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Resumen 
 

El estrés por sequía es un factor limitante de la producción del frijol. Una 

alternativa para las regiones con este problema es la obtención de genotipos 

que al ser sometidos a condiciones extremas, sean capaces de reciclar 

eficientemente nutrientes acumulados en diferentes tejidos. Las vainas que 

protegen a las semillas acumulan cantidades importantes de almidón, y en el 

presente trabajo se emplearon técnicas bioquímicas para la caracterización de 

las enzimas involucradas en su degradación como respuesta a la deficiencia de 

nutrientes que los frutos experimentan cuando son cortados de la planta. 

Para ello, a través de la electroforesis se determinó de manera cualitativa, si 

existe o no diferencia en la actividad amilolítica que se lleva a cabo en las 

vainas que se sometieron a estrés y las que no. Posteriormente, por 

espectrofotometría se midió de manera cuantitativa la actividad antes 

mencionada. Además, se realizaron ensayos para conocer la identidad de las 

enzimas involucradas en la hidrólisis de almidón, ya que estas podrían ser α- y 

β-amilasas. De manera adicional, se realizaron geles desnaturalizantes con el 

fin de observar el perfil proteínico de cada tipo de vaina. 

Los resultados obtenidos indican que sí existe una relación entre los días bajo 

estrés al que se sometieron las vainas y la actividad amilolítica que se lleva a 

cabo en éstas. Las α- y β-amilasas son las principales responsables de dicha 

actividad; sin embargo, las cantidades de estas enzimas que hay por gramo de 

vaina no parecen ser diferentes en las vainas que fueron sometidas a estrés y 

las que no.  

En conclusión podemos decir que en ausencia de nutrimentos las plantas de 

frijol (Phaseolus vulgaris) inician un proceso bioquímico que les permite obtener 

recursos metabólicos para garantizar la supervivencia de la mayoría de las 

semillas. 
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1. Introducción  

1.1 El frijol 

1.1.1 Importancia y producción del frijol en México 
 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) es una planta de ciclo anual que tiene 

origen en el continente americano, lo que se manifiesta en la riqueza genética 

de frijol en el área de México-Guatemala (Miranda, 1967). A nivel mundial, el 

consumo de frijol representa el 50% del consumo de leguminosas (Broughton 
et al., 2003; Graham et al., 2003) y en algunos países de Centro y Sudamérica 

constituye la principal fuente de las proteínas presentes en la dieta (Hernández, 

2007).  

México es uno de los principales países productores y consumidores de este 

cultivo. El consumo anual per cápita fue de 8.4 kg en 2016 (FIRA, 2016) y 

representa el 36% de ingesta diaria de proteína (Lara, 2015). El frijol es 

producido en los 32 estados del país, siendo Zacatecas el estado con mayor 

producción, seguido de Durango, Sinaloa, Chihuahua y Chiapas, que en 

conjunto representan el 71.4% de la producción nacional (Sagarpa, 2017). De 

2002 a 2012 se sembraron en promedio 1.8 mha (millones de hectáreas), de 

los cuales se cosecharon 1.5 mha (Lara, 2015). La superficie agrícola de 

México se divide en zonas de riego y de temporal. Las primeras se caracterizan 

por el uso de cantidades importantes de agua, requieren de grandes 

inversiones económicas y tienen, en general, un desarrollo técnico avanzado. 

Por su parte, en las zonas de temporal la disponibilidad de agua está limitada a 

la precipitación pluvial, son poco tecnificadas y por lo general se obtienen bajos 

rendimientos.  

En México una parte muy importante del cultivo de frijol se establece en zonas 

de temporal y la sequía es la principal causa de los bajos rendimientos (Cuellar 

et al., 2008). 
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1.1.2 Desarrollo de semillas de frijol 

Poco después de que son fecundadas, la corola de las flores de la planta de 

frijol se marchita e inicia el crecimiento de la vaina (Figura 1). Ésta comienza a 

alargarse y una vez que alcanza su punto máximo, inicia el crecimiento de las 

semillas. 

 

 

Figura 1. Planta de frijol con: flores (A), flores marchitas (B) y vainas (C). 

 

En el ovario ocurren transformaciones progresivas para producir un fruto 

maduro, las cuales implican una interacción compleja de cambios bioquímicos, 

moleculares y estructurales coordinados temporal y espacialmente (Matilla, 

2008). La semilla es producto de esta cascada de procesos y representa la 

culminación de la evolución reproductiva de las plantas (Matilla, 2008).  

En leguminosas, desde el momento en que aparece la flor hasta que la semilla 

entre en dormancia pueden transcurrir 120 días. A lo largo de ese periodo 

pueden distinguirse varias etapas (Figura 2): inmediatamente después de la 

fecundación, en ella se inicia un proceso muy activo de división y diferenciación 

A 
B 

C 
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celular que culmina con la formación del eje embrionario, cotiledones y 

endospermo. 

El crecimiento del embrión se limita a esta primera etapa y se encuentra 

sometido a un control por parte de los tejidos maternos (Matilla, 2008).  

Aproximadamente a partir del día 20 después de la floración, inicia la 

acumulación masiva de almidón y proteínas en la semilla (Figura 2), que serán 

usadas durante la germinación para la formación exitosa de una nueva planta. 

 

 

Figura 2. Representación esquemática del desarrollo de una semilla de frijol de 
soya. Imagen modificada de Le et al., 2007. 

 

1.2 La vaina 
 

Botánicamente, el fruto de la planta de frijol es una vaina y esta característica 

es importante para clasificar a esta especie como una leguminosa. Las vainas 

poseen dos valvas las cuales se unen a través de dos suturas (placental y 

ventral). Los óvulos, que son las futuras semillas, se alternan en la sutura 

placental (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema del fruto de la planta de frijol. Tomada de Debouck e 
Hidalgo (1985). 

 

Si bien la vaina no es esencial para la existencia de un individuo, juega un 
papel primordial en la supervivencia de una especie (Bennett et al., 2011). 

Ésta encapsula a las semillas en desarrollo y las protege del ataque de plagas 
y patógenos (Bennett et al., 2011). Además de esta función protectora, la pared 

de la vaina es fotosintéticamente activa y aporta nutrimentos que favorecen el 
crecimiento de la semilla (Bennett et al., 2011). En trabajos recientes se ha 

revelado que la vaina origina señales que pueden contribuir a coordinar el 

llenado de granos y regular la reasignación de los recursos metabólicos 

destinados a semillas dañadas a aquellas que han conservado la viabilidad 
(Bennett et al., 2011).  

La vaina está formada químicamente por: agua, redes de celulosa y polímeros 

de pectina, proteínas (estructurales y enzimas), almidón y monosácaridos 

(Stolle et al., 1999). 

Las vainas tienen la capacidad de acumular cantidades importantes de almidón 

(Oliker et al., 1978). Se ha observado que en las vainas de genotipos que se 

distinguen por tener alta capacidad para tolerar la sequía, es mayor esta 

capacidad (Cuellar et al., 2008). 
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1.3 Almidón 
  

El almidón es un polisacárido constituido por monómeros de glucosa unidos 

mediante enlaces α-1,4 y α-1,6; constituye la principal fuente de hidratos de 

carbono para humanos y animales domésticos (Blennow et al., 2002). 

En las plantas, el almidón y la sacarosa son los productos más importantes de 
la fotosíntesis (Stitt et al., 2010). El primero es utilizado en plantas superiores 

para almacenar temporalmente energía en hojas y vainas; mientras que la 

sacarosa es la forma como se distribuyen en la planta los fotosintatos (Bernal, 

2009). 

La manera en la que se producen dichos compuestos se muestra en la Figura 

4. 

 

 

Figura 4. Síntesis de almidón y sacarosa en cloroplastos. Abreviaturas: 
Fru6P, fructosa-6-fosfato; Glc6P, glucosa-6-fosfato; Glc1P, glucosa-1-fosfato; 

TPT, translocador trios-fosfato/fosfato; PGI, fosfoglucosa isomerasa; PGM, 
fosfoglucomutasa; AGPasa, ADP glucosa pirofosforilasa; SS, almidón sintasa; 

BE, enzimas ramificadoras; DBE, enzimas desramificadoras. Tomada de 
Zeeman et al., 2007. 
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1.3.1 Degradación del almidón  
 

La degradación del almidón es un proceso que depende de la estructura del 

gránulo, de la participación de diversas enzimas y de su asociación de éstas 
con el gránulo (Bernal et al., 2006). 

Durante la noche, mientras no se lleva a cabo la fotosíntesis, el almidón que se 

almacenó en el día en los cloroplastos se degrada para proveer a la célula y a 

otros órganos de la planta, de carbono, energía y poder reductor (Bernal, 

2009). 

La degradación del almidón requiere de las actividades concertadas de 

enzimas que pertenecen a varias clases, entre ellas están las responsables de 

la fosforilación del gránulo como la GWD (por sus siglas en inglés, glucan water 

dikinase) y la PWD (por sus siglas en inglés, phosphoglucan wáter dikinase), 

que facilitan la hidrólisis de los enlaces α-1,4 por la β-amilasa para formar 

maltosa (Doyle et al., 2007). 

La evidencia actual sugiere que la importancia relativa de cada enzima puede 

variar entre especies y tejidos (Streb et al., 2012). Por ejemplo en la 

germinación de cereales, la degradación del almidón es iniciada por α-

amilasas. Por otro lado, la ruta principal de la degradación del almidón 

almacenado en los cloroplastos parece depender de la actividad de β-amilasas 

(Streb y Zeeman 2012). 

 

1.4 Amilasas  
 

Las amilasas son enzimas que llevan a cabo la hidrólisis de enlaces 

glicosídicos α-1,4 de polisacáridos tales como el almidón, dando como producto 

dextrinas de bajo peso molecular, maltosa y glucosa (Reyna et al., 2004). 

Estas enzimas son abundantes en la naturaleza y están presentes en algunas 

células animales, vegetales, bacterianas y fúngicas (Baldemar, 2002). 

 



8 
 

1.4.1 Clasificación, caracterización de su expresión y de su 
actividad 

 

De acuerdo a la manera en que hidrolizan al almidón, las amilasas se clasifican 

en α-amilasas, β-amilasas, glucoamilasas y 1,6-glucosidasas; siendo las dos 

primeras las más abundantes (Baldemar, 2002).  

Las α-amilasas (EC 3.2.1.1) son endoenzimas, es decir, hidrolizan enlaces 

internos de molécula de almidón. Actúan sin un orden determinado sobre las 

uniones α-1,4 glicosídicas, formando así dextrinas de bajo peso molecular 

(Baldemar, 2002), además, su actividad es dependiente de calcio. 

Durante la germinación de la semilla de frijol, en las células de la capa de 

aleurona, se incrementan los niveles de Ca2+ libre, lo que facilita la secreción 

de enzimas hidrolíticas (Matilla, 2008). Por su parte, las giberelinas (GAs) 
inducen la síntesis y la posterior secreción de α-amilasa hacia el endospermo 

para iniciar la degradación del almidón (Matilla, 2008). 

Existen reportes sobre la presencia de una α-amilasa que se acumula durante 
la senescencia de las hojas de Arabidopsis thaliana o en respuesta a estreses 

bióticos o abióticos. Debido a que dicha amilasa se expresa en los 

amiloplastos, se sugiere que puede degradar el almidón después de la muerte 

celular (Doyle et al., 2007). Asimismo, en arroz se han encontrado grupos de α-

amilasas que se expresan como respuesta a la baja concentración de sacarosa 

en algunos órganos vegetales (Chen et al., 1994). 

Por otro lado, las β-amilasas (EC 3.2.1.2) son exoenzimas, es decir, actúan 

sobre el sustrato a partir de la terminación no reductora de la cadena, 

hidrolizando los enlaces α-1,4 glicosídicos alternados y formando maltosa como 

producto principal (Baldemar, 2002). 

Se sabe que la β-amilasa es la amilasa más abundante en tejidos fotosintéticos 

(Beers et al., 1990) y que su participación en la degradación del almidón puede 

ser más importante que la de α-amilasa (Doyle et al., 2007). 
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Se ha reportado que las α-amilasas y β-amilasas de microorganismos y de 

cereales como maíz y cebada poseen sitios de unión al almidón además del 

dominio catalítico (Bernal, 2009). 

 

1.5 Condiciones adversas para el crecimiento de semillas 
 

En diferentes especies de plantas la sequía afecta la relación entre el carbono 

contenido en las hojas y el canalizado a los órganos heterótrofos como las 

semillas y las raíces; indicando que los procesos de repartición de carbono son 

objetivos importantes de esta condición adversa (Nakano et al., 2000). 

En los tejidos fotosintéticos, el almidón transitorio se acumula en los 

cloroplastos durante el día y se degrada en la noche para proveer compuestos 
de carbono reducidos cuando no se lleva a cabo la fotosíntesis (Doyle, et al., 

2007), lo cual es importante para que las plantas puedan cumplir exitosamente 
su crecimiento y sus procesos reproductivos (Stitt et al., 2007; Andriotis et al., 

2012; Stitt y Zeeman 2012). 

El almidón también puede contribuir a mejorar la capacidad de los cultivos para 

enfrentar condiciones adversas. Por ello, es interesante mencionar qué 

genotipos de frijol tolerantes al estrés por sequía se caracterizan por la 

acumulación elevada de almidón en las vainas (Cuellar et al., 2008). 

Generalmente las respuestas por parte de las plantas a condiciones 

ambientales adversas son altamente dependientes del genotipo, de la etapa de 

desarrollo, naturaleza, duración y severidad del estrés (Pessarakli, 2001).  

Al remover las vainas de la planta se da una condición severa de estrés en 

dichas vainas, pues se interrumpe de manera total el suministro de 

nutrimentos, agua y minerales. 
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2. Antecedentes 
 

Para la elaboración del presente proyecto se trabajó con las semillas de dos 

muestras comerciales de frijol diferentes, etiquetados internamente como 

genotipo 15 (G15) y genotipo OTI. Dichas muestras fueron otorgadas por el Dr. 

Eleazar Martínez Barajas, quien de manera conjunta con otros compañeros del 

laboratorio 102 del conjunto E, han trabajado anteriormente con estos 

genotipos. 
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3. Hipótesis y objetivos 
 

Hipótesis 

El estrés nutricional que se genera en los frutos de frijol que son removidos de 

la planta, induce la expresión de amilasas responsables de la degradación del 

almidón que se acumula en los tejidos de la vaina. 

 

Objetivo General 

Evaluar el efecto de la falta de nutrimentos sobre la producción y actividad de 

amilasas en las vainas de los frutos de 2 diferentes genotipos de frijol 
(Phaseolus vulgaris). 

 

Objetivos Particulares 

 Germinar y cultivar plantas de frijol para la obtención de los frutos 

necesarios para realizar los experimentos. 

 Evaluar la actividad amilolítica de los frutos removidos de las plantas y 

determinar si la falta de nutrientes induce cambios en la expresión de 

amilasas en las vainas de los frutos de frijol. 

 Usar anticuerpos específicos para evaluar el efecto de la falta de nutrientes 

sobre la abundancia de proteínas con actividad de α o β-amilasas. 

 Evaluar qué proporción de la actividad hidrolítica sobre el almidón 

corresponde a α y a β-amilasas. 

 Investigar si hay diferencias en las respuestas de los 2 diferentes genotipos 

cuyos frutos son sometidos al estrés nutricional que resulta al cortarlos de la 

planta. 
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4. Materiales y métodos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema general de la metodología empleada para la realización del 
proyecto. 

 

4.1 Germinación y cultivo de las plantas de frijol (Phaseolus 

vulgaris L.) 
 

Las semillas de los genotipos G15 y OTI se desinfectaron con etanol al 70% 

durante un minuto, después se lavaron cinco veces con agua destilada. 

Posteriormente se pusieron un minuto en una solución de hipoclorito de sodio 

Gel de actividad 

Germinación y cultivo de las 

plantas de frijol (G15 y OTI) 

Recolección de vainas y 

semillas a los días 5, 10, 15, 

20 y 25 postantesis 
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concentración de proteína 

total en vainas 

Western blot 

Almacenamiento de vainas a 

temperatura ambiente y en 

oscuridad durante 1, 2, 3 o 5 días Congelación y 

almacenamiento de las 

mismas 

Medición de actividad de α y β-

amilasas 
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al 1% (v/v). Después de lavar exhaustivamente con agua destilada, se pusieron 

a germinar a temperatura ambiente (25°C) en papel humedecido con agua en 

oscuridad. Después de 3-4 días, las plántulas se trasplantaron a macetas que 

contenían 350 cm3 de agrolita. Las macetas se regaron todos los días 

alternando agua y solución nutritiva Miracle-Gro®.  

Las flores se marcaron el día en que abrieron y la edad de los frutos se 

estableció en días después de la antesis (DAA por sus siglas en inglés). 

 

4.2 Recolección de vainas  
 

Un grupo de frutos fueron removidos de la planta a diferentes DAA (5, 10, 15, 

20 y 25), los cuales se separaron en vainas y semillas, siendo las primeras el 

material de trabajo. Otros frutos se cortaron al día 20 DAA y se incubaron en 

oscuridad por 1, 2, 3 o 5 días a temperatura ambiente (éstas se marcaran como 

20+1, 20+2, 20+3 y 20+5, respectivamente). En ambos casos, terminando su 

respectivo tratamiento, las vainas se congelaron al instante con nitrógeno 

líquido y se almacenaron a -70°C.  

 

4.3 Preparación de extractos  
 

Muestras de las vainas congeladas (aproximadamente 0.4 g) se molieron en un 

mortero con 1 mL de amortiguador de extracción: MOPS 100 mM (pH 7.2), 

EDTA 1 mM, DTT 1 mM y etilenglicol al 10%. La mezcla resultante fue vaciada 

en un tubo eppendorf de 1.6 mL de capacidad y se centrifugó a 13 800 g 

durante 5 minutos. 
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4.4 Determinación de la concentración de proteína 
 

Los sobrenadantes obtenidos del paso anterior, se usaron para medir la 

cantidad de proteína por medio de la técnica de Bradford. Se utilizó albúmina 

sérica bovina (BSA) para realizar una curva patrón (0-20 μg). Una vez conocida 

la cantidad de proteína presente en el sobrenadante de los extractos, se 

hicieron los cálculos pertinentes para cargar la misma cantidad de proteína en 

los diferentes pozos del gel.  

 

4.5 Geles de actividad (Stanley et al., 2011; Seung et al., 2013) 
 

Para observar la actividad amilolítica presente en los extractos de las vainas, 

se realizaron geles nativos de acrilamida adicionados con amilopectina como 

sustrato para las amilasas. Se puso el volumen de extracto que tuviera 100 μg 

de proteína en un volumen final de 100 μL, de los cuales 25 μL corresponden a 

amortiguador de carga 4X (por cada 10 mL de amortiguador: 4.96 mL de TRIS-

HCl 0.5 M (pH 6.8), 4.0 mL de glicerol, 0.5 mL de DTT 1 M, 5 mg de azul de 

bromofenol y 0.54 mL de H2O) y el volumen faltante se cubrió con amortiguador 

de extracción. Dada la intensidad de la señal, fue necesario diluir 1:15 la 

muestra anterior. 

 La composición del gel separador fue la siguiente: 1.25 mL acrilamida 30:08 

(acrilamida:bisacrilamida), 0.625 mL de amortiguador TRIS-HCl 3M (pH 8.8), 10 

mg de amilopectina de papa, 10% de glicerina, 2 μL de CaCl2 100 mM, 5 μL de 

MgCl2 100 mM, 2.625 mL de H2O, 5 μL de tetrametiletilendiamina (TEMED), 75 

μL de persulfato de amonio al 10%. Para preparar el gel apilador se mezclaron 

0.31 mL de acrilamida 30:08, 0.62 mL de amortiguador TRIS-HCl 0.5 M (pH 

6.8), 1.52 mL de H2O, 5 μL de TEMED, 30 μL de persulfato de amonio al 10%. 

La composición del amortiguador de corrida fue la siguiente: 50 mM TRIS-base 

(pH 8.4) y 384 mM de glicina. Los pozos de los geles se cargaron con 5μL de 

muestra. Después de varios experimentos se logró determinar que las 

condiciones que permitían la obtención de los resultados más claros son las 
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siguientes: aplicar 100 V durante el tiempo necesario para que el frente de 

corrida salga del gel (aproximadamente 4 h), y después 2 h adicionales. Para 

evitar el calentamiento, la cámara de electroforesis se colocó en baño de hielo. 

Una vez que terminó la electroforesis, el gel se colocó en un recipiente de 

plástico con 50 mL de amortiguador de incubación [100 mM MES (pH 5.8), 

MgCl2 1 mM, CaCl2 1mM y DTT 1 mM) y se mantuvo en agitación orbital a 

temperatura ambiente durante la noche. Al día siguiente el gel se tiñó con lugol. 

La amilopectina se tiñe de color azul intenso y las regiones en donde hubo una 

actividad amilolítica que la degradó se ven de un color más claro. 

 

4.6 Western Blot 
 

Para establecer la identidad de las enzimas cuya actividad amilolítica fue 

observada en los geles nativos, se realizaron inmunodetecciones con 

anticuerpos comerciales específicos para α- y/o β-amilasas.  

Para la preparación de las muestras en este caso se usó un amortiguador de 

carga 4X desnaturalizante [por cada 10mL de amortiguador: 4.96 mL de TRIS-

HCl 0.5 M (pH 6.8), 4.0 mL de glicerol, 0.5 mL de DTT 1 M, 5 mg de azul de 

bromofenol y 0.8 g de SDS]. Antes de ser analizadas, las muestras se 

calentaron a 80°C por 10 minutos. La composición de los geles fue muy similar 

entre sí, pero debe destacarse que para preparar el gel separador se eliminó la 

amilopectina y se agregaron 25 μl de una solución de SDS al 20%. Una 

proporción similar de SDS se incluyó en el gel apilador. Los pozos se cargaron 

con 5μL de marcadores de peso molecular y de 10 μL de las muestras. 

Posteriormente éste fue corrido con 300 mL de amortiguador de corrida 1X [2X: 

50 mM de TRIS-base (pH 8.4), 384 mM de Gly, 0.2% SDS, pH 8.5] a 100V 

durante el tiempo necesario para que el colorante indicador del frente de 

corrida alcance el extremo del gel (2 h aproximadamente). Un gel se tiñó con 

azul de Coomassie y otro se colocó en un recipiente de plástico con 

amortiguador de transferencia 1X (25 mM TRIS-HCl, 52 mM Gly, 20% Metanol, 

pH 8.3). Simultáneamente las membranas de PVDF se hidrataron con metanol 

y se colocaron también en amortiguador de transferencia.  
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En un dispositivo especial se preparó un emparedado de transferencia de la 

siguiente manera: esponja, papel filtro, gel, membrana, papel filtro y esponja; 

cada uno de ellos humedecidos previamente en amortiguador de transferencia. 

El emparedado fue colocado dentro de un electrodo de transferencia, teniendo 

especial cuidado que la membrana de PVDF quede del lado en donde se 

encuentra el polo positivo. La cámara de transferencia tiene un espacio para 

colocar un bloque de hielo, necesario para evitar que se caliente el gel. La 

cámara fue llenada con amortiguador de transferencia y se coloca encima de 

un agitador magnético. Se aplica una corriente eléctrica de 30 mA durante 90 

minutos con agitación. Una vez terminada la transferencia, se recuperó la 

membrana y se colocó en un recipiente de plástico, donde se le añadió también 

20 mL de una solución de leche en polvo comercial baja en grasa al 2% (p/v) 

en amortiguador TBST 1X (2 L 4X: 19.36 g de TRIS-base, 64 g de NaCl, 8 mL 

de T-20, pH 7.6). Se dejó 1h sobre un agitador orbital; logrando de esta manera 

un bloqueo de los lugares a los que el anticuerpo podría unirse de manera no 

específica. Después, se retiró la solución de leche y fue añadido el anticuerpo 

primario en diluciones 1:5000 para α-amilasa y 1:7500 para β-amilasa disueltos 

en soluciones de leche de la misma composición que la empleada para el 

bloqueo, dejándolo durante la noche a 4°C sobre un agitador orbital. 

Al día siguiente se le hicieron 3 lavados de 15 minutos con amortiguador TBST 

1X utilizando nuevamente el agitador orbital. Posteriormente, se colocó el 

anticuerpo secundario que contiene a la enzima peroxidasa (Ig de conejo) 

disuelto en amortiguador TBST 1X en una relación de 2 μL por cada 40mL de 

amortiguador, y se le añadieron 20 mL a la membrana, los cuales se le dejan 

en agitación por 1 h. Seguido a esto se hicieron otros 3 lavados de 15 minutos 

con amortiguador TBST 1X. 

Por último, la membrana fue llevada al equipo ChemiDoc® donde se le añadió 1 

mL de la mezcla de los reactivos Immobilon™ Western, y se llevó a cabo el 

revelado. El programa de computadora arroja 1 foto cada 4 segundos durante 1 

minuto, dando un total de 15 imágenes, de las cuales se seleccionó la que fue 

considerada mejor. Este procedimiento se realizó para α y β-amilasas en 

muestras de ambos genotipos de frijol. 
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4.7 Medición de la actividad de α- y β-amilasas 
 

Para la evaluación de la actividad de α- y β-amilasas presentes en las muestras 

de vainas de frijol de los genotipos 15 y OTI, se emplearon los reactivos y la 

metodología descrita por © Megazyme International. 

Para establecer las condiciones óptimas de ensayo se hicieron curvas de 

actividad de α y β-amilasas, empleando el extracto de 2 muestras de vainas 

para cada caso. Siendo 20 DAA y 20+5 las muestras utilizadas en el caso de α-

amilasas, y 20 DAA y 20+3 en el caso de β-amilasas.  

 

4.7.1 Curva de actividad de α-amilasa 
 

Se pesaron aproximadamente 0.2 g de vaina y se homogenizaron con 1 mL de 

amortiguador de extracción (dilución 50:1000 mL del bote 3 incluido en el kit 

Ceralpha®). El macerado se colocó en un microtubo de 1.6 mL de capacidad. 

Los tubos se agitaron en el vórtex durante 20 segundos y se incubaron a 

temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 1 000 

g durante 10 minutos. 

Se usaron tubos nuevos para hacer las mezclas que se indican en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Reactivos por tubo para realizar el ensayo de relación entre el 

volumen de extracto y la absorbancia. 

Tubo V extracto (μL) Amortiguador de extracción (μL) 

1 10 40 

2 20 30 

3 30 20 

4 40 10 

5 50 0 
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Se pre-incubaron a 40ºC por 5 minutos 550 μL del sustrato Ceralpha® (bote 2 

del kit de mismo nombre) y los tubos con las muestras.  

Posteriormente, se agregaron 50 μL de sustrato Ceralpha® a cada uno de los 

tubos que contienen las muestras, se agitaron levemente y se incubaron a 

40ºC por 10 minutos más. 

Una vez transcurrido el tiempo, se detiene la reacción agregando solución stop 

para α-amilasa [TRIS-base 20% (m/v), pH 9]. 

Por último, se determinó la absorbancia a 405 nm de cada uno de los tubos, 

utilizando una mezcla de amortiguadores (50 μL amortiguador de extracción + 

750 μL de solución stop) como blanco. 

 

4.7.2 Medición de la actividad de α-amilasa en vainas de 
frutos de frijol 

 

Se pesaron 0.2 g de muestra y se molió con 1 mL de amortiguador de 

extracción. El macerado se colocó en tubos eppendorf de 1.6 mL y se dejó 

incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron 

a 1 000 g durante 10 minutos. 

Se colocaron 50 μL del sobrenadante de cada muestra a otros microtubos, los 

cuales se pre-incubaron a 40ºC durante 5 minutos, al igual que 550 μL del 

sustrato Ceralpha®.  

Se tomaron alícuotas de 50 μL del sustrato pre-incubado y se depositaron en 

cada uno de los tubos también pre-incubados. Una vez mezclados fueron 

incubados a 40ºC por 10 minutos más. Una vez transcurrido este tiempo, la 
reacción fue detenida agregando 750 μL de solución stop para α-amilasa. 

Para determinar la actividad se midió la absorbancia de cada una de las 

muestras, a 405 nm. 
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4.7.3 Determinación de la concentración de α-amilasas 
 

La cantidad de proteína de las muestras se determinó por el método de 

Bradford después de que los extractos fueron centrifugados. 

 

4.7.4 Curva de actividad de β-amilasas 
 

También se usaron 0.2 g de tejido de vaina, los cuales se molieron con 1 mL de 

amortiguador de extracción (1 mL del bote 2 incluido en el kit Betamyl®, 0.352 g 

de cisteína HCl incluida en el bote 4 del kit, 18 mL de H2O desionizada, pH 

ajustado a 8.0). Se dejó incubar por 1 hora a temperatura ambiente y 

posteriormente se centrifugó a 2 000 g durante 10 minutos. Una vez concluido 

este tiempo, se tomaron 100 μL del sobrenadante y se mezclaron con 1 mL de 

amortiguador de dilución (4.8 mL del bote 3 Betamyl® aforados a 50 mL con 

H2O desionizada). 

Para establecer las condiciones óptimas de ensayo, se midió la actividad en 

mezclas como las que se indican en la Tabla 1.  

En un tubo eppendorff se colocaron 550 μL de la solución sustrato Betamyl-3® 

y se pre-incubaron a 40ºC durante 5 minutos junto con los tubos descritos en la 

Tabla 1. Terminado este tiempo, se colocó en cada tubo 50 μL del sustrato pre-

incubado y se incubaron a 40ºC por 10 minutos más. 

Una vez transcurrido el tiempo, la reacción fue detenida con 750 μL de solución 
stop para β-amilasa [TRIS-base 1% (m/v), pH 8.5]. 

Se leyó la absorbancia de las muestras a 405 nm, empleando una mezcla de 
amortiguadores (50 μL amortiguador de extracción + 750 μL de solución stop) 

como blanco. 
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4.7.5 Medición de la actividad de β-amilasa en vainas de 
frutos de frijol 

 

Se pesaron 0.2 g de muestra y se molió con 1 mL de amortiguador de 

extracción (descrito en la realización de la curva patrón). El extracto se colocó 

en tubos eppendorff de 1.6 mL y se dejó incubar a temperatura ambiente por 1 

hora. Posteriormente se centrifugaron a 2 000 g durante 10 minutos. 

Se tomaron 100 μL del sobrenadante y se mezclaron en otro tubo eppendorff 

con 1 mL de amortiguador de dilución (descrito en la metodología de la curva 

de actividad). Se tomaron 50 μL de las muestras diluidas y se colocaron en 

otros microtubos que se pre-incubaron junto con otro tubo que contenía 550 μL 

del sustrato Betamyl-3® a 40ºC durante 5 minutos.  

Pasado ese tiempo, a los tubos con las muestras diluidas se les agregaron 50 

μL del sustrato pre-incubado y se incubaron a 40ºC por 10 minutos. La reacción 

es detenida una vez transcurrido este tiempo agregando 750 μL de solución 

stop para β-amilasa. 

Se colocaron 300 μL de cada muestra en una celda y se midió la absorbancia a 

405 nm, empleando agua desionizada como blanco. 

 

4.7.6 Determinación de la concentración de β-amilasas 
 

La cantidad de proteína presente en el sobrenadante de los extractos también 

se cuantificó por el método de Bradford. 

4.8 Métodos bioinformáticos 
 

Se realizó una búsqueda en bases de datos sobre la localización, secuencia de 

aminoácidos e isoformas de las amilasas de origen vegetal, específicamente de 

planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.), con ello, se intentó entender el 

funcionamiento dentro de la planta y su actividad biológica. 
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En la página de Phytozome se encontraron, reportadas para esta especie tres 

α-amilasas y ocho β-amilasas. Se procedió a la identificación de las secuencias 

de aminoácidos de estas enzimas, así como su ubicación predominante en la 

planta.  

Posteriormente, mediante una Alineación de Secuencia Múltiple en Clustal 

Omega, se determinó el porcentaje de identidad que existe en la estructura 

primaria de cada una de ellas, comparando las amilasas de la misma 

clasificación, lo cual nos da una idea de la variedad de isoformas que pueden 

existir en plantas de frijol. 

Con las secuencias de aminoácidos obtenidas de Phytozome, fue posible 

determinar el peso molecular aproximado de las amilasas allí descritas con 

ayuda de la herramienta que ofrece Bioinformatics.org.  
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5. Resultados y discusión  
 

5.1 Evaluación de la actividad amilolítica 
 

En las Figuras 6 y 7 pueden observarse los resultados de la degradación del 

almidón en geles nativos de acrilamida por los extractos de vainas de frijol de 

los genotipos OTI y G15, respectivamente. 

 

 

 

Figura 6. Análisis en gel de acrilamida de la actividad amilolítica de las 
enzimas presentes en vainas de frijol del genotipo OTI. Los extractos 

corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA (sin tratamiento de 
estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se incubaron por 1 (20+1), 2 
(20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. En cada pozo se cargó el mismo volumen de 

extracto. 

 

 

 

 

20+2 20+3 20+5 25 DAA 20 DAA 20+1 
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Figura 7. Análisis en gel de acrilamida de la actividad amilolítica de las 
enzimas presentes en vainas de frijol del genotipo 15. Los extractos 

corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA (sin tratamiento de 
estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se incubaron por 1 (20+1), 2 
(20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. En cada pozo se cargó el mismo volumen de 

extracto. 

 

Las bandas que logran observarse en el gel se deben a la presencia de 

proteínas con actividad amilolítica. Como puede observarse en la Figura 6, en 

los extractos del genotipo OTI el desarrollo (muestras de 20 y 25 DAA) 

disminuye ligeramente el perfil de las proteínas con actividad amilolítica, sin 

embargo, la falta de nutrimentos produce un incremento gradual en la 

intensidad de la banda superior.  

En el caso del genotipo 15, también muestra una ligera disminución de las 

bandas detectadas atribuibles al desarrollo (muestras correspondientes a los 

días 20 y 25 DAA, Figura 7), y la falta de nutrientes produjo un aumento 

gradual en la intensidad de las diferentes bandas, el cual corresponde a una 

mayor actividad amilolítica. Dicho aumento se hace especialmente evidente en 

20+2 20+3 20+5 25 DAA 20 DAA 20+1 
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la muestra 20+5. Esto sugiere que, al remover las vainas se produce un 

incremento en la actividad de las amilasas. 

Al comparar ambos geles (Figuras 6 y 7), se nota que en los dos genotipos hay 

un comportamiento similar en el efecto del tiempo sobre las señales de las 

bandas; así como que en G15 se observan un mayor número de bandas que 

en OTI, lo cual sugiere una mayor actividad y probablemente un mayor número 

de isoenzimas. Cabe mencionar que las proteínas en el gel se separan según 

su carga y su peso molecular, aunque no es posible identificar ninguno de ellos 

en este gel. 

En otras plantas y granos se han observado resultados similares. En arroz se 

encontró que el agotamiento de azúcares regula la expresión de α-amilasa, el 

metabolismo de carbohidratos así como otros cambios fisiológicos y celulares 
(Chen et al., 1994). Doyle et al. (2007) ha reportado resultados parecidos en 

Arabidopsis.  

Análisis realizados en nuestro laboratorio muestran que las vainas del genotipo 

15 acumulan poco almidón, mientras que las del genotipo OTI acumulan 

cantidades muy superiores. Los resultados de este trabajo sugieren que la 

degradación del almidón en las vainas del genotipo 15 podría ser más efectiva 

dada su capacidad para inducir una gama más amplia de enzimas con 

actividad amilolítica en respuesta a la falta de nutrimentos. Esta situación 

podría contribuir a que la acumulación de almidón en un momento dado, en las 

vainas del genotipo 15 sea menor. 

 

5.2 Medición de actividad amilolítica 
 

Con el fin de establecer las diferencias del volumen en la actividad de α-

amilasa y β-amilasa, se utilizaron algunos extractos para investigar el efecto de 

la cantidad de muestra sobre las actividades enzimáticas. 

Las cuatro Figuras siguientes (8, 9, 10 y 11) muestran una relación directa 

entre el volumen de muestra empleado y la absorbancia leída, la cual está 
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relacionada con la actividad amilolítica. A su vez, un volumen mayor de 

extracto implica un mayor número de amilasas, quienes se encargan de dicha 

actividad. 

 

 

 

Figura 8. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de α-amilasa en 
extractos de vainas de 20 DAA y 20+5 del genotipo 15. Los extractos 

corresponden a las vainas que se cortaron a 20 DAA (sin tratamiento de estrés) 
y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se incubaron 5 días (20+5). 
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Figura 9. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de α-amilasa en 
extractos de vainas de 20 DAA y 20+5 del genotipo OTI. Los extractos 

corresponden a las vainas que se cortaron a 20 DAA (sin tratamiento de estrés) 
y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se incubaron 5 días (20+5). 

 

 

Figura 10. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de β-amilasa en 
extractos de vainas de 20 DAA y 20+3 del genotipo 15. Los extractos 

corresponden a las vainas que se cortaron a 20 DAA (sin tratamiento de estrés) 
y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se incubaron 3 días (20+3). 
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Figura 11. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de β-amilasa en 
extractos de vainas de 20 DAA y 20+3 del genotipo OTI. Los extractos 

corresponden a las vainas que se cortaron a 20 DAA (sin tratamiento de estrés) 
y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se incubaron 3 días (20+3). 

 

La tendencia de estas curvas es similar a lo que se observó en los geles 

nativos, pues la actividad amilolítica es mayor en muestras sometidas a estrés 

respecto a aquellas que no fueron sometidas. En el caso de OTI, tanto para α-

amilasa (Figura 9) como para β-amilasa (Figura 11), el efecto del volumen 

sobre la actividad no fue lineal; esto probablemente se debe a que las amilasas 

en este genotipo alcancen su actividad máxima de manera más pronta.  

En la Figura 12 pueden observarse los valores de actividad de α-amilasa 

expresados por gramo de vaina de ambos genotipos, en ellos se aprecia que la 

falta de nutrimentos a la que se sometieron las vainas de los frutos que fueron 

removidos de las plantas induce un aumento en la actividad, siendo en G15, la 

muestra 20+3 en donde se aprecia la mayor capacidad de hidrólisis del 

almidón. 

En esta, misma figura puede observarse que la actividad de α-amilasa 

expresada por gramo de vaina en el genotipo OTI, también se incrementa en 

las vainas que fueron removidas. En este caso, el valor más alto se observó en 

la muestra 20+5. 
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Dados los valores de incertidumbre en las muestras, no se puede decir con 

exactitud qué genotipo ofreció la mayor actividad, sin embargo, pareciera ser 

que fue en G15. 

 

 

Figura 12. Actividad de α-amilasa por gramo de vaina en muestras de los 
genotipos 15 y OTI. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 

20 y 25 DAA (sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 
DAA y se incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. 

 

Dado que los frutos que son removidos de la planta sufren un grado de 

deshidratación que puede ser importante, la actividad también se expresó en 

función de la cantidad de proteína presente (actividad específica).  

La actividad expresada de esta manera se presenta en la Figura 13. La forma 

en que se expresaron los resultados no produjo cambios importantes en la 

distribución de la actividad, e independientemente del modo en que se exprese 

la actividad, el valor más bajo se observó en la de 20 DAA para ambos 

genotipos. 
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Figura 13. Actividad específica de α-amilasa en muestras de los genotipos 15 y 
OTI. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA 

(sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se 
incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. 

 

En ambos casos puede observarse un patrón donde la actividad aumenta 

conforme al número días después de que los frutos fueron cortados, lo cual 

refuerza la suposición de que el estrés nutricional promueve la síntesis de 

enzimas amilolíticas. 

La diferencia de actividad entre genotipos fue variable pues resultó mayor para 

G15 en algunos casos y para OTI en otros. Las muestras en OTI señalan un 

patrón de crecimiento entre actividad y número de días rezagados, quedando 

de manera tentativa 20+5 como la muestra donde hubo mayor actividad, 

seguido de las muestras 25 DAA y 20+3. 

Por su parte, las muestras en G15 señalan un crecimiento y posteriormente un 

decaimiento de la actividad respecto al número de días rezagados, siendo de 

manera tentativa la muestra 20+3 donde hubo la mayor actividad, seguido de 

20+5 y 20+2. 

En ambos genotipos la muestra 25 DAA presenta mayor actividad que la 

muestra 20 DAA, a diferencia de lo observado en los geles nativos. 

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

0,016

0,018

20 20+1 20+2 20+3 20+5 25

A
ct

iv
id

ad
 e

sp
ec

íf
ic

a
 (

U
/m

g 
p

ro
te

ín
a)

OTI

G15



30 
 

En la Figura 14 se presentan los resultados de actividad correspondiente a β-

amilasa expresada por gramo de vaina. En el caso del genotipo 15 los cambios 

no son muy grandes. En el caso de las muestras del genotipo OTI los cambios 

son más evidentes y se aprecia un aumento gradual de la actividad, de tal 

manera que la observada en la muestra 20+5 es claramente superior a las 

demás. 

 

 

Figura 14. Actividad de β-amilasa por gramo de vaina en muestras de los 
genotipos 15 y OTI. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 

20 y 25 DAA (sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 
DAA y se incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. 

 

Cuando la actividad de β-amilasa se expresó en función de la cantidad de 

proteína presente en los extractos, no se observaron cambios muy importantes 

respecto a lo observado en la relación actividad/peso fresco (Figura 15). A 

diferencia de lo observado con la actividad de amilasa, en donde ambos 

genotipos se comportaron de manera similar (Figs. 12 y 13), los cambios en la 

actividad de amilasa sí son diferentes entre genotipos, siendo evidentemente 

mayor en OTI. Es igualmente importante destacar que en este genotipo la 

actividad de amilasa si se incrementa con la edad de las vainas. 
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Figura 15. Actividad específica de β-amilasa en muestras de los genotipos 15 y 
OTI. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA 

(sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se 
incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. 

 

5.3 Análisis electroforético de las proteínas presentes en las vainas 
 

Con la finalidad de evaluar si las variaciones en la actividad enzimática eran 

producto de cambios en la composición de las proteínas presentes, los 

extractos se analizaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes. 

En la Figura 16 se pueden observar que los extractos del genotipo OTI se 

caracterizan por la presencia de 4 bandas muy intensas cuyos pesos 

moleculares aproximados corresponden a proteínas de 95, 55, 17 y 10 kDa. Es 

importante destacar el comportamiento de la banda de 17 kDa, cuya intensidad 

disminuye a medida que transcurren los días después de que fueron cortadas 

de los frutos. Junto con ello, se incrementa la intensidad de otras bandas más 

pequeñas. Esto sugiere que la proteína de 17 kDa se degrada en respuesta a 

la falta de nutrientes y que la aparición de bandas más pequeñas corresponde 

a productos de su proteólisis. 
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Dado que es un perfil proteínico completo, las bandas apreciables no se 

pueden relacionar con ninguna de las amilasas ni con alguna otra proteína en 

particular. 

 

 

Figura 16. Perfil proteínico de muestras de vainas del genotipo OTI analizadas 
en condiciones desnaturalizantes. Los extractos corresponden a las vainas que 

se cortaron a 20 y 25 DAA (sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se 
cortaron a 20 DAA y se incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) 

días. 

 

Por su parte en la Figura 17 puede observarse el perfil proteínico de las 

muestras del genotipo 15. Los cambios más notables son la presencia de una 

banda de 46 kDa que no aparece en el genotipo OTI y que la banda de 17 kDa 

es menos intensa.  
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20 DAA 20+3 20+5 25 DAA 20+2 20+1 

 

Figura 17. Perfil proteínico de muestras de vainas del genotipo G15 analizadas 
en condiciones desnaturalizantes. Los extractos corresponden a las vainas que 

se cortaron a 20 y 25 DAA (sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se 
cortaron a 20 DAA y se incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) 

días. 

 

En este caso, la intensidad de las bandas que se aprecian con mayor facilidad, 

cambia poco como consecuencia de las condiciones experimentales probadas. 

La banda de 94 kDa es una excepción a esta regla: casi desaparece a los 25 

DAA, pero se mantiene en los extractos de las vainas que fueron separadas de 

la planta.  

Zhong et al., (1997) han reportado que durante el desarrollo del fruto de frijol, 

antes de la fase de crecimiento acelerado de las semillas, las vainas acumulan 

proteínas, algunas de las cuales podrían funcionar como proteínas de reserva 

en el momento en que se presenten condiciones adversas que limiten el 

desarrollo de las semillas. Esa podría ser la función de la banda de 17 kDa que 

se aprecia en el genotipo OTI. 

Por su parte la banda de 46 kDa se muestra con mayor intensidad en las 

muestras que fueron sometidas a estrés que en las que no lo fueron; lo cual 

sugiere que bajo estrés ésta es sintetizada, o bien, activada. Podría incluso 

kDa 

250 

130 

  95 

   72 

  55 

  28 

  17 

  10 



34 
 

tratarse de alguna enzima, que según el peso observado y lo reportado en la 

literatura, coincide para una α-amilasa. 

 

5.4 Detección por Western-Blot de α- y β-amilasas 
 

Los geles desnaturalizantes fueron usados para evaluar por western-blot la 

presencia de α- y β-amilasas. En las Figuras 18 y 19 se presentan los 

resultados correspondientes a la detección de α-amilasa y β-amilasa en 

extractos de vainas del genotipo OTI. 

 

 

 

Figura 18. Inmunodetección de α-amilasa en extractos de vainas del genotipo 
OTI. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA 

(sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se 
incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. En cada pozo se 

cargó el mismo volumen de extracto. 
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Figura 19. Inmunodetección de β-amilasa en extractos de vainas del genotipo 
OTI. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA 

(sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se 
incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. En cada pozo se 

cargó el mismo volumen de extracto. 

 

En la Figura 18 puede observarse que el anticuerpo contra α-amilasa detectó 

una banda de 57 kDa cuya intensidad parece disminuir conforme se incrementa 

la edad o los días después de que los frutos fueron cortados de la planta; este 

comportamiento se asemeja a lo observado en el gel desnaturalizante de este 

genotipo para la banda hallada en 55 kDa (Figura 16), por lo que puede 

pensarse que se trata de la misma proteína. En la figura 10 se puede apreciar 

que sin importar el volumen que se cargó, hay mayor actividad de α-amilasa en 

la muestra 20+5 que en 20 DAA, lo cual sugiere que los cambios de actividad 

observados en las diferentes muestras (Figura 15), probablemente se deben a 

un proceso de activación de la enzima presente.  

En la Figura 19 se observa que el anticuerpo para β-amilasa detecta dos 

bandas con pesos moleculares de 59 y 85 kDa. En este caso, no se apreciaron 

cambios importantes en su intensidad que pudieran ser atribuidos al estrés 

sometido, por lo que aquí también, es probable que los cambios en la actividad 

sean producto de un proceso de activación de la enzima presente.  

Las Figuras 20 y 21 muestran los resultados del análisis de las muestras de 

G15. 
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Figura 20. Inmunodetección de α-amilasa en extractos de vainas del genotipo 
15. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA (sin 
tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se incubaron 

por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. En cada pozo se cargó el 
mismo volumen de extracto. 

 

 

 

Figura 21. Inmunodetección de β-amilasa en extractos de vainas del genotipo 
G15. Los extractos corresponden a las vainas que se cortaron a 20 y 25 DAA 

(sin tratamiento de estrés) y a las vainas que se cortaron a 20 DAA y se 
incubaron por 1 (20+1), 2 (20+2), 3 (20+3) y 5 (20+5) días. En cada pozo se 

cargó el mismo volumen de extracto. 

 

En la Figura 20 se aprecia que el anticuerpo para α-amilasa reconoce una 

banda de 55 kDa, el cual es muy similar al de la banda detectada en los 
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extractos del genotipo OTI (Figura 18). Su intensidad en este caso, tampoco 

presenta grandes cambios, salvo el incremento que se observa en la muestra 

de 25 DAA. En el gel desnaturalizante para este genotipo (Figura 17) se 

observó una banda con el mismo peso, sin embargo, el comportamiento que 

presenta en ambos casos es diferente. 

Por otro lado, en la Figura 21 se presentan los resultados obtenidos con el 

anticuerpo específico para β-amilasa. Puede observarse que también se 

detectan 2 bandas principales (de 59 y 81 kDa), las cuales son de tamaños 

similares a las observadas en el genotipo OTI (Figura 19). En el caso particular 

de la banda de 59 kDa, sí parece haber un aumento en la cantidad de proteína 

en respuesta a la falta de nutrimentos. El anticuerpo también detectó una 

banda de peso ligeramente menor (55 kDa), la cual puede observarse en todas 

las muestras aunque en 20 DAA es casi nula, presenta un aumento en la 

intensidad conforme es mayor el número de días de rezago, lo cual sugiere que 

está siendo sintetizada como respuesta a este estrés; sin embargo también se 

encuentra en la muestra 25 DAA, por lo que puede ser resultado del 

envejecimiento de la vaina. Esta banda coincide mejor con lo observado en la 

figura 17 para la proteína de este peso. 

En la literatura se encontraron pesos reportados para α-amilasa de origen  

vegetal diferentes a los observados experimentalmente. Por ejemplo, Beers y 

Stanley (1990) describieron un peso de 43.5 kDa para α-amilasas extraídas de 

brotes y cotiledones de chícharo. A su vez, Chen et al. (1994) describieron un 

grupo de α-amilasas en arroz con un peso de 44 kDa; además de un segundo 

grupo de estas enzimas que se expresan cuando la célula percibe una falta de 
sacarosa, cuyo peso es de 46 kDa. Por otra parte, Fulton et al. (2008) 

informaron los pesos de algunas β-amilasas en muestras de Arabidopsis 

thaliana, los cuales fueron de 54.6, 55.5 y 67.5 kDa; valores que resultan 

similares a los vistos en el presente trabajo, las bandas reconocidas por el 

anticuerpo en ambos genotipos. 

Existen varios factores que regulan la actividad de las amilasas, como el pH, el 

estado óxido-reducción, la temperatura, la fuerza iónica, presencia de 

cofactores, como es el caso del calcio para las α-amilasas; entre otros. Es 
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probable que algunos de esos pudieran ser parte de la explicación de por qué 

no hay una buena correlación entre la actividad detectada en los geles nativos 

y la cantidad de enzima evaluada por western-blot. 

Se hace evidente que al someter a estrés a las vainas se genera un cambio en 

el perfil de diferentes proteínas, las cuales no necesariamente se tratan de 

enzimas. Algunas de ellas, como la que posee un peso molecular de 17 kDa en 

las muestras de OTI (Figura 17), se degradan por lo que parecen tener como 

finalidad proveer de metabolitos a la célula para poder sobrevivir al estrés. Por 

otro lado, hay proteínas que se generan en mayor cantidad conforme es más 

prolongado el estrés, tal es el caso de la banda de 46 kDa en el perfil  para G15 

(Figura 17), la cual, diferente a lo pensado anteriormente, no coincide con los 

pesos observados experimentalmente para α-amilasas (Figuras 18 y 20). 

 

5.5 Bioinformática 
 

Se ha descrito que la α-amilasa tiene cuatro regiones características e 

indispensables para su función (Figura 22), cuyas secuencias de aminoácidos 
se han conservado entre las diferentes especies. (Nakajima et al., 1986). 
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Figura 22. Comparación de secuencias de aminoácidos de α-amilasas de 
diferentes orígenes. Las regiones conservadas (1, 2, 3 y 4) han sido 

encerradas en rectángulos (Nakajima et al., 1986). 

 

Por su parte, para β-amilasa se ha informado que su unión al sustrato está 

acompañada por los movimientos de un bucle interno y un bucle externo 

(Figura 23), y la catálisis está mediada por un par de residuos de ácido 

glutámico (Glu) conservados (Fulton et al., 2008). 
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Figura 23. Alineamiento de β-amilasas provenientes de Arabidopsis y          
soya. Los sitios catalíticos son señalados con triángulos rojos. Imagen 

tomada de Fulton et al., 2008. 
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Una búsqueda en la base de datos Phytozome reveló que en plantas de frijol 

(Phaseolus vulgaris v2.1) existen tres secuencias de α-amilasas y ocho de β-

amilasas (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Generalidades de las amilasas descritas en Phytozome encontradas 

en diferentes regiones de la planta de frijol. Los pesos moleculares se 

calcularon en Bioinformatics.org. 

α-amilasas 

Nombre de transcripción No. aminoácidos Peso molecular (kDa) 

Phvul.010G017600.1 420 46.86 

Phvul.008G033800.1 963 109.06 

Phvul.001G001900.1 410 46.87 

β-amilasas 

Phvul.011G107700.1 497 55.98 

Phvul.002G301200.1 549 62.39 

Phvul.004G143600.1 568 62.90 

Phvul.002G123700.1 657 74.59 

Phvul.006G161200.1 532 58.35 

Phvul.003G226900.1 548 61.52 

Phvul.005G112400.2 599 68.95 

Phvul.008G065600.1 700 78.30 

 

 

Posteriormente, se realizó una comparación entre las secuencias de 

aminoácidos detalladas por Phytozome y las secuencias reportadas en la 

literatura para α-amilasas (Figura 24) y β-amilasas (Figura 25); destacando en 

cada caso las coincidencias en regiones marcadas como importantes para el 

funcionamiento y/o acoplamiento de tales enzimas. 
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Figura 24. Secuencias de aminoácidos de las tres α-amilasas encontradas 
para Phaseolus vulgaris en Phytozome. Se marca con rojo aquellas regiones 

de aminoácidos que coinciden con las reportadas en la literatura como 
características de α-amilasas (Nakajima et al., 1986). 
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Figura 25. (A) y (B). Secuencias de aminoácidos de las ocho β-amilasas 
encontradas para Phaseolus vulgaris en Phytozome. Se marca con rojo 

aquellas regiones de aminoácidos que coinciden con las reportadas en la 
literatura, con azul a las que corresponden al bucle externo, con amarillo a las 
que corresponden al bucle interno y con verde a las que contienen los residuos 

catalíticos. 

 

B 
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Por otro lado, al comparar el peso molecular de las secuencias encontradas en 

la base de datos Phytozome (Tabla 2), con los pesos moleculares de las 

bandas reconocidas en los inmunoensayos se observa que algunas coinciden 

bastante bien. Tal es caso β-amilasa codificada por el gen 

Phvul.006G161200.1, cuyo peso molecular es estimado en 58.35 kDa y la β-

amilasa detectada en ambos genotipos (OTI y 15) con peso aproximado de 59 

kDa. Cabe mencionar que esta enzima no posee regiones similares a las 

reportadas por Fulton et al (2008). 
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6. Conclusiones 
 

La actividad amilolítica de los extractos de las vainas se incrementó cuando 

éstas se sometieron a estrés nutricional. Esto sugiere que el control al que está 

sujeto este sistema enzimático es regulado por el aprovechamiento del almidón 

almacenado cuando las condiciones ambientales son adversas.  

Los resultados del análisis por western-blot indican que la actividad de las 

amilasas no se correlaciona con cambios en la cantidad de proteína de la 

enzima; por lo que es probable que el incremento en dicha actividad, sea 

producto de un proceso de activación.  

El uso de ensayos específicos permitió observar que la actividad de β-amilasa 

se incrementa en respuesta a la deficiencia de nutrimentos que sufren las 

vainas, mientras que los cambios en la actividad de α-amilasa fueron menos 

evidentes.  

Al comparar los 2 genotipos analizados, se observa que si la actividad se 

analiza en geles, es mayor para G15 sobre la de OTI, mientras que en los 

ensayos cuantitativos (en solución) muestran que la actividad de OTI es 

superior a la de G15.  
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7. Perspectivas 
 

El presente trabajo revela diferencias muy importantes en las características de 

la enzimas que en dos genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris), participan en la 

degradación del almidón que se acumula en la vaina que protege a las 

semillas. Así mismo, pone de manifiesto que ese almidón puede contribuir a la 

formación de las semillas en ambientes que produzcan estrés nutricional. En 

una etapa posterior podrían realizarse estudios complementarios como: 

 Evaluar si los genotipos de frijol difieren en la capacidad con que 

acumulan almidón en las vainas y en la eficiencia con que lo degradan 

en condiciones de estrés. 

 Extracción, purificación y caracterización de las amilasas provenientes 

de la vaina 

 Identificación de los genes que codifican para enzimas que participan en 

la degradación del almidón que se acumula en las vainas de los frutos 

de Phaseolus vulgaris 

 Análisis sobre la composición de la vaina para evaluar si además del 

almidón hay otros compuestos que puedan funcionar como materiales 

de reserva. 

Los resultados permitirán analizar si a partir de la acumulación de almidón 

en la vaina de los frutos (o en otros órganos) es posible mejorar la 

capacidad de las plantas de frijol para soportar condiciones estresantes. 
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