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Resumen

El gen Arabidopsis Vacuolar Pyrophosphatase-1 (avpl) por sus siglas en inglés, el cual codifica a
la enzima H+ pirofosfatasa mejora la tolerancia a sequia y salinidad e incrementa la biomasa y
rendimiento cuando se sobreexpresa en plantas transgénicas. El propdsito de este estudio fue
analizar las caracteristicas fenoldgicas, fisiologicas y agrondémicas del frijol cv. Pinto Saltillo (PS)
transformado con el gen 35Sprom:avpl bajo condiciones de estrés hidrico extremo. El disefio
experimental consistio en una distribucion aleatoria de 10 plantas homocigotas por cada una de las
9 lineas PS-avpl, asi como plantas control no modificadas. El riego fue suspendido en la etapa
fenoldgica de 50% de floracion y el estrés hidrico inici6 a partir del 100% hasta 9% de contenido
volumétrico de agua (CVA), a lo largo de 10 dias. Los resultados mostraron que el indice de
intensidad de sequia (I1S) fue de 0.78. Aun cuando la conductancia estomatica y la transpiracion
mostraron una tasa de disminucion similar a las plantas no transformadas, la tasa fotosintética de
todas las lineas PS-avpl fue superior a las plantas control bajo condiciones de estrés hidrico. El
aumento de la biomasa total en algunas lineas PS-avpl no correlacion6 con un rendimiento mayor.
Siete de las nueve lineas evaluadas mostraron un mayor rendimiento (35% - 96%) comparadas con
las plantas PS no transformadas bajo condiciones de estrés, indicando una mayor eficiencia en la
translocacion de fotoasimilados a los 6rganos destino (semillas).
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Introduccion

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo basico importante el cual es consumido por
aproximadamente 400 millones de personas en los trépicos (CIAT, 2017). El origen y diversidad
de P. vulgaris antes de la domesticacién, se remonta a dos regiones principales: la Mesoamericana
y la Andina, donde el frijol adquiri6 varias caracteristicas agronomicas (Gepts, 1998). Las razas en
el grupo Mesoamericano (Mesoamericana y Durango) muestran secuencias genéticas asociadas a
la tolerancia a estrés hidrico (Teran y Singh, 2002). Hay dos tipos diferentes de estrés hidrico, el
intermitente y el terminal.

El estrés intermitente es causado por patrones climaticos de lluvia esporadica lo cual resulta en
intervalos de sequia que pueden ocurrir en cualquier momento durante el proceso de desarrollo
(Schneider et al., 1997). En contraste, la sequia terminal tiene lugar cuando la planta atraviesa por
estrés hidrico durante los estadios reproductivos y es la decisiva y contundente en la produccion y
rendimiento. La eficiencia de algunos métodos de mejoramiento para tolerancia a estrés hidrico,
tales como la seleccidn asistida por marcadores moleculares, ha tenido resultados limitados.

Esto ha sido debido a los genotipos con bajo nivel de polimorfismo, presencia de recombinacién
gen-marcador, resolucion variable de mapeo de QTL y ocurrencia de interacciones genotipo-
ambiente (Villordo-Pineda et al., 2015). Todos estos son factores importantes requeridos para la
identificacion de variabilidad genética en la poblacion, con el objetivo de identificar los mejores
marcadores genéticos. La evidencia indica que el uso de ADN recombinante tiene oportunidad en
el mejoramiento de cultivos como el frijol (Espinosa et al., 2013), permitiendo generar plantas
tolerantes a estrés hidrico.

El gen recombinante avpl de Arabidopsis thaliana, asociado a la tolerancia y estrés hidrico,
codifica para el polipéptido tipo I de la H+-pirofosfatasa de cerca de 80 KDa (Maeshimay Yoshida,
1989; Sarafian et al., 1992). La sobreexpresion del gen avpl ha resultado en tolerancia al estrés
hidrico y salino en A. thaliana (Gaxiola et al., 2001), tomate (Park et al., 2005), alfalfa (Bao et al.,
2008), maiz (Li et al., 2008), algodén (Pasapula et al., 2011), mani (Qin et al., 2013), lechuga y
arroz todos ellos con fenotipo similar como mayor biomasa de brotes, raices y mayor rendimiento.

El objetivo de este estudio fue evaluar las caracterisiticas agrondmicas, fisioldgicas y fenologicas
de lineas de frijol cv. Pinto Saltillo transformado con el gen 35Sprom:avpl bajo condiciones
severas de sequia terminal en condiciones de invernadero.

Materiales y métodos

El casete de expresion 35Sprom-avpl fue previamente disefiado por Gaxiola et al. (2001). El
plasmido fue introducido en Agrobacterium tumefaciens cepa GVV2260 via choque térmico (H6fgen
y Willmitzer, 1988) y posteriormente usada para transformar frijol cv. Pinto Saltillo (Sanchez-
Valdez et al., 2004).

Transformacion de frijol. La esterilizacion superficial, germinacion de semilla, diseccion de

hipocotilos y componentes del medio fueron descritos por Espinosa-Huerta et al. (2013). EI medio
liquido de induccién (MI) consistio de medio B5 (Gamborg et al., 1968) [suplementado con mio-
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inositol (100 mg L71), piridoxina (1 mg L™%), tiamina (10 mg L™), sacarosa (2%),
bencilaminopurina-HC1 (10 mg L) (Sigma-Aldrich), a pH 5.8], fue afiadido al cultivo de A.
tumefaciens, cepa GV2260 (O.D.600= 0.8) en una proporcion 5:1 (v/v).

Los hipocotilos fueron incubados por 10 min en esta solucién con movimientos circulares suaves.
Los explantes fueron cultivados en medio de co-cultivo solido, el cual consistié de Ml adicionado
con 200 mM de acetociringona (3°, 5° -Dimetoxi-4’-hidroxiacetofenona) (Sigma-Aldrich) y Agar
(6 mg L) (tipo A, para cultivo de células vegetales) (Sigma-Aldrich) y fueron incubados por 5 d
a 25 °C, 16 h luz (45-70 mmol m? s1) y 8 h oscuridad.

Posterior al co-cultivo, los hipocotilos fueron transferidos a medio de eliminacion de
Agrobacterium el cual consistio6 de MI sélido adicionado con 300 mg L de timentina
(GlaxoSmithKline®) y permanecieron en este medio por 5 d bajo las mismas condiciones del
cultivo. Posteriormente, los explantes fueron transferidos a medio de seleccién con los mismos
componentes del medio de eliminacion, adicionado con 50 mg L™ de kanamicina (Sigma-Aldrich).

Los brotes diferenciados que permanecieron verdes en medio de seleccion fueron separados del
explante original (hipocotilo) y cultivados individualmente en cajas Magenta® conteniendo medio
de elongacion y enraizamiento (Ml sin reguladores de crecimiento), adicionado con 50 mg L™ de
kanamicina y 300 mg L-! de timentina para promover el crecimiento de la plantula y la formacion
de raiz. Las condiciones de cultivo fueron idénticas a los estadios previos.

Las plantulas regeneradas in vitro se llevaron a macetas con sustrato Sunshine® Universal Mix (Sun
Gro Horticulture Canada Ltd.) y aclimatadas a condiciones in vivo. Estas crecieron en invernadero
a 25-28 °C y una intensidad de luz de 170 a 285 mmol m s** hasta la produccion de semilla.

Material vegetal

Nueve lineas homocigotas de frijol cv. Pinto Saltillo (PS) generacion T4 modificadas con una copia
del casete de expresion 35Sprom-avpl de acuerdo al analisis de segregacion (L1, L5, L7, L9, L10,
L11, L12, L13 and L14) (PS-avpl), asi como los comparadores no modificados del mismo fondo
genético PS, fueron evaluados en bioensayos de estrés hidrico en condiciones de invernadero.

Caracterizacion molecular de lineas de frijol PS-avpl

El DNA de cada linea fue aislado de acuerdo con el protocolo de Murray and Thompson (1980)
empleando 100-200 mg de tejido foliar por muestra para identificar via PCR los elementos de la
construccion insertada y confirmar su estado de planta transformada genéticamente.

Las reacciones de amplificacién por PCR punto final consistieron de muestras de DNA (50 ng),
iniciadores (0.2 mM), dNTP (0.25 mM), Taq polimerasa (1U), cloruro de magnesio (2 mM) y
solucion amortiguadora Taq (1X) (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, pH 8.3). Los
iniciadores de la secuencia del gen avpl consistieron de avpl sentido, 5’-GGC TCT GTT GAG
GGA TTC AG-3’y avpl antisentido, 5’-GCA ATG ACAGCT GGG TTT CTT-3’, las condiciones
de amplificacion fueron 10 min a 95 °C durante un ciclo, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion
a 95 °C por 1 min, alineamiento a 55 °C por 30 s y extension a 72 °C por 1 min, ademas de una
extension final a 72 °C por 10 min (Pasapula et al., 2011). Los iniciadores utilizados no
amplificaron ningun fragmento endogeno de frijol no transformado.
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Cuantificacion de la expresion génica

El tejido de hoja fue colectado de plantas en estadio fenoldgico de 50% de floracion, y para la
extraccion de ARN total se empled el agente comercial Trizol® (Reagent, Carisbad, CA, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN total fue cuantificado por espectrofotometria
(Nanodrop). El anélisis de expresion por PCR cuantitativo fue realizado con el termociclador
tiempo real ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems). Los oligonucle6tidos y la sonda fueron
disefiados usando el software Primer Express version 2.0 (Applied Biosystems) y basado en la
secuencia del gen avpl (NCBI, NM.001084073).

Estos consistieron en iniciador avpl sentido 5’- AGT GCA GCT CTT AAG ATG GTT GAA G -
3’, iniciador avpl antisentido 3’ - ATG AGT CCA GGG ATG GTG TTG - 5, y sonda AAC TGC
CTG CGA ACT T marcada con el fluorocromo FAM™. E| control enddgeno fue el gen ribosomal
18S (4319413E, Applied Biosystems) marcado con el fluorocromo VIC™, La sintesis de ADNc
fue por transcripcion en reversa (RT-PCR) usando One-Step RT-PCR Master Mix de Applied
Biosystems (Cat. No. 4309169). Cada reaccion de 25 pL consistié de 12.5 pL de TagMan® 2x
Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG, 0.625 pL de 40X MultiScribe y mezcla de
inhibidor de ARNasa, 1.25 uL de la sonda del gen avpl, 1.25 pL de la sonda del gen ribosomal
18Sy 25 ng of ARN total.

Las condiciones de amplificacion consistieron en 30 min a 48 °C (transcripcion en reversa), 10 min
a 95 °C (desnaturalizacidn) y 45 ciclos (amplificacion): 95 °C por 15s y 60 °C por 1 min. Los
resultados de amplificacion fueron analizados usando el método comparativo ACt, el cual
normaliza las lecturas de avpl con las lecturas del control enddgeno 18S de tal manera que las
diferencias entre niveles de expresion seran Unicamente debido a la sobreexpresion del gen en el
tejido y no a variaciones en el ARN experimental (ACt= Ct avpl-Ct 18S). Posteriormente, cada
ACt de las réplicas fue comparado con el valor mas alto o calibrador [AACt = ACt (muestra) - ACt
(calibrador)]. Finalmente, el gen avpl vs la expresion relativa fue generada elevando el valor de la
muestra al cuadrado menos el calibrador (2-AACt) (Livak and Schmittgen, 2001).

Tratamiento de estrés hidrico

Diez semillas de cada linea PS-avpl y 20 semillas de frijol PS no modificado, fueron germinadas
en macetas de 2.5 L con 30% de sustrato Sunshine® y 70% de vermiculita. El sustrato fue
mantenido a capacidad de campo 0 100% de contenido volumétrico de agua (CVA). Las pléantulas
fueron fertilizadas en dos ocasiones durante el proceso de crecimiento (floracion e iniciacion de
llenado de semilla) con 3 g de urea. El tratamiento de estrés hidrico inici6 en el estado fenoldgico
de 50% de floracion, de 100% hasta 9% de CVA (10 dias).

A partir, de 9% de CVA las plantas fueron tratadas con riego de recuperacion diario hasta que el
Ilenado de vaina fue completado. El frijol PS no modificado en condiciones de riego o bajo estrés
hidrico fue utilizado como control. El experimento fue establecido en el Campo Experimental Bajio
del INIFAP durante la primavera de 2014, bajo condiciones confinadas. Las condiciones
medioambientales en el invernadero consistieron en una temperatura minima de 18 °C durante la
noche y una maxima de 35 °C durante el dia. La luminosidad natural ocurrid; a través, de techo de
cristal y la humedad relativa fue de 70%.
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Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental de la evaluacion fenoldgica, fisiologica y agronémica fue de bloques
completos, cada linea PS-avpl y el control PS representaron un blogue. La unidad experimental
consistié en una maceta, la cual contenia una planta y se emplearon diez réplicas por linea o
material control. Los datos reunidos fueron sujetos a un analisis de varianza y las diferencias entre
medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (p< 0.05). Los coeficientes de correlacion
(r) entre variables relevantes también fueron calculadas.

Variables fisiologicas

La evaluacion de las variables fisiologicas fue llevada a cabo usando el sistema portatil de
fotosintesis CID-340 (CI-340 Handheld Photosynthesis System. Bio-Science), el cual fue
empleado para registrar la tasa fotosintética, la conductancia estomatica y la tasa de transpiracion.
Las lecturas de estas variables fueron tomadas en hojas jovenes y suculentas del 2° estrato de la
planta, tanto en poblaciones bajo estrés como en riego. Las lecturas fueron tomadas diariamente
por 10 da la misma hora del dia, con el fin de reducir los errores derivados de variaciones en la
incidencia solar.

Componentes fenoldgicos

La variable dias a floracién (DF) fue registrada cuando el 50 % de las plantas de la poblacion
exhibieron al menos una flor abierta, mientras que los dias a madurez fisioldgica (DMF) fueron
registrados cuando 75% a 90% de las vainas perdieron su pigmentacién verde. Las variables fueron
registradas diariamente hasta que el cambio del estadio fenolégico fue identificado. La variable
dias a llenado de semilla (DLS) fue calculada usando la expresiéon DLS=DMF-DF.

Rendimiento

El rendimiento del cultivo (g) fue representado como el peso de todas las semillas cosechadas de
las diez plantas evaluadas por linea y por la poblacién PS control.

Componentes de biomasa

Cuando las plantas de cada linea PS-avpl y poblacién de frijol PS alcanzaron la madurez
fisiologica fueron seccionadas en hojas, tallos, raices, vainas y semillas de todas las plantas. Los
tejidos, excepto las semillas fueron deshidratados completamente a 50 °C por 72h y tanto el peso
fresco como el peso seco de cada tejido fueron registrados. Los datos de la biomasa por tejido (g)
y biomasa total (g) fueron colectados por tratamiento (estrés y no estrés) basado en los bloques (10
plantas).

Componentes de particion
Las variables de particion se refieren a los indices de seleccion que involucran rendimiento,
biomasa, dias a madurez fisioldgica y dias a llenado de semilla y determinan la eficiencia de las

plantas en la translocacion de fotosintatos a los 6rganos destino. Estos indices fueron calculados
empleando las siguientes expresiones.
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Tasa de crecimiento de biomasa (TCB) se refiere al tiempo promedio de incremento total de
biomasa en relacion a los dias en que la planta alcanz6 su madurez fisioldgica.

Biomasa total

TCB= DMF

La tasa de crecimiento econémico (TCE) esta definida como la eficiencia del rendimiento del
cultivo en un tiempo determinado.

Rendimiento

TCE=
¢ DMF

La Tasa de Crecimiento de Semilla (TCS) indica el efecto de las condiciones existentes entre el
estado de floracién y el inicio de llenado de semilla.

Rendimiento

TCS= DLS

El indice de cosecha (IC) se refiere a la eficiencia de la energia metabdlica utilizada por el cultivo
para sintetizar los productos organicos necesarios para su desarrollo.

B Rendimiento
Biomasa total

La fuerza relativa de demanda (FRD) esta relacionada con las emisiones de CO> e indica la cantidad
de energia necesaria para el desarrollo de 6rganos en la planta. Las lineas con alta tasa de FRD en
cualquier entorno luminico dado serian capaces de tener mejor respuesta a las emisiones de COx.

El rendimiento medio geomeétrico (G) emplea el rendimiento de cada linea PS-avpl en condiciones
de estrés hidrico y riego para calcular el efecto y la intensidad del estrés hidrico en el rendimiento
(Samper y Adams, 1985).

G=(Yax Y,)"?

Donde: Yq y Yy se refieren al rendimiento o desempefio de cada linea bajo estrés y riego,
respectivamente.

El indice de intensidad de sequia (I1S) es usado para evaluar el desempefio de todas las lineas con
respecto a ambas condiciones de humedad y determinar el valor de intensidad de sequia en el
experimento evaluado (Fischer and Maurer, 1978).

Ig= X
XP
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Donde: Xq y Xp son el promedio de rendimiento de todas las lineas y controles bajo condiciones
de estrés hidrico y no estrés, respectivamente.

Resultados
Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular de las lineas de frijol PS-avpl confirmd la presencia del gen avpl de
acuerdo al tamarfio esperado de un fragmento del gen (630 pb) (Figura 1A). Estas lineas fueron
analizadas por sus niveles de expresion transcripcional relativa con valores absolutos variables para
cada una de las lineas evaluadas (Figura 1B). No se observo expresion cuantitativa de algin gen
enddgeno homologo a la secuencia de avpl, en las plantas no modificadas.
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(2pot-DDCt)

Expresion relativa

L1 L5 L7 L9 L10 L11 L12 L13 L14 CNT

Lineas PS-avpl
B)

Figura 1. A) Amplificacion del gen avpl por PCR punto final de las lineas homocigotas de frijol cv.
Pinto Saltillo. Lineas PS-avpl= L1 a L14; P= plasmido con el gen PS-avpl; H20, agua sin
ADN; PS= frijol cv. Pinto Saltillo no transformado; M= marcador de peso molecular de
ADN 1Kb Plus; y B). Expresion transcripcional relativa de avpl en lineas PS-avply plantas
PS. Cada valor corresponde al promedio de diez plantas y tres réplicas de reaccion por PCR
cuantitativo.

indice de intensidad de sequia

El indice de intensidad de sequia (11S) obtenido bajo condiciones de invernadero fue de 0.78 una
de las intensidades de sequia mas severas hasta hora reportadas.
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Variables fisioldgicas

La tasa fotosintética en la mayoria de las lineas PS-avpl fue de 1.4 a 3.1 veces mas alto que las
plantas PS, bajo estrés hidrico (Figura 2A). El incremento de la tasa fotosintética correlaciona con
el rendimiento en la mayoria de las lineas PS-avpl, excepto para L5 que exhibi0 la tasa fotosintética
mas baja que L12; sin embargo, ambas tuvieron rendimiento similar bajo estrés (13 g) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Relacién de rendimiento, biomasa, componentes fenoldgicos y de particion de plantas
de frijol cv. Pinto Saltillo modificado con el gen avpl bajo estrés hidrico.

PS PS
estrés  riego

Rendimiento 10.1 134 121 144 114 165 137 8.4 15.1 8.4 10.4
(9) +0.4b" +0.2d +0.4c +0.3d +0.5c +0.4e +0.4d +0.2a +0.3d +0.2a =+0.2b

Caracteristicas L1 L5 L7 L9 L10 L11 L12 L13 L14

Hoja 51 8.4 9 3.9 4.3 7.9 104 127 7.3 10.3 6.7
+0.18b +0.18d +0.26e +0.24a +0.22a +0.18d +0.23e +0.16f +0.14d =+0.4e =+0.15c
Tallo 9.7 12.6 19 8.4 8.2 144 171 205 146 149 8.9
+0.19b +0.2c #0.23e +0.28a *0.21a +0.17d +0.21e +0.18e +0.14d +0.23d +0.19a
Vaina 2.1 2.7 2.7 3.4 1.7 3.4 4.5 0.8 3.4 3.8 24
+0.1b +0.06c +0.08c +0.13d +0.12a +0.10d +0.16e +0.07a +0.12d +0.2d +0.07b
Raiz 168 127 227 9.82 26.9 15 132 348 288 202 124

+1.19c +0.71b #1.18d *1.32a +1.5e +0.68c +0.50b +0.97f +0.75e +0.8d +0.1b
Total 33.89 36.53 53.64 25.67 4131 4082 4544 6889 5422 492 304

TCB 043 046 068 033 053 052 058 088 069 063 0.35
+0.1a #0.l1a =0.1b #0.07a #0.1b +0.1b +0.1b #0.1c 0.1b 0.1b 0.la

TCE 013 017 016 018 014 021 017 011 0.1 0.13 0.09
+0.09a +0.05a +0.02a +0.01b +0.09a +0.05b +0.08a +0.05a +0.03a *0.la +0.0la

TCS 026 034 031 0.38 0.3 042 034 021 039 027 0.19
+0.06a +0.1la +0.09a +0.l1a +.08a #0.1b #0.1a +0.09 0.1a +0.09a +0.02a

IC 029 037 023 056 0.27 0.4 029 012 027 021 0.28

+0.09c +0.1c +0.03c +0.09 #0.06 =+0.09d +0.03c *0.04a +0.03c +0.09b =+0.2c

FRD 0.6 074 045 113 055 081 058 024 056 034 0.64
+0.2b #0.2b +0.2b +0.2c #0.2b +0.2b +0.2b +0.2a *0.2b =+0.07a +0.08b

G 10.24 1182 11.22 1227 10.86 13.09 117 932 1253 935 10.39

+1.4ab +1.8b +2.3ab +2.7ab +1.7b +2.4b +15b +0.9a +25b +0.25a +0.1b

Rendimiento (g 10 plantas™); TCB= tasa de crecimiento de biomasa (g m d'); TCE= tasa de crecimiento econémico
(g m2d1); TCS= tasa de crecimiento de semilla (g m d?); IC= indice de cosecha; FRD= fuerza relativa de demanda;
G= rendimiento medio geométrico; "= medias dentro de la misma fila seguidas por letras iguales, no son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de medias de Tukey o= 0.05.

La tasa de transpiracion y la conductancia estomatica de las lineas PS-avpl sufrieron reducciones
similares que las plantas PS bajo condiciones de estrés (Figure 2B y 2C). En las tres variables
fisioldgicas las plantas en riego mostraron valores superiores a todas las plantas bajo estrés.

Componentes fenoldgicos
Los valores de las variables DF fueron similares en todas las lineas PS-avpl y las plantas PS sin

modificar (39 d), por lo que no se encontraron diferencias por transgénesis entre las poblaciones
evaluadas. Sin embargo, los dias requeridos para lograr la madurez fisioldgica (DMF) fueron
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menos en las lineas PS-avpl y las plantas PS (78 dias) bajo condiciones de estrés hidrico
comparadas con las plantas PS en riesgo (85 d). El efecto del estrés hidrico en la cantidad de dias
requeridos para el Illenado de semilla (DLS) indica que las lineas PS-avpl exhibieron valores
similares (38 d) comparadas con PS bajo estrés (39 d), pero menor que los dias requeridos bajos
condiciones de riego (45 d) (Cuadro 1).
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Figura 2. Desempefio de las caracteristicas fisiologicas de lineas de frijol PS-avpl. A= tasa
fotosintética; B= tasa de transpiracién; y C= conductancia estomatica de lineas
transformadas de frijol con el gen avpl (L1 a L14); PS estrés= frijol Pinto Saltillo no
modificado bajo estrés hidrico, PS en riego= frijol Pinto Saltillo no modificado bajo
condiciones de riego. Los valores fueron tomados al 20% del contenido volumétrico de agua en
plantas al 50% de floracion. ™= estadisticamente significativo al 1%; "= estadisticamente
significativo al 5%.
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En este experimento se observd que aun cuando las variables fenoldgicas en las lineas PS-avpl
bajo estrés hidrico (L5, L7, L9, L10, L11, L12 y L14) tuvieron valores menores comparados con
las plantas PS en riego, estas diferencias no afectaron la eficiencia de rendimiento (Cuadro 1).

Rendimiento

Agrondémicamente hablando, la tolerancia a estrés hidrico es percibida como la capacidad de
generar rendimiento, no solamente mantener el tejido vegetativo en la planta. Bajo esta premisa,
los valores de rendimiento de plantas PS bajo riego (10.4 g 10 plantas™) y estrés hidrico (8.4 g 10
plantas™) fueron empleados para establecer el rango de comparacion para el desempefio de las
lineas PS-avp1l bajo estrés. Los rendimientos de L1 (10.1 g 10 plantas™) y L13 (8.4 g 10 plantas™)
fueron los més reducidos de la poblacion de lineas y no fueron estadisticamente diferentes de las
plantas PS no modificadas (Cuadro 1).

Es de hacer notar, que siete de las nueve lineas PS-avpl exhibieron no solamente mejor tolerancia
a estrés hidrico que las plantas PS control, sino que sus rendimientos bajo estrés excedieron
significativamente los rendimientos de PS bajo condiciones de riego. Los valores de rendimiento
logrados por la mayoria de las lineas PS-avpl mostraron incrementos entre 35% Yy 96% por arriba
de las plantas control bajo estrés (Figura 3).
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Figura 3. Valores de rendimiento de plantas PS-avpl. PS estrés: plantas de frijol cv. Pinto Saltillo no
modificadas bajo estrés hidrico, PS riego= plantas de frijol cv. Pinto Saltillo no modificadas

bajo riego, L1 a L14= lineas PS-avpl. Cada columna representa el rendimiento de un total de
10 plantas.

Componentes de biomasa
Los componentes de biomasa mostraron valores variables entre las poblaciones de lineas PS-avpl.
Lineas con rendimiento mayor no mostraron mayor biomasa para ninguno de sus componentes;

por ejemplo, L5, L9, y L11 tuvieron una biomasa dentro del rango aun debajo de las plantas PS
control (Cuadro 1).

1240



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.10 nim. 6 14 de agosto - 27 de septiembre, 2019

Por otra parte, plantas de la linea L13, tuvieron un rendimiento similar a PS bajo estrés, y mostraron
incrementos importantes en biomasa de hoja, tallo y raiz. Lineas L7, L10, L13 y L14 tuvieron
mayor biomasa de raiz 21, 55, 118 and 70%, respectivamente (normalizada con los valores de peso
de biomasa de PS bajo estrés hidrico); sin embargo, esto no necesariamente fue reflejado en un
mayor rendimiento (r=-0.29; a> 0.05). Se observé una correlacion negativa entre la biomasa total
y el indice de cosecha (IC) (-0.783; a< 0.05).

Resultados similares fueron obtenidos cuando la biomasa total y la fuerza relativa de demanda
(FRD) fueron comparados (-0.81; o< 0.05). Las lineas L1 (0.43), L5 (0.46) y L9 (0.33) mostraron
una TCB estadisticamente similar a las plantas PS en riesgo (0.35), mientras que L7, L10, L11,
L12 y L14 tuvieron valores comparables a las plantas PS bajo estrés hidrico (0.63) (a< 0.05). L13
(0.88) mostré un mayor valor de TCB que el resto de las lineas PS-avpl y la poblacion PS de
plantas control (Cuadro 1).

indices de particion

La TCB mostr6 una correlacion significativa con la biomasa de hoja (r= 0.76; a< 0.05), biomasa
de tallo (r=0.85; a< 0.05), y biomasa de raiz (r= 0.85; a< 0.05); sin embargo, no mostro correlacion
con ningun otro de los indices de particion, tales como biomasa de vaina (r= -0.25; o< 0.05) y
media geométrica de rendimiento (G) (r=-0.307; a< 0.05).

Los valores de la TCE para las lineas L9 y L11 fueron estadisticamente diferentes a las plantas
control. El resto de las lineas PS-avpl no mostraron diferencias estadisticas significativas (a< 0.05)
(Cuadro 1). En general, los valores absolutos del indice TCS de PS-avpl también tuvieron valores
superiores para la mayoria de las lineas excepto L1 y L13; sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticas (a< 0.05) (Cuadro 1).

El indice de cosecha (IC) indico que la linea L13 mostro los valores menores (0.12), atn por debajo
de la poblacién de plantas PS bajo estrés (0.21 and 0.28 respectivamente) (Cuadro 1). Las lineas
L9y L11 mostraron los valores mayores (0.56 and 0.4, respectivamente) los cuales coinciden con
los valores de rendimiento (Cuadro 1). El resto de las poblaciones de lineas PS-avpl (L1, L5, L7,
L10, L12,y L14), tuvieron valores similares de IC a las plantas PS en riego (0.28) (Cuadro 1).

Los datos de la FRD indicaron que la linea L13 (0.24) tuvo valores cercanos a los valores de las
plantas PS bajo estrés (0.34), por otro lado, plantas de la linea L9 (1.13) mostraron diferencias
estadisticas (a< 0.05), no solo con respecto al resto de las lineas PS-avp1l sino también con respecto
a las plantas control PS bajo condiciones de riego y estrés hidrico.

Las lineas PS-avpl L1, L5, L7, L10, L11, L12 y L14 tuvieron valores de FRD similares (a< 0.05)
a las plantas PS bajo riego (0.64) (Cuadro 1). Finalmente, el desempefio genotipico (G) de lineas
PS-avpl L5 (11.8), L10(10.8), L11 (13), L12 (11.7) y L14 (12.5) fue superior al resto de las lineas
PS-avply a las plantas PS en riego (10.39). La linea L13 (9.32), mostré un bajo desempefio (G),
similar a las plantas PS bajo estrés (9.35); sin embargo, L1 (10.24), L7 (11.22) y L9 (12.27)
tuvieron una alta variacion de G dentro de las poblaciones las cuales no las hacen diferentes (a<
0.05) a las plantas PS (Cuadro 1).
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El desempefio genotipico (G) de las lineas mostré una alta correlacion con el rendimiento (r=0.99;
a< 0.05), estableciendo un efecto directo de estrés hidrico sobre la productividad; sin embargo, no
se observo correlacion entre G y biomasa total. En contraste, los coeficientes de correlacion de los
indices de particion TCE, TCS, IC y FRD con G fue alto a significativamente alto (r> 0.6; a< 0.05).

Discusion

El nivel de estrés hidrico es la base para explicar el desempefio fenotipico de las lineas PS-avpl.
En este estudio, el indice de intensidad a la sequia (I1S) fue similar al reportado por Ramirez-
Vallejo y Kelly (1998), (11S= 0.63 and 0.78), lo cual define un nivel de estrés extremadamente alto
para analizar caracteristicas agrondémicas de tolerancia a este fenémeno.

Caracteristicas fisiologicas

Las caracteristicas fisioldgicas analizadas en este estudio mostraron un incremento en la tasa
fotosintética en plantas transformadas con el gen avpl comparadas con las plantas PS control bajo
estrés. Este efecto fue previamente reportado por Khadilkar et al. (2016) quien indicé un
incremento en los valores de la tasa fotosintética de aproximadamente 1.2 veces mayor en plantas
de Arabidopsis thaliana avpl-1.

Esto fue explicado como un mejoramiento en el proceso de fotosintesis, consistente con las
expectativas de un aumento en el transporte de floema debido al incremento de sacarosa y bomba
de protones; a través, de simportadores al interior de la membrana plasmatica de las células
acompariantes del floema para crear una fuerza motriz de protones.

Por otra parte, la reduccion en los valores de transpiracion y conductancia estomética en
poblaciones de lineas PS-avpl contrasta con lo encontrado por Qin et al (2013), quienes resaltaron
que los valores de las tres caracteristicas fisiologicas mostraron un aumento en plantas modificadas
de mani 35Spro: avpl y sujetas a estrés hidrico (31 d) y salino (60 d). Incrementos similares en
fotosintesis, transpiracion y conductancia estomatica fueron observados en plantas de algodon
35Spro: avpl sujetas a estrés salino (Pasapula et al., 2011).

A pesar de estas diferencias, los valores de las variables fisiologicas de las lineas de frijol PS-avpl
bajo estrés hidrico se ubicaron dentro del rango reportado para Pinto Saltillo, bajo condiciones de
riego (Chavez-Simental y Alvarez-Reyna, 2012), lo cual indica la eficiencia y plasticidad de las
lineas PS-avpl para su adaptacion a condiciones limitadas de agua.

Ramirez-Vallejo and Kelly (1998) reportaron diferencias en las variables fisiologicas a altos
valores de 11S (0.78), similar a la informacion reportada aqui. Plantas de frijol cv. Cacahuate 72
expuestas a tratamientos de estrés y no-estrés mostraron una reduccién en su conductancia
estomatica. Sin embargo, las plantas no mostraron diferencias significativas concernientes a
relaciones hidricas cuando fueron comparadas a las plantas bajo riego.

En este estudio el desempefio de la tasa fotosintética es independiente de la conductancia
estomatica y la tasa de transpiracion, esto podria probablemente ser atribuido al ajuste osmotico
logrado por el incremento en la expresion de la H+ pirofosfatasa en las lineas PS-avpl junto con
una eficiente translocacion de fotosintatos a las semillas.

1242



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.10 nim. 6 14 de agosto - 27 de septiembre, 2019

Caracteristicas fenoldgicas

Los valores de los componentes fenoldgicos de las lineas PS-avpl bajo condiciones de estrés
hidrico fueron menores que las reportadas por Acosta-Diaz et al. (2011), es decir, las lineas PS-
avpl fueron més eficientes en condiciones de limitacion de agua. Esta aceleracion a la madurez es
generalmente observada cuando hay un periodo prolongado de estrés hidrico durante la etapa
reproductiva y no hay condiciones favorables para su recuperacion (Samper y Adams, 1985;
Schneider et al., 1997; Ramirez-Vallejo y Kelly, 1998; Rosales-Serna et al., 2000).

Conclusiones

La expresion de la H+ pirofosfatasa recombinante tipo | de Arabidopsis thaliana (avpl)
proporciond proteccion a estrés hidrico extremo (ISS= 0.78) en lineas de frijol PS-avpl. La
reduccion en la tasa de migracion de CO» y pérdida de vapor de agua a las lineas PS-avpl durante
el estrés hidrico, fue similar a las de las plantas control bajo estrés hidrico; sin embargo, las lineas
PS-avpl mostraron un incremento en la tasa de crecimiento durante el estrés hidrico estableciendo
una translocacién altamente eficiente de fotoasimilados hacia las semillas, sugiriendo que estas
semillas son el érgano destino preferido.

Por otra parte, aun cuando algunas lineas mostraron un incremento en biomasa de raiz, esta
caracteristica no proporcion6 una ventaja en términos de absorcion de agua y mayores
rendimientos. Todas las lineas PS-avpl con valores de rendimiento superiores a las plantas PS en
riego, mantuvieron altos valores de indices de particion asociados a la acumulacion de materia
seca, particularmente IC y FRD. Finalmente, estos resultados muestran las evidencias iniciales de
una alternativa prometedora de produccidn de frijol en regiones agroecoldgicas con estrés hidrico
severo; para lograr esto, se mantiene en perspectiva la liberacion al ambiente de las lineas mas
prometedoras de PS-avpl para analizar su desempefio bajo condiciones agrondémicas.
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