planta. La demanda de nutrientes esta dada por el metabolismo

de la planta y la planta ejerce un control sobre la entrada de nutrientes y otros iones.

Existen un gran numero de imprecisiones sobre el entendimiento de cdmo se absorbe el
agua por la raiz, principalmente debido a la complejidad de la estructura y funcion de ésta,
la interaccion entre la raiz y el suelo que modifica su establecimiento, las diferencias en la
organizacién espacial del sistema de la raiz entre especies y los ciclos de crecimiento de la
raiz. Otro inconveniente que se ha presentado es que el estudio de la raiz requiere el
conocimiento detallado de conceptos de fisica, quimica y biologia (Nobel, 1999; Tinker y
Nye, 2000). Para entender completamente el movimiento del agua desde el suelo hasta su

evaporacion hacia la atmdsfera en la hoja.

Desarrollo del sistema de la raiz

Las plantas normalmente pasan por una secuencia predecible de estados entre la
germinacién y la madurez. El progreso de esta secuencia y la duracién de los estados son
afectados por las condiciones ambientales. El orden de los estados estd determinado

genéticamente y sélo puede ser alterado por ambientes extremos.

Asi, las plantas perennes y las anuales se distinguen por estados de desarrollo en su
estructura aérea. Para la raiz, el desarrollo también se presenta en una forma ordenada,

esto es mucho menos conocido y descripciones cuantitativas son escasas (Gregory, 2006).
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Crecimiento de la raiz

El desarrollo del sistema de la raiz se inicia con la emergencia del eje radical y emergencia
de ramas laterales, para formar raices laterales de primer orden, las cuales en su turno
generan ramas para formar raices laterales de segundo orden y asi, sucesivamente en
orden creciente. Pero el crecimiento solo se presenta en las zonas meristematicas del tallo

y la raiz donde este fendmeno fisioldgico se repite.

El limite proximal de la parte en crecimiento de la raiz es relativamente cercano al apice,
donde el crecimiento de la células cesa es entre 5.2, 7.0 y 10 mm del apice en Pisum, Zea y
Vicia respectivamente (Torrey, 1965). La divisidn celular esta confinada al intervalo apical
entre 1 y 3 mm en muchas raices, mientras que el alargamiento rapido de las células esta
confinado a los primeros 10 mm después del apice. De acuerdo con Webster y MaclLeod
(1996) una célula puede dedicar varios dias en el meristemo, incrementando su tamafio al
doble en el inter de cada ciclo mitético. Una célula puede tardar en alargarse vy salir del
area meristematica de 5 a 15 horas, durante este tiempo la célula se extiende a una tasa
relativa de 20 a 50% e incrementa su longitud por un factor de 10 a 20 (Ilvanov, 1983). En
el lado contrario o lado distal de la coleorriza las células también dejan de dividirse y
llegan a alargarse. Asi, una célula que es desplazada a lo largo de la columnela de la
coleorriza de Convolvulus incrementa su longitud en factor de 4 desde su origen en el

apice hasta su desprendimiento en periferia de la coleorriza (Phillips y Torrey, 1974).
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Capitulo 2

Crecimiento y contenido de prolina en la raiz de
plantulas de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A.
Gray) en reaccion al potencial de agua del sustrato
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RESUMEN

En este estudio se evaluo el efecto de cuatro potenciales de agua (Wa) de vermiculita a (-
0.03, -0.07, -0.51 y -2.01 MPa) en el crecimiento longitudinal-radial y el contenido de
prolina de la raiz principal de plantulas de cuatro cultivares de frijol tepari (Phaseolus
acutifolius A. Gray var. latifolius). La raiz primaria mantuvo su crecimiento durante las
primeras 24 horas en todos los W, evaluados. El crecimiento maximo se observd con Wu
de -0.07 y -0.51 MPa y ninguno de los ¥, afectd el crecimiento de la zona apical de la raiz.
Ademas, en este segmento con el menor W, del sustrato se observé un incremento de la
concentracion de prolina, respecto a la concentracion de la zona media de la raiz (25 a 35
mm desde el apice). El crecimiento radial de los primeros 3 mm del segmento apical de la
raiz disminuyo con los WA menores, pero este efecto no se observd en la seccién de los

primeros 5.0 mm del apice.

Palabras clave: crecimiento de raiz, frijol tepari, potencial de agua, prolina en raiz.

SUMMARY

This research was conducted to learn the effect fourd water potentials (¥,) -0.03, -0.07, -
0.51 and -2.01 MPa in the vermiculite substrate on the longitudinal-radial growth and in
the proline concentration in roots of four tepary beans cultivars (Phaseolus acutifolius A.
Gray var. latifolius). The root maintained its growth trough 24 hours in all water potential
tested (Wy). The maximum longitudinal growth was at W,, of -0.07, -0.51 MPa. The apical
growth zone was not affected by any W,, substrate tested. On the other hand, in the apical
root zone growing at low W, (-2.01 MPa) there was highest proline concentration in
contrast with the middle root zone (25 a 35 mm after root cap). Radial root growth from
the first apical 3.0 mm was diminished with the lowest W,, however, this effect was not

observed in the first apical 5.0 mm.

Key words: Root growth, tepary bean, water potential, root proline
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INTRODUCCION

El déficit de humedad es el factor ambiental principal que reduce el crecimiento y la
productividad de las plantas (Sharp et al., 2004; Malamy, 2005). Estudios previos en maiz
han mostrado que en la zona de elongacién de la raiz primaria ocurren cambios
morfoldgicos, bioquimicos, moleculares y biofisicos en respuesta a una reduccién del
potencial de agua (Wa) (Wu et al., 1996; Sharp et al., 1988). Asi, en plantas con estrés
moderado por falta de agua el crecimiento neto de la raiz puede ser estimulado (van der
Weele et al., 2000). Se conoce que esta adaptacion permitira el desarrollo del sistema
radical y el abastecimiento de agua en condiciones limitantes de humedad en el suelo
(Ober y Sharp, 2003). Es bien conocido que en ambientes secos, donde el crecimiento del
tallo se inhibe, la raiz puede continuar su crecimiento mediante elongacion celular que se
mantiene preferentemente hacia el apice de la raiz (Sharp et al., 1988 y Sharp et al.,

2004).

El frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) es una especie que ha sido considerada
resistente a sequia, desde las primeras descripciones agrondmicas hechas por Freeman
(1913), y a la fecha, ha sido demostrado experimentalmente que P. acutifolius crece bien
en ambientes secos donde son comunes las condiciones de déficit de humedad en el
suelo, temperaturas altas en verano y suelo salino. Pearson y Davis (1978) realizaron
estudios con el fin de explicar la capacidad del P. acutifolius para soportar condiciones
extremas de sequia y descubrieron mecanismos fisioldgicos de adaptacion, tales como:

niveles de clorofila constante, temperatura baja de las hojas, valores medios de
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transpiracion y cambios morfolégicos en hojas y raiz (Castonguay y Markhart 1ll, 1992).
Markhart Il (1985), Castonguay y Markhart 1l (1991 y 1992) encontraron que P.
acutifolius conserva y optimiza el uso de agua en condiciones de sequia, y pospone la

deshidratacion mediante el crecimiento de la raiz.

Entre las especies de Phaseolus la mayor resistencia a la sequia la presenta P. acutifolius
(Markhart 11l, 1985); sin embargo, Montoya en 1985 reporté que hay considerable
variacién entre cultivares. En los Ultimos afios se ha presentado un renovado interés sobre
frijol tepari entre los mejoradores de frijol P. vulgaris L. (Mohamed et al., 2002), ya que se
considera que el frijol tepari representa una fuente potencial de genes utiles para mejorar
caracteres especificos relacionados con resistencia a la sequia. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de diferentes W, del sustrato en el crecimiento longitudinal-radial y
el contenido de prolina de la raiz principal de plantulas de cuatro cultivares de frijol tepari

(P. acutifolius) en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron los cultivares de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray), “Brown-Yellow-
Red” (RYB), “Negro”, “Tohono Oodham” y “Blanco de Sinaloa”. Las semillas fueron
multiplicadas en condiciones de invernadero en las instalaciones del Colegio de
Postgraduados en Montecillo Texcoco, Estado de México, durante el ciclo primavera
verano de 2004, después de la cosecha fueron almacenadas en condiciones de

laboratorio, hasta su uso en la primavera de 2005.
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Se seleccionaron semillas de forma y tamano homogéneo. Cada semilla fue escarificada
manualmente y desinfectada en una solucion de hipoclorito de sodio comercial (Clorox®)
al 10 % durante 10 min. Las semillas fueron germinadas a una temperatura de 251 °C, en
la oscuridad, en charolas con una inclinaciéon de 35°, por 48 h. (Ellis et al., 1985). Este
tiempo fue suficiente para que la raiz principal alcanzara una longitud de 35 a 40 mm. En
ese momento, se puso una marca con tinta china en la raiz de cada plantula a 2.0 mm del
apice y las plantulas fueron transplantadas dentro de tubos de cloruro de polivinilo (PVC)
(40 mm de diametro interno y 100 mm de longitud, sellados en la base con un fragmento
de polietileno color negro detenido con una banda elastica, con vermiculita con W, de -

0.03,-0.07,-0.51y -2.01 MPa.

Los W, se obtuvieron al mezclar vermiculita seca con 100, 10, 8 y 6 partes de agua
destilada, respectivamente (peso:volumen). Las mezclas fueron colocadas en bolsas de
polietileno e incubadas por 48 h antes de transplantar las plantulas; asi, se asegurd que el
contenido de la bolsas alcanzara el equilibrio. Transcurrido este tiempo, el W, de la
vermiculita se determind incubando una muestra de cada bolsa en camaras
psicrométricas (Wescon C-52, Inc, Utha, USA), por 4 h, conectadas a un microvoltimetro

de punto de rocio (Wescon HR-33T, Inc, Utha, USA).

Cada tubo fue cubierto con polietileno negro y ajustado con una banda elastica para
mantener el W, de la vermiculita con los menores cambios posibles. Los tubos, con las
plantulas, se mantuvieron por 24 h en la oscuridad a una temperatura de 25 + 1 °C.

Transcurrido el tiempo, las raices fueron cosechadas y se cuantificé su crecimiento
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longitudinal total, el desplazamiento de la marca de los 2 mm, su grosor a la altura de los
primeros 3 mm del 3pice. Los segmentos de la raiz fueron almacenados en una solucién
fijadora de FAA (formaldehido, acido acético, alcohol y agua; Berlyn y Miksche, 1976)
hasta su analisis, el que se realizd después de transferir los segmentos a una solucion de
GAA (glicerina, alcohol y agua, 1:1:1). El didmetro fue medido directamente de las
imagenes de los segmentos del tejido vistos en un microscopio-estereoscopio y un

analizador de imagenes (Media Cybernetics, 1997).

En segmentos equivalentes a los utilizados para la determinacion de las dimensiones de la

raiz, se cuantifico el contenido relativo de agua (CRA = (Pf — Ps) / (Pt — Ps) x 100).

Mediante la determinacién de Pf = peso fresco, Ps = peso seco y Pt = peso turgido, de
acuerdo con el método propuesto por Hellmuth (1970). También se determind el
contenido de prolina en la zona apical y la zona media de la raiz en muestras compuestas

de seis raices.

El contenido de prolina fue evaluado con el método calorimétrico descrito por Bates et al.
(1973) y la concentracion de prolina en el tejido se calculé con una curva de calibracion de

este aminoacido en una concentracion maxima de 1000 nmoles.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial de
tratamientos, en el que los factores y niveles fueron: los cultivares (Brown-Yellow-Red,
Negro, Tohono Oodham Brown y Blanco de Sinaloa) y el W, del sustrato (-0.03, -0.07, -

0.51 y -2.01 MPa), respectivamente. Las unidades experimentales fueron grupos de 4 a 12
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plantulas y se realizaron cuatro repeticiones. Los datos fueron analizados con un analisis
de varianza (Proc GLM) y una prueba de comparacién de medias de Tukey con el

programa estadistico SAS (SAS Institute, 1999-2000, version 8.1).

RESULTADOS Y DISCUSION

El Contenido relativo de agua (CRA) en la raiz de las plantulas que crecieron en la
vermiculita a un W, de -0.03 MPa presento valores entre 94 y 98%. Los W, entre -0.07, -
0.51 y -2.01 MPa, disminuyeron en forma no significativa, entre 11 y 18% el CRA radical,

respecto al W, de -0.03 MPa (Cuadro 1).

Cuadro 1. Contenido relativo de agua (%) y longitud de la raiz (mm) de plantulas de cuatro
cultivares de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) después de 24 horas en
vermiculita con distintos potenciales de agua (Wa).

v, del sustrato (MPa)

Variable Cultivar -0.03 -0.07 -0.51 -2.01 Promedio C.V.(%)

CRA Negro 94.5a 80.1b 79.3b 78.3b 83.1a

Blanco 96.9 a 82.9b 82.7b 78.5b 85.3a

RBY 939a 82.8b 81.0b 81.8b 84.9 a

Tohono 97.8a 80.3b 79.9b 79.2b 84.3a

Promedio 95.8a 81.5b 80.7b 79.5b

C.V. (%) - - - - - 74.08
Longitud Negro 25.6f 35.4a 36.4a 26.9 ef 31.1a

Blanco 27.3 edf 33.2 abc 31.2 bcd 28.6 def 30.1a

RBY 26.4f 34.7 ab 33.8 abc 25.3f 30.0a

Tohono 25.2f 35.1ab 35.4a 30.5 cde 315a

Promedio 26.1c 34.6a 34.2a 27.8b

C.V. (%) - - - - - 27.05

Los datos son promedios de 40 raices. Medias con letras iguales dentro de columnas son estadisticamente iguales
(Tukey, 0.05) dentro de cada W, y medias con letras iguales dentro de renglones son estadisticamente iguales (Tukey,
0.05) dentro de cada cultivar. RYB.= cultivar Red-Yellow-Brown, C.V. = Coeficiente de Variacion, CRA= Contenido relativo
de agua.
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El CRA ha sido utilizado como un indice simple y reproducible del estatus hidrico de los
tejidos vegetales (Barrs, 1968; Mansfiel y Anderson, 1980). Los resultados de la presente
investigacion mostraron que la raiz de los cuatro cultivares de frijol tepari mantuvo su CRA
alto, permaneciod viva y mantuvo su crecimiento durante 24 h, en un sustrato con un ¥,
entre -0.03 y -2.01 MPa. Resultados similares fueron obtenidos en la raiz de plantulas de
maiz, soya, vigna, calabaza y algoddn, cuando el W, del sustrato fue de -1.5 MPa (Sharp et
al., 1988). La raiz de P. vulgaris L. (silvestre y domesticado) y Agave salmiana también
continud su crecimiento en vermiculita con W, de hasta -2.5 MPa; ademas, también se ha
observado diferencias en la respuesta del frijol silvestre respecto al domesticado (Sanchez
Urdaneta et al., 2003). Los resultados de la presente investigacion mostraron que la raiz
de los cuatro cultivares de frijol tepari se mantuvo hidratada aun cuando el sustrato en el
gue se permanecieron por 24 horas estuvo parcialmente deshidratado en el intervalo de

WY, de -0.07 a -2.5 MPa.

Los resultados mostraron que el crecimiento en ongitud de la raiz continud en los
primeros milimetros de la raiz, en los cuatro cultivares de frijol tepari, durante las
primeras 24 horas de permanencia en la vermiculita con los W, diferentes del sustrato.
Cada cultivar mostré un crecimiento particular de su raiz en un intervalo de 30.0 a 31.5
mm de crecimiento. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en su
crecimiento longitudinal (Cuadro 1). Estos resultados difieren de los obtenidos en raices

de frijol P. vulgaris L. (Sanchez-Urdaneta et al., 2004) y otros cultivares de frijol tepari
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(Mohamed et al., 2002), pues en ambos casos si se observaron cambios significativos en el

crecimiento de la raiz entre variantes domesticadas v silvestres respectivamente.

El ¥4 de -0.03 MPa permitié que la raiz alcanzara una longitud de 26.1 mm; mientras que,
con el ¥, de -2.01 MPa, la raiz alcanzé 27.8 mm. Por otra parte, una reduccion del W, del
sustrato de -0.03 a -0.07 MPa generd un aumento significativo de la longitud de la raiz en
los cuatro cultivares de frijol, con un valor promedio de 34.6 mm. Este aumento se
mantuvo (34.2 mm) aun en las plantulas que permanecieron en la vermiculita con uno de
los WA menores, -0.51 MPa (Cuadro 1). Es conveniente subrayar el hecho de que, con el ¥,
del sustrato mas hidratado (-0.03 MPa) la raiz de los cuatro cultivares no alcanzé su
maximo crecimiento longitudinal (Cuadro 1). Este comportamiento no habia sido
documentado anteriormente en plantulas de frijol tepari. Comunmente, entre las
diferentes especies, el crecimiento maximo de la raiz es favorecido con el potencial de
agua del sustrato generado con -0.03 MPa, como fue observado en raices de maiz y otras
especies (Liang et al., 1997; Sanchez-Urdaneta et al., 2005). En contraste, el W, del
sustrato de -2.05 MPa si propicio la disminucion del crecimiento longitudinal de raiz de los
cuatro cultivares, pero no lo inhibié completamente. Sharp et al. (1988) encontraron que
las raices de maiz continuaron creciendo abajo de - 1.5 MPa, mientras que el desarrollo

del tallo fue inhibido completamente.

La respuesta positiva de la raiz de plantulas de frijol tepari a los ¥4 menores a -0.03 MPa,
entre -0.07 y -0.51 MPa, puede estar relacionada con una adaptacién especifica a

ambientes aridos, donde las raices alcanzan su crecimiento maximo; este comportamiento
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ha sido observado previamente en Arabidopsis thaliana, y otros cultivares de tepari, en
diferentes estados fenoldgicos, en los que la deshidratacion moderada del sustrato
también estimuld el crecimiento de la raiz (van der Weele et al., 2000; Mohamed et al.,
2002). Por otra parte, se ha documentado que en sustratos con W, cercanos a capacidad
de campo, la raiz de algunas especies tienden a disminuir su crecimiento, propiciado por
una deficiencia en la difusién de oxigeno en el medio que generalmente se encuentra muy
hidratado. Bajo estas condiciones el tejido sufre hipertrofia por la acumulacién de etileno
(Levitt, 1980) y después forma aerénquima. Ninguno de estos efectos fue observado en
las raices de frijol tepari; sin embargo, su crecimiento si disminuyé durante las 24 horas de

evaluacion.

La materia seca o biomasa de la raiz mostré diferencias significativas entre los cultivares.
Los cultivares Negro y Blanco acumularon una cantidad significativamente mayor de
biomasa (0.75 y 0.73 mg, respectivamente), respecto a Tohono y RYB (0.63 y 0.57 mg,
respectivamente); pero, no mostraron diferencias significativas entre ellos dos, ni entre las

dos ultimas (Cuadro 2).

El W, del sustrato mas hidratados y mas deshidratado, -0.03 y -2.01 MPa,
respectivamente, condujeron a la menor acumulacién de biomasa en la raiz; mientras que
con los W4 del sustrato intermedios (- 0.07 y -0.51 MPa) la acumulacién fue mayor (Cuadro

2).
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Cuadro 2. Biomasa fresca (mg), biomasa turgente (mg) y biomasa seca (mg) de la raiz de
plantulas de cuatro cultivares de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray). Después de
24 horas en sustratos con diferentes potenciales de agua (Wa).

W, del sustrato (MPa)

Variable Cultivar -0.03 -0.07 -0.51 -2.01 Promedio C.V.(%)
P. Fresco Negro 18.0 ab 18.6 ab 17.1b 12.5¢ 16.5b

Blanco 18.2 ab 18.0 ab 17.4 ab 14.0c 16.9 ab

RBY 20.0a 18.3 ab 17.1b 116¢c 16.8 ab

Tohono 19.7 ab 18.7 ab 18.0 ab 14.2 ¢ 17.7 a

Promedio 19.0a 18.4 bc 17.4b 13.1¢c

C.V. (%) - - - - - 0.013
P. Turgente Negro 18.1 defg 23.6a 21.4 abc 15.6 hg 19.7b

Blanco 18.6cdefg 21.4 abc 20.8 abcde 17.3 fgh 19.5b

RBY 21.3 abcd 22.0ab 21.1 abcde 14.2 h 19.7b

Tohono 20.0 bedef 23.1ab 22.3ab 18.0 efg 209a

Promedio 19.5b 22.6a 214 a 163 ¢

C.V. (%) - - - - - 0.018
P. Seco Negro 0.53 ef 0.90 ab 0.92a 0.58 def 0.73 a

Blanco 0.66 abcdef 0.81 abcd 0.50 abc 0.70 abcde 0.75a

RBY 0.64 bcdef 0.60 cdef 0.60 cdef 0.43 f 0.57b

Tohono 0.57 def 0.67 abcdef 0.73 abcde 0.58 def 0.63b

Promedio 0.6b 0.74 a 0.77 a 0.57b

C.V. (%) - - - - - 0.00011

Los datos numéricos son medias de 40 raices. Medias con letras iguales dentro de columnas son estadisticamente
iguales (Tukey, 0.05) dentro de cada W, y medias con letras iguales dentro de renglones son estadisticamente iguales
(Tukey, 0.05) dentro de cada cultivar. RYB.= Variedad Red-Yellow-Brown. C.V. = Coeficiente de Variacion.

En general, entre los cultivares, la biomasa acumulada mostré una tendencia de cambio
similar al crecimiento longitudinal. Experimentalmente se ha demostrado que la
acumulacién de materia seca disminuyo con el estrés hidrico en las raices de las plantulas

de frijol, agave y maiz (Sharp et al., 1988; Sanchez-Urdaneta et al., 2003).

Se observaron diferencias significativas en el diametro de la raiz entre los cultivares, en
cada punto intermedio a lo largo de los primeros tres milimetros de la raiz. El cultivar RYB
tuvo el didmetro mayor, los cultivares Blanco y Tohono presentaron los diametros
menores en cada zona medida, excepto a los 0.5 y 2.0 mm del apice, donde el diametro

menor lo presenté el cultivar Negro (Figura 1).
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El efecto del W, del sustrato sobre el diametro de la raiz fue no significativo a 0.5 mm del
apice y sblo a partir del primer milimetro se observaron diferencias significativas. El
crecimiento radial mayor lo presentaron las raices con el W, de -0.03 MPa, en contraste
las de menor diametro se obtuvieron con los W, de -0.07, -0.51 y -2.01 MPa, y no mostro

diferencias significativas entre los tres W, (Figura 1).
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Figura 1. Diametro de la raiz de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) en el segmento
de la raiz de 0 a 3.0 mm. Las graficas individuales corresponden a un cultivar los simbolos
representan el W, del sustrato en el que las raices crecieron: W, de -0.03 MPa (O), -0.07
MPa(®) ,-0.51 MPa(A\) y -2.01 MPa(¥). Cada punto representa el promedio del didametro
de la raizde 0 a 3.0 mm en cada W, del sustrato * el error estandar.
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En general, se observd un incremento del didmetro de la raiz desde el apice hacia el
cuello, diferente para cada cultivar y cada potencial de agua. Este incremento fue debido a
cambios morfoldgicos programados por el desarrollo de este drgano. De acuerdo con
Liang et al. (1997), la respuesta morfoldgicas de la raiz al ambiente en el que se desarrolla,
debe ser estudiado tomando en cuenta los cambios propios de crecimiento y desarrollo de
la raiz. Asi, a lo largo de los 3.0 mm observados, el didmetro de raiz en los diferentes W,
del sustrato mostré diferencias significativas, excepto en los primeros 0.5 mm, la zona mas
cercana al apice; lo que indica, que el frijol tepari es poco o no afectado en el segmento de
la raiz cercano al apice por los W, bajos del sustrato. El efecto similar fue observado en las

raices de maiz (Sharp et al., 1988).

Al evaluar los diametros de las raices se encontré que las raices mas gruesas
correspondieron con el W, de -0.03 MPa, mientras que con -2.01 MPa, se observaron las
raices mas delgadas. Asi, se comprobd que los W, del sustrato son determinantes en el
crecimiento radial de raices de frijol tepari. Al respecto, se ha documentado que el
didmetro de la raiz primaria de plantas con estrés de agua es menor que el de las plantas
bien hidratadas. En general, se ha observado que el déficit de agua induce raices delgadas
como fue observado para la raiz primaria de maiz. (Sharp et al., 1988) y A. thaliana (van

der Weele et al., 2000).

La concentracion de prolina en la zona apical mostro diferencias significativas entre los
cultivares. El cv. Negro mostrd la concentracion significativamente mayor, entre los

cultivares RYB y Blanco similar, mientras que el cultivar Tohono mostré la menor
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concentracion entre los cuatro cultivares (Figura 2). En la zona apical la concentracién de
prolina mostrd diferencias significativas entre los W, del sustrato. Los cuatro cultivares
con el ¥, menor (-2.01 MPa) incrementaron la concentracién de prolina, mientras con el
sustrato mas hidratado (W, de -0.03 MPa) los cuatro cultivares acumularon la

concentracion menor (Figura 2).
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Figura 2. Concentracion de prolina en la raiz de frijo tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray).
En cada grafica se presenta la concentracién de prolina por cultivar. En dos zonas de la raiz
(unidas por una linea discontinua donde ZA=Zona apical ( @) y ZM=Zona media (O). Cada
punto representa el promedio de la concentracidén de prolina en cada W, del sustrato * el
error estandar.
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En la zona media la concentracién de prolina mostré diferencias significativas entre los
cultivares y los W, en el sustrato. El cultivar RYB con una concentracion alta de prolina fue
estadisticamente similar al cultivar Negro y los cultivares Blanco y Tohono no mostraron
diferencias entre ellos y presentaron los valores menores de prolina. En este segmento, el
W, de -0.07 MPa generod la concentracion estadisticamente mayor de prolina, respecto a

los W, de -0.03, -0.51 y -2.01 MPa, los que generaron concentraciones similares entre si.

En general, se observd que la concentracion de prolina fue mayor en la zona apical que en
la zona media, ademas la concentracion se incrementd en los W, menores y en las zona
cercana al apice (primeros 10 mm). Este comportamiento fue documentado en maiz,
donde la concentracion alta de prolina fue relacionada con la disminucion del potencial
osmoético en el interior de la célula, lo que propicid el ajuste osmético en las células de la

zona apical y mantuvo el crecimiento (Voetberg y Sharp, 1991; Ober y Sharp, 1994).

La concentracion de prolina en la zona de crecimiento de la raiz se ha considerado como
un indicador del ajuste osmético y algunos autores mencionan al ajuste osmético como un
indice de seleccion de plantas con resistencia ya que se ha documentado que la prolina
contribuye con cerca del 50 % del total de los solutos en las células del apice de la raiz en
plantulas de maiz (Voetberg y Sharp, 1991), ademdas se ha mencionado que la prolina

actua como un soluto citoplasmico aln en concentracion alta(Phillips et al., 2002)

Sin embargo, Bokhari y Trent (1995) mencionaron que los incrementos de prolina no

representan un indice de resistencia a la sequia, debido a que las especies vegetales
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pueden diferir considerablemente en la cantidad de prolina que acumulan en los distintos
tejidos durante el estrés. De esta manera, la concentracion de prolina en los tejidos
apicales de frijol tepari indicaron que probablemente en la raiz de este frijol existe un
ajuste osmadtico por la acumulacion de prolina que juega un papel esencial en el

mantenimiento del crecimiento de la raiz primaria en sustratos con W, bajos.

CONCLUSIONES

El crecimiento de las raices de plantulas de frijol tepari es influenciado directamente por
las condiciones de humedad del medio en el que se encuentran creciendo. Los cuatro
cultivares evaluados sobreviven y mantienen sus crecimiento, tanto en direccién radial
como longitudinal, con W, en el sustrato hasta de -2.01 MPa. Las raices de frijol tepari
crecieron mejor en el sustrato moderadamente seco, respecto a los mas humedos o
secos; lo que confirma la adaptacion de frijol tepari a ambientes aridos. El CRA en el tejido
de la raiz se mantiene alto y permanece constante aunque el W, en el sustrato disminuya
de -0.51 a —2.01 MPa. La concentracion de prolina en los tejidos de la zona apical son
consistentes con la idea de que la acumulacién de prolina propicié un ajuste osmético,

gue permitido mantener el crecimiento en sustrato con W, bajos.
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Capitulo 3

Crecimiento y anatomia de la raiz de plantulas de
frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) en
diferentes potenciales de agua
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RESUMEN

Se realizaron evaluaciones morfoldgicas y anatdomicas en la raiz de plantulas de cuatro
cultivares de frijol tepari cultivado Phaseolus acutifolius A. Gray var. latifolius con la
finalidad de evaluar el efecto del potencial de agua (¥,) del sustrato (-0.03, -0.07, -0.51 vy -
2.01 MPa) sobre su crecimiento y anatomia. El efecto del W, sobre el crecimiento
longitudinal y radial fue heterogéneo entre los cultivares de frijol tepari y permitio
observar que el crecimiento de la raiz es modulado por la humedad del sustrato. El arreglo
y numero de células de los distintos tejidos fue similar entre los cultivares de frijol; sin
embargo, en el tamafio celular si se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre los
cultivares y entre los niveles de humedad, con una tendencia a disminuir con los Wy
menores del sustrato. En general, los tejidos de la raiz crecieron coordinadamente. Las
células del cortex mostraron el mayor crecimiento radial y contribuyeron mas al aumento

del diametro total de la raiz, con una mayor expansion en direccion longitudinal.

Palabras clave: Phaseolus acutifolius, raiz, crecimiento, anatomia frijol tepari

SUMMARY

Roots of four varieties of tepary bean (Phaseolus acutifolius) seedlings were studied to
assess the effect of different substrate water potential (¥,, —0.03, —0.07, —0.51 and -2.01
MPa on their growth and anatomy. The effect of W,, on longitudinal and radial growth was
heterogeneous among tepary bean varieties, and showed that root growth is modulated

by substrate moisture. The arrangement and number of cells in different tissues were
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similar among tepary bean varieties, but significant differences (P < 0.05) in cell size were
observed among varieties and moisture levels. Cell size tended to be smaller with lower
substrate W,, In general, the different root tissues grew coordinated; however cortical
cells exhibited the most radial growth and contributed the most to total root diameter

increase and expanded most in the longitudinal direction.

Keywords: Growth, Phaseolus acutifolius, root anatomy, soil moisture levels, tepary bean,

water deficit.

INTRODUCCION

El principal efecto del estrés hidrico en las plantas es la reduccion del crecimiento
(Kramer, 1983, Davis y Zhang, 1991; Kozlowski y Pallardy, 2002). En el tejido vegetal el
crecimiento se origina por la divisién y alargamiento de los componentes celulares (Hunt,
1982). Las células vegetales pueden controlar su tasa de expansion en diferentes
direcciones para construir un érgano con forma especifica y su importancia es esencial
para todos los procesos morfogénicos en los vegetales (Erickson y Silk, 1980; Cosgrove,
2000). En este contexto, de acuerdo con Sharp y Davies (1979) el crecimiento en el suelo
deshidratado puede reducirse o inhibirse totalmente debido a la pérdida de presion de
turgencia, todo como una consecuencia del desbalance general del contenido de agua en

el tejido.

La raiz es la parte de la planta mas vulnerable al estrés hidrico debido a que esta

directamente en contacto con el suelo (Munns, 2002) y generalmente causa inhibicion de
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su crecimiento (Dubrobsky y Gomez-Lomeli, 2003). Ademads, en potenciales de agua bajos
el crecimiento se mantuvo preferentemente en el apice de la raiz y muchos cambios
fisiologicos asociados a este crecimiento se presentaron especificamente en dicho
segmento, en comparacién con el resto de la raiz, que generalmente disminuyd su

crecimiento (Sharp et al., 2004).

Se considera que el frijol tepari Phaseolus acutifolius A. Gray es una especies adaptada a la
sequia. Se ha documentado que el frijol tepari crece bien en ambientes aridos donde son
comunes las condiciones de déficit de humedad en el suelo, temperaturas altas y suelo
salino (Freeman, 1913; Nabhan y Felger, 1978). Parson y Davis (1978) reportaron
mecanismos fisiolégicos de adaptacion a sequia como valores medios de transpiracion,
niveles constantes de clorofila y temperatura baja en las hojas. También se han descrito
cambios morfoldgicos en las hojas (Thomas y Waines, 1981) y mecanismos relacionados
con el crecimiento de la raiz que pospone la deshidratacion en esta especie (Markhart,
1985; Castonguay y Markhart, 1991, 1992; Sanders y Markhart, 1992). A pesar de que P.
acutifolius es la especie de Phaseolus con la mayor resistencia a la sequia (Thomas et al.,
1983; Markhart, 1985), se ha demostrado una variacion considerable dentro de P.
acutifolius (Montoya, 1985). De modo que algunos teparis crecen bien bajo condiciones

de sequia, mientras que otros requieren humedad alta.

En este trabajo se evalla la hipdtesis de que existen adaptaciones morfo-anatémicas en la
raiz durante la etapa de germinacién—emergencia relacionadas con la tolerancia al déficit

de agua. Por ello, los objetivos fueron mostrar el efecto del W, del sustrato en el
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crecimiento de la raiz de plantulas de frijol tepari, asi como describir modificaciones
anatémicas relacionadas con el crecimiento longitudinal y radial de la raiz en cuatro

cultivares de frijol tepari.

MATERIALES Y METODOS

Cuatro cultivares de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) designadas como Café-
rojo-amarillo (RYB), Negro (Neg), Café-Tohono (TOH) y Blanco de Sinaloa (BLA) fueron
multiplicadas en un invernadero del Colegio de Postgraduados, en Montecillo Texcoco,
Estado de México (19° 31" de latitud norte, 98° 53" longitud oeste, 2353 m s.n.m.),
durante el ciclo primavera verano de 2004. Las semillas fueron almacenadas en

condiciones de laboratorio hasta su uso en la primavera de 2005.

Se evaluaron cuatro niveles de humedad, equivalentes a cuatro W, de -0.03, -0.07, -0.51 y
-2.01 MPa, los cuales se obtuvieron al mezclar vermiculita seca y limpia con 100, 10, 8 y 6
partes de agua destilada en proporcién (P:V), respectivamente. Las mezclas de vermiculita
y agua se mantuvieron dentro de bolsas de polietileno cerradas herméticamente y se
agitaron periddicamente para lograr una distribucion homogénea del agua en la
vermiculita. Después de 48 h, a una muestra de cada uno de los niveles de humedad, se le
cuantificd su W en camaras psicrométricas (Wescor C-52 Inc. Utah, USA), se incubaron las
muestra de sustrato por 4 h e inmediatamente se determind el W, con un

microvoltimetro (Wescor HR33T Inc. Utah, USA) mediante la técnica de punto de rocio.
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Para los experimentos se seleccionaron semillas de forma regular y tamafio medio (peso
promedio una muestra de 100 semillas en el lote (140 -170 mg). Para obtener una
germinacién homogénea, cada semilla seleccionada fue escarificada manualmente,
haciendo una incisién pequefia y superficial en la testa en uno de sus costados.
Posteriormente, fueron desinfectadas mediante enjuagues en una solucion de hipoclorito

de sodio comercial (Clorox®) al 10 % durante 10 min. y tres enjuagues con agua destilada.

Las semillas fueron colocadas en charolas cubiertas con papel absorbente saturado con
agua destilada para su germinacién y crecimiento inicial durante 48 h, en la oscuridad y
temperatura constante de 2511 °C. Cada charola fue colocada en una posicién inclinada

con respecto al plano a 45° para permitir el crecimiento recto de las raices.

Cuando la raiz de las plantulas alcanzé una longitud de 35 a 40 mm, fueron sometidas a
los diferentes tratamientos de humedad dentro de tubos de PVC (cloruro de polivinilo),
con 40 mm de didametro interno y 100 mm de longitud. Se seleccionaron plantulas con un
tamafio homogéneo (en un intervalo de 35 a 45 mm) y su raiz fue marcada con un punto
pequeiio de tinta (Precise V5 Rollin ball PILOT® Japon) a 2.0 mm sobre del apice (Figura 1),
e inmediatamente fueron colocadas dentro de los tubos y cubiertas con vermiculita. Para
mantener las condiciones de humedad constantes dentro del tubo se cerraron los
extremos con un segmento de polietileno negro ajustados con una banda de latex. La
manipulacion de las plantulas se realizd con una luz de proteccion color verde para evitar
posibles efectos de la luz visible en las raices. La exposicién de las plantulas al ambiente

fue el menor tiempo posible (< 1.0 min) para evitar la deshidratacion. Los tubos de PVC



75

con los tratamientos se mantuvieron en contenedores de material aislante térmico por 24

h en la oscuridad a 25 °C +1° C.

El analisis anatdmico se realizd en un segmento de 2.0 mm de raiz dentro de los primeros
6.0 a 7.5 mm desde apice (Figura 1), en 12 a 15 raices por tratamiento, y se procesaron
por medio de la técnica de inclusién en glicol-metacrilato o plastico (Fedder y O’brien,

1968).

Va 20 mm

N

1 1 ) Marcaa2.0 mm

M Corte anatéomico

Figura 1. Diagrama que muestra el sitio de muestreo en la raiz de frijol tepari (Phaseolus
acutifolius A. Gray). Se muestra el lugar donde se realizaron los cortes y medicion del
didmetro en los primeros 20 mm de la raiz después de 24 h de permanecer en sustrato
con diferentes W. El punto en negro y verde indica el sitio donde se marco antes de
someter las plantas a diferentes W, en el sustrato. Las marcas en rojo muestra
exactamente donde se realizaron los cortes anatomicos (El dibujo no esta a escala).

Se realizaron cortes longitudinales y transversales a 5 um de grosor con un micrétomo
rotatorio y se tifieron con azul de toluidina acuosa (0.5 g en 100 ml de agua destilada) y el

colorante remanente se elimind con una solucién de acido bérico (1.0 g en 100 ml de
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agua) mediante una serie de enjuagues. En los cortes transversales, se midié el diametro
de la raiz, didametro de la estela y grosor del cortex; ademas, se cuantifico el drea del tejido
vascular, que incluyé xilema y floema. También se midid el didmetro radial de células del
cortex y la anchura de las células de la epidermis y se calculé la densidad de células en el
cortex (células/ mm?). Todas las mediciones se realizaron con un microscopio ptico y un

analizador de imagenes (Media Cybernetics, 1997).

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial de
tratamientos. Los factores y niveles fueron las cuatro cultivares y los cuatro W, del
sustrato el propdsito de detectar diferencias significativas entre los cultivares y el efecto
del W4 en los cultivares, asi como de sus interacciones. Se realizd un analisis de varianza
(Proc GLM) y una prueba de Tukey comparacién de medias, mediante el programa

estadistico SAS (SAS Institute, 1999-2000, versién 8.1).

RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento longitudinal de la raiz, evaluado por el desplazamiento del la marca en la
raiz realizada a los 2 mm antes del tratamiento y medida después de transferir las
plantulas a la vermiculita con los diferentes W, mostré diferencias significativas entre los
W, del sustrato; ademas, la interaccidén cultivar * W, fue estadisticamente significativa
(Cuadro 1). En los cuatro cultivares se encontrd que los dos primeros milimetros de la raiz

a partir del apice pueden crecer durante las primeras 24 h después de haber sido
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transferidos a sustrato con distintos W, En general los cultivares alcanzaron entre 30.0 a
31.5 mm longitud respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos (Cuadro 1).
Cuadro 1. Promedio de la longitud de la raiz (mm), didametro de la raiz (um), didmetro del

cilindro central (um) medidas en un corte transversal de la raiz de frijol tepari (Phaseolus
acutifolius A. Gray).

W, del sustrato (MPa)

Cultivar -0.03 -0.07 -0.51 -2.01 Promedio C.V.(%)
Longitud de la raiz (mm)

Negro 25.6f 354a 36.4a 26.9 ef 31.1a -
Blanco 27.3 edf 33.2 abc 31.2 bed 28.6 def 30.1a -
RBY 26.4 f 34.7 ab 33.8 abc 25.3f 30.0a -
Tohono 25.2 f 35.1ab 354a 30.5 cde 31.5a -
Promedio 26.1c 34.6a 34.2a 27.8b -
C.V. (%) - - - - - 8.08
Diametro de la raiz en segmento de 6.0 a 7.5 mm (um)

Negro 806 bc 772 bcd 714 cde 686 ed 744 b -
Blanco 912 a 756 bcd 741 cde 733 cde 784 a -
RYB 842 ab 698 de 705 de 721 cde 741 b -
Tohono 769 bcd 716 cde 651e 702 de 710b -
Promedio 834 a 734 b 702 b 713 b -
C.V. (%) - - - - - 7.83
Diametro del cilindro central (um)

Negro 473 abc 439 bcd 415 bced 370d 424 ab -
Blanco 537 a 417 bed 420 bed 415 bced 447 a -
RYB 483 ab 391 cd 391 cd 394 bcd 415 ab -
Tohono 439 bed 419 bced 361d 410 bed 407 b -
Promedio 484 a 415 b 3% b 398 b

C.V. (%) - - - - - 13.13

Datos de longitud de raiz son medias de 40 repeticiones. Las variables anatomicas fueron medidas en 20 raices. Dentro
de cada columna letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05) para cada W, en el sustrato y dentro de
cada rengldén letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05) para cada cultivar de frijol tepari. CV es
coeficiente de variacién.

La longitud de la raiz fue altamente influenciada por el W, del sustrato y resulto con
diferencias significativas. El sustrato mas hiumedo con W, de -0.03 MPa y el sustrato mas
seco con W de -2.01 MPa, generaron el menor crecimiento en longitud de 26.1 mmy 27.8
mm respectivamente. Los sustratos intermedios con W, de -0.07 y -0.51 MPa con 34.6 mm
y 34.2 mm resultaron con el mayor crecimiento en longitud, respectivamente (Cuadro 1)
La interaccién con mayor crecimiento en longitudinal fueron observada en combinaciones

de los cultivares Blanco, Negro, Tohono y RYB y los W, de 0.51 y 0.07 MPa; mientras que
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los menores promedios en longitud de la raiz fueron observados en combinaciones de
Blanco, Negro, Tohono y RYB y los W, 0.03 MPa y 2.01 MPa sin mostrar una tendencia

entre los cultivares (Cuadro 1).

Anatomicamente, la raiz primaria de frijol tepari como en muchas dicotileddneas tiene
una organizacion interna tipica y con la diferenciacién propia del desarrollo del sistema
radical. En un corte longitudinal, se observé una separacion de los tejidos (Figura 2). Esto
ya se ha registrado en la raiz de frijol (P. vulgaris) (Engleman, 1979). Morfoldgicamente, se
confirmé que la regidn cercana al apice de la raiz de frijol tepari esta formada por cuatro
zonas como fue observado en la raiz de Nicotiana y Daucus carota (Esau, 1940) entre las
gue se encuentran, la cofia o caliptra (Figura 2A); la zona meristematica compuesta por las
células iniciales que en frijol tepari se presenta antes de los 0.5 mm y la zona de divisidn
entre los 0.75 a 1.0 mm (Figura 2B), la zona de alargamiento, donde las células del cortex
no presentan mas divisiones de 1.5 a 1.75 mm (Figura 2C) y una zona de maduracion mas
alld de los 20 mm, donde se presentan pelos radicales y la mayoria de las células han
completado su diferenciacién alcanzan su maximo diametro radial y todavia seguiran

creciendo en longitud (Figura 2A).

La epidermis de la raiz de frijol tepari esta formada por un estrato de células que en los
cortes longitudinales se observan alargadas y delgadas, en ocasiones, la pared tangencial
que limita con el exterior presenta una deformacién redondeada formando pelos

radicales.
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Figura 2. Anatomia de la raiz de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray). A. Corte
longitudinal del segmento apical (primeros 2.7 mm) de plantulas de 4 dias después de la
germinacién. B. Acercamiento a corte longitudinal de la zona de divisién celular donde se
muestra de izquierda a derecha 2 hileras de células de la epidermis y hasta 6 hileras de
células de cortex y las células que formaran el cilindro central. C. Acercamiento en un
corte longitudinal a 2.7 mm donde se observa mayor diferenciacion celular. D. Corte
transversal a 6.5 mm después del apice donde se observan la epidermis, el cértex alin con
la endodermis en division y el tejido vascular con cuatro cordones de floema y xilema
junto al parénquima central. Ep = epidermis, co = cértex, Pa = parénquima a manera de
medula, X = xilema, F = floema, las flechas encontradas (= <) division de la endodermis,
las flecha con dos puntas sefiala los limites del cértex (¢=). Barras de las escalas en A =
200 um, B, C=25um, D =75 um.
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El cortex esta generalmente constituido por 5 a 7 estratos de células de parénquima, cuya
forma y tamafio varia a lo largo de la raiz dependiendo de su estado de desarrollo y es
comun que se presenten espacios intercelulares a medida que las células del cortex

aumentan su tamano (Figura. 2B, 2Cy 2D ).

Las células que se diferenciaran en endodermis son definidas muy tempranamente en
areas cercanas al apice, antes de la zona de division, alcanzan su diferenciacién entre 6.5 a
7.0 mm. Este estrato Unico de células representa limite del cortex y el cilindro central. Sin

embargo, se desconoce si en este segmento las células de la endodermis son funcionales.

El cilindro central estd formado por pocas células parenquimaticas en el centro que estan
rodeadas por cuatro polos de tejido vascular. En la etapa de desarrollo evaluada a 6.5 a
7.0 mm del apice ya se han diferenciado los primeros elementos del protoxilema y en
algunos casos metaxilema hacia el exterior casi vecino al periciclo y en su costados se
identificaron los haces de floema primario. Estos rodeados por una capa de células que

formaran fibras extrafloematicas junto al periciclo (Figura 2D).

El crecimiento radial fue medido en el corte transversal del segmento de la raiz entre los
6.0 mm vy 7.5 mm (Figura 1), donde se cuantificd diametro de la raiz y didmetro del cilindro
central, se encontraron diferencias significativas en el didmetro de la raiz entre los
cultivares y los W, del sustrato y ademas la interaccidn cultivar * W, del sustrato fue
estadisticamente significativa (Cuadro 1). En el didmetro de la raiz medido entre 6.0y 7.5

mm no se detectaron diferencias significativas entre el cultivar Negro Tohono y RYB. El
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cultivar Blanco si mostré diferencias significativas respecto a las otras tres cultivares con el
mayor didmetro (Cuadro 1). La influencia del W, del sustrato en el didmetro de la raiz
mostré raices mas gruesas en potenciales de agua del sustrato con -0.03 MPa y son mas

delgadas en potenciales de agua del sustrato desde -0.51 MPa (Figura 3 y Cuadro 1).
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Figura 3. Cortes transversales del segmento de 6.5 a 7.0 mm de raices de plantulas frijol
tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) creciendo en diferentes W, en el sustrato. Los
cultivares se muestran en los renglones y los W, (de -0.03, -0.07, -0.51, y -2.01 MPa en las
columnas. La barra de escala esquivale a 100 um.
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En un corte transversal de la raiz, el diametro del cilindro central si mostré diferencias
significativas entre los cultivares. Asi, el cultivar Blanco resulté con el mayor diametro
mientras que cultivar Tohono el menor didmetro y con diferencias significativas entre ellas
(Cuadrol); sin embargo, las variedades Negro y RYB no mostraron diferencias

significativas entre ellas ni con los cultivares Blanco y Tohono.

El W, del sustrato afectd el crecimiento del didametro del cilindro central, sin embargo, no
se observaron diferencias significativas a -0.07, -0.51 y -2.01 MPa. Pero en el W, de -0.03
MPa si mostrd diferencias significativas con el resto de los W, mostrando ademas, el

mayor diametro del cilindro central.

En células individuales, el diametro radial de las células de la epidermis de los cuatro
cultivares fue diferente estadisticamente. Asi, las células de la epidermis del cultivar Negro
fueron las mas anchas (24.42 um) vy las del cultivar Tohono las mas angostas (20.44 um);
los cultivares Blanco y RYB resultaron con valores intermedios y sin diferencias
significativas (Figura 3). El W4 del sustrato si afectd el diametro radial de las células de la
epidermis; sin embargo sdlo hubo diferencias entre el W, del sustrato mas hiumedo de -
0.03 MPa con un didmetro mayor y el W, del sustrato mas seco de -2.01 MPa resultd con el
menor diametro de células de la epidermis. En cuanto al area de las células del cortex, se
observaron diferencias significativas entre los cultivares. Sin embargo, Unicamente el
cultivar Tohono fue diferente estadisticamente al resto de los cultivares. El area de las
células del cortex fue afectado por W, del sustrato y sélo el W, del sustrato de -0.03 MPa

mostro diferencias significativas al resto de los cultivares (Cuadro 2). En cuanto al ancho
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de la célula del cortex y las células de cortex por unidad de area, se observd que didmetros

pequefios mostraron mayor numero de células por unidad de area, mientras que,

didmetros grandes resultaron en un menor numero de células por unidad de area.

Cuadro 2. Promedio del area del tejido vascular (um?), densidad de células de cértex
(células/mm?), rea de las células del cortex (mm?), anchura de las células del cortex (um)
medidas en un corte transversal de la raiz de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray).

W, del sustrato (MPa)

Cultivar -0.03 -0.07 -0.51 Promedio C.V. (%)
Area del tejido vascular (p.mz)

Negro 29758 bcd 25162 cdef 23706 def 23615 def 25560 bc -
Blanco 37364 a 29190 bcde 26811 cdef 26392 cdef 29852 a -

RYB 33220 ab 25423 cdef 25696 cdef 27539 bcde 27969 ab -
Tohono 30814 abc 25379 cdef 20640 f 22964 ef 24901 c -
Promedio 32948 a 26347 b 24240 b 25180 b -

C.V. (%) - - - - - 15.53
Densidad de células de cortex (mmz)

Negro 610 cdef 602 cdef 814 abcd 832 abc 711b -
Blanco 469 f 758 becde 778 bcde 728 bcde 679 b -

RYB 540 ef 881 ab 947 ab 946 ab 829 a -
Tohono 581 def 785 bcde 927 ab 1052 a 836 a -
Promedio 545 ¢ 765 b 869 a 890 a -

C.V. (%) - - - - - 20.05
Area de células de cortex (pmz)

Negro 1833 abc 1279 de 10876 e 983 e 1288 b -
White 1709 bcd 1723 bed 1245 de 1167 e 1461 ab -

RYB 2323 a 1341 cde 1295 de 1420 bcde 1608 a -
Tohono 1894 ab 1154 e 1063 e 1080 e 1298 b -
Promedio 1961 a 1356 b 1169 b 1164 b

C.V. (%) - - - - - 23.7
Ancho de las células de cértex (pm)

Negro 45.7 ab 41.6 bcde 33.5fg 33.2fg 38.7 a -
Blanco 51.6a 37.4 cdef 36.9 fg 35.9fg 40.8 a -

RYB 43.1 bc 34.4 efg 32.0fg 30.5fg 34.9b -
Tohono 41.7 bcd 34.4 fg 32.0fg 279¢g 339b -
Promedio 45.7 a 36.7b 336¢c 315¢c

C.V. (%) - - - - - 12.07

Datos son medias de 40 repeticiones. Las variables anatomicas fueron medidas en 20 raices. Dentro de cada

columna

letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05) para cada W, en el sustrato y dentro de cada rengldn letras
diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05) para cada cultivar de frijol tepari. CV es coeficiente de variacion.

Fueron observadas diferencias significativas en los cultivares Blanco y Negro con

didmetros grandes y menor nimero de células por unidad de area vy los cultivares RYB y

Tohono con didmetros pequefios y mayor nimero de células por unidad de area. Asi



84

mismo los W, del sustrato que mostraron mayor diametro de las células de cértex y menor
numero de células por unidad de area fueron ¥, de -0.003 MPa y -0.07 MPa y los W, del
sustrato con -0.51 MPa y -2.01 MPa mostraron mayor didmetro y menor nimero de

células por unidad de area (Cuadro 2).

El drea del tejido vascular sdlo mostré diferencias significativas entre los cultivares Blanco
y Tohono y el tamafio de este tejido fue influenciado sélo por el W, del sustrato de -0.03

MPa con diferencias significativas con el resto de los W, del sustrato (Cuadro 2).

En la presente investigacion las plantulas de los cuatro cultivares de frijol tepari
alcanzaron su mayor crecimiento en longitud bajo un estrés moderado de agua. Una
respuesta similar ya ha sido reportada para A. thaliana (van der Weele et al., 2000) y para
frijol tepari (Mohamed et al., 2002), donde la raiz si pudo incrementar su tamafio en
ambientes con humedad restringida para exploran mayor volumen de suelo. Las plantulas
de frijol tepari que crecieron a capacidad de campo del sustrato con W, de -0.03 MPa, no
alcanzaron el crecimiento maximo como se ha documentado para maiz y otras especies de

frijol (Sharp y Davies, 1979; Liang et al., 1997; Sanchez-Urdaneta, 2005).

La disminucién del crecimiento de las raices de frijol tepari en el sustrato con el mayor W,
no ha sido registrada anteriormente. En muchos casos la disminucién del crecimiento en
niveles altos de humedad han sido reportados por deficiencias en la difusidon del oxigeno a
la raiz, que causa disminucién del crecimiento e hipertrofia del hipocdtilo por la

acumulacién de etileno en los tejido (Levitt, 1980). Sin embargo, en la anatomia no se
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encontraron evidencias de efectos relacionados el estrés por falta de oxigeno en la raiz de
frijol tepari creciendo en sustratos de -0.03 MPa después de 24 h. Los argumentos que
podrian explicar el crecimiento de las raices de plantulas de frijol tepari en condiciones
moderadamente secas podrian estar relacionados con una adaptacion especifica del frijol
tepari a ambientes con humedad limitada, donde las raices alcanzan un crecimiento
maximo. Spollen et al. (1993) registraron que en las condiciones de suelo seco, algunas
especies, en la etapa de plantula la raiz primaria crece y favorece su establecimiento para
asegurar el abastecimiento de agua antes de que el epicdtilo emerja sobre la superficie del

suelo e inicie su principal funcidn fisiolégica que es la fotosintesis.

Por muchos afios se ha demostrado que los sistemas radicales con déficit de agua
producen raices delgadas, debido a que el didmetro de la raiz se reduce a medida que el
suelo tiene menor contenido de agua. Sharp et al. (1988) reportaron la disminucién del
didmetro de la raiz de maiz en la zona de alargamiento, asociado a la humedad reducida
del sustrato. Sin embargo, van der Weele et al., (2000) demostraron que las raices de A.
thaliana no se adelgazaron en sustrato de W, bajo. En esta investigacion se observé que
los niveles bajos de humedad del sustrato influyeron negativamente en el didmetro a lo

largo de la raiz con respuestas diferentes para cada cultivar.

Morfolégicamente, se observé que la raiz de frijol tepari crecid en proporcion, donde
pareciera que todos sus componentes crecieron simultdneamente de acuerdo al modelo
de dindmica de fluidos propuesto por Ericksson y Silk (1980). Sin embargo, como es

mencionado por Liang et al. (1997), el crecimiento de un tejido vegetal es mas complejo,
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debido a que un d6rgano esta compuesto de tejidos especializados, complejos con varios
tipos celulares con un gradiente de tamafio y que se conectan en una red poliédrica donde
las células vegetales individuales pueden controlar completamente su tasa y direccion de

expansion y parecen expandirse coordinadamente.

Se observd que las células del cortex contribuyeron mas al crecimiento radial de la raiz,
ademds, estas células de parénquima mostraron mayor capacidad para modificar su
didmetro en los diferentes W, del sustrato. Se presenté un crecimiento particular en frijol
tepari para cada una de las condiciones evaluadas en cada uno de los tejidos de la raiz,
epidermis, cortex y cilindro central. Liang et al. (1997) encontré que el adelgazamiento en
raices de A. thaliana es causado por la restriccion de la tasa de expansion lateral de las
células en el cilindro central y el cortex a medida que disminuyd la humedad en el medio,

como fue documentado en este estudio en los primeros 5 mm de la raiz de frijol tepari.

CONCLUSIONES

La raiz principal de frijol tepari crecid en el sustrato con W, de hasta -2.01 MPa. Sin
embargo, la longitud de la raiz disminuyé fuertemente en este W,; en el sustrato con Wy
de -0.03 MPa la longitud de la raiz de frijol tepari es limitada y se relaciond con su
adaptacion a ambientes con niveles de humedad moderadamente secos, donde el
crecimiento es estimulado positivamente. Anatdmicamente, el arreglo y numero de
células de los distintos tejidos fue similar entre los cultivares y su crecimiento fue

coordinado, las células de parénquima del cértex mantienen una tasa de expansion
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longitudinal mayor. Se observo que el diametro de las células de cértex se modifico
altamente con los W, en el sustrato. Asi, se observaron raices delgadas en W, bajos vy
raices gruesas en sustratos con W, mayores en el segmento de 6.5y 7.5 mm. El efecto del
W, en la zona inmediata al pice de la raiz fue homogéneo y no modificé el diametro de la

raiz hasta los 0.5 mm después del apice.
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Capitulo 4

Determinacion de proteinas solubles en la raiz de
frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) en estrés
hidrico
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RESUMEN

Se cuantificaron y caracterizaron las proteinas solubles en raices de plantulas de frijol
tepari sometidas a un estrés hidrico durante 24 horas. En general, se observd que existe
una mayor acumulacion de proteinas solubles en la zona apical comparada con la zona
media para todos los cultivares evaluados. Ademas, la mayor acumulacion de proteinas se
observé en las raices que crecieron en sustratos con W, de -2.01 MPa. Se detectaron hasta
18 bandas de proteina en la zona apical de la raiz, mientras que en la zona media se
observaron 19 bandas; en ambos casos, con igual o diferente peso molecular e intensidad
de tincidon. Las dos condiciones de humedad evaluadas no mostraron diferencias notables
en el nimero de bandas. Se observaron bandas con pesos moleculares de 33 y 36 KDa que
han sido reportadas por otros autores en frijol P. vulgaris, y descritas como proteinas ricas
en el aminodcido prolina, que también han sido localizadas en la fraccién soluble de la
pared celular que son conocidas como proteinas ricas en prolina e hidroxiprolina (PRPs) y

designadas como p33/p36.

SUMMARY

The soluble proteins were classified and quantified in root seedlings of tepari bean
subjected to water stress for 24 hours. In general, we could observe a greater
concentration of soluble proteins in the apical zone than in the middle zone of the root in
all the cultivars evaluated. Moreover, the greatest accumulation of proteins was observed
in roots grown in substrates with ¥,, -2.01 MPa. Up to 18 protein bands were detected in
the apical zone of the root, while in the middle zone, 19 bands were observed, both cases
with equal or different molecular weight and hue intensity. The two water conditions
evaluated did not show notable differences in the number of bands. In this research,
bands with molecular weights of 33 and 36 Kda were observed which have been reported

by other authors for P. vulgaris, and described as proteins rich in proline amino acid and
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which have also been located in the soluble part of the cell wall known as proteins rich in

proline and hydroxiproline (PRPs) and defined as p33/p36.

INTRODUCCION

La sequia puede ser definida como un periodo bajo de precipitacion normal que limita la
productividad vegetal en un sistema natural o agricola (Boyer, 1982; Kramer y Boyer,
1995). En el campo se pueden observar diferentes condiciones de estrés, éstas pueden ser
por exceso o falta de luz, temperaturas altas o bajas, déficit o toxicidad por nutrientes,
etc. En el caso del estrés que define a la sequia, es una disminucién en la disponibilidad de
agua en el suelo. Los efectos del déficit de agua en el crecimiento de la raiz pueden variar
y ocasionar cambios que van desde el incremento en la produccién de raices laterales,
longitud total de la raiz que define la profundidad de enraizamiento y el peso seco (Sharp
y Davies, 1979). De acuerdo con Verslue et al. (2006) en muchos de los mecanismos de
tolerancia a la deshidratacién estudiados a la fecha, la funcién principal es proteger a la
estructura celular primaria de los efectos de la deshidratacion. Bray (1997) menciond que
el déficit de agua dispara una serie de respuestas que inician con la percepcién del estrés,
el cual se induce una o varias sefales de transduccion y éstas se manifiestan en niveles
celulares, fisiolégicos y del desarrollo. El Ultimo paso en la cascada de sefiales como
respuesta a la deshidratacion es la activacion de genes responsables de la sintesis de
compuestos que sirven para proteger a la estructura celular. Las plantas que sobreviven a
estas condiciones han desarrollado varias adaptaciones, entre las que se encuentra la

sintesis de proteinas con funciones protectoras (Bartels y Soeur, 2004). Entre las proteinas
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protectoras mejor conocidas por acumularse en respuesta a la disminucion de agua en el
tejido de las plantas cuando son sometidas a un estrés abidtico o durante el desarrollo de
la semilla son las dehidrinas y las proteinas LEA (proteinas abundantes en embriogénesis
tardia (Close, 1996). Debido a que las funciones de muchas dehidrinas y proteinas LEA son
conocidas parcialmente, parte de sus funciones son actuar como chaperonas que
protegen proteinas y la estructura de la membrana. Bray (1997) encontré que la
acumulacién de estas proteinas requiere un déficit de agua en el tejido que induce
incrementos en el acido abscisico (ABA). Hirt (2003) menciond que el ABA es importante
en multiples respuestas de estrés, incluyendo la deshidratacién. Asi, como respuesta
inmediata dispara el cierre de estomas para evitar la pérdida de agua por transpiracion y
la acumulacion de ABA induce la expresion de multiples genes involucrados en la

proteccidon contra déficit hidrico como respuestas lentas.

Existe poca literatura que mencione las posibles funciones de la acumulacién de proteinas
en la raiz. Kamenetsky et al. (2005) encontraron que en la raiz tuberosa de Ranunculus
asiaticus, la acumulacion de proteinas posiblemente sirve como un almacén de nitrégeno
para apoyar la fase inicial del crecimiento del tallo durante su rebrote en la primavera;
ademas, otras proteinas pueden tener funcidon protectora a temperaturas altas y/o

condiciones de desecacidn que se presentan durante la etapa de reposo.

Verdoy et al. (2004) mencionaron que varios cADN son inducidos por el déficit de agua e

identificados en raices de frijol Phaseolus vulgaris. Su analisis secuencial sugiere que
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codifican la proteina lipido transferasa, dos tipos de proteinas LEA y dos proteinas

diferentes ricas en prolina (PRPs) (Colmenero-Flores et al., 1999).

Se ha mostrado que las proteinas lipido transferasa LTPs estan presentes en reacciones de
proteccién contra patdgenos (Terras et al., 1992) y en respuesta a las condiciones de
estrés por sales (Torres-Schumann et al., 1992). Asi, muchas LTPs han sido detectadas
principalmente en partes aéreas de la planta (Vignols et al., 1994; Canevascini et al.,
1996), en la raiz (Song et al., 1998) y también se han reportado como reguladoras en la
colonizacion de micorrizas (Blilou et al., 2000), ademas se encontraron en nédulos de la

raiz de Phaseolus vulgaris (Verdoy et al., 2004)

Las proteinas ricas en prolina e hidroxiprolina (PRPs) son importantes en la pared celular
de la célula vegetal y en la matriz extracelular (Showalter, 1993; Kieliszewski y Lamport,
1994). Estas proteinas juegan un papel importante en la diferenciaciéon y funcion de
diversos tipos celulares (Ye et al.,, 1991). Se ha mostrado que algunas de éstas son
reguladas por diferentes tipos de estrés (Covarrubias et al., 1995; Garcia-Gomez et al.,
2000). En leguminosas estan asociadas con la morfogénesis de los nddulos y algunas han
sido identificadas como nodulinas (Scheres et al., 1990; van de Wiel et al., 1990; Bettaglia

et al., 2007).

Las proteinas LEA se acumulan en semillas secas; su expresion en tejido vegetativo estd
regulada en respuesta al déficit de agua (Ingram y Bartels 1996; Bray, 1997) y estrés por

sal (Ozturk et al., 2002). Son consideraras importantes en el proceso de deshidratacion
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por ser parte de un grupo grande de proteinas llamado hidrofilinas, las cuales son
altamente hidrofilicas y tienen contenido alto de glicina. Las proteinas LEA han sido
observadas en células meristematicas y células vasculares y prevasculares. También se
acumulan en las células de la epidermis y cilindro vascular de raices como respuesta a

déficit de agua (Battaglia et al., 2007).

Por otra parte, Garcia y Pefia (1995) mencionaron que la pared celular tiene por lo menos
seis tipos de proteinas estructurales y un gran niumero de proteinas cataliticas o enzimas.
Entre las proteinas estructurales caracterizadas por la abundante presencia de uno o
varios aminodcidos a lo largo de la cadena peptidica se reconocen: extensinas, proteinas
ricas en lisina, proteinas ricas en prolina, proteinas ricas arabinogalactanas, lectinas y
tioninas. Ademas, existen otras menos estudiadas como las que son ricas en histidina-

triptofano y otras que se denominaron proteinas reguladas por agua.

Por otro lado, entre las numerosas proteinas cataliticas se han identificado: peroxidasas
invertasas, a y B manosidasa, B-glucanasa, arabinosidasas, o y B galactosidasa, fosfatasa,
pectinasa, pectin-metil-esterasa, malato deshidrogenasa (Cassab y Varner, 1988; Varner y

Lin, 1989; Brett y Waldron 1990; Showalter, 1993).

Dada la importancia de las proteinas en los procesos de regulacion de los efectos del
déficit de agua en los tejidos vegetales, en esta investigacion se cuantificaron vy
caracterizaron las proteinas solubles de raices de plantulas de frijol tepari sometidas a un

estrés hidrico durante 24 horas.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de cuatro cultivares de frijol tepari Phaseolus acutifolius “Brown-
Yellow-Red” (RYB), “Tohono Oodham”, “Negro” y “Blanco de Sinaloa” las cuales fueron
cultivadas en condiciones de invernadero en las instalaciones del Colegio de
Postgraduados en Montecillo Texcoco, Estado de México, durante el ciclo primavera-
verano de 2005, después de la cosecha fueron almacenadas en condiciones de laboratorio
hasta su uso a principios de 2006. Para realizar los experimentos se seleccionaron semillas
de forma y tamafio homogéneo. Cada semilla fue escarificada manualmente vy
desinfectada en una solucion de hipoclorito de sodio comercial (Clorox®) al 10 % durante

10 min.

Para obtener los potenciales de humedad del sustrato se humedecieron 100 g de
vermiculita seca con 10 y 6 ml de agua para obtener con dos W, de -0.07 MPa al que se le
nombro como condiciones de riego y un sustrato con -2.01 MPa al que se denomind
condiciones de sequia, Las mezclas fueron colocadas en bolsas de polietileno e incubadas
por 48 h antes de trasplantar las plantulas; asi, se asegurd que el contenido de las bolsas
alcanzara el equilibrio. Transcurrido este tiempo, el W, de la vermiculita se determind
incubando una muestra de cada bolsa en cdmaras psicrométricas (Wescon C-52, Inc, Utah,
USA) por 4 h conectadas a un microvoltimetro de punto de rocio (Wescon HR-33T, Inc,

Utah, USA).
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Las plantulas se obtuvieron de semillas previamente seleccionadas que fueron germinadas
a una temperatura de 25+1 °C, en la oscuridad, en charolas con una inclinacion de 35 °,
por 48 h. Al final de este periodo la raiz principal alcanz6 una longitud de 35 a 40 mm en
promedio. Las plantulas fueron trasplantadas dentro de tubos de cloruro de polivinilo
(PVC) de 40 mm de diametro interno y 100 mm de longitud, sellados en la base con un
fragmento de polietileno color negro detenido con una banda elastica con vermiculita
humedecida con los W, establecidos y se mantuvieron por 24 h en la oscuridad a una

temperatura de 25 £ 1 °C. MPa.

Extraccion de proteina soluble. El contenido de proteina soluble se determino en los
cultivares “Brown-Yellow-Red” (RYB), “Tohono Oodham”, “Negro” y “Blanco de Sinaloa”
en un experimento preparado para este objetivo, en muestras de 25 a 30 raices tomando
de 4 a 6 mm de longitud. Las raices de cada tratamiento y cada variedad fueron separadas
en parte apical y zona media (Figura 1) e inmediatamente fueron colocadas en nitrégeno
liguido y almacenadas en un ultra congelador a -60 °C hasta su analisis. De cada

tratamiento se prepararon 5 repeticiones con 400 a 600 mg.

Muestras de 400 a 600 mg de tejido de raiz fresco fueron trituradas a 4 °C en un mortero
previamente enfriado junto con arena de mar y una solucion de extraccion amortiguadora
(40 mM Tris-HCL pH=8.5, 1 mM Floruro de fenil metil sulfonil y 15 mM de B mercapto
etanol). La muestra triturada fue colocada inmediatamente en un tubo eppendorf y
centrifugada a 13,000 rpm durante 10 min a 4 °C. Las muestras centrifugadas fueron

inmediatamente colocadas en hielo y el sobrenadante fue separado en alicuotas de 50 ply
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se procedid a determinar la proteina soluble de cada muestra. Se utilizaron 10 pul de cada
muestra por triplicado para determinar el contenido de proteina soluble por el método de
Bradford (Bradford et al., 1976). Se utilizd un estandar de Albumina de suero bovino (2 mg
/mL), para calcular el contenido de proteina soluble en cada una de las muestras. Las

lecturas se realizaron en un espectrofotdmetro lector de microplacas a 595 nm.

Tratamiento por 24 horas en
sustrato con distintos potenciales
de agua

Muestreo
zoha media
10a 20 mm
Plantula de frijol tepari germinada )
despues de 96 horas de imbibicion zona apical
5a10mm

Figura 1. Esquema que ilustra la forma en que se tomaron las muestras para analisis de
proteina soluble en plantulas de 96 horas después del inicio de la imbibiciéon de frijol
tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray). La flecha entre los dibujos de la planta indica el
tratamiento de agua en el sustrato, la flecha delgada en dibujo de plantula derecha indica
la zona de muestreo en la raiz
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La separacion de proteinas fue realizado por electroforesis en minigeles de poliacrilamida
(PAGE) y dodecil sulfato de sodio (SDS) al 12 % (Laemmli, 1970). Una vez cuantificada la
proteina soluble en las muestras de los cultivares “Negro” y “Blanco de Sinaloa”, se
procedio a tomar un volumen equivalente a 60 ug de cada una proteina y se mezclé con la
solucién “magic mix” (Tris 50 mm (8 ml), Dodecil Sulfato de Sodio (SDS 1ml), Glicerol
(1ml), B-mercapto etanol (100 ul) y azul de Bromofenol (1 %)) para dar mayor densidad y
color a la muestra (volumen total 35 ul). La muestra se desnaturalizdé en un bafio maria
(100 °C) durante 5 min. Diez cavidades de cada gel fueron cargadas con 35 pl de cada
muestra; ademads se incluyeron 2 muestras con proteinas marcadoras de pesos
moleculares conocidos (Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range. Numero de catalogo
161-0305 Bio-Rad Laboratories, 2000 Alfred Nobel Dr., Hercules, CA 94547), las proteinas
en el gel fueron separadas por 4 h a 60 V con ayuda de una fuente de poder (BIO RAD). Los
geles de poliacrilamida fueron desmontados del sistema de electroforesis y colocados con
precaucion en recipientes de plastico donde fueron enjuagados con agua destilada e
inmediatamente colocados en una solucion de azul Coomassie (acido acético 20 %
(100ml), metanol (30 %) y azul de Coomassie (0.5 g), agua destilada (50 %)) de 12 a 15 h.
Transcurrido ese tiempo los geles fueron destefiidos con una solucion de acido acético 10
%, metanol 40 % y agua destilada 50 % para retirar el exceso de tinte y hacer evidentes las

bandas de proteinas.

Determinacion de pesos moleculares de las proteinas separadas. Una vez teiiidas las

bandas de proteinas en el gel, se determinaron las distancias relativas de migracion (Rf) de
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cada banda de proteina por carril/muestra, iniciando por el carril de las proteinas
marcadoras. Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA 94547 menciona que para determinar un
peso molecular de una proteina desconocida se debera prepararse una curva estandar
utilizando el logaritmo base 10 del peso molecular de las proteinas marcadoras en funcién
de sus respectivos R¢ calculados. La fuerte relacion lineal (r’=0.999) entre el peso
molecular de las proteinas y su distancia de migracion (Rf) es una indicacion confiable para

predecir pesos moleculares de proteinas desconocidas.

En el andlisis de proteinas se utilizo un disefio experimental completamente al azar con
arreglo factorial de tratamientos, en el que los factores y niveles fueron: los cultivares
(Brown-Yellow-Red, Negro, Tohono Oodham y Blanco de Sinaloa) y el W, del sustrato -
0.07 y -2.01 MPa), respectivamente. Asi, Para el calculo de la concentracidon de las
proteinas solubles se utilizaron los cuatro cultivares tomando muestras compuestas de de
15 a 20 raices suficientes para acumular un peso de 600 a 800 pg Los datos fueron
analizados con un analisis de varianza (Proc GLM) y una prueba de comparacion de medias

de Tukey, con el programa estadistico SAS (SAS Institute, 1999-2000, version 8.1).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2 se muestra que en todos los cultivares evaluados, existe una mayor
acumulacién de proteina soluble en la zona apical de la raiz (promedio de 2.01 mg/g de
peso fresco). Ademas, se observd mayor acumulacién de proteinas solubles en las raices
que crecieron en sustratos con W, de -2.01 MPa. Los valores fluctuaron entre 1.77 y 2.18

mg/g de peso fresco de raiz. La menor concentracion de proteina soluble en el tejido de la
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raiz se observé en la zona media (promedio de 1.56 mg/g de peso fresco) y en el sustrato
con W, de -0.07 MPa (entre 1.35 y 1.77 mg/g de peso fresco de raiz), donde la
acumulacién de proteina disminuyd hasta un 38 % con respecto a la mayor acumulacion

de proteina soluble (Figura 2.B).

3.0

A) ZONA APICAL B) ZONA MEDIA Il NEGRO
I BLANCO
r BN TOHONO
N RYB

254

2.0

0.5

0.0 -

-0.07 -2.07 -0.07 -2.07

Nivel de humedad en el sustrato (MPa) Nivel de humedad en el sustrato (MPa)
Figura 2. Concentraciones de proteina soluble en dos zonas de la raiz: A) zona apical y B)
zona media de cuatro cultivares de frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray). Cada barra

en color representa el promedio de la concentracién de proteina soluble en el tejido
fresco de la raiz y la barra en negro indica * el error estandar.

La acumulacién de proteina en los tejidos sometidos a un déficit hidrico fue variable.
Algunos autores han sefialado que la sintesis de proteinas es uno de los procesos
bioguimicos que son afectados por el estrés de agua en plantas (Hsiao, 1973; Tod et al.,
1972). Sin embargo, Nir et al. (1970) y Dhindsa y Cleland (1975) documentaron que los
tejidos vegetales que fueron sometidos a estrés por falta de agua generalmente

mostraron una reduccion en la sintesis de proteinas medida por la sintesis de
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aminoacidos. Por otra parte, se ha documentado que plantas que crecen en condiciones
ambientales como sequia, salinidad y frio, producen una cascada de proteinas como parte

de la respuesta general al estrés (McCue y Hanson, 1990).

Las investigaciones en sequia y que utilizan la biologia molecular como una herramienta,
generalmente reportan un incremento en la acumulacion de proteinas y sus genes
especificos que codifican una proteina o grupos de proteinas en respuesta a la condicion
de sequia, como fue documentado en raices de frijol P. vulgaris (Covarrubias et al., 1995)
y frijol tepari (Rodriguez-Uribe y O’Connell, 2006). En esta investigacion se encontrd
mayor acumulaciéon de proteina soluble en la zona apical en ambas condiciones de
humedad evaluadas. Sharp (2004) ha mostrado que la respuestas de crecimiento de raiz
de maiz | en sustrato con W, bajo, incluyé un patron complejo de eventos morfogénicos y
metabdlicos que se presentaron en la zona cercana al apice de la raiz. Zhu et al. (2006)
mostraron que el estrés por déficit de agua indujo cambios en las proteinas de la pared
celular del apice de la raiz de maiz. Esta disminucion permitid que muchos procesos
moleculares se activaran para regular el alargamiento celular. Zhu et al. (2006) también
sefialaron que en la zona apical fueron identificadas hasta 152 proteinas con relacion al
déficit de agua, las que categorizaron en cinco grupos basados en su funcién potencial
como: (ROS) “reactive oxygen species”, proteccidon y desintoxicacion, hidrolasas,

metabolismo de carbohidratos y otras de funcién desconocida.

Los patrones electroforéticos de dos cultivares Blanco y Negro de frijol tepari mostraron

18 bandas de proteina en la zona apical de la raiz, mientras que en la zona media
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mostraron 19 bandas de proteinas (Figura 3) La comparacién de los resultados de los dos

genotipos en las dos condiciones de humedad no mostré diferente nimero de bandas.

TEPARI NEGRO TEPARI BLANCO

Marcador KDa Zona Apical Zona Media Marcador KDa Zona Apical Zona Media

Sustrato con
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45.0 —= 8 450 —=SN8 >

310 .;_: T, 33 KDa 31.0 ’K;
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Figura 3. Patrones de proteinas solubles de plantulas de dos los cultivares de frijol tepari
(Phaseolus acutifolius A. Gray). 3A) Negro y 3B) Blanco. Obtenidas de dos zonas de la raiz
(Zona apical y Zona Media) que crecieron con buen nivel de humedad (sustrato con Wy =-
0.07 MPa (™)) y con déficit de humedad (sustrato con W, =-2.01 MPa (M)). Las proteinas
fueron separadas en geles SDS-PAGE al 12%, en todos los casos la concentracién de
proteina fue de 60 ug por cavidad.

Los geles evaluados mostraron bandas mas densas con peso molecular de 8, 10, 12, 13,
14, 18, 20, 22, 24, 27, 31, 33, 36, 41, 58, 77 KDa. Las diferencias visibles de la presencia de

bandas de proteinas, detectadas directamente, sélo se observaron entre la zona apical y la
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zonha media de la raiz. No fueron observadas diferencias visibles en las bandas entre los

niveles de humedad evaluados.

Asi, en la zona apical se observd la presencia de una proteina con un peso molecular 12
KDa (Figura 3A) y la zona media de la raiz, presenté bandas adicionales a los 14.0 KDa
(Figura 3B) y entre los 57 a 60 KDa (Figura 3 Ay 3B). En la zona arriba del los 70 KDa,
(Figura 4) se observaron diferencias claras de la presencia de proteinas diferentes en la
zona apical y la zona media de la raiz y sin diferencias entre las condiciones de humedad

del sustrato.

Negro Blanco
Marcador (KDa) ZA ZM ZA ZM ZA ZM ZA ZM

Figura 4. Patrones de proteinas solubles en la zona de 70 — 97 KDa de dos zonas de la raiz
(ZA=Zona apical y ZM= Zona Media) de plantulas de los cultivares Negro y Blanco de frijol
tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray) que crecieron con buen nivel de humedad (sustrato
con W, =-0.07 MPa (¥)) y con déficit de humedad (sustrato con W, =-2.01 MPa (M)). La
proteinas fueron separadas por SDS-PAGE al 12% (en todos los casos fueron 60 ug de
proteina por cavidad y carril).

Los dos cultivares fueron similares en su patrén electroforético en las dos condiciones de
humedad evaluadas. Resultados similares fueron observados en los estudios realizados

por Camacho y Gonzalez de Mejia (1998), quienes al separar las proteinas de semillas de
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frijol tepari encontraron un patrén electroforético de 26 bandas tanto en sequia como en
riego, mientras que con las semillas de frijol P. vulgaris el patron electroforético mostré 21
bandas en riego y sdlo 19 bandas en sequia. En semillas de soya con déficit hidrico no se
mostraron diferencias cualitativas en los patrones de proteinas en dos condiciones de

humedad (Pikaard y Cherry, 1984).

Se ha demostrado que los patrones electroforéticos representan diferencias cualitativas y
cuantitativas entre especies de plantas, como en el caso de una comparacidn de proteinas
de semillas de frijol P. vulgaris versus frijol tepari (Camacho y Gonzalez, 1998). El frijol
tepari mostré 7 bandas adicionales respecto al frijol P. vulgaris que mostré dos bandas
gue no se encontraron en frijol tepari. Pero los patrones electroforéticos también
mostraron diferencias cualitativas y cuantitativas dentro de especies. Este fue el caso de
los patrones electroforéticos de la faseolina estudiadas en 55 variantes de semillas de
frijol tepari silvestre y ocho variedades de frijol tepari domesticado, donde se
documentaron hasta 15 patrones electroforéticos diferentes de faseolina sélo en las

variantes silvestres (Schinkel y Gepts, 1998).

En esta investigacion se documentd la presencia de la banda 33 y 36 del patron
electroforético o gel obtenido a partir un extracto de proteina soluble en la raiz de frijol
tepari y no se observaron diferencias cualitativas de su presencia entre la zona apical o la

zonha media de la raiz o entre las dos condiciones de humedad evaluadas.
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Covarrubias et al. (1995) reportd por primera vez las bandas 33 y 36 KDa del patron
electroforético. Posteriormente Garcia-Gomez et al. (2000) y Battaglia et al. (2007)
encontraron que las p33/p36, son proteinas ricas en prolina que representan a una de las
clases de proteinas llamadas proteinas estructurales de la pared celular (PEPC o WCP).
Estas proteinas se acumulan en respuesta al déficit de agua y a tratamientos de ABA en la

pared celular de plantas de frijol (Covarrubias et al., 1995; Garcia-Gémez et al., 2000).

Por otra parte, cabe mencionar que en un principio se reportd que p33/p36 sélo fueron
localizadas en la fraccion insoluble de la pared celular y no fueron detectadas en la
fraccion soluble. Sin embargo, Battaglia et al. (2007) documentaron que p33/p36 son
secretadas en la superficie celular y acumulada en la matriz extracelular, permaneciendo
como complejos solubles sin ser enteramente inmovilizadas en la pared celular.
Anatomicamente, estas proteinas fueron encontradas en la raiz principal de plantulas de
frijol Negro Jamapa creciendo en distintas condiciones de humedad (riego y sequia).
Mediante inmunodeteccidon se observd su acumulacion en células de la epidermis y el
tejido vascular, haciéndose mas evidentes en la condicion de sequia (Battaglia et al.,
2007). Garcia-Gémez et al. (2000) y Battaglia et al. (2007), reportaron mayor acumulacion
de p33/p36 en zonas con crecimiento bajo condiciones de déficit hidrico y en zonas con

tasa alta de elongacion del hipocétilo de frijol negro Jamapa.

En este contexto, dada las condiciones que se utilizaron para la extraccion y su presencia

en el extracto de proteina soluble, se esperaria que las bandas de 33 y 36 sean similares a
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las encontradas y conocidas como proteinas p33/p36 (Covarrubias et al., 1995) y estén

presentes en frijol tepari sin un estimulo de déficit de humedad.

Otra banda a la que se hace referencia en la literatura es banda de 14 KDa que coincide
con las bandas encontrada en el patron electroforético de la raiz de frijol tepari de zona

apical y en menor grado en la zona media tanto en riego como en sequia.

Colmenero-Flores et al. (1999) estudiaron el gene Pvlea-18 en el embridn y el endospermo
de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) y que codifica una proteina de 14-kDa, que se
acumula durante la embriogénesis tardia (Proteina LEA) y ademds su acumulacion se
reactiva en diferentes érganos de la plantula de frijol durante el estrés por agua. La
acumulacién de esta proteina ocurre especificamente en regiones de crecimiento activo

de la plantula especificamente en células de protoxilema y tejido meristematico de la raiz.

Es conocido que las proteinas LEA y sus transcriptor se acumulan en muchas semillas
secas, pero desaparecen cuando se inicia la germinacion, mientras que Colmenero-Flores
et al. (1999) reportaron que tanto el transcriptor como la proteina reaparecen después de
la germinacidén en partes emergentes con crecimiento activo. Finalmente estos autores
reportaron que la presencia de PvLEA-18 en células con alta acumulacién de osmolitos
puede estar relacionada con la capacidad de esta proteina para capturar agua o realizar

una funcidn protectora durante el estrés por agua.
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CONCLUSIONES

En raices de plantulas de frijol tepari la mayor acumulacién de proteinas solubles se
observé en las raices que crecieron en sustratos con W, de -2.01 MPa y la mayor
acumulacién fue en la zona apical. Los patrones electroforéticos elaborados a partir de
proteina soluble de tejido de raiz de frijol tepari no mostraron diferencias notables
similitudes para |6s dos cultivares evaluadds. Se observaron 18 bandas de proteina en la
zona apical de la raiz, mientras que la zona media mostré 19 bandas de proteinas Los
analisis comparativos entre las dos condiciones de humedad evaluadas no mostraron
similitud en el nimero de bandas. En la zona apical se observd la presencia de una
proteina con un peso molecular 12 KDa en ambas condicidon de humedad, mientras que la
zona media de la raiz presenté dos bandas adicionales una de 14.0 KDa y otra entre los 57
- 60 KDa. Ademads, un conjunto de bandas arriba de los 80 KDa presentd diferencias muy
marcadas entre la zona apical comparada con la zona media en ambas condiciones de
humedad. Las métodos de extraccion y separacion fueron adecuados para detectar y
separar las proteinas, como se ha documentado en otros estudios para frijol P. vulgaris en
ambientes con estrés de agua. Esta informacion puede ser de utilidad ya que en frijol
tepari la mayoria de las proteinas no se presentaron por estrés de agua, pero si indican
una variacion de los patrones electroforéticos espaciales entre la zona apical y la zona

media de la raiz.
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DISCUSION GENERAL

En la presente investigacion se encontrd que la raiz de frijol tepari mostrd un crecimiento
particular y continuo principalmente influenciado por los niveles de humedad. Las raices
de frijol tepari mantuvieron un contenido de agua alto en sus tejidos. Como se esperaba,
el CRA fue cercano a 100 % en el sustrato con W, de -0.03 MPa. Sin embargo, una
disminucion moderada del W, del sustrato, ocasiond una disminucion del CRA hasta 81.5
%. Asi, el CRA del tejido de la raiz se mantuvo por encima de 79.5 %, en el sustrato mas
seco con -2.01 MPa y no mostré cambios significativos en el CRA entre los cultivares.
Similar a lo observado por Xu et al. (2006) quienes encontraron que el CRA no bajo mas
alld del 70% en hojas de pastos en un suelo con 9.0% de humedad y contrario a lo
observado por Mohamed y Tawfik (2007) que si reportaron cambios significativos del CRA
en hojas de frijol tepari ante un estrés de agua. De esta forma esta investigacion
proporciond los argumentos necesarios para considerar al CRA como buen parametro
para medir el estatus hidrico en raices de plantulas de frijol tepari y en general en tejidos
vegetales como fue considerado por otros autores autores (Barrs y Weatherley, 1962;
Barrs, 1968; Hellmuth, 1970) pero no se considera por si solo un buen criterio de seleccién
para resistencia a la sequia como ha sido propuesto en genotipos de cebada (Matin et al.,

1989).

Como se ha reportado en la raiz de plantulas de algoddn, calabaza, maiz, soya y vigna que
mantuvieron su crecimiento en un sustrato con W, -1.5 MPa (Sharp et al., 2004) y para P.

vulgaris (silvestre y domesticado) en W, -2.5 (Sanchez Urdaneta et al., 2005). Se encontrd
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que las raices de plantulas de frijol tepari también permanecieron vivas en sustrato con un
W, de -2.01 MPa y continuaron su crecimiento durante 24 h. De esta forma, a nivel de
organo el crecimiento de la raiz fue observado especificamente por el incremento en
longitud de los primeros dos milimetros de la raiz marcados antes de trasplantar las
plantulas en los sustratos con W, diferentes. Por una parte, se encontré que los cultivares
no mostraron diferencias significativas en el incremento de la longitud de la raiz entre
ellos contrario a lo reportado en raices de plantulas de frijol comin y maiz reportado por
Sanchez-Urdaneta et al. (2004) o plantas adultas de frijol tepari creciendo en distintos

niveles de humedad (Mohamed et al., 2002).

El crecimiento en longitud fue mayor en los sustratos moderadamente secos con W, de -
0.07 y -0.501 MPa, mientras que en los sustratos muy hiumedos o muy secos con W, de -
0.03 y -2.01 MPa respectivamente mostraron poco crecimiento en longitud. La respuesta
positiva de la raiz de plantulas de frijol tepari a los W4 del sustrato entre -0.07 y -0.51 MPa,
puede estar relacionada con una adaptacidon especifica a ambientes aridos, donde las
raices alcanzan su crecimiento maximo; este comportamiento ha sido observado
previamente en Arabidopsis thaliana (van der Weele et al., 2000) y otros cultivares de
tepari, en diferentes estados fenoldgicos, en los que la deshidratacion moderada del

sustrato también estimuld el crecimiento de la raiz (Mohamed et al., 2002).

Se conoce que entre las diferentes especies el crecimiento maximo de la raiz es favorecido
con W, en sustrato cercano a -0.03 MPa (Liang et al.,, 1997; Sanchez-Urdaneta et al.,

2005). Sin embargo, en este estudio la raiz de los cuatro cultivares no alcanzé el maximo



117

crecimiento en longitud en un sustrato con W, de -0.03 MPa. Se ha documentado que en
sustratos con W, cercanos a capacidad de campo la raiz de algunas especies tienden a
disminuir su crecimiento, propiciado por una deficiencia en la difusion de oxigeno que
generalmente causa una hipertrofia en el tejido estimulada por la acumulacién de etileno
(Levitt, 1980) y después forma aerénquima como una estrategia de adaptacion en
ambientes inundados, en este estudio estos efectos no fueron observados en las raices de
frijol tepari que crecieron en W, cercanos a capacidad de campo. En contraparte, los
niveles de humedad en el sustrato reducidos de -2.05 MPa resultaron en una crecimiento

longitudinal reducido de la raiz de los cuatro cultivares, pero no lo inhibié completamente.

La reduccién del crecimiento es ampliamente reportado como un efecto de la sequia,
pero las raices son menos sensibles a sus efectos y permanecen creciendo en condiciones
de sequia extrema, cuando el crecimiento del tallo es inhibido completamente (Sharp et
al., 1988). Una tendencia similar fue observada en la biomasa de la raiz de los cuatro
cultivares donde los niveles de humedad moderadamente secos resultaron con efectos
positivos y mayor acumulacion de biomasa, se ha demostrado que la acumulacién de
materia seca disminuyd con el estrés hidrico en las raices de las plantulas de frijol, agave y

maiz (Sanchez-Urdaneta et al., 2004; Sharp et al., 1988).

El diametro de la raiz se incrementd de forma sucesiva desde el apice hacia el cuello
independientemente de los niveles de humedad en el sustrato y el cultivar, este
incremento fue el resultado de los cambios morfoldgicos programados por el desarrollo

de la raiz. Liang et al. (1997) mencionan que las respuestas morfoldgicas de la raiz a
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distintos ambientes, deben ser estudiadas tomando en cuenta los cambios propios de
crecimiento y desarrollo que han sido fijados en la raiz en el transcurso de la historia
evolutiva de la especie. Se encontré también que el diametro en los 0.5 mm inmediatos al
apice no se registraron cambios entre los W, del sustrato ni entre los cultivares. De esta
forma en el segmento de la raiz cercano al apice, no fue afectado por los niveles de
humedad en todas los cultivares Similar a lo observado en raices de maiz (Sharp et al.,,
1988). Sin embargo, el analisis morfolédgico, el didametro de raiz medido en diferentes
puntos de los primeros 20 mm de la raiz mostré diferencias significativas para cada
cultivar y en cada W, del sustrato. El segmento entre 6.5 y 7 mm después del apice de la
raiz, se encontré que las raices que crecieron en sustratos con W, de -0.03 MPa resultaron
ser mas gruesas en todas los cultivares, mientras que con las raices que crecieron en
sustratos con W, -2.01 MPa fueron raices mas delgadas en todas los cultivares. Como se
ha reportado en sistemas radicales con déficit de agua, las raices reducen su didmetro a
medida que el suelo disminuyd su contenido de agua, Sharp et al. (1988) reportaron la
disminucion del diametro de la raiz de maiz en la zona de alargamiento, asociado a la
humedad reducida del sustrato. Sin embargo, van der Weele et al. (2000) demostraron

que las raices de A. thaliana no se adelgazaron en un sustrato de W, bajo.

La raiz de frijol tepari, vista en un corte longitudinal de los primeros 3 mm mostré la
existencias de cuatro regiones como fue registrado en la raiz de Nicotiana sp. y Daucus
carota (Esau, 1940). Estas zonas en la region cercana al apice de la raiz de frijol tepari son:

la zona de la cofia o caliptra; la zona meristematica que se compone por las células
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iniciales que se presentaron antes de los 0.5 y 0.74 mm vy la zona de division entre los 0.75
a 1.0 mm; la zona de alargamiento, donde las células del cértex alcanzan su maximo
tamafio y no presentan mas divisiones de 1.5 a 1.75 mm y mas alla de los 20 mm una zona
de maduracién, donde se presentan pelos radicales largos y la mayoria de las células han
completado su diferenciacién y en algunos casos su alargamiento. Los datos obtenidos
coincidieron con los reportados por Jensen y Asthon (1960) quienes observaron que la
zona meristematica o iniciales se presenta solamente hasta los 4 mm, la zona de
alargamiento inicia a los 8.2 mm y la zona de division se de los 4 a los 8 mm en raices de
Allium cepa. Por otra parte, Torrey (1965) encontrd en raices de especies de Pisum, Vicia y
Zea que el limite donde la elongacién de las células cesa es relativamente cercano al apice,
entre 5.2, 7.0 y 10 mm del apice respectivamente. La division celular esta confinada a
menos de 1 a 3 mm en muchas especies, mientras que el cremiento rapido de las células

esta en los primeros 10 mm después del apice.

Anatomicamente, un corte transversal del segmento de 6.5 y 7 mm de la raiz de frijol
tepari mostro la estructura de una raiz tipica. A este nivel se observaron todos los tipos
celulares diferenciados en crecimiento primario. Se observo un cilindro central compuesto
por células granes de parénquima hacia el centro, rodeadas por cuatro polos de tejido
vascular que limita con las células de la endodermis formada por una hilera
ininterrumpida de células distintivas con paredes angulares. Hacia el exterior, se localizd
una capa de células del cortex compuesta por 5 6 6 hileras de células grandes de

parénquima cuyo nimero no varia entre las variedades estudiadas y en la periferia de la
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raiz, la epidermis formada por una capa de células de parénquima distintivas por su

contenido celular denso y en ocasiones intercalada con células de pelos radicales.

El cilindro central la raiz de frijol tepari resulté anatdmicamente mas complejo ya que se
compone de distintos tipos celulares, acomodados en patrones originados por la
distribucién de los cuatro polos del tejido vascular o mas bien cordones de xilematicos
(Esau, 1985). La raiz de frijol tepari mostré cuatro cordones xilematicos y como en todas
las raices de dicotileddneas el xilema es exarco, esto quiere decir que sus elementos
maduran en sentido centripeto, los primeros elementos en diferenciarse son el
protoxilema que se encuentra localizado cerca de la periferia del cilindro central y mas
tarde se diferencia el metaxilema hacia el centro del cilindro central junto con células
grandes de parénquima que parecen formar una médula en las raices de frijol tepari. El
floema de estas raices tiene una diferenciacidon es centripeta. Esau (1985) menciona que el
protoxilema y el protofloema marcan con su aparicion el comienzo de la diferenciacién
vascular. Por lo tanto, pueden utilizarse como puntos de referencia. Vistos en seccién
transversal, los elementos del xilema de los polos son de menor didmetro que los mas
centrales y de acuerdo con Esau (1985) la transicion entre los elementos anchos vy
angostos suele ser gradual y por consiguiente, es dificil la separacién entre el protoxilema
y metaxilema basandose en la diferencia de tamafios y en general los elementos de
protoxilema se distinguen por su ubicacion y la estructura o la ornamentacion de la pared

celular.
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El analisis de los tamafios celulares mostré un crecimiento diferente para cada una de las
condiciones evaluadas en cada uno de los tejidos de la raiz, epidermis, cortex y cilindro
central. Para las variables anchura de las células de la epidermis, anchura de las células de
cortex, area del tejido vascular y densidad en las células del cértex, se observaron
diferencias significativas entre los cultivares y entre los niveles de humedad evaluados, el
tamafio mayor fue alcanzado en el W, de -0.03 MPa, y el tamafio menores en el W, de -
2.01 MPa. Por otra parte, se observé que las células de parénquima que forman el cortex
contribuyeron mas al crecimiento radial ademas, mostraron mayor capacidad para

modificar su didmetro con los diferentes W, del sustrato.

Bioguimicamente la concentracién de prolina en las zonas de crecimiento de la raiz se ha
considerado como un indicador de ajuste osmatico. Por una parte, se ha documentado
que la prolina puede contribuir con cerca del 50 % del total de los solutos en las células del
apice de la raiz en plantulas de maiz (Voetberg y Sharp, 1991); ademas, Phillips et al.
(2002) encontrd que la prolina actia como un soluto citopldasmico aun en concentracion
alta. De esta manera la acumulacion de prolina en una situacién de estrés protege a las
células mediante el balance de las fuerzas osmaticas del citosol, las vacuolas y el medio
externo (Aspinall y Paleg, 1981). Ademas, la prolina puede interactuar con las
macromoléculas celulares como las enzimas, estabilizando su estructura y funcion (Jain et
al., 2001).

En general, se observo que la concentracion de prolina se incrementd en los sustratos con

W, bajos (-2.01 MPa) y en la zona cercana al apice (primeros 10 mm). Esta tendencia
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general también fue observada en hojas en estrés de agua de distintas especies cultivadas
como: arroz (Yang et al., 2000), canola (Trotel-Aziz et al., 2000), papa (Bissis et al., 1998).
maiz (Thakur y Rai, 1981), tomate (Zgallai et al., 2005) y trigo (Chandrasekar et al., 2000).
Los incrementos en la concentracion de prolina en raices de maiz fueron interpretados
como una respuesta altamente regulada por una disminucion del estatus del agua en la
raiz (Voetberg y Sharp, 1991; Ober y Sharp, 1994). Ademas se conoce que el ajuste
osmoético es mas grande en dapices de raiz que en hojas, como se ha observado en maiz
(Sharp y Davies, 1979). Serraj y Sinclair (2002) mencionaron que el ajuste osmotico en la
zona apical de la raiz bajo rapidamente el potencial de agua en este tejido, mientras que
en tejido de las hojas el ajusteosmotico sucedié lenta e incompletamente lo cual podria
explicar la sensibilidad alta de la hoja en comparacion con la raiz. Ademas, el ajuste
osmotico presente en el apice de la raiz podria desviar el agua de otras partes de la raiz a
los apices de la raiz, resultando en un crecimiento sostenido de la raiz en suelos secos.

A pesar de la relacién cercana entre la acumulacion libre de prolina y la disminucién de
agua, encontrada en numerosos trabajos, la concentracién de prolina no ha sido
considerada un parametro seguro para describir la habilidad de la planta para resistir
estrés. Bokhari y Trent (1995) mencionaron que los incrementos de prolina ante la sequia,
no representan un indice de resistencia, debido a que las especies vegetales pueden
diferir considerablemente en la cantidad de prolina que acumulan en los distintos tejidos
durante el estrés. Karamanos (1995) menciond que una asociaciéon posible de
acumulacién de prolina con la resistencia a la sequia de diferentes genotipos tendria una

importancia practica obvia, ya que podria dar un criterio facil de discriminacién a los
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mejoradores vegetales y ayudar a los agronomos a elegir los mejores genotipos. Sin
embargo, su investigacion, llego a la conclusién de que prolina es un buen indicador si se
usan ademas otros parametros de evaluacién.

La concentracion alta de prolina encontrada en los tejidos apicales de la raiz de frijol
tepari, indico probablemente que en la zona cercana al dpice de la raiz de frijol tepari
podria existir un ajuste osmotico y la acumulacién de prolina juege un papel esencial en el
mantenimiento de crecimiento de la raiz primaria en sustratos con W, bajos. Este ajuste
osmoético mantuvo la turgencia en las células de la raiz, particularmente en las zonas
apicales, lo que permitid que el crecimiento no se interrumpiera ante los niveles bajos de
humedad en el sustrato. Sin embargo, el ajuste osmético en el apices dela raiz no ha sido
investigado ampliamente para mejorar el desempefio de la planta en condiciones de
déficit de agua. (Serraj y Sinclair, 2002)

Se encontrdé una mayor acumulacién de proteina soluble en la zona apical de la raiz de
frijol tepari en sustratos con el W, de -2.01 MPa. Por una parte, se ha documentado que la
sintesis de proteinas es uno de los procesos bioquimicos que disminuyd por el estrés de
agua en plantas (Hsiao, 1973; Todd, 1972). Sin embargo, McCue y Hanson (1990)
documentaron que en estrés hidrico se presentd una mayor sintesis de proteinas como
parte de la respuesta general al estrés por agua. Covarrubias et al. (1995), Garcia-Gomez
et al. (2000), Battaglia et al. (2007) y Kavar et al. (2008) documentaron que en frijol se
acumularon proteinas y sus genes especificos que codifican proteinas particulares o

grupos de proteinas en respuesta a la sequia. Asi, se ha reportado 152 proteinas en la
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zona apical de maiz (Zhu et al., 2007) que intervienen en un patrén complejo de eventos
morfogénicos y metabdlicos.

Se ha documentado que los patrones electroforéticos son una buena herramienta para
evaluar proteinas ya que muestran diferencias cualitativa y cuantitativa dentro de
especies o tratamientos. Los patrones electroforéticos de los cultivares blanco y negro no
mostraron diferencias entre sequia y riego, similar a lo observado por Camacho y Gonzalez
de Mejia (1998) que encontraron un patron electroforético de 26 bandas en ambas
condiciones. Sin embargo, los patrones electroforéticos mostraron que en frijol tepari
existe un patron espacial de proteinas a lo largo de la raiz con diferencias en los patrones
electroforéticos de la zona apical y la zona media.

Las bandas mds importantes del patron electroforético encontradas en esta investigacion
fueron las bandas 33 y 36 que son similares a las reportadas por Covarrubias et al. (1995)
y estudiadas por Garcia-Gomez et al. (2000) y Battaglia et al. (2007) quienes reportaron
que las p33/p36, son proteinas estructurales de la pared celular ricas en prolina y que solo
se acumulan en respuesta al déficit de agua. Por otra parte, Battaglia et al. (2007)
documentaron que p33/p36 son secretadas en la superficie celular y acumuladas en la
matriz extracelular, donde permanecen como complejos solubles sin ser enteramente
inmovilizadas en la pared celular, que permitié que el método de extraccion de proteinas
solubles puediera detectarlas con mayor probabilidad. La presencia de las bandas en 33 y
36 KDa en la raiz de frijol tepari tanto en riego como de sequia, mostraron que estas
proteinas se acumularon sin el estimulo del déficit de agua en raices de frijol tepari

contrario a lo reportado para frijol en sequia (Covarrubias et al., 1995).
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