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Abreviaturas y simbolos

°C grados Celsius

Mg microgramos

ML microlitros

BSA albumina sérica bovina

CaCl, cloruro de calcio

cm’ centimetros cubicos

DAA days after anthesis (dias después de la antesis)
DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiaminotetraacético

g gramos

g fuerza G (fuerza centrifuga relativa)
Gly glicina
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MgCl, cloruro de magnesio

M molar
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MES acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico
mg miligramo

mM milimolar
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PVDF polivinildifloruro

SDS dodecilsulfato sodico
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Resumen

El estrés por sequia es un factor limitante de la produccion del frijol. Una
alternativa para las regiones con este problema es la obtencion 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 almidon, y en el
presente trabajo se emplearon técnicas bioquimicas para la caracterizacion de
las enzimas involucradas en su degradacion 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 determind de manera cualitativa, si
existe o no diferencia en la actividad amilolitica que se lleva a cabo en las
vainas que se sometieron a estrés y las que no. Posteriormente, por
espectrofotometria se midi6 de manera cuantitativa la actividad antes
mencionada. Ademas, se realizaron ensayos para conocer la identidad de las
enzimas involucradas en la hidrdlisis de almidén, ya que estas podrian ser a- y
B-amilasas. De manera adicional, se realizaron geles desnaturalizantes con el

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

Los resultados obtenidos indican que si existe una relacion entre los dias bajo
estrés al que se sometieron las vainas y la actividad amilolitica que se lleva a
cabo en éstas. Las a- y f-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 conclusion podemos decir que en ausencia de nutrimentos las plantas de
frijol (Phaseolus vulgaris) inician un proceso bioquimico que les permite obtener
recursos metabolicos para garantizar la supervivencia de la mayoria de las

semillas.



1. Introduccion
1.1 El frijol

1.1.1 Importancia y produccion del frijol en México

El frijol comun (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 area 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 paises de Centro y Sudamérica
constituye la principal fuente de las proteinas presentes en la dieta (Hernandez,
2007).

México es uno de los principales paises productores y consumidores de este
cultivo. ElI consumo anual per capita fue de 8.4 kg en 2016 (FIRA, 2016) y
representa el 36% de ingesta diaria de proteina (Lara, 2015). El frijol es
producido en los 32 estados del pais, siendo Zacatecas el estado con mayor
produccion, seguido de Durango, Sinaloa, Chihuahua y Chiapas, que en
conjunto representan el 71.4% de la produccién nacional (Sagarpa, 2017). De
2002 a 2012 se sembraron en promedio 1.8 mha (millones de hectareas), de
los cuales se cosecharon 1.5 mha (Lara, 2015). La superficie agricola 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 econdémicas y tienen, en general, un desarrollo técnico avanzado.
Por su parte, en las zonas de temporal la disponibilidad de agua esta limitada a
la precipitacién 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 sequia es la principal causa de los bajos rendimientos (Cuellar
et al., 2008).



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). Esta comienza a
alargarse y una vez que alcanza su punto maximo, 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 interaccion compleja de cambios bioquimicos,
moleculares y estructurales coordinados temporal y espacialmente (Matilla,
2008). La semilla es producto de esta cascada de procesos y representa la

culminacién de la evolucion 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 dias. A lo largo de ese periodo
pueden distinguirse varias etapas (Figura 2): inmediatamente después de la

fecundacion, en ella se inicia un proceso muy activo de division y diferenciacion
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celular que culmina con la formacion del eje embrionario, cotiledones y

endospermo.

El crecimiento del embrién 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 dia 20 después de la floracion, inicia la
acumulacion masiva de almidon y proteinas en la semilla (Figura 2), que seran

usadas durante la germinacion para la formacion exitosa de una nueva planta.

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

1.2 La vaina

Botanicamente, el fruto de la planta de frijol es una vaina y esta caracteristica
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 évulos, 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).

Esta encapsula a las semillas en desarrollo y las protege del ataque de plagas
y patdgenos (Bennett et al., 2011). Ademas de esta funcién 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 sefales que pueden contribuir a coordinar el
llenado de granos y regular la reasignacion de los recursos metabdlicos
destinados a semillas dafadas a aquellas que han conservado la viabilidad
(Bennett et al., 2011).

La vaina esta formada quimicamente por: agua, redes de celulosa y polimeros
de pectina, proteinas (estructurales y enzimas), almidéon y monosacaridos
(Stolle et al., 1999).

Las vainas tienen la capacidad de acumular cantidades importantes de almidon
(Oliker et al., 1978). Se ha observado que en las vainas de genotipos que se
distinguen por tener alta capacidad para tolerar la sequia, es mayor esta
capacidad (Cuellar et al., 2008).



1.3 Almidén

El almidon es un polisacarido constituido por monomeros de glucosa unidos
mediante enlaces a-1,4 y a-1,6; constituye la principal fuente de hidratos de

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

En las plantas, el almidon y la sacarosa son los productos mas importantes de
la fotosintesis (Stitt et al., 2010). El primero es utilizado en plantas superiores
para almacenar temporalmente energia 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. Sintesis de almidon 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, almidon sintasa;
BE, enzimas ramificadoras; DBE, enzimas desramificadoras. Tomada de
Zeeman et al., 2007.
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1.3.1 Degradacion del almidén

La degradacion del almidon es un proceso que depende de la estructura del
granulo, de la participacion de diversas enzimas y de su asociacion de éstas

con el granulo (Bernal et al., 2006).

Durante la noche, mientras no se lleva a cabo la fotosintesis, el almidon que se
almaceno en el dia en los cloroplastos se degrada para proveer a la célulay a
otros 6rganos de la planta, de carbono, energia y poder reductor (Bernal,
2009).

La degradaciéon del almidon requiere de las actividades concertadas de
enzimas que pertenecen a varias clases, entre ellas estan las responsables de
la fosforilacién del granulo como la GWD (por sus siglas en inglés, glucan water
dikinase) y la PWD (por sus siglas en inglés, phosphoglucan water dikinase),
que facilitan la hidrélisis de los enlaces a-1,4 por la B-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
germinacion de cereales, la degradacion del almidon es iniciada por a-
amilasas. Por otro lado, la ruta principal de la degradacion del almidén
almacenado en los cloroplastos parece depender de la actividad de -amilasas
(Streb y Zeeman 2012).

1.4 Amilasas

Las amilasas son enzimas que llevan a cabo la hidrdlisis de enlaces
glicosidicos a-1,4 de polisacaridos tales como el almidén, dando como producto

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

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

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



1.4.1 Clasificacion, caracterizacion de su expresion y de su

actividad

De acuerdo a la manera en que hidrolizan al almidén, las amilasas se clasifican
en a-amilasas, B-amilasas, glucoamilasas y 1,6-glucosidasas; siendo las dos

primeras las mas abundantes (Baldemar, 2002).

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1) son endoenzimas, es decir, hidrolizan enlaces
internos de molécula de almiddn. Actuan sin un orden determinado sobre las
uniones a-1,4 glicosidicas, formando asi dextrinas de bajo peso molecular

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

Durante la germinacién de la semilla de frijol, en las células de la capa de
aleurona, se incrementan los niveles de Ca®* libre, lo que facilita la secrecién
de enzimas hidroliticas (Matilla, 2008). Por su parte, las giberelinas (GAs)
inducen la sintesis y la posterior secrecion de a-amilasa hacia el endospermo

para iniciar la degradacion del almidén (Matilla, 2008).

Existen reportes sobre la presencia de una a-amilasa que se acumula durante
la senescencia de las hojas de Arabidopsis thaliana o en respuesta a estreses
bidticos o abidticos. Debido a que dicha amilasa se expresa en los
amiloplastos, se sugiere que puede degradar el almidén después de la muerte
celular (Doyle et al., 2007). Asimismo, en arroz se han encontrado grupos de a-
amilasas que se expresan como respuesta a la baja concentracién de sacarosa

en algunos 6rganos vegetales (Chen et al., 1994).

Por otro lado, las B-amilasas (EC 3.2.1.2) son exoenzimas, es decir, actuan
sobre el sustrato a partir de la terminacion no reductora de la cadena,
hidrolizando los enlaces a-1,4 glicosidicos alternados y formando maltosa como

producto principal (Baldemar, 2002).

Se sabe que la B-amilasa es la amilasa mas abundante en tejidos fotosintéticos
(Beers et al., 1990) y que su participacion en la degradacion del almidén puede

ser mas importante que la de a-amilasa (Doyle et al., 2007).



Se ha reportado que las a-amilasas y B-amilasas de microorganismos y de
cereales como maiz y cebada poseen sitios de unién al almidon ademas del

dominio catalitico (Bernal, 2009).

1.5 Condiciones adversas para el crecimiento de semillas

En diferentes especies de plantas la sequia afecta la relacion entre el carbono
contenido en las hojas y el canalizado a los 6rganos heter6trofos como las
semillas y las raices; indicando que los procesos de reparticion de carbono son

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

En los tejidos fotosintéticos, el almidén transitorio se acumula en los
cloroplastos durante el dia y se degrada en la noche para proveer compuestos
de carbono reducidos cuando no se lleva a cabo la fotosintesis (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 almidén 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 sequia se caracterizan por la

acumulacion elevada de almidon 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, duracién y severidad del estrés (Pessarakli, 2001).

Al remover las vainas de la planta se da una condicién severa de estrés en
dichas vainas, pues se interrumpe de manera total el suministro de

nutrimentos, agua y minerales.



2. Antecedentes

Para la elaboracion del presente proyecto se trabajé 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 Martinez Barajas, quien de manera conjunta con otros comparieros del
laboratorio 102 del conjunto E, han trabajado anteriormente con estos

genotipos.
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3. Hipotesis y objetivos

Hipotesis

El estrés nutricional que se genera en los frutos de frijol que son removidos de
la planta, induce la expresion de amilasas responsables de la degradacion del

almidon que se acumula en los tejidos de la vaina.

Objetivo General

Evaluar el efecto de la falta de nutrimentos sobre la produccién y actividad de
amilasas en las vainas de los frutos de 2 diferentes genotipos de frijol
(Phaseolus vulgaris).

Objetivos Particulares

e Germinar y cultivar plantas de frijol para la obtencion de los frutos
necesarios para realizar los experimentos.

e Evaluar la actividad amilolitica de los frutos removidos de las plantas y
determinar si la falta de nutrientes induce cambios en la expresion de
amilasas en las vainas de los frutos de frijol.

e Usar anticuerpos especificos para evaluar el efecto de la falta de nutrientes
sobre la abundancia de proteinas con actividad de a o B-amilasas.

e Evaluar qué proporcion de la actividad hidrolitica sobre el almidon
corresponde a a y a B-amilasas.

e 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

Germinacion y cultivo de las
plantas de frijol (G15 y OTI)

A 4

Recoleccion de vainas y
semillas a los dias 5, 10, 15,
20y 25 postantesis

\ 4

Congelacion y
almacenamiento de las
mismas

A 4

Almacenamiento de vainas a
temperatura ambiente y en
oscuridad durante 1, 2, 3 0 5 dias

'

Preparacién de extractos de
vainas

A

A 4

A 4

Gel de actividad

Determinacion de la
concentracidn de proteina
total en vainas

\4
Western blot

v

Medicidn de actividad de a y B-
amilasas

Figura 5. Esquema general de la metodologia empleada para la realizacion del

proyecto.

4.1 Germinacion 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 solucion de hipoclorito de sodio
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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 dias, las plantulas se trasplantaron a macetas que
contenian 350 cm® de agrolita. Las macetas se regaron todos los dias

alternando agua y solucién nutritiva Miracle-Gro®.

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

establecio en dias después de la antesis (DAA por sus siglas en inglés).

4.2 Recoleccion 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 dia 20 DAA y se incubaron en
oscuridad por 1, 2, 3 0 5 dias 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 nitrégeno

liquido y se almacenaron a -70°C.

4.3 Preparacion de extractos

Muestras de las vainas congeladas (aproximadamente 0.4 g) se molieron en un
mortero con 1 mL de amortiguador de extraccién: 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 centrifugd a 13 800 g

durante 5 minutos.
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4.4 Determinacion de la concentracion de proteina

Los sobrenadantes obtenidos del paso anterior, se usaron para medir la
cantidad de proteina por medio de la técnica de Bradford. Se utilizé6 albumina
sérica bovina (BSA) para realizar una curva patrén (0-20 ug). Una vez conocida
la cantidad de proteina presente en el sobrenadante de los extractos, se
hicieron los calculos pertinentes para cargar la misma cantidad de proteina en

los diferentes pozos del gel.

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

Para observar la actividad amilolitica 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 ug
de proteina en un volumen final de 100 pL, de los cuales 25 pL corresponden a
amortiguador de carga 4X (por cada 10 mL de amortiguador: 4.96 mL de TRIS-
HCI 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 H,0) y el volumen faltante se cubrié con amortiguador
de extraccion. Dada la intensidad de la sefal, fue necesario diluir 1:15 la

muestra anterior.

La composicion del gel separador fue la siguiente: 1.25 mL acrilamida 30:08
(acrilamida:bisacrilamida), 0.625 mL de amortiguador TRIS-HCI 3M (pH 8.8), 10
mg de amilopectina de papa, 10% de glicerina, 2 yL de CaCl, 100 mM, 5 yL de
MgCl, 100 mM, 2.625 mL de H;0, 5 pL de tetrametiletiiendiamina (TEMED), 75
ML 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-HCI 0.5 M (pH
6.8), 1.52 mL de HyO, 5 yL de TEMED, 30 uL de persulfato de amonio al 10%.
La composicién 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 5uL de
muestra. Después de varios experimentos se logré determinar que las

condiciones que permitian la obtencion de los resultados mas 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 camara de electroforesis se colocé en bafio de hielo.
Una vez que termind la electroforesis, el gel se colocé en un recipiente de
plastico con 50 mL de amortiguador de incubacion [100 mM MES (pH 5.8),
MgCl, 1 mM, CaCl, 1mM y DTT 1 mM) y se mantuvo en agitacién orbital a
temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente el gel se tifid con lugol.
La amilopectina se tifie de color azul intenso y las regiones en donde hubo una

actividad amilolitica que la degrado se ven de un color mas claro.

4.6 Western Blot

Para establecer la identidad de las enzimas cuya actividad amilolitica fue
observada en los geles nativos, se realizaron inmunodetecciones con

anticuerpos comerciales especificos para a- y/o B-amilasas.

Para la preparacion de las muestras en este caso se usé un amortiguador de
carga 4X desnaturalizante [por cada 10mL de amortiguador: 4.96 mL de TRIS-
HCI 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 composicion de los geles fue muy similar
entre si, pero debe destacarse que para preparar el gel separador se eliminé la
amilopectina y se agregaron 25 pl de una solucién de SDS al 20%. Una
proporcion similar de SDS se incluyd en el gel apilador. Los pozos se cargaron
con 5uL de marcadores de peso molecular y de 10 pyL 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 tifi6 con
azul de Coomassie y otro se colocd en un recipiente de plastico con
amortiguador de transferencia 1X (25 mM TRIS-HCI, 52 mM Gly, 20% Metanol,
pH 8.3). Simultdneamente 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 preparé6 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 camara de transferencia tiene un espacio para
colocar un bloque de hielo, necesario para evitar que se caliente el gel. La
camara 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 agitacion. Una vez terminada la transferencia, se recuperé la
membrana y se colocé en un recipiente de plastico, donde se le afiadidé también
20 mL de una solucién 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 dejé 1h sobre un agitador orbital; logrando de esta manera
un bloqueo de los lugares a los que el anticuerpo podria unirse de manera no
especifica. Después, se retird la solucion de leche y fue afadido el anticuerpo
primario en diluciones 1:5000 para a-amilasa y 1:7500 para (3-amilasa disueltos
en soluciones de leche de la misma composicién que la empleada para el

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

Al dia siguiente se le hicieron 3 lavados de 15 minutos con amortiguador TBST
1X utilizando nuevamente el agitador orbital. Posteriormente, se colocé el
anticuerpo secundario que contiene a la enzima peroxidasa (Ig de conejo)
disuelto en amortiguador TBST 1X en una relacion de 2 pL por cada 40mL de
amortiguador, y se le afadieron 20 mL a la membrana, los cuales se le dejan
en agitacion por 1 h. Seguido a esto se hicieron otros 3 lavados de 15 minutos
con amortiguador TBST 1X.

Por ultimo, la membrana fue llevada al equipo ChemiDoc® donde se le afiadio 1
mL de la mezcla de los reactivos Immobilon™ Western, y se llevé a cabo el
revelado. El programa de computadora arroja 1 foto cada 4 segundos durante 1
minuto, dando un total de 15 imagenes, de las cuales se seleccioné la que fue
considerada mejor. Este procedimiento se realizd para a y [-amilasas en

muestras de ambos genotipos de frijol.
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4.7 Medicion de la actividad de a- y B-amilasas

Para la evaluacion de la actividad de a- y B-amilasas presentes en las muestras
de vainas de frijol de los genotipos 15 y OTI, se emplearon los reactivos y la

metodologia descrita por © Megazyme International.

Para establecer las condiciones oOptimas de ensayo se hicieron curvas de
actividad de a y B-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 a-

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

4.7.1 Curva de actividad de a-amilasa

Se pesaron aproximadamente 0.2 g de vaina y se homogenizaron con 1 mL de
amortiguador de extraccion (dilucion 50:1000 mL del bote 3 incluido en el kit
Ceralpha®). El macerado se colocod en un microtubo de 1.6 mL de capacidad.
Los tubos se agitaron en el vortex 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 relacién entre el

volumen de extracto y la absorbancia.

Tubo V extracto (uL) Amortiguador de extraccion (uL)
1 10 40
2 20 30
3 30 20
4 40 10
5 50 0
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Se pre-incubaron a 40°C por 5 minutos 550 pL del sustrato Ceralpha® (bote 2

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

Posteriormente, se agregaron 50 uL de sustrato Ceralpha® a cada uno de los
tubos que contienen las muestras, se agitaron levemente y se incubaron a

40°C por 10 minutos mas.

Una vez transcurrido el tiempo, se detiene la reaccién agregando solucién stop
para a-amilasa [TRIS-base 20% (m/v), pH 9].

Por ultimo, se determind la absorbancia a 405 nm de cada uno de los tubos,
utilizando una mezcla de amortiguadores (50 yL amortiguador de extraccion +

750 uL de solucién stop) como blanco.

4.7.2 Medicion de la actividad de a-amilasa en vainas de

frutos de frijol

Se pesaron 0.2 g de muestra y se moli6 con 1 mL de amortiguador de
extraccién. EI macerado se colocé en tubos eppendorf de 1.6 mL y se dejo
incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron

a 1 000 g durante 10 minutos.

Se colocaron 50 uL del sobrenadante de cada muestra a otros microtubos, los
cuales se pre-incubaron a 40°C durante 5 minutos, al igual que 550 pL del
sustrato Ceralpha®.

Se tomaron alicuotas de 50 pL del sustrato pre-incubado y se depositaron en
cada uno de los tubos también pre-incubados. Una vez mezclados fueron
incubados a 40°C por 10 minutos mas. Una vez transcurrido este tiempo, la

reaccion fue detenida agregando 750 pL de solucion stop para a-amilasa.

Para determinar la actividad se midi6 la absorbancia de cada una de las

muestras, a 405 nm.
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4.7.3 Determinacion de la concentracion de a-amilasas

La cantidad de proteina de las muestras se determind por el método de

Bradford después de que los extractos fueron centrifugados.

4.7.4 Curva de actividad de B-amilasas

También se usaron 0.2 g de tejido de vaina, los cuales se molieron con 1 mL de
amortiguador de extraccion (1 mL del bote 2 incluido en el kit Betamyl®, 0.352 g
de cisteina HCI incluida en el bote 4 del kit, 18 mL de H,O desionizada, pH
ajustado a 8.0). Se dejé incubar por 1 hora a temperatura ambiente vy
posteriormente se centrifugdé a 2 000 g durante 10 minutos. Una vez concluido
este tiempo, se tomaron 100 uL del sobrenadante y se mezclaron con 1 mL de
amortiguador de dilucién (4.8 mL del bote 3 Betamyl® aforados a 50 mL con

H,O desionizada).

Para establecer las condiciones optimas de ensayo, se midio la actividad en

mezclas como las que se indican en la Tabla 1.

En un tubo eppendorff se colocaron 550 uL de la solucién sustrato Betamyl-3®
y se pre-incubaron a 40°C durante 5 minutos junto con los tubos descritos en la
Tabla 1. Terminado este tiempo, se colocd en cada tubo 50 pL del sustrato pre-

incubado y se incubaron a 40°C por 10 minutos mas.

Una vez transcurrido el tiempo, la reaccién fue detenida con 750 uL de solucion

stop para B-amilasa [TRIS-base 1% (m/v), pH 8.5].

Se leyo la absorbancia de las muestras a 405 nm, empleando una mezcla de
amortiguadores (50 uL amortiguador de extraccion + 750 pL de solucion stop)

como blanco.
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4.7.5 Medicion de la actividad de B-amilasa en vainas de

frutos de frijol

Se pesaron 0.2 g de muestra y se moli6 con 1 mL de amortiguador de
extracciéon (descrito en la realizacidon de la curva patron). El extracto se colocé
en tubos eppendorff de 1.6 mL y se dejé incubar a temperatura ambiente por 1

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

Se tomaron 100 pL del sobrenadante y se mezclaron en otro tubo eppendorff
con 1 mL de amortiguador de dilucidon (descrito en la metodologia de la curva
de actividad). Se tomaron 50 pyL de las muestras diluidas y se colocaron en
otros microtubos que se pre-incubaron junto con otro tubo que contenia 550 uL

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

Pasado ese tiempo, a los tubos con las muestras diluidas se les agregaron 50
ML del sustrato pre-incubado y se incubaron a 40°C por 10 minutos. La reaccion
es detenida una vez transcurrido este tiempo agregando 750 yL de solucion

stop para B-amilasa.

Se colocaron 300 yL de cada muestra en una celda y se midi6 la absorbancia a

405 nm, empleando agua desionizada como blanco.

4.7.6 Determinacion de la concentraciéon de B-amilasas

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

se cuantificd por el método de Bradford.

4.8 Métodos bioinformaticos

Se realizé una busqueda en bases de datos sobre la localizacion, secuencia de
aminoacidos e isoformas de las amilasas de origen vegetal, especificamente de
planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.), con ello, se intenté entender el

funcionamiento dentro de la planta y su actividad biolégica.
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En la pagina de Phytozome se encontraron, reportadas para esta especie tres
a-amilasas y ocho B-amilasas. Se procedié a la identificacion de las secuencias
de aminoacidos de estas enzimas, asi como su ubicacion predominante en la

planta.

Posteriormente, mediante una Alineacién de Secuencia Multiple en Clustal
Omega, se determind el porcentaje de identidad que existe en la estructura
primaria de cada una de ellas, comparando las amilasas de la misma
clasificacion, lo cual nos da una idea de la variedad de isoformas que pueden

existir en plantas de frijol.

Con las secuencias de aminoacidos obtenidas de Phytozome, fue posible
determinar el peso molecular aproximado de las amilasas alli descritas con

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

5.1 Evaluacion de la actividad amilolitica

En las Figuras 6 y 7 pueden observarse los resultados de la degradacion del
almidén en geles nativos de acrilamida por los extractos de vainas de frijol de

los genotipos OTIl y G15, respectivamente.

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

Figura 6. Andlisis en gel de acrilamida de la actividad amilolitica 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) dias. En cada pozo se carg6 el mismo volumen de
extracto.
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Figura 7. Analisis en gel de acrilamida de la actividad amilolitica 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) dias. En cada pozo se cargd el mismo volumen de
extracto.

Las bandas que logran observarse en el gel se deben a la presencia de
proteinas con actividad amilolitica. 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 proteinas con actividad amilolitica, 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 disminucion de las
bandas detectadas atribuibles al desarrollo (muestras correspondientes a los
dias 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 amilolitica. Dicho aumento se hace especialmente evidente en
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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 sefales de las
bandas; asi como que en G15 se observan un mayor numero de bandas que
en OTI, lo cual sugiere una mayor actividad y probablemente un mayor numero
de isoenzimas. Cabe mencionar que las proteinas en el gel se separan segun
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
encontré que el agotamiento de azucares regula la expresién de a-amilasa, el
metabolismo de carbohidratos asi como otros cambios fisiolégicos y celulares
(Chen et al., 1994). Doyle et al. (2007) ha reportado resultados parecidos en
Arabidopsis.

Analisis realizados en nuestro laboratorio muestran que las vainas del genotipo
15 acumulan poco almidéon, mientras que las del genotipo OTI acumulan
cantidades muy superiores. Los resultados de este trabajo sugieren que la
degradacion del almidon en las vainas del genotipo 15 podria ser mas efectiva
dada su capacidad para inducir una gama mas amplia de enzimas con
actividad amilolitica en respuesta a la falta de nutrimentos. Esta situacion
podria contribuir a que la acumulacion de almidén en un momento dado, en las

vainas del genotipo 15 sea menor.

5.2 Medicion de actividad amilolitica

Con el fin de establecer las diferencias del volumen en la actividad de a-
amilasa y B-amilasa, se utilizaron algunos extractos para investigar el efecto de

la cantidad de muestra sobre las actividades enzimaticas.

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

entre el volumen de muestra empleado y la absorbancia leida, la cual esta
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relacionada con la actividad amilolitica. A su vez, un volumen mayor de

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

actividad.
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Figura 8. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de a-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 dias (20+5).
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Figura 9. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de a-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 dias (20+5).
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Figura 10. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de B-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 dias (20+3).
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Figura 11. Efecto del volumen de extracto sobre la actividad de B-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 dias (20+3).

La tendencia de estas curvas es similar a lo que se observo en los geles
nativos, pues la actividad amilolitica es mayor en muestras sometidas a estrés
respecto a aquellas que no fueron sometidas. En el caso de OTI, tanto para a-
amilasa (Figura 9) como para (-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 maxima de manera mas pronta.

En la Figura 12 pueden observarse los valores de actividad de a-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 hidrélisis del

almidon.

En esta, misma figura puede observarse que la actividad de a-amilasa
expresada por gramo de vaina en el genotipo OTI, también se incrementa en
las vainas que fueron removidas. En este caso, el valor mas alto se observo 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 ofrecié la mayor actividad, sin embargo, pareciera ser

que fue en G15.
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Figura 12. Actividad de a-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) dias.

Dado que los frutos que son removidos de la planta sufren un grado de
deshidratacion que puede ser importante, la actividad también se expresé en

funcion de la cantidad de proteina presente (actividad especifica).

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
distribucion de la actividad, e independientemente del modo en que se exprese
la actividad, el valor mas bajo se observd en la de 20 DAA para ambos

genotipos.
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Figura 13. Actividad especifica de a-amilasa en muestras de los genotipos 15y
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) dias.

En ambos casos puede observarse un patrén donde la actividad aumenta
conforme al numero dias después de que los frutos fueron cortados, lo cual
refuerza la suposicion de que el estrés nutricional promueve la sintesis de

enzimas amiloliticas.

La diferencia de actividad entre genotipos fue variable pues resulté mayor para
G15 en algunos casos y para OTI en otros. Las muestras en OTI sefialan un
patrén de crecimiento entre actividad y numero de dias 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 sefalan un crecimiento y posteriormente un
decaimiento de la actividad respecto al numero de dias 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.
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En la Figura 14 se presentan los resultados de actividad correspondiente a [3-
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 mas 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

demas.
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Figura 14. Actividad de (3-amilasa por gramo de vaina en muestras de los
genotipos 15y 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) dias.

Cuando la actividad de B-amilasa se expres6 en funcién de la cantidad de
proteina presente en los extractos, no se observaron cambios muy importantes
respecto a lo observado en la relacion actividad/peso fresco (Figura 15). A
diferencia de lo observado con la actividad de o—amilasa, en donde ambos
genotipos se comportaron de manera similar (Figs. 12 y 13), los cambios en la
actividad de p—amilasa si son diferentes entre genotipos, siendo evidentemente
mayor en OTI. Es igualmente importante destacar que en este genotipo la

actividad de f—amilasa si se incrementa con la edad de las vainas.
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Figura 15. Actividad especifica de [3-amilasa en muestras de los genotipos 15y
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) dias.

5.3 Analisis electroforético de las proteinas presentes en las vainas

Con la finalidad de evaluar si las variaciones en la actividad enzimatica eran
producto de cambios en la composicion de las proteinas 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 proteinas 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 dias después de que fueron cortadas
de los frutos. Junto con ello, se incrementa la intensidad de otras bandas mas
pequenas. Esto sugiere que la proteina de 17 kDa se degrada en respuesta a
la falta de nutrientes y que la aparicion de bandas mas pequefas corresponde

a productos de su protedlisis.
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Dado que es un perfil proteinico completo, las bandas apreciables no se
pueden relacionar con ninguna de las amilasas ni con alguna otra proteina en

particular.

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

kDa
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72

55
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Figura 16. Perfil proteinico 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)
dias.

Por su parte en la Figura 17 puede observarse el perfil proteinico de las
muestras del genotipo 15. Los cambios mas notables son la presencia de una
banda de 46 kDa que no aparece en el genotipo OTl y que la banda de 17 kDa

es menos intensa.
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Figura 17. Perfil proteinico 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)
dias.

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 excepcidn 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
proteinas, algunas de las cuales podrian funcionar como proteinas de reserva
en el momento en que se presenten condiciones adversas que limiten el
desarrollo de las semillas. Esa podria ser la funcion 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. Podria incluso
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tratarse de alguna enzima, que segun el peso observado y lo reportado en la

literatura, coincide para una a-amilasa.

5.4 Deteccion por Western-Blot de a- y B-amilasas

Los geles desnaturalizantes fueron usados para evaluar por western-blot la
presencia de a- y B-amilasas. En las Figuras 18 y 19 se presentan los
resultados correspondientes a la deteccidon de a-amilasa y [-amilasa en

extractos de vainas del genotipo OTI.

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

Figura 18. Inmunodeteccion de a-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) dias. En cada pozo se
cargo el mismo volumen de extracto.
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Figura 19. Inmunodeteccion de B-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) dias. En cada pozo se
cargo el mismo volumen de extracto.

En la Figura 18 puede observarse que el anticuerpo contra a-amilasa detecto
una banda de 57 kDa cuya intensidad parece disminuir conforme se incrementa
la edad o los dias 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 proteina. En la figura 10 se puede apreciar
que sin importar el volumen que se cargo, hay mayor actividad de a-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 activacion de la enzima presente.

En la Figura 19 se observa que el anticuerpo para B-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 aqui también, es probable que los cambios en la actividad

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

Las Figuras 20 y 21 muestran los resultados del analisis de las muestras de
G15.

35
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Figura 20. Inmunodeteccion de a-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) dias. En cada pozo se cargo el
mismo volumen de extracto.
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Figura 21. Inmunodeteccion de B-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) dias. En cada pozo se
cargo el mismo volumen de extracto.

En la Figura 20 se aprecia que el anticuerpo para a-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
observd 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 especifico para B-amilasa. Puede observarse que también se
detectan 2 bandas principales (de 59 y 81 kDa), las cuales son de tamanos
similares a las observadas en el genotipo OTI (Figura 19). En el caso particular
de la banda de 59 kDa, si parece haber un aumento en la cantidad de proteina
en respuesta a la falta de nutrimentos. El anticuerpo también detecté 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 numero de dias de rezago, lo cual sugiere que
esta 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 proteina de este peso.

En la literatura se encontraron pesos reportados para a-amilasa de origen
vegetal diferentes a los observados experimentalmente. Por ejemplo, Beers y
Stanley (1990) describieron un peso de 43.5 kDa para a-amilasas extraidas de
brotes y cotiledones de chicharo. A su vez, Chen et al. (1994) describieron un
grupo de a-amilasas en arroz con un peso de 44 kDa; ademas 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 B-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 oOxido-reduccion, la temperatura, la fuerza ibdnica, presencia de

cofactores, como es el caso del calcio para las a-amilasas; entre otros. Es
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probable que algunos de esos pudieran ser parte de la explicacion de por qué
no hay una buena correlacién 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 proteinas, 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 proteinas que se generan en mayor cantidad conforme es mas
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 a-amilasas (Figuras 18 y 20).

5.5 Bioinformatica

Se ha descrito que la a-amilasa tiene cuatro regiones caracteristicas e
indispensables para su funcion (Figura 22), cuyas secuencias de aminoacidos

se han conservado entre las diferentes especies. (Nakajima et al., 1986).
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Figura 22. Comparacion de secuencias de aminoacidos de a-amilasas de
diferentes origenes. Las regiones conservadas (1, 2, 3 y 4) han sido
encerradas en rectangulos (Nakajima et al., 1986).

Por su parte, para -amilasa se ha informado que su union al sustrato esta
acompanada por los movimientos de un bucle interno y un bucle externo
(Figura 23), y la catalisis esta mediada por un par de residuos de &acido

glutamico (Glu) conservados (Fulton et al., 2008).
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Figura 23. Alineamiento de f-amilasas provenientes de Arabidopsis y
soya. Los sitios cataliticos son sefialados con triangulos rojos. Imagen
tomada de Fulton et al., 2008.
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Una busqueda en la base de datos Phytozome reveld que en plantas de frijol
(Phaseolus vulgaris v2.1) existen tres secuencias de a-amilasas y ocho de [3-

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.

a-amilasas
Nombre de transcripcion No. aminoacidos Peso molecular (kDa)

Phvul.010G017600.1 420 46.86
Phvul.008G033800.1 963 109.06
Phvul.001G001900.1 410 46.87

B-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 realiz6 una comparacion entre las secuencias de
aminoacidos detalladas por Phytozome y las secuencias reportadas en la
literatura para a-amilasas (Figura 24) y B-amilasas (Figura 25); destacando en
cada caso las coincidencias en regiones marcadas como importantes para el

funcionamiento y/o acoplamiento de tales enzimas.

41




>Phul 010G 017600.1

MHSFSRLSIFCLFIS LSPLFSSSALLFOGE NWESSKEG GWYNS LKENSVPDIANAGI THVW LPPPS OSVS PEGYLPG RLYDLDASRY G
SKDELKSLIAAFHEKGIKCLADY INHRTAER KDGRGIYCIFEGGTPDARLDW GPSFICKDOTTYS DG TG MM DS GESY DAAPDIDHL
NPOVORELSEW MNWLETEVG FDGWR FDFVKGY APSISKIYMECQTRPDF AVG EKWDPLSYE NGKPTYNODSHR GALVNWWES
AGGAITAFDFTTEGILOAANVGG ELWRLIDPNGKPSGMIGWKPEMNAYTFIDNHDTGS TOR LWPF PSDEV MO G YAYILTHPGTRSIF
Y DHFFDWGLKECH AKLSSIRVEM GIN EKSTVEIMAAEGDLYVAKI DN KIMVEIG PEMDLG KLIPSNFHVATSGO DY AVWE=

>Pvul 008G033800.1

MGAANMLPDAAFGLFPRCSLVPRHPLICRITSARLIRKR NYFFADCRIS KSAHIVFSHSN DS DOTLTCAVW DEDDLS GRSOVIGIEDEI
VIAKKALSEAOHREEVFEKERDOLLEELARSEAKNOEYINTILHDKEV ALAELEAAKS L FOKKLEDSVEEKFSLESKLY LAKODAVDLA
VOVEKLAEVAFOQOATSHILEDACLRISSAETTAAEAAHLIEKOIKDATEG TISSNVEKSSHAIER ALV AEEAGELAKRSVETFIDGTSA
FTEVADVOAEMIKLOGISDIESOLMYVARNEADKLMLELENTREQLLAFEQRANDAEKALLDFOES55KMRLKOEEEMES MLDKVK
KOWAERAKAISKAFKADLEN IKATYVEAAKEVWVHSKDY AYLRRCEALORS LKASEDTLETWR QR AEMAESLLLEGRLODEGDEDSIY
VVNGGRIDLLTDVDSOKWELLS DGPRREIPOWNMAR RINAVSPKF PPEKY DV AEAF TSKFRSLELFTADEVW SIAREKPKDG DALY
EHVYERETIEKKRKALERALORKTVOWORAFEQTTLEPGTGTGRENF OGFNWESWRR RWYLELAAKTADLSHCGYTANVWLPR
FTOSVAPOGYMPSDLYNLNS SYGSVEELKY CIEEMHSODLLALG DVVLNHR CAQOO S PNGVWNIFGGE KLAWGPEAINVCDDPN
FEGRGMPSSGDIFHAAPNIDHSODFYREDIKGW LNWLRNDIGF DGWRLDFVR GF SGTYVKEY IEASNPVFAIGEYWDS LGYEHG
SLCYNODPHRORIINWINATGGTSSAFDITTHGILHS ALHMEYW RLIDPOGKPTGW MGWWPS RAVTFLENHDOTGSTOGHWEPRFP
RDELMOGYAYILTHPGTPAIFYDHEYDFGIHDMITELUEARR RAGIHCRS SIKIF HAMN EGY WSOV GDALY LKLGOF WM PSKENG
LEGSWOKFYDKGPDY OV WLRO ™

>Phvul 001G0015900.1

MGFLKEQTNOOTDPAALLR DGKEILLOG FNWESH KHINWW NTLETKY PELAKSG FTSVWLPPFTH SFS PEGYTRPOMLYSLNSKY G
SERQLRALLOKMEQH KVRAMADI INH RTGT TKGR GGIYNRF DGIFLGWDERAVTSCTGGMG MR STGAVFDGFPNIDHTQDF
VREDIGWLRWLRH DV GFODF RF DF AKGFS AKYY REYIEGAKPLFSVGEYW DTCNYKGSS LDY MO DG HR GRIVNWI DGETGOLST
AFDFTTKGILOEAVRGELWRLRDAQGKPPGWYGWWSSRE AVTFIDNH OTGETOQGH WPFPKDH IMEGYAYILTHPG IPTVFYDHF
YOWGNSIRDONVKLIDWRKR HG QSRS GWRIVEARHDLYS Al G EKVCMKIG NG WCPSGREWTLATSG HNY AVWOR*

Figura 24. Secuencias de aminoacidos de las tres a-amilasas encontradas
para Phaseolus vulgaris en Phytozome. Se marca con rojo aquellas regiones
de aminoacidos que coinciden con las reportadas en la literatura como
caracteristicas de a-amilasas (Nakajima et al., 1986).
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>Phvul 011G 107 700.1

hWITS DR NMLONYVPVYMLPLGWTVDS WG DPN GLEEQLLELRATEIDGY MVEAV W WG IVELKG PEKOYDWS AYRSLFKLVO
ECGLELOAINSFHOCGGNY GOV NIPIPEWYLDIGESDPDIFYTNRSG TR MKEYLSVGVDDEPIF HGRTAIEYSDY MESFRENNMS
DFLESGLIVDIEYGLGPAGELRYPSYPONOGWEFPGIGEFQCY DEY LKADY KEAVVSAGHPEWELPDDAG OYNDWPESSGFFKSN
GTYWTEKGKFFLTWYS NKLLNHG DOILDEANKAF LGS KLAIKVSGIHWWY KY ENHAAELTAGYYMLNDR DGYR FIAR MLSR H
HAIL EQSSDAKSGPAELVOOVLSGEGWTEDILY AGEN ALFRYDSTAYNOIILNARPOGY N KNG PPEAKMFGYTYL
RLSDDLLOOSNYOTFKKFVLEMHADOGH CEDPONYNAGTTPLKPLAPKIFIEVLLEATKPIFFFPWLPETDMEKIDG =

>Phul 002G301200.1

MAILSOSTASFSPS FVSTRSDFTRLTRFPCRWTERRR FTWSS CFM S5KSPG AG GFLSPDN GG DVSYELHHDLS AQRRR SGSPVRVTIM
FVMNSV5REGGRVLRPEAMMESLEALATAGYEGWVVVEIW WG LVERKNKPRYY DWRGYEELVAMACKCG LKV RAVLSFHOHG AG

FDOPNWIPLPLWALDEIQKDWELAYCDRFGRRNIEYISLGCDILPVLCGRSPIOVYADF MRDF RDTF RALLGYIITGVOIGMGPGG

ELRYPLSSLEEFMN LAWSGELGEFQCYDEYMLASLNASARNIGME EWG NG GPFG TGSLMHNPEHTDF FKN DG G5 WDR FY GKFF
LEWYSDMLLLHGERICREAETIFRGTEVHISAKLAAIHWHYWTOSH FSELTAGYYNTFNRDGYLPI AR MFSKY G FS MCCSCFEMO

DAIMOKINPDGSPEGFLROLLLAAR LCDLSLEGONFSTHLDDG AFTOV LEMSKFYSNGIEKRPFSFMFVRMODKRLFES RMWDRFT
RFVROMSMNGMIFRAR LYSVGDIR FKAAPYMAEARLLYHLYOYS*®

>Phwvul 004G143600.1

MALSMTHOIGSMAGAAMESSFM NG DETAAVYEKSPG TSLKCKAMRTDGY DGLSPPMSPCMTTDARAVRE ADLS AVCKALATE
VEVAEEKEHAEGGKKGEG SGVRVAVIMMPLOS YV TAGNTVNR REAVNAANMAAL KSAGYEGYMMOVWWGLVEREKPGEYNW
GGEYVELMEMAKKHGLEMOAY MSF HOCG GNYG DSCTIPLPEKMNWYEEINMNDODLAYT DOMWG RRNYEYWSLGCOTLPYLEGRTP
VOCYADFMHSFROTFEHLLGDTIVEIOVGMG PAGELRY PSYFEQNG TWHKFPGIGAFQCFDKY MLGSLKAAAEAEGKPEWGSTG
FTDAGHYNNWPEDTPFF REKEGGGW NSHY GE FFLTWYSOMLLN HGDR ILTSAKSIF DN TG VISV KL AGI HWHYGSRSHAPELTA
GYYNTRFHDGYLPIAQMLAR HGAIFNFTCIEMR DHEQPODALCAPEKLVKOVALATOKAQVALAGENALPRFDDYAHEQIIRAS
QLCYVDGDSGDREMCAF TYLRMNFPHLFEADMNWERKF VAR KKMEEGKRANKCWEEVER EAERFYHITOPLVOEAAVLIMH*

=Phul 002G123700.1

MESINDDGSTODLDPOSDHSSDYLAHPNS MPHPHPHTRRPRG FAAAAAATTNSVAKGKKEREKEKERTKLRERHRRAITSRMLA
GLROYGMFPLPARADMMNDWLAAL AREAGWAVVDADGTTYROCFPPSHMGS FAAKSYESOLSGGSLRNCSVEETIENQTSVLRID
ECLSPASIDSWWIAER DERMNEKYTMASPINTWDCLEADOLMODIHSGVHENDFTGTFY VPV WVELPAGINKF COLIDPEGIREELM
HMKS LNV DG DOWWGE IWVEG WSS QR WVWSGEYR ELF NIVR KFKLKLOVWIMAF HECG GN D55 DALISLPOWY LDIGKDNODIF
FTOREGRRNTECLSWGIDEKERV LKGRTGIEVYFOMMR SFRTEFDDLF ARG LIVAVEVGLGASGELKYPS FSER MGW RYPGIGEFD,
CYDEYLOHSLR KAAKLRGHSFWARGPDNAGHYNSMPHETGFFCER GDYDMYY GRF FLHWYSOTLIDHADMNVLSLATLAFEETHI
VENVPAVTWWYKTPSHAAELTAGYHNPTHNODGY Y PVFEVLR KHANV TMEKFVCLGFHLSSOEAN ESLIDPEGLS WOV LNSAWDR G
LMAGGEMALLCY DR EGYKRLVDTAKPRNDPDH RHFSFRVY QO PSLLOANVCLSELDFFVECMHGENMTDR=
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>Phvul 006G16120:0.1

MEVEVIGTSOAKLGAS DLASREVGLCN LETFEVLSDRYSF GOMNNR WKKAGISFTLKALRTEPVREBOKR SGPGTKSKTVDGVRLFY
GLPLDAVSYDCNSINHARAIAAGLEALKLLGYEGVELFIW WG IVEKETMGEYDWS GYLALAE MY O KN GLELHYS LCFHGSKR PMI
PLPEWSOIGESQPNIFFTDKS GOHY KECLS LAY DMLPY LDG KT PIOVYQSFCESFKSSFSPRMGSTITS ISMGLGPDGELRYFSHH
OLPSKTEGAGEFQCYDOMMLS FLKOHAEASG NPLW GLG GPHDAPTY HOS PYSS GFF KDGASWESTY GDF FLSWYSNOLIAHG

DCLLSLASSTRGDSGLTIYVGRIPLMHSWYGTRSH PSELT AG FYNTANKDGY EFVACQME AKNS CKMILPGMDLSDAKOPKEMHS S

POLLLACIMAACE KHEVEY SGOMNSSESGY SG GFAQIKKNLAGDNYLDLFTYHR MGASF FSPEHFPLFTEFVR SLKOQFPELHS DOLF

TEEEEGAESTVISHESSWSMOAA*

2Phvul 003G 226500.1

MALTLRSSISFINQKETKILKTS DDV PAILSF AKLKPSFRLEVENSMOEAHHAR DNSFNSEARR NEKWEKVHAPSVAHSOSGSKRY
PVYVMLPLOTVTMGGSLNKPRAMMNAS LIMALKSAGYEGY MY DAWWGLY EKDG PLEYNWEPYAELVOMVOMHGLELOWI
SFHOCGGNYGOTCSIPLPPWAVOEEISKNPDLVY TDRSGRRNPEYISLGCDSYPILRGRTPLOVY ALY MRS FRDR FOCY LGSVIVEL
OVGMGPCSELRYFSYFETNGTWR FPGIGERQCYDEYMEASLASAARAIGKKEWG GGG PHDSGOYNOF PECTGFFKREGTWN
TEYGRFFLEWYSGKLLEH GEKILVSAQGIFHT SGVELS GEVAGIHWHYRARSHAAEL TAGYYNTR NN DGYMPILAR MLAKHGWVE
MFTCMEMEDREQPDFAMCS PEGLYROVKMATTTARAELAGENALERY DADAYAQVLSTSKSESSNGLAAFTYLRMMNKRLFEGD
MNWRHLYDFVRSMSEGGRTERLPASDS HG SDLYVGHIKSTOEKHTEEAVLY*

2>Phvul 005G112400.2

MEKKILCAAQRMMATRMTIOFQERYMNFQHERMS GEAIRVKRARKQR AMCGF KMDG DHY KKOPRLYLPLMASAPKSKNVEIHTI

SEDPMLANYVPVYWILPLGWWTNENYLKDTVR LONGLMS LHAAGY DGV MY EVWW GIVES KGPMOYDWSAYRTLROLVON
CELELOVINSF HOCG GNYGDSVSISLPEKWWLEN G KTM PDIFYTNY KGIRNTECLSLGVDKOPLF HG RSPIELYTDY MRS FRDMMO
DFLESOLIDIEVGLGPAGELRYPSYSONLGWWFPGIGEFOCY DNYLKADFKKAAAKE GHPEWKLFDMAGKS NDKPESTEF FKPGG
TYOTEKGMNFFLTWYSNELLTHGDDILDEANNVFLGCKY KLAAKY AGIHWWY KT ESHAAELTAGYYNLHHR DGYRPIAR MLSRHMN
AILNFTCLEMRNYEOQPVEAQSGAEELVROVLSCGWEEN LKV AG ENALARYDREAYDOILOMN AR PNGISKLGRPR LKMYGVTYLR
LSDDLMECKMNFEIFTAFYRKMHVNLDHCPDPERY YHF TEPMER SEPRIPLETLLEVTTPLOFYAF LKETDVIQRYLTGF FYIVITVL
RILRIKVETGE®

=>Phvul 00BG0E5600.1

MATDMORLVGTSEDDEEMGMDVKDEDEEDDDYEENGGEQGNAS GMVGIDGGNEMGTATGDNRFPOHOOFH BEOVGTPG
GGTRRSRFVEEKERTELRERRR RAITARILAGLRR HG MY M LRV RADINDOVI AALAREAGW AN LPDGTTF PSR SOGOKPAG GNSTIY
T5555HVASOOTPSPSLR GV ASGH RSPLEYSAS KGVFMPTPSFYNLSS TS RSOTS VG DGEAQRDN RPLIGGS MONADEKOIADLE
PRLPERDLAGSPYVEVWMLPLGVIN IKCELY DPDG LLKO LRV LESY HV DG Y DCWWGE WVEAHAPOEYTWNGYKRLFC MV R
EVELELOVYMSFHECGGNFGDOVCIPLPHWWAEIGRSMPDIFFTDREGR HMPECLSW GIDKERVLR GRTAVEVY FDOF MRS FRVE
FDEYFEDG LISMWYEVGLGPCGELRYPSCPYKHGWRYPGIG EFQCY DOYMLKSLR KAAEARGHAIWARGPONAGTYNS OFHETG
FFCDG GO DG FYGR FFLSWY SOVLY DHG MRV LS LAKLAFEGS CVT AKLS G WWYKTASH AAEL TAGY Y NPCNRDGYAAILTML
KINGYSLNIPCVELH TLINOHEGFPETFADPEGLVWWOVLMNAGWEN DLPVTSONGF PCLNRY SYNEVLDH AKPRMN DP DG RHFSSF
TYLRLSPYLMERCQMFIEFERFVER MHEGEAVLDLOV*

Figura 25. (A) y (B). Secuencias de aminoacidos de las ocho [-amilasas
encontradas para Phaseolus vulgaris en Phytozome. Se marca con rojo
aquellas regiones de aminoacidos 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
cataliticos.
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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 B-amilasa codificada por el gen
Phvul.006G161200.1, cuyo peso molecular es estimado en 58.35 kDa y la -
amilasa detectada en ambos genotipos (OTIl 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 amilolitica de los extractos de las vainas se incrementd cuando
éstas se sometieron a estrés nutricional. Esto sugiere que el control al que esta
sujeto este sistema enzimatico es regulado por el aprovechamiento del almidén

almacenado cuando las condiciones ambientales son adversas.

Los resultados del analisis por western-blot indican que la actividad de las
amilasas no se correlaciona con cambios en la cantidad de proteina de la
enzima; por lo que es probable que el incremento en dicha actividad, sea

producto de un proceso de activacion.

El uso de ensayos especificos permitié observar que la actividad de B-amilasa
se incrementa en respuesta a la deficiencia de nutrimentos que sufren las
vainas, mientras que los cambios en la actividad de a-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 soluciéon) muestran que la actividad de OTI es

superior a la de G15.

46



7. Perspectivas

El presente trabajo revela diferencias muy importantes en las caracteristicas de
la enzimas que en dos genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris), participan en la
degradacion del almidéon que se acumula en la vaina que protege a las
semillas. Asi mismo, pone de manifiesto que ese almidon puede contribuir a la
formacion de las semillas en ambientes que produzcan estrés nutricional. En

una etapa posterior podrian realizarse estudios complementarios como:

e Evaluar si los genotipos de frijol difieren en la capacidad con que
acumulan almidén en las vainas y en la eficiencia con que lo degradan
en condiciones de estreés.

e Extraccion, purificacion y caracterizacion de las amilasas provenientes
de la vaina

¢ |dentificacion de los genes que codifican para enzimas que participan en
la degradacion del almidén que se acumula en las vainas de los frutos
de Phaseolus vulgaris

e Analisis sobre la composiciéon de la vaina para evaluar si ademas del
almidon hay otros compuestos que puedan funcionar como materiales

de reserva.

Los resultados permitiran analizar si a partir de la acumulacién de almidon
en la vaina de los frutos (o en otros 6rganos) es posible mejorar la

capacidad de las plantas de frijol para soportar condiciones estresantes.
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