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RESUMEN

Las plantas secretan nectar extrafloral (NEF) como mecanismo de defensa indirecta contra
herbivoros el cual atrae insectos “benéficos”: los enemigos naturales de los herbivoros. Esta
secrecion es inducida después de dafo, ya sea mecdénico o por herbivoros, y se puede
inducir de manera artificial por la aplicacion exdgena de acido jasmanico (AJ). La secrecion
del NEF involucra la actividad de una enzima clave: la invertasa de pared celular, encargada
de hidrolizar la sacarosa en fructosa y glucosa. Se ha encontrado en multiples estudios que
la domesticacion afecta de manera negativa diferentes rasgos de defensa. El presente
estudio se enfoco en investigar el efecto de la domesticacion en la secrecion de NEF en el
frijol comun, Phaseolus vulgaris. Para ello, se cuantificd la secrecién de NEF de distintas
variedades (domesticadas y silvestres). Se seleccionaron cuatro variedades (dos silvestres
y dos domesticadas) y sobre ellas se realizaron tratamientos de aspersion en hojas con AJ
bajo condiciones de invernadero. Se cuantifico la cantidad de NEF secretado durante 24 h,
la actividad de la invertasa y la cantidad de azucares presentes en el NEF (glucosa, fructosa
y sacarosa). Se encontr6 un aumento en la secrecion de NEF en las variedades
domesticadas. La secrecion de NEF en las variedades silvestres se mostr6 muy variable y
se observl un aumento en la secrecion en plantas tratadas con AJ durante la noche. Para
la actividad de la invertasa no se pudo detectar una respuesta significativa a la aplicacion
exbégena de AJ, aungue la invertasa en general se mantuvo mas activa durante el dia. Se
observé una relacion positiva en cuanto a la actividad de la enzima con la cantidad de NEF
secretado en variedades domesticadas y silvestres, asi como la cantidad de azucares
presentes en el NEF (glucosa, fructosa y sacarosa). Con los datos obtenidos se tiene un
primer acercamiento a la secrecién de NEF en variedades domesticadas y silvestres, asi
como en la composicién quimica que tiene cada variedad a distintas horas del dia. También
se tiene el comportamiento de la invertasa durante 24 h en plantas tratadas con AJ, un
elemento central en la secreccion del NEF aun poco estudiado. Los resultados obtenidos
en el presente estudio sugieren el incremento de un rasgo defensivo indirecto (la secrecion
de NEF) y parece ser el primer reporte donde la domesticacion tiene un efecto positivo en

un rasgo defensivo indirecto de una planta domesticada.



ABSTRACT

Many plants secrete extrafloral nectar (EFN) as an indirect defense mechanism
against herbivores that acts via the attraction of ‘beneficial’ insects. The secretion of
EFN in most plants is induced after mechanical damage or herbivory, and can be
elicited experimentally via the application of jasmonic acid (AJ). A central enzyme
that controls nectar flow is cell wall invertase, hydrolyzing sucrose into fructose and
glucose. Domestication has been reported to negatively affect different defense
traits. However, little is known about the effects of domestication on indirect
defenses, such as EFN. The present study investigated whether domestication had
an effect on the EFN secretion by common bean (Phaseolus vulgaris). The EFN
secretion of various common bean varieties (domesticated and wild) was quantified
and four varieties (two wild and two domesticated) were selected and exposed to
spray treatments with AJ under greenhouse conditions to quantify the temporal
response in the secretion of EFN over the following 24 h, the activity of the invertase,
and the amount of sugars present in the EFN (glucose, fructose and sucrose). An
increase in the secretion of EFN in the domesticated varieties was found. The
secretion of EFN during 24 hours in the wild varieties was very variable and an
increase in the secretion was observed in plants treated with AJ during the night.
The activity of the invertase did not show a detectable response to the exogenous
application of AJ and in general, remained more active during the day, showing a
relationship of the activity of the enzyme with the amount of EFN secreted as well
as the amount of sugars present in the NEF (glucose, fructose and sucrose). With
the data obtained we have a main approach to the secretion of EFN in domesticated
and wild varieties and its relation to the invertase, a central element in the secretion
of NEF that has received little attention so far. The results of the present study
suggest an increase of a defensive trait (EFN secretion) and appear to be the first

report on a positive effect of domestication on a defensive trait.
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1. INTRODUCCION

1.1 Defensas en plantas

Como organismos sesiles, las plantas se encuentran expuestas a una gran
diversidad de organismos, los cuales pueden generar dafio o causar algun efecto
benéfico. Para contrarrestar el dafo, las plantas han desarrollado una extensa
variedad de defensas, las cuales se pueden clasificar de manera general en
defensas constitutivas e inducibles y cada una a su vez en directas e indirectas
(Gatehouse, 2002; Kessler & Baldwin, 2002; Mithofer & Boland, 2012).

Las defensas constitutivas se encuentran siempre presentes. Algunas actian de
manera directa contra el agresor, y entre ellas se encuentran: tricomas, espinas,
altos niveles de lignificacion o algunos metabolitos especializados de ciertos tejidos
gue pueden ser toxicos (Duke et al., 2000). Las defensas indirectas actian mediante
la atraccion de organismos de otro nivel tréfico (Heil, 2008).Como ejemplo de las
defensas constitutivas que actian de manera indirecta se encuentran los domacios.
Los domacios son pequefias estructuras que se encuentran en la cara inferior de
las hojas de diversas plantas. Se ha descrito que brindan hospedaje a hormigas o
acaros con los cuales forman una relacion simbidtica, generando asi beneficios a la
planta huésped (Walter, 1996)

Las defensas inducibles son aquellas cuya expresion es inducida por ciertos
agresores, donde la planta es capaz de reconocer distintos herbivoros por medio de
sefales intracelulares cuando ésta es dafiada (Leitner et al., 2005; Maffei et al.,
2007a; 2007b). Por ejemplo, muchos compuestos organicos volatiles (COV’s)
actuan como defensa inducible indirecta, ya que son liberados después de aplicar
dafio mecanico o bioldgico. Dependiendo del tipo de dafio y el tipo de herbivoro, es
el tipo de compuestos que se liberan (Turlings et al., 1990; Rose et al., 1996; Kessler
& Baldwin, 2001; van Poecke & Dicke, 2004; Leitner et al., 2005; Mithofer et al.,
2005; Hilker & Meiners, 2006). Otro ejemplo de este tipo de defensa es la secrecién
de néctar extrafloral (NEF). Mientras el néctar floral (NF) es secretado dentro de las

inflorescencias y esta relacionado con polinizacion, el néctar extrafloral es secretado



(en su mayoria) fuera de las inflorescencias y sirve como defensa indirecta para la
planta, intensificando interacciones tritroficas con carnivoros depredadores de los
herbivoros de la planta (Elias, 1983; Heil, 2008, 2011). En particular, el NEF sirve
como mediador de interacciones entre plantas y sus defensores (Heil et al., 2004;
Kost & Heil, 2005). Este NEF sirve como alimento, atrayendo hormigas, u otros
depredadores generalistas o también de parasitoides que defienden a la planta
como intercambio del recurso por defensa (con excepcion de los parasitoides o
robadores de néctar; Nicolson et al., 2007; Heil, 2011; Mithtfer & Boland, 2012; Heil,
2015).

1.2 Nectar extrafloral como mecanismo de defensa indirecta

Muchos estudios han reportado la secrecion NEF como mecanismo de
defensa indirecto. Por ejemplo, se ha observado una correlacion positiva entre el
aumento de la secrecién de NEF y el aumento en la defensa contra herbivoros
(aumento en la cantidad de hormigas foraneas en plantas dafiadas o inducidas) en
diferentes especies de plantas como frijol lima (Phaseolus lunatus; Kost & Heil,
2005; Hernandez-Cumplido et al., 2016), Macaranga tanarius (Heil et al., 2001),
plantas de Acacia (Marcia Gonzélez-Teuber et al., 2012), Solanum dulcamara
(Lortzing, Calf, Bohlke, Schwachtje, Kopka, Geul3, Kosanke, Kopka, et al., 2016),
Senna mexicana (I. M. Jones & Koptur, 2015a), entre otras.

1.3 Nectarios: glandulas especializadas en la secrecion del néctar

Las primeras referencias que se tienen sobre el término “nectario” datan de 1735,
cuando Linneo observo tejidos especializados que secretaban néctar y acufié el
término (Linnaeus, 1735). La primer diferencia funcional y topogréfica entre
nectarios florales y extraflorales se propuso en 1848 por el Dr. Caspary. A partir de
las distinciones de néctar floral y extrafloral, los primeros trabajos sobre néctar
extrafloral comienzan a realizarse (Belt, 1874; Fidgor, 1891). En los siguientes afios
(1900s) se comienza a enfocar la investigacion en la estructura y taxonomia de los
nectarios (Fahn, 1988; Daguillon y Coupin, 1903). Se inician, ademas,

investigaciones sobre la composicién del néctar relacionada con las interacciones



planta-animal, en algunos estudios se comienza a discutir si las hormigas confieren

defensa a la planta (Delpino, 1886; Nieuwenhuis von Uexkill-Guldenband, 1906).

Los nectarios extraflorales son glandulas donde se secreta el NEF. Varian en
tamafo y tipo, pero generalmente tienen forma de “bebedero”, plato o parecidos a
una cupula, aunque existen casos en los que no se puede observar un tejido
secretorio especializado (Elias, 1983; Pate et al., 1985; Fahn, 1988). En este caso,
los nectarios pueden solamente ser identificados como areas donde el néctar
aparece en la superficie de la planta (Frey-Wyssling and Hausermann, 1960;
Lortzing et al., 2016; Mathur et al., 2013). Los nectarios extraflorales suelen tener
diversas formas. En general, los nectarios extraflorales estan conectados al floema

y al xilema o solo al floema (Koptur, 1992 y referencias ahi citadas).

Estomas y
tricomas ) ] . )
' Figura 1. Localizacion de los nectarios
Estomas ” ) - extraflorales en la planta. Los nectarios
abiertos A9V P

g o extraflorales pueden estar localizados en el
\1 interior 0 en la superficie de los sépalos (i), en
los brotes (i), en los tallos de las hojas (iii), en la
base de las hojas (iv) o en los estipulos (v). La
secrecion se lleva a cabo por estomas que se
encuentran  siempre  abiertos,  tricomas
especializados o0 la combinacion de ambos.
Tomado y modificado de Heil (2011) Trends
Plant Science.

especializados

Los nectarios estan conformados por estomas siempre abiertos, tricomas

especializados o la combinacion de ambos (Fahn, 1988; Wist & Davis, 2005). Se



encuentran localizados alrededor de toda la planta, dependiendo de la especie, con

excepcion de las raices (

Figura 1). Ademas, se encuentran generalmente fuera de las inflorescencias,

aunqgue algunas veces se secreta NEF en las inflorescencias (Heil, 2011, 2015).
1.4 Composicion quimica del NEF y funcién

El NEF es una solucion liquida que contiene en su mayoria azucares, cOmo son
glucosa, fructosa y sacarosa, en menor cantidad contiene aminoacidos libres,
COV’'s, lipidos, proteinas y algunos otros metabolitos secundarios. Entre los
organismos que puede atraer el NEF se pueden encontrar: hormigas (en el caso de
plantas mimercofilicas, que producen néctar para atraer hormigas) u otros y
depredadores de los herbivoros de las plantas, e insectos parasitos (Figura 1;
Koptur, 1992; Wéackers & Bonifay, 2004; Heil, 2008Db).

El termino atrayente que se le da a ciertos compuestos presentes en el néctar,
ha sido utilizado por algunos biélogos para describir la funcion que tiene el néctar
inicialmente en polinizadores de flores, pero desde que el néctar es descubierto
después de que los insectos son atraidos por algunas otras caracteristicas
(visuales, olores, o movimientos), el término recompensa se considera es el mas

apropiado (Koptur, 1992).

Muchos nectarios extraflorales son coloridos, proporcionando una sefial visual a
los insectos para localizar el néctar (Algunas especies como Vicia, Pteridium,
Costus, Cassia, Lysiloma). En algunos otros, la presencia de “gotas brillantes”
proveen un estimulo visual (Koptur, 1992). Ademas, los COV’s liberados pueden
servir como una sefial que guia a predadores y parasitoides foraneos a alimentarse
de herviboros (Turlings et al., 1990; Paré & Tumlinson, 1997). La composicién de la
mezcla de volatiles liberada por la induccion de herbivoros, depende no solamente
de la especie de la planta o cultivar, sino también de la especie y el estado larval
del herbivoro (Arimura et. al., 2005).

Actualmente, ya se conoce la funcién que tienen algunos de los componentes

principales del NEF (Nicolson et al., 2007; Gonzalez-Teuber et al.,, 2009). Los



primeros trabajos sobre la composicion del néctar son de 1927, que tratan sobre el
contenido proteico del néctar (Buxbaum, 1927). Posteriormente se comienzan a
analizar los mecanismos de secrecion y el contenido de carbohidratos presentes en
el néctar (Shuel, 1952). A la par, comienzan las investigaciones sobre la actividad
de la enzima invertasa en néctar (Frey-Wyssling et al., 1954; Zimmermann, 1954),
asi como el contenido e importancia de los aminoacidos en el néctar (Baker et al.,
1978b; Baker and Baker, 1973; Koptur, 1979; Pate et al., 1985; Ruffner and Clark,
1986; Smith et al., 1990)

De manera general, los componentes quimicos del NEF tienen dos funciones
principales. Una funcidn es atraer insectos benéficos, por ejemplo, hormigas que
defienden a la planta a cambio de alimento (NEF). Se sabe que en el NEF se
encuentran compuestos organicos volatiles (COV’'s) que son emitidos para atraer a
diferentes tipos de consumidores (Nicolson et al., 2007; Martin Heil, 2011, 2015).

Los principales solutos encontrados en muchos de los néctares son proporciones
variables de sacarosa, glucosa y fructosa (Frey-Wyssling, 1955). Aunque las
concentraciones de azucares son mas altas que las de aminoéacidos en el NEF, los
aminoacidos se han detectado en todos los néctares analizados hasta la fecha 'y se
sabe que son una fuente clave de nitr6geno para organismos mutualistas (Baker
and Baker, 1973; Baker et al., 1978a; Pate et al., 1985; Ruffner & Clark, 1986; Smith
et al., 1990; Bluthgen & Fiedler, 2004; Nicolson et al., 2007; Heil, 2011, 2015).

Ademas, se ha propuesto que proveen sabor al néctar (Gardener & Gillman, 2002).

El néctar necesita ser quimicamente atractivo en su composicion y concentracion
para satisfacer las necesidades nutricionales del tipo de insectos que atrae, asi, su
composicion estard definida de acuerdo con el tipo de insectos que atrae y a la
especie de la planta.

La segunda funcién que tienen los componentes quimicos del néctar es proteger
contra robadores de néctar o microorganismos que infectan el néctar (Gonzalez-
Teuber & Heil, 2009a, 2009b). Las nectarinas (nombre que se designo a las
proteinas del néctar) o la gelsemina, son compuestos considerados como

repelentes de ciertos organismos (Carter & Thornburg, 2004; Carter et al., 2007;



Gonzélez-Teuber et al., 2009; 2010; Kram et al., 2008). Por ejemplo, en el néctar
floral de tabaco (Nicotiana spp.) se han encontrado nectarinas que estan
involucradas en el ciclo redox, produciendo altos niveles de peroxido de hidrogeno
que aseguran que el néctar permanece libre de microorganismos (Carter &
Thornburg, 2004). En otro estudio realizado, se observé que en el NEF de plantas
de acacias mimercofiticas se encontraron mas de 50 proteinas, de las cuales
algunas resultaron ser enzimas PR, incluyendo quitinasas, B-1,3-glucanasas y
peroxidasas, que actlan directamente contra patdgenos. Ademas realizando
ensayos in vitro no se observo el crecimiento de hongos en placas petri con
muestras de NEF fresco y agar extracto de malta (Gonzalez-Teuber et al., 2009;

Orona-Tamayo et al., 2013).
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Figura 2. Composicion quimica del NEF y organismos implicados. El néctar de manera general
se cree que cumple dos funciones: para atraer insectos (como los polinizadores en el caso del néctar
floral, parasitoides o defensores contra herbivoros de la planta) y para proteger contra organismos
gue infectan el néctar o robadores de néctar. Tomado y modificado de Escalante-Pérez y Heil (2012)
Signalling and Communication in Plants.



Diversos estudios en diferentes especies demuestran que el néctar se produce
durante ritmos diurnos y so6lo en algunas pocas especies se han reportado que lo
secretan de manera nocturna (Heil et al., 2000; Radhika et al., 2010; Gonzalez-
Teuber et al., 2012; Milldn-Cafiongo et al., 2014; Jones & Koptur, 2015). Se cree
que esta secrecion estd adaptada a la actividad de los consumidores (Corbet &
Delfosse, 1984; Heil et al., 2000; Kuo & Pate, 1985; Tilman, 1978), y el mecanismo
de secrecion depende de la especie, de la fisiologia de la planta, del tipo de nectario,

etc.
1.5 Mecanismo de secreciéon del NEF

A pesar de que se han logrado avances significativos en el estudio de los
componentes quimicos del NEF, aun se tienen teorias que no han sido
comprobadas del todo, de cédmo se lleva a cabo la sintesis de sus componentes y
la secrecidon. Se sabe que el tejido del nectario esta conectado con la vasculatura
del floema y se cree que la mayoria de los componentes del néctar provienen del
flujo del floema, aunque no se ha comprobado cdmo se lleva a cabo este transporte.
Se ha propuesto que este transporte podria llevarse a cabo por via simplastica o
apoplastica. Se ha observado una diferencia en la concentracion y tipos de
compuestos encontrados en el tejido del nectario y floema, lo que ha ayudado a
elucidar que muchos de los compuestos presentes en el NEF se sintetizan en tejido
del nectario (Fahn, 1988; Gaffal et al., 2007; Kram & Carter, 2009; Vassilyev, 2010).

En algunos estudios se ha observado que el néctar es reabsorbido cuando no se
consume (Pederson et al., 1958; Nicolson, 1995; Nepi y Stpiczynska, 2008;
Escalante-Pérez et al., 2012; Cardoso-Gustavson y Davis, 2015). El primer trabajo
se reportd en néctar floral, marcando sacarosa con C!* en nectarios de alfalfa
(Pederson et al., 1958). Aunque se ha demostrado este proceso en el NF de varias
especies, aun son pocos los trabajos en los que se ha observado este proceso en

néctar extrafloral (Escalante-Pérez et al., 2012; Cardoso-Gustavson y Davis, 2015).

Se ha propuesto un mecanismo de secrecion de NEF, donde la formacion y

secrecion del NEF requieren de tres pasos esenciales:



1. Carga de carbohidratos y almacenamiento. La mayoria de los carbohidratos
se transportan como sacarosa desde el floema hacia el tejido del nectario.
En el nectario se almacenan algunos carbohidratos en vacuolas (Ruhlmann
et al., 2010)

2. Procesado del néctar y sintesis de otros componentes (como lipidos y
proteinas). En el tejido del nectario se lleva a cabo la sintesis (en aparato de
Golgi y mitocondria) y almacenamiento (en vacuolas y amiloplastos) del
almiddn, de algunos lipidos, asi como de las nectarinas (proteinas). Se
sintetizan ademas algunos otros carbohidratos y se comienzan a formar el
pre-néctar (Kuo & Pate, 1985; Stpiczynska et al., 2005; Wist & Davis, 2005).

3. Secrecion. El pre-nectar es secretado cuando se induce por diversos

mecanismos (Figura 3).

Mecanismo de secrecion

‘Companion cell

Figura 3. Mecanismo propuesto de secrecion del NEF. En el proceso se secrecion del néctar
extrafloral la mayoria de los carbohidratos provienen del floema y pasan al tejido del nectario con
ayuda de las invertasas de pared celular. En el tejido del nectario se sintetizan algunos otros
componentes como lipidos y proteinas (y algunos otros carbohidratos) y se forman vesiculas de pre-
nectar. La secrecion final se da por la induccion de factores externos (dafio, aplicacion de hormonas
como el AJ, etc.). Tomado y modificado de Heil (2011) Trends Plant Science.

En algunos de los pasos anteriores se requiere la participacion de una enzima

clave: la invertasa. Esta enzima se encarga de hidrolizar sacarosa en glucosa y



fructosa. Esta accion tiene dos efectos: (1) Crear una fuerza impulsora constante
para exportar sacarosa y (2) crea un potencial de agua negativo (una molécula de
disacarido se hidroliza en dos monosacaridos) causando que el agua se mueva
hacia los azucares, formando asi gotas de néctar (Ruhlmann et al., 2010). Por tanto,
esta involucrada en la carga de sacarosa del floema hacia el tejido del nectario, la
hidrolisis de la sacarosa en el nectario para mantener glucosa y fructosa en el pre-
néctar que se forma, y también es importante para que se lleve a cabo la secrecion
del néctar (Kram & Carter, 2009; Ruhlmann et al., 2010)

1.6 Lainvertasa tiene un rol importante en la secrecion del NEF

Las invertasas son enzimas (EC.3.2.1.26) que hidrolizan de manera irreversible
la sacarosa en glucosa y fructosa. Hasta ahora, se han identificado 3 tipos de
invertasas: invertasas alcalinas / neutrales (A/NInv) y dos tipos de invertasas acidas;
la invertasa de pared celular (por sus siglas en inglés CWIN: Cell Wall Invertase) y
la invertasa vacuolar (invertasa vacuolar 1V). Las invertasas alcalinas / neutrales se
encuentran localizadas ya sea en el citosol, mitocondria o en los plastidios. La
invertasa de pared celular se encuentra unida a la pared celular y la invertasa

vacuolar se encuentra en el espacio vacuolar (Tauzin & Giardina, 2014).

La actividad de invertasa en el néctar y en nectarios fue observada por primera
vez en el afio de 1950 (Zimmermann, 1953). Un afio mas tarde, Frey-Wyssling y
colaboradores reportaron la actividad de esta enzima en nectarios florales (Frey-
Wyssling et al., 1954).

Se ha demostrado en diversos estudios que la actividad de invertasa de pared
celular tiene un rol importante en la carga de sacarosa del floema al nectario en el
proceso de secrecién: por ejemplo, en nectarios florales de Arabidopsis se observé
una expresion alta de AtCWINV4, un gen que codifica la invertasa de pared celular
4 (CWIN4). En plantas donde se suprimié este gen, no se observo secrecion del
néctar y se encontrd que las mutantes almacenaron almidon en el receptaculo
(Ruhlmann et al., 2010). Asi mismo, en nectarios extraflorales de Acacia cornigera
se observo la expresidn activa de CWIN4 en las hojas antes de la secrecion de NEF,

y se observo también esta actividad en el tejido del nectario durante el proceso de



secrecion (Orona-Tamayo et al., 2013). En plantas de Ricinus comnunis la enzima
invertasa se mostré mas activa antes del pico maximo de secrecion de NEF y se
observd un decremento en su actividad cuando disminuyé la secrecion de NEF
(Millan-Cafiongo et al., 2014).

1.7 Induccion del NEF

La secrecion de NEF puede ser afectada por factores externos como es dafio por
herbivoria, dafio mecanico, o por la aplicacion exdgena de acido jasmonico. Esto se
ha observado en mas de diez especies de plantas de seis diferentes familias (Heil
et al., 2001; Heil, 2004; Radhika et al., 2008; Millan-Cafiongo et al., 2014; Jones &
Koptur, 2015; Hernandez-Cumplido et al., 2016; Lortzing et al., 2016).

En diversos estudios se ha reportado que al inducir plantas para que produzcan
mas NEF, se incrementa el nUmero de hormigas que se encuentran en las plantas
inducidas, por lo cual, las hormigas atraidas ofrecen proteccién contra herbivoros
(Hell et al., 2001; Hernandez-Cumplido et al., 2016; Jones & Koptur, 2015; Kost &
Heil, 2005; Kost & Heil, 2006).

1.8 Papel del AJ en lainduccion del NEF

El AJ se ha identificado como una de las hormonas que afectan la secrecion tanto
de NF como de NEF (Heil et al, 2001; 2004; Radhika et al., 2010; Hernandez-
Cumplido et al., 2016). Aplicando de manera exégena &cido jasmoénico (AJ) a
concentracion 1Mm, se incremento la secrecion de NEF en plantas de Macaranga
tanarius y Phaseolus lunatus en condiciones naturales y esto favorecio la proteccion
de las plantas, observando menos dafio causado por herbivoros (Heil et al., 2001;
Heil, 2004). En el 2014 Millan Cafiongo y colaboradores encontraron que induciendo
plantas de Ricinus communis con AJ se incrementaba la secrecion de NEF. En el
mismo estudio, se mostré que la enzima invertasa se inducia con la aplicacion
exodgena de AJ y se hizo una correlacion a nivel mecanismo entre la aplicacion de
AJ, larespuesta de la enzima invertasa y la tasa de secrecion de NEF. Se sabe por
lo tanto, que el AJ tiene un papel importante en la induccién de NEF en diferentes

especies, incluyendo la familia de las Fabaceas.
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1.9 Phaseolus vulgaris como modelo de estudio

La domesticacion en plantas es el proceso que resulta de la combinacion de la
evolucion natural y la seleccion de ciertas caracteristicas por el hombre. Mediante
este proceso se derivan los cultivos domesticados a partir de sus progenitores
silvestres que permiten desarrollar cultivos mejor adaptados a diferentes
agroecosistemas, faciles de cosechar y consumir (Zohary, 1999; Gepts, 2010).
Algunas caracteristicas de la domesticacion incluyen la pérdida de dispersion de la
semilla, habito de crecimiento determinado, el aumento de tamafio (especialmente
de la parte cosechada de la planta), la pérdida de dormancia de las semillas y la
pérdida de proteccion ya sea quimica o mecanica contra herbivoros (Pickersgill,
2007). Por ejemplo: algunos tuberculos o papas silvestres contienen glucoalcaloides
en cantidades que podrian ser toxicas para los humanos, por el contrario, las papas
domesticadas no los tienen (Johns, 1989). Algunas otras especies, protegidas
mecénicamente por espinas, se han vuelto sin espinas a través de la seleccién
humana. Un ejemplo son algunas variedades domesticadas del melocotén de palma
(Bactris gasipaes) que han perdido las espinas de sus troncos, y las variedades
silvestres aun las tienen (Balick, 1984). En frijol comun el cambio en estas
caracteristicas en variedades domesticadas es muy notorio: las semillas no se
liberan durante la maduracién de la vaina (pérdida de dispersion), las plantas tienen
habito de crecimiento compacto (algunas de tipo arbustivo en comparacion con las
silvestres que crecen de manera indeterminada o en forma de liana), son insensibles
al fotoperiodo, tienen vainas y semillas mas grandes, etc. comparado con su
progenitor silvestre (Singh, 2001; Kelly, 2004).

El frijol se clasifica dentro del género Phaseolus y la familia Fabaceae
(Leguminosas). Es una planta herbacea, de ciclo anual que incluye cinco especies
domesticadas: P. vulgaris (frijol comun), P. lunatus (frijol lima), P. acutifolius (frijol

tépari), P. coccineus ssp. coccineus (frijol ayocote) y P. dumosus, también conocido

11



como P. polyanthus o P. coccineus ssp. darwinianus (frijol de afo) (Freytag &
Debouck, 2002).

México es considerado uno de los centros de origen del frijol y es uno de los
principales paises productores (Gepts & Debouck, 1991; Chacon et al., 2005; FIRA,
2016). Se considera que en el pais existen cerca de 50 especies de frijol, los cuales
se distribuyen en siete grupos principales: negros, amarillos, blancos, morados,
bayos, pintos y moteados. En el pais hay més de 150 variedades mejoradas (Vargas
et al, 2006). En 2004, el INIFAP realiz6 la descripcion varietal de 142 variedades

mejoradas de frijol y cada afio se siguen sumando nuevas variedades.

Por su amplia adaptacién y por el nimero de variedades mejoradas disponibles,
el cultivo de esta leguminosa se realiza practicamente en todas las regiones,
condiciones climaticas y tipos de suelos en el pais (FIRA, 2016). El clima y la
disponibilidad de agua son los factores mas importantes que determinan la
productividad del cultivo, ya que las principales regiones productoras registran bajos
niveles de precipitacién pluvial y ademas con una distribucion erratica. En siete
principales entidades productoras de frijol comun (Phaseolus vulgaris) se concentré
el 76.6 por ciento de la cosecha nacional en 2015: Zacatecas (29.9 %), Durango
(11.5 %), Sinaloa (8.7 %), Chihuahua (9.9 %), Chiapas (6.2 %), San Luis Potosi (4.6
%) y Guanajuato (5.7 %; FIRA, 2016).

Existen diversas plagas que atacan al frijol y que reducen considerablemente su
rendimiento por el dafilo que provocan, ya sea a la planta o a las vainas donde se
encuentra la semilla (Cid Rios et al., 2014). Entre las principales plagas
encontramos: diabrotica, mosquita blanca, mosca de la semilla, pulgones,
chicharritas, conchuela, minador de hoja, trips, etc. (Escoto Gudiel, 2004) . Las
estrategias que se utilizan para el manejo de plagas actualmente incluyen:
muestreos manuales esporadicos para monitorear las poblaciones de plagas, el uso
de trampas pegajosas de colores llamativos o el uso de plaguicidas, lo cual implica
la inversion de mucho tiempo en los muestreos o la aplicacion de quimicos que

resultan ser dafinos para el organismo de quienes los aplican e incluso de los
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consumidores (CESAVEG, 2007). Por ello, se recomienda el uso de técnicas

naturales o de biocontrol que no presenten este tipo de desventajas.

1.10 Antecedentes

Comparando los cultivos de plantas domesticadas con sus ancestros silvestres,
se puede observar de manera general, que poseen rasgos fisicos aumentados
(Fraenkel, 1959; Schwanitz, 1966; Smartt & Simmonds, 1995), morfologias mas
simples (Evans, 1993; Rosenthal & Welter, 1995; Chen & Bernal, 2011; Doust,
2007), contenido nutricional alterado y una reduccion en las defensas (Lindig-
Cisneros et al., 1997; Jones, 1998; Gols et al., 2008; Sujana et al., 2012). En cuanto
a reducciéon de las defensas se ha observado por ejemplo que diversas lineas
silvestres de frijol presentaron una mayor variedad de metabolitos secundarios
comparando con las lineas cultivadas (Lindig-Cisneros et. al., 1997; Lindig-Cisneros
et. al., 2002)

La seleccion artificial de cultivos para incrementar rendimiento y calidad ha
mostrado una influencia negativa en la resistencia contra patégenos e insectos
(Chen et al., 2015). Esto ha sido demostrado para diversos cultivos como zanahoria
(Leiss et al., 2013), frijol (Cérdova-Campos et al., 2012), maiz (Rosenthal & Welter,
1995), entre otros. Esto podria tener consecuencias en la proteccién de los cultivos
a microorganismos y pestes, incluyendo insectos, que representan el 18 y el 16%
de las pérdidas mundiales de cultivos, respectivamente (Oerke, 2006). Muchos
cultivos se han seleccionado por su baja produccién de toxinas y su mejor
palatabilidad. Algunos ejemplos incluyen concentraciones reducidas de alcaloides
en papa (Timothy Johns & Alonso, 1990), los altramuces o lupines (Enneking &
Wink, 2000), glucosinolatos en cultivos de Brassicas (Mithen et al., 1987) y
cucurbitacinas en pepino y calabaza (Nee, 1990; Paris, 1989). Esto también se
puede observar en maiz, que perdio algunas de sus defensas directas durante la
seleccion, y este fendmeno es mas evidente en variedades modernas que en
variedades criollas (Rosenthal & Dirzo, 1997; Davila-Flores et al., 2013). Diferentes

rasgos de defensa parecen ser variablemente afectados por la domesticacion
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(Bellota et al., 2013). Las variedades criollas son poblaciones dindmicas de lineas
cultivadas que tienen un origen histérico, una identidad distinta y que carecen de
mejoramiento de cultivo formal. Son genéticamente diversas, localmente adaptadas
y asociadas con sistemas de agricultura tradicionales (Camacho Villa et al., 2005).
Diferentes criollas son adaptadas a necesidades y ambientes locales especificos,
produciendo 6ptimos rendimientos bajo condiciones ambientales especificas, tales

COmo sequia o presion por pestes.

En 2011 Cérdoba Campos evalud la secrecion de NEF en distintas variedades
de frijol coman (Cordoba Campos, 2011). Utillizando diferentes variedades de frijol
con distinto grado de domesticacion, esto es, variedades silvestres, criollas y
mejoradas, observo que de manera general las variedades mejoradas secretaban
mayores cantidades de NEF comparando con las variedades silvestres (Figura 4).
Este fendmeno resulta muy interesante, ya que por lo general, se ha documentado
gue como resultado de la domesticacién, las plantas cultivadas producen bajas
cantidades de metabolitos secundarios comparando con sus tipos silvestres (Lindig-
Cisneros et al., 1997, 2002; Chen et al., 2015).
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Figura 4. Secrecion de NEF de distintas variedades de frijol. Al evaluar la secrecidon de NEF
en distintas variedades de frijol, Se observo de manera general que las variedades domesticadas
secretaban mayor cantidad de NEF en comparacion con las variedades silvestres. Pc3 = Phaseolus
coccineus 3; Pc9 = Phaseolus coccineus 9; Pc16 = Phaseolus coccineus 16; Pv27 = P. vulgaris 27,
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Pv1l = P. vulgaris 11; Pv4 = P. vulgaris 4; BM = Bayo Madero; PV = Pinto Villa; RC = Rosa de
Castilla; FIM = Flor de Junio Marcela; FMA = Flor de Mayo Anita; NP = Negro papaloapan; ND =
Negro Durango; PS = Pinto Saltillo; NSL = Negro San Luis; C = Control; AJ = Acido Jasmaénico.
Tomado y modificado de (Cérdoba Campos, 2011).
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2. HIPOTESIS

Las variedades domesticadas secretan mayores cantidades de nectar extrafloral
(NEF) y este nectar presenta mayor calidad (mayor cantidad de azucares como
glucosa, fructosa y sacarosa) en comparacion con las variedades silvestres. Este
incremento esta asociado con un incremento en la actividad de la invertasa de pared

celular.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar si el proceso de domesticacion afectd la secrecion de NEF en

variedades de Phaseolus vulgaris.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar la secrecion de NEF en respuesta a la aplicacion exodgena de
acido jasmonico en dos variedades criollas, cinco variedades mejoradas y

cuatro variedades silvestres de Phaseolus vulgaris.

e Cuantificar la secrecion durante 24 h de NEF en dos variedades silvestres y

dos variedades domesticadas de Phaseolus vulgaris.

e Cuantificar la actividad de invertasa de pared celular en nectarios
extraflorales de dos variedades silvestres y dos variedades domesticadas de

Phaseolus vulgaris.

e Analizar la composicion quimica del NEF (azucares) de dos variedades

silvestres y dos variedades domesticadas de Phaseolus vulgaris.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del area de trabajo

El presente proyecto fue realizado en invernaderos y en el laboratorio de Ecologia
de Plantas ubicados en las instalaciones del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV - IPN) Unidad Irapuato.
con direccion en el Km. 9.6 Libramiento Norte Carretera Irapuato - Ledn 36821
Irapuato, Guanajuato, México. Las coordenadas de ubicacién del lugar son 101° 19
44,999 de longitud oeste y 20° 43" 13.502"" de latitud norte

4.2 Material biolégico y condiciones de crecimiento

Se utilizaron variedades domesticadas y silvestres de frijol comun (Phaseolus
vulgaris) para determinar diferencias en cantidad y calidad (concentracion de
azucares) en la secrecion de NEF dependiendo del grado de domesticacion. Se
utilizaron siete variedades domesticadas, que incluyen cinco mejoradas y dos
criollas (Tabla 1). Las variedades mejoradas utilizadas fueron: Pinto Saltillo (PS),
Pinto Villa (PV), Flor de Junio Marcela (FIJM), Negro Papaloapan (NP) y Negro
Durango (ND). Las variedades criollas que se utilizaron fueron: Rosa de Castilla
(RC) y Negro San Luis (NSL). En cuanto a las variedades silvestres se utilizaron
cuatro, que incluyen: Phaseolus vulgaris 11 (Pv11), Phaseolus vulgaris 4 (Pv4),
Phaseolus vulgaris 27 (Pv27) y Chihuahua (CH).

Las variedades utilizadas en este proyecto (con excepcién de la variedad
silvestre Chihuahua) fueron donadas por el Dr. Jorge Alberto Acosta Gallegos,
investigador del Programa de Frijol del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) campo experimental Celaya. La
variedad silvestre Chihuahua fue donada por el Dr. Alfredo Herrera Estrella,
investigador del Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO).
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Tabla 1. Material vegetal utilizado.

VARIEDAD HABITO DE RAZA ESTATUS REFERENCIA
CRECIMIENTO BIOLOGICO
Pinto Saltillo | Indeterminado Durango Mejorado (Gonzalez Torres
postrado, tipo Il et. al, 2008)
Pinto Villa | Indeterminado Durango Mejorado (Acosta-Diaz et.
postrado, tipo llI al, 2004)
Flor de Junio Marcela | Indeterminado Jalisco Mejorado (Gonzalez Torres
postrado, tipo llI et. al, 2008)
Negro Papaloapan | Indeterminado Mesoamericana  Mejorado (Lopez-Salinas
arbustivo, tipo Il et. al., 2007)
Negro Durango | Indeterminado Durango Mejorado (Acosta-Diaz et.
postrado, tipo Il al, 2009)
Rosa de Castilla | Indeterminado, Jalisco Criollo
trepador, tipo IV
Negro San Luis | Indeterminado Jalisco Criollo (Acosta Diaz et.
postrado, tipo Il al, 2008)
Phaseolus vulgaris 11 | Indeterminado, Silvestre
trepador, tipo IV
Phaseolus vulgaris 4 | Indeterminado, Silvestre
trepador, tipo IV
Phaseolus vulgaris 27 | Indeterminado, Silvestre
trepador, tipo IV
Chihuahua | Arbustivo Chihuahua Silvestre
indeterminado

Las semillas de las variedades antes mencionadas se desinfectaron previamente
con una solucion de hipoclorito de sodio al 6% durante cinco minutos, se enjuagaron
tres veces con agua destilada y fueron germinadas en charolas de plastico,
utilizando sanitas de papel humedecidas con agua destilada. A todas las semillas
se les removié una parte de la testa para acelerar el proceso de germinacion. Al
cabo de una semana, las plantulas se pasaron a macetas de 1.5 L con sustrato
estandar: una parte de vermiculita, dos partes de hojas molidas (“Tierra de Hoja”,
Viveros de Silao, Gto., México), una parte de “perlita mineral expandida” (Perlita de
la Laguna, Ciudad de México, México), tres partes de “Sunshine mixture 3” (Sun
Gro horticulture, Canadd) y una porcion de tierra lama (“Tierra de limo”). Se regaron
cada gue fuese necesario para mantenerlas himedas y se fertilizaron una vez por
semana, después de 15 dias de haberse pasado a macetas, con Ferviafol 20-30-10

NPK ® (Agroquimicos Rivas S.A. de C.V., Celaya, GTO, México). Se mantuvieron
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bajo condiciones invernadero con temperaturas medias de 29 °C durante el diay 20

°C aproximadamente durante la noche, bajo condiciones de luz natural.

4.3 Cuantificacion de NEF total alas 24 h

Para comparar la secrecion de NEF como mecanismo de defensa indirecta entre
distintas variedades de frijol comun, se cuantificé la cantidad de NEF secretado por
las variedades antes mencionadas 24 h posteriores a la aplicacion del AJ (plantas

control fueron tratadas con agua).

Se seleccionaron plantas de cuatro semanas de edad o con cinco o seis hojas
verdaderas para la medicion de NEF de todas las variedades. Después de identificar
todos los nectarios peciolares de cada planta, los nectarios fueron lavados con agua
destilada para evitar residuos de NEF que interfirieran con las mediciones. Este
lavado se realiz6 una hora antes de la primer medicion, a las 06:00 h. Se realizé de

acuerdo a lo reportado por Heil y colaboradores (2000 y 2001).

Posteriormente, para cada variedad, seis plantas fueron asperjadas con agua
destilada (plantas control) y seis plantas tratadas con acido jasménico 1 mM (ambos
tratamientos por aspersion en las hojas). Después de 24 h, se cuantifico la
secrecion de NEF de cada planta utilizando 20 pL de agua destilada. Se realizaron
lavados de todos los nectarios y se cuantifico la cantidad de solidos solubles
presentes en el néctar colectado con un refractometro portable (ATAGO ®, Tokio,
Japon). El refractdmetro fue calibrado con agua destilada antes de su uso, y el
prisma y la lamina plastica se limpiaron y recalibraron después de cada medicion.
El volumen total de néctar colectado fue medido directamente del refractdmetro con
tubos capilares graduados (capilares de 5 pl Corning®, New York, USA). El néctar

colectado fue almacenado a -20 °C para su posterior analisis.

Las hojas de cada planta fueron cortadas y secadas a 50 °C por 72 horas en
horno y posteriormente pesadas en balanza analitica (Adventurer™ Pro AV53,
OHAUS®, USA). El NEF fue reportado como mg de solidos solubles por gramo de
peso seco, realizado de acuerdo a Heil y colaboradores (2000 y 2001).
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4.4 Cuantificacion de la secrecion temporal de NEF

Con el fin de hacer comparaciones sobre la temporalidad de la secrecion de NEF
entre variedades silvestres y domesticadas, se seleccionaron cuatro variedades:
dos variedades domesticadas y dos variedades silvestres. Para hacer
comparaciones entre cada grupo de plantas se selecciond la variedad que secretara
mayor cantidad de NEF y la que secretara menor cantidad. Para las variedades
domesticadas, se selecciond la variedad criolla NSL como la variedad mas
productora de NEF y la variedad mejorada FJM como la que menos cantidad de
NEF secretd. En cuanto a las variedades silvestres, se tom¢ la variedad Pv11 como
la variedad silvestre que secretd6 mas NEF y la variedad Pv27 como la que secret6
la menor cantidad. A las cuatro variedades seleccionadas se les cuantifico la
cantidad de NEF secretado cada tres horas durante 24 h continuas, comenzando
las mediciones a las 07:00 h.

Se seleccionaron 108 plantas de cuatro semanas de edad o con cinco o seis
hojas verdaderas de cada variedad. Se lavaron todos los nectarios peciolares de
cada planta con agua destilada a las 06:00 h (una hora antes de la primer medicién
gue comenzo a las 07:00 h) para evitar residuos de NEF que interfirieran con las
mediciones. Posteriormente, 54 plantas fueron asperjadas con agua destilada
(plantas control) y 54 plantas tratadas con acido jasmoénico 1 mM (ambos
tratamientos por aspersion en las hojas), esto para cada variedad de las cuatro
seleccionadas. Una hora después de aplicar los tratamientos (07:00 h) se comenzd
a cuantificar la secrecion de NEF. De manera similar a la cuantificacion realizada a
las 24 h, se seleccionaron seis plantas control y seis plantas inducidas con AJ y se
cuantificé la cantidad de NEF. Se utilizaron 20 pL de agua destilada, se realizaron
lavados de todos los nectarios y al néctar colectado se le cuantificé la cantidad de
solidos solubles con un refractémetro portable. Antes de realizar las mediciones se
calibro el refractometro con agua destilada. Para medir el volumen del néctar
colectado, se utilizaron tubos capilares graduados de 5 pL (Corning®, New York,
USA). Este procedimiento se repitio en cada medicion (cada tres horas durante 24
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horas continuas). El néctar colectado en cada medicion fue almacendo a -20 °C

para analisis posteriores.

Para determinar la cantidad de NEF secretado en mg de sélidos solubles por
gramo de peso seco de tejido de hojas, se cortaron las hojas de cada planta y se

secaron en horno a 50 °C durante 72 h.

4 .5 Determinacion de la actividad de invertasa

Para cuantificar la actividad de la enzima invertasa de pared celular (CWIN por
sus siglas en inglés: Cell wall invertase) en las variedades domesticadas (NSL y
FJM) y silvestres (Pv1l y Pv27), se colect6 tejido de nectarios peciolares de nueve
plantas seleccionadas por tratamiento (tres plantas control y tres tratadas con AJ)
de cada variedad. Se eligié la invertasa de pared celular porque se sabe que es la
gue esta involucrada en el transporte de sacarosa del floema hacia el tejido del
nectario. Los nectarios colectados fueron congelados inmediatamente en nitrégeno
liquido. Se hicieron “pools” de tres plantas (para cada tratamiento) y se analizaron
tres réplicas bioldgicas por cada tratamiento.

La actividad enzimética fue cuantificada como describe Ruhimann y col. (2010)
con algunas modificaciones. Brevemente, se pesaron 50 mg de tejido de nectarios
molidos y se mezclaron con 500 ul de solucion amortiguadora HEPES/NaOH a 50
mM frio, a 4 °C (con pH 8.0, constituido por 5 mM MgClI2, 2 mM EDTA, 1 mM MnCiI2,
1mM CaCl2 y 50 mM de HEPES). Las muestras fueron incubadas en hielo durante
10 min y después se centrifugaron a 13 000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se descart6
el sobrenadante y la pastilla restante (que contenia la pared celular con las
invertasas de interés) fue lavada tres veces con 500 pl de solucién amortiguadora
HEPES/NaOH, como se describe anteriormente. Posteriormente, las pastillas
fueron lavadas con 500 ul de citrato de sodio 80 mM frio, a 4 °C (con pH de 4.8) y
centrifugadas a 13 000 rpm (decantando el sobrenadante).

Para determinar la actividad de invertasa, se tomo el método que utilizé Heil y
col. (2005, 2014) y se realizaron algunas modificaciones: se afiadieron 300 pl de
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citrato de sodio 80 mM a temperatura ambiente (con pH de 4.8) a las pastillas del
procedimiento anterior, se mezclaron y se incubaron a 37 °C durante 5 min (Vortemp
®, Woodbridge, USA). Las muestras fueron después centrifugadas a 11 000 rpm
durante cinco min a temperatura ambiente. Se tomaron 30 yl del sobrenadante de
cada muestra, se colocaron en una microplaca de 96 pozos y a cada muestra se le
afiadieron 180 pl de la solucién de reaccion HK (Glucose (HK) Assay Kit Product
Code GAHK-20, Sigma-Aldrich). Se midié la absorcion a 340 nm en un lector de
microplacas (pQuant ®, Winooski, USA). Enseguida, se afiadieron 100 ul de
sacarosa (100 mM) a las muestras en la microplaca, después de alcanzar el estado
estacionario y se realizaron lecturas de absorcion cada 10 min durante 75 min
(Figura 5). La actividad de la invertasa se calculé a partir de la pendiente del

incremento lineal de la absorcién después de la adicion de sacarosa.
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Figura 5. Curva de la actividad de invertasa en frijol (variedad FIM). Se observa que la enzima
es inducida por la aplicacién exégena de AJ a las plantas. Las barras representan la media + EE (n
= 3), t de student, * p <0.05.

4.6 Analisis de azucares

Para determinar la cantidad de azlcares presentes en el néctar colectado

(Glucosa = Glu, Fructosa = Fru y Sacarosa = Suc) de las 4 variedades
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seleccionadas, se derivatizaron las muestras obtenidas de NEF y analizaron en un
Cromatografo de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (por sus siglas en
inglés GC-EIMS).

Para ello, al néctar colectado se le agregaron 0.5 ml de agua destilada. De la
mezcla, se tomaron 20 pl y se secaron por vacio (equipo MAXY dry plus®, USA).
Las pastillas restantes fueron derivatizadas con 80 ul de BSTFA (N, O-Bis
(trimetilsilil) trifluoro-acetamida con trimetilclorosilano, Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania) y 20 ul de pirimidina (J. T. Baker ®, Xalostoc, México). Posteriormente,
se incubaron a 80° durante 30 minutos. Después de la incubacién se agregaron 100
pl de isoctano y posteriormente se analizaron con el sistema GC-EIMS (Agilent
Technologies, Santa Clara CA, USA).

Se utiliz6 una columna de HP-5MS (5% Fenil metil siloxano: 30 m de longitud,
0.250 um de diametro y 0.25 um de capa, Agilent Technologies, California, USA).
El programa utilizado tuvo temperatura inicial del horno de 70 °C por 5 min, un
incremento de 5 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 280 °C (mantenida
durante 5 min). El tiempo de corrida fue de 52 min. Se inyecté 1 pl de muestra de
manera automatica por el cromatégrafo. La identificacion de los azucares (Glu, Fru
y Suc) fue realizado comparando el espectro de las sustancias estandar con la
biblioteca de espectros de masas del Instituto Nacional de Normas y Tecnologias
(Nist ® 0.5).
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5. RESULTADOS

5.1 Cuantificacion de NEF en variedades silvestres y domesticadas.

La cuantificacion de NEF se realizé en dos temporadas distintas: la primer
medicion se realizo en la temporada Otofio - Invierno y la segunda en la temporada

Primavera - Verano.

En los resultados de la primer temporada (Otofio - Invierno) se encontré que la
variedad que secretdé mayores cantidades de NEF después de 24 h de aplicar los
tratamientos fue la variedad criolla NSL (Figura 6). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la variedad NSL en comparacién con todas las
variedades utilizadas, asi como entre el tratamiento control y el tratamiento con AJ
en esta variedad (Tabla 2, p < 0.05, Bonferroni, ANOVA de dos factores). No se
observaron diferencias significativas entre tratamientos (plantas control y tratadas

con AJ) en ninguna variedad ademas de NSL.

La secreciéon minima de NEF se observé en FIM con medias de 0.06 y 0.07 mg
- gt - 24h? (tratamiento control y AJ respectivamente), comparando con NSL que
fue de 0.48 y 0.75 mg - g - 24h respectivamente. Al hacer la comparacion del
efecto del tratamiento y la variedad en la secrecién de NEF, se puede ver que por
separados tienen un efecto significativo pero en conjunto no (Tabla 2, ANOVA de

dos factores, p < 0.05).
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Figura 6. Secrecion de NEF de frijol comin en temporada Otofio - Invierno. EI NEF se
cuantific6 24 h después de aplicar los tratamientos. La variedad criolla NSL secret6 mayor
cantidad de NEF, comparando las variedades silvestres y domesticadas. PS = Pinto Saltillo; PV =
Pinto Villa; FIM = Flor de Junio Marcela; NP = Negro Papaloapan; ND = Negro Durango; RC = Rosa
de Castilla; NSL = Negro San Luis; Pv1l = P. Vulgaris 11; Pv4 = P. vulgaris 4; Pv27 = P. vulgaris 27;
CH = Chihuahua; AJ = Acido Jasmoénico; Ctrl. = Control. Las barras representan la media de la
secrecion de NEF (miligramos de sélidos solubles por gramo de peso seco de tejido de hoja por 24
h) £ EE (n = 6). Diferentes letras indican diferencias significativas entre todas las combinaciones de
factores (ANOVA de dos factores, Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 2 para los efectos
del tratamiento y la variedad en la secrecién de NEF.

Tabla 2. Influencia de la variedad y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ) en la
secrecion del NEF de distintas variedades de frijol comin. Temporada Otofio — Invierno.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadratica
Variedad 2.914 10 0.291 19.154 0.000 0.635
Tratamiento 0.144 1 0.144 9.462 0.003 0.079
Variedad * Tratamiento 0.170 10 0.017 1.117 0.356 0.092

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

Las cuantificacidbnes de NEF realizadas en el segundo experimento (temporada
de Primavera — Verano) indican que las variedades NSL, ND y NP con mas actividad
produjeron en promedio entre 0.3 y 0.7 mg de NEF por gramo de peso seco por 24
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h, mientras que las tasas de produccién mas bajas se observaron en las variedades
Pv27, Pv4 y FIM con secreciones entre 0.02 y 0.11 mg de NEF por gramo de peso
seco por 24 h (Figura 7).
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Figura 7. Secrecién de NEF en temporada Primavera-Verano. Se observa de manera general que
las variedades domesticadas secretan mayores cantidades de NEF en comparacién con las
silvestres. PS = Pinto Saltillo; PV = Pinto Villa; FIM = Flor de Junio Marcela; NP = Negro Papaloapan;
ND = Negro Durango; RC = Rosa de Castilla; NSL = Negro San Luis; Pvll = P. Vulgaris 11; Pv4 =
P. vulgaris 4; Pv27 = P. vulgaris 27; CH = Chihuahua; AJ = Acido Jasmonico; Ctrl. = Control. Las
barras representan la media de la secrecion de NEF (miligramos de sélidos solubles por gramo de
peso seco de tejido de hoja por 24 h) + EE (n = 6). Diferentes letras indican diferencias significativas
entre todas las combinaciones de factores (ANOVA de dos factores, Post hoc prueba Bonferroni, p <
0.05). Ver Tabla 3 para los efectos del tratamiento y la variedad en la secrecién de NEF.

Al igual que en el primer experimento realizado en Otofio-Invierno, al evaluar el
efecto que tiene el tipo de variedad y tratamiento aplicado en la secreciéon de NEF
s6lo se encontraron diferencias significativas cuando se evaltan por separado
(Tabla 3).

Por otra parte, a diferencia de la primer cuantificacion de NEF realizado en Otoiio-
Inviero, se observo que las variedades domesticadas secretaron mayor cantidad de

NEF en comparacion con las variedades silvestres. En esta cuantificacion se
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observaron diferencias significativas entre tratamientos en las variedades
domesticadas NSL, PS y NP (p < 0.05, Bonferroni, ANOVA de dos factores).

Tabla 3. Influencia de la variedad y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ) en la
secrecion del NEF de distintas variedades de frijol coman. Temporada Primavera — Verano.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadratica
Variedad 3.550 10 0.355 34.784 0.000 0.760
Tratamiento 0.192 1 0.192 18.790 0.000 0.146
Variedad * Tratamiento 0.116 10 0.012 1.139 0.340 0.094

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

5.2 Curvas de secrecion de las variedades seleccionadas
5.2.1. Variedades domesticadas

La curva de secrecién de la variedad criolla NSL solo present6 diferencias
significativas entre tratamientos a las 07:00 h, en la primer medicién después de la
aplicacion del tratamiento (Figura 8; p < 0.05, Bonferroni, ANOVA de medidas
repetidas). Después de 24 h de aplicar los tratamientos se observo el pico maximo
de secrecion, donde las plantas control secretaron mayor cantidad de néctar
comparadas con las plantas tratadas con AJ (con medias de 0.43 y 0.33
respectivamente), pero sin diferencias significativas. El aumento de la secrecién de
NEF inducida por AJ ocurrié durante las primeras horas de tratamiento, que en este

caso corresponden a horas con luz (durante el dia).

El andlisis de los efectos de la hora y el tratamiento en la secrecion de NEF revelo
diferencias significativas entre las horas pero no en la respuesta a la aplicacion de
AJ solamente (p < 0.05, Tabla 4). La interaccion del efecto hora y tratamiento resulto
ser significativo (p <0.05), lo cual indica que cada factor depende del otro para que

se lleve a cabo una secrecién significativa de NEF.
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Figura 8. Secrecion temporal de NEF en la variedad criolla NSL. Se cuantifico la secrecién de
NEF cada tres horas durante 24 h. El pico maximo de secrecion en esta variedad se dio a las 24 h,
observando que las plantas tratadas con AJ secretaron menos néctar comparando con las plantas
control. AJ = Acido Jasménico; Ctrl. = Control. Las barras representan la media de la secrecion de
NEF (miligramos de sélidos solubles por gramo de peso seco de tejido de hoja) + EE (n = 6). Los
asteriscos (*) indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de medidas repetidas,
Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 4 para los efectos del tratamiento y la hora en la
secrecion de NEF.

Tabla 4. Analisis del efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ)
en la secreciéon del NEF en la variedad criolla NSL.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadratica
Hora 24.064 3 8.842 131.791 0.000 0.963
Tratamiento 0.014 1 0.014 0.768 0.421 0.133
Hora * Tratamiento 1.942 3 0.573 6.117 0.004 0.550

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

La secrecion de NEF de la variedad domesticada FJM (linea mejorada
seleccionada la que menos NEF secreta), no presenté diferencias significativas
entre tratamientos pero si entre las horas del dia (Figura 9; Tabla 5). En las

mediciones realizadas durante 24 h, se observd que las plantas tratadas con AJ
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aumentaron su secreciéon durante el dia (resultados similares a la variedad NSL en
plantas tratadas con AJ, aunque ambas variedades sin diferencias significativas) y
disminuyeron la secrecién durante la noche. El pico minimo de secrecién ocurrié a
las 07:00 y 22:00 h (con medias de 0.036 y 0.39 mg de NEF respectivamente) y el
pico maximo a las 13:00 h (con media de 0.099 mg de NEF).
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Figura 9. Secrecion temporal de NEF en la variedad domesticada FIM. Se realizaron mediciones
cada 3 h de la cantidad de néctar secretado (utilizando refractometro se midié la cantidad de sélidos
solubles) durante 24 h. Se observé una mayor secrecion durante el dia (mayor en plantas tratadas
con AJ). AJ = Acido Jasmoénico; Ctrl. = Control. Las barras representan la media de la secrecion de
NEF (miligramos de sélidos solubles por gramo de peso seco de tejido de hoja) + EE (n = 6). No se
encontraron diferencias significativas entre todas las combinaciones de factores (ANOVA de
medidas repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 5 para los efectos del
tratamiento y la hora en la secrecion de NEF.

Con el analisis ANOVA de medidas repetidas so6lo se observé un efecto
significativo en la secrecion de NEF cuando se evalu6 la hora (Tabla 5), el
tratamiento de manera individual no presentd diferencias significativas ni la

combinacion de ambos (hora * tratamiento).
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Tabla 5. Andlisis del efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ)
en la secrecion del NEF en la variedad domesticada FIM.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadrética
Hora 0.017 8 0.002 3.196 0.007 0.390
Tratamiento 0.001 1 0.001 0.387 0.561 0.720
Hora * Tratamiento 0.008 8 0.001 1584 0.161 0.241

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

5.2.2 Variedades silvestres

En la variedad Pv11 (seleccionada como una de las variedades silvestres que
mas NEF secretd), la curva de secrecion presentd diferencias significativas entre
tratamientos solo a las 24 h después de comenzar las mediciones (Figura 10; p <
0.05, Bonferroni, ANOVA de medidas repetidas). Se observa que la secrecién de
NEF en plantas tratadas con AJ disminuyé durante el dia (comparando con plantas
control) y aumenta durante la noche. En cambio, en las plantas control, se observa
una tendencia hacia un aumento en la cantidad de néctar durante el dia (resultados
contrarios a los observados en las variedades domesticadas), aunque sin
diferencias estadisticamente significativas (Bonferroni, ANOVA de medidas
repetidas, Tabla 6). Se detectd el pico maximo de secrecion a las 24 h después de
comenzar las mediciones en plantas tratadas con AJ (con un promedio de 0.287 mg
de solidos solubles), mientras que en plantas control se detecté a la 13:00 h (con un

promedio de 0.242 mg de sélidos solubles), durante el dia.

No se observd un efecto significativo en la secrecion de NEF del tratamiento
aplicado, de la hora, asi como de la combinacién de ambos, como se puede ver en
la Tabla 6.
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Figura 10. Plantas tratadas con AJ secretan mayor cantidad de NEF durante la noche en la
variedad silvestre Pv11. Cuantificando nectar cada 3 h durante 24 h, se observé en esta variedad
que plantas tratadas con AJ secretaron mayores cantidades de nectar durante la noche, comparadas
con plantas control, que secretaron mayores cantidades de nectar durante el dia. AJ = Acido
Jasmonico; Ctrl. = Control. Las barras representan la media de la secreciéon de NEF (miligramos de
sélidos solubles por gramo de peso seco de tejido de hoja) £ EE (n = 6). Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA de medidas repetidas, Post hoc prueba
Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 6 para los efectos del tratamiento y la hora en la secrecién de NEF.

Tabla 6. Analisis del efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ)
en la secrecién del NEF en la variedad criolla silvestre Pv11.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadratica
Hora 0.057 8 0.007 0.943 0.491 0.159
Tratamiento 0.014 1 0.014 3.441 0.123 0.408
Hora * Tratamiento 0.099 6 0.017 1.867 0.120 0.272

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?= Eta al
cuadrado parcial.

La curva de secrecion de la variedad Pv27 (linea silvestre que secreté menos
NEF) presento diferencias significativas entre tratamientos a diferentes horas: a las
07:00, 10:00, 16:00, 01:00 h y ademas, 24 h después de aplicar los tratamientos
(Figura 11; p < 0.05, Bonferroni, ANOVA de medidas repetidas). Se observaron dos
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picos maximos de secrecion, esto en plantas tratadas con AJ, a las 10:00 y 04:00 h
(con promedios de 0.197 y 0.254 mg de sdlidos solubles respectivamente, Figura
10). La secrecion de NEF de plantas tratadas con AJ aumentdé durante la noche

(resultados similares a los observados en la variedad silvestre Pv11).
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Figura 11. Secrecion temporal de NEF en la variedad silvestre Pv27. El pico maximo de secrecion
en esta variedad se observé a las 04:00 h en plantas tratadas con AJ (significativamente mayor
comparado con plantas control). De manera similar, se observé un pico a las 10:00 h. Se realizaron
mediciones cada 3 h durante 24 h. AJ = Acido Jasmonico; Ctrl. = Control. Las barras representan la
media de la secrecién de NEF (miligramos de sélidos solubles por gramo de peso seco de tejido de
hoja) + EE (n = 6). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de
medidas repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 7 para los efectos del
tratamiento y la hora en la secrecion de NEF.

El analisis estadistico reveld que la hora y la interaccion de la hora con el
tratamiento tenian un efecto significativo en la secreciéon de NEF (p < 0.05, Tabla 7),
lo cual indica que la secrecion de NEF en la variedad Pv27 en el esquema

experimental usado depende de la hora de aplicacion de la hormona.
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Tabla 7. Andlisis del efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ)
en la secrecion del NEF en la variedad silvestre Pv27.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadrética
Hora 0.152 6 0.028 5.457 0.001 0.522
Tratamiento 0.042 1 0.042 12.314 0.170 0.711
Hora * Tratamiento 0.114 5 0.025 8.394 0.000 0.627

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

El andlisis de la secrecién temporal de NEF mostré patrones diferentes de
secrecion en cuanto a variedades domesticadas y silvestres. De manera general,
las variedades domesticadas utilizadas secretan mayores cantidades de NEF
durante el dia cuando se tratan con AJ, por el contrario, las variedades silvestres

secretan mayores cantidades por la noche cuando se asperjan con AJ.

5.3 Laactividad de invertasa en las variedades silvestres y cultivadas.
5.3.1 Variedades domesticadas

Al cuantificar la actividad de invertasa en la variedad criolla NSL, se observaron
diferencias significativas entre plantas control y plantas tratadas con AJ) a las 17:00
h (Figura 12; p < 0.05, Bonferroni, ANOVA de medidas repetidas). Se observo una
mayor actividad de la enzima durante el dia, presentando el pico maximo de
actividad enzimética a las 13:00 h en plantas tratadas con AJ (con una media de
0.136 mg Glu - mI*- min!). A las 22:00 h se observé la menor actividad de la enzima
(con promedio de 0.720 mg Glu - mlIt - min't) en plantas control. Se observa
ademas, que la actividad de esta enzima mostré una tendencia hacia un aumento

con la aplicacién exégena de AJ (aungue no significativamente).

No se encontré una correlacion significativa entre el tratamiento y la hora *
tratamiento con la secreciéon de NEF (Tabla 8), pero si se observaron diferencias

significativas entre las horas en que se realizaron las mediciones.
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Figura 12. Cuantificacion de la actividad de invertasa en la variedad criolla NSL. Se cuantifico
la actividad de la enzima invertasa a diferentes horas del dia. Se observa una mayor actividad
durante el dia, y ademas que la enzima es inducible por AJ. AJ = Acido Jasménico; Ctrl. = Control.
Las barras representan la media de la de la actividad de la enzima para hidrolizar sacarosa
(microgramos de glucosa liberada por mililitro por minuto) + EE (n = 3). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre todas las combinaciones de factores (ANOVA de medidas repetidas,
Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 8 para los efectos del tratamiento y la hora en la
actividad de la invertasa.

Tabla 8. Efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ) en la actividad
de la enzima invertasa de nectarios extraflorales de frijol comun, utilizando la variedad criolla NSL.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadratica
Hora 0.009 8 0.001 5.036 0.003 0.716
Tratamiento 0.003 1 0.003 5.220 0.150 0.723
Hora * Tratamiento 0.003 5 0.000 1.459 0.280 0.422

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?= Eta al
cuadrado parcial.

Asi mismo, en la variedad domesticada FJM, se observé una mayor actividad
enzimatica durante el dia (aunque sin diferencias significativas), obteniendo el pico
maximo de actividad a las 10:00 y 13:00 h (con promedios de 0.071 y 0.061 mg Glu

- mlt . min? respectivamente, Figura 13). Estos resultados coinciden con los

35



obtenidos en la variedad NSL, donde la mayor actividad de la enzima se di6é durante
el dia y aument6 cuando se aplico de manera exdgena AJ. En esta variedad no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos a ninguna hora (Bonferroni,
ANOVA de medidas repetidas). Tampoco se encontraron diferencias significativas
entre las horas en las que se realizaron las mediciones y en la interaccion de la hora

con el tratamiento aplicado (Tabla 9).
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Figura 13. La actividad de la enzima invertasa aumenta en plantas inducidas con AJ durante
el dia en la variedad domesticada FIJM. Se observa una mayor actividad de la enzima durante el
dia. Ademas, se observa que la actividad de la enzima es inducida por la aplicacion de AJ (sélo a
algunas horas del dia). AJ = Acido Jasménico; Ctrl. = Control. Las barras representan la media de la
actividad de la enzima para hidrolizar sacarosa (microgramos de glucosa liberada por mililitro por
minuto) = EE (n = 3). No se encontraron diferencias significativas entre todas las combinaciones de
factores (ANOVA de medidas repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 9 para los
efectos del tratamiento y la hora en la actividad de la invertasa.
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Tabla 9. Efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ) en la actividad
de la enzima invertasa de nectarios extraflorales de frijol comun, utilizando la variedad domesticada
FIM.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadrética
Hora 0.010 8 0.001 2507 0.056 0.556
Tratamiento 0.003 1 0.003 9.892 0.088 0.832
Hora * Tratamiento 0.002 8 0.000 0.499 0.840 0.200

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

5.3.2 Variedades silvestres

Por otra parte, en la variedad silvestre Pvll, no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos a ninguna hora del dia (Bonferroni, ANOVA de
medidas repetidas, Tabla 10). Interesantemente, la mayor actividad se presentd
durante el dia en las plantas control (con excepcion de las 22:00 h y también 24 h
después de comenzar los tratamientos, Figura 14). El pico maximo de actividad se
observé a las 10:00 h (con un promedio de 0.118 mg Glu - mI't- min't) cuando las
plantas se trataron con AJ. Se observé también, que durante la noche disminuyo la
actividad de la enzima, con una menor actividad a la 01:00 h (con promedio de 0.323

mg Glu - mIt- min?).

El andlisis estadistico reveld diferencias significativas soélo entre las horas en las
que se realizaron las mediciones, pero no entre los tratamientos aplicados ni

tampoco entre la interaccion de ambos factores (Tabla 10).
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Figura 14. La actividad de invertasa se ve aumentada en plantas control durante el dia en la
variedad silvestre Pv11. Se observo en esta variedad una menor actividad de la enzima invertasa
durante la noche. Ademas, durante el dia, en las plantas control se detecté mayor actividad de la
enzima. AJ = Acido Jasménico; Ctrl. = Control. Las barras representan la media de la actividad de
la enzima para hidrolizar sacarosa (microgramos de glucosa liberada por mililitro por minuto) = EE
(n=3). No se observaron diferencias significativas entre tratamientos, sélo entre variedades (ANOVA
de medidas repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 10 para los efectos del
tratamiento y la hora en la actividad de la invertasa.

Tabla 10. Efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ) en la actividad
de la enzima invertasa de nectarios extraflorales de frijol comun, utilizando la variedad silvestre Pv11.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadratica
Hora 0.026 8 0.003 4.560 0.005 0.695
Tratamiento 0.002 1 0.002 0.754 0.477 0.274
Hora * Tratamiento 0.004 3 0.001 0.613 0.644 0.235

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

Finalmente, en la variedad silvestre con menos secreciéon de NEF (Pv27), se
observaron diferencias significativas entre tratamientos a las 07:00 h (24 h después

de iniciar los tratamientos) en la actividad de invertasa (p < 0.05, Bonferroni, ANOVA
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de medidas repetidas). En esta variedad, la actividad de la enzima se mantuvo mas
0 menos estable, decayo a las 19:00 h y comenz6 a aumentar ligeramente durante
la noche (Figura 15). Se observO ademas que cuando se aplicé AJ como
tratamiento, aumenté ligeramente la actividad sin importar si fuese de dia o de
noche (con excepcion de las 16:00 y 22:00 h). La enzima presentd menor actividad
a las 01:00 h en plantas control (con promedio de 0.025 mg Glu - ml*t- min'), esto
fué, durante la noche. Por el contrario, la actividad maxima de la enzima se observo
24 h después de aplicar los tratamientos, esto fué, a las 07:00 h (con una media de
0.114 mg Glu - mIt- min?).
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Figura 15. Cuantificacion de la actividad de invertasa en la variedad silvestre Pv27. Se
observaron diferencias significativas a las 24 h después del tratamiento. AJ = Acido Jasmonico; Ctrl.
= Control. Las barras representan la media de la actividad de la enzima para hidrolizar sacarosa
(microgramos de glucosa liberada por mililitro por minuto) + EE (n = 3). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre todas las combinaciones de factores (ANOVA de medidas repetidas,
Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 11 para los efectos del tratamiento y la hora en la
actividad de la invertasa.

En el analisis estadistico se encontraron efectos significativos de la hora, de la

interaccion de la hora con el tratamiento aplicado en la actividad de invertasa,

aunque no del tratamiento aplicado solamente (Tabla 11).
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Tabla 11. Efecto de la hora y el tratamiento aplicado (plantas control y tratadas con AJ) en la actividad
de la enzima invertasa de nectarios extraflorales de frijol comun, utilizando la variedad silvestre Pv27.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadrética
Hora 0.016 4 0.004 19.664 0.000 0.908
Tratamiento 0.002 1 0.002 16.960 0.054 0.895
Hora * Tratamiento 0.003 8 0.000 2.916 0.033 0.593

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

En resumen, la actividad de invertasa se vi6 aumentada durante el dia en las
variedades silvestres y domesticadas, y la aplicacion exdgena de AJ aumento
ligeramente la actividad de la invertasa en todas las variedades a distintas horas,

aungue no significativamente.

5.4 Cuantificacion de azucares de las variedades seleccionadas
5.4.1 Variedades domesticadas

Se obtuvieron las curvas temporales del contendido de azlcares en el NEF de
las variedades seleccionadas (NSL y FIJM como variedades domesticadas, Pvlly
Pv27 como variedades silvestres) para analizar la cantidad de azUcares presentes
en el néctar secretado a diferentes horas del dia, en plantas con y sin tratamiento
por AJ.

En la variedad NSL (variedad domesticada con mayor secrecidén de néctar) no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos a ninguna hora del dia (p <
0.05, Bonferroni, ANOVA de medidas repetidas, Tabla 12).

Se obtuvieron cantidades mas altas de sacarosa que de fructosa y glucosa. En
esta variedad domesticada, se observo que el néctar con mayor cantidad de
azucares (fru, glu y sac) se obtuvo 24 h después de aplicar los tratamientos en las

plantas control, con promedios de 9.76, 8.08 y 17.52 ug/ml respectivamente (Figura
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16). Se encontré, ademas, que durante las primeras horas después de aplicar los

tratamientos el néctar secretado contenia menos azucares que horas posteriores.
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Figura 16. La mayor cantidad de azlicares en la variedad criolla NSL se encontr6 24 h después
de aplicar los tratamientos. Se cuantific6 glucosa, fructosa y sacarosa cada 3 h durante 24 h en
plantas tratadas con AJ y control. Se observé que los azlcares medidos no son inducibles por AJ y
que la mayor cantidad de azlcares se obtiene en plantas control después de 24 h de iniciar los
tratamientos. J = Acido Jasménico; C = Control; FRU = Fructosa; GLU = Glucosa; SAC = Sacarosa.
Las barras representan la media + EE (n = 3). No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos a ninguna hora del dia (ANOVA de medidas repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p <
0.05). Ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.Tabla 11 para los efectos del tipo de
azucar, la hora y el tratamiento en la secrecion de NEF.

En el analisis estadistico se observaron diferencias significativas en cuanto al tipo
de azucar medido, también con respecto a la hora y a la combinacion de ambos
factores (azucar * hora, Tabla 12), lo cual indica que se secretaron distintas

cantidades de glucosa, fructosa y sacarosa a lo largo del dia, sin embargo, si se
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aplica AJ no cambia significativamente la cantidad de glucosa, fructosa y sacarosa

en el néctar con respecto al control.

Tabla 12. Resultados de las interacciones del tipo de azlcar, la hora y el tratamiento aplicado
(plantas control y tratadas con AJ), en la secrecién de NEF utilizando la variedad criolla NSL.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadratica
Azucar 373.579 2 186.789 1234.366 0.000 0.998
Hora 979.989 7 143.891 20.763 0.000 0.912
Tratamiento 3.914 1 3.914 0.724 0.484 0.266
Azucar * Hora 104.521 16 6.533 10.726  0.000 0.843
Azucar * Tratamiento 0.339 2 0.169 0.587 0.598 0.227
Hora * Tratamiento 79.465 2 48.545 2.068 0.257 0.508
Azucar * Hora * 15.529 3 6.101 2.009 0.229 0.501

Tratamiento

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

Por otra parte, en la variedad domesticada FJM (variedad domesticada que
secretd menos NEF) se observaron diferencias significativas entre tratamientos a
las 22:00 h y también 24 h después de ser aplicados los tratamientos en los tres
azucares cuantificados (p < 0.05, Bonferroni, ANOVA de medidas repetidas).
Ademas, la cuantificacién de azucares indico que la cantidad maxima para los tres
tipos de azucares se obtuvo entre las 19:00 y 22:00 h en plantas control (Figura 17).
En plantas inducidas con AJ, la cantidad méxima de los tres tipos de azucares no

ocurrié en horas compartidas.
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Figura 17. Plantas no tratadas secretan mayor cantidad de azucares en la variedad
domesticada FJM. Se cuantificd la cantidad de glucosa, fructosa y sacarosa en nectar colectado
cada 3 h durante 24 h, en plantas control e inducidas con AJ. Se observé que los azlcares
cuantificados no son inducibles por AJ en la variedad domesticada FIM. J = Acido Jasménico; C =
Control; FRU = Fructosa; GLU = Glucosa; SAC = Sacarosa. Las barras representan la media + EE
(n = 3). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de medidas
repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 11 Tabla 13 para los efectos del tipo de
azucar, la hora y el tratamiento en la secrecién de NEF.

Se observo que solo el tipo de azucar presentd diferencias significativas en el
analisis de medidas repetidas (ANOVA). El tratamiento y la hora de manera general
no mostraron un efecto significativo en la secrecion de los distintos azucares en el
NEF, asi como la combinacién de ambos los factores (Tabla 13). Esto es, que bajo
las condiciones experimentales utilizadas en el presente trabajo, con la aplicacion
de AJ alas plantas, no secretaron mas azucares (de manera significativa) y tampoco
se observaron diferencias en las cantidades de los distintos azucares en el NEF a

lo largo del dia.
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Tabla 13. Resultados de las interacciones del tipo de azlcar, la hora y el tratamiento aplicado
(plantas control y tratadas con AJ), en la secrecién de NEF utilizando la variedad domesticada FIM.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadrética
AzUcar 232.427 1 231.373 105.216 0.009 0.981
Hora 9.254 8 1.157 0.810 0.604 0.288
Tratamiento 14.912 1 14912 8.656 0.099 0.812
Azlcar * Hora 5.883 7 0.903 1.051 0.441 0.344
Azlcar * Tratamiento 4.613 1 4,613 4.923 0.157 0.711
Hora * Tratamiento 27.963 3 10.667 3.884 0.087 0.660
Azlcar * Hora * 9.778 3 3.022 4,157 0.058 0.675

Tratamiento
ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?= Eta al
cuadrado parcial.

Comparando los resultados obtenidos en la variedad criolla NSL con la variedad
mejorada FIM (variedades domesticadas), se observa una relacion entre la cantidad
de néctar secretado con la concentracion de azlcares, ya que el néctar obtenido de
la variedad NSL (variedad que secretd6 mayores cantidades de NEF) se encontro
mas concentrado de azucares, pero sin diferencias significativas entre tratamientos
y el NEF de la variedad mejorada FIM (variedad que menos secreta NEF) presento

menos cantidad de los tres azucares medidos.

5.4.2 Variedades silvestres

En la variedad silvestre Pv1ll (seleccionada por ser la variedad silvestre que
presentdé mayor produccién de néctar) se obtuvieron diferencias significativas entre
tratamientos a las 16:00 h Unicamente para fructosa y glucosa (p < 0.05, Bonferroni,
ANOVA de medidas repetidas) con mayores cantidades en plantas control (Figura
18. Cantidad de azucares en el NEF de la variedad silvestre Pvl1l. Se observé que
la mayor secrecion de plantas tratadas en inducidas con AJ se da a las 22:00
h y 24 h después del tratamiento. J = Acido Jasménico; C = Control; FRU =
Fructosa; GLU = Glucosa; SAC = Sacarosa. Las barras representan la media +
EE (n = 3). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre

tratamientos (ANOVA de medidas repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p <
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0.05). Ver Tabla 11 Tabla 14 para los efectos del tipo de azucar, la horay el
tratamiento en la secrecion de NEF.Figura 18). Ademas, cuando las plantas eran
tratadas con AJ, aumento ligeramente la cantidad de glucosa en el néctar durante
la noche (22:00 h en adelante). La secrecion de sacarosa tuvo variaciones a lo largo
del dia en plantas tratadas y control. El pico maximo de sacarosa en las plantas
control fue después de 24 h de iniciados los tratamientos (con un promedio de 6.18
pg/ml) y en plantas tratadas con AJ a las 22:00 h (con una media de 5.70 pg/ml). En
cuanto a la aplicacion de AJ y su efecto en la concentracion de sacarosa en el NEF,
se observo un incremento considerable de este azlcar con respecto al control a las
19:00 h (aunque sin diferencias significativas), incluso aumenté a las 22:00 h (Figura
18).

8.0 Tratamiento

6.0+ 1

2.0 { }i D* m.f iDI
0.0~

8.0+

=
=
|
n&l:lzI

6.0
4.0+

2.0 *
0.0=

8.0

Hg/ml
n19
leonzy

6.0+

ovs

2.0

0.0=
0700 10:00 13:00 16:00 12:00 22:00 01:00 04:00 OF:00

I-—I-ora
Figura 18. Cantidad de azucares en el NEF de la variedad silvestre Pv11. Se observé que la

mayor secrecion de plantas tratadas en inducidas con AJ se da a las 22:00 h y 24 h después del
tratamiento. J = Acido Jasmonico; C = Control; FRU = Fructosa; GLU = Glucosa; SAC = Sacarosa.
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Las barras representan la media + EE (n = 3). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas
entre tratamientos (ANOVA de medidas repetidas, Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla
11 Tabla 14 para los efectos del tipo de azlcar, la hora y el tratamiento en la secrecién de NEF.

En el andlisis de los factores que afectan la secrecion de los distintos azucares
se observaron diferencias significativas en el tipo de azlcar que se secreta, asi
como en la interaccion de los factores azucar * hora * tratamiento, como se puede
ver en la Tabla 14. Esto explica la variacion en las cantidades de los distintos

azucares a lo largo del dia (Figura 18).

Tabla 14. Resultados de las interacciones del tipo de azlcar, la hora y el tratamiento aplicado
(plantas control y tratadas con AJ), en la secrecion de NEF utilizando la variedad silvestre Pv27.

Suma de gl Media F Sig. Np?
cuadrados cuadréatica
Azucar 0.015 2 0.008 0.066 0.938 0.032
Hora 52.856 8 6.607 9.728 0.000 0.829
Tratamiento 0.062 1 0.062 0.119 0.763 0.056
Azucar * Hora 2.191 16 0.137 3.498 0.001 0.636
Azucar * Tratamiento 0.021 2 0.011 0.120 0.890 0.056
Hora * Tratamiento 5.822 8 0.728 1.773 0.157 0.470
Azucar * Hora * 1.122 16 0.070 1.490 0.164 0.427

Tratamiento
ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?= Eta al
cuadrado parcial.

En la cuantificacién de azucares del NEF de la variedad Pv27 (variedad silvestre
con menor produccién de néctar) se observaron diferencias significativas entre
tratamientos a las 10:00 h en cuanto a la cantidad de fructosa (p < 0.05, Bonferroni,
ANOVA de medidas repetidas). Durante la noche, este azlcar va aumentando
ligeramente conforme pasan las horas (aunque no de manera significativa, Figura
19). En cuanto a glucosa, se puede ver que este azlcar aumentd en plantas control
comparando con plantas tratadas entre las 13:00 y 19:00 h. También se observo
este aumento en fructosa y sacarosa a las mismas horas. Finalmente, analizando
las cantidades de sacarosa en el néctar en la variedad Pv27, se observaron
diferencias significativas entre tratamientos a las 19:00 h (p < 0.05, Bonferroni,

ANOVA de medidas repetidas). Cabe mencionar que las cantidades de sacarosa
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obtenidas fueron similares a las de glucosa y fructosa, esto resulta interesante ya
qgue en las otras variedades se obtuvieron mayores cantidades de sacarosa en el
NEF. En esta variedad cuando las plantas se inducen con AJ, aumentan ligeramente
los niveles de sacarosa durante la noche, mientras que durante el dia son mayores

los niveles de sacarosa en las plantas control (aunque no de manera significativa).
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Figura 19. La secrecidon de NEF en plantas inducidas se da en mayores cantidades durante la
noche en la variedad silvestre Pv27. Se observé que la cantidad de glucosa, fructosa y sacarosa
en plantas inducidas incrementa durante la noche. Por otra parte, la cantidad de sacarosa resulté
ser menor o igual a la cantidad de glucosa y fructosa. J = Acido Jasménico; C = Control; FRU =
Fructosa; GLU = Glucosa; SAC = Sacarosa. Las barras representan la media + EE (n = 3). Los
asteriscos (*) indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de medidas repetidas,
Post hoc prueba Bonferroni, p < 0.05). Ver Tabla 11 para los efectos del tipo de azucar, la hora y el
tratamiento en la secrecién de NEF.
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Al realizar el andlisis estadistico se encontraron diferencias significativas en el
tipo de azlcar y en la interaccion del tipo de azucar con la hora y el tratamiento
(Tabla 15), pero en los demas factores como hora, tratamiento o en las distintas

interacciones, no se observaron diferencias significativas.

Tabla 15. Resultados de las interacciones del tipo de azlcar, la hora y el tratamiento aplicado
(plantas control y tratadas con AJ), en la secrecion de NEF utilizando la variedad silvestre Pv11.

Suma de gl Media F Sig. Np2
cuadrados cuadratica
Azucar 144.043 2 72.022 290.522 0.000 0.993
Hora 87.010 2 39.684 4602 0.082 0.697
Tratamiento 0.100 1 0.100 0.327 0.625 0.141
Azucar * Hora 22.977 4 5.188 3.488 0.054 0.636
Azucar * Tratamiento 0.764 2 0.382 2.464 0.201 0.552
Hora * Tratamiento 35.298 8 4412 1.197 0.360 0.374
Azucar * Hora * 24.158 15 1.660 3.104 0.005 0.608

Tratamiento

ANOVA de medidas repetidas con ajuste de Bonferroni: los valores con diferencias significativas (p
< 0.05) se representan en negritas. gl = grados de libertad, F = valor de F, Sig. = valor p, ny?>= Eta al
cuadrado parcial.

Al cuantificar los azucares en el NEF en las variedades seleccionadas, de manera
general se observé que en las variedades domesticadas la aplicacion exégena de
AJ disminué la cantidad de azucares en el NEF, y que el NEF de plantas control
tiende a tener mayor cantidad de azlcares con respecto a las plantas tratadas con
AJ, tanto durante el dia como en la noche. En cuanto a las variedades silvestres, la
cantidad de azucares se mostr6 mas variable entre tratamientos a lo largo del dia.
Las plantas tratadas con AJ secretaron NEF con mayor cantidad de azucares
durante la noche y cuando no son inducidas (controles) la mayor cantidad de

azucares se observa durante el dia.
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6. DISCUSION

El objetivo principal del trabajo realizado era investigar si la domesticacion influye
en la secrecion de NEF en el frijol comun. En los resultados obtenidos se observé
gue de manera general las variedades domesticadas secretan mayor cantidad de
NEF en el dia (aunque sin diferencias estadisticamente significativas) y durante la
noche disminuye la secrecion en plantas tratadas con AJ. Por el contrario, las
variedades silvestres secretan mayor cantidad de néctar cuando son tratadas con

AJ durante la noche.

Diversos estudios demuestran que la secrecion de NEF es inducida por AJ en
frijol lima (Heil, 2004; Radhika et al. , 2010; Hernandez-Cumplido et al., 2016) y no
sélo en frijol lima, sino también en algunas otras especies de diferentes familias se

ha observado esta induccion (

Tabla 16. Especies en las cuales se ha observado una induccion de NEF por la
aplicacion AJ.). En el presente trabajo s6lo se observd la induccién en tres
variedades diferentes que fueron NSL, PS y NP (p < 0.05, Bonferroni, ANOVA de
dos factores), las cuales son variedades domesticadas. También se ha reportado
gue la respuesta de la secrecion de NEF al AJ en frijol lima es dependiente de luz
(Radhika et al., 2010; Millan-Cafiongo et al., 2014). De manera contraria, en los
datos obtenidos se observa que la secrecién en plantas tratadas con AJ de las
variedades silvestres incrementa durante la noche. Un factor que no se ha discutido
y que podria afectar los resultados obtenidos es el ritmo circadiano de la planta, y

no realmente la luz sea lo que afecta.

En cuanto a la actividad de la invertasa, no se pudo detectar una induccion por
la aplicacién exégena de AJ en ninguna de las variedades utilizadas. Ademas, se
observé que la actividad se mantuvo o aumenté durante el dia y disminuyd durante
la noche, en plantas tratadas con AJ y controles. Sélo en un estudio relacionado a
la secrecion del NEF de una planta también se ha investigado el papel

correspondiente de la invertasa y se ha reportado que la invertasa de pared celular
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responde a la aplicacién exégena de AJ (Millan-Cafiongo et al., 2014). En este
estudio, utilizaron plantas de Ricinus communis bajo condiciones naturales y

asperjaron las hojas con AJ 1 mMol, reportaron una mayor actividad de la enzima

Familia Especie Referencia en
Euphorbiaceae | Macaranga tanarius (Heil et al., 2001)
Ricinus communis (Millan-Cafiongo et al., 2014;
Radhika et al., 2008)
Fabaceae | Acacia farnesiana, Acacia (Heil et al., 2004)

cochliacantha, Acacia
macracantha, Leucaena

leucocephala
Phaseolus lunatus (Heil, 2004; Radhika et al.,
2010; Hernandez-Cumplido et
al., 2016)
Prosopis juliflora (Heil, 2004)
Salicacege | Populus trichocarpa (Escalante-Pérez et al., 2012)
Solanaceage | Solanum dulcamara (Lortzing, Calf, Bohlke,

Schwachtje, Kopka, Geuls,
Kosanke, van Dam, et al., 2016)
plantas tratadas con AJ. Por el momento, el nUmero muy limitado de reportes y el

uso de diferentes especies no permite una generalizacion, y mas estudios seran
requeridos para entender las relaciones entre el nivel de AJ, la actividad de la

invertasa de pared celular y la secrecion de NEF en plantas.

Tabla 16. Especies en las cuales se ha observado una induccién de NEF por la aplicacion AJ.
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Existe evidencia genética, fisiolégica y correlativa que indica que la invertasa
juega un papel importante en la secrecion de néctar. Por ejemplo, se ha observado
que la actividad de esta enzima es requerida para la secrecién de néctar floral en
Arabidopsis (Kram & Carter, 2009; Ruhlmann et al.,, 2010). En un estudio se
encontré actividad del gen CELL WALL INVERTASE 4 (AtCWINV4, At2g36190),
involucrado en la secrecion de néctar floral. En este trabajo, utilizando mutantes de
Arabidopsis donde se silenciaba este gen, se encontré6 que las mutantes no
producian néctar floral (Ruhimann et al., 2010). En Ricinus communis la invertasa
de pared celular se mostr6 mas activa algunas horas antes del pico de secrecion de
NEF y su disminucién precedié a la disminucion de la secrecion de NEF (Millan-
Carfiongo et al., 2014), lo cual sugiere que esta involucrada en la carga de sacarosa
del floema al nectario. Esto también se observo en plantas de Acacia cornigera, en
nectarios extraflorales (Orona-Tamayo et al., 2013).

En cuanto a la cantidad de azucares encontrados en el NEF del presente
proyecto, se observdé mucha variabilidad de acuerdo a la hora, el tipo de azlcar y
en la variedad utilizada. En las variedades domesticadas se observa que la
aplicacidon exdgena de AJ disminuye la concentracion de los azucares analizados a
lo largo del dia. En las variedades silvestres se observa una mayor cantidad de
azucares durante el dia en plantas control y durante la noche un aumento en la

concentracion de azucares en plantas tratadas con AJ.

En la literatura se ha reportado que en nectarios extraflorales de caupi (de
estipulos de hojas y de inflorescencias de tallos) se observaron concentraciones
distintas de sacarosa que tuvieron variaciones en radios de 1.5:1:1 a 0.5: 1:1 en
sacarosa: glucosa: fructosa respectivamente (Pate, Peoples, Storer, & Atkins,
1985b). En el néctar extrafloral de Ferocactus acanthodes var. leconte las
cantidades de sacarosa superaban las de glucosa y fructosa. Se discute en el
trabajo que la calidad y composicion del néctar varia en relacion a la fenologia
reproductiva de la planta (Ruffner & Clark, 1986). En el néctar extrafloral de
Macaranga tanarius se encontraron mayores cantidades de fructosa que de otros

seis azucares identificados (Heil et al., 2000). Recientemente se encontré en plantas
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de Solanum dulcamara, un incremento de sacarosa en el néctar extrafloral de
plantas inducidas con metil jasmonato, un precursor del jasmonico (Lortzing, et al.,
2016), en este mismo estudio se analizé la composicion quimica del néctar
extrafloral, y en esta especie se observa una cantidad alta de sacarosa comparada
con otros azucares. De manera general la composicion del néctar esta dado por la
especie y el tipo de consumidores que se necesitan atraer, es por ello que se
observan diferencias en las concentraciones y tipo de compuestos observados en

el presente proyecto.

Se observaron algunas incongruencias en los datos obtenidos, comparando con lo
ya reportado. En este punto es importante saber que muchos factores que no se
controlaron pudieron intervenir en los experimentos realizados y los cuales, por lo
tanto, pudieron haber generado datos muy poco reproducibles o incongruentes. Por
ejemplo, desde hace mucho tiempo, varios investigadores se han dado cuenta que
la secrecion del NEF en condiciones de invernadero o cdmaras de crecimiento, es
menos reproducible que en condiciones de campo. A parte, la secrecion del NEF se
ve influenciada por muchos factores internos como, por ejemplo, la edad de la hoja
o el estadio ontogenético de la planta, y factores externos, tanto biéticos como
abidticos. Por lo tanto, algunos de los factores que pudieron tener un efecto en los
datos obtenidos son: (1) errores experimentales, (2) dafio invisible o algunos otros
factores no controlados que causaron que las plantas se indujeran desde antes, (3)
infecciones no detectadas que causaron una induccion de la via del acido salicilico,
la cual inhibe a la ruta del AJ, (4) inhibicién por falta de consumo o reabsorcion, (5)
condiciones de luz, entre otros. En el presente trabajo se observé que algunos
factores de manera individual tienen un efecto en la secrecion del néctar, pero la
combinacion de los factores no resulta en un efecto significativo (ver Tabla 3 como
ejemplo). A continuacién se discuten algunos reportes donde se ha observado un

efecto de los factores antes mencionados en la secrecion de NEF o incluso de NF.

6.1.Factores involucrados en la secrecion del nectar

6.1.1. NEF no es siempre inducible por dafio o la aplicacion exdgena de AJ
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Varios reportes involucran el efecto de varios factores en la secrecion de néctar,
ya sea floral o extrafloral. Por ejemplo, se observaron variaciones en la produccion
de néctar extrafloral entre seis especies de Inga, y este efecto se relacioné con la
cantidad de hormigas presentes, con la presion por herbivoros y con un efecto de
la luz en la cantidad del néctar secretado (Bixenmann et al., 2011). De manera
similar, en plantas de Passiflora edulis se encontré que cuando son expuestas a luz
roja o rojo lejano, suprimen la respuesta a NEF, desencadenada por herbivoria
simulada o la aplicacion de metil jasmonato bajo condiciones de invernadero
(Izaguirre et al., 2013). En el articulo de Bixenmann et al. (2011) se discuten algunos
trabajos donde se observaron variaciones por factores biéticos o abiéticos. Los
autores llegaron a la conclusién que en condiciones ambientales caracterizadas por
una continua presion por herbivoros, se puede esperar una secrecion constitutiva
del NEF. Utilizando dos especies del género Populus (Populus trichocarpa y
Populus tremula x Populus tremuloides), se observo que en la primer especie ni la
aplicacion de heridas mecanicas ni la aplicacion de acido jasmonico, indujeron la
secrecion del NEF, sino la infestacion por insectos chupadores. (Escalante-Pérez et
al., 2012). En el presente trabajo se utilizaron diferentes variedades de la misma
especie, un elemento que podria ser un factor a considerar en la comparacion de
secrecion de NEF, ya que como se ha reportado, la secrecion de néctar es muy
variable incluso en plantas del mismo género o especie, como se observa en los

resultados del presente trabajo.

Por otra parte, las plantas usualmente expresan multiples defensas quimicas y
mecanicas de manera simultanea. En otro trabajo utilizando diferentes genotipos de
frijol lima se observd la expresion de dos sistemas de defensa: 1) defensa
constitutiva por medio de compuestos cianogénicos y tricomas o 2) defensa
inducible en la produccion de COV’s, NEF o en la actividad de la polifenol oxidasa
(Ballhorn et al., 2013). Estos resultados indican que si se enciende una via (por
ejemplo la via del acido salicilico, AS), la otra via se inhibe (por ejemplo la via del

AJ). Es probable que esto haya ocurrido en las plantas utilizadas, una posible
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infeccidn no detectada, la presién por algunos herbivoros que no se observaron o

simplemente errores en las colectas del nectar.

6.1.2. COV’'s

Se ha comprobado en diversos estudios que el NEF responde a volatiles emitidos
por otras plantas, ya sea infestadas por herbivoros, patdgenos o volatiles emitidos
de manera basal (Choh et al., 2006; Choh et al., 2006; Heil & Adame-Alvarez, 2010;
Heil & Kost, 2006; Heil & Silva Bueno, 2007; Kost & Heil, 2006).

6.1.3. Infestacion o infecciones

Muchos trabajos reportaron una inhibicion mutua entre la ruta del AJ y la ruta del
AS, la segunda siendo inducida en general por infecciones, ya sea por virus,
bacterias, hongos o herbivoros (Heil & Bostock, 2002; Thaler et al., 2012). Por lo
tanto, se esperaria que todo lo que induce la via del AS deberia inhibir al NEF.
Sorprendentemente, hay muy pocos reportes. Uno de ellos es el realizado por
Hernandez-Zepeda (2015), en el cual se observa que aplicando AS en nectarios de
plantas de Acacia, se inhibia la secrecion de NEF, pero aplicando AS con AJ,
fenidona (un inhibidor de la ruta del AJ) y estbmagos de hormiga (contienen el
compuesto que induce NEF en plantas de Acacia) se restauraba la secreciéon de
NEF.

En un trabajo usando frijol lima, se observd que plantas colonizadas por hongos
enddfitos respondieron a la aplicacién exdgena de AJ con una disminucién de la
secreccion del NEF bajo condiciones de invernadero (Navarro-Melendez & Heil
2014). Por contrario, la inoculaciéon con hongos enddfitos en plantas de Vicia faba
incrementd la produccion de néctar extrafloral, asi como la infestacién por afidos.

De manera contraria, cuando las plantas fueron simultaneamente inoculadas con el
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enddfito e infestadas con los afidos, resultdé en un decremento de la produccion de
NEF, todo bajo condiciones de invernadero (Jaber & Vidal, 2009).

6.1.4. Dependencia del consumo

Plantas de Macaranga tanarius donde el néctar fue removido diariamente durante
varios dias mostraron una disminucion en la produccion de néctar. Se utilizaron
plantas donde insectos consumidores de néctar tuvieron acceso ellas, y se observo
gue después de que los insectos consumieron el néctar, la produccién de néctar
extrafloral aument6. En plantas a las que los insectos no tuvieron acceso durante
una semana no revelaron ningin aumento marcado en la produccion del EFN
durante este lapso de tiempo (Heil et al., 2000). Estos resultados indican que la
produccién del néctar es dependiente del consumo. Esto se ha observado en otros
trabajos. Por ejemplo, en plantas de diferentes especies de Inga se encontr6 que la
produccion de NEF se inducia cuando las hormigas estaban presentes en las

plantas (Bixenmann et al., 2011).

Esto también se ha observado en algunos trabajos utilizando néctar floral. En el
néctar floral de Helleborus foetidus, se observé que cuando distintas especies de
abejas visitan el nectario, causan un efecto en la cantidad de azucares presentes
en el néctar. Las especies Andrena, Apis mellifera, y Lasioglossum no tuvieron
efecto alguno en la cantidad de azlcares, pero las especies Bombus terrestris y B.
pratorum, indujeron una reduccion en la cantidad de sacarosa, un incremento en la
cantidad de fructosa y un leve incremento en la cantidad de glucosa (Canto et al.,
2008). También se observé en plantas de Penstemon speciosus que cuando el
néctar floral fue removido cada hora durante 6 h, el doble de néctar fue secretado
acumulativamente como cuando el néctar se retiré sélo al principio y al final del
mismo periodo de 6 horas, esto bajo condiciones de campo. Estos resultados
indican que la remocion del néctar floral estimula su reposicion (Castellanos et al,
2002)
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6.1.5. Reabsorcién

El fendbmeno donde el néctar no consumido se reabsorbe se ha reportado en
diferentes especies en néctar floral y extrafloral desde hace mucho tiempo (Burquez
& Corbet, 1991; Cardoso-Gustavson et al., 2013; Escalante-Pérez et al., 2012;
Langenberger & Davis, 2002; Nepi et al., 2011; Nepi et al.,, 2001; Nepi &
Stpiczynska, 2008; Nicolson, 1995; Pederson et al., 1958; Wist & Davis, 2005;
Ziegler & Luttge, 1959). Describiendo algunos ejemplos en néctar floral, tenemos a
Agthe (1951): el autor reemplazo el NF de Euphorbia pulcherrima (planta de origen
mexicano) con una solucion acuosa de 50 % glucosa con “Kaliumfluoreszein® en
una concentracion 1:500, y observo en nectarios "viejos” los cuales ya no secretaron
nectar que la tincion entré al tejido del nectario en 7 de 75 casos, hasta al floema
del nectario (Agthe, 1951). Por otra parte, en plantas de alfalfa, se utilizé sacarosa
marcada con C'*4 para demostrar la reabsorcion del néctar y su distribucién en la
planta, esto en nectarios florales (Pederson et al., 1958). Utilizando acido glutamico
marcado con C4, Ziegler & Luttge (1959) aplicaron una solucién al 1% en nectarios
florales de Daucus carota y de Abutilon y en nectarios extraflorales de Viburnum
opulus y encontraron radioactividad en el tejido del nectario y aun en partes de la
planta mas alejadas (Ziegler & Luttge, 1959). En néctar extrafloral de plantas de
Populus tremula x Populus tremuloides se ha visto que continuamente secretan
néctar y el exceso es reabsorbido por endocitosis (Escalante-Pérez et al., 2012). En
2013, Cardoso-Gustavson y col. propusieron un método eficiente para obtener una
demostracion visual de la reabsorcion del néctar, adaptando el uso de “Lucifer
Amarillo CH” (en inglés Lucifer Yellow CH, LYCH), un colorante impermeable
fluorescente en una membrana que puede entrar en la vacuola por endocitosis (
Cardoso-Gustavson et al., 2013). Este método se comprobd en NF, en plantas de
Cucurbita pepo L. en las cuales se ha comprobado que el néctar es reabsorbido y
en plantas de Passiflora edulis Sims, en NEF, que se ha comprobado que no se
reabsorbe. Muchos estudios respaldan la reabsorcion del néctar, uno de los factores

gue pudo influenciar los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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6.1.6. Dependencia de condiciones de luz

Las condiciones de luz también juegan un papel importante en la cantidad de
néctar que se secreta. Lo demuestran estudios como el que realizaron Izaguirre y
col. en el 2013 donde se observa una disminucion en la cantidad de NEF cuando
mantienen las plantas en condiciones de luz de rojo lejano. En plantas de frijol lima,
se demostrd que la secrecién de NEF en respuesta a la aplicacion exdgena de AJ
es dependiente de luz. En los resultados obtenidos se observa un decremento de
NEF en plantas tratadas con AJ durante la noche. Esta modulacion fue afectada por
la composicion espectral (luz roja o rojo lejano) pero no por la intensidad de la luz
(Radhika et al.,, 2010). Por el contrario, en plantas de Senna mexicana var.
Chapmani la intensidad de la luz afecto la produccion de NEF, pero no la relacién
entre luz roja y rojo lejano. Las plantas que se mantuvieron en condiciones limitadas

de luz produjeron significativamente menos NEF (Jones & Koptur, 2015b).

En otro reporte donde utilizaron plantas de distintas especies de Inga, observaron
gue las plantas que tenian mas acceso a luz en el sotobosque donde se realizaron
los experimentos, incrementaban la secrecion de NEF (Bixenmann et al., 2011). De
la misma manera, en plantas de Mallotus japonicus se observo que en tratamientos
donde se utilizaba mas luz, aumentaba el tamafio de los nectarios extraflorales y a

su vez, la cantidad de NEF secretado (Yamawo & Hada, 2010).

6.1.7. Interacciones entre multiples factores

Como ya se menciond, son muchos los factores involucrados en la secrecién del
NEF. Los datos del presente estudio no concuerdan con muchos de los reportes de
la literatura, un fenébmeno que se puede explicar parcialmente por el uso de
diferentes especies. Sin embargo, aun en la literatura, se observa que la secrecion
cambia completamente en plantas de la misma especie, y en muchos de los trabajos

no se observa una correlaciéon en los datos.

En los datos obtenidos en el presente trabajo, se observo de manera general que

la temporada influye en la cantidad de NEF secretado en diferentes variedades de
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frijol comun. Esto podria estar relacionado con las condiciones climaticas, ya que
en temporada de Otofilo — Invierno existe una reduccion en la temperatura y
humedad, lo cual para el frijol se sabe que son factores importantes para que se
mantenga y reproduzca de manera adecuada. Es por ello que quiza la planta invierta

Sus recursos en mantenerse y no en defensa.

El aumento en la secrecién de néctar durante la noche en las variedades
silvestres tratadas con AJ, se pudo deber a una posible induccién por patdégenos o
dafio por herbivoros que no se detectd. También pudo ser causada por la induccion
de COV’'s de plantas vecinas. Otro efecto importante que pudo haber estado
involucrado es la reabsorcion y la cantidad de luz. La primera se da cuando hay falta
de consumo, y en el presente proyecto las mediciones se realizaron dentro de 24 h
continuas. La segunda pudo verse afectada ya que los experimentos se realizaron
bajo condiciones de invernadero y la calidad de la luz varia. También podria ser que
este aumento esté relacionado con la presion que existe por herbivoros, o que de
manera indirecta la domesticacion potencié un rasgo defensivo indirecto, como es
el caso de NSL, pero sélo en algunas variedades. Habria que incluir mas variedades

y comparar su secrecion bajo condiciones de campo.

La actividad de la invertasa no mostr6 una respuesta estadisticamente
significativa a la aplicacion exdégena de AJ y en términos generales se mantuvo mas
activa durante el dia. Como aun asi, se observo una relacion en cuanto a la actividad
de la enzima con la cantidad de NEF secretado en las variedades domesticadas y
silvestres, la aparente falta de induccién de la invertasa por AJ podria representar
una consecuencia de induccion de la ruta del AJ por mdltiples factores no

controlados en plantas control.

La calidad del néctar (en cuanto a azUcares presentes) tiene una relacion con la
cantidad del néctar secretado. Esto es, plantas de variedades domesticadas que
secretaron mayor cantidad de néctar, también se encontr6 mayor cantidad de
azucares Yy viceversa, plantas de variedades silvestres que secretaron menos

cantidad de néctar, tenian menos cantidad de azucares en el NEF.
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Con los datos obtenidos se tiene un primer acercamiento a la secrecion de NEF
en variedades domesticadas y silvestres, asi como en la composicion de los
azucares que tiene el NEF de cada variedad a distintas horas del dia. También se
tienen datos acerca del comportamiento de la invertasa durante 24 h en plantas
tratadas con AJ, una parte aun poco estudiada con relacion a la aplicacion exdgena
de AJ.
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7. CONCLUSIONES

Se ha demostrado en multiples estudios que la domesticacién ha disminuido la
expresion de diferentes rasgos de defensa (Bellota et al., 2013). Sin embargo, hasta
la fecha, los trabajos sobre los efectos de la domesticacién se enfocaron en los
rasgos de defensa directa. El presente estudio se enfoco en estudiar un posible
efecto positivo de la domesticacion en un rasgo defensivo indirecto: la secrecion de
NEF.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la respuesta de la secrecion del NEF y
de la actividad de la invertasa a la aplicacion exdégena de AJ depende, entre otros,
de la variedad usada. La secrecion de NEF, actividad de invertasa y calidad del
néctar, fue mas variable en las variedades silvestres (Pvll y Pv27) comparando
con las variedades domesticadas (NSL y FIM). Se requieren futuros estudios que
comprueben lo observado en éste, y controlen muchos de los factores implicados

en la secrecion de NEF.
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8. PERSPECTIVAS

Determinar la actividad de algunos de los genes involucrados en la sintesis y

secrecion del NEF (algunos de los ya conocidos como SWEET9 y CWIN4).

Evaluar si se repiten los valores de secrecion bajo condiciones de campo y
evaluar a su vez su posible uso como biocontrol de herbivoros en las variedades

comerciales utilizadas.

Evaluar si existe reduccion de dafio por herbivoria bajo condiciones de campo
cuando aumentan las secreciones de NEF (comprobar especialmente los ritmos

nocturnos).

Analizar los componentes del néctar (aminoacidos, COV’s, proteinas) y

relacionar los compuestos con el tipo de herbivoros que se atraen.

Evaluar si hay cambios en los rendimientos de semilla al aumentar la secrecion

de NEF bajo condiciones de campo.
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