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RESUMEN

La deficiencia de fosfato (Pi) es uno de los factores nutricionales que limitan mas el
crecimiento de las plantas y, consecuentemente la productividad de los cultivos, ya que el
fosforo juega un papel fisiologico y bioquimico central, al participar en la formacion de
ésteres y anhidridos del acido fosforico, en un gran rango de componentes celulares.

En respuesta, los agronomos fitomejoradores han desarrollado variedades mas eficientes en
el uso del Pi, para varios cultivares. Entre ellos estan las variedades de frijol (Phaseolus
vulgaris), una especie de gran importancia alimentaria para nuestro pais.

La mayor parte de los estudios sobre la fisiologia del Pi se han enfocado a los mecanismos
de los que las plantas disponen para asimilar mejor y movilizar mas fosfato del suelo, pero
otros mecanismos como el recambio de macromoléculas fosforiladas no han sido
explorados con igual detalle, por lo que en el presente trabajo, se estudiaron varios aspectos
fisiologicos y bioquimicos en cinco variedades de semillas de frijol que han demostrado
diferente habilidad para crecer en condiciones de carencia de Pi.

Se encontro que no existe diferencia significativa en el contenido de Pi total en las semillas,
ya que dicho compuesto no es movilizado por completo del cotiledon, en el periodo post-
germinativo temprano.

Asi también se observo que el contenido de sulfato en las semillas es semejante, pero al
momento de movilizarse si se observaron diferencias, lo que comprueba que existe relacion
entre el metabolismo de azufre y el de fosforo.

En el caso de las cuantificacion de fosforo en los lipidos se observo que existen diferencias
en su contenido en las variedades analizadas, sin embargo dichas diferencias no

correlacionaron claramente con la tolerancia a la deficiencia al fosforo.



Finalmente la cuantificacion de la velocidad de biosintesis y degradacion de RNA total en
plantulas recién etioladas, reflejo que al existir una deficiencia de Pi las variedades 22, 40
y 42 reflejan un mejor balance entre su biosintesis y degradacion de RNA, lo que podria
indicar que estas variedades cuentan con un metabolismo mejor adaptado a condiciones de
bajo Pi y concuerda con su habilidad para tolerar mejor la deficiencia.

En contraste, las variedades PV y especialmente la Canario, presentan una biosintesis de
RNA muy lenta pero una degradacion semejante a la de otras variedades estudiadas.
Lamentablemente con los datos obtenidos hasta este momento, no es posible aiun proponer
un mecanismo concreto que relacione las diferencias observadas con la tolerancia a la

deficiencia, pero el presente trabajo abre la puerta a futuras investigaciones.
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1. ABREVIATURAS

P Fésforo

Pi Fosfato

PA acido fitico (mioinositol; [1,2,3,4,5,6]
hexakisfosfato

HEPES Acido (N-[2-hidroxietil-piperizin-N’-]2-
etanosulfénico)

TRIS tris (hidroximetil) aminometano

EDTA etilendiaminotetraacetato

SDS duodecil sulfato de sodio

TCA 4cido tricloroacético.

NADH Nicotinamida-adenin-dinucleétido

NADH Nicotinamida-adenin-dinucleétido fosfato

ATP Trifosfato de adenosina

GTP Trifosfato de guanosina

FAD Flavin dinucledtido




2. INTRODUCCION

Todas las formas de vida, desde los microorganismos més primitivos, hasta los eucariontes
pluricelulares més evolucionados, tienen en comiin un requerimiento nutricional de ciertos
minerales para llevar a cabo su crecimiento y funciones normales.

Las plantas se distinguen de los organismos llamados hetertrofos, en que pueden
aprovechar la energia luminica para satisfacer sus necesidades energéticas y poseen todas
las habilidades metabdlicas para crecer con base lnicamente en nutrientes minerales,
privilegio que comparten sélo con ciertos grupos de bacterias (Doetsch & Cook, 1973).

Los requerimientos nutricionales de las plantas incluyen, ademas del diéxido de carbono
que toman de la atmésfera, del hidrégeno y oxigeno presentes en el agua, cuatro
macronutrientes y varios micronutrientes. Los primeros son Nitrégeno (N), Fésforo (P),
Azufre (S) y Potasio (K), mientras que los segundos incluyen magnesio (Mg), Calcio (Ca),
Zinc (Zn), Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Molibdeno (Mo), Boro (B), Cobre (Cu), Cobalto
(Co) y Cloro (Cl). Para satisfacer sus requerimientos de macronutrientes, las plantas
absorben del suelo a través de sus raices diversos minerales como Nitratos, Nitritos y
Amonio, que son fuente de N, fosfato inorgénico (Pi) que es fuente de P y Sulfato (S04H)
como fuente de S. En contraste, la mayoria de los otros elementos son asimilados en forma
de sus respectivos iones, quiza con excepcion del B y el Mo. Aunque todos los elementos
antes mencionados son importantes para la vida, algunos juegan un papel determinante, ya
que son requeridos en mayor cantidad. Por otro lado, algunos elementos son mds
abundantes que otros y se encuentran en la naturaleza en forma més facil de asimilar

(Kochian, 2000).



Dados estos factores, la experiencia agricola de la humanidad y diversos estudios han
aportado evidencias muy claras de que el N y el P son los dos elementos cuya
disponibilidad limita, en mayor medida, el crecimiento de las plantas (Raghothama, 2001).
En la gran mayoria de los organismos, el P se encuentra tinicamente en forma de Pi, ya sea
libre, o como ester o diester organico formando parte de las macromoléculas centrales de la
vida como son: 4cidos nucleicos, fosfolipidos, nucleétidos relacionados con el manejo de la
energia como el ATP, el GTP, el FAD, el NAD y el NADP, ademas de participar en la
regulacién de la actividad de muchas enzimas de diversas vias metabélicas y otras
proteinas, incluyendo muchas de las relacionadas con la regulacion de la expresién génica.
(Theodorou & Plaxton, 1993).

La disponibilidad de Pi es uno de los factores nutricionales que limitan mais la
productividad de los cultivos (Raghothama, 2001), porque el Pi biodisponible en el suelo
suele ser escaso, a pesar de que la cantidad de P en el suelo puede llegar a ser alta. En
suelos con alta cantidad de materia organica el fosforo organico (P-org) puede representar
entre el 20 y 80 % del P que se encuentra en el suelo y debe ser mineralizado para ser
asimilable para las plantas (Raghothama,1999 y Junk et al, 1993). La concentracién de Pi
asimilable por las plantas en el suelo es de aproximadamente 10 pM, razén por la cual las
plantas tiene que generar estrategias para tomarlo de manera 6ptima y mecanismos para
satisfacer sus necesidades fisiolégicas con la cantidad asimilada de este macronutriente
(Junk et al, 1993). En los sistemas agricolas para tratar de solucionar este problema de baja
disponibilidad, se ha intensificado el uso de fertilizantes, pero lamentablemente si se
superpone un mapa de los suelos pobres en Pi con el mapa de los sitios en los que la

productividad agricola es alta, se observara una coincidencia de gran preocupacién, ya que



se ha observado que el uso indiscriminado de fertilizantes incrementa sélo hasta cierto
limite la productividad de los cultivos y mucho fertilizante se desperdicia (Horst et al,
2001).

Aunado a estos problemas, los yacimientos con minerales ricos en Pi, que se explotan en la
produccién de fertilizantes como el Superfosfato de Calcio Triple, son pocos en el mundo y
las reservas comprobadas que contiene se agotaran en tan sélo unas décadas (Abelson,
1999). Finalmente, el del consumo de alimentos en un planeta sobrepoblado exige el
aumento de la capacidad de la produccién agricola, la cual no es ilimitada y,
eventualmente, la demanda puede llegar a superar la produccién (Maddison, 1988).

En virtud de todo lo anterior, la comprensién de los procesos bioquimicos que determinan
la productividad de las plantas cultivables es del maximo interés, no sélo cientifico sino
también econémico. Por ende, hacen falta estudios mas detallados acerca de las estrategias
que permitan entender los mecanismos que las plantas usan para contrarrestar la
deficiencia de Pi en los suelos, ya que un mejor conocimiento de dichos mecanismos nos
llevara a desarrollar estrategias agricolas y tecnoldgicas para mejorar la produccién de los
cultivos, haciendo un uso 6ptimo de los fertilizantes. A la fecha, los agrénomos
fitomejoradores has seleccionado alguna§ variedades cultivables como el maiz, soya, trigo,
cebada y frijol; que son cultivares de importancia econdmica por su alto consumo, que se
ha observado que aprovechan mas eficientemente el Pi que tienen disponible. El frijol,
Phaseolus vulgaris es una de las especies para las que el mejoramiento cobra gran valor;
por un lado, su semillas es de gran importancia alimentaria en nuestro pais (Miranda,
1991), y por otro, se trata de un cultivo poco tolerante a la deficiencia de Pi, que se cultiva
en numerosos suelos pobres de México y que puede contender con la deficiencia de

nitrégeno sin fertilizantes quimicos, gracias a su capacidad para establecer asociacién con
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bacterias simbidticas capaces de fijar nitrégeno atmosférico. De hecho, el empleo de los
llamados biofertilizantes (Rhizobium etli), se ha visto como una gran alternativa para la
agricultura mexicana, puesto que el nitrégeno fijado puede ser, ya como nitrégeno
orgénico, aprovechado también por otros cultivares que se planten en el mismo campo de
cultivo, ya sea simultdneamente, o bien, en ciclos agricolas sucesivos, pero esta estrategia
no resuelve el problema del fésforo.

El frijol se cultiva extensamente en el territorio nacional con variedades adaptadas tanto a
regiones templadas como tropicales. Diversos estudios histéricos y arqueolégicos han
aportado numerosos datos acerca del consumo de maiz y frijol en Mesoamérica y
Norteamérica, que abarcan desde el periodo precolombino hasta nuestros dias, lo que
convierte a la agricultura nacional en una conocedora experta del cultivo y cuidado de estas
semillas (Miranda, 1991).

Los registros estadisticos gubernamentales muestran que en 1996, la produccién nacional
de frijol colocaba a México como cuarto lugar a nivel mundial, después de la India, Brasil y
China. Lamentablemente, la demanda nacional ha superado la produccién y esta semilla se
ha importado del Brasil en cantidades importantes, desde ese afio y hasta la fecha (INEGI,
1998-2003). Los programas establecidos para fortalecer la produccién nacional de frijol y
maiz por parte del Gobierno Federal en los sexenios anteriores y el actual, no han permitido
superar a la demanda nacional (SAGARPA, 1997-2003).

Comparativamente, en el mismo periodo y a nivel nacional, el uso y la produccién de
fertilizantes nitrogenados y fosfatados se ha mantenido en un nivel constante (INEGI,
1997-2003 ), lo que refleja una baja en la disponibilidad y aprovechamiento de dichos

agroquimicos.



Como es natural, la primera linea de ataque a los mecanismos mediante los cuales la planta
hace més disponible y asimila el Pi del suelo, incluye respuestas bioquimicas, fisiolégicas y
adaptaciones morfolégicas (Ragothama, 2001).

Se ha demostrado que cuando las plantas se someten a inanicién de Pi, éstas evocan
respuestas fisiolégicas que les permiten emplear el Pi asimilado més eficientemente, de
manera que pueden desarrollarse y reproducirse mejor con menor cantidad de este
macroelemento  (Plaxton, 1996). Entre las adaptaciones morfolégicas destaca
principalmente el incremento de la raiz, con lo cual se logra tener mis superficie de
contacto con el suelo (Lynch, 1997), lo que se acompaiia de respuestas fisioldgicas y
bioquimicas como la expresién de transportadores de alta y baja afinidad por Pi, en las
células de la raiz y pelos radiculares (Raghothama,1999; Lenburg & O’Shea, 1996),
ademds de un aumento en la disponibilidad del Pi del suelo, promovida por exudados
radiculares con acidos orgéanicos, para disolver sales insolubles de Pi (Marschner, 1995) y
fosfatasas diversas, para la degradar el P-orgéanico a Pi (Barret et al, 1998; vease figura 2.1).
Algunas lineas de investigacion se han enfocado en la identificacion de genes
caracteristicos de plantas con tolerancia al bajo Pi, con la intencién de usar dichos genes
para trasformar plantas que necesitan g;'ande;.p'a.ntidades de Pi para poder desarrollarse
(Raghothama, 1999). Muchas.de estas investigac\i.onw se han centrado en clonar y estudiar
la expresion de los genes para las fosfatasas, o los transportadores de Pi, que son parte
importante de la fisiologia del Pi en las plantas (Lenburg & O’Shea, 1996).

A pesar de los esfuerzos anteriores, no se puede disponer de més P que el que est4 presente
en el suelo v, si éste no es suficiente, la planta tendra que buscar la manera de desarrollarse

y reproducirse con lo que se encuentre disponible.



En este sentido, se ha encontrado que bajo inanicién de Pi, algunas especies responden
expresando enzimas capaces de emplear pirofosfato como sustrato rico en energia en varias

reacciones metabdlicas (Plaxton, 1996).

. T

de solubilizacién

Mecanismos por 10s cuales las plantas adquieran fosfato del suelo.

Figura 2.1 Esquema que resume las fuentes mis importantes de Pi disponible para su
movilizacién y asimilacién desde el suelo hacia la planta (Tomado de Coello, 2001)

Por otro lado, se ha encontrado que expresan ciertas fosfatasas intracelulares especificas
que promueven la liberacién de Pi de ciertos compuestos fosforilados (Podesta & Plaxon,
1994a). Finalmente, se han identificado algunos mecanismos para sustituir al menos una
fraccién de fosfolipidos por sulfolipidos en los cloroplastos (Essigmann, 1998).

Por lo tanto, es viable suponer que las plantas podrian tener mecanismos adicionales para
hacer un uso mas eficiente del Pi asimilado, lo que indica que se requieren més estudios

para identificarlos.



3. ANTECEDENTES

3.1 RELEVANCIA BIOQUIMICA DEL FOSFORO EN LOS SERES VIVOS

Todos los seres vivos estdn formados por moléculas orgénicas que estian formadas por sélo
seis elementos de naturaleza no metalica: oxigeno (O), carbono (C), hidrégeno (H),
nitrégeno (N), azufre (S) y fésforo (P).

El P en su estado oxidado forma facilmente anhidridos poliméricos, asi como mono y di-
ésteres de fosfato en las sustancias orgénicas, siendo asi componente estructural de los
fosfolipidos, 4cido nucleicos y moléculas intermediarias en el manejo de energia,
protagonista en procesos de regulacién y en el metabolismo intermediario, asi como

también es regulador de la actividad de una gran cantidad de proteinas.

3.1.1 LOS FOSFOLIPIDOS Y SU IMPORTANCIA EN LAS CELULAS

El término lipido (del griego lipos, “grasa™) se refiere a cualquier sustancia apolar natural.
Los lipidos se clasifican en simples y compuestos.

Los lipidos simples son moléculas hidrocarbonadas de diversa complejidad, incluyendo,
alcoholes, acidos grasos, esfingoides y esteroides. (Morrison & Boyd, 1990).

Por otro lado, los lipidos complejos son combinaciones de uno a mas acidos grasos con
alcoholes como el glicerol (acilglicéridos), con los alcoholes grasos (ceras) , o con las bases
esfingoides (esfingolipidos).

A su vez, estos esqueletos bésicos pueden encontrarse modificados (Figura 3.1) con
glicidos (glucolipidos), o con ésteres de fosfato (fosfolipidos), que generalmente incluyen
también bases tales como la serina (fosfatidilcolina), la etanolamina (fosfatidiletanolamina),

la colina (fosfatidilcolina), o bien, una segunda molécula de glicerol (fosfatidilgliceroles).
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De entre estos compuestos, los fosfolipidos son los mas importantes, puesto que son un
componente estructural fundamental de las membrana celulares de practicamente todos los
organismos vivos. En términos generales, las principales funciones de los fosfolipidos en
las plantas superiores son:

i) Scm: como componentes estructurales de membrana.

ii) Representan un cierto componente del almacenamiento de energia y carbono.

iii) Son parte de los mecanismos de transferencia de electrones.

iv) Proporcionan proteccién frente a factores fisicos y quimicos.

v) Funciones de sefializacién de (ej. Acido fosfatidico).
En la plantas, la biosintesis de fosfolipidos involucra una regulacién compleja y muy
estricta en la que participan los cloroplastos y otros plastidios, en donde se sintetizan los
4cidos grasos, y los sistemas de membranas plastidiales, mitocondriales y del reticulo
endoplasmico, en donde se sintetizan los distintos tipos de fosfolipidos. Los 4cidos grasos
recién sintetizados en los plastidios, pueden ser incorporados directamente a acido
fosfatidico en los cloroplastos, los cuales son precursores inmediatos de los fosfolipidos
denominados de tipo procariotico, o exportados al citoplasma como ésteres de CoA, en
donde sirven de sustrato para la sintesis de fosfolipidos denominados de tipo eucariético lo
que ocurre en el reticulo endoplasmico.
El 4cido fosfatidico en el cloroplasto es usado en la sintesis de diversos fosfolipidos de tipo
procariético y pueden ademés ser enviados al reticulo endoplasmico para su posterior

modificacién (Somerville, 2000).
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Fosfolipido Estructura
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Figura 3.1. Los fosfoglicéridos mas comunes en las células vegetales.

3.1.2 COMPOSICION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS Y SU IMPORTANCIA

En toda célula hay moléculas formadas por polimeros naturales y entre ellos, los conocidas
como 4cidos nucleicos, son centrales en la existencia de la vida, por ser las depositarias de
la informaci6n genética hereditaria de las células.

Los 4cidos nucleicos se encuentran presentes en todo organismo vivo, el acido ribonucleico
(RNA) y el 4acido desoxirribonucleico (DNA) son polimeros integrados por unidades

monomeéricas llamadas nucleétidos (figura 3.2).
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Cada nucleétido esta formado por tres partes quimicas: un grupo fosfato, un aziicar sencillo
de 5 carbonos (ribosa o desoxirribosa) y una base nitrogenada (purina o pirimidina).

Las secuencia de bases nitrogenadas son lo que determina el contenido informacional del
DNA o RNA.

Las bases que se observan en los polinucleétidos son las purinas adenina y guanina y las
pirimidinas citosina, timina y uracilo (Morrison & Boyd, 1990; Sugiura & Tekeda, 2000).
EL DNA es el almacén de la informacién hederitaria del organismo su replicacidn ocurre
durante la fase llamada “S” del ciclo celular, previo a la divisién celular. Fragmentos de
dicha informacién, llamados genes se encuentran sefialados por secuencias definidas
llamadas promotores y sirven para la sintesis de moléculas de RNA, es decir para la
transcripciébn de los genes. Los RNAs son casi siempre de una sola cadena
polinucleotidica, estin presentes en todos los tipos de células y se dividen en grupos
llamados mensajeros (mRNA), RNA de transferencia (tRNA) y RNA ribosomal (rRNA).
Los tres tipos son estructuras de una sola cadena transcritas a partir de un molde de DNA,
pero una vez formadas, los tres tipos de RNA participan en el proceso final de la expresién
genética, en el que la informacion es interpretada en forma secuencial de aminoécidos, i.e.
proteinas, proceso que se conoce como traduccién (Sugiera & Tekeda, 2000). Aun la para
la traduccién se requiere de abundante fosfato, tanto para la provision de energia, como

para la regulacion del proceso.
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Figura 3.2. Estructura quimica de una cadena de acido desoxirribonucléico

3.1.3 EL FOSFORO Y SU PARTICIPACION EN LAS MOLECULAS DE ALTA

ENERGIA

En las células, su funcionalidad se sustenta en reacciones quimicas y compuestos quimicos,

por lo que la conversién de energia a su forma quimica es de gran importancia. Gran parte

de las moléculas intermediarias involucradas en el manejo de la energia son moléculas

fosforiladas. Las reacciones redox que llevan a la oxidacion de compuestos reducidos

(como los carbohidratos o los acidos grasos) generan electrones de alto potencial atrapados

en moléculas intermediarias fosforiladas como el NAD(P)H, y el FADH; (Figura 3.3).

La energia almacenada en el NAD(P)H puede ser empleada directamente por la célula

como equivalentes de reduccion o ser canalizada hacia la formacion de un gradiente

electroquimico transmembranal.
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Mbolécula Fosforilada Estructura
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Figura 3.3. Las moléculas fosforiladas mas comunes en las células vegetales

El gradiente electroquimico puede servir para impulsar procesos de transporte a través de
las membranas, o bien para la condensacion de acido fosforico en anhidridos tales como los
difosfatos y trifosfatos de nucleotidos (principalmente ATP, GTP, pero también otros como
pirofosfato, TTP, CTP, UTP, ITP, etc). Todos estos compuestos fosforilados permiten la
activacion de muchas de las moléculas del metabolismo intermediario a través de la
fosforilacion de las mismas, al tiempo que proporcionan a la célula fosfatos disponibles
para la sintesis de macromoléculas fosforiladas, o también para la fosforilacion de proteinas

que tiene casi siempre propositos regulatorios (Siedow & Day, 2000).
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3.1.4 EL FOSFORO Y SU PARTICIPACION EN LA REGULACION DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA Y DE LA EXPRESION GENICA.

La necesidad de ensamblar una determinada proteina depende de las presiones del medio,
de las fuentes de nutrientes y de los fendmenos vinculados a la multiplicacion y crecimiento
de las células, o a su diferenciacion y a su interaccion con otras células.
Por ello, la regulacion de la expresion génica constituye un aspecto fundamental del
mantenimiento de las diferencias estructurales y funciones que definen la vida y en el que
cada gene se expresa y luego se silencia en forma oportuna (Sprenmulli, 2000). Durante su
biosintesis existen al menos cuatro etapas de regulacion que determinan la cantidad de
proteina:

i) Sintesis de trascrito primario del RNA,

ii) Procesamiento postranscripcional del mRNA,

i)  Degradacion del mRNA,

iv)  Lectura del mensaje para la sintesis proteica,

Y una vez sintetizada, su actividad, esta sujeta a otros puntos de control como son:

i) Modificacion postraduccional de proteinas y

ii) Degradacion de la proteina.
Existen en el metabolismo celular miles de reacciones enzimaticas y de procesos de
reconocimiento intermolecular especifico y ambos son mediados por proteinas, incluida la
interaccion proteina-proteina.
Muchas de las proteinas encargadas de tales reacciones son susceptibles de fosforilacién y
desfosforilacion, como método para inducir cambios en su comportamiento tendientes a

regular su actividad.
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Pero ademas, muchas proteinas responden con cambios en su actividad frente a las
variaciones intracelulares de las concentraciones de ATP, GTP, AMP, ADP y otras
moléculas fosforiladas. Los niveles de estos efectores, llamados alostéricos, forman
también parte de los sistemas regulatorios de la células y en ellos aparece nuevamente la

participacion del fosfato (Sprenmulli, 2000).

32 LA FORMA DE DISPERSION REPRODUCTIVA EN LAS PLANTAS
SUPERIORES

Las plantas que evolucionaron més recientemente son las angiospermas, que en la
actualidad son las plantas més abundantes sobre la tierra. Las angiospermas se caracterizan
por tener estructuras reproductoras especializadas llamadas flores, en las cuales ocurre la
reproduccién sexual y se desarrolla el embrién que junto con otras estructuras asociadas se
conocen como semilla. En las angiospermas el embrién posee una cantidad importante de
reservas nutritivas acumuladas en tejidos extraembrionarios, principalmente el llamado
endospermo.

Pero en algunas, las reservas pueden acumularse en tejidos embrionarios especializados
llamados cotiledones, la presencia de uno o dos cotiledones ha sido la base para la
separacion de las angiospermas en dos grandes clases: las monocotiledoneas y las
dicotiledéneas (Curtis, 2000). Ademéas de las diferencias anatémicas, las semillas
monocotiledoneas se caracterizan por acumular reservas tanto en el cotiledén como en el
endospermo en tanto que en las dicotiledéneas el endospermo es digerido a medida que el

embrién crece y las reservas se transfieren hacia los cotiledones carnosos.
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El desarrollo final de las semillas de las angiospermas termina con el desarrollo de la
cubierta de la semilla, la cual se desarrolla de la capa o las capas mas externas del 6vulo, en
tanto que la flor se transforma en un envoltorio para las semillas que es lo que llamamos
fruto. En las llamadas semillas ortodoxas, que incluyen a la mayoria de los cultivos de
importancia econémica, la maduracion de la semilla culmina con la desecacion que lleva a
un estado de quiescencia, en el que las semillas secas permaneces inactivas por largos
periodos, pero son capaces de germinar estimuladas por la absorcion de agua y oxigeno,
bajo condiciones ambientales adecuadas (Curtis, 2000).

En este trabajo, se eligi6 como modelo el frijol comian (Phaseolus vulgaris) que es una
dicotiledonea, con semillas ortodoxas y frutos dehicentes, lo que quiere decir que los frutos
maduros se abren y liberan las semillas cuando estan todavia unidas a la planta materna

(Curtis, 2000).

3.2.1 LAS SEMILLAS DE FRIJOL COMUN Phaseolus vulgaris

3.2.1.1 ORIGEN DE LA ESPECIE Y SU DOMESTICACION

El género Phaseolus pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribu
Phaseolus y subtribu Phaseolinae. Las investigaciones consideran que las especies que
pertenecen al género Phaseolus podrian contener alrededor de 150 especies.

En México y Mesoamerica se conocen cerca de 50 especies, originarias de esta region,
entre las que destacan: Phaseolus vulgaris L., el frijol comin (vease figura 3.3); Phaseolus
coccinues L., el frijol ayocote o “runner bean”;, Phaseolus lunatus L. y Phaseolus

acutifolius Gray (Miranda, 1991).

-18-



Phaseolus vulgaris es la especie mas importante en la alimentacién en México. Los centros
de origen del frijol se han propuesto en la zona localizada entre las partes occidental y sur

de México, en Guatemala y en Honduras (Miranda, 1991).

Cotiledim

Cubienade Figura3.4
lassmita  Corte Longitudinal de la semilla de Frijol comiin. Las

partes que lo constituyen se presentan postgerminacion:
Hojas, Véstago y Radicula.
(Tomado de Curtis, 2000)

3.2.1.2 FISIOLOGIA Y MORFOLOGIA DE LA SEMILLA DE FRIJOL COMUN
Phaseolus vulgaris EN RELACION CON LA DOMESTICACION.

La diversidad genética de las especies ha aumentado enormemente con la domesticacién,
ya que en las variedades cultivadas se han establecido numerosos caracteres que no son
comunes en las variedades silvestres (Miranda, 1991). A continuacién se citan algunas

caracteristicas de ésta especie, en su variedad silvestre y cultivada (tabla 1).
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Tabla 1 Caracteristicas Morfolégicas y Fisiolégicas del Frijol Comiin Phaseolus
vulgaris y su relacién con la domesticacién.

Caracteristicas Variedad Silvestre | Variedad Cultivada |
Ciclo Vegetativo Anual, alrededor de 6 meses |  De tres a nueve meses
Habito de Crecimiento Crecimiento trepador |  De trepador hasta mata
Tamaiio de partes vegetativas Tallos menores a3 m Tallos mayores a 3 m 4
entrenudos por inflorescencia 10 aproximadamente Entrel1y10 |
Flores Menos de 10 Mis de 10
Vainas Longitud superiora20 cm. | Longitud entre 4 y 20 cm.
Mayor anchura Menor anchura
Mayor grosor Menor grosor
Mayor fibrosidad Menor fibrosidad
Se abren con la semilla seca | Se abren aiin inmaduras.
Semillas Pequefias Grandes
Longitud: 4 a 20 mm Forma arrifionada Forma ovoide
Ancho: 3 a 12 mm Testa muy gruesa Testa delgada
Grosor: 2a 11 mm
Fotoperiodo Adaptadas a diacorto  |Adaptadas a dia neutro o largo
Habilidad para competir por Bien adaptadas Pobremente adaptadas
Iuz, humedad y nutrimentos
con la maleza
Resistencia a plagas y Mayor resistencia Menor resistencia
parésitos

3.2.1.3 El ALMACENAMIENTO DEL FOSFORO EN LAS SEMILLAS

El Fésforo (P) es el macromineral encontrado en mayores cantidades en las semillas de
todos los cereales y se encuentra en forma de 4cido fitico (PA). El principal papel del PA es
el de almacenar P e inositol para su uso posterior durante la de germinacién y desarrollo de
la planta (Othén 2001). En trigo, arroz y maiz, aproximadamente el 80% del P esté en la
capa de aleurona en forma de granulos de fitina que son las sales combinadas de K*, Mg** y
Ca® del PA (Bewley & Black, 1994).

La sintesis de PA consiste en un proceso de fosforilacién del inositol que se lleva a cabo en

los tejidos en donde va a ser almacenado y nunca en el endospermo.
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La evidencia indica que la sintesis de fitina se lleva a cabo en la cisterna del reticulo
endoplasmico con el movimiento del desarrollo de los cuerpos proteicos.

Las fitasas son las enzimas encargadas de la hidrolisis del PA, estas enzimas dan como
producto de hidroélisis diversos fosfoinositidos y fosfato inorganico (Pi). Diversas fosfatasas
com.pletan la hidrélisis del PA para liberar al inositol, que es utilizado principalmente en la
sintesis de paredes celulares y fosfoinositidos, ademas de liberar el Pi para proveer de este

mineral a las células (Murray, 1984).

H
Py o n
=0 ==HO* o Figura 3.5 '
HO/ L, e, o 08 J}H Estructura quimica del Acido Fitico o Inositol
hexaquis fosfato.

(Tomado de Othon, 2001)
3.3 EI SUELO Y LOS NUTRIENTES
3.3.1 MACRONUTRIENTES LIMITANTES PARA EL CRECIMIENTO
Las plantas requieren unicamente nutrientes de naturaleza inorganica para completar su
ciclo de vida. Un macronutrimento puede constituir tipicamente entre el 0.3 y el 6.0 % del
peso seco de una planta, en tanto que los micronutrientes se encuentran en cantidades
menores a una parte por mil y muchos de ellos alcanzan escasamente una parte por millon

(Curtis, 2000).



De entre los macronutrientes, son el N y el P los que mas limitan el crecimiento de los
cultivos (Schachtman et al, 1998). El N en su forma mas abundante es un gas inerte (N;)
que constituye el 78% de la atmosfera terrestre; aunque esta forma no es asimilable para la
mayoria de las plantas, muchas especies de leguminosas, como el frijol comun y la soya,
pueden establecer relaciones simbidticas con bacterias del género Rhizobium, que les
facilitan la fijacion del nitrogeno atmosférico (Vitousek et al, 1997).

Por otra parte, el P es relativamente abundante en la corteza terrestre, pero la mayoria del
mismo se encuentra en forma de sales de muy escasa solubilidad. Ademas, el poco P que
resulta soluble es con frecuencia lavado por las lluvias y arrastrado hacia el mar, en donde
precipita como sales de calcio que se depositan en el fondo de los océanos (Schachtman et

al., 1998).

3.3.2 QUIMICA DEL FOSFORO EN EL SUELO

Como el nitrogeno, el fosforo es un miembro de la familia SA y en muchos aspectos la
quimica del fosforo se parece a la del nitrogeno. El fosforo se encuentra sobre la naturaleza
como rocas fosforicas, que son fundamentalmente ortofosfato de tricalcio, Ca;(POs),, ¥y
fluoropatita, Cas(PO4)sF (Holford, 1997). Todo el P existente en la naturaleza procede de la
descomposicion de la llamada roca madre que se encuentra en los yacimientos de fosfatos.
Dichos yacimientos tienen su origen mas probable en el fondo del mar, en donde se
depositan los restos de organismos marinos formando capas de fosfatos calizos que se
levantaron mediante movimientos tectonicos y, posteriormente, se lavaron de los

carbonatos mas solubles, quedando Gnicamente los fosfatos (Fuentes, 1989).
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El P inorganico comprende numerosos compuestos, que pueden clasificarse en dos grupos:
i) los fosfato de calcio, que son predominantes y

ii) los fosfatos de hierro y aluminio.

Los fosfatos monocalcico y bicalcico son solubles y asimilables, por lo que tienen mayor
importancia desde el punto de vista agricola. pero estin en menor cantidad y se vuelven
facilmente insolubles El fosfato tricilcico es insoluble y, por tanto, no asimilable por las
plantas (Fuentes,1989).

Los fosfatos de hierro y aluminio soh insolubles y muy estables, si toda esa reserva
estuviese a disposicion de las plantas, habria cantidades suficientes para satisfacer las
necesidades de los cultivos durante muchos afios, sin necesidad de hacer aportaciones
(Fuentes,1989).

Ademas de los minerales inorgéanicos de P, el suelo contiene un 20 al 60% del llamado P
organico que procede de los restos vegetales y animales y se acumula en las capas
superficiales. La descomposicion del P organico y su transformacion en inorganico depende
de ciertas especies de bacterias, hongos y actinomicetos. Al igual que el nitrogeno, el P
organico tienen sus ciclos de mineralizacion e inmovilizacion (Holford, 1997).

Las plantas solo pueden asimilar el P bajo las formas de iones ortofosfatos monovalente
(H,POy) y divalente (HPO4”), los que estan presentes en las disoluciones del suelo en baja
concentracion, siendo su absorcion proporcional a la concentracion de iones en la
disolucion.

La solubilidad de estos dos iones depende fundamentalmente de la modificacion del
equilibrio dinamico existente entre las formas soluble e insoluble, siendo el pH del suelo el

factor que condiciona esa modificacion del equilibrio y su disponibilidad (Fuentes, 1989).
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Con pH bajo aumenta la solubilidad del H,PO4", como éste es el que se absorbe con mayor
facilidad, las plantas absorberian mayor cantidad de P con pH bajo, si no hubiera otros
condicionantes.

Sin embargo, a medida que aumenta la acidez se incrementa la solubilidad de los
hidroxidos de Ca, Fe, Al y Mg (Fuentes,1989), dando cationes que pasan a la disolucion y
reaccionan con el H;PO4” dando compuestos insolubles, en los que el P queda en estado no
asimilable. Cuando el pH es muy bajo, la mayor parte de H,POy4 se sale de la disolucion,
quedando muy poco P a disposicion de las plantas.

Por otra parte, a pH alcalino el (H,POy') reacciona con los hidroxidos de Fe y Al generando
fosfatos hidroxilados insolubles. En una primera fase el (H;PO4) queda absorbido al
hidréxido coloidal y posteriormente reacciona con €l. En el suelo existen grandes
cantidades de hidroxidos de Fe y Al, lo que origina que cantidades importantes de P soluble
queden atrapadas en formas insolubles (Fuentes,1989).

En general, los suelos alcalinos suelen contener gran cantidad de calcio intercambiable y, a
veces, también carbonato de calcio capaces de insolubilizar el Pi. Si a estos suelos se
aportan fertilizantes fosfatados los compuestos solubles de P reaccionan con la cal o el
carbonato de calcio, dando productos insolubles.

En los suelos moderadamente acidos los iones H,PO4” y HPO4® contenidos en la disolucion
del suelo son absorbidos por las arcillas siliceas mediante dos procedimientos: reemplazo
de aniones OH™ por aniones fosfato e intercambio de cationes Ca®*, Mg, AP* y Fe*", que
hacen de puentes de unién entre la arcilla y el anion fosfato.

Aun cuando existan en el suelo iones de Pi absorbidos, estos estan disponibles para las

plantas, ya que pueden pasar facilmente a la disolucion del suelo.
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Sin embargo, bajo condiciones de baja humedad los iones libres o adsorbidos pueden
quedar indisponibles para las plantas, atrapados entre capas de arcillas. La hidratacion de
estas arcillas, al separar las capas, puede producir la liberacion de los iones Pi atrapados

(Fuentes, 1989).

3.3.3 DINAMICA DE LAS FUENTES DE FOSFORO EN EL SUELO
El P que existe en el suelo llega a él de las siguientes fuentes:

i) Los minerales del suelo,

ii) La materia orgéanica procedente de residuos animales y vegetales, y

iii) Los abonos fosforicos.
De estas fuentes, la adicion de abonos fosforicos es la mas significativa en la agricultura
intensiva. La materia prima que se utiliza para la fabricacion de fertilizantes fosforados es
el P natural o fosforita, mineral de muy baja solubilidad, cuyos yacimientos mas
importantes estan en Marruecos, Tunez, Estados Unidos y Rusia. Uno de los fertilizantes
fosfatados mas empleados actualmente es el superfosfato triple que tiene 45% de P05, lo
que le da una solubilidad del 90% en agua y el resto es soluble en citrato (Fuentes, 1989).
A su vez, el P se pierde del suelo por las siguientes causas:

i) Extraccion por las plantas,

ii) Arrastre por el exceso de agua que pasa a capas profundas,

iii) Erosién de las capas superficiales con las que se pierde también al P asimilable que

contienen.

Estas pérdidas pueden ser de bastante consideracion en muchos casos (Fuentes, 1989).
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3.4 LAS PLANTAS Y EL SUELO

3.4.1 FISIOLOGIA DE LA NUTRICION MINERAL

Ademas del agua y del dioxido de carbono que dan lugar a los azicares ricos en energia a
través de la fotosintesis, las células vegetales requieren elementos quimicos diferentes que
se encuentran principalmente en el suelo en forma mineral y que son asimilados casi
siempre en forma de iones (Curtis, 2000).

Las células de la epidermis y del parénquima cortical de la raiz, controlan la entrada de los
iones, ya que las membranas de estas células disponen de sistemas de transporte capaces de
seleccionar los iones presentes en la solucién del suelo, permitiendo la entrada de ;mos y
restringiendo la de otros. Estudios recientes indican que no menos de tres tipos distintos de
proteinas transportadoras parecen estar involucradas en la entrada de iones al interior de las
células de la raiz (Curtis, 2000). La existencia de mecanismos multiples de transporte y la
expresion regulada de los mismos permite a las plantas responder apropiadamente a un
amplio espectro de condiciones del suelo que puede encontrar una semilla tras su
germinacion , la entrada de iones al citoplasma de las células periféricas de la raiz es solo el
primer paso de una larga cadena de procesos de transporte que, finalmente, permitiran la
nutricion de los 6rganos aéreos.

Los iones minerales cumplen numerosas funciones en las células, comenzando por el
balance de agua. Dado que el potencial osmoético es determinado por el numero de
particulas de solutos en solucion, mas que por su identidad quimica especifica, varios tipos
de iones pueden tomar parte en la regulacion del balance osmético de la planta. De manera
paralela, el balance de cargas en el interior de las células vegetales, es influenciado de

manera importante por los iones inorganicos (Curtis, 2000).
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3.4.2 ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS DE LA NUTRICION MINERAL

La nutricién del P es unica y la disponibilidad del Pi es uno de los factores mas
determinantes del crecimiento de las plantas y de la salud de un ecosistema natural.

Por ser un componente fundamental de las células, especialmente del material genético y su
expresion, asi como de las membranas biologicas, no puede haber division celular en
ausencia de fosforo y, en consecuencia, las plantas han evolucionado varias estrategias para
satisfacer sus necesidades de P. Dentro de estas estrategias las raices exhiben una
impresionante plasticidad en respuesta a la baja actividad de P y pueden modificar sus

estructuras y funciones celulares (Kochian, 2000).

3.4.2.1 ANATOMIA DE LAS RAICES

Las raices son estructuras especializadas que fijan la planta al suelo e incorporan agua y
minerales esenciales. La raiz embrionaria o radicula es la primera estructura que rompe la
cubierta seminal y se elonga rapidamente. La epidermis, es la capa concéntrica interna de la
raiz que cubre la totalidad de la superficie protegiendo los tejidos internos, la cual
desarrolla las extensiones tubulares finas conocidas como pelos radiculares que facilmente
absorben agua y minerales del suelo. El parénquima de la raiz contiene plastidios
especializados en el almacenamiento de nutrientes y en el metabolismo secundario,
resultando ricas en almidon y otras sustancias organicas. El crecimiento de las raices
necesita de una gran inversion de energia, la cual, durante la germinacion y el crecimiento
temprano, es provista por la degradacion de los nutrimentos movilizados desde los

cotiledones (Curtis, 2000).
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3.4.2.2 ASOCIACION ENTRE RAICES Y MICROORGANISMOS PARA
ADQUIRIR FOSFORO DEL SUELO

Una de los aspectos ecologicos del crecimiento vegetal que han sido bastante estudiados es
la de la asociacion de las raices con diversos microorganismos, particularmente hongos
saprofitos. Los efectos benéficos de esta asociacion con las plantas han sido bien
documentados y, probablemente, el beneficio mas importante ha sido el incremento de la
toma de nutrientes de baja disponibilidad como es el Pi del suelo (Kochian, 2000).

La asociacién entre los microorganismos y las raices de las plantas se da a través de un
envoltorio de las raices llamado vesicula-arbuscular-micotica (VAM). La VAM es muy
abundante y coloniza las raices de un gran rango de especies de plantas en todo tipo de
suelos. Forman una extensa red en el suelo y dentro del tejido de la raiz, en intima
asociacion con el citoplasma, sin penetrar por completo las células de las raices de la
planta. La VAM se caracteriza por la formacion de intrusiones toscas dentro de la corteza
de los tejidos de las raices que son los sitios de cambio de solutos entre los hongos y la
planta. La VAM incrementa la captacion de Pi del suelo gracias a una exploracion
minuciosa del suelo y a exudados que solubilizan activamente diversas fuentes de Pi, a
cambio, el hongo recibe nutrientes organicos de la planta que soportan su crecimiento

(Kochian, 2000).

3.4.2.3 MODIFICACIONES ESTRUCTURALES DE LAS RAICES
El sistema de raices en las plantas varia tanto dentro de una misma especie de plantas,
como entre especies. Este sistema se caracteriza por una gran adaptabilidad al medio

ambiente, por lo que el crecimiento de las plantas y sus raices es muy heterogéneo.
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Los cambios en la arquitectura radicular y el incremento en la proporcion raiz / tallo estan
entre las respuestas mejor estudiadas a las condiciones de bajo Pi.

Un sistema altamente ramificado y desarrollado es mas eficiente en la toma de Pi, lo que
sugiere que la arquitectura de la raiz es un factor notablemente importante para la
adquisicion de Pi del suelo. La deficiencia de fosforo en el suelo estimula el crecimiento de
raices llamada proteoides, que ayudan a una mejor exploracion del suelo en la busqueda de

P (Lynch, 1995).

Figura 3.6

Variacion en la arquitectura de las
raices de las dicotiledoneas.
(Tomado de Curtis, 2000)

3.4.2.3 TRANSPORTADORES DE FOSFATO

En base a los estudios de la fisiologia de las plantas, realizados en los afios de 1970 y 1980,
algunas investigaciones propusieron que el Pi en las raices es absorbido como otros aniones
minerales de importancia, es decir NO; y SO,”, mediante un cotransporte de H'. Las
evidencias que apoyan esta idea se resumen a continuacion:

El Pi es tomado en las raices a menudo acompafado de una alcalinizacion del medio
externo, por medio de un transporte H':H,PO4” con un flujo estequiométrico de 2 y 4 H por
cada Pi y se ha observado que el Pi es tomado cuando hay una reduccion del pH en la

disolucion de toma.
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Las medidas de electrofisiologia del Pi en las raices han mostrado que el flujo se presenta
con un proceso de despolarizacion seguido de una repolarizacion (Kochian, 2000), lo cual
es consistente con la operacién de un cotransporte de H'-Pi que conlleva a la
despolarizacién por acidificacién del citoplasma. Lo acidez estimula las H'ATPasas para
producir los procesos subsecuentes de repolarizacion (Kochian, 2000).

En estudios que empleron microelectrodos de pH o colorantes fluorescentes sensibles al
pH se ha demostrado la acidificacion del citoplasma que acompaiia a la toma de Pi, al
tiempo que los ensayos de absorcion de radioistopos como el *’P por las raices han
permitido estimar que, para tomar 1 mol de Pi dentro de las células de la raiz, se emplean
de 25 a 40 KJ, es decir la misma energia derivada de la hidrolisis de 1 mol de ATP
(Kochian, 2000).

La cinética del sistema de toma de Pi en plantas completas y en cultivos de células ha
permitido identificar un transporte de alta afinidad que opera en el rango micromolar de Pi,
asi como un transporte de baja afinidad que opera a altas concentraciones en rangos
milimolares.

Estos dos sistemas de transportes se presentan en cultivos de células de Catharanius
roseus, en las que el sistema de baja afinidad se expresa de manera constitutiva, pero en las
células cultivadas sin Pi se expresa una actividad significativa del componente de alta
afinidad (Liu et al, 1998). Los resultados anteriores sugieren que la disponibilidad de Pi es
capaz de regular la expresion del componente de alta afinidad. Aunque el mecanismo de
percepcion de tal sefial no ha sido ain claramente dilucidado (Raghothama, 2000; Wykoff,
1999) hay claras evidencias de que esta influencia reguladora incide en la expresion de los

genes y sobre la actividad de los transportadores existentes (Raghotama, 2000; Kichian,

2000).
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Se ha logrado identificar un gran nimero de genes que codifican para transportadores de
Pi, en Arabidopsis thaliana existen 9 genes que codifican para transportadores de alta
afinidad, lo que debe ser el reflejo de una compleja serie de mecanismos de respuesta
asociados a la imperiosa necesidad de asegurar la adquisicion de Pi por la planta
(Raghotama, 1999).

3.4.2.4 SECRECION DE ACIDOS ORGANICOS POR LAS RAICES, UN SISTEMA

DE ADQUISICION DE FOSFATO

Otra interesante estrategia de adquisicion de P que se ha investigado recientemente es la
proliferacion de raices con habilidad para exudar acidos organicos, lo que les permite
movilizar el Pi que se encuentra presente en el suelo (Kochian, 2000). Una de las especies
en las que esta respuesta ha sido mejor caracterizada es Lupinus albus. En esta planta, en
suelos alcalinos bajos en Pi, se presenta una proliferacion de raices laterales secundarias o
terciarias con habilidad de secretar acidos organicos que solubilizan el Pi de los abundantes
complejos de Ca-Pi, Al-Pi y Fe-Pi. Lupinus albus puede secretar hasta el 25% de su
carbono en forma de 4cidos organicos al suelo, lo que demuestra que la necesidad de Pi
sobrepasa a la economia energética y de captacion de carbono de la planta (Kochian, 2000).
En estudios detallados de la bioquimica del metabolismo del C en respuesta a la deficiencia
de fosforo, se ha observado que las raices presentan cambios en el ciclo del acido citrico
que se explican por cambios en la abundancia de los mRNA vy la actividad de las enzimas
asociadas al ciclo de acido citrico (Kochian, 2000). Entre ellas, la clasica enzima
anaplerdtica de las celulas vegetales, la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) responde al
estrés de P con incrementos en su actividad para soportar la elevacion en la sintesis de

malato y citrato que puede ser entonces exudados por las raices.
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Simultaneamente, la actividad especifica de las enzimas del ciclo del acido citrico, la citrato
sintasa y malato deshidrogenasa se elevan también en respuesta a la deficiencia de Pi en el
suelo (Kochian, 2000).

3.4.2.5 IMPOTANCIA DE LAS FOSFATASAS EN LA ADQUISICION DE
FOSFATO

Otra respuesta mas al estrés de P es la secrecion de fosfatasas por las raices. Las plantas
sintetizan una gran variedad de fosfatasas en respuesta al déficit de Pi en el suelo, las cuales
se clasifican como alcalinas y acidas, segin su pH optimo de actividad.

Las fosfatasas permiten la movilizacion de P que se encuentra en forma organica, el cual no
es directamente asimilable y que puede representar hasta un 30-80% del fosfato presente en
el suelo. La actividad de las fosfatasas alcalinas es selectiva por ciertos sustratos, mientras
que las fosfatasas acidas son capaces de hidrolizar un espectro de compuestos fosforilados
mas amplios.

Las fosfatasas acidas pueden actuar sobre suelos acidos hidrolizando en una gran cantidad
de complejos fosfatados, liberando Pi aprovechable para las plantas (Kochian, 2000; Barret

et al, 1998).

3.4.2.6 LA EXPRESION DE GENES, UNA ESTRETEGIA EN LA DIFICIENCIA
DE FOSFATO.

Las técnicas de biologia molecular han permitido ampliar nuestra comprension de la
regulacion genética en muchos aspectos y la adquisicion de nutrientes por las plantas no es

la excepcion.
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Muchas de las investigaciones en plantas se han beneficiado por los tempranos
descubrimientos en microorganismos, como son las levaduras, ya que en dichos
microorganismos ha sido posible obtener mutantes que facilitan la clonacion y expresion de
genes que juegan un papel critico en diversos procesos, incluida la adquisicion de Pi. Estos
estudios sirven de base para la busqueda de genes homologos en modelos vegetales
(Kochian, 2000)..

En la levadura Saccharomices cereviceae la adquisicion de Pi esta controlada por el
regulon PHO. La expresion de genes que codifican para proteinas como fosfatasas y
transportadores de fosfato en la levadura esta controlado a nivel transcripcional por una
cascada de proteinas que actian como reguladores positivos y negativos. El control de
dichos genes involucra a proteinas asociadas a membranas, proteinas cinasas y factores de
trascripcion, los que a su vez regulan la expresion de las proteinas tendientes a mejorar la
adquisicion de Pi (Kochian, 2000; Oshima, 1982). Desafortunadamente, muchos de los
aspectos regulatorios correspondientes no han sido elucidados con el mismo detalle en las

plantas y se requieren ain muchos mas estudios.

3.5 ADAPTACIONES METABOLICAS

Dado el importante papel del P en la bioquimica de los seres vivos, no es de sorprender que
cuando las plantas son sometidas a limitacion de P, ademas de mecanismos para mejorar la
captacion, estos organismos desarrollen también estrategias metabdlicas para usar de

manera optima sus reservas de P. Algunas de las estrategias que se han explorado se

describen en este apartado.
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A pesar de la habilidad fotosintética, la glucolisis es una de las principales vias metabolicas
de generacion de energia en las células vegetales, tanto en las hojas durante los periodos de
oscuridad, como en todos los tejidos no fotosintéticos y durante la germinacion, antes del
establecimiento de la autotrofia. Esta via estad presente tanto en le citoplasma como en el
estroma de los plastidios (los cuales son organelos celulares similares a los cloroplastos,
pero que desarrollan un aparato fotosintético) y juega un papel importante en la generacion
de esqueletos carbonados para la biosintesis y en la produccion de ATP. El grupo de
(Plaxton, 1996) ha demostrado que ante el déficit de Pi, el paso glucolitico de
fosfoenolpiruvato a piruvato catalizado por la piruvato cinasa puede ocurrir por una via
alternativa que no requiere ADP y que es catalizado por la fosfoenolpiruvato carboxilasa y
la malato deshidrogenasa para generar malato (Plaxon 1996), que puede ser metabolizado
dentro de la mitocondria; alternativamente, la expresion de una fosfatasa vacuolar con
especificidad para fosfoenolpiruvato podria también generar piruvato y liberar el fosfato
(Plaxton, 1966).

La glicalisis citosolica de las células vegetales posee también una ruta alternativa para la
fosforilacién de fructosa-6-fosfato en la que el pirofosfato es un donador de energia, esta
ruta podria ser de particular importancia cuando el fosfato es limitante o bajo condiciones
de anoxia (Davies, 1993). Una estrategia que se identifico recientemente es la habilidad de
la planta Arabidopsis thaliana para reducir el contenido de fosfolipidos de la membrana
tilakoidal, dentro de los cloroplastos, con una elevacion del contenidos de otras clases de
lipidos, tales como gluco y, muy importantemente, sulfolipidos en la membrana tilacoidal
de los cloroplastos, en respuesta a la carencia severa de P, tal cambio en la composicion se

acompaiia de una expresion incrementada de la enzima sulfoquinovosil diacilglicerol

transferasa (Essigmann, 1998).
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El Azufre (S) es un elemento del grupo 6A, que constituye el 0.06% de la corteza terrestre
en masa, se puede encontrar en la naturaleza en su forma elemental en depositos
sedimentarios o en yeso CaS04.2H;0, asi como en diversos sulfuros como FeS,, H,S, SO;
y otros. En su forma reducida, el S se presenta en las células como la cisteina y la
meti.onina, asi como en un gran nimero de metabolitos esenciales derivados de estos dos
aminoécidos. En su estado oxidado el S se encuentra como SO, el cual es abundante en el
suelo y las plantas pueden asimilarlo por medio de transportadores especificos, de la misma
forma que pueden asimilar diéxido de azufre a través de las hojas.

El sulfato inorganico es quimicamente muy estable requiere de su activacion como una
anhidrido mixto (Adenosin fosfosulfato) que es un intermediario en la reduccion del SO4> a
S%, para su incorporacién en aminoacidos. En su forma oxidada activada, el sulfato puede
directamente incorporarse a diversos lipidos y carbohidratos, muchos de los cuales juegan
papeles estructurales en células vegetales (Crawford et al 2000).

Hasta el momento, no se ha explorado si el sulfato pudiese reemplazar al fosfato en otras
biomoléculas cuando existe limitacion de P, pero, en virtud de lo descrito en los parrafos

anteriores, tal posibilidad no puede descartarse.
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4. JUSTIFICACION

El P es uno de los macronutrientes cuya disponibilidad limita el crecimiento las plantas
debido a que forma parte principal de las macromoléculas centrales de la vida. Su baja
disponibilidad en el suelo hace que las plantas lo aprovechen insatisfactoriamente, debido a
se encuentra en formas no asimilables. Las estrategias agricolas para tratar de aliviar la baja
disponibilidad de Pi se han basado mayoritariamente en el uso intensivo de fertilizantes
fosfatados, lo que, lamentablemente, no ha resuelto por completo la baja productividad de
los cultivos, pero si ha consumido las reservas de P y contaminado los rios, mares y mantos
freaticos.

La investigacién de las estrategias y los mecanismos que las plantas han desarrollado para
contrarrestar la deficiencia Pi, especialmente la realizada con especies de importancia
agricola y econdmica, como es el caso del frijol (Phaseolus vulgaris), puede conducir a la
identificacién de mecanismos bioquimicos y fisiolégicos de tolerancia y adaptacién a la
limitacién de P, que permitan el desarrollo de sistemas agricolas de mayor sustentabilidad.
En el presente estudio se consideraran una serie de semillas de frijol de variedades que
previamente habian sido clasificadas de acuerdo por su grado de tolerancia a la escasez de
Pi. En esta semillas se explorara la posibilidad de encontrar deferencias en el contenido de
Pi almacenado, modificaciones en la rapidez y extensién del uso de tales reservas, asi como
alteraciones en la movilizacién de azufre que pudieran correlacionar con una menor
requerimiento de fosforo, para finalmente, explorar si el recambio de una biomolécula
fosforilada de gran importancia y presente en abundancia significativa, como es el RNA,
correlaciona con la habilidad de las variedades durante la germinacién y el crecimiento

temprano.

-36-



Lo anterior puede contribuir a entender como las plantas logran crecer con menor
disponibilidad de fosforo, lo que a mas largo plazo podra redundar en el desarrollo de

esquemas agricolas mas responsable en términos ecologicos.
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5. HIPOTESIS

Las variedades de frijol que estan mejor adaptadas a crecer en condiciones de
limitaciéon de Pi, siempre que no difieran en su contenido de Pi inicial, ni
sustituyan mas eficientemente este elemento en lipidos polares por SO,.
mostraran una mayor tasa de recambio del RNA, lo que les ayudaria a
mantener una sintesis adecuada de proteinas con un contenido mas bajo de

RNA total y el consecuente ahorro de Pi.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las diferencias en el nivel de recambio de RNA en las variedades de frijol

estudiadas cuando son germinadas en presencia o ausencia de Pi, y determinar si hay o no

diferencias endogenas en la cantidad de Pi y SO4 acumulados, o bien, diferencias en la

habilidad para sustituir P por S en los lipidos.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el contenido de fosfato y sulfato inicial en las semillas que difieren
en su capacidad para crecer en condiciones de déficit de (Pi).

Determinar si se manifiestan diferencias de movilizacion de fosfato y sulfato a
los diversos tejidos durante el proceso de germinacion temprana.

Determinar si existen diferencias de movilizacion de fosfato y sulfato hacia los
fosfolipidos en las diferentes variedades estudiadas.

Cuantificar la velocidad de biosintesis y degradacién de RNA total en las
semillas recién germinadas en las variedades contrastantes.

Correlacionar los datos anteriores con la capacidad de las variedades para crecer

con déficit de fosfato.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MATERIALES

La [’H]-Uridina empleada en los ensayos de marcaje radiactivo se obtuvo de Amersham.
Las sustancias quimicas utilizadas para la preparacion de las disoluciones y amortiguadores
empleados, se obtuvieron de las compaiiias Sigma Chemical Co. (San Luis Missouri, USA)
y Merck , las placas de silica gel fueron adquiridas de Aldrich (San Luis Missouri, USA).
En el anexo-1 se presenta la relacion del equipo, las sustancias y reactivos utilizados en el

desarrollo del presente trabajo.

7.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Los experimentos que a continuacion se describen se realizaron con semillas de frijol
(Phaseolus vulgaris) de cinco variedades que previamente fueron seleccionadas por el Dr.
Eleazar Martinez Barajas (Dpto. Bioquimica Vegetal, FQ, UNAM). Las variedades
progenitoras fueron la Pinto Villa (PV) y Canario, en tanto las otras son designadas como
22, 40 y 42, que se relaciona con el orden en que se seleccionaron en el Colegio de Post-
Graduados (Chapingo, Edo. de México). La seleccion se realizo con base en un mejor
desempeiio agricola en suelos con déficit de Pi.

Las semillas maduras y secas se almacenaron en bolsas de papel, en refrigeracion, dentro de

contenedores con baja humedad.
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7.2 METODOS

7.2.1 GERMINACION DE LAS SEMILLAS

Las semillas se desinfectaron superficialmente mediante inmersion en una disolucion de
NaClO al 1.2% (v/v) por 15min con agitacion suave, luego se enjuagaron con abundante
agu# desionizada estéril y, en una campana de flujo laminar, se depositaron sobre papel
filtro Whatman 3MM humedecido con la solucion de germinacion, en cajas de petri
estériles cerradas con parafilm M (American Can Co., Inc. USA).

Los medios de germinacion utilizados en estos ensayos fueron 10 ml de agua desionizada y
estéril, con 0.5 mg de CAPTAN (antifingico), o 10 ml de una disolucion de KsPO4 1uM,
con 0.5 mg de CAPTAN. Las semillas se incubaron por 7 dias a 25 °C, en condiciones de

oscuridad.

7.2.2 CUANTIFICACION DE FOSFATO

Las determinaciones de fosfato se realizaron conforme a una modificacion del método
descrito por Ames (Leloir & Cardini, 1975). A una muestra de 300 ul se le agregaron 700
pl de una disolucion compuesta por una parte de acido ascorbico al 10% y 6 partes de
molibdato de amonio al 0.42% (p/v) en 4.2% (v/v) H2SOs. La mezcla se calento en un
bafio seco a 45 °C por 20 min. Pasado el tiempo se leyo la absorbancia del complejo
colorido de fosfomolibdato, en un espectrofotometro BECKMAN DU 640 a una longitud
de onda de 820 nm .

La concentracion se determiné por interpolacion en una curva patron de K3PO4 conteniendo

cantidades variables de fosfato en el rango de 10 a 100 nmolas de fésforo en 0.3 ml.
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7.2.3 CALCINACION DE LA MATERIA ORGANICA A MINERALES SOLUBLES

Este procedimiento es una adaptacion a muestras pequefias y con baja humedad, del método
de calcinacion reportado por Patterson & Pappenhagen, (1978), para determinacion de
azufre en material vegetal. Aqui se empleé igualmente para la determinacion de fosforo. Un
mg del polvo de semilla se colocé en tubos de ensaye, libres de fosfatos a los que se les
adicionaron 100 pL de una disolucion al 10% (p/v) de Mg(NOs)2 en 95% (v/v) de ETOH y
1% HCIOQ4 (v/v) la cual se evapor6 en un bafio seco a 90 °C. Posteriormente, los tubos se
calcinaron a la flama directa hasta la oxidacion total del carbono organico. El residuo se
disolvi6 en 300 pl de HCI 0.5 N en un bafio seco a ebullicion por 20 min y luego se dejo

secar nuevamente por evaporacion. Finalmente, se disolvieron en 300 pl de H20

desionizada.

7.2.4 MEDICION DEL CONTENIDO DE FOSFORO EN LOS MATERIALES
BIOLOGICOS INVESTIGADOS

El fosforo presente en los materiales biologicos se determiné como fosforo soluble en acido

o como fosforo total segiin el experimento realizado.

7.2.4.1 CUANTIFICACION DE FOSFATO INORGANICO EN SEMILLA SECA
Para esta cuantificacion se tomaron 4 semillas de frijol de cada una de las variedades y se
molieron por separado en un mortero libre de fosfatos, hasta la obtencion de un polvo fino.
Un mg del polvo de semilla se suspendié por agitacion vigorosa (Vortex Genie) en 1 ml de
HCI 1 N en un tubo Eppendorf, y se centrifugd a 13000 rpm en una microcentrifuga por 5
min y se recupero el sobrenadante.

Se tomaron 0.5 ml de la solucion centrifugada y se trato conforme a lo descrito en el

apartado 7.2.3.
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De la disolucién obtenida se transfirieron 0.1 ml a un tubo de ensaye libre de fosfatos y se
completaron con agua desionizada a 0.3 ml. La concentracion de fosfato se determino

conforme a lo ya indicado (apartado 7.2.2).

7.2.4.2 CUANTIFICACION DE FOSFATO TOTAL EN SEMILLA SECA

Se tomaron 4 semillas de frijol de cada una de las variedades y se molieron en un mortero
libre de fosfatos, hasta la obtencion de un polvo fino. Se tomé 1 mg del polvo fino y se
trato conforme a lo descrito en el apartado (7.2.3), excepto que la disolucion final se realizo

en s6lo 0.15 ml y se tomaron 25 pl de la disolucion anterior y se completaron a 0.3 ml para

la determinacion de fosfato (apartado 7.2.2).

7.2.4.3 CUANTIFICACION DE FOSFATO TOTAL EN SEMILLA GERMINADA
De las semillas germinadas por los 7 dias se extrajeron los cotiledones, el hipocotilo y la
raiz, registrando su peso como materia fresca. Se congelaron de inmediato a -70 oC y se
liofilizaron a cerca de un 8% de humedad, su peso se registr6 como materia seca. Este
material se molio en un mortero hasta obtener un polvo fino.

Se tom6 1 mg de cada una de los polvos recuperados de los diferentes tejidos y se
calcinaron conforme a lo descrito en el apartado 7.2.3. Una alicuota de 0.1 ml se completo a
0.3 ml y se determind la concentracion de fosfato como se describi¢ en 7.2.2.

7.2.4.4 CUANTIFICACION DE FOSFATO TOTAL EN LiPIDOS EN SEMILLA
SECA Y GERMINADA

La extraccion de los lipidos de realizé segun Rodriguez (Rodriguez-Sotres, & Black, 1993).
Brevemente, 5 mg de polvo se suspendieron en 250 pl de cloroformo:metanol 1:1 y se

agitaron vigorosamente en un (VORTEX Genie).
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Se afiadi6 1 ml de solucion NaCl al 1% (p/v) con 0.1% (p/v) de ZnSOs, se agito
nuevamente y la suspension se centrifugd a 1500 RPM por 5 min, en un rotor de columpio.
La fase acuosa y la nata solida se eliminaron y se recupero la fase cloroformica.

Se tomaron 100 pl en un tubo de 13 x 100 mm y se evapord el solvente hasta la sequedad.
El residuo se calciné conforme a lo descrito en 7.2.3 y el contenido de fosforo se determino

conforme a lo descrito en 7.2.2.

7.2.5 CUANTIFICACION DE SULFATO.

Las determinaciones de sulfato se realizaron modificando el método descrito por Patterson-
Pappenhagen (Patterson & Pappenhagen, 1978; procedimiento estindar AOAC-920.10),
adaptandolo a placas de ELISA de 96 pozos.

Se tomaron 50 pl de la muestra en estudio que se transfirieron a un pozo de 0.25 ml y se
afiadieron 200 pl de una disolucion de BaCl; 0.05N en HCI IN. Se permitié que se formara
el precipitado de BaSO4 durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, se determino la
turbidez después de agitar por 30 segundos, midiendo la dispersion de la luz a 655 nm
(como luz no trasmitida), en un fotometro de ELISA BIO-RAD BenchMark.

Dado que la lectura se realiza de manera inmediata a la agitacion y en forma automatizada
la lectura presenta mucha mayor reproducibilidad que la realizada en un espectrofotometro
o colorimetro convencional, ya que el haz es dirigido desde el fondo del pozo, por lo que la
ligera deposicion de polvo en el fondo de la placa de ELISA no afecta a las lecturas.

La concentracién se estimé por interpolacion en una curva patron preparada conteniendo

Na,;S0; en cantidades que variaron entre 50 y 300 nmol de sulfato en 0.05 ml de HCI 0.5

N.
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En este caso la relacion entre luz no transmitida y la concentracion no es lineal, por lo que
los datos se ajustaron a una polinomio de grado 2, conforme al programa Microplate

Manager de BIO-RAD (La Jolla, CA., USA)

7.2.5.1'MEDICION DEL CONTENIDO DE AZUFRE EN LOS MATERIALES
BIOLOGICOS INVESTIGADOS

El azufre presente en los materiales bioldgicos se determin6 en forma de sulfato en los

residuos calcinados.

7.2.5.2 CUANTIFICACION DE SULFATO TOTAL EN SEMILLA SECA

Para esta cuantificacion se tomaron 4 semillas de friol de cada una de las variedades y se
molieron por separado en un mortero libre de sulfatos, hasta la obtencién de un polvo fino.
Se tom6 1 mg del polvo fino que se calciné conforme a lo descrito en el apartado 7.2.3.
excepto que la disolucion final se realizo en 0.15 ml. Una alicuota de 50 pl se transfiri¢ a
un poso de la placa de ELISA y el contenido de sulfato se determin6 conforme a lo descrito

en el apartado 7.2.5.

7.2.5.3CUANTIFICACION DE SULFATO TOTAL EN SEMILLA GERMINADA

Para esta cuantificacion se procedid6 de manera semejante a lo descrito para la
cuantificacion de fosfato total en semilla germinada (7.2.4.2), excepto que la alicuota

empleada fue de 0.05 ml para la determinacion de sulfato conforme a lo descrito en 7.2.5.
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7.2.5.4CUANTIFICACION DE SULFATO TOTAL EN LiPIDOS EN SEMILLA
SECA Y GERMINADA

La extraccion de lipidos y su conversion a formas minerales se describio en el apartado
7.2.4 4. El contenido de sulfato se cuantifico en 0.05 ml de la disolucion final conforme a lo

descrito en 7.2.5.

7.2.6 ANALISIS DE LAS CLASES DE LiPIDOS

Los lipidos se extrajeron de las muestras en fase cloroformica conforme a lo descrito en el
apartado 7.2.4.4.

Esta vez la fase cloroférmica recuperada se evaporé con flujo de nitrogeno y se redisolvio
en un pequefio volumen de cloroformo, el cual se aplico a una placa de capa fina (0.2 mm)
de silica gel sobre vidrio (Aldrich Chemical Co., San Luis Missouri, USA). La placa se
desarrollé conforme a lo descrito por Valencia (Valencia & Rodriguez, 2001). En una
cémara de corrida saturada con cloroformo : MeOH : Ac. Acético : Agua 85:15:10:3.5, que
se dejo corre hasta la mitad de la placa, con el fin de separar lipidos polares. La placa se
seco y se introdujo en una camara saturada con hexano : dietil éter © Ac. Acético 70:30°1,
con el fin de separar lipidos neutros. Los lipidos se revelaron asperjando con wvainillina al
1% en H,SO4al 50%, seguido de calentamiento a 150 °C hasta la aparicion de las manchas.

Las clases de lipidos se identificaron por su migracién en comparacion con estandares.

7.2.7 MARCAJE DEL RNA TOTAL “IN VIVO”

Para cuantificar la sintesis y degradacion del RNA total se tomaron 10 semillas y se
germinaron conforme a lo descrito en el apartado 7.2.1. pero solo por 3 dias, bajo las

mismas condiciones.
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La testa de las semillas se extrajo, en condiciones de esterilidad bajo una campana de flujo
laminar, las semillas se transfirieron a un matraz Erlenmeyer de 50 ml, con 10 ml de un
amortiguador HEPES KOH 25mM pH 7 conteniendo 5 ul de uridina marcada (5-[*H]-
uridina, 0.5 pCi/ul, 44.5 Ci/mmol, en etanol:agua al 50%, Perlkin/Emer, Life sciences,
Inc. @).

Los matraces se incubaron por diferentes periodos de tiempo a 25 °C, en un incubador con

agitacion orbital a 50 RPM.

7.2.7.1 EXTRACCION DEL RNA Y CUANTIF ICACION DE LA URIDINA
INCORPORADA EN MACROMOLECULAS.

Las semillas se incubaron por 0, 3, 6, 9, 12 y 18 h en el medio que contenia la uridina
marcada [5-’H]. A cada tiempo se tomaron alicuotas de 5 uL del medio de incubacion y se
mezclaron con 3 ml de coctel de centelleo (para muestras acuosas) para cuantificar la
radiactividad en un contador de centelleo liquido PACKARD 6200. A cada tiempo se
retiraron 2 semillas, y se enjuagaron con una solucion que contenia 200 pg/mL de uridina
fria en etanol al 80% (v/v) y el exceso de liquido se retird con papel absorbente. Las
semillas se molieron en 10 mL de Acetona fria, de donde se tomaron 50 pL de la
suspension resultante para medir la radioactividad total incorporada.

El homogenado se centrifugo por 5 min a 3000 x g y se decanto el sobrenadante, la pastilla
se resuspendio en 10 mL de un amortiguador de TRIS 100 mM, pH 7, con urea 7 M,
EDTA 1 mM, 1% (p/v) de SDS, 1% (v/v) de 2-mercaptoetanol.

La suspension se centrifugd por 5 min a 3000 x g, y se recupero el sobrenadante, al cual se

le afiadieron 5 ml de TCA 10 % (p/v).
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La suspension se filtro a través de un papel de fibra de vidrio Whatman GF/A de 24 mm
(diametro), el filtro se lavo con una solucion de TCA 5 % (p/v), luego con etanol al 100%

(v/v) y se seco en una estufa a 60°C.
Los filtros se colocaron en viales de centelleo liquido con Sml de un coctel de centelleo

para muestras solidas y se cuantifico la radiactividad incorporada.

7.2.7.2 CUANTIFICACION DE LA ESTABILIDAD DEL RNA “IN VIVO”

Las semillas se incubaron como anteriormente se describi6 (7.2.8) por 18 h, al término de
las cuales se retiraron del medio del incubacion inicial, el cual se reemplazé por un medio
equivalente (HEPES KOH 25 mM pH 7) medio que contenia uridina sin marca radiactiva a
una concentracion de 50 pg/mL en disolucién de amortiguador. La incubacion se prolongo
por 12 h mas, retirando 2 semillas a las 18, 21, 24 y 27 h. El procedimiento de extraccion
de RNA se realizo como se menciono en el apartado anterior (7.2.7.1)

7.2.7.3 AJUSTE DE LOS DATOS DE ACUMULACION Y DEGRADACION DE
RNA A UN MODELO EXPONENCIAL.

Los datos de la incorporacién de [’H]-Uridina a lo largo del tiempo de incubacion del hasta
las 18 h se ajustaron a una curva de crecimiento exponencial (la fase del pulso de las
primeras 18 horas), en tanto que, la pérdida de marca por degradacion observada tras la
dilucion se ajusté a una curva de decaimiento exponencial (la fase de pérdida de la marca
de las 12 horas finales). Para garantizar la coincidencia de los ajustes en el punto de
transicion de la fase de acumulacion al decaimiento se empleo una funcion segmentada
(ecuacion 1) que coincidia a las 18 h. El ajuste numérico se realizé mediante regresion no
lineal con el algoritmo de Marquard-Levenberg incorporado en el programa SigmaStat.

(Jandel Corporation, SigmaStat for Windows version 2, San Rafael California, USA 1995)
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Ecuacién 1
—0.69312mP2.

Amplitud e ks si el tiempo <18h
~0.693 1m0
Amplitud e % si el tiempo >18h

Incorpracion =

En la ecuacién anterior 0.6931 es el valor del logaritmo natural de 2, gos Yy dos son el
tiempo de duplicaciéon de la fases de acumulacién y la vida media de la fase de
decaimiento, respectivamente. Las amplitudes 1 y 2 son constantes que dependen de la
magnitud de la sefial analizada ( *H incorporado como fraccién porcentual de la captacién
total de marca).

En éste andlisis se asume que la sintesis de novo de RNA es igualmente eficiente con
Uridina sin marca (proveniente de la poza interna de la semillas) y con Uridina-[>H], que es
captada por el tejido durante la incubacién. Como el RNA previamente presente en el tejido
no es radiactivo, la marca se incorporar a esta biomolécula con una rapidez proporcional a
la disponibilidad de Uridina, que se asume constante durante el experimento, resultando en
un aumento exponencial de ['H]-RNA. Aunque la degradacién de [PH]-RNA ocurre
simultineamente durante el proceso, se presume que dicho proceso debe ser
considerablemente mas lento que la sintesis, porque de otro modo no se observaria aumento
en la cantidad de marca en RNA. Cuando la marca es retirada (debido a la enorme dilucién
que sufre la Uridina), el [’H]-RNA ya acumulado continiia siendo degradado lentamente,
pero ante la ausencia de nueva sintesis, su cantidad disminuye en un proceso que, de nuevo
es proporcional a la cantidad presente, lo que se refleja en una caida de tipo exponencial de

la marca recobrada.
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8. RESULTADOS

En este trabajo se busco caracterizar a un conjunto de variedades de frijol que presentaron
diferencias en su habilidad para germinar y establecerse en condiciones de deficiencia de
fosforo. En un estudio preliminar realizado por el Dr. Eleazar Martinez Barajas
(Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica UNAM) se estudiaron 50 diferentes
variedades seleccionadas por el Dr. Jorge Acosta (Colegio de Posgraduados, Montesillos,
Texconoc, Estado de México). En dicho estudio las variedades originales Pinto Villa y
Canario demostraron ser poco tolerantes a la deficiencia de fosforo, en comparacion con las
variedades 22, 40 y 42 (E. Martinez Barajas, comunicacion personal).

Una primera posibilidad que decidimos explorar fue la de que las semillas mismas
contuviesen diferente cantidad de fésforo desde su estado seco, siendo esta la razon que les

permitiera a las mas aventajadas establecerse con mayor vigor.

8.1 FOSFATO EN SEMILLA SECA

La cantidad de fosfato inorganico en las variedades de frijol estudiadas se determino en
semillas previamente pulverizadas en mortero, con un mg de harina de las semillas, que se
mezcld vigorosamente con HCI 1 N, con la finalidad de extraer todo el fosfato inorganico
posible presente en la muestra.

Los resultados presentados en la figura 8.1 muestran que hay diferencia entre las variedades
de frijol estudiadas, en su contenido de fosforo soluble. La prueba estadistica de ANOVA
de una via indico que las variedades 22, 42 y Canario contienen una cantidad de fosfato
inorganico similar entre ellas (ie. no hay entre éstas diferencias estadisticamente

significativas, c.a. 60 nmol/mg de semilla).
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Figura 8.1. (A) Contenido de fosfato inorganico en semilla seca de las variedades estudiadas. El contenido
de fosfato se cuantificé como se describié en materiales y métodos. El fosfato se expresa como nmol por mg
de tejido seco. (B) Fosfato inorganico como fraccién porcentual del contenido total de fosforo de la semilla
seca.

En tanto que las variedades 40 y PV presentan mayor contenido de fosfato inorganico que
las tres anteriores (estadisticamente significativo, p = 0.05), pero son semejantes entre ellas
(c.a. 80 nmol/mg de semilla).

La cuantificacion del fosforo total se realizO en muestras de harina calcinadas con
Mg(NO;), e hidrolizadas con HCI. En la figura 8.2 se muestran los datos obtenidos de la
cuantificaciéon de fosfato total, los que no presentan diferencias significativas (ANOVA, 1
via, p = 0.05).

Cuando los datos mostrados en las figuras 8.1 y 8.2 se relacionan para expresar el
contenido de fosfato inorganico como fraccién porcentual del fésforo total, las diferencias
que se observaron en la (figura 8.1), pierden su significancia estadistica (ANOVA, 2 vias, p
= 0.05) figura 8.1, panel B. Lo anterior es atribuible a la mayor dispersion introducida al

involucrar conjuntamente a dos variables.
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Figura 8.2. Contenido de fosfato total en semilla seca de las variedades estudiadas. El contenido de fosfato
se cuantifico como se describié en materiales y métodos. El fosfato se expresa como nmol por mg de tejido
seco.

8.2 FOSFATO EN LiPIDOS EN SEMILLA SECA

Un punto mis en la exploracién del contenido de (Pi) en las semillas secas lo constituyen
aquellas moléculas altamente fosforiladas de gran importancia y cantidad en las células
vegetales. Ya se ha comentado reiteradamente el papel de los fosfolipidos y sulfolipidos en
las respuestas adaptativas, por lo que se midié el contenido de fosfato y sulfato en la
fraccion lipidica, tanto de las semillas secas como de las plantulas etioladas de 7 dias.

Los lipidos se extrajeron en la fraccion soluble en cloroformo, el solvente se evapord y los
lipidos se calcinaron para cuantificar los minerales como fosfato y sulfato, como se
describié en materiales y métodos.

En la figura 8.3, panel A se observan los contenidos de Pi en lipidos, en las semillas de
frijol de las variedades estudiadas. El anilisis estadistico permiti6 separar dos grupos, las
variedades 42, Pinto Villa y Canario con un contenido medio de 40 nmol/mg de semilla y

las variedades 22 y 40, con un contenido medio de 30 nmol/mg de semilla.
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Sin embargo, en la figura 8.3, panel B, se observa que cuando el contenido (Pi) en lipidos
en las semillas estudiadas se expresa como fraccién del contenido de (Pi) total tal diferencia
no es ya evidente y el analisis estadistico (ANOVA, 2 vias, p = 0.05) reveld que no existe

diferencia significativa entre las semillas estudiadas.
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Figura 8.3. (A) Contenido de fosfato en lipidos en semilla seca de las variedades estudiadas. El contenido de
fosfato se cuantificé como se describié en materiales y métodos. El fosfato se expresa como nmol por mg de
tejido seco. (B) Fosfato en lipidos como fraccidn porcentual del contenido total de fosforo de la semilla seca

8.3 FOSFATO EN LAS PLANTULAS ETIOLADAS A LOS 7 DiAS.

Por otro lado, también es factible que ain conteniendo cantidades semejantes de fésforo en
las semillas, este se encontrara en formas diferentes, o bien, que se metabolizara con
diferente eficiencia, de manera que al final de varios dias de germinacion, las variedades
mas tolerantes a la deficiencia habrian aprovechado mejor su reserva de fosforo.

Para explorar este segundo aspecto, se determiné la cantidad de fosforo presente en las
plantulas en su periodo postgerminativo temprano. Se cligieron 7 dias, en condiciones de
oscuridad y con agua destilada ya que a ese este tiempo las hojas primarias no se han
expandido ni separado claramente del cotiledon. La movilizacion se analizé cuantificando

el fosforo total en el cotiledon, el hipocotilo y en la raiz.
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Para identificar respuestas asociadas a la deficiencia de fosforo, se incubaron las semillas
con fosforo (1 pM de K;POq) y en ausencia de éste en el medio de germinacion.

Los resultados mostrados en la figura 8.4, panel A y B, muestran que ain después de 7 dias
de crecimiento en la oscuridad, una gran proporcion del fosforo disponible para la plantula

se mantiene en el cotiledon.
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Figura 8.4. Contenido total de fosfato en raiz, hipocotilo y cotiledén en las plantulas a los 7 dias, en las
variedades estudiadas, 22 (barras negras W), 40 (barras rojas ), 42 (barras verdes ), Pinto villa (barras
azules ®) y Canario (barras cian *). Las semillas se germinaron por 7 dias a 25°C en la oscuridad sobre papel
filtro humedecido con agua (A y B), o en disolucién de K;PO, 1uM (C y D). La extraccion y cuantificacion
del fosfato se realizé segin lo indicado en materiales y métodos. El fosfato se expresa como porcentaje del
total en cada pléntula (A y C) o en nmol por mg de tejido seco (B y D).
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Aunque dos de las variedades mas tolerantes 40 y 42 han transferido mayor cantidad de
fosforo hacia las raices (en promedio), los datos presentan dispersion y las diferencias no
son estadisticamente significativas. Las diferencias en la distribucion de fosforo (como
fraccion porcentual) estan muy relacionadas con la biomasa de cada parte de la planta, ya
que el contenido de fosforo por mg de tejido seco muestra una diferencia mucho menores,
que no es estadisticamente significativa.

La unica diferencia estadisticamente significativa (ANOVA 2 vias, con tejido y variedad
como factores) estd en el contenido de fésforo del cotiledén que-es inferior al de raiz e
hipocotilo figura 8.4 paneles B y D, contrario a lo observado en la figura 8.4 paneles A y
C, lo que indica que el fosforo del cotiledon, se estd movilizando hacia los otros tejidos,
aunque a los 7 dias ain representa una cantidad de biomasa figura 8.5 panel A y de fosforo
total, mucho mayor que el resto de la plantula.

En las semillas crecidas en presencia de fosforo, las plantulas presentan contenidos de
fosforo ligeramente superiores en raiz e hipocotilo, figura 8.4 paneles A y C, y un mayor
crecimiento de las plantulas, figura 8.5 panel B, lo que releja en promedio una menor
proporcion de fosforo en el cotiledon, en comparacion con las plantulas deficientes, sin que
en general, las variedades muestran diferencias significativas (ANOVA, 1 via, p = 0.05).
Notese que la variedad 40 (posiblemente la mas tolerante), presenta una tendencia en
ambos experimentos a contener menor proporcion de fosforo en el cotiledon y mas en el
hipocotilo, lo que representa un reflejo de una mayor crecimiento de esta variedad, por lo

que la biomasa del hipocotilo tiende a ser mayor y representa mas fosfato.
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Aunque en nuestro estudio no se puso tal énfasis, experimentos a tiempos mucho mas
largos (con plantas ya totalmente autotréficas) si demuestran diferencias estadisticas en el

crecimiento de las variedades (E. Martinez, comunicacion personal).

8.4 PESO DE LOS TEJIDOS DE LAS PLANTULAS ETIOLADAS A LOS 7 DiAS.
En la figura 8.5 panel A, se observa el peso de los tejidos estudiados a los 7 dias de
germinacion. El cotiledon fue el més pesado, seguido del hipocotilo y luego la raiz de todas
las variedades estudiadas; lo cual es claro que en este momento, ya que la plantula ain
depende en gran medida de los cotiledones y éste sigue siendo un tejido mayoritario.

En el anélisis estadistico (ANOVA, 1 via, p = 0.05), no se observé diferencia significativa
alguna, lo que indica que el crecimiento de las semillas sin fosforo exdgeno es similar en
todas las variedades. En este momento de su desarrollo, cuando las plantas no son aiin

totalmente autotrofas, las diferencia en el crecimiento no son ain evidentes.
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Figura 8.5 Peso seco de las partes de las plantulas a los 7 dias de incubacion, en la fase de crecimiento
postgerminativo. 22 (barras cian ). 40 (barras rojas ), 42 (barras verdes ). Pinto villa (barras azules *) y
Canario (barras cidn ®). (A) Peso seco de las partes de las plantulas germinadas y crecidas en ausencia de Pi
{B) Peso seco de las partes de las plantulas germinadas y crecidas en presencia de K;PO, 1uM.
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En el caso de la figura 8.5, panel B, se observa también que en crecimiento de las semillas
en los distintos tejidos estudiados es similar, ya que en el analisis estadistico (ANOVA, 1|
via, p =0.5) no se observo diferencia significativa alguna.

Sin embargo, al comparar el crecimiento entre los lotes germinados con o sin fosfato, es
positﬂe observar que si existe diferencia significativa entre ambos, siendo mayor el
crecimiento cuando se afiade fosfato al medio de germinacion, lo cual se comprobo después
del analisis estadistico de (ANOVA, 2 vias, p = 0.05). Dicha diferencia refleja que el

fosforo exégeno si resulta limitante para el crecimiento en esta etapa de desarrollo.

8.5 FOSFATO EN LiPIDOS EN LAS PLANTULAS ETIOLADAS A LOS 7 DiAS

Al igual que como se determind el contenido de (Pi) en lipidos en semillas seca, se realizo
también la determinacion de la cantidad de Pi en lipidos en los diversos tejidos de las
plantulas etioladas de 7 dias.

En la figura 8.6 se presentan los contenidos de Pi en las fracciones solubles en cloroformo
de cada parte de la plantula, como fraccion porcentual del Pi en lipidos en toda la planta
figura. 8.6, paneles A y C o como contenido en nmol/mg de peso seco figura. 8.6, paneles
B y D. Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las
variedades (ANOVA 2 vias, = 0.05), pero se encontro que, nuevamente, el contenido de
fosforo en lipidos de la raiz e hipocotilo (un promedio de 5 nmol/mg tejido) es ligeramente
superior al que presentan los cotiledones. Esta diferencia muestra la misma tendencia que
los contenidos de fosforo total, pero aqui las diferencias son menores, lo que seguramente

tiene relacion con la relevancia del contenido de fosfolipidos en las membranas biologicas.
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Figura 8.6. Contenido de fosfato en lipidos, en raiz hipocotilo y cotileddon en las plantulas a los 7 dias, en las
variedades estudiadas, 22 (barras rojas ), 40 (barras verdes ), 42 (barras azules ®), Pinto villa (barras cian
) y Canario (barras rosa ). Las semillas se germinaron por 7 dias a 25°C en la oscuridad sobre papel filtro
humedecidos con agua (A y B), o en disolucién de K;PO, 1uM (C y D). La extraccion y cuantificacion del
fosfato se realizd segin lo indicado en materiales y métodos. El fosfato se expresa como porcentaje del total
en cada plantula (A y C) o en nmol por mg de tejido seco (B y D).

8.6 SULFATO TOTAL Y EN LiPIDOS EN SEMILLA SECA Y PLANTULAS
ETIOLADAS

Ya se discutié el papel del sulfato como reemplazo del fosfato en los sulfolipidos del
cloroplasto, como una mecanismo de adaptacion. (Essigmann et al, 1998). Por tal razon, se
explor6 la posibilidad de encontrar diferencias en el manejo de este nutriente durante la

germinacion y el crecimiento temprano de las variedades de frijol estudiadas.
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Para ver si existian diferencias en las reservas de azufre entre las variedades se calcinaron
las muestras y el sulfato se precipité con BaCl,, en medio 4cido para cuantificar la cantidad
de BaSO4 por medio de turbimetria, en placas multipozo. El método brevemente
mencionado anteriormente, es una adaptacion novedosa de una técnica antigua, que
aprovecha los equipos modernos para mejorar la reproducibilidad y la sensibilidad,
reduciendo al tiempo el consumo de reactivos y muestra.

Los resultados encontrados (figura 12.1 del Anexo 1) revelan una concentracion de SO
de 90 nmol/ mg de tejido, en promedio en las variedades analizadas, con poca variacién
entre los valores individuales. También, se determin6 el contenido de sulfato en lipidos en
las semilla seca (figura 12.2 panel A del Anexo 1), para el cual, se observaron variaciones
un poco mayores entre variedades. El analisis estadistico de los datos anteriores (ANOVA,
1 via, p = 0.05) revel6 que tanto el contenido de sulfato total, como el contenido de sulfato
en lipidos no presentan diferencias que alcancen significancia estadistica (ANOVA, 1 via, p
= 0.05). Con el fin de observar diferencias en el manejo del sulfato, se midi6 el contenido
de azufre total asi como el presente en lipidos, en semilla seca como en el cotiledon,
hipocotilo y la raiz, de plantulas etioladas crecidas por 7 dias, en ausencia o en presencia de
K3PO4 (1p M). Aunque el contenido total del sulfato en las diferentes partes de la planta
(figura 12.3 del Anexo 1) no alcanzan diferencias estadisticamente significativas en
términos absolutos (ANOVA, 1 via, p = 0.05), sin embargo si los resultados se analizan
como fraccion porcentual de sulfato transferido hacia la raiz, las diferencias resultan
significativas en las variedades mas sensibles a la deficiencia de fosfato, es decir, PV y
Canario (ANOVA, 2 vias, p = 0.05, comparacion mediante la prueba de TUCKEY, figura

12.3 del Anexo 1, panel A).
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Estas diferencias desaparecen cuando las plantulas has sido crecidas en presencia de fosfato
(figura 12.3 del Anexo 1, panel B), lo que es relevante, ya que la adicion de fosfato esta
teniendo un efecto sobre el manejo del sulfato en las variedades sensibles.

Es muy interesante notar que el contenido de sulfato en los diferentes tejidos es,
independientemente de la variedad, mayor en los cotiledones tanto en las plantulas crecidas
con como sin fosfato. El hecho de que las diferencias entre variedades se den a nivel de
fraccion porcentual y no a nivel de contenido absoluto entre hipocotilo y raiz cuando las
plantulas se crecen en ausencia de fosfato, es reflejo de la actividad proliferativa y de
histodiferenciacion (i.e. el crecimiento) y de la actividad metabolica de los tejidos (i.e.
fisiologicamente, su vigor). Finalmente, el sulfato en lipidos en las plantulas etioladas a los
7 dias (figura 12.4 del Anexo 1) no revelo diferencias significativas en las semillas
germinadas en agua, ni en las germinadas en K3;PQOs, por tejido entre las variedades
estudiadas.

8.10 CLASES DE LiPIDOS

Con el fin de identificar si se presentaban diferencias en la composicion de clases de lipido
que correlacionaran con la mayor o menor habilidad de las plantulas para crecer en
condiciones de deficiencia de fosforo, se aislaron los lipidos de semillas y de plantulas
etioladas de 7 dias en presencia o ausencia de K3PO,4 (1 M), los cuales se separaron en
capa fina y se identificaron como se describe en materiales y métodos, figura 12.5 del
Anexo 1.

El patron obtenido fue semejante en todas las variedades, indicando entonces que no hay
cambios significativos en el tipo de lipidos principales que estan presentes en las semillas

germinadas de las variedades estudiadas.
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8.11 RECAMBIO DE RNA EN LAS SEMILLAS GERMINADAS

En todos los analisis anteriores no se encontr6é un indicador claro de diferencia entre una
variedad y la otra. Sin embargo, es evidente que algunas variedades crecen menos que otras
cuando se germinan y se dejan crecer en solucién sin fosforo. Como se vio, los
fosfolipidos, una de las macromoléculas ricas en fosforo no presentaron diferencias.

Lo cual, por otro lado, no es tan sorprendente, si se considera que las propiedades de las
membranas biologicas son esenciales para la supervivencia de las células. Pero una de las
macromoléculas que contienen cantidades importantes de Pi es el RNA, en este caso, a
diferencia del DNA, o los fosfolipidos, la célula cuenta con un mayor margen de maniobra
para regular sus “inventarios” de RNA, ya que haciendo mas eficiente al aparato de
traduccién, podria sintetizar la cantidad requerida de las proteinas necesarias para los
diversos procesos celulares, empleando una cantidad mas reducida de mensajes y de
ribosomas. En esta parte se determiné la sintesis de RNA y su degradaciéon empleando
[’H]-Uridina, la cual se incorpora selectivamente en el RNA. Los experimentos en este caso
se hicieron con semillas germinadas a los 2 dias de imbibicion en agua desionizada, o en
disolucion de K3PO4 1uM. Lo anterior se propuso, puesto que de haber diferencias, éstas
podrian tener significado siempre que se establecieran tempranamente. A las variedades
germinadas se les dio un pulso de 18 h en presencia de [*H]-Uridina para seguir la
acumulacién de marca (que es funcion de la tasa de sintesis), que luego se diluyo con
Uridina sin marca, por un tiempo de 12 h. para seguir el decaimiento de la marca (que es
funcion de la tasa de degradacion). Las lineas que se muestran en las figuras 8.7 y 8.8 son
resultado del ajuste de los datos a ecuacion 1 (7.2.7.3) y los valores numéricos de los

parametros resultantes de tales ajustes se muestran en las (Tablas 2 y 3).
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Figura 8.7. Grificas similogaritmicas de las DPMs en el filtro de incorporacion de [*H]}-Uridina en el RNA a
las 18 horas de incubacidn, y degradacién de la marca radioactiva por la incubacién de las semillas con
Uridina sin marca por 12 horas mas después del pulso de marca inicial en las variedades estudiadas, 22 (A),
40 (B), 42 (C), Pinto villa (D) y Canario (E). La escala de la derecha muestra las DPMs relacionadas a la toma
méxima. Las semillas se germinaron por 2 dias a 25 °C en la oscuridad con agua destilada. La extraccion y
cuantificacion del RNA se realiz6 segin lo indicado en Materiales y Métodos.
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Figura 8.8. Gréficas similogaritmicas de las DPMs en el filtro de incorporacién de [’H}-Uridina en el RNA a
las 18 horas de incubacién, y degradacion de la marca radioactiva por la incubacién de las semillas con
Uridina sin marca por 12 horas mas después del pulso de marca inicial en las variedades estudiadas, 22 (A).
40 (B), 42 (C), Pinto villa (D) y Canario (E). La escala de la derecha muestra las DPMs relacionadas a la toma
maxima. Las semillas se germinaron por 2 dias a 25 °C en la oscuridad con disolucién de K;PO, 1uM. La
extraccion y cuantificacion del RNA se realizé segin lo indicado en Materiales y Métodos.
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TABLA 2. Amplitud y tiempo de duplicacién de sintesis (Amplitud 1 y gos), y
amplitud y vida media de degradacion (Amplitud 2 y dos) de RNA en las plintulas
etioladas de frijol de las variedades estudiadas crecidas en agua.

Variedad| Amplitud 1 (%) gos (b)) Amplitud 2 (%)° dos(h)
22 0,259 10,128 58+1.3 21.8+7.3 5.18 +0.64
40 0.530 +0.207 78+ 1.6 18.3+4.5  5.70+0.55
42 0.185 +0.105 58+14 | 23.1+105 | 4.40%0.63
PV 0.485 £ 0.259 6717 | 164+48 691094 |
Canario *1.53 250+1.0 | 12.8+26 4834034 |

* su valor no pudo ser determinado con precision debido a lo bajo de las incorporaciones, la cifra presentada
es una estimacién obtenida a partir del ajuste.
* La ecuacién empleada fue la (ecuacién 1), pero las amplitudes se normalizaron como fraccién porcentual
relativa a la méxima cantidad de radiactividad incorporada por la semilla a las 18 h.

TABLA 3. Amplitud y tiempo de duplicacion de sintesis (Amplitud 1 y gos), ¥
amplitud y vida media de degradacion (Amplitud 2 y dos) de RNA en las plintulas
etioladas de frijol de las variedades estudiadas crecidas en K;PO, 1 pM.

Variedad| Amplitud 1 (%)" 2os(h™) Amplitud 2 (%)* dos(h™)
22 0.619 £0.032 7.23+0.21 28.5+1.2 5.5+0.08
40 0.400 +0.127 6.68 +1.02 7.61+ 1.08 10.5 +1.02
42 3.11+0.13 11.2+0.3 77.5+3.3 4.41+0.05
PV 2.66 +0.09 161405 |  76.4+3.0 3.62+0.03

Canario *8.91 *27.7+£561 |  735+542 | 480+1.21

“ su valor no pudo ser determinado con precision debido a lo bajo de las incorporaciones, la cifra prwenlada

s una estimacion.
® La ecuacién empleada fue la (ecuacion 1), pero las amplitudes se normalizaron como fraccién porcentual
relativa a la maxima cantidad de radiactividad incorporada por la semilla a las 18 h.

Los resultados obtenidos muestran que las variedades germinadas en agua realizan la
sintesis de RNA con un tiempo de duplicacion que oscila entre las 4.5 y las 7.5 h., con
excepcion de la variedad Canario, que present6 una sintesis con un tiempo de duplicacion
muy largo (tabla 2, dos), lo que indica que esta variedad se encuentra menos activa en la
sintesis de RNA.

Cuando las mismas variedades se germinaron en solucion de fosfato, el tiempo de
duplicacion de la sintesis de RNA se incrementd un poco para las variedades PV y 42,
manteniéndose sin cambios para las demas variedades. Las diferencias entre los valores de
dos en condiciones de ausencia o presencia de fosfato para las variedades PV y 42, si

resultaron estadisticamente significativas (t de Student, p<0.05).
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Entre variedades el tiempo de duplicacién para la sintesis fue significativamente mas larga
para la variedad Canario, que para todas las demads (tablas 2 y 4) y la presencia de fosfato
no redujo este parametro de manera importante (tabla 3). La vida media de degradacién del
RNA, sin embargo, no fue tan diferente de las demas y sélo difiere de la Pinto Villa, que
fue rﬁayor y de la variedad 42 que fue menor (tabla 4). Esto se interpretaria como una
sintesis de RNA muy lenta, con una degradacion no tan lenta, es decir un nivel de RNA de
estado estacionario mas bajo que para las otras variedades. Por otro lado, la Variedad Pinto
Villa mostré un tiempo de duplicacion de sintesis parecida a la de las otras 3 variedades
(22, 40 y 42), pero su vida media de degradacién fue mayor a las de las cuatro variedades
restantes (Tabla 2 y 4). En esta variedad, el nivel de estado estacionario de RNA seria
mayor, esta vez por una degradacién méis lenta del RNA producido, pero sélo cuando se
crece en ausencia de fosfato ya que a diferencia de la variedad Canario, la variedad Pinto
Villa si mostré una respuesta muy importante a la presencia de Pi, aumentando la vida
media de la sintesis de RNA y reduciendo la vida media de su degradacién (Tablas 2 y 3),
es decir bajando su nivel de estado estacionario de RNA. La variedad 22 se parece a la
Pinto Villa en que la vida media de sintesis y la de la degradacién son semejantes en
ausencia de fosfato, pero a diferencia de la Pinto Villa, la presencia de fosfato no resulta en
cambios tan dramaticos. Igualmente, en las variedades 40 y 42 las diferencias entre la
presencia o ausencia de fosfato entre el medio de crecimiento son de menor magnitud y el

cambio, si lo hay, es en una de las dos vidas medias, pero no en ambas.
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TABLA 4. Comparacion estadistica de los valores obtenidos de tiempo de
duplicacion de la sintesis (gos) y vida media de gradacion (dos) de RNA, para
las variedades germinadas y crecidas en agua. Las comparaciones se realizaron
mediante el anilisis de varianza de las vidas medias con los valores de media y
desviacion estindar mostrados en las tabla 2 y con los grados de libertad
reportados por los ajustes (nimero de valores experimentales- nimero de
parametros en el ajuste-1; p<0.001). Las comparaciones miiltiples se realizaron
con la prueba de Tuckey (p<0.05).

£o.s
Tuckey

42

PV
Canario

dos
Tuckey
40

42
PV

Canario

gos/dos
Tuckey
40

42

PV
Canario

ANOVA (p<0.001)
22
p<0.05 40 | '
- p<0.05 42

. " "~ PV

p<0.05  p<005  P<005  p<0.05

ANOVA (p<0.001)

2

p<0.05  p<0.05 42

p<0.05  p<0.05 P<00S PV |

o p<0.05 - p<0.05
ANOVA (p<0.001)

22

p<0.05 40

42

L p<0.05 P<0.05 PV

p<0.05  p<0.05 P<0.05  p<0.05
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9. DISCUSION

A pesar de que las semillas de las diferentes variedades muestran diferencias en su
contenido de fosfato libre (figura 8.1), su contenido de fosforo total no es
significativamente distinto (figura 8.2) y no permite explicar su diferente tolerancia a la
deficiencia de fosforo; especialmente, ya que las variedades con mas fosfato libre son una
sensible (Pinto Villa) y una tolerante (40).

A los 7 dias, las plantulas etioladas siguen siendo mayoritariamente cotiledon (medido
como biomasa, (figura 8.5). A pesar de que el contenido de fésféro del cotiledon resulto
inferior al de raiz e hipocotilo (figura 8.4, panel B y panel D), la biomasa cotiledonarea es
aun lo suficientemente importante como para que el contenido de fosforo total en dicho
tejido sea mayor a la presente en otros tejidos (figura 8.4, panel A y panel C). En este caso,
la presencia de fosfato en los medios de germinacion se tradujo en una reduccion en la
proporcién del fosforo contenido en el cotiledon, excepto para las variedades 40 y 42, que
son las mas tolerantes a la deficiencia. El significado de tal observacion podria relacionarse
con una mayor habilidad de estas variedades para redistribuir el fosforo desde el cotiledon
hacia otros tejidos, lo que a su vez, podria ser un reflejo de diferencias en el metabolismo
del fosfato, en su transporte, o en ambos.

Los contenidos de sulfato en las semillas son semejantes (figura 12.1 Anexo 1), pero
cuando este mineral se distribuye, se encuentran diferencias en la capacidad de las
variedades para distribuir azufre hacia la raiz (figura 12.3 Anexo 1, panel A y panel C), lo
que no sélo es reflejo de un menor crecimiento ya que de serlo afectaria al fosforo y al
azufre por igual sino de un crecimiento con tejidos de diferente vigor y caracteristicas

metabdlicas.
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Resulta muy interesante que el contenido de sulfato en los tejidos sea diferente y, sobre
todo, que estas diferencias se acentiien cuando se afiade fosfato, lo que claramente refleja
que los tejidos de las diferentes variedades cambian (se vuelven mas vigorosos, a juzgar por
su mayor crecimiento) y tal vigor se manifiesta con una mayor demanda de minerales
esenciales, no solo fosforo (figura 12.3 Anexo 1, panel B y panel D).

Las semillas de las diferentes variedades si presentan diferencias en el contenido de fosforo
en los lipidos. Estas diferencias no son resultado de diferencias en el envejecimiento de los
lotes, ya que los datos se generaron con lotes cuya edad en almacén no superaba los dos
meses, su viabilidad media como capacidad de germinacion, superaba el 90 % en todos los
casos y, finalmente, el almacenamiento se realizd a 4°C en un frasco de vidrio con
desecante. Sin embargo, las diferencias no parecen explicar la tolerancia a la deficiencia de
fosforo, ya que la variedad 42, tolerante, se agrupo con las variedades sensibles Canario y
Pinto Villa respecto a su contenido de fosforo en lipidos (figura 8.3 panel A). No se
observaron diferencias en la relacion fosforo en lipidos/fosforo total (figura 8.3 panel B), lo
que apoya la observacion anterior. En apoyo de lo anterior, el contenido de azufre de las
fracciones lipidicas de las semillas secas no fue significativamente distinto entre variedades
cuando se considera como fraccion porcentual del contenido total (figura 12.2 Anexol,
panel B), pero si se presentaron diferencias significativas entre todas las variedades (figura
12.2 Anexo 1, panel A).En las plantulas de 7 dias se observa un contenido de fosfolipidos
relativamente constante entre los tejidos y entre las variedades (figura 8.6). Este resultado
puede explicarse en funcion de la relevancia de la composicion de fosfolipidos en las
membranas bioldgicas; es decir, los cambios en la composicion de fosfolipidos que podrian

esperarse estarian en clases de lipidos, mas que en el contenido total.
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Es posible que si existan cambios en el contenido de algunas clases de fosfolipidos en
compartimentos especificos, pero, de haberlos, el analisis grueso practicado aqui no resulto
lo suficientemente sensible para detectarlos.

Finalmente, en relacion al recambio de RNA, los resultados muestran que las variedad
Canario es sensiblemente distinta a las demas en su comportamiento, lo que si correlaciona
con su baja tolerancia a las condiciones de carencia de Pi. Por otro lado, aunque la variedad
Pinto Villa se parece mas a la 22, 40 y 42, a juzgar por los tiempos de duplicacion de la
sintesis y degradacion de RNA, las diferencias entre el comportamiento con o sin fosfato
evidencia también una sensibilidad a esta condicion, lo que explicaria el importante cambio
de comportamiento. Esta variedad es también poco tolerante a la deficiencia, lo que podria
explicarse si se considera que cuando se hace crecer en medio sin fosfato, su nivel de
estado estacionario de RNA aumenta, lo que significa que consume mas fosfato para esta
actividad, posiblemente dejando a otros procesos con poco fosfato.

Las variedades 22, 40 y 42 resultan menos responsivas a la deficiencia de fosfato desde el
punto de vista de la sintesis de RNA, lo que podria reflejar que en estas variedades el
balance entre la sintesis y degradacion de RNA estaba mejor adaptado para las condiciones
de deficiencia y, por lo tanto, cuando las plantas se crecen bajo dicha condicion los cambios
que la planta requiere para poder crecer son menores en magnitud. En todos los casos, la
ausencia de Pi se traduce en una reduccion en el tiempo de duplicacion de las sintesis, es
decir, la sintesis es mas rapida, mientras que la degradacion se mantiene o aumenta.
Desafortunadamente, es posible que los cambios que sean de mayor significado se observen
haciendo el analisis de mRNAs especificos, aspecto que no se trato en este trabajo, por lo
que los resultados no son completamente concluyentes, aunque si sefalan que el

comportamiento de las variedades es distinto en lo referente a la sintesis de RNA.
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Desde luego, es claro que la adaptacion a la deficiencia de Pi tiene que comprender varios
aspectos y serd la combinacién adecuada de estas respuestas individuales la que permita a

la planta sobrevivir.

10. CONCLUSIONES

A pesar de que el contenido de P del cotiledén no se ha movilizado por completo a los 7
dias de crecimiento de las plantulas de frijol, la adicién de Pi a la solucién de imbibicién si
se traduce en mayor contenido de P en raices e hipocotilos, lo que refleja que el P
almacenado en la semilla no es suficiente para garantizar que el crecimiento temprano de la
plantula alcance su mixima expresién.

La adici6n de Pi a la solucién de imbibicién de las semillas también afect6 la redistribucién
del sulfato, lo que s6lo puede explicarse en términos de diferencias en el crecimiento de los
tejidos o en la manera en que el sulfato estd siendo aprovechado, ya que la disponibilidad
de azufre no fue modificada en estos tratamientos.

Las diferentes respuestas observadas en los tiempos de duplicacién de sintesis y
degradacion de RNA en las variedades estudiadas frente a la presencia o ausencia de P en
los medios de imbibici6n de las semillas, evidencia que estas variedades no son iguales en
su comportamiento. Sin embargo, las medidas realizadas con la sintesis total de RNA son
demasiado gruesas para revelar los cambios finos, lo que plantea la necesidad de continuar
los experimentos a futuro para entender mejor el significado de los cambios aqui

observados.

-70-



11. BIBLIOGRAFIA

Abelson P. H. (1999), Phosphate crisis, Science, 283: 2015.
Allard, R.W. (1999), History of plant population genetics, Ann. Rev. Genet., 33:1-27.

Barrett, D.J., Richardson, A.E., Gifford, R.M. (1998), Elevated atmospheric CO,
concentrations increase wheat root phosphatase from tomato. Plant Physiol,
125:728-737.

Bewley, J.D., Black, M., (1994), Mobilization of Store Seed Reserves in: Seed: Pyisiology
of Development and Germination, Plenum Press, New York, London. 7:338-341.

Crawford N. M., Kahn M. L., Leustek T. Long S. R. (2000), Molecular Physiology of
Mineral Nutrient Acquisition, Transport, and Utilization : Buchanan, B., Grusissem,
W., Jones, R., Eds. Biochemistry and Molecular Biology of Plants, American
Society of Plant Pysiologists, 16: 824-829. '

Curtis H.(2000), Biologia Ediciones Médica Panamericana, Espafia, 35: 941-954, 36: 955-
981, 37: 983-1006, 38: 1007-1036.

Cruz F., Garcia L., Jimenez F., Moreno J., Gonzalez V.A. and Vizquez J.M. (1993),
Natural and artificial, seed ageing in maize: germination an DNA synthesis, Science
Research, 3 : 279-285.

Davies JM, Poole RJ, Sanders D. (1993), The computed free energy change of hy-
drolysis of inorganic pyrophosphate and ATP: apparent significance of inorganic-
pyrophosphate-driven reactions of inter-mediary metabolism. Biochim. Biophys.
Acta 1141: 29-36)

Doetsch, R.N. Cook, T.M. (1973), Introduction to Bacteria and their Ecobiology,

University Park Press, Baltimore.

Essigmann, B., Guler, S., Narang, R.A., Linke, D., and Benning, C. (1998), Phosphate
availability affects the thylakoid lipid composition and expression of SQDI, a gene
required for sulfolipid biosyntesis in Arabidopsis thaliana. Proc. Natl. Acad. Sci.
95(4): 1950-1995.

Fuentes, J.L. (1989), El Fosforo: El Suelo y Los Fertilizantes, Ediciones Mundi-Prensa,
Madrid, 11:149-161.

Holford, L.C.R. (1997), Soil phosphorus: its measurement, and its uptake by plants, Aust J.
Soil Res., 35:227-239.

Horst, W.J., Kamh, M., Jibrin, J.M. and Chud, V.O. (2001), Agronomic measures for
increasing p availability to crops, Plant and Soil, 273 : 211-223.

INEGI (2003), El Sector Alimentario en México, Anuarios de datos estadisticos (1998 a
2003), Instituto Nacional de Geografia, estadistica e informatica-México. pp80-85 y
275. México D.F: 2003.

o i



INEGI (2003), Recursos Agricolas del Tropico y Subtropico Mexicano, Anuarios de datos
estadisticos (1997 a 2003), Instituto Nacional de Geografia, estadistica e
informatica-México. pp. 29-36. México D.F: 2003.

Junk, A., Seeling, B., Gerke, J., (1993), Mobilization of different phosphate fractions in
rhizosphere. Plant Soil, 155/156 : 91-94,

Kochian, L. V. (2000), Molecular Physiology of Mineral Nutrient Acquisition, Transport,
and Utilization : Buchanan, B., Grusissem, W., Jones, R., Eds. Biochemistry and
Molecular Biology of Plants, American Society of Plant Pysiologists, 23: 1205-
1231.

Leloir LF Cardini CE (1975), Characterization of phosphorous compounds by acid
liability. IN : Methods in enzymology Vol III section 155 pp 841-850 (colowick SP,
Kapla NO eds) Academic Press Inc. Publisher, New York, US.

Lenburg, M.E., O’Shea, E.K. (1996), Signaling phosphate starvation. TIBS 21:383-387.

Liu, C., Muchhal, U.S., Uthappa, M., Kononowicz, A.K. Roghothama, K.G. (1998),
Tomato phosphate transporter genes are differentially regulated in plant tissues by
phosphorus. Plant Physiol. 116:91-99.

Lynch J.P., Beebe S.E. (1995), Adaptations of beans (Phaseolus vulgaris L) to low
phosphorus availability. HortScience 30:1165-71.

Lynch J.P., (1997), Root architecture and plant productivity. Plant Physiol, 109:7-13.

Maddison, A. (1988), ;Se ha descuidado a la agricultura? : Progreso y Politico Econdmica
en los Paises en Vias de Desarrollo, V:128-162.

Marschner H (1995), Mineral nutrition of higher plants. Academic Press, San Diego, C.A.

Miranda, C.S. Evolucion de Phaseolus vulgaris y Phaseolus coccineus : Engleman H.
(1991), Contribuciones al Conocimiento del Frijol (Phaseolus) en México, Colegio
de Postgraduados, IEICA, Chapingo, México, 83-99.

Morrison, R.T., and Boyd, R.N. (1990), Quimica Organica, Addison Wesley Longman,
Meéxico.

Murley, V.R., Theodorou, M.E., Plaxton, W.C. (1998), Phosphate starvation-inducible
pyrophosphate-dependent phosphofructokinase occurs in plants whose roots do not
form symbiotic associations with mycorrhizal fungi, Physiology Pantarum, 103(3) :
405-414.

Murray D.R. (1984), Seed Physiology Vol. I, Academic Press, Australia, (4):139-163.

Oshima Y. (1982), Regulatory circuits for gene expression: the metabolism of galactose
and phosphate. In: The molecular biology of the yeast Saccharomyces: Metabolism
end gene expression. Strathern J, Jones EW, Broach JR(ed) CSHL Press. Pp 159-80.

Othén, S.S. (2001), Composicion Quimica : Quimica Almacenamiento e Industrializacion
de los Cereales. AGT Editor, México, 3: 68-73.

B



Patterson, G.D., and Pappenhagen, J.M. (1978), Sulfur in: Colorimetric determination of
Nonmetals. Procedimiento estandar AOAC-920.10 (Bolfz, D.F. and Howell, J.N.
eds), Chemical analis series vol. 8 (Elving, P.J. Winefordner, J.P., Kohhoff, M.,
series eds), John Wiley end Sons, New York, 12: 463-527.

Plaxon. W.C. (1996), The Organization and Regulation of Plant Glycolysis. Annu. Rev.
Plant. Physiol. Plant Mol. Biol. 47:185-214.

Podestd, F.E. & Plaxon, W.C. (1994a), Regulation of cytosolic carbon metabolism in
germinating Ricinus communis cotyledons. I Developmental profiles for the activity
concentration , and molecular structure of the pyrophosphate and ATP dependent
phosphofructokinases, phosphoenolpyruvate carboxylase and pyruvate kinase.
Planta 194:374-380.

Podestd, F.E. & Plaxon, W.C. (1994a), Regulation of cytosolic carbon metabolism in
germinating Ricinus communis cotyledons. II. Properties of phosphoenolpyruvate
carboxylase and cytosolic pyruvate kinase associated with the regulation of
glycolysis and nitrogen assimilation. Planta 194:381-387.

Raghothama, K.G. (1999), Phosphate acquision, Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol,
50 : 665-695.

Raghothama, K.G. (2000), Phosphate transport and signaling Current Opinion in Plant
Biology, 3:182-187.

Raghothama, K.G. (2001), Beckseat driving?. Accessing phophate bayed the rhizosphere
depletion zone, Trends in Plants Science, 6(5) : 154-155.

Rodriguez, R. and Black, M. (1993), Quantitative determination of triacylglycerols in
plan tissues, Photochemical Analysis, 4 : 68-71.

SAGAR (2003), Programas y Proyectos en Apoyo al Campo, Anuario de Programas de la
Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos (1997-2003)- México pp.233.

Meéxico D.F. 2003.

Schanchtman, D.P., Reid, R.J., and Ayling, S.M. (1998), Phosphorus Uptake by Plants:
From Soil to Cell, Plant Physiol., 116: 477-473.

Schlesinge,r W.H., Tilman, D.G. (1997), Human alteration of the global nitrogen cycle:
sources and consequences, Ecol. Apply, 7:737-720

Siedow, J.N., and Day, D.A., (2000), Respiration and Photorespiration : Buchanan, B,
Grusissem, W., Jones, R., Eds. Biochemistry and Molecular Biology of Plants,
American Society of Plant Pysiologists, 14: 676-728.

Somerville, C., Browse, J., Joworski, J.G., Ohlrogge, J.B., (2000), Lipids: Buchanan, B.,
Grusissem, W., Jones, R., Eds. Biochemistry and Molecular Biology of Plants,
American Society of Plant Pysiologists, 10 : 456-526.

Spremulli, L., (2000), Protein, Synthesis Assembly, and Degradation : Buchanan, B,
Grusissem, W., Jones, R., Eds. Biochemistry and Molecular Biology of Plants
(2000), American Society of Plant Pysiologists, 9: 412-454,

"



Sugiura, M., Tekeda, Y., (2000), Nucleid Acids : Buchanan, B., Grusissem, W., Jones, R,
Eds. Biochemistry and Molecular Biology of Plants (2000), American Society of
Plant Pysiologists, 6: 260-300.

Thoedorou, M.E., Plaxton, W.C. (1993), Metabolic adaptations of plant respiration to
nutritional phosphate deprivation, Plant Physiol, 1.1:339-344.

Valencia-Turcotte, L., y Rodriguez-Sotres, R. (2001), The treatment of purified maize oil
bodies with organic solvents and exogenous diacylglycerol allows the detection and
solubilization of diacylglycerol acyltransferase Biochem. Biophys. Acta. 1534(1):14-
26

Vitousek, P.M., Aber, J.D., Howarth, R.W., Likens, G.E., Matson, P.A. Schindler
D.W., Wiren V., Gazzarini S., Fromer W.R., (1997), Regulation on mineral
nitrogen uptake in plants, Plant Soil, 196:194-199.

Wrkoff, D.D., Grossman, A.R., Weeks, D.P., Usuda, H., Shimogawara, K. (1999), Psr
1, a nuclear localized protein that regulates phosphorus metabolism in
Chlamydomonas. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96:15336-185341.

-74 -



12. ANEXOS

12.1 ANEXO 1
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Figura 12.1 Contenido de sulfato total en semilla seca de las variedades estudiadas. El contenido de sulfato
se cuantificd como se describié en materiales y métodos. El sulfato se expresa como nmol por mg de tejido
seco.
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Figura 12.2. Contenido de sulfato en lipidos en semilla seca de las variedades estudiadas. El contenido de
sulfato se cuantificé en la fraccién soluble en cloroformo, como se describié en materiales y métodos y se

expresa en nmol por mg de tejido seco (A), o como fraccién porcentual del contenido de azufre total de las
semillas (B).
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Figura 12.3 . Contenido total de sulfato, en raiz hipocotilo y cotiledén en las plantulas a los 7 dias, en las
variedades estudiadas, 22 (barras amarillas ), 40 (barras amarillos oscuro ), 42 (barras azules oscuro ®),
Pinto villa (barras parpura ) y Canario (barras marrén ©). Las semillas se germinaron por 7 dias a 25°C en
la oscuridad sobre papel filtro humedecidos con agua (A y B), o en disolucion de K;PO, 1pM (C y D). La
extraccion y cuantificacion del sulfato se realizé segun lo indicado en materiales y métodos. El sulfato se
expresa como porcentaje del total en cada plantula (A y C) o en nmol por mg de tejido seco (B y D).
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Figura 12.4. Contenido de sulfato en lipidos, en raiz hipocotilo y cotileddén en las pléntulas a los 7 dias, en las
variedades estudiadas, 22 (barras azules ™), 40 (barras cian ) 42 (barras rosas ), Pinto villa (barras
amarillas ) y Canario (barras amarillas oscuras ©). Las semillas se germinaron por 7 dias a 25°C en la
oscuridad sobre papel filtro humedecidos con agua (A y B), o en disolucién de KsPO, IpM (C y D). La
extraccion y cuantificacion del sulfato se realizo segin lo indicado en materiales y métodos. El sulfato se
expresa como porcentaje del total en cada pléntula (A y C) o en nmol por mg de tejido seco (B y D).
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Figura 12.5, Separacion de las diferentes clases de lipidos mediante cromatografia en capa fina de plantulas
etioladas de frijol de la variedad estudiadas, 22 (1), 40 (2), 42 (3), PV (4) y Canario (5). Los lipidos se
revelaron con Vainillina al 1% en H,S0,(1:1). Lipidos extraidos de plantulas crecidas en agua son: raiz
(panel B), hipocotilo(panel A) y el cotiledén(panel C); y los lipidos extraidos de plantulas crecidas con
solucién de fosfato 1 uM son: raiz (panel D), hipocotilo(panel E) y el cotiledon(panel D). Los estandares de
referencia (S), fueron: Fosfatilcolina (PC), Dioleina (DO), Acido Oleico (AQ) y Trioleina (TO).
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12.2 ANEXO 2

Equipo

Cajas petri

Papel filtro whatman 3MM
Papel parafil M

Campana de flujo laminar
Encubadora Lab-line

Tubos de ensayo de 13x100
Leofilizador

Pinzas de diseccion

Bisturi

Morteros

Balanza analitica Sartorius
Autoclave

Platos calientes Lab-line
Mecheros de buncen
Termémetro —10 a 150 °C
Pipetas graduadas
Espatulas
Espectrofotometros Dupon
Tubos ependorff
Microfuga Herqueus

Placas de Silica Gel Aldrich
Plato caliente Nuova
Densitometro Bio-Rad
Matras Erlenmeyer Kimax
Centrifuga Becman J2-21
Tubos falcon

Filtros de vidrio Whatman 2.4 6HA
Estufa

Contador de Centello
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12.3 ANEXO 3
Reactivos

Hipoclorito de sodio

Agua esteril y destilada

K3PO4 J.T. Baker

HNO; J.T. Baker

Alcohol anhidro grado absoluto J.T. Baker
HCI J.T. Baker

H,SO, J.T. Baker

Cloroformo J.T. Baker

NaCl J.T. Baker

ZnSO4 J.T. Baker

Acido Acetido J.T. Baker

Hexano J.T. Baker

Dietil eter J.T. Baker

TCA Acido tricloroacetico J.T. Baker
Molibdato de amonio Sigma

Aceite de oliva Sigma

Fosfatidilcolina Sigma

Acido oleico Sigma

Dioloina Sigma

Metanol Sigma

Vainillina Sigma

Uridina Sigma

Urea Sigma

Tris (Hidroximetil-aminometano) Sigma
Acido ascorbico Merkc

HEPES (N-{2-Hidroximetil } piperi-zina-N-* {4cido 2-etanosulfonico}) Merkc
Acetona Merkc

EDTA (acido dinitrotetraacetico) Merkc
SDS Merkc

B-ME

Mg(NO;), Mallinckrodt

Acido perclorico Mallinckrodt

Uridina 5-[H**] Perkin Elmer
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