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Resumen

RESUMEN

Las plantas cultivadas en suelos con bajos niveles de fosfato (Pi) generan adaptaciones
que les permiten continuar desarrollandose, a través de cambios dirigidos a mejorar su
habilidad para incrementar la toma de Pi y/o su capacidad para ser mas eficientes en el
uso del fésforo (P). La manera en que las plantas responden es variable y el éxito para
sobrevivir a esta deficiencia dependera de su capacidad para utilizar alguna o varias
adaptaciones metabdlicas. Los objetivos de este trabajo fueron (1) identificar genotipos de
frijol que diferian en el grado de susceptibilidad a la deficiencia de Pi y (2) comparar el
comportamiento de su metabolismo de carbono en escasez de Pi. Todos los genotipos
estudiados fueron afectados por la deficiencia de Pi; sin embargo, el nivel de afectacién
fue variable y se seleccionaron los genotipos Canario 60 (C60) y MAR1 con mayor y
menor susceptibilidad a la deficiencia de Pi, respectivamente.

Se cuantificé el contenido de P soluble y total en hojas y raices en los genotipos
seleccionados y cultivados por tres semanas en condiciones de deficiencia de Pi. En las
hojas la cantidad de P total se redujo en aproximadamente 50%, mientras que el Pi
soluble presentd una disminucién variable dependiendo del genotipo. En las raices el P
total se redujo entre 50-70%, siendo mucho menor la reduccién en el Pi soluble (15-40%).
Lo cual hizo que, la relacién de P soluble/P total se viera incrementada de manera
relevante en los genotipos estudiados.

El efecto de la deficiencia de Pi sobre los niveles de sacarosa, almidén, fructosa y glucosa
en hojas maduras, hojas jovenes y raices también fue analizado. Los resultados indican
que en condiciones de deficiencia, las hojas maduras de los genotipos C60 y MAR1
acumularon glucosa, fructosa y almidén. Las hojas jévenes de las plantas C60
presentaron cambios poco relevantes en la acumulacién de fotosintatos, mientras que el
genotipo MAR1 acumulé almidén. En las raices del genotipo C60 se incrementaron los
niveles de sacarosa, glucosa y fructosa, mientras que en el genotipo MAR1 se observaron
pocos cambios.

Con el objeto de definir si la acumulacion de almidon en hojas maduras era el resultado
de su mayor sintesis o de su menor degradacion, se realizaron experimentos en los que
se encontré que la deficiencia de Pi no afectaba la capacidad de asimilacion de CO; ni
modificaba la distribucién del CO, fijado entre azucares solubles y almidén. Estos
resultados sugieren que la acumulacion de almidén que se observé en condiciones de
deficiencia de Pi es el resultado de una menor degradacion.



Resumen

Para estudiar el efecto de la deficiencia de Pi sobre el reciclamiento de Pi, se midi6 la
actividad de las enzimas relacionadas con el metabolismo de piruvato: fosfoenol piruvato
carboxilasa (PEPC), fosfoenol piruvato fosfatasa (PEPP) y piruvato cinasa (PK). La
actividad de PEPC en hojas de las plantas C60 disminuy6 en 60% y en el genotipo MAR1
se incrementd en un 71.4%, en raices los incrementos fueron de 46% y 120%
respectivamente. La actividad de PEPP en hojas de frijol se vio disminuida y en raices no
presenté cambio. En las hojas de plantas C60 y MAR1, la actividad de PK no mostrd
cambios atribuibles a la deficiencia de Pi; en raices del genotipo C60, la actividad se
mantuvo constante, sufriendo una disminucién considerable las raices del genotipo MAR1
(77%).

También se realizaron experimentos tendientes a definir el efecto de la deficiencia de Pi
sobre la exportacion de fotosintatos y la distribucion del carbono en los tejidos de
demanda. No fue posible definir con exactitud la cantidad de carbono translocado a los
tejidos de demanda, sin embargo, para evaluar desde otro angulo el efecto de la
deficiencia de Pi sobre la distribucion de fotosintatos, se midié la actividad de las enzimas
sacarosa sintasa (SuSy) e invertasas solubles y de pared, por considerarse factores
determinantes de la fuerza de demanda. La actividad de SuSy en las hojas maduras, no
se vi6 afectada por la deficiencia de Pi, sin embargo se encontrd que en las hojas jovenes
su actividad se incrementé 5.8 veces en el genotipo MAR1 y 9 veces en las plantas C60.
Las raices de las plantas que crecieron en escasez de Pi sufrieron un decremento en la
actividad de la enzima SuSy (66% en MAR1y 24% en C60).

La actividad de la invertasa soluble acida practicamente no presenté cambios en las
plantas de frijol cultivadas en deficiencia de Pi. Por otro lado, se encontrd que en repuesta
a la deficiencia de Pi, la actividad de la invertasa neutra se duplicé en las hojas jovenes
del genotipo C60 y se incrementé en un 30% en las hojas de la variedad MAR1. La
actividad en hojas maduras y raices no presenté cambios relevantes. De manera similar
la actividad de la invertasa de pared se incrementé 10 veces en las hojas jovenes de las

plantas C60 y 3 veces en MAR1, sin presentar cambios relevantes en los otros tejidos.
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I. INTRODUCCION

El fésforo (P) es un macronutrimento esencial para el crecimiento y metabolismo de las
plantas. Su importancia radica en que es un componente clave de moléculas como acidos
nucleicos, fosfolipidos, ATP, y regula la actividad de diversas enzimas en diferentes vias
metabdlicas (Theodorou y Plaxton, 1993).

La cantidad de P total en el suelo puede llegar a ser muy alta; sin embargo, el fosfato
inorganico (Pi), la forma de P asimilable por las plantas, es con frecuencia limitante. La
concentracion de fosfato en el suelo rara vez excede 10 uM, por lo que las plantas tienen
que desarrollar mecanismos alternativos para hacer disponibles otras fuentes de P
(Bieliski, 1973).

En México uno de los grandes problemas de las tierras cultivables es la baja proporcion
de P asimilable y uno de los cultivos que se ve fuertemente afectado es el del frijol, el cual
forma parte esencial de la dieta de la poblacién mexicana. La produccién de frijol en
paises en desarrollo normalmente se lleva a cabo en tierras poco productivas. En nuestro
pais incrementar la superficie cultivable no es una alternativa y tampoco parece probable
que este cultivo pueda competir con otros para ocupar tierras de mayor calidad. Por lo
que la unica forma de aumentar su produccion es incrementar el rendimiento por planta.
Se ha estimado que el promedio del rendimiento de los cultivos en paises en desarrollo es
de menos del 20% de su potencial (Yan et al., 1995). Lo cual sugiere que hay amplias
posibilidades de lograr mejoras sustanciales en este aspecto.

En lo que a la nutricién con P se refiere, la solucién mas utilizada en muchos sistemas
agricolas es el uso de fertilizantes. Sin embargo, dada la naturaleza quimica del Pi, éste
inmediatamente reacciona con los componentes del suelo y se convierte en formas
organicas e inorganicas no asimilables. Ademas de que por su alto costo, el uso de
fertilizantes no es una practica que esté al alcance de todos los agricultores (Yan et al.,
1995).

Las plantas han desarrollado adaptaciones morfol6gicas y enzimaticas para desarrollarse
en suelos con bajos niveles de fosfato y el éxito que tengan para sobrevivir a esta
deficiencia, depende de su capacidad para utilizar alguna o varias de estas adaptaciones
metabdlicas.

En el frijol (Phaseolus vulgaris L.) se ha reportado que la variabilidad genética esta
involucrada en la respuesta a la deficiencia de fosfato (Lynch y Beebe, 1995); sin

embargo, se conoce poco acerca de las bases moleculares y bioquimicas de esas



Introduccién

diferencias. La seleccion de genotipos de frijol mas eficientes para crecer en suelos con
deficiencia de Pi puede ser una alternativa para incrementar la produccion evitando el uso
de fertilizantes. México es uno de los centros de origen de frijol con una diversidad
genética muy grande (Beebe et al., 2000), la busqueda de genotipos con bajo grado de

susceptibilidad a la deficiencia de Pi seria una buena manera de hacer uso de este
valioso recurso.

La respuesta a la deficiencia de Pi es un problema complejo en el que participan
diferentes mecanismos. En este trabajo se evalu6 una coleccién amplia de genotipos de
frijol, con respecto a su respuesta a la deficiencia de P, analizando distintos parametros a
partir de los cuales se hicieron algunos estudios para poner de manifiesto las estrategias
bioquimicas y fisiolégicas que pudieran estar utilizando los genotipos mas contrastantes
de los que fueron analizados.
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Il. ANTECEDENTES
(.1 FRIJOL

El frijol (Phaseolus vulgaris L) es miembro de la familia Fabaceae, tribu Phaseoleae,
subfamilia Papilionoideae. Es una planta anual de crecimiento tanto determinado como
indeterminado. Las plantas de crecimiento determinado pueden tener de 3 a 7 hojas
trifoliadas en el tallo principal antes del doble racimo terminal. Las piantas de habito de
crecimiento indeterminado pueden presentar crecimiento vertical con tallo erecto y ramas,
frecuentemente sin guia; crecimiento en arbusto con tallo débil y postrado, numerosas
ramas, con gula y habilidad variable para trepar.

La germinacion de P. vulgaris es epigea y requiere de 5 a 7 dfas a 29 °C. E| tiempo de
floracién depende del cultivar, temperatura y fotoperfodo, normalmente se inicia de 28 a
42 dias después del transplante; sin embargo, las variedades trepadoras pueden florecer
mucho después. El periodo de floracién en las plantas de crecimiento determinado esta
concentrado en un corto periodo (5-6 dias), mientras que ios cultivares indeterminados
producen nodos adicionales después de la floracién inicial, extendiéndose el tiempo a 15-
30 dias (Graham, 1997).

Una nutricién adecuada de fésforo es esencial para un crecimiento vigoroso y una buena
fijacion de nitrégeno (Graham y Rosas, 1979). Aunque estudios recientes han mostrado
lineas de P. vulgaris que presentan tolerancia a bajos niveles de fésforo en el suelo y que
tienen alta capacidad para fijar nitrégeno (Graham, 2002).

Los nutridlogos califican a la semilla de frijof como un alimento de buena calidad
nutricional debido a su alto contenido proteinico y a los elevados niveles de fibra y
carbohidratos complejos, ademas de que una taza de frijol provee de por lo menos la
mitad de la dosis de 4cido félico recomendada por el Departamento de Agricultura de
EEUU y proporciona 25-30% de los niveles recomendados de hierro, 25% de los
requerimientos diarios de magnesio y cobre, asi como 15% de potasio y zinc (CIAT,
2001).

La cosecha global anual de frijol es de 18 millones de toneladas y tiene un valor estimado
de 11 billones de délares (CIAT, 2001).
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1.2 FOSFORO

Ef P es un macronutrimento esencial para et crecimiento y el desarrollo de los organismos
vivos. Participa en funciones biolégicas diversas y una de ellas es como elemento
estructural en los acidos nucleicos y los fosfolipidos. De hecho su funcién mas prominente
es como componente estructural en los acidos nucleicos. Tanto en el &cido
desoxirribonucleico (DNA) como en el acido ribonucleico (RNA), e} Pi forma un puente
entre las unidades de nucleésidos para asi formar macromoléculas, es responsable del
caracter acido de estas moléculas asi como de su alta concentracion anibnica
(Marschner, 1995). Como fosfollpido forma parte de tas membranas celulares y por su
caracter polar interacciona con la fase acuosa mientras gue la parte hidrofébica de tas
cadenas de los acidos grasos se orienta hacia adentro y de esta manera se genera una
estructura amfipatica que evita la difusion de solutos entre compartimentos celulares y
contribuye a la organizacion celular (Taiz y Zeiger, 1998). El P es también parte de la
maquinaria metabdlica de las células. Los ésteres de Piy los enlaces P-P de alta energia
(ATP, GTP), son esenciales en la transferencia de energla. Los primeros son
intermediarios en vias metabdlicas de biosintesis y degradacién; su funcién y formacion
estan directamente relacionadas al metabolismo energético de las células. La fosforilacion
de enzimas es un mecanismo mediante el cual los ésteres de fosfato modulan la
actividad de enzimas Y la fosforilacién de proteinas es considerada como un factor clave
en la transduccion de seflales (Marschner, 1995).

El P es tomado por las plantas en su forma diprética, H,PO,’, llamagda ortofosfato
(Schachtman, et al., 1988). La concentracién de P asimilable en el suelo (fosfato), rara
vez excede 10 uM, por lo que las plantas tienen que buscar mecanismos alternativos para

solubilizar el P y aumentar los niveles de Pi (Bieleski, 1973).

En el suelo, el ortofosfato se mueve por difusién hacia la raiz (Marschner, 1995) y es
tomado por las rafces y por los pelos radicaies por medio de las células rizodérmicas
(Rausch y Bucher, 2002), de aqul el Pi tiene las siguientes opciones: (i) puede formar
parte de la poza metabdlica (citoplasma + organelos), donde su principal funcion es
incorporarse en compuestos organicos a través de un enlace anhidrido éster como el del
grupo Pi del ATP (Bieliski y Ferguson, 1983); (i) una pequefa porcién puede pasar a {a
biosintesis de lipidos fosforilados, DNA y RNA (Biefiski y Ferguson, 1983); (iii) cantidades
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variables de Pi se pierden a través del eflujo, especialmente en condiciones de alto Pi,
actividad que se ve disminuida en deficiencia de Pi (Mimura, 1999); (iv) puede ser
almacenado en la vacuola para regular la homeostasis de Pi en la célula (Bieliski y
Ferguson, 1983; Mimura, 1999); o bien (v) ser transportado simplasmicamente a las
células del parénquima y subsecuentemente secretado en el xilema para su translocacién
a larga distancia a los 6rganos de la parte aérea donde podria tener cualquiera de tas
opciones de uso anteriormente mencionadas (Bieliski y Ferguson, 1983).

Al P se le ha descrito como un elemento mévil y se ha sugerido que el Pi es la principal
forma en que el fésforo se mueve en el floema (Rausch y Bucher, 2002); sin embargo,
también han sido encontrados en el floema compuestos organicos como nucleétidos
(incluyendo el ATP) y hexosas fosfato (Bieliski, 1969; Rausch y Bucher, 2002). En plantas
que crecen en condiciones de suficiencia de Pi, la mayor parte del Pi absorbido por |a raiz
es transportada a las hojas jovenes a través del floema. La movilizacién y retranslocacion
del Pi de las hojas viejas a la ralz via el floema, excede los requerimientos de la raiz
cuando hay suficiente Pi, por lo que en la raiz puede seguramente presentarse la
transferencia de Pi del floema al xilema para mandar de regreso el Pi hacia la parte aérea
(Jeschke et al,, 1997). En plantas que crecen en condiciones de deficiencia de Pi, el
suministro restringido de Pi desde las rajces a los tallos via el xilema, es suplementado
con un incremento en su movilizacién de las hojas viejas a las hojas jovenes y a las rafces
en crecimiento (Jeschke et al., 1997).

1.3 DEFICIENCIA DE FOSFATO

Después del nitrégeno, el P es el segundo macronutrimento que limita el crecimiento de
las plantas (Schachtman et al., 1998). El requerimiento de P durante el crecimiento en
estado vegetativo éptimo se encuentra en el rango de 0_.2% a 0.5% (Schachtman et al.,
1998, Marschner, 1995) de la materia seca de |a planta. En contenidos mayores al 1% de
la materia seca, ef Pi se vuelve téxico.

Aunque es un macronutrimento para las plantas, su disponibilidad en muchos suelos esta
muy limitada, ain mas que algunos micronutrimentos que son mas abundantes (Bieleski,

1973). La cantidad de P en el suelo puede llegar a ser muy alta, sin embargo,
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normalmente esta presente en formas no disponibles para las plantas. En suelos acidos el
P inorgéanico se encuentra preferentemente en forma de fosfatos de hierro y aluminio,
mientras que en suelos alcalinos ia principal forma es el fosfato de calcio (Narang et a/.,
2000) y todos estos compuestos son escasamente solubles por lo que su disponibifidad
es limitada. EI P organico representa entre el 20 y el 80% del P que se encuentra en el
suelo y debe mineralizarse a la forma inorganica para ser asimilado por las plantas. En
esta fraccion el acido fitico (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfato) es el componente que
se encuentra en mayor cantidad (Jungk et al, 1993, Bentsink et al., 2003). El P es
considerado como el nutrimento mas limitante del crecimiento de las leguminosas en las
regiones tropicales y subtropicales (Raghothama, 1999). Reportes del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), senalan que el 50% de las areas destinadas
al cultivo de frijol en Latinoamérica presentan niveles bajos de Pi y esta misma situaciéon
se presenta en Africa (CIAT, 1987).

Una solucién parcial que se ha aplicado en muchos sistemas agricolas para tratar de
resolver el problema de |a deficiencia de Pi es el uso de fertilizantes. Sin embargo, dada la
naturaleza quimica del Pi, el fertilizante aplicado reacciona inmediatamente con los
componentes del suelo y se convierte en formas orgénicas e inorganicas no asimilabies
(Holford, 1997), por lo que los agricultores se ven obligados a aplicar cantidades muy
altas de fertilizante. Con la velocidad de consumo actual, ios recursos no renovables de
roca Pi se veran agotados en 60-90 afos (Runge-Metzger, 1995).

.31 CAMBIOS MORFOLOGICOS Y ESTRUCTURALES ASOCIADOS A LA
DEFICIENCIA EN Pi

La limitacion en la disponibilidad de Pi genera una serie de cambios fisioldégicos y
genéticos algunos de los cuales probablemente ayuden a incrementar {a supervivencia de
las plantas bajo estas condiciones.

Cuando una planta sufre de deficiencia en Pi, una de las respuestas mas notorias es la
reduccion en el crecimiento de la parte aérea (tallos, hojas, yemas axilares, etc.), se ve
disminuido el numero (Lynch et al., 1991) y la expansion de las hojas (Marschner, 1995).
No se sabe mucho en relacion a los eventos fisiolégicos responsables de este

crecimiento restringido, una disminucién en el nimero de hojas implica cambios en [a
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velocidad de emergencia de las hojas y en |a actividad del meristemo apical de los tallos;
mientras que la reduccion en el tamario de las hojas puede estar relacionada con cambios
en |a division celular 6 en la expansién de jas hojas, 6 en ambas (Chiera et al., 2002). El
contenido de clorofila por unidad de area foliar no se ve afectado, por lo que aunado al
hecho de que el crecimiento es inhibido da como resultado que las hojas de las plantas
que crecieron en condiciones deficientes son de un color verde més oscuro (Chiera et al.,
2002).

A diferencia de la parte aérea de la planta, el crecimiento de |a rafz se ve menos afectado
en plantas con déficit de P; sin embargo, se observan cambios en su morfologia y
estructura (figura 1), se producen raices basales més superficiales, se incrementa el
numero de ralces adventicias, disminuye la ramificacion de ralices laterales y aumenta la
densidad y el tamafio de los pelos radicales, en conjunto estas modificaciones pueden ser
importantes para maximizar la exploracién de las capas superiores del suelo, (Lynch,
1995; Schachtman ef al, 1898; Lynch y Brown 2001; Fragoso 2004). En el caso de
Arabidopsis como en otras especies vegetales, |la modificacidn mas relevante es la
multiplicacion de pelos radicales, (Schachtman et al,, 1998; Schmidt, 2001). Estos son
extensiones de las células epidérmicas y juegan un papel importante incrementando el
contacto de la raiz con el suelo donde crece y por lo mismo, aumenta el volumen de suelo
explorado. Se ha estimado que del P tomado por las raices del suelo, el 63% es
transportado via los pelos radicales (Grotz y Guerinot, 2002). Es mas facil y rapido que un
pelo radical crezca a que una raiz se ramifique, por lo tanto el crecimiento de los pelos
radicales es la respuesta morfolégica mas inmediata que tas raices tienen ante las
condiciones ambientales cambiantes (Bates y Lynch 2000a). Dentro de las diferentes
especies vegetales existe una considerable variabilidad genética, presentandose
diferencias en relaciéon a la respuesta de los pelos radicales ante el estrés nutricional,
caracter(stica que habla de una plasticidad en la raiz para adquirir nutrimentos esenciales.
En otras especies como Lupinus albus, la morfologla y anatomia de la raiz se modifica
con otro patrén, se desarrollan raices proteoides, las cuales son ralces laterales primarias
con grupos de ralces secundarias y terciarias (Watt y Evans, 1999), especializadas en la
exudacion de acidos organicos que pueden solubilizar el P de los iones metalicos que lo
inmovilizan (Neumann et al., 1999). En Phaseolus vulgaris, algunos cambios que han sido
observados en respuesta a la deficiencia de Pi se ubican a nivel de las células corticales

de la ralz, las cuales, después de estar sometidas a tratamientos deficientes en Pi
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presentan alteraciones en sus organeios, como grandes vacuolas, invaginaciones del
plasmalema y mitocondrias amorfas. Al estudiar la estructura de la zona meristematica se
observd que la limitacién de P en el medio inhibe la division celular (Wanke et al., 1998).
Los efectos de la deficiencia de P son dependientes de la etapa de desarrollo de las
plantas. En etapas avanzadas la formacién de érganos reproductivos se retarda, el
numero de flores disminuye, y se ve restringida la formaciéon de semillas debido a la
senescencia prematura de las hojas (Marschner, 1895). Ef resultado final es que las

plantas crecen mas lentamente y acumulan menos biomasa (Bates y Lynch, 2000b).

Figura 1. Regulacién de la arquitectura radical por [2 disponibilidad de fésforo. Tomado de
Lynch y Brown 2001.



Antecedentes

I.3.2 CAMBIOS ASOCIADOS A LA DEFICIENCIA DE Pi QUE PODRIAN AYUDAR A
MEJORAR LA EFICIENCIA EN LA INCORPORACION DE Pi

» TRANSPORTE

Debido a la baja velocidad de difusién del Pi en el suelo (10 a 10" m? ™), la alta
velocidad de toma de Pi en las plantas superiores genera una zona agotada de Pi
alrededor de las raices (Marschner, 1995; Jungk, 2001). Por otro lado, la incorporacién de
Pi por las células representa un problema para las plantas: la concentracién de Pi en el
suelo rara vez excede los niveles de 10 uyM (Marschner, 1995), mientras que la
concentracién intracelular en muchas células vegetales es 10 000 veces superior (1-10
mM; Bieleski, 1973), por lo que en condiciones fisiolégicas normales la planta tiene que
adquirir el Pi en contra de un enorme gradiente de concentracion (Bieleski y Ferguson,
1983). Ademas tiene que vencer el potencial de membrana negativo caracteristico de las
celulas vegetales (Rausch y Bucher, 2002). La combinacién de estos factores ha
seleccionado un transporte que requiere energia para que el Pi atraviese la membrana
plasmatica (Bieleski y Ferguson, 1983). Actualmente se tienen evidencias de que la
incorporacion de Pi por las plantas se realiza mediante transportadores que funcionan con
un mecanismo de co-transporte y que la energia requerida es proporcionada por un
gradiente de protones generado por la enzima ATPasa-H* de la membrana plasmatica
(Muchhal et al., 1996. Ulrich-Eberius et al,. 1984). La caracterizacién cinética del sistema
de incorporacién de Pi tanto en plantas completas (Ulrich-Eberius et al., 1984), como en
cultivo de protoplastos (Furihata et al., 1992), indica que existen transportadores de aita y
baja afinidad. Los de alta afinidad operan cuando la concentracién de Pi en el medio es
baja (en el rango micromolar), mientras que los de baja afinidad operan a altas
concenfraciones de Pi (niveles milimolares). En cultivos celutares de Catharantus roseus
los transportadores de baja afinidad se expresan constitutivamente, mientras que los de
alta afinidad se regulan por los niveles de Pi. Cuando las células que estan creciendo en
un medio rico en Pi, son cambiadas a un medio sin Pi, la incorporacién de alta afinidad se
incrementa significativamente dentro de los dos dfas posteriores a la falta de Pi. Este
aumento parece deberse en parte a la sintesis de novo de estos transportadores (Liu et
al., 1998). Respuestas similares se observaron en ralces de Sesbania rostrata (Aono et
al, 2001) y de cebada (Drew ef al., 1984). En Arabidopsis thaliana se han identificado

nueve genes con alta similitud a aquéllos que codifican para transportadores de alta
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afinidad. Este numero tan grande refleja la complejidad del proceso, ya que el Pi debe
movilizarse por toda la planta una vez que fue asimilado por la raiz. Algunas evidencias
muestran que |la mayoria de estos transportadores se expresan en los pelos radicales y
en general en el sistema radical (Smith ef al., 2000). Sin embargo, estudios recientes
muestran que en condiciones de deficiencia de Pi, por lo menos dos de estos genes se
expresan en 6rganos florales, sugiriendo que podrian estar involucrados en la descarga
de Pi en 6rganos reproductores (Karthikeyan et a/., 2002).

= FORMACION DE RAICES PROTEOIDES Y SECRECION DE ACIDOS
ORGANICOS

Algunas plantas, especialmente las leguminosas, poseen una alta capacidad para extraer
el P del suelo a través de exudados radicales. En respuesta a la deficiencia de Pi
desarrollan raices proteoides, que son 6rganos altamente especializados para la sintesis
y secrecién de acidos organicos (Gardner et al, 1983). Estos exudados contienen
grandes cantidades de acido cltrico y acido malico (Jonson, 1996). La excrecion de acidos
organicos se correlaciona con la eficiencia de estas plantas en la solubilizacién de P a
partir de fuentes que presentan una baja disponibilidad como Al-P, Fe-P y Ca-P,
presentes en suelos acidos y alcalinos (Lopez-Bucio ef al, 2000; Jonson, 1996). El
mecanismo mediante el cual se libera Pi a partir de los compuestos fosfatados de hierro y
aluminio por medio de &cidos organicos es a través del intercambio directo del ligando, es
decir el citrato reemplaza al fosfato, o bien la movilizacién de Pi se da porque los acidos
citrico y malico forman quelatos estables con el aluminio y el hierro, como se esquematiza
en fa figura 2, (Marschner, 1985). Al parecer, el mecanismo de excrecién de acidos
organicos es una estrategia usada por diferentes especies para aumentar la disponibilidad
de Pi; sin embargo, las dicotiledoneas, y particularmente las leguminosas, son mas

eficientes en producir acidos organicos y excretarlos a la rizésfera.

El incremento en la secrecién de acidos orgénicos esta correlacionada con un incremento
en la actividad de enzimas involucradas en la sintesis de estos compuestos, incluyendo a
la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC), la citrato sintasa (CS) y la malato
deshidrogenasa (MDH) (Raghothama, 1999). La PEPC cataliza la carboxilacién del
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fosfoenol piruvato para formar oxaloacetato, el cual es un intermediario en la sintesis de
acidos organicos; la MDH reduce al oxaloacetato para formar malato y la CS es la enzima
que cataliza la condensacién de la acetil-CoA y el oxaloacetato para producir citrato.

Quelatos ge
Fey Al Fe y Al

Figura 2. Esquema del mecanismo de liberacion de Pi mediado por 4cidos orgénicos.
Tomado de Marschner 1995.

= SECRECION DE FOSFATASAS

Debido a que entre el 20 y el 80% de! fésforo en el suelo, se encuentra en forma de
compuestos organicos y para que el Pi contenido en ellos pueda ser asimilado por las
plantas, estos compuestos deben antes ser hidrolizados por fosfatasas gque son
secretadas al suelo (Barret ef al., 1998). Estas enzimas se han clasificado en acidas y
alcalinas dependiendo del pH o6ptimo de su actividad. Generalmente, las fosfatasas
alcalinas muestran especificidad por el sustrato, mientras que las acidas son
inespecificas. Se ha sugerido que es precisamente esta falta de especificidad lo que las
convierte en buenos candidatos para actuar sobre una variedad de compuestos organicos
presentes en el suelo y aumentar el nivel de Pi disponible para las plantas (Duff et al.,
1884). Aunque el P organico es dinamico y diflcil de caracterizar, se sabe que se
encuentra formando compuestos como el inositol hexafosfato (acido fitico), glucosa-6-

fosfato, glicerot fosfato, nucleésidos monofosfato y polinucleétidos (Dalal, 1877, Pant et
al., 1999).

13
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Tarafdar y Jungk (1987) mostraron que el incremento en la actividad de fosfatasa en
raices de trigo y trébol correlacionaba con el decremento en los niveles de fosfato
organico alrededor de la matriz radicular, mientras que Asmar et al., (1995) encontraron
resultados similares para diferentes genotipos de cebada. En frijol existen genotipos que
pueden crecer muy bien en suelos suplementados con acido fitico, lo que sugiere que una
de las enzimas que secretan es una fitasa, que es un tipo particular de fosfatasa acida
con alta afinidad por el acido fitico (Helal, 1990).

Algunas fosfatasas acidas actuan intracelularmente, mientras que otras son secretadas;
se ha observado que la deficiencia de Pi incrementa la actividad de ambas (Coello, 2002
Yun y Kaeppler, 2001; Haran et a/., 2000; del Pozo et al., 1999), por lo cual se ha sugerido
que su actividad puede ser importante para aumentar la disponibilidad de Pi tanto dentro
de la planta como a partir de compuestos orgénicos presentes en la rizésfera
(Raghothama, 1999; Grotz y Guerinot, 2002).

11.3.3 CAMBIOS ASOCIADOS A LA DEFICIENCIA DE Pi DIRIGIDOS A INCREMENTAR
LA EFICIENCIA EN EL USO DEL Pi

La escasez de Pi tambijén favorece algunos procesos metabélicos gue permiten hacer un
uso mas eficiente del P disponible (Theodorou y Plaxton, 1993, Rychter y Mikulska, 1990).
Se ha observado que en condiciones de bajo Pi se utilizan' reacciones metabdlicas
alternas en la glicélisis y/o en ia respiracién que reducen la demanda de fosfato o hacen

uso del pirofosfato (PPi), compuesto que constituye un subproducto de diferentes vias
biosintéticas.

= GLICOLISIS

La via de la glicdlisis es una red de reacciones tendientes a generar ATP, poder reductor
y piruvato, asi como producir los compuestos base del anabolismo. La glicélisis contiene
reacciones enzimaticas alternativas a nivel de la hidrélisis de la sacarosa, de la fructosa-6-

fosfato (Fru-6-P), del gliceraldehido-3-fosfato y del fosfoenol piruvato (PEP) (Figura 3). Se
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ha propuesto que el papel de estas reacciones es ayudar a la adaptacién de las pfantas
en medios adversos tales como la anoxia y |a deficiencia de Pi (Plaxton, 1996).

Durante la deficiencia de fosfato los niveles de ATP y en general los niveles de los
nucledtidos di- y tri-fosfatados se reducen significativamente (Theodorou et a/,, 1991;
Fredeen et al., 1990), mientras que el pirofosfato (PPi), se mantiene en niveles altos y
puede funcionar como un donador de energia auténomo (Plaxton, 1996; Richter, 1994),
observandose que bajo estas condiciones se activan enzimas que no requieren Pi o
nucleétidos fosfato como sustratos. Estas enzimas permiten que Ia glicélisis proceda atn
en deficiencia de Pi, pues catalizan reacciones en las que sustituyen a otras que lo

requieren y de esta manera el metabolismo de carbono continta (Duff et a/, 1989).

En 1879, se descubri6 una enzima citosélica en plantas que convierte Fru-6-P a fructosa-
1,6-bifosfato (Fru-1.6-P,) utilizando PPi, la fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato
(PFP). Su actividad es afectada por la especie, el tejido, las condiciones ambientales y el
desarrollo. Se ha visto que en condiciones de carencia de Pi, la reaccién de la PFP
puede sustituir 1a reaccién de la fosfofructocinasa (PFK), y asi tener por un lado un ahorro
de ATP y por el otro promover la recirculacion del Pi. En estudios con cultivos de tejidos,
se observ6 una induccién alta de la actividad de la PFP cuando las células se sometieron
a estres por deficiencia de fosfato (Duff ef a/., 1988; Theodorou ef al., 1992). Sin embargo,
Richter y Randall (1994), encontraron que la actividad de la PFP dependiente de PPi en
plantas de frijol, no era afectada por la deficiencia de Pi, considerando que esta
discrepancia podria atribuirse a las diferencias que existen entre cultivos celulares y
organismos completos.

En 1988, Duff y colaboradores (1989a), reportaron la purificacién y caracterizacién de la
fosfoenol piruvato fosfatasa (PEPP), una enzima alterna a la piruvato cinasa (PK) y que se
ubica en la vacuola. Sus resultados sugerian que esta enzima podia competir con la PK
por el PEP de una poza intracelular comun. Reportaron que l1a PEPP era inhibida por Piy
su actividad especifica se incrementaba mas de diez veces en condiciones de deficiencia
de Pi (Duff et al., 1989b). Las células vegetales pueden utilizar dos diferentes alternativas
para evitar la ruta en la que esta involucrada la enzima PK (figura 3). Una de ellas es la de
la enzima PEPP, arriba mencionada y la otra es la de la enzima PEP carboxilasa (PEPC),

que provee de intermediarios al ciclo de los acidos tricarboxllicos. Ademas, junto con ia
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enzima malato deshidrogenasa y con la enzima malica mitocondrial (ME), la enzima
PEPC puede funcionar como una enzima glicolitica y evitar la accién de fa PK. Existen
estudios en celulas de Brassica nigra y Catharanthus roseus en los que se observa que
en medios reducidos de Pi se inducen estas rutas alternativas y las actividades de la
PEPC y la PEPP se ven incrementadas (Duff ef al.,1831), este mismo comportamiento se
observé en ralces de frijol en deficiencia de Pi (Richter y Randall, 1994). Este “bypass” es
importante cuando hay deficiencia de Pi y la actividad de la PK se ve limitada por el ADP,
pues este hecho podria constituir un ahorro en ATP y una contribucién en Pi endégeno
(Duff et al.,, 1989; Kondracka y Rychter, 1997; Gaume &t al., 2001). Ademas, la actividad
de PEPC estd asociada con la produccién de &cidos organicos, que modifican la
disponibilidad de algunas formas de P (Lépez-Bucio et al., 2000).

» ACUMULACION DE AZUCARES

Una de las respuestas mas evidentes a la deficiencia de fosfato es la acumulacién de
azucares. Se ha reportado que algunas plantas responden a este estrés nutrimental con
incrementos en los niveles de almidon (Rao et al,, 1993), mientras que otras acumulan
sacarosa Yy almidén (Dietz y Helios, 1990; Cierezko et al., 2000). Se ha sugerido que tales
cambios podrian constituir temporalmente una fuente adicional de Pi; sin embargo
algunos reportes muestran que ésto no es una respuesta general a la deficiencia de Pi,
sino que depende de la especie (Foyer y Spencer, 1986; Rao ef al., 1993).

La acumulacién de almidén podria deberse a un incremento en la sintesis de este
metabolito, pues la relacién triosa-P/Pi que estimula la actividad de la enzima ADP
glucosa pirofosforilasa se ve incrementada durante la deficiencia de Pi (Preiss y Romeo,
1994). Sin embargo, también existe la posibilidad de que la acumulacién de almiddn sea
el resultado de una disminucién en la degradacién como proponen Usuda y Shimogawara
(1991); quienes observaron que la deficiencia de Pi disminuye la distribucién de
fotosintatos hacia almidén e inhibe la movilizacién del almidén durante fa noche.
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I1.3.4 OTROS CAMBIOS

En el metabolismo de la sacarosa, el paso subsecuente a la hidrélisis en fructosa y
glucosa, es la fosforilacion a hexosas fosfato (Taiz y Zeiger, 1998). En condiciones de
deficiencia de Pi se ha reportado acumulacién de glucosa y fructosa en hojas y raices de
diferentes especies vegetales (Cierezko et al., 1998), este hecho podria ser el resultado
no sélo de una mayor hidrélisis de sacarosa, sino también de un decremento en la
velocidad de fosforilacién (Cierezko et al., 1998). En las raices de plantas desarrolladas
en condiciones de deficiencia de P4, la proporcién de azucares no fosforilados con relacién
a los fosforilados es de cinco a siete veces mayor que la de las raices de plantas con
suficiencia de Pi y los niveles de actividad de las enzimas hexocinasa y fructocinasa se
reducen (Rychter y Randall, 1994). Se ha sugerido que la acumulacién de azucares en las
ralces podria funcionar para incrementar la presién osmética en este tejido y asi aumentar
su capacidad de toma de nutrimentos (Cierezko et al., 1996; Rychter y Randall, 1994). Se
ha propuesto que los factores mas importantes en el reciclamiento de Pi durante la
fotosintesis en hojas de frijol deficientes de Pi son probablemente |a via del glicolato y las
reacciones que utilizan PEP. En la fotorespiracion se puede generar fosfato a partir del
fosfoglicolato, observandose que la deficiencia en Pi induce el incremento en los niveles

de los productos de esta via (Kondracka y Rychter, 1997).
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Figura 3. Glicdlisis en pfantas. Las enzimas que catalizan las reacciones numeradas son las
siguientes: 1, hexocinasa; 2, fosforilasa; 3,fosfoglucomutasa; 4, fosfoglucosa isomerasa; 5, PFK; 6,
ALD; 7, triosa fosfato isomerasa; 8, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD
(fosforilante); 9, 3-fosfoglicerato cinasa; 10, fosfogliceromutasa; 11, enolasa; 12, piruvato cinasz,;
13, invertasa; 14, sacarosa sintasa; 15, UDP-glucosa pirofosforilasa; 16, nucleésido difosfato
cinasa; 17, a y B amilasa; 18, PFP; 19, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa dependiente de
NADP ( no fosfonlante); 20, PEP fosfatasa; 21, PEPC; 22 malato deshidrogenasa ; 23, enzima
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

.1 HIPOTESIS

La deficiencia de fosfato en frijol induce cambios metabdlicos, algunos de los cuales son

fundamentales para definir la capacidad de los genotipos tolerantes para adaptarse a esta
condicion.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar los cambios metabélicos que induce la deficiencia de fosfato e identificar aquéllos
que podrian estar involucrados en definir el grado de susceptibilidad de las plantas de
frijol a la carencia de este nutrimento.

lll. 3 OBJETIVOS PARTICULARES

= Evaluar una coleccién de variedades de frijol y seleccionar con base en la produccién
de biomasa de tallos y hojas a aquéllas que contrasten en el grado de susceptibilidad
para enfrentar la deficiencia de Pi.

= Evaluar el efecto de la deficiencia de Pi sobre los niveles de P total y soluble en hojas
y raices de plantas de frijol.

= Investigar los cambios en los niveles de fotosintatos que la deficiencia de Pi induce en
hojas maduras, hojas jévenes y raices.

= Evaluar el efecto de la deficiencia de Pi sobre la capacidad fotosintética de las hojas y
sobre la distribucién de los fotosintatos producidos.

= Analizar algunas actividades enzimaticas que podrian ayudar a incrementar la
eficiencia con que se usa el Pi.
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1 MATERIAL BIOLOGICO -

Se trabaj6 inicialmente con 46 genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L), proporcionados
por el Dr. Jorge Acosta del INIFAP. Las semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 1% (v/v) durante 12 minutos, se lavaron con agua desionizada y se germinaron en
agrolita a temperatura ambiente (18-25°C). Después de su germinacioén las plantulas
fueron transplantadas a recipientes con agrolita (350 cm®) y se regaron cada tercer dia
con 50 ml de solucién Hoagland, constituida por 3mM KNO;, 2mM Ca(NO;),, 1MM
MgSQ,, 0.004mM MnCl,, 0.023mM H;BO,;, 0.0004 mM ZnSQ,, 0.00015 mM CuSOQO,,
0.00005 mM H,Mo0Q,y 5 g | " de FeEDTA (Jones, 1982). La solucidon completa contiene
0.5 mmol/L de (NH4)H,PO,4 y en la solucion deficiente de Pi el (NH4)H,PO, se reemplazé
con (NH,).S0O,4. Las plantas crecieron en invernadero y fueron cosechadas después de
tres semanas del transplante, tres horas después de iniciarse el periodo de luz. Como se
indica en la figura 4, las plantas utilizadas poseen las hojas cotiledonares, una hoja

madura y una hoja joven o en desarrollo.

Los genotipos proporcionados fueron los siguientes y el numero entre paréntesis
corresponde a la designacién utilizada para este trabajo. CAP4 (1), DICTA17 (2), CNC2
(3), A774 (4), A752 (5), CARIOCA (6), A321 (7), G92 (8), G4540 (9), G3096 (10), G11640
(11), G4459 (12), G19227A (13), VAX1 (14), V8025 (15), G8424 (16), A195 (17), NG
Medellin (18), A36 (19), SEA5 (20), SEA13 (21), MAR1 (22), G8454 (23), G2358 (24),
G4637 (25), G17649 (26), G20003 (27), G15047 (28), FEB192 (29), MAM48 (30), G3513
(31), BAT447 (32), FEB190 (33), MAM46 (34), G18479 (35), G1977 (36), Rio Tibagi (37),
A493 (38), G13755 (39), NG INIFAP (40), G3593 (41), G22179 (42), G479 (43), A785
(44), NG Veracruz (45), NG Cotaxtla (46), G21212 (47), G983 (48), VAX2 (49), Canario 60
(C60) y Pinto Villa (PV).
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Hoja madura

Hoja joven

Hojas
cotiledonares

Raiz

Figura 4. Planta de frijol de tres semanas.

IV.2 DETERMINACION DE BIOMASA

Para las determinaciones de biomasa las plantas se dividieron en parte aérea (tallo y
hojas) y raiz. El peso fresco se determind inmediatamente después de cosechadas las
plantas y el peso seco se cuantificé después de secar los tallos y raices durante 72 h a
70 °C. Los experimentos que se reportan son el resultado de tres determinaciones

independientes con 4 replicas cada uno.
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IV.3 ENSAYOS ENZIMATICOS

Un gramo de tejido previamente congelado con nitrégeno liquido se homogenizé en
mortero con 4 mi de solucién amortiguadora (100 mM Tris-HCI pH 7.6, 1 mM EDTA, 5 mM
MgCl,, 100 mM KCI, 20 mM NaF, 10 mM tiourea, 1 mM DTT, 20% glicerol, 4% PEG 8000,
1% PVPP, 0.1% Tritén X-100, 1 mM PMSF y 1 tableta de una mezcla de inhibidores de
proteasas, Complete, Béehringer por 50 ml de amortiguador). Los homogenados se
centrifugaron a 25000 x g por 10 min, los sobrenadantes obtenidos se desalaron en una
columna de Sephadex G-25 e inmediatamente se utilizaron para los ensayos de las

enzimas piruvato cinasa, fosfoenol piruvato carboxilasa y fosfoglucosa isomerasa.

* Piruvato cinasa (EC 2.7.1.40), PK
La actividad de la enzima piruvato cinasa se ensayé de acuerdo con el método reportado
por Smith et a/., (2000) usando un amortiguador que contenia 25 mM MES (pH 6.8), 2 mM
PEP, 1 mM Mg-ADP, 1 mM DTT, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 5 % PEG 8000, 0.15 mM
NADH y 2 U/ml de lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27). La actividad se sigui6 por los

cambios de absorbencia a 340 nm y se corrigi6 considerando las actividades de las
enzimas PEP fosfatasa (EC 3.1.3.2) y NADH oxidasa.

* Fosfoenol piruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31), PEPC
La actividad de la enzima PEPC se ensayd en una mezcla de reaccion que contenia 100
mM Tris-HCI (pH 7.5), 2.5 mM NaHCO,;, 2 mM PEP, 10 mM MgCl,, 0.2 mM NADH y 5
U/ml de malato deshidrogenasa (EC1.1.1.38) (Moraes y Plaxton, 2000). La actividad fue
corregida considerando la actividad de la enzima NADH oxidasa.

» Fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9), PGI
La actividad de la enzima PGl se midi6 siguiendo el método reportado por Doehlert et al.,
(1988) usando una solucién amortiguadora que contenia 50 mM HEPES-NaOH (pH 7.2),
5 mM MgCl,, 5 mM fructosa 6-P, 1 mM NAD" y 1 U/ml de glucosa 6-P deshidrogenasa
(EC 1.1.1.49).
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» Fosfoenol piruvato fosfatasa ( EC 3.1.3.2), PEPP

La actividad de la enzima PEPP se midi6 de acuerdo con el método de Duff et al., (1989).
Las muestras congeladas fueron homogenizadas en una solucion amortiguadora de
extraccion compuesta de 50 mM acetato de sodio (pH 5.6), 1 mM EDTA, 5 mM tiourea, 1
mM PMSF, 1% PVPP y 1 tableta de mezcla de inhibidores de proteasas (Complete,
Boehringer) por 50 ml de solucién. El homogenado se centrifug6 a 25000 x g por 10 min,
el sobrenadante se desalé en una columna de Sephadex G-25 e inmediatamente se
utilizé en el ensayo enzimatico en una mezcla de 50 mM acetato de sodio (pH 5.6), 1 mM
PEP, 4 mM MgCl,, 0.2 mM NADH y 3 U/ml de lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27). La
actividad seguida por los cambios de absorcién a 340 nm se corrigié restando la actividad
de la enzima NADH oxidasa.

* Sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13), SS

La actividad de la enzima sacarosa sintasa se midio en direcciéon de la sintesis del

- disacarido (Zhu et al., 1997) y en direccién de degradacién (Komina, 2002). La solucion

amortiguadora de extraccién contenfa 100 mM Hepes-NaOH (pH 7.5), 2 mM MgCl;, 1mM
EDTA, 14 mM B-mercaptoetanol, 2 mM PMSF, 10% glicerol y 1% PVPP. EI material
homogenizado se centrifugé a 25000 g por 10 min y para la determinacion de actividad en
direccién de sintesis, 50 pl del sobrenadante se mezclaron con 50 pl de la siguiente
mezcla de reaccion: 50 mM Hepes (pH 7.5), 15 mM MgCl,, 25 mM fructosa y 25 mM UDP-
glucosa. Para el blanco, no se afiadi6 UDP-glucosa en la mezcla de reaccion. Las
mezclas se incubaron a 37°C durante 45 minutos y la reaccién se detuvo calentando a
ebullicion por 5 minutos. La sacarosa producida se cuantificé por medio del método de la
antrona (van Handel, 1968). La actividad de la enzima en direccién de la degradacién de
sacarosa, se ensayd espectrofotométricamente a 340 nm en una mezcla de 20 mM
Hepes-KOH (pH 7.5), 200 mM sacarosa, 1.5 mM UDP, 1.5 mM NAD, 5§ mM MgCl, y 0.016
U/ml de UDP glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.22), midiendo la formacién de UDP
glucosa acoplada a la reduccion de NAD".

* Invertasas (EC 3.2.1.26)
La actividad se ensay6é de acuerdo con Zhu, et al. (1997), los tejidos congelados en
nitrégeno liquido se homogenizaron en una solucion amortiguadora que contenia 100 mM
Hepes-NaOH (pH 7.5), 2 mM MgCl,, 1mM EDTA, 14 mM B-mercaptoetanol, 2 mM PMSF,
10% glicerol y 1% PVPP. El material se centrifugd a 25000 g por 10 min. La actividad de
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la enzima invertasa soluble &cida se ensayé en el sobrenadante a 37 °C, afladiendo 50 pl
de extracto a 50 pl de 1M acetato de sodio (pH 4.5) y 100 y! de una solucién 120 mM
sacarosa, la reaccién se detuvo después de 45 minutos, agregando 30 ul de 2.5 M Trizma
base y calentando a 92 °C por 5 minutos. La actividad de la invertasa neutra se evalub de
manera similar, excepto que en la mezcla de reaccién se utilizé 1M Hepes (pH 7.5) y no
se adiciono solucion amortiguadora de Tris para detener la reacciéon. En ambos ensayos
se cuantificé la formacion de glucosa por métodos enzimaticos, la actividad se calculé
corrigiendo con los niveles de glucosa obtenidos en mezclas de reaccion que se trataron
de manera similar, pero en las que no se adicion6 sacarosa. La actividad de la invertasa
de la pared celular se midi6 en el sedimento obtenido después de homogenizar las
muestras y centrifugarlas. El sedimento se lavé cinco veces resuspendiendo en agua en
una relacién 1:10 y centrifugando a 5000 g por 10 minutos en cada lavado. El sedimento
final se resuspendié en 500 ul de solucién de extraccién, 500 ul de solucién 240 mM
sacarosa y 500 ul de amortiguador 1M acetato de sodio (pH 4.5), se incubé a 37 °C/45
min y ia reaccién se detuvo afiadiendo 300 ul de 2.5 M Tris base y calentando 5 minutos a

ebullicion. Se centrifugé a 5000 x g por 10 minutos y se determiné glucosa en el
sobrenadante.

IV.4 DETERMINACION DE PROTEINA

La concentracién de proteina fue determinada siguiendo el método de Bradford (1976),

utilizando albimina bovina como estandar.

IV.5 DETERMINACION DE FOSFATO

Para la determinacion de Pi total se us6 el método descrito por Ames (1966). A la
muestra (3-5 mg) se le anadieron 20 ul de una solucién de Mg(NQO;), al 10% (p/v) en
etanol y se incineré hasta cenizas blancas. Se agregaron 300 pl de HCI 0.5 M y se
mantuvo en bafio Maria en ebullicién durante 15 min. Después de enfriar se agregaron
700 ul de una solucién H,SO4 0.5 M, 81.2 mM acido L-ascérbico y 0.29 mM molibdato de
amonio y la muestra se incubé 20 min a 45 °C. Se midi6 la absorbencia a 820 nm y el

contenido de Pi fue calculado a partir de una curva patron de KH,PO,. El contenido de P
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soluble fue medido siguiendo el procedimiento de Pieters et al., (2001). A las muestras (10
mg) se les adicionaron 2 m| de agua desionizada, fueron sometidas a ebullicién por 5 min
e incubadas a 70 °C, durante toda la noche. Posteriormente se centrifugaron a 5000 x g
por 10 min y el contenido de P fue determinado en 300 ul de sobrenadante, con la
solucién de acido L-ascorbico-molibdato de amonio de acuerdo siguiendo el
procedimiento para cuantificar P total arriba descrito.

IV.6 DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS

Los azucares fueron determinados en extractos etanélicos. Las muestras (150-300 mg del
tejido) fueron homogenizadas en alcohol etilico al 80% (2 ml), y calentados por 30 minutos
a 80 °C. Los extractos se centrifugaron a 5000 x g durante 10 minutos y los
sobrenadantes se mezclaron. Glucosa y fructosa se cuantificaron mediante un ensayo
enzimatico con hexocinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). El extracto
alcohdlico se mezclé con 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 50 mM KCI,.1 mM ATP, 3 mM MgCl,,
0.3 mM NAD" y 1 U/mi de enzima hexocinasa (EC 2.7.1.1). Se midié la absorbencia basal
a 340 nm y se afiadié 1 U/ml de G6PD (EC 1.1.1.49), se permitié que la reaccién llegara
al equilibrio (aproximadamente media hora), y se cuantificé la produccion del NADH a 340
nm. El incremento de A,y se utilizé para calcular la concentracion de glucosa. La fructosa
se midié adicionando ademas de 1 U/m! de G6PD, 1 U/ml| de fosfoglucosa isomerasa (EC
5.3.1.9) y se cuantifico la formacién de NADH a 340 nm.

La sacarosa se determiné por el método de la antrona (van Handel, 1968). Se mezclaron
volumenes iguales del extracto alcohdlico con solucién de KOH al 30%, la mezcla se
calentd a ebullicidon por 10 minutos, se enfrid, se afadieron 2 ml del reactivo de antrona
(150 mg de antrona/100 ml de H,SO, al 70%, v/v), y se incubé a 37-40 °C por 15
minutos. Se leyé la absorbencia a 620 nm y se compar6 contra las absorbencias
obtenidas con una curva estandar de sacarosa.

Para cuantificar el almidén, se utilizé el material insoluble en alcohol. El sedimento
obtenido después de la extraccién alcohdlica, se resuspendié en 1.5 mi de agua y se
gelatinizé a 90°C, durante 4 horas. Después se hidroliz6 con 220 U de amiloglucosidasa
(EC 3.2.1.3) resuspendida en 1.5 ml de solucién amortiguadora 200 mM de acetato de
sodio (pH 4.5) y se incubd a 37 °C toda la noche. Al dia siguiente, el material se centrifugd

a 5000 x g por 5 minutos y se cuantific glucosa en el sobrenadante.
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IV.7 ASIMILACION DE CARBONO Y DISTRIBUCION DE FOTOSINTATOS

Se utilizaron plantas de tres semanas, las cuales se marcaron con “C, (Viola et al.,
2001). El marcaje se hizo utilizando 50 pCi de "“C (25! de Na,"CQ,), que se colocaron
en tubos Ependorff dentro de bolsas de plastico que cubrian la primera hoja de las plantas
de frijol, el “CO, se generé agregando 200 pl de &cido lactico 3M. Las plantas se
marcaron durante una hora, al término de la cual la reaccién se detuvo con 800 pl de una
solucion KOH 30%. Se retir6 la bolsa y las plantas se cosecharon 4 horas después. Se
fraccionaron en hojas marcadas (hoja madura), hojas jovenes y raices y se congelaron en
nitrébgeno liquido para su posterior andlisis. El material congelado se homogenizé y extrajo
en alcohol etilico al 80% en una relacion 1:10 (p/v), durante 30 minutos a 80°C, se
centrifugd a 5000 g por 10 minutos y se repitié esta operacién usando una relacién menor.
Los sobrenadantes se mezclaron y se cuantific6 la marca incorporada en azucares
solubles. La fraccion insoluble se tratd siguiendo la metodologia descrita para la
determinacién de almidén. Después de la hidrélisis con amiloglucosidasa, se midi6 la
presencia de marca en la glucosa liberada. Para la cuantificacion de la marca
incorporada, se usaron 50 pl de sobrenadante al que se le adicionaron 1.4 ml de liquido
de centelleo ACSII de Amersham. Las muestras se guardaron en oscuridad 12 horas y la
radiactividad se midié en un contador Beckman modelo LS6000IC.

IV.8 SINTESIS Y DEGRADACION DE ALMIDON

Las plantas usadas en este experimento se marcaron con “C como se indica en la
seccion anterior. Un grupo de plantas se coseché durante el periodo de luz y se midié la
marca incorporada en almidén, utilizdndose estos datos para estimar la sintesis de este
metabolito. Otro grupo de plantas se cosecho al dia siguiente (12 horas de oscuridad). Se
midié la marca incorporada en almidén y se estimé la degradacién por la diferencia con
los valores de las plantas cosechadas durante el periodo luminoso.
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IV.9 PURIFICACION DE GRANULOS DE ALMIDON

Las hojas de frijol se molieron en un mortero con nitrégeno liquido y se homogenizaron
con 3.3 volumenes de solucién amortiguadora que contenia 100 mM Hepes KOH pH 8.0,
1 mM EDTA, 10 mM B-mercaptoetanol, 1 mM PMSF, 1mM benzamidina y 2 mM de &cido
aminocaproico. EI homogenado se filtr6 con dos capas de gasa y se centrifugé a 280 g
por cuatro minutos, el sedimento se resuspendié en 10 ml de la misma solucioén y se
centrifug6 a la misma velocidad por 4 minutos. Esta operacion se repitio otras dos veces y
el paquete resultante se resuspendié en 2 ml de solucién amortiguadora, se depositd
sobre 5 ml de Percoll al 95% en solucion amortiguadora 500 mM Tris (pH 7.5) y se
centrifugd 4 minutos a 280 g. Los granulos de almidén quedan en la fraccién del fondo, de
donde se recuperaron y se lavaron dos veces con solucién amortiguadora centrifugando a
900 x g durante tres minutos.

IV.10 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS

Los granulos de almidén se mezclaron con dos volumenes de solucién amortiguadora de
muestra 3X: Tris 0.125 M, SDS 4% (p/v), glicerol 20% (v/v), mercaptoetanol 10% (v/v) y se
calentaron 20 minutos a 80 °C. El material se centrifugé y 20 pl de las muestras se
aplicaron a geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes de acuerdo al
procedimiento descrito por Laemmli (1970). La solucion amortiguadora para electrodos,
pH 8.3 contenia Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 0.1% (p/v).

La preparacién del gel para la electroforesis SDS-PAGE se realizé de la siguiente manera:

Gel separador Gel apilador
(10% acrilamida) | (4% acrilamida)

Acrilamida 30% (p/v),bisacrilamida 2.7% (p/v) 3.33mi 0.67

Tris 1.5M, ajustado pH 8.8 con HCI 2.50 ml —

Tris 0.5 M, ajustado pH 6.8 con HC! -— 1.25mi
Dodecil sulfato de sodio 10% (p/v) 0.10 ml 0.05 ml
Agua desionizada 4.00 mi 3.00m|
Persulfato de amonio 10% (p/v} 0.10 ml 0.10 ml
TEMED 0.012 ml 0.012 mi
Volumen final 10 ml 5ml
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Las proteinas se visualizaron al tefiirlas con azul de Coomassie.

IV.11 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd el programa SPSS 11.0 para hacer el analisis estadistico. Los datos se
evaluaron con el Modelo Lineal General a través de un anélisis de varianza de uno 6 dos
criterios de clasificacion.
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V. RESULTADOS

V.1 SELECCION DE GENOTIPOS CONTRASTANTES

El Dr. Acosta del INIFAP proporcioné una coleccién de 46 genotipos de frijol provenientes
de diferentes regiones geograficas, algunos de México y otros de Sudamérica para
estudiar la respuesta a la deficiencia de fosfato. Se establecié un sistema de cultivo a
partir de semillas germinadas en el que las plantulas se sembraron en recipientes con
agrolita y las plantas se regaron con solucién nutritiva Hogland compieta o carente de Pi,
durante tres semanas. En general, las plantas de esta edad contaban con las hojas
cotiledonares, una hoja completamente formada y fotosintéticamente activa a la que se
denomind hoja madura y una hoja en desarrollo que se designé como hoja joven (figura
4).

En primer lugar se evalué el efecto de la deficiencia de Pi sobre la produccién de biomasa
en raices y parte aérea (tallos y hojas), pues el aumento en el tamafo de la raiz se
considera como una caracteristica importante de las plantas que toleran la deficiencia de
Pi (Ermani et al.,, 1994, Wissuwa, 2003). Se registraron los cambios morfolégicos y se
cuantificé el peso seco. Las plantas que crecieron en deficiencia de fosfato mostraron un
tamafio menor en cuanto a tallos y hojas. Estas ultimas en algunos casos presentaban un
color verde mas oscuro y las nervaduras en varios genotipos eran rojizas (figura 5). Se
cuantificé el peso seco de raices y parte aérea (tallos y hojas) y como puede observarse
en la figura 6 en general los tallos y hojas de las plantas que crecieron carentes de fosfato
tienen menos biomasa, mientras que en muchos de los casos pero no en todos, el peso
de las raices fue mayor, por lo que la relacién raiz:parte aérea se incrementd en las
plantas que sufrieron la deficiencia de fosfato (figura 7). Los genotipos que se
seleccionaron fueron el genotipo MAR1 (22) y el Canario 60 (C60) debido a que su
respuesta a la deficiencia de Pi en relacién a la biomasa producida en tallos y raices fue
diferente (figura 8), el genotipo MAR1 presenté una mayor produccion de biomasa que el
genotipo C60 después de tres semanas de cuitivo en condiciones de deficiencia de
fosfato. Por otro lado estos dos genotipos presentaron una tasa de germinacion alta.
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Figura 5. Plantas de frijol genotipos C60 y MAR1, de tres semanas regadas con solucién Hoagland

completa (Pi+) y regadas con solucion Hoagland sin fosfato (Pi-).
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Figura 6. Comparacion de peso seco. Cociente del peso seco de raices ([]) y parte aérea (ll) de
plantas que se cuitivaron durante tres semanas en ausencia y presencia de Pi. TGenotipos
seleccionados para realizar los estudios posteriores.
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Figura 7. Comparacion de la relacion raiz:parte aérea de plantas de tres semanas regadas con
solucién Hoagland completa ([1) y con solucién Hoagland sin fosfato ([1 ). Genotipos
seleccionados para realizar los estudios posteriores.
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Figura 8. Comparacién del peso seco de dos genotipos de frijol cultivados con y sin fosfato. Peso
seco de plantas que se cultivaron durante tres semanas en presencia (W) y ausencia ([]) de Pi. Las
medias de los valores obtenidos son estadisticamente diferentes (p<0.05), entre genotipos.

V.2 CUANTIFICACION DE FOSFATO EN SEMILLAS DE FRIJOL

Las plantulas de frijol que crecieron en condiciones de deficiencia de Pi tenian como unica

fuente de P, el que se encontraba en las semillas. Para investigar si la produccién de
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biomasa estaba correlacionada con el P almacenado, se midi6 el contenido de P total en
las semillas de los genotipos seleccionados. Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 1, donde puede observarse que el genotipo C60 tiene reservas mayores y sin
embargo, su crecimiento fue mas afectado por la falta de fosfato (figura 8).

Tabla 1. Contenido de fosfato total en semillas de frijol.

Genotipo P Total Peso de la semilla P Total/semilla
(umol mg™) (mg) (mmoles)
C60 61.3 ¢ 3.5° 343 + 37° 21.0
MAR1 63.0 + 6.6° 256 + 28 16.1

La media de los valores con diferente superindice en la misma columna son diferentes significativamente
(p<0.05). Los valores que se presentan son el promediozDE.

V.3 CUANTIFICACION DE Pi SOLUBLE Y TOTAL EN PLANTAS DE FRIJOL
Para estimar el efecto de la deficiencia sobre los niveles de Pi en plantas de tres semanas

de edad se determinaron los niveles de P total y Pi soluble en hojas maduras, hojas

jovenes y raices de las plantas de frijol, estos resultados se reportan en la tabla 2.

Tabla 2. Contenido de fosfato soluble y total (umol PO,g™") en hojas y raices.

Genotipo Hoja Madura Hoja Joven Raiz

Pi Total Pi soluble Pi Total Pi soluble PiTotal Pisoluble
C60-Pi 8.410.2° 3.1+0.5° 30.5+3.7° 12.0+3.7° 7.5¢2.1* 3.0+05°
C60+Pi 16.6+1.7° 6.2£0.2°  42.2410.2° 21.4+0.2° 14.1+2.7° 3.5:0.1°

MAR1-Pi 7.8+0.3° 3.3+0.04®> 20.2+0.4° 10.5+0.8° 4.2+0.6% 2.610.04°
MAR1+Pi 13.5+0.1° 4.9+0.2° 37.1x1.7° 16.5%1.8° 12.9+1.4° 4.2+0.03°

La media de los valores con diferente superindice en la misma columna son diferentes significativamente
(p<0.05). Los valores que se presentan son el promediozDE (n=4).

Al comparar los resultados obtenidos se encontré que en las hojas maduras la deficiencia
de Pi reduce el contenido de P total aproximadamente 50% en ambos genotipos, mientras
que la disminucién del P soluble fue de 50% para el C60 y 32.6% para el MAR1. El

contenido de P total en las hojas jévenes del genotipo C60 presentd una reduccién de
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28% mientras que en el MAR1 la disminucién fue de 46%. En lo que se refiere al P

soluble, ambos genotipos presentaron disminuciones similares (44 y 37%
respectivamente).

En las raices, el P total se redujo en 47% en C60 y 68% en MAR1. La disminucioén en P
soluble fue 15% en C60 y en MAR1 39%.

Los cambios en P soluble respecto al P total en los tres tejidos estudiados se muestran en
la tabla 3, donde se aprecia que la deficiencia de Pi produce cambios significativos en el

contenido de Pi soluble respecto al contenido de P total en la raiz de ambos genotipos.

Tabla 3. Comparacion de la relacién de niveles de fésforo soluble:total en hojas y raices.

P sol/P total
Hoja madura Hoja joven Raiz
C60-Pi 0.36+0.02° 0.3910.07° 0.40£0.10°
C60+Pi 0.3810.05" 0.50+0.10° 0.25+0.04%
MAR1-Pi 0.42+0.10° 0.5310.04° 0.61+0.10°
MAR1+Pi 0.36:0.01° 0.44:0.04°  0.32:0.01°

La media de los valores con diferente superindice en la misma columna son diferentes significativamente
(p<0.05). Los valores que se presentan son el promediotDE (n=4).

V.4 ACUMULACION DE FOTOSINTATOS

Una de las respuestas mas evidentes en el estrés por deficiencia de Pi es la acumulacion
de azucares. Se ha reportado que algunas plantas responden a este estrés nutricional con
incrementos en los niveles de almidon (Rao et al, 1993), mientras que otfras plantas
acumulan sacarosa y almidon (Dietz y Helios, 1990; Cierezko et al., 2000). Por lo tanto
se midié el contenido de azucares solubles (sacarosa, glucosa, fructosa) y almidén en
hojas maduras (figura 9), hojas jévenes (figura 10) y raices (figura 11), de los genotipos
C60y MAR1.
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En las hojas maduras se encontré que en respuesta a la deficiencia de fosfato los dos
genotipos acumulan almidén, glucosa y fructosa. Los niveles de almiddn se incrementaron
3.2y 1.7 veces en C60 y MAR1 respectivamente, la glucosa aument6 6.6 y 3.5 veces y Ia
fructosa en deficiencia de fosfato se elevé en 3.2 y 2.6 veces respectivamente.
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Figura 9. Contenido de carbohidratos en hojas maduras de dos genotipos de frijol cultivados en
agrolita durante tres semanas. Plantas regadas con solucién Hoagland completa () y plantas

regadas con solucién Hoagland sin Pi ([1). El * indica que la diferencia es significativa respecto al
control (p<0.05), n=4.
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Las hojas jévenes de las plantas C60 presentaron cambios poco relevantes en la
acumulacién de fotosintatos. El cambio mas evidente fue en el genotipo MAR1, donde la
deficiencia de fosfato indujo un aumenté de 2.7 veces en la cantidad de almidén, mientras
que los niveles de glucosa se duplicaron.

ALMIDON
16 - 100 - *
14 o
w o
& 42 Fla I
"o 3
8 40 ]
e s 807
g 8 H
H s
g 6 E 401
S T
4
g ] 3
2 E
<
0 - —

MAR1

MAR1

GLUCOSA FRUCTOSA

30 4 20 -

N
3

20

10 4

pmoles glucosa g' PF
>
pmoles fructosa g'1 PF

MAR1

Figura 10. Contenido de carbohidratos en hojas jévenes de dos genotipos de frijol cultivados en
agrolita durante tres semanas. Plantas regadas con solucion Hoagland completa (B) y plantas
regadas con solucién Hoagland sin Pi ([]). El * indica que la diferencia es significativa respecto al
control {(p<0.05), n=4.

En las raices se observé que en las plantas C60 que crecieron sin fosfato los niveles de
sacarosa se triplicaron, los de glucosa aumentaron 1.8 veces y 2.4 veces los de fructosa,
registrandose pocos cambios en el genotipo MAR1.

35



Resultados

SACAROSA ALMIDON
10 4 25 -
w 8 & 20
o &
'.'u :
<]
g 6 § 151
o
8 i
4 * o 1
R £
o a
E $
3 5 ) 1
E
<
0 0

MAR1

Ce0 MAR1

GLUCOSA FRUCTOSA

10 1 _ 10 1

o«
o«

pmoles glucosa g' PF
*
pmoles fructosa g-' PF

C60 MAR1 MAR1

Figura 11. Contenido de carbohidratos en raices de dos genotipos de frijol cultivados en agrolita
durante tres semanas. Plantas regadas con solucién Hoagland completa (B) y plantas regadas
con solucion Hoagland sin Pi ([]). Ef * indica que la diferencia es significativa respecto al control
(p<0.05), n=4.

V.5 EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE FOSFATO SOBRE LA ASIMILACION DE
CARBONO Y DISTRIBUCION DE FOTOSINTATOS.

Con el objeto de evaluar si la deficiencia de fosfato modificaba la distribucién de
fotosintatos, se hicieron experimentos para investigar en que medida se afecté la fijacion
de carbono y la distribucion de fotosintatos. Se evalué la capacidad de asimilacién de CO,
de dos genotipos de frijol (C60 y MAR1) y se encontré que la fijacion de "C realizada por
la hoja madura no se modifica en condiciones de deficiencia de fosfato en ninguno de los
genotipos estudiados (tabla 4).
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Tabla 4. Fijacion y distribucion de carbono en diferentes tejidos de dos genotipos de frijol,
cultivados en suficiencia (+Pi) y deficiencia (-Pi) de fosfato.

MARCA (uCi)°®

GENOTIPO Hoja madura Hoja Joven Raiz
C60+Pi 1243+ 1.48 0.24 +0.14 0.62+0.11
C60-Pi 9.63+1.49 0.30+0.08 0.64+0.35

MAR1+Pi 13.73+5.13 1.76+1.44 1.28 £ 0.46
MAR1-Pi 15.97 + 0.69 0.27 £ 0.30 1.24 £ 0.35

Las plantas de tres semanas regadas con soluciéon Hoagland completa (+Pi) y con solucién
Hogland sin fosfato (-Pi), se marcaron durante una hora con Na,'*CO, y se cosecharon 4 horas
después. Se cuantificé la marca incorporada en azucares solubles y almidon de hojas maduras,
hojas jovenes y raices. ® Valores promediotDE (n=4).

Se realizaron experimentos tendientes a definir el efecto de la deficiencia de Pi sobre la
exportacion de fotosintatos y la distribucién del carbono en los tejidos de demanda. Dada
la variaciébn experimental en algunos casos no fue posible estimar adecuadamente la
cantidad de carbono exportado a hojas jévenes y raices, como puede observarse en la
tabla 4, sin embargo, se aprecia que los genotipos estudiados envian a la raiz cantidades
diferentes de carbono y que esa distribucién no fue afectada por la deficiencia de Pi.

V.6 ACUMULACION DE ALMIDON EN HOJAS MADURAS DEL GENOTIPO C60.

Para definir si la acumulacién de almidon era el resultado de una mayor sintesis o de una
menor degradacion, se realizaron experimentos en los que se encontré que la distribucion
del CO; fijado entre azucares solubles y almidén, no mostraba cambio en las hojas de las
plantas sometidas a estrés por carencia de fosfato (figura 12).
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Figura 12. Distribucién de 'C en carbohidratos de hojas maduras de frijol, genotipo C60. Las
plantas se marcaron durante una hora con Na,'*CO,; y se cosecharon 4 horas después. Se
cuantificé la marca incorporada en azlcares solubles y almidén. El * indica que la diferencia es
significativa respecto al control (p<0.05).

Dado que la distribuciéon de carbono hacia la sintesis de almidén no se vio modificada por
la deficiencia de fosfato, la acumulacién de este metabolito observada en las hojas
maduras de frijol podria atribuirse a una menor degradaciéon. Considerando que esta
molécula se sintetiza y acumula en el dia y se degrada durante la noche, se realizé un
experimento consistente en marcar con “C el almidon sintetizado por plantas que
crecieron en presencia y ausencia de fosfato, durante tres semanas. Un grupo de plantas
se cosech¢ cuatro horas después del marcaje, mientras que otras fueron analizadas al dia
siguiente después de un periodo de oscuridad. Se observo que las plantas no mostraron
diferencia en la sintesis de almidén, pero al comparar la marca de “C en almidén
después del periodo de degradacion (12 horas), se encontré que las hojas de las plantas
sometidas a estrés nutrimental presentaban un nivel mayor (figura 13). Estos resuitados

sugieren que la acumulaciéon de almidén observada es el resultado de una menor
degradacién.
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Figura 13. Contenido de *C en almidén durante el periodo de luz (sintetizado) y despues de un
periodo de oscuridad de 12 horas (sin degradar) en plantas de frijol C60. Plantas regadas con
solucion Hoagland completa (ll) y con solucién Hoagland sin Pi ([]), durante tres semanas. EI *
indica que la diferencia es significativa respecto al control (p<0.05).
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La degradacion del almidon es un proceso complejo y aun no bien comprendido, que
requiere la accion conjunta de diversas enzimas. Se ha propuesto que la asociacion de
proteinas al granulo de almidén es determinante en la regulaciéon de su metabolismo y
algunos estudios sugieren que las propiedades del granulo quizé constituyan un factor
importante en la asociacion de proteinas y en la susceptibilidad del almidén a ser
degradado (Blennow et al., 2002; Ritte et al., 2000). Dado que el grado de fosforilacion es
una de las caracteristicas de los granulos de almidén que se han propuesto como
decisivas para la hidrolisis del almidén de hojas, se midio el contenido de fosfato en los
granulos de almidon de hojas de plantas de frijol cultivadas con y sin fosfato,

observandose un nivel de 13.4 +0.1umol Pi g™ almidon en las primeras y de 8.9£0.6 umol

Pi en las ultimas.

Por otro lado, como puede observarse en la figura 14 se encontraron diferencias en el
patron de proteinas asociadas a los granulos, algunas de las cuales podrian ser

importantes en el proceso de degradacion.
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Figura 14. Proteinas asociadas a granulos
de almidon de hojas de plantas de frijol

+—30kDa cultivadas sin fosfato (Pi-) y con fosfato
(Pi+) durante tres semanas.
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V.7 EFECTO DEL Pi SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA INVOLUCRADA EN LA
DEGRADACION DE SACAROSA.

La sacarosa es un metabolito que en la mayoria de las plantas es translocada de las
hojas fuente a los 6rganos de demanda donde se utiliza 6 se almacena (Ciereszko y
Barbachowska, 2000). La degradacién de la sacarosa es catalizada por invertasas (3-D-
fructofuranésido fructohidrolasa, EC 3.2.1.26) y por la sacarosa sintasa (SuSy, UDP-
glucosa: D-frucfosa-2-g|ucosi| transferasa, EC 2.4.1.13). La deficiencia de Pi modifica
radicalmente el patron de crecimiento de las plantas y es probable que tambien altere la
forma en que se distribuyen los fotosintatos. Otra forma de evaluar los efectos de la
deficiencia de Pi sobre la distribucién de fotosintatos fue cuantificar la actividad de las
enzimas sacarosa sintasa (S'uSy) e invertasas solubles y de pared, por considerarse
factores determinantes de la fuerza de demanda (Nguyen-Quoc y Foyer, 2001). La
actividad de SuSy en las hojas maduras como puede observarse en la figura 15 no se ve
afectada por la deficiencia de Pi; sin embargo, se encontré que en las hojas jovenes la
actividad se incrementa 5.8 veces en el genotipo MAR1 y 9.0 en las plantas C6&0,
mientras que las raices de las plantas que crecieron en escasez sufrieron un decremento
en la actividad (66.1% en MAR1y 24.0% en C60).
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Figura 15. Actividad de la enzima sacarosa sintasa (direccién de sintesis), en diferentes tejidos de
plantas de frijol. HM: hoja madura; HJ: hoja joven; R: raiz. Plantas regadas con solucién Hoagland
completa (l]) y plantas regadas con soluciéon Hoagland sin Pi ([]). El * indica que la diferencia es
significativa respecto al control (p<0.05), n=4.
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La actividad de la invertasa soluble &cida practicamente no presenté cambios en las
plantas de frijol desarrolladas en carencia de Pi (figura 16). Por otro lado, se encontré que
en deficiencia de Pi la actividad de la invertasa neutra se duplica en las hojas jévenes del
genotipo C60 y se incrementa en un 30% en las hojas de la variedad MAR1, no se
observaron cambios relevantes en la actividad de las hojas maduras y las raices. De
manera similar la actividad de la invertasa de pared se incrementé 10 veces en las hojas

jovenes de las plantas C60 y 3 veces en MAR1, tampoco se observaron cambios
relevantes en los otros tejidos (figura 16).
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Figura 16. Cambios en actividad de las enzimas invertasa soluble acida (ISA), invertasa neutra (IN)
e invertasa de pared (IP) en dos genotipos de frijol. Plantas regadas con soluciéon Hoagland
completa (ll) y plantas regadas con solucién Hoagland sin Pi (). El * indica que la diferencia es
significativa respecto al control (p<0.05), n=4.
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V.8 MECANISMOS ADAPTATIVOS: ENZIMAS DEL METABOLISMO DE
FOSFOENOLPIRUVATO EN HOJAS Y RAICES

Durante la deficiencia de Pi se activan enzimas que no requieren nucleétidos-P ¢ fosfato,
de tal manera que los pasos que emplean estos metabolitos se sustituyen por otros y eso
ayuda a que el metabolismo de carbono proceda durante estas condiciones
(Raghothama, 1999). Se ha propuesto que un punto muy importante en el reciclamiento
de Pi esta relacionado con el metabolismo del fosfoenolpiruvato (PEP, Figura 17), donde
tanto la PEP carboxilasa como la PEP fosfatasa podrian ser de gran utilidad (Kondracka y
Rychter, 1997).
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Figura 17. Cambios en el metabolismo del piruvato en deficiencia de fosfato. Tomado de Juszczuk
y Richter, 2002.

Con el fin de investigar si adaptaciones de este tipo podrian contribuir a mejorar la
respuesta de las plantas de frijol a la deficiencia de Pi, se midio la actividad de las

enzimas PEPC (PEP carboxilasa), PEPP (PEP fosfatasa), PK (piruvato cinasa) y PGl
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(fosfoglucosa isomerasa) en hojas maduras (figura 18) y raices de plantas de frijol (figura
19).

PGl PEPC
0.15 q 0.15 -
g £
2 * 8
& 014 = 2 01
o 7
E ! g
£ 005 ?' T 005
o et 3
6 %
E » g
0 : 0 ]
C80 MAR1 MAR1
PK PEPP
0.15 0.15
£ £
s s
a 01 a 011
g g
S o0s = L
£0 £ 005 T
: s -
S B mew ) % ;

Figura 18. Actividad enzimatica en hojas maduras de dos genotipos de frijol cultivadas en agrolita
durante tres semanas. Plantas irrigadas con solucién Hoagland completa () y plantas irrigadas

con solucién Hoagland sin Pi ([J). E! * indica que la diferencia es significativa respecto al control
(p<0.05), n=4,

Como puede observarse en la figura 18, en respuesta a la deficiencia de Pi, la actividad
de PEPC en hojas de las plantas C60 disminuy6é en 59.6% y en el genotipo MAR1 se
incrementé en 71.4%. En raices los incrementos de actividad fueron de 46% y 120% para
C60 y MAR1 respectivamente (figura 19). A diferencia de lo reportado por Duff et al.
(1989), la actividad de PEPP no se incrementé en respuesta a la deficiencia de Pi en
hojas, sino que se vio disminuida y en raices no presenté cambios (figuras 18 y 19). La
actividad de PK no mostré cambios atribuibles a |a falta de Pi en las hojas de plantas C60
y MAR1 (figura 18). En raices su actividad se mantuvo constante en el genotipo C60,
sufriendo una disminucién del considerable en el MAR1 (77%). La actividad de PGl se
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midié como control y como era de esperarse la deficiencia de fosfato produjo efectos

minimos.
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Figura 18. Actividad enzimatica en raices de dos genotipos de frijol cultivadas en agrolita durante
tres semanas. Plantas irrigadas con solucién Hoagland completa (ll) y plantas irrigadas con
solucion Hoagland sin Pi ( [). El * indica que la diferencia es significativa respecto al control
(p<0.05), n=4.

44



Discusién de Resultados

VI. DISCUSION DE RESULTADOS

VI.1 SELECCION DE GENOTIPQS CONTRASTANTES

El problema de la baja disponibilidad de P en los suelos se debe fundamentaimente a la
gran reactividad del Pi, lo que provoca que en el suelo este elemento se combine con
diferentes compuestos y se convierta en formas que no son asimilables por las plantas
(Rausch y Bucher, 2002; Raghothama, 2000). La poca disponibilidad de P ha estado
presente durante la evolucién de las plantas y muchas especies han perfeccionado
mecanismos que les confieren algin grado de adaptacion a esta carencia. En frijol
(Phaseolus vulgaris L.) se ha reportado la existencia de variabilidad genética asociada a
la respuesta a la deficiencia de P (Lynch y Beebe, 1995), sin embargo, se conoce poco
acerca de las bases moleculares y bioquimicas de esas diferencias. Uno de los objetivos
de este trabajo fue seleccionar genotipos contrastantes en susceptibilidad a la deficiencia
de Pi y esta seleccion se realizd considerando como el criterio mas importante la
produccién de biomasa. Iniciaimente se observé que en general todos los genotipos
evaluados fueron susceptibles a la deficiencia de Pi, (figura 6) lo cual es logico dada la
importancia de este nutrimento. Todos los genotipos presentaron un incremento en la
relacion raiz/parte aérea (figura 7), lo que puede constituir una ventaja para la planta,
pues el incrementar el area de exploracién y absorcién puede traducirse en una mayor
toma de Pi (Wissuwa, 2003). Los genotipos que se seleccionaron fueron el MAR1 y C60.
El genotipo MAR1 en condiciones de deficiencia presentd un desarrollo de raiz mayor,
mientras que la produccién de biomasa en la parte aérea permanecio practicamente sin
cambio con respecto a las plantas testigo, por lo que se seleccion6 como genotipo poco
susceptible. Dentro de los genotipos estudiados varios presentaron caracteristicas de alta
susceptib'ilidad, sin embargo, se selecciond al genotipo Canario 60 (C60), que mostrd una
reduccion significativa en produccién de biomasa de raices y parte aérea (figura 8). Cabe
mencionar que por la forma en que se hizo la seleccién (nada de Pi en el tratamiento P-),
las diferencias entre las plantas de los tratamientos con y sin Pi se incrementan a medida
que avanza el tiempo, es decir, todas las plantas son susceptibles. El hecho de que los
sintomas se retardaran se interpreté como una manifestacion de la presencia de
mecanismos que mejoran la eficiencia con que se utiliza el P disponible. Esta suposicion
parece congruente con el hecho de que no obstante el mayor contenido de P en las

semillas del genotipo C60, su desempefio fue mas pobre que el genotipo MAR1.
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Finalmente, los resultados muestran que en frijol puede haber mas de un mecanismo que
ayude a mejorar la produccién de biomasa en condiciones limitantes de Pi y cuya
importancia aparentemente es dependiente del genotipo.

VI.2 CONTENIDO DE P TOTAL Y P SOLUBLE

La deficiencia de Pi en la solucién de riego, redujo el nivel de P total y soluble en los
tejidos (tabla 2), lo cual coincide con lo que reportan Ciereszko et al., (1996) y Aono et al.,
(2001).

Por otro lado, se ha reportado que las plantas tienen por o menos dos diferentes
mecanismos para mantener la homeostasis de Pi, uno que actia a nivel celular, mediante
el cual los niveles de Pi citosélico se mantienen a expensas del Pi de la vacuola y otro
mas complejo que se establece a través de toda la planta e involucra diferentes érganos
(Raghothama, 1999). Cuando el suministro de Pi de las raices hacia los tallos es
reducido, el Pi almacenado en las hojas maduras es removilizado hacia los tejidos de
demanda y se modifica la funcién de tejido fuente 6 tejido demanda, de tal manera que las
raices que normalmente se consideran como un 6rgano fuente de Pi para otras partes de
la planta se convierten en un tejido de demanda (Raghothama, 1999). Adicionalmente, en
condiciones de deficiencia de Pi una proporcién alta del Pi absorbido es retenido en las
raices, lo que parece ser una respuesta adaptativa de la planta para promover su
desarrollo para aumentar el area de exploracion en el suelo y como consecuencia
incrementar la toma de Pi, (Cogliatti y Clarkson, 1983 en Raghothama, 1999). En este
trabajo se comparé el contenido de Pi en hojas y raices de plantas que crecieron en
suficiencia y deficiencia de Pi y se encontré que la deficiencia de P produjo disminuciones
muy importantes en ios contenidos de P total y soluble en hojas jévenes, hojas maduras y
raices, sin embargo, se aprecian diferencias notables entre 6rganos y genotipos, las
cuales tal vez estén relacionadas con su grado de susceptibilidad a la deficiencia de Pi.
Llama la atencién que en respuesta a la deficiencia de Pi, las hojas maduras de ambos
genotipos presentaron una disminucién de aproximadamente el 50% en el P total. EI P
soluble en el genotipo C60 se vio afectado en la misma proporcién, sin embargo, en el
genotipo MAR1, la disminucién fue de 32%, lo que significa que en este genotipo se logrd

mantener un nivel relativamente elevado de Pi disponible para los procesos fisiologicos.
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La hoja joven, tanto en presencia como en deficiencia de Pi presenta los contenidos mas
altos de P total y soluble, lo cual puede ser un buen indicador de fa prioridad con que se
distribuye este nutrimento. La deficiencia produjo mayor disminucién en el P total del
genotipo MAR1 (45% contra 27% en C60), mientras que el Pi soluble disminuy$ 56% en
C60 y sblo 36% en MAR1. Esto sugiere que el genotipo MAR1 tiene como estrategia
disminuir significativamente el contenida total de P en la hoja joven y compensar al menos
en parte los efectos negativos al mantener elevados los niveles de P soluble.

En la raiz se apreciaron también diferencias notables entre los genotipos, el P total
disminuy6 mas en MAR1 (67%) que en C60 (46%), mientras que el P soluble disminuyé
15% en C60 y 38% en MAR1. Es decir, ambos genotipos respondieron a la deficiencia de
Pi aumentando la relacién P soluble/P total; en C60 cambié de 0.24 en suficiencia de Pi a
0.40 en deficiencia de Pi, mientras que en el genotipo MAR1 aumenté de 0.32 a 0.62.

El aumento en la proporciéon P soluble/P total puede involucrar la participacién activa de
fosfatasas, cuya actividad es estimulada por la carencia de P (Duff et al., 1994). El hecho
de que se aumente la proporcién de P soluble/P total también puede ayudar a que los
eventos fisiolégicos donde participa este nutrimento se vean menos afectados.

Por otro lado, una parte muy importante de P absorbido por la raiz, es transportado hacia
otros o6rganos, los resultados sugieren que el genotipo MAR1 lleva a cabo esta
distribucion mas eficientemente: en deficiencia de Pi el P total disminuye un 67%,
mientras que en el genotipo C60 la disminucion es de 46%. Es probable que esta mayor
capacidad de distribucién de P y la de aumentar significativamente la proporcién de P
soluble respecto al P total, estén relacionadas.

V1.3 ACUMULACION DE FOTOSINTATOS

Los niveles de azucares se midieron con el objeto de analizar el efecto de la deficiencia
de Pi sobre el metabolismo de carbono y se encontré que la respuesta es dependiente del
genotipo y del tejido en estudio. En las hojas maduras de los genotipos evaluados la
deficiencia de Pi produjo acumulaciéon de glucosa, fructosa y almidon pero no de
sacarosa. Se ha sugerido que la sintesis de sacarosa en el citosol y la de almidén en el
cloroplasto contribuyen a la recirculaciéon de Pi (Kondracka y Rychter, 1997), sin embargo,
ésta no es una respuesta universal, sino que depende de la capacidad de las diferentes

especies vegetales a sintetizar sacarosa y almidén (Kondracka y Rychter, 1997). Dado
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que son reacciones que ayudan a recircular el P, se ha sugerido que la acumulacién de
sacarosa y almidén pueden ser una respuesta adaptativa, sin embargo se ha observado
que en algunos casos la acumulacién se da a pesar de que la deficiencia de Pi disminuye
la sintesis (Kondracka y Rychter, 1997).

En este trabajo se encontr6 que durante el periodo en-que las plantas estuvieron
sometidas a la deficiencia de Pi no se modificéd la fijacion de CO,y tampoco cambié la
distribucién de fotosintatos en azucares solubles y almidén (figura 10). Sin embargo, las
hojas maduras de los dos genotipos estudiados acumularon almidén, glucosa y fructosa.
La acumulacion de glucosa y fructosa puede atribuirse a que al disminuir los niveles de Pi
y por lo tanto de ADP y ATP (Theodorou et al., 1991; Fredeen et al., 1990), se reduce la
fosforilacién de azucares y su utilizacién, mientras que la acumulaciéon de almidon puede
ser el resultado de una mayor sintesis 6 de una disminucién en la degradacién, como
proponen Usuda y Shimogawara (1991) y Rao (2000). Los experimentos de incorporacion
de "“CO, apoyan esta Ultima sugerencia, pues se encontré que las hojas maduras de las
plantas que crecieron con deficiencia de Pi tenian menor capacidad para degradar el
almidon. Es importante resaltar que las plantas cultivadas en deficiencia de Pi son
capaces de degradar durante la noche gran parte del almidén producido, sin embargo, la
acumulacién de la fraccidbn que no se degrada después de varias semanas, puede
explicar los altos niveles de almidén que caracterizan a las plantas cultivadas en
deficiencia de Pi. Se ha sugerido que el proceso de degradacién de almidoén involucra la
interaccién entre diferentes proteinas con la superficie de los granulos (Ritte et al., 2000),
la menor degradacién del almidén en plantas cultivadas en deficiencia de Pi podria ser
resultado de un efecto negativo de esta condicién sobre las enzimas que lo degradan y/o
sobre las propiedades del mismo almidén, las cuales podrian limitar la interaccion de los
granulos con las enzimas responsables de su degradacion. Se ha sefialado que el grado
de fosforilacién del almidén afecta la capacidad de hidratacién de los granulos y por lo
mismo es un elemento importante para permitir la interaccién con enzimas amiloliticas (Yu
et al., 2001, Ritte et al., 2002).

El anélisis de las proteinas asociadas a los granulos de almidén (figura 14) muestra efecto
de la deficiencia de Pi y refuerza la necesidad de retomar esta investigacion. Por otra
parte, en las hojas jovenes, el genotipo MAR1 acumulé almidén y glucosa; sin embargo,
estos cambios no se pueden explicar con los resultados obtenidos pues no se investigo si
en ese 6rgano la distribucién de carbono hacia azucares solubles y almidon era
modificada por la deficiencia de Pi.
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Como podria esperarse, el metabolismo de la raiz es diferente; por un lado el genotipo
MAR1 no presenta cambios y las raices del C60 acumulan sacarosa, glucosa y fructosa.
Si se comparan estos resultados con los niveles de Pi, se observa que aun cuando en
ambos genotipos se reduce el Pi total, la proporcién de P soluble es mayor en el genotipo
MARA1. Esto podria permitir que los azucares se sigan metabolizando, mientras que en el
otro genotipo (C60) el Pi soluble se encuentra en menor cantidad restringiendo la
fosforilacién y utilizacién de fotosintatos. Lo anterior se traduciria en un desarrollo de raiz
diferente en cada genotipo.

VI.4 DEGRADACION DE SACAROSA

Los datos obtenidos con el analisis de la distribucién del “CO, fijado por la planta no
permitieron saber en que medida la deficiencia de Pi modifico la distribucién de
fotosintatos, sin embargo cuando se midieron las actividades de las enzimas
responsables de la hidrélisis de la sacarosa, se observé claramente que algunos tejidos
(hojas jévenes) modificaron su capacidad de demanda, lo cual no necesariamente indica
que los fotosintatos se dirijan hacia ellos. Se ha reportado que en los tejidos de demanda
en crecimiento acelerado, la sacarosa que ingresa se hidroliza principalmente por medio
de la enzima sacarosa sintasa (SuSy). En este trabajo se encontré que en condiciones de
deficiencia de Pi la actividad de esta enzima se incrementé en las hojas jévenes. En
comparaciéon con la invertasa, la participaciéon de la enzima SuSy reduce a la mitad |a
energia que se requiere para transformar una molécula de sacarosa en dos moléculas de
Fru-6-P (Black et al., 1987). Por otro lado, se ha reportado que el nivel de PPi no cambia
en condiciones de deficiencia de Pi (Rychter, 1994), lo cual plantea que in vivo la enzima
SuSy acoplada a la UDP glucosa pirofosforilasa puede ser muy importante para
economizar energia en condiciones donde los niveles de ATP se encuentran reducidos.

Las actividades de las invertasas neutra y acida practicamente permanecieron sin cambio
en todos los tejidos de los dos genotipos evaluados. En contraste, la invertasa de pared
celular, aumenté su actividad en hojas jévenes carentes de Pi. Estos resultados podrian
estar indicando que las plantas que crecen en deficiencia de Pi incrementan la fuerza de
demanda a traves del aumento de actividad de las enzimas SuSy e invertasa insoluble,

para de esta manera asegurar el suministro de carbono y el desarrollo de este tejido.
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Ambas enzimas (SuSy e invertasa insoluble), seguramente tienen papeles claves en la

importacién de fotosintatos, sobretodo en las plantas que se desarrollan con niveles bajos
de Pi.

VI.5 RECIRCULACION DE FOSFATO

El fosfoenol piruvato (PEP) es un efector alostérico de numerosas enzimas y puede ser
utilizado en diversas vias metabélicas primarias y secundarias (Plaxton, 1996). El piruvato
citosdlico es producido a partir de PEP durante la conversién glicolitica de ADP a ATP
catalizada por la enzima piruvato cinasa (PK). La concentracién de piruvato en la célula es
el resultado de un proceso dindmico de sintesis y utilizaciéon de piruvato en citosol y
mitocondria (Juszczuk y Rychter, 2002). Se ha observado que en ambientes con
reduccion de Pi y/o adenilatos, la glicélisis se flexibiliza y la actividad de algunas enzimas
dependientes de estos metabolitos se modifica (Plaxton, 1996). Debido a que la actividad
de la enzima PK puede estar limitada durante la deficiencia de Pi, rutas alternativas del
catabolismo del PEP y produccién de piruvato pueden adquirir importancia bajo esta
circunstancia. La via de la enzima fosfoenol piruvato fosfatasa (PEPP) en la vacuola y la
accién de la enzimas fosfoenol 'piruvato carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa
(MDH) y la enzima malica, pueden ser buenas alternativas para sustituir la baja actividad
de la PK.

Los resultados obtenidos en relacion a los niveles de actividad de las enzimas PK, PEPC
y PEPP en hojas no presentan cambios en las plantas que crecieron sin Pi, lo cual
pareceria indicar que en este tejido la estrategia utilizada por las plantas para recircular el
Pi y hacer frente a este estrés nutrimental debe ser otra. Sin embargo, es importante
considerar que al medir la actividad de las enzimas se incluyen los sustratos fosfatados
como el ADP, que in vivo se encuentran en bajas concentraciones (Plaxton, 1996), por lo
que los resultados obtenidos in vitro no necesariamente reflejan lo que esta sucediendo
en estos tejidos. En raices del genotipo C60, la actividad de PK no sufre cambios en
condiciones de deficiencia de Pi, sin embargo se observaron incrementos ligeros en las
actividades de la enzima PEPC, mientras que en las raices del genotipo MAR1 el
decremento en actividad de la enzima PK va acompafiado de un incremento significativo

en la actividad de la enzima PEPC, lo cual posiblemente esté relacionado con una mayor
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capacidad de este ultimo genotipo para recircular y economizar el Pi en condiciones de
bajo Pi.
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VIl. CONCLUSIONES

1

Todos los genotipos de frijol evaluados fueron susceptibles a la carencia de Pi, sin
embargo, el grado con el que fueron afectados fue variable.

La produccién de biomasa de plantas de frijol MAR1 y C60 que crecieron en
deficiencia y suficiencia de fosfato durante tres semanas es independiente del
contenido de fosfato en la semilla.

En los genotipos estudiados se reduce el contenido de P total cuando son cultivados
en condiciones de deficiencia de Pi; sin embargo, en comparacioén con el genotipo
C60, el genotipo MAR1 posee mecanismos que permiten mantener elevado el nivel de
fosfato soluble en hojas. Adicionalmente, los niveles de P total y soluble se reducen
mas en las raices del genotipo MAR1, lo cual sugiere que una mayor proporcién del P
disponible se distribuye en otros 6rganos.

La fijacién de "“CO, no se modifica en condiciones de deficiencia de fosfato en
ninguno de los genotipos estudiados.

La distribucién entre almidén y azucares solubles es practicamente la misma en las
hojas maduras de las plantas cultivadas con y sin Pi.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la acumulacién de almidén
observada en las hojas maduras de las plantas de frijol es el resultado de una menor
degradacién de este carbohidrato.

En respuesta a la deficiencia de Pi, parece que la actividad de demanda de las hojas
jovenes se incrementa.

No se encontraron evidencias claras de cambios en las actividades de algunas
enzimas responsables del metabolismo de PEP, como la PEPC, PEPP y PK, con
excepcion de la raiz de las plantas MAR1, en las que la deficiencia de Pi disminuye la
actividad de la enzima PK y aumenta la de la enzima PEPC.
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PERSPECTIVAS

Este proyecto constituyé el inicio de un trabajo que busca conocer que atributos son los
que determinan la menor susceptibilidad a la deficiencia de Pi en algunos genotipos de
frijol. Como punto de partida se decidi6 estudiar las alteraciones en el metabolismo de
carbono de genotipos de frijol con respuestas contrastantes y como resultado se han
identificado algunos aspectos que pueden ser retomados en investigaciones posteriores:

1. Estudiar los factores que en plantas cultivadas en deficiencia de Pi son responsables
de incrementar los niveles de P soluble.

2. Investigar el origen y el posible significado fisiolégico de los incrementos que la
deficiencia de Pi induce en las actividades de las enzimas SuSy e invertasa de pared.

3. Estudiar por qué la deficiencia de Pi reduce la capacidad para degradar almidén
durante la noche.

4. Investigar si la disminucién en la actividad de la enzima PK y el aumento en PEPC que
se observé en las raices de plantas del genotipo MAR1 cultivadas en condiciones de
deficiencia de Pi promueven cambios metabdlicos que pudieran ser favorables para
enfrentar la carencia de Pi.
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