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RESUMEN

La semilla de frijol estd compuesta principalmente por carbohidratos y proteinas que
la planta produce a partir de la actividad fotosintética que realiza en las hojas. En este
trabajo se analizé la capacidad tres genotipos de Phaseolus vulgaris para degradar el
almidon acumulado en las vainas que protegen las semillas. Dado que los productos de la
degradacion del almidon pueden ser usados para favorecer el desarrollo de las semillas en
situaciones donde el suministro de nutrimentos no es suficiente, creemos que la actividad
de las enzimas participantes podria ser un buen indicador de la capacidad de los genotipos
para enfrentar ambientes extremos. Se identificaron a la o y S-amilasa como las enzimas
responsables de la movilizacion de carbohidratos. Todos los genotipos respondieron
incrementando la actividad de las mismas como consecuencia de la reduccidon en el
suministro de nutrimentos. Sin embargo, un analisis por Western-blot sugiere que pudieran
existir diferencias importantes en las caracteristicas de las enzimas amiloliticas inducidas

en los diferentes genotipos.

Se probaron varios métodos para la purificacion de la a-amilasa. De todos ellos, la
cromatografia de afinidad dio los mejores resultados pues en pocos pasos se pudo obtener
una preparacion enzimatica con alto grado de pureza. Por inmunoanalisis se detectd que la
actividad de a-amilasa esta asociada a la presencia de proteinas de 46 y 75 kDa, mientras

que la proteina con actividad de ff-amilasa es dependiente de una proteina de 60 kDa.



1.- INTRODUCCION

Phaseolus vulgaris es una planta herbacea anual, cuyos frutos tiernos (ejotes) y
semillas son uno de los alimentos mas antiguos conocidos por el hombre en el Continente
Americano y que desde tiempos remotos es componente esencial de la dieta de muchas
personas. De manera general puede afirmarse que este cultivo prospera en zonas con un
rango de temperatura entre 20 y 28°C, prefiriendo suelos ligeros, con buen drenaje y ricos
en materia orgéanica. Sin embargo, México esta ubicado en el centro de domesticacion de
este cultivo y la gran diversidad genética disponible permite encontrar genotipos adaptados

a condiciones ambientales y de cultivo mas diversas.

Este es uno de los cultivos de mayor importancia en el pais, sus semillas son una de
las principales fuentes de proteina para amplias capas de la poblacion mexicana (SIAP,
SAGARPA, 2005), y para muchos productores representa una fuente importante de
ocupacion e ingreso, a la vez que es una garantia de seguridad alimentaria. Los frutos
tiernos (ejote) son una hortaliza de alto valor nutricional que se preparan de distintas
maneras y que por su precio estan al alcance de todos los estratos sociales. Se estima que
100 g de ejotes contienen 2.4 g de proteina y 8.1 g de carbohidratos digeribles
(principalmente almidon) y un alto contenido de vitaminas y minerales. Por su parte, las
semillas de frijol, como la mayoria de las legumbres, representa una fuente rica y variada
de nutrimentos imprescindibles para el organismo, pues 100 g contienen 23.4 g de proteina,
equivalente al 50% de la IDR (Ingesta Diaria Recomendada), y 45.1 g de carbohidratos
digeribles, ademés de su alto contenido de minerales como hierro, magnesio, potasio y

vitaminas del complejo B (Lopez, 2004).

En el ciclo de vida de las plantas de frijol se identifican dos fases: vegetativa y
reproductiva. La vegetativa comprende desde el momento de la siembra de la semilla hasta
el surgimiento de las primeras flores; se caracteriza por el rdpido aumento de la materia
seca, pues la planta invierte su energia en la formacion de tejidos que realizan la absorcion
de nutrimentos y fotosintesis. La fase reproductiva se inicia con la aparicion de las

primeras flores y termina cuando los frutos estan listos para la cosecha (Virgilio, 2003).



En México la produccion de frijol se concentra en los estados de Zacatecas, Sinaloa,
Durango, Chihuahua, Nayarit y Chiapas (cuya produccion combinada representa alrededor
del 70% del volumen de la produccion nacional), es predominantemente de temporal y por
lo tanto, muy vulnerable a cambios en las condiciones climaticas (SHCP, FND, 2014). De
manera general, los factores que afectan la produccion de frijol pueden ser clasificados en
abioticos y bioticos; dentro de los factores abidticos destacan la sequia, temperaturas
extremas (las altas temperaturas inducen la caida de los 6rganos reproductivos y reducen el
rendimiento, mientras que las bajas retardan el crecimiento de las plantas) y el
empobrecimiento de suelos. Por su parte, los factores bidticos mas importantes son las
enfermedades causadas por hongos y, en menor grado, las producidas por bacterias y virus,
los ataques de plagas y la presencia de malezas. De las enfermedades que impactan de
manera sustancial la produccion de frijol en México se encuentran: las pudriciones de raiz,
la antracnosis (manchas de diferentes colores), la bacteriosis y la roya (Trevifio y Rosas,

2013).

La respuesta de las plantas a condiciones ambientales adversas depende de la etapa
de desarrollo, naturaleza, duracion y severidad del estrés (Pessarakli, 2001). Generalmente

las respuestas son altamente dependientes del genotipo.

La riqueza genética disponible en México es enorme. Algunas colecciones de frijol
se han estudiado detalladamente y se cuenta con excelentes descripciones de sus
caracteristicas morfologicas y de produccion. Sin embargo, hace falta el conocimiento de
las bases moleculares y fisiologicas que determinan su respuesta a distintos tipos de estrés
bidticos y abioticos (Ligarreto, 2013). La informacion al respecto, sera de gran utilidad para
implementar programas de mejora genética. Diversas proyecciones sugieren que en un
futuro cercano las condiciones climaticas del planeta sufrirdn cambios muy importantes.
Como consecuencia, amplias regiones del pais se verdn afectadas por el aumento de la
temperatura promedio y la reduccion de las precipitaciones. Para garantizar la seguridad
alimentaria de nuestro pais es necesario obtener cultivares capaces de producir buenas

cosechas bajo condiciones ambientales adversas.



1.1. ENZIMAS

Las enzimas son biocatalizadores que aceleran reacciones quimicas. Dada su
naturaleza proteica, existe una estrecha relacidn entre su estructura y la funcidon que
realizan. Gracias a ello, también es posible entender la alta especificidad por sus sustratos y

la manera tan efectiva de como se regula su actividad dentro de las células.

Las enzimas se pueden clasificar de acuerdo a la reaccion que catalizan (Koolman y

Heinrich, 2004):

- Oxidoreductasas: catalizan la transferencia de los equivalentes reductores entre dos
sistemas redox.

- Transferasas: catalizan la transferencia de otros grupos de una molécula a otra.

- Hidrolasas: transfieren grupos y el aceptor siempre es una molécula de agua.

- Liasas: llamadas con frecuencia “sintasas”, catalizan la ruptura o formacion de
uniones quimicas, con la formacion o eliminacion de enlaces dobles.

- Isomerasas: desplazan grupos dentro de una molécula sin cambiar la formula
general del sustrato.

- Ligasas: llevan a cabo reacciones de union de moléculas dependientes de la energia

y por eso siempre estan acopladas con la hidrélisis de nucledsidos trifosfatos.

1.1.1. AMILASAS

También denominadas diastasas. Son enzimas que catalizan la hidrélisis de los
enlaces a 1-4 de polisacéridos tales como el almidon y el glucogeno para formar azucares
simples. Las amilasas son enzimas abundantes en la naturaleza, pues células animales,

vegetales, asi como bacterias y hongos son capaces de producirlas (Anthea, Hopkins, et.al.,

1993).

De acuerdo a la manera como la cadena del polisacarido es hidrolizada, las amilasas
se dividen en a-amilasa, f-amilasa y y-amilasa. Las a-amilasas son enzimas dependientes
de calcio que hidrolizan aleatoriamente el enlace a 1-4 a lo largo del polisacarido

produciendo maltotriosa, maltosa, glucosa y dextrinas limite. Las f-amilasas se acoplan en



el extremo no reductor de la cadena e hidrolizan el segundo enlace a 1-4, produciendo
unidades de maltosa, en la figura 1 se aprecia el arreglo de la estructura de las a y f3-
amilasas. Por su parte, las y-amilasas catalizan la hidrélisis de los enlaces glucosidicos a 1-
6 asi como a los a 1-4 de los extremos no reductores, produciendo Unicamente glucosa

(Anthea, Hopkins, et.al., 1993).

Debido a su capacidad para actuar en cualquier sitio de la cadena, generalmente las

a-amilasas son mas activas que las B-amilasas y y-amilasas (Anthea, Hopkins, et.al., 1993).

Figura 1. (Izquierda) a-amilasa de la saliva humana, i6n calcio visible en blanco, i6n
cloruro visible en verde. (Derecha) B-amilasa de la cebada (Ramasubbu, Paloth, et.al.,

1996).

En general, la actividad de amilasas (a-amilasa como B-amilasa) es elevada durante
la germinacion de las semillas. Su accion permite convertir al almidon en glucosa como se

muestra en la figura 2.
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Figura 2. Sitios de ataque (hidrolisis) de un glucano ramificado por amilasas. Los sitios
cuya hidrolisis es catalizada por las diferentes amilasas estan representados con los
siguientes colores. En rojo enlaces a 1-4 hidrolizados por o-amilasa; en azul los sitios o 1-

4 hidrolizados por B-amilasa y en verde enlaces a 1-6 en donde actua la y-amilasa (Anthea,

Hopkins, et.al., 1993).

1.2. USOS INDUSTRIALES DE o-AMILASAS

Las a-amilasas son enzimas muy estudiadas y de gran importancia en los campos
biotecnologico e industrial: su uso ha reemplazado por completo la hidrolisis quimica del
almidon y en la actualidad son imprescindibles en la elaboracion de productos alimenticios,
combustibles, medicamentos y detergentes. Las a-amilasas pueden ser purificadas de
diferentes organismos (plantas, animales, hongos y bacterias). Actualmente, un gran
niumero de o-amilasas bacterianas (en especial del género Bacillus) estan disponibles
comercialmente y son ampliamente utilizadas en distintos procesos industriales. Sin
embargo, la demanda mundial por estas enzimas se ha incrementado en los Ultimos dos
afios y la produccion actual no es suficiente para satisfacer los requerimientos industriales.
Por otro lado, el empleo de a-amilasas bacterianas ha provocado alergias afectando al 15%
de la poblacion mundial y es necesario encontrar otras fuentes (Beddn, Nolasco, et.al.,
2013). En este contexto, las amilasas de origen vegetal representan una alternativa que
deberia ser evaluada. En la tabla 1, se presentan algunas caracteristicas de o-amilasas

purificadas de especies vegetales.



Tabla 1. Estudios sobre a-amilasas vegetales.

Organismo Metodologia Caracteristicas Referencia
Pisum PURIFICACION: PESO Beers y Duke, 1990.
sativum L. Cromatografia de afinidad MOLECULAR:
(amilosa y cicloheptaamilosa) | 43.5 kDa
CARACTERIZACION: ESTABILIDAD
Polarimetria, especificidada | TERMICA:
sustrato, analisis de productos | hasta 70 °C
finales, SDS-PAGE.
Mucuna PURIFICACION: PESO Chandrashekharaiah,
pruriens Precipitacion con sulfato de MOLECULAR: | Krishna, et.al., 2013.
amonio 80%, cromatografia 78.4 kDa
de intercambio i6nico en CM- | ESTABILIDAD
celulosa y sephadex G-75 TERMICA:
CARACTERIZACION: hasta 80 °C
PAGE nativo, SDS-PAGE,
isoelectroenfoque.
Chenopodium | PURIFICACION: PESO Bedon, Nolasco,
quinoa Precipitacion con sulfato de MOLECULAR: | et.al, 2013.
amonio 45% y posteriormente | 44 kDa
60% al sobrenadante. ESTABILIDAD
CARACTERIZACION: TERMICA:
SDS-PAGE, método Miller. hasta 100 °C
Vigna radiata | PURIFICACION: PESO Tripathi, Leggio,
Precipitacion con sulfato de MOLECULAR: | et.al, 2007.
amonio 30-50%, 46 kDa
cromatografia de afinidad (B- | ESTABILIDAD
ciclodextrina) TERMICA:
CARACTERIZACION: hasta 75 °C

SDS-PAGE, Western blot.




Phaseolus PURIFICACION: PESO Chavan y Wadatkar,
aconitifolius | Precipitacion con sulfato de MOLECULAR: | 2014.
amonio 80%, precipitacion 46 kDa
con acetona 70%. ESTABILIDAD
CARACTERIZACION: TERMICA:
SDS-PAGE, método Miller. hasta 80 °C
Salvadora PURIFICACION: PESO Mohamed,
persica Cromatografia en columna MOLECULAR: | Almulaiky, et.al.,
DEAE-Sepharose. 74 kDa 2014.
CARACTERIZACION: ESTABILIDAD
SDS-PAGE, filtracién en gel | TERMICA:
Sephacryl S-200, método hasta 80 °C

Miller.




2.- PAPEL FISIOLOGICO DE LAS AMILASAS VEGETALES

El almidén es una sustancia de reserva que las plantas almacenan en grandes
cantidades en raices, tubérculos, frutas y semillas. Ademds de su importancia en la
fisiologia de las plantas, es una fuente de energia fundamental para la alimentacion de los
seres humanos. A diferencia de los otros hidratos de carbono presentes en la naturaleza, el
almidon se presenta como un conjunto de granulos o particulas cuyas caracteristicas
dependen tanto de la especie como de las condiciones ambientales prevalecientes (Goémez,
2003). Sintetizado a partir del didoxido de carbono que toman de la atmosfera y del agua del
suelo, las moléculas de almidon pueden llegar a estar constituidas por 2000 o 3000

unidades de glucosa (Gomez, 2003).

Cada afio las cosechas sufren grandes pérdidas debidas a condiciones ambientales
adversas (heladas, sequias e inundaciones) que se presentan durante la etapa de desarrollo
de las semillas. Sin embargo, se ha observado que algunas variedades de Phaseolus
vulgaris son mas susceptibles que otras. Este hecho se atribuye a la capacidad de la planta
de movilizar reservas (principalmente en forma de almidon y proteina) acumuladas en otros
organos, para promover el crecimiento de algunas semillas, las cuales al ser capaces de
germinar, garantizan la preservacion de la especie (Coello y Martinez-Barajas, 2014). La
identificacion de los genotipos mas eficaces para realizar este proceso, presenta la
oportunidad de concebir cultivos mas resistentes a este tipo de adversidades (Walbot y

Clutter, 1972).

Dependiendo de la disponibilidad de nutrimentos para el desarrollo de la semilla, la
vaina puede acumular sustancias de reserva que en condiciones de estrés se convierten en

carbohidratos y aminoacidos que se canalizan a las semillas en desarrollo.

2.1. ANTECEDENTES DIRECTOS

Previamente hemos observado que las vainas de los frutos de frijol (Phaseolus
vulgaris) pueden acumular cantidades importantes de almidén. Sin embargo, en la Figura 3
se observa que existen notables diferencias en la capacidad de diferentes genotipos para

degradarlo cuando las condiciones ambientales son adversas (Gonzalez-Castro, 2015).
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Figura 3. Almidon presente en las vainas de frutos de frijol que se desarrollaron
normalmente por 20 y 25 dias después de la floracion (barras negras y grises,
respectivamente), y en vainas de frutos que se removieron de la planta a los 20 dias después
de la floracion y que se incubaron en oscuridad por 5 dias antes de ser analizados (barras

blancas) (Gonzalez-Castro, 2015).
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Dado que la removilizacion efectiva de las reservas acumuladas en las vainas de los
frutos de frijol puede representar una ventaja muy importante para el desarrollo de las
semillas de frijol bajo condiciones ambientales hostiles, consideramos muy importante

analizar detalladamente las caracteristicas de las enzimas involucradas en el proceso.
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3.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

Cuando condiciones ambientales adversas limitan la disponibilidad de los
nutrimentos necesarios para el desarrollo de las semillas, en las vainas de los frutos de la
planta de frijol se activan sistemas enzimaticos que promueven la degradacion de almidon
acumulado con anterioridad. Los genotipos de frijol con mayor capacidad para removilizar
el almidon acumulado en las vainas de sus frutos inducen enzimas amiloliticas mas

eficientes.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar y caracterizar la actividad amilolitica en vainas de tres genotipos de
Phaseolus vulgaris durante de desarrollo normal de las semillas y en respuesta a una
reduccion dréstica en el flujo de los nutrimentos necesarios para completar exitosamente el

Proceso.

OBJETIVOS PARTICULARES
- Cuantificar la actividad amilolitica presente en extractos de vainas de frutos que se
desarrollan normalmente y en aquellos que se sometieron a una deficiencia severa
en la disponibilidad de nutrimentos al ser removidos de la planta a 20 dias después
de la floracion
- Identificar qué tipo de actividad amilolitica se induce en ambos casos.

- Purificar y concentrar las enzimas responsables de la actividad amilolitica.

13



4.- METODOLOGIA
4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Para este estudio se seleccionaron los genotipos Canario-60, G26 y G15. Las
semillas se germinaron en papel huimedo a una temperatura de 25 °C y después fueron
trasplantadas a macetas con 3 L de agrolita. Las plantas se cultivaron en un invernadero
donde las temperaturas promedio fueron 25 °C durante el dia y 18 °C durante la noche.
Todos los dias se regaron con agua desionizada y cada tercer dia con 200 mL de solucion
de Hoagland, constituida por KNO3; 3 mM, Ca(NOs3)> 2 mM, MgSO4 1 mM, MnCl, 0.004
mM, H3BO3 0.023 mM, ZnSO4 0.0004 mM, CuSO4 0.00015 mM, H2MoO4 0.00005 mM y
5 gL' de FeEDTA (Jones, 1982). Las flores se marcaron el dia en que se abrieron y la edad
de los frutos se establecid en dias después de la floracion (DDF). En la tabla 2 se detallan
las caracteristicas de las muestras analizadas. En la figura 4 se muestra un diagrama general

de la metodologia empleada.

Tabla 2. Identificacion de las muestras y codigos utilizados.

Muestra | Caracteristica

20 Vaina cortada a los 20 dias
después de la floracion y
almacenada a -70 °C. Muestra | Caracteristica

21 Vaina cortada a los 21 dias | 20 + 1R | Vaina cortada a los 20 dias después de
después de la floracion y la floracion e incubada en oscuridad
almacenada a -70 °C. por 1 dia antes de ser almacenada a

-70 °C.

22 Vaina cortada a los 22 dias | 20 + 2R | Vaina cortada a los 20 dias después de
después de la floracion y la floracién e incubada en oscuridad
almacenada a -70 °C. por 2 dias antes de ser almacenada a

-70 °C.

23 Vaina cortada a los 23 dias | 20 + 3R | Vaina cortada a los 20 dias después de
después de la floracion y la floracion e incubada por 3 dias en
almacenada a -70 °C. oscuridad antes de ser almacenada a

-70 °C.
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25

Vaina cortada a los 25 dias
después de la floracion y

almacenada a -70 °C.

20 + 5R

Vaina cortada a los 20 dias después de
la floracion e incubada por 5 dias en
oscuridad antes de ser almacenada a

-70 °C.

La letra R precedida por un nimero indica que la muestra fue removida de la planta e

incubada en obscuridad por dicho mimero de dias antes de su almacenamiento a -70 °C.

Inmunoanalisis

Analisis
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Figura 4. Diagrama general de la metodologia.

Solucion
almidon-azure 2%

ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD DE o-AMILASA POR LA
DEGRADACION DE ALMIDON-AZURE

El almidon-azure se obtiene al unir covalentemente con azul brillante de remazol a

almidon de maiz (Figura 7). Este producto es utilizado como sustrato especifico para la

determinacion de a-amilasa (Doehlert y Duke, 1983).
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Figura 7. Estructura quimica del colorante azul brillante de remazol (RBB). (Mafra y Zuim,

2013)

Primeramente se prepara una solucion de almidon-azure al 2% disuelto en MOPS
100 mM pH 7.5, el almidon se solubiliza calentando la solucion a 70 °C en bano Maria por
30 min. Después se toma una alicuota de 15 pL del extracto enzimatico, el cual se mezcla
con 1 mL de solucion de almidon-azure y se incuba a 30 °C. Se tomaron alicuotas de 200
uL a 0, 5, 10, 20 y 30 min después de iniciada la reaccion y la actividad enzimadtica se
inactivo agregando 200 pL de 4cido tricloroacético (TCA) al 20%. Se centrifugd a 4167 x g
durante 10 min y se determiné la absorbancia a 595 nm en el sobrenadante. Las lecturas se
graficaron y se obtuvo la pendiente de la parte recta, la cual corresponde a la actividad
enzimatica expresada como incremento en absorbancia a 595 nm por min (As9s/min)
(Doehlert y Duke, 1983). A la par, se determiné la cantidad de proteina presente en los
extractos mezclando 15 pL de extracto con 200 uL de reactivo de Bradford y determinando
la absorbancia a 595 nm. La cantidad de proteina presente se obtuvo al interpolar las
lecturas obtenidas en una curva patrén construida con cantidades conocidas de albimina
sérica bovina. La actividad se expres6 como actividad especifica y por gramo de peso

fresco.

4.3. ZIMOGRAMAS

A partir de las muestras presentadas en la tabla 2 se elaboraron extractos
enzimaticos, de los cuales se tomaron alicuotas con 30 pug de proteina que se mezclaron con
un volumen igual de amortiguador de muestra (glicerol 20%, azul de bromofenol 0.004% y
Tris-HCI 125 mM (pH 6.8)) y se analizaron en un gel nativo cuya composicion se muestra

en la tabla 3.
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Tabla 3. Composicion de geles de poliacrilamida usados para zimogramas de actividad

amilolitica.
Gel Separador (acrilamida al | Gel Concentrador (acrilamida
6%) al 4%)
Acrilamida 30%, bis-
acrilamida 0.8% Homt 0> mb
TRIS-HC12.5 M pH 8.8 0.45 mL -
TRIS-HC10.5 M pH 6.8 - 0.5 mL
H>O 3.11 mL 1.48 mL
Persulfato de sodio 10% 37.5 uL 18.75 uLL
TEMED 5.0 uL 2.5uL
Amilopectina de papa 0.015 g disueltos en 400 pL
0.15% H,0 .

La corrida se hizo a 50 volts por 3 h usando como amortiguador de corrida Tris 25
mM (pH 8.3) y glicina 190 mM. En busqueda de los mejores resultados se probaron
diferentes concentraciones de acrilamida (de 7 a 5%) y de amilopectina de papa (de 0.3 a

0.15%).

44. IDENTIFICACION DE LAS  ACTIVIDADES ENZIMATICAS
RESPONSABLES DE LA DEGRADACION DEL ALMIDON

El establecimiento de la identidad de las enzimas responsables de la degradacion del
almidon en los extractos vegetales en estudio se hizo utilizando un kit desarrollado por la
empresa Megazyme International, el cual para la deteccion de o-amilasa (Ceralpha),
emplea como sustrato el oligosacarido p-nitrofenil maltoheptadsido cuyo extremo no
reductor estd bloqueado por un grupo metil-benzeno como se muestra en la figura 5. El
andlisis se lleva a cabo en presencia de a-glucosidasa. Inicialmente, se incuban por
separado 200 pL de la solucion con el sustrato y 200 pL del extracto enzimatico a 40 °C
por 5 min. Pasado ese tiempo, se mezclan ambas soluciones y se incuba por 20 min a 40
°C. La actividad de a-amilasa puede ser evaluada gracias a que después de la hidrolisis del

oligosacarido, la o-glucosidasa hidroliza cuantitativamente el fragmento p-nitrofenil
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maltosacarido a glucosa, liberando el grupo p-nitrofenol. En la figura 5 se presenta un
esquema que ilustra lo anterior. La reaccion se detiene agregando 3 mL de fosfato trisodico,

y el p-nitrofenol liberado es detectado a 400 nm.
(o]
mo 2 OH
OH o
o OH

OH

5 2&0\ o,

OHO /@’

NO2

p-nitrofenil maltoheptadsido bloqueado (BPNPG7)

: o-amilasa
1

Qj\_éo_@;;m & Ho@—o}n-@rﬂ 02

maltosacarido blogueado p-nitrofenil maltosacarido

| a-glucosidasa

i termoestable

Hﬂﬂﬂr HO‘@'NOZ

: tri-sodio fosfato
{" (pH —11.0)

fin de la reaccion y
desarrollo de color amarillo
Figura 5. (Arriba) Estructura del sustrato p-nitrofenil maltoheptadsido bloqueado por un
grupo metil-benzeno en su extremo no reductor. (Abajo) Base tedrica del ensayo de

degradacion de almidon (Ceralpha) para detectar la actividad de a-amilasa.

La deteccion de actividad de B-amilasa fue realizada siguiendo el método Betamyl-
3, que emplea B-glucosidasa de alta pureza y p-nitrofenil-f-D-maltotridosido como sustrato.
Una alicuota de 200 pL de la solucion con el sustrato y 200 pL de la solucidn enzimatica se
preincubaron a 40 °C por 5 min. Transcurrido ese tiempo, se mezclan ambos volimenes y
se hizo una incubacion adicional por 10 min a 40 °C. La reaccion se detuvo agregando 3

mL de solucion de Trizma base al 1% (m/v) pH 8.5. Al llevarse a cabo la hidrélisis del
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sustrato para producir maltosa y p-nitrofenil-B-D-glucosa por accion de la B-amilasa, la -
glucosidasa presente en el ensayo cataliza la hidrdlisis del p-nitrofenil-B-D-glucosa a D-
glucosa y p-nitrofenol, por lo que la cantidad de p-nitrofenol liberado puede
relacionacionarse directamente con la actividad de B-amilasa. La solucion de Trizma base
al 1% (m/v) y pH 8.5, permite que el fenolato desarrolle un color cuya absorbancia se lee a

400 nm. En la figura 6 se presenta un esquema que ilustra lo anterior.

p-Nitrophenyl B-Maltotrioside (PNP S-G3)

0

. B-Amylase
'-)L - "'L/ T
0
VAV A S —~ )
11 o o
HO—

Maltose

B-Glucosidase

A e .

W A L)
O

Glucose Trisbase PNP
Y

Fin de la reaccion y desarrollo del color amarillo
Figura 6. Base teorica del ensayo de degradacion de almidon (Betamyl-3) para detectar la

actividad de B-amilasa.

4.5. PURIFICACION DE LA a—AMILASA

Para la purificacion de la actividad enzimatica responsable de la degradacion de
almiddn-azure en extractos de vainas de frijol se usaron varias estrategias. En la primera, se
sigui6 un procedimiento previamente reportado por Chandrashekharaiah, Krishna, et.al.,
(2013). De acuerdo con éste, el extracto crudo se calentd a 70 °C por 10 min con el fin de

desnaturalizar las proteinas acompanantes. Se midi6 la actividad en el sobrenadante
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después de centrifugar a 13890 x g durante 10 min. Una vez que se corroboré que la
actividad enzimatica no fue afectada por el tratamiento térmico, alicuotas de 500 pL se
precipitaron con cantidades crecientes de sulfato de amonio (20, 30, 40 y 50%). La
concentraciéon deseada se alcanz6 agregando sulfato de amonio sélido lentamente y en
agitacion continua. Las mezclas resultantes se mantuvieron a 4 °C por 30 min para después
ser centrifugadas a 13890 x g por 15 min. Los precipitados fueron resuspendidos en 200 pL.

de amortiguador de extraccion y se determinaron la actividad y cantidad de proteina.

En la segunda metodologia, 4.5 mL de extracto enzimatico se precipitaron con
sulfato de amonio al 30%. Después de centrifugar a 13890 x g por 15 min, al sobrenadante
se le agregod sulfato de amonio hasta alcanzar el 70%. La mezcla se incub6 30 mina 4 °C y
se centrifugd a 13890 x g por 15 min. El precipitado se resuspendid en 500 upL de
amortiguador de extraccion y se desaldo en una columna de Sephadex G-25 equilibrada en
amortiguador de extraccion. Se tomaron dos alicuotas de 480 puL para ponerse en contacto
con dos resinas de intercambio anidnico, Q-Sepharose (intercambiador anidnico fuerte, con
un grupo i6nico intercambiable, una amina cuaternaria y tamafio de particula promedio de
90 um) y DEAE-Sepharose (intercambiador anidonico débil, con un grupo idnico
intercambiable, un dietilaminoetil y tamafo de particula promedio de 90 um). La enzima se
recupero lavando con 1 mL de amortiguador de extraccion y subsecuentes lavados con 500
uL con concentraciones crecientes de NaCl (100, 200, 300, 500 y 1000 mM) en
amortiguador de extraccion. Entre las eluciones con las soluciones con NaCl se realizé un

lavado con 1 mL de amortiguador de extraccion.

La tercera metodologia consistid en una cromatografia de afinidad usando amilosa
de papa (Beers y Duke, 1990). Para tal efecto, 200 mg de amilosa de papa se
resuspendieron en 5 mL de amortiguador A que contiene Hepes-NaOH 40 mM (pH 7.2),
NaCl 200 mM, CaCl 3 mM y DTT 3 mM y se empacod en una columna pequeiia. El
extracto enzimatico se hizo pasar 3 veces por la columna. Finalizado este proceso, se
procedié a lavar la columna con 5 mL de amortiguador A y 16 mL de amortiguador B

compuesto por el sistema acetato de sodio-NaOH 10 mM (pH 6.0) y CaCl, 1 mM. La
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enzima fue recuperada haciendo pasar 1.5 mL de dextrina de papa al 1% disuelta en
amortiguador B.
La enzima eluida se concentrd por ultrafiltracion usando una membrana de dialisis

cubierta con polietilenglicol hasta obtener un volumen final de 500 pL.

4.6. ANALISIS ELECTROFORETICO
Las proteinas presentes en los extractos originales y las obtenidas durante el proceso
de purificacion, se analizaron en geles desnaturalizantes, los cuales se prepararon como se

muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion de geles de poliacrilamida usados para electroforesis

desnaturalizante.
Gel Separador (acrilamida al | Gel Concentrador (acrilamida
11%) al 4%)
Acrilamida 30%, bis-
acrilamida 0.8% 184 mlb 0-4mb
TRIS-HCI 2.5 M pH 8.8 0.62 mL -
TRIS-HC1 0.5 M pH 6.8 - 0.5 mL
H>O 2.51 mL 1.1 mL
Persulfato de sodio 10% 37.5 uL 18.75 uLL
TEMED 5.0 uL 2.5 uL
SDS 20% 25 uL 10 uL

Las muestras se desnaturalizaron agregando un volumen similar de amortiguador de
carga consistente en SDS 4%, 2-mercaptoetanol 10%, glicerol 20%, azul de bromofenol
0.004% y Tris-HCI 125 mM (pH 6.8). Las mezclas se incubaron por 5 min a 95 °C y
posteriormente se centrifugaron a 16000 x g durante 10 min. Los pozos se cargaron con el
volumen correspondiente a 50 pg de proteina. Como amortiguador de corrida se usd uno
compuesto por Tris 25 mM (pH 8.3), glicina 190 mM y SDS 0.1%. Finalmente, se hizo
pasar un voltaje de 100 V por un periodo de 1 h. Algunos geles se tifieron con azul de

Coomassie y otros se transfirieron a membranas de PVDF. Las muestras provenientes del
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proceso de purificacion se precipitaron agregando 3 volumenes de acetona e incubando por
2 h a -20 °C. Transcurrido este tiempo, la solucion se centrifugé a 13890 x g durante 10
min. El precipitado fue resuspendido en 20 pL de amortiguador preparado con el sistema
acetato de sodio-NaOH 10 mM (pH 6.0) y CaCl. 1 mM. Antes de ser analizadas, las

muestras proteicas también se desnaturalizaron.

4.6.1. INMUNOANALISIS (WESTERN-BLOT)
Terminada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF
usando amortiguador de transferencia preparado con Tris 25 mM (pH 8.3), glicina 190 mM

y metanol 20 %. La transferencia se llevo a cabo a 100 V por 2 h.

La membrana fue incubada por 1 h en amortiguador de bloqueo que contiene leche
descremada al 5% disuelta en TBST (Tris 20 mM (pH 7.5), NaCl 150 mM y Tween 20 al
0.1%). Se puso en agitacidn suave a temperatura ambiente por 1 h y posteriormente se
agrego el anticuerpo contra a-amilasa, desarrollado en conejo contra enzimas de tubérculo
de papa por la compania Agrisera, y diluido 1:2000. Se incubd durante una noche a
temperatura de 4 °C. Al dia siguiente, la membrana fue lavada 3 veces por 15 min con
amortiguador TBST antes de incubarse en la solucion de anticuerpo secundario anti Ig6 de
conejo acoplado a peroxidasa de rdbano en una dilucion 1:20000, desarrollado por la
empresa Santa Cruz. Después de 1 h de agitacion suave a temperatura ambiente, la
membrana fue lavada 3 veces por 15 min con amortiguador TBST antes de ser revelada por
quimioluminiscencia. En otro ensayo, se prepararon dos membranas para ser usadas con los
extractos obtenidos de la purificacion parcial de la enzima, una fue tratada con anticuerpos
especificos contra a-amilasa y una segunda con anticuerpos especificos contra -amilasa
desarrollado en conejo contra enzimas de tubérculo de papa por la compaiiia Agrisera en

una dilucidén 1:2000.

22



5.- RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA

En la figura 8 se presentan los resultados de la degradacion de almidon-azure por
los extractos de vaina del genotipo C60, mientras que en las figuras 9 y 10, se muestran
los obtenidos con los genotipos G26 y G15, respectivamente. Se aprecia que en condiciones
normales, en el periodo de 20 a 25 dias posteriores a la floracion, la actividad de las
enzimas que degradan almidon-azure es baja. La actividad amilolitica fue indetectable en
los otros 2, la actividad se incrementd ligeramente conforme avanzé el periodo de
maduracion de las semillas. En todos los casos, la remocidén de los frutos incrementa de
manera notable la actividad enzimatica responsable de la degradacion de almidon-azure.
Sin embargo, el incremento es particularmente notable en los extractos del genotipo G26

(Figura 9).

Los frutos removidos de la planta se incubaron en oscuridad a temperatura y
humedad relativa ambientales. Bajo esas condiciones, la pérdida de agua puede ser
importante. Para descartar que los incrementos que muestra la actividad de hidrélisis de
almidon-azure fueran debidos a la pérdida de agua de los tejidos analizados, la actividad
amilolitica se expresd tanto por gramo de peso fresco, como en funcion de la cantidad de
proteina presente en los extractos analizados (actividad especifica). En ambos casos los
resultados son similares. Esto sugiere que en respuesta a la falta de nutrimentos se estimula
la actividad de enzimas capaces de degradar el almidon presente en el tejido de la vaina,
como una alternativa para generar azucares que sean usados en la formacion de las

semillas.

Las plantas exhiben numerosos mecanismos de adaptacion a la deficiencia de
nutrimentos. Se ha reportado que la falta de nutrimentos como el nitrogeno, fosforo y
potasio estimulan la expresion de amilasas, especialmente de [-amilasa (Theodorou y

Plaxton, 1993; Osaki, Ueda, et.al., 1995).
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Figura 8. Actividad amilolitica especifica y por gramo de peso fresco en vainas de frutos
del genotipo C60 de frijol en el periodo de 20 a 25 dias posteriores a la floracion y en frutos
que fueron removidos 20 dias despues de la floracion (R) y analizados posteriormente. La
letra R precedida por un nimero indica que la muestra fue removida de la planta e incubada

en obscuridad por dicho numero de dias antes de su almacenamiento a -70 °C.
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Figura 9. Actividad amilolitica especifica y por gramo de peso fresco en vainas de frutos

del genotipo G26 de frijol en el periodo de 20 a 25 dias posteriores a la floracion y en frutos
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que fueron removidos 20 dias despues de la floracion (R) y analizados posteriormente. La
letra R precedida por un nimero indica que la muestra fue removida de la planta e incubada

en obscuridad por dicho nimero de dias antes de su almacenamiento a -70 °C.
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Figura 10. Actividad amilolitica especifica y por gramo de peso fresco en vainas de frutos
del genotipo G15 de frijol en el periodo de 20 a 25 dias posteriores a la floracion y en frutos
que fueron removidos 20 dias después de la floracion (R) y analizados posteriormente. La
letra R precedida por un nimero indica que la muestra fue removida de la planta e incubada

en obscuridad por dicho numero de dias antes de su almacenamiento a -70 °C.

Con la finalidad de obtener mayor informacion acerca de las caracteristicas de las
enzimas con actividad amilolitica presentes en los extractos de las vainas de frijol, se
hicieron geles en donde las proteinas se revelaron por su capacidad para degradar
amilopectina. La figura 11 muestra un gel en donde se analiza el genotipo Canario-60
después de ser tefiido con lugol. En la parte superior de la misma aparecen unas bandas
cuya intensidad muestra un incremento ligero en frutos que se desarrollan en condiciones
normales durante el periodo de 20 a 25 dias después de la floracion. En los frutos
removidos el incremento es mucho mayor. En la parte inferior del gel se aprecian algunas
bandas cuya contribucion parece menor. Sin embargo, llama la atencion que en los frutos

removidos, 1 dia después de que fueron separados de la planta aparecen 2 bandas de peso
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molecular bajo, cuya contribucidon parece importante. En términos generales existe una
buena correlacion entre los resultados de la actividad amilolitica medida con almidon-azure
(Figura 8) y los obtenidos al usar el zimograma (Figura 11). Sin embargo, aunque se
ensayaron diferentes concentraciones de poliacrilamida y amilopectina de papa, no se logré
una buena separacion de las enzimas con actividad amilolitica, pues para todas las

muestras, las enzimas quedaban retenidas en la parte superior del gel.
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Figura 11. Zimograma de enzimas con actividad amilolitica en extractos de vaina de frutos
de frijol del genotipo C60 usando como sustrato amilopectina de papa. Se observa que a
medida que el tiempo de remocién del fruto se incrementa, también lo hace la actividad
amilolitica, siendo el incremento mas notorio en las muestras cortadas e incubadas antes de
ser preservadas en congelacion. La letra R precedida por un nimero indica que la muestra
fue removida de la planta e incubada en obscuridad por dicho nimero de dias antes de su

almacenamiento a -70 °C.
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5.2. IDENTIDAD DE LAS ENZIMAS RESPONSABLES DE LA DEGRADACION
DE ALMIDON EN LAS VAINAS DE LOS FRUTOS DE FRIJOL

El uso de la metodologia propuesta por Megazyme International para la
identificacion de las enzimas responsables de la degradacion del almidon en los extractos
de las vainas de los frutos de frijol indica que este proceso se lleva a cabo con la

participacion de a y S-amilasas (figuras 12 y 13, respectivamente).
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Figura 12. Absorbancia debida a la actividad de a-amilasa en el extracto original del

genotipo G26 muestra 20+5 R. La actividad fue evidenciada utilizando el kit desarrollado

por Megazyme International para la deteccion de a-amilasa.
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Figura 13. Absorbancia debida a la actividad de B-amilasa en el extracto original del
genotipo G26 muestra 20+5 R. La actividad fue evidenciada utilizando el kit desarrollado

por Megazyme International para la deteccion de -amilasa.

5.3. PURIFICACION PARCIAL DE ENZIMAS AMILOLITICAS

En la figura 14 se observan las lecturas correspondientes a la actividad amilolitica
especifica usando almidon-azure como sustrato durante el proceso de purificacion por
medio de la precipitacion con sulfato de amonio del extracto del genotipo G26 muestra
20+5 R. Se aprecia que el tratamiento térmico (E 2) no tiene un impacto negativo sobre la
capacidad de las enzimas capaces de degradar almidon-azure. La mayor parte de la
actividad presente en el extracto calentado puede ser precipitada con sulfato de amonio a

una concentracion del 40% de saturacion (E 40).
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Figura 14. Actividad amilolitica especifica de los extractos del genotipo G26 muestra 20+5
R, original (E 1) y con tratamiento térmico (E 2). Este ultimo fue posteriormente

precipitado con diferentes concentraciones de sulfato de amonio (E 20, E 30, E 40, E 50).

En un segundo intento de purificacion, se empled extracto original del genotipo G26
muestra 20+5 R para ensayar con la cromatografia de intercambio anidonico empleando las
resinas Q-Sepharose y DEAE-Sepharose, sin embargo, las enzimas responsables de la

degradacion de almidon-azure no se unieron a ninguna de las dos resinas de intercambio
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anidonico empleadas (datos no mostrados), por lo que fue necesario usar una alternativa

diferente.

El uso de la cromatografia de afinidad descrita por Beers y Duke (1990) empleando
una columna de amilosa de papa mostrd mejores resultados en cuanto a pasos de
purificacion, tratamiento de residuos, tiempo y recuperacion de enzima pura. La
cromatografia se llevo a cabo empleando extracto original del genotipo G26 muestra 20+5
R, una vez eluida, la enzima se concentré6 empleando una membrana de dialisis cubierta con
polietilenglicol antes de ser conservada para posteriores andlisis. En la figura 15 se observa
la actividad especifica correspondiente a los extractos obtenidos durante el proceso de
purificacion y concentracion; en la tabla 5 se muestra el avance de la purificacion asi como

su rendimiento.
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Figura 15. Actividad amilolitica especifica durante la purificacion por afinidad de enzimas
capaces de degradar almidon-azure presentes en extractos de vaina de frijol del genotipo

G26 muestra 20 + SR.
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Tabla 5. Seguimiento de la purificacion de a-amilasas en el extracto del genotipo G26

muestra 20+5R.

£ Fal £ £
g T E| £E |S£E8 E S .
o & 53 .EE\Q 8% Z 8 29 2 .“53
2 o o - o 8 o 9 o =
g2 S22 | 22| £8 | 2894 & S0
Extracto
o 9000 6.33x10° | 8.135 0.467 100 1.0
original
Fraccidon
10000 0.47x103 | 0.048 3.196 7.36 6.84
eluida

Para establecer la identidad de la enzima purificada, se usé el kit de Megazyme

International para a y f-amilasa. Los resultados para a-amilasa se muestran en la figura 16.

1.5+

1.0+

Absorbancia (405 nm)

0.0 T T T 1
0 25 50 75 100

Volumen enzima (uL)

Figura 16. Absorbancia debida a la actividad de a-amilasa en la fraccidn concentrada

obtenida de la cromatografia de afinidad.

En el ensayo para la deteccion de f-amilasa, no se obtuvo una respuesta detectable
por medio de la absorbancia a 405 nm para ningiin volumen de enzima. Al comparar estos
resultados con los obtenidos al analizar el extracto crudo (las figuras 12 y 13), se observa
que en el extracto original, la actividad amilolitica corresponde a una mezcla de o y -

amilasa; mientras que en la fraccion purificada solo se detecta a-amilasa. Esto comprueba
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que la purificacién por medio de la cromatografia de afinidad es un método efectivo para

separar a la a-amilasa de otras enzimas amiloliticas.

Para comprobar la eficiencia del proceso de purificacion, se hizo un analisis
electroforético de las diferentes fracciones (figura 17). Como puede apreciarse, después de
concentrar las proteinas presentes en la fraccion eluida de la columna de afinidad, se

observan tres bandas de 46, 54 y 62 kDa.
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Figura 17. Gel de electroforesis desnaturalizante correspondiente a las fracciones obtenidas

durante el proceso de purificacion del extracto obtenido del genotipo G26 muestra 20+5 R.

Utilizando una técnica similar, Beers y Duke (1990) purificaron a partir de brotes y
cotiledones de chicharo una a-amilasa de 46 kDa. Con el fin de establecer la identidad de

las bandas obtenidas, se llevo a cabo el andlisis Western-blot utilizando anticuerpos contra

o y B-amilasa (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de las proteinas presentes en las fracciones obtenidas durante el proceso
de purificacion de a-amilasa proveniente del extracto del genotipo de frijol G26 muestra
20+5 R. Izquierda: membrana tratada con anticuerpos anti-a-amilasa. Derecha: membrana

tratada con anticuerpos anti-f-amilasa.

Los resultados de este analisis muestran que en el extracto original el anticuerpo
contra a-amilasa detecta una banda de 47 kDa. Este tamafio es muy similar al que ha sido
reportado por Bedon, Nolasco, et.al., (2013), Beers y Duke (1990), Chavan y Wadatkar
(2014) y Tripathi, Leggio, et.al,, (2007) cuando analizaron o-amilasas purificadas de
Chenopodium quinoa, Pisum sativum L., Phaseolus aconitifolius y Vigna radiata
respectivamente, lo que lleva a suponer que de las tres bandas observadas en la figura 17,
solo la correspondiente a 46 kDa pertenece a a-amilasa. Por su parte, el anticuerpo contra
B-amilasa reconoce a una de 60 kDa en el extracto original y la fraccion no unida. El
proceso de purificacion es muy efectivo para lograr la separacion de ambas: mientras que la
B-amilasa no se une a la matriz de afinidad, la a-amilasa se une muy eficientemente. Cabe
mencionar que en la fraccion purificada el anticuerpo contra f-amilasa parece reconocer

una banda de 54 kDa, que no se aprecia en las fracciones anteriores, lo que lleva a pensar
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que se trata de un contaminante, o bien un producto de degradacioén reconocido de manera

no especifica por los anticuerpos contra f-amilasa.

Se ha reportado que la actividad de a-amilasa se estimula en respuesta a condiciones
de estrés. Con el fin de investigar si el estrés generado por la falta de nutrimentos
provenientes de la planta estimula la expresion de esta proteina, se usaron anticuerpos
especificos para evaluar por Western-blot los cambios en la cantidad de enzima en
respuesta al desarrollo y a la falta de nutrimentos. Las figuras 19, 20 y 21 muestran los
resultados correspondientes a los genotipos C60, G26 y G135, respectivamente. Los geles
tefiidos con azul de Coomassie muestran que la cantidad de proteina es muy similar para

todas las muestras.

La membrana correspondiente a las muestras del genotipo C60 (Figura 19) muestra
que el anticuerpo reconoce dos bandas. Una correspondiente a 75 kDa que se vuelve mas
notoria en los extractos elaborados con los frutos que se removieron de la planta 3 y 5 dias
antes de ser analizados (R). La otra banda es de 46 kDa que es visible unicamente en las
muestras 20 + 3R y 20 + 5R, lo que podria indicar que la sintesis de esta enzima podria ser

una respuesta a la falta de los nutrimentos provenientes de la planta.

En la membrana correspondiente a las muestras del genotipo G26 (Figura 20),
también se observan dos bandas de 75 kDa y 47 kDa, que a diferencia del genotipo C60,
son visibles en todos los extractos. Sin embargo, la banda de 75 kDa muestra un incremento
muy importante en la muestra 20 + 5R, lo que concuerda con los resultados obtenidos en la

lectura de actividad amilolitica (Figura 9).

En las muestras del genotipo G15 (Figura 21) el anticuerpo contra o-amilasa
también reconocié 2 bandas, una de 46 kDa presente en todas las muestras y cuya
concentracion permanece constante, y otra de 67 kDa que aparece en los extractos 20+2R,
20+3R y 20+5R, lo que podria indicar que también constituyen una respuesta a la falta de

nutrimentos.
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Figura 19. Andlisis electroforético de las proteinas presentes en extractos de vaina del
genotipo Canario-60 de frijol. (Arriba) Gel de electroforesis desnaturalizante tefiido con
azul de Coomassie. (Abajo) Membrana a la que fueron transferidas las proteinas separadas
por la electroforesis desnaturalizante y posteriormente tratada con anticuerpos anti-o-

amilasa.
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Figura 20. Anélisis electroforético de las proteinas presentes en los extractos de vaina del

genotipo G26 de frijol. (Arriba) Gel de electroforesis desnaturalizante tefiido con azul de

Coomassie. (Abajo) Membrana a la que fueron transferidas las proteinas separadas por

electroforesis desnaturalizante y posteriormente tratada con anticuerpos anti-o-amilasa.
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Figura 21. Andlisis electroforético de las proteinas presentes en los extractos de vaina del
genotipo G15 de frijol. (Arriba) Gel de electroforesis desnaturalizante tefiido con azul de
Coomassie. (Abajo) Membrana a la que fueron transferidas las proteinas separadas en la

electroforesis desnaturalizante y posteriormente tratada con anticuerpos anti-a-amilasa.

36



Los resultados obtenidos en este andlisis concuerdan con los reportados para
diferentes leguminosas como se muestra en la Tabla 1, ya que los investigadores citados
encontraron a-amilasa de pesos moleculares alrededor de 46 kDa y algunos alrededor de 75
kDa. Sin embargo, los nuestros también muestran diferencias muy importantes entre los
genotipos analizados. Por otro lado, la ausencia de banda de 75 kDa en la enzima
purificacada (Figura 18) puede atribuirse a que la purificacion se hizo usando vainas del
genotipo 26, el cual de acuerdo con el ensayo de hidrolisis de almidon-azure tiene la
actividad mas alta (Figura 9). Como puede apreciarse en la Figura 20, en el genotipo 26 la
banda de 75 kDa no es muy abundante. Sin embargo, también es posible que la banda de 75
kDa sea una isoenzima cuya union con la amilosa no sea muy estable y por lo mismo, la

purificacion no haya sido muy eficiente.

Por otro lado, el andlisis de la actividad amilolitica con almidén-azure muestra que
en las vainas de los 3 genotipos hay un aumento muy importante en la actividad de enzimas
capaces de degradar almidén (Figuras 8, 9 y 10). Siendo en los extractos del genotipo 26 en
donde se observo el mayor incremento. Sin embargo, la actividad no corresponde con la
cantidad de proteina detectada con el anticuerpo contra a-amilasa. Una posibilidad es que
buena parte de la capacidad de los extractos para degradar almidon-azure sea debida a la
participacion de [-amilasa, cuyos niveles no fue posible evaluar. Por otro lado, la
comparacion de nuestros resultados con los obtenidos por Gonzalez-Castro (2015),
muestran que tampoco hay correspondencia entre la actividad amilolitica medida por la
hidrélisis de almidon-azure (Figuras 8, 9 y 10), la abundancia de a-amilasa detectada por
Western-blot (Figuras 19, 20 y 21) y la degradacion del almidon de las vainas cuando los
frutos son removidos (Figura 3). El hecho de que el genotipo canario-60 sea el mas
eficiente para degradar el almidon acumulado sugiere que las enzimas involucradas en el

proceso podrian tener diferencias muy importantes en sus propiedades.
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6.- CONCLUSIONES

Las vainas de Phaseolus vulgaris presentan un incremento de la actividad
amilolitica en respuesta al estrés nutricional ocasionado al ser removidas de la planta. En
algunos casos el incremento en la actividad amilolitica coincide con una mayor cantidad de

a-amilasa detectada por Western-blot.

Las enzimas amiloliticas presentes en la vaina (a-amilasa) en el extracto crudo son
estables a la incubacion a 70 °C por 10 min, y se les puede precipitar con concentraciones

de sulfato de amonio superiores al 40% de saturacion.

Las enzimas responsables de la degradacion de almidon-azure no se unieron a las
resinas de intrecambio anidnico probadas (Q-Sepharose y DEAE-Sepharose), pero se les
puede purificar eficientemente por cromatografia de afinidad usando una matriz de amilosa

de papa.

El analisis de la actividad amilolitica por medio del kit producido por Megazyme
muestra que la actividad observada en los extractos crudos es producto de la presencia de a-

amilasa y 3-amilasa.

Los anticuerpos contra o-amilasa permitieron detectar 2 bandas de
aproximadamente 46 y 75 kDa. Estos tamanos corresponden con los resultados reportados
por otros autores. Casi invariablemente la abundancia de las mismas se incrementa como
consecuencia de la reduccion en el suministro de nutrimentos. Sin embargo, hay diferencias

muy notables en la respuesta de los diferentes genotipos.

De los tres genotipos analizados, el identificado como G26 es el que presenta el
mayor aumento de la actividad amilolitica. Sin embargo, no parece haber una buena
correlacion entre la actividad amilolitica medida con almidon-azure y la eficiencia con la
que se da la removilizacion del almidon. Esto sugiere que dependiendo del genotipo, las
enzimas amiloliticas inducidas pudieran tener diferencias que las hicieran mas o menos

eficientes.
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