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Abreviaturas.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
ATP Adenosina trifosfato

BSA Albumina sérica bovina

DDF Dias después de la floracion

DTT Ditiotreitol

PGI Fosfo-glucosa isomerasa

G6PDH Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
INV Invertasa

kDa Kilo Dalton

MeOH Metanol

Hg Microgramo

ML Microlitro

pumol Micromol

uM Micromolar

NAD Nicotinamida adenina dinucle6tido
TEMED N, N, N’, N’-tetrametietilendiamina
APS Persultado de amonio

PF Peso fresco

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrulamide gel electrophoresis

TBST Tris-buffered saline-tween20



1 Resumen

El efecto de la falta de nutrientes que resulta de cortar los frutos en una etapa
temprana de su desarrollo (20 dias después de la floracion) sobre la cantidad de
proteina y carbohidratos presentes en semillas, fue evaluado en 12 genotipos de
frijol.

Los resultados obtenidos muestran diferencias muy importantes entre genotipos.
Sin embargo, consistentemente se observd que la reduccién en la cantidad de

proteina fue mayor que la de almidon.

Dado que en los frutos que son cortados de la planta, los materiales acumulados en
los tejidos de la vaina son usados para el desarrollo de las semillas; los cambios en
las concentraciones de azUcares solubles y almidén fueron evaluados durante el
desarrollo de los frutos. En este caso, también se encontraron notables diferencias

entre genotipos.

Sin embargo, cuando se relacionaron las cantidades de azucares (solubles y
almidon) acumulados en la vaina, con la magnitud del efecto negativo que sobre la
semilla tuvo la falta de nutrientes que se produjo cuando los frutos fueron cortados
de la planta; se observé que no hay relacion directa, y que, en algunos genotipos a
pesar de acumular grandes cantidades de azUcares en la vaina, sus semillas
también presentaron reducciones muy importantes en las cantidades de proteina 'y

almidon.




2 Introduccién

2.1) Panorama general del frijol

El frijol es una planta que pertenece a la familia de las leguminosas; es originaria de
América y tiene dos acervos genéticos, el Mesoamericano y el Andino (Hernandez
et al., 2013). México es considerado como uno de los centros de origen de este
cultivo y vestigios encontrados en cuevas de Tamaulipas, Puebla y Oaxaca sugieren
gue su domesticacién ocurrié hace aproximadamente 8,000 afios (Hernandez et al.,
2013). Las semillas de frijol tienen un alto contenido proteico (20-25%) y de
carbohidratos (35-40%) lo que sin duda contribuye a que entre las leguminosas sea

el tercer cultivo mas importante en el mundo (singh et al., 1999).

Los cultivos de frijol también presentan una ventaja ecologica muy importante, pues
la asociacién que establecen con bacterias fijadoras de nitrdgeno contribuye a la

nutricion del cultivo y a mejorar la fertilidad de los suelos (Galvez et al., 2015).

La diversidad de poblaciones silvestres del frijol es un recurso importante para el
mejoramiento genético del cultivo. Se trata de poblaciones que alo largo de los afios
han sobrevivido a la exposicion reiterada a condiciones adversas, lo que les ha
permitido incrementar la frecuencia de alelos que contribuyen a mejorar su
tolerancia a diversos factores ambientales (frio, sequia, calor, enfermedades y
plagas). Mediante programas de mejoramiento genético, esas caracteristicas
pueden utilizarse para ampliar la base genética de las variedades de frijol que se
cultivan en la actualidad (Sotelo et al., 1995). Sin embargo, la creciente integracion
de los productores al mercado, las importaciones y la migracion, asi como la
competencia entre variedades modernas y tradicionales, el tipo de tenencia de la
tierra y el aumento de la poblacion humana son factores que han propiciado el
deterioro ambiental y la pérdida de diversidad genética en esta leguminosa
(Cardenas, 2000).




2.2) Importancia del frijol en México

En México el cultivo de frijol tiene gran importancia socioecondmica; junto con el
maiz constituyen la base de la alimentacién de gran parte de la poblacién. La
produccion nacional es aproximadamente 1.08 millones de toneladas anuales y
representa el 5.5% de produccion mundial. Este volumen es suficiente para
satisfacer el 90% del consumo nacional. Sin embargo, en el periodo 2003-2016 la
superficie sembrada se redujo en 20.01% vy la produccién disminuyd en 23.05%
(SAGARPA, 2017). Siendo el cambio climético una de las principales razones. Por
otra parte, para el aflo 2030 se estima un aumento en el consumo nacional de 1.22
a 1.44 millones de toneladas (SAGARPA, 2017), de ahi la necesidad de desarrollar
estrategias que permitan la obtencion de variedades de frijol capaces de tener una
produccion de semillas aceptable bajo condiciones ambientales cada vez mas

adversas.

2.3) Importancia de lavaina en el desarrollo de la semilla

La vaina es el fruto de las plantas leguminosas; es una estructura conformada por
dos valvas, las cuales estan unidas por dos suturas llamadas placental y ventral, las
cuales se forman a partir de un unico carpelo (Fig. 1). Es un drgano
fotosintéticamente activo que encierra a las semillas durante su desarrollo y cuyo

papel es fundamental para la supervivencia de la especie.




Semilla
Apice

Sutura placental

Valvas

AN

Pedicelo
Apice

Sutura ventral

Figura 1. Partes que conforman la vaina de frijol.

Se ha establecido que, la vaina es capaz de almacenar nitrogeno y carbono (Harvey,
1973) en forma de compuestos que en alguin momento son usados para la
produccion de semillas. Esta situacion constituye una ventaja, especialmente
cuando la planta recibe algun dafio 0 se expone a condiciones adversas que limitan

la disponibilidad de fotosintatos (Feller y Fischer, 1994).

Ademas de proteger a las semillas durante su desarrollo, la vaina permite el paso
de luz con longitudes de onda en el rojo lejano, las cuales pueden inducir su latencia.
Este fendmeno de latencia que impide la germinacion uniforme representa una gran
ventaja para especies que habitan en ambientes variables donde las condiciones

no son siempre favorables (Borthwick et al., 1951).

Por otra parte, durante las primeras etapas del desarrollo del fruto, las vainas son
estructuras fotosintéticamente activas, capaces de producir ATP y NADPH que son

usados para la fijacion del CO2 (Fuhrmann et al., 1994).

Se ha observado que dafios a las vainas reducen el almacenamiento de proteina
en las semillas. Esas mismas condiciones pueden aumentar la expresion de

enzimas que al participar en la removilizacion de recursos, forman parte de una




estrategia mediante la cual, la vaina redistribuye sus nutrientes para apoyar el

desarrollo de semillas (Gattolin et al., 2006; Bennett et al., 2011).

2.6) Desarrollo de la planta de frijol

En el desarrollo de la planta de frijol suceden cambios estructurales vy fisioldgicos
cuya progresion se puede ver afectada tanto por el genotipo como por los factores
climéaticos. Aun asi, se pueden distinguir dos fases principales: la vegetativa y la

reproductiva.

Fase vegetativa

Esta fase se inicia cuando a la semilla se le dan las condiciones adecuadas para
gue comience su germinacion y finaliza con la aparicion de los primeros botones

florales. A su vez, se puede dividir en cinco etapas:

» Germinacién: emerge la radicula y ésta se convierte en las raices primarias
para posteriormente dar paso a la aparicion de raices secundarias y

terciarias.

» Emergencia: los cotiledones de la planta aparecen a nivel del suelo,

comienzan a separarse y el epicaotilo inicia su desarrollo.

» Hojas primarias: las hojas primarias son unifoliadas, opuestas y orientadas,
en esta etapa se despliegan horizontalmente. Los cotiledones se arquean y

Sse arrugan.

» Primeras hojas trifoliadas: la primera hoja trifoliada es desplegada, los

cotiledones finalmente caen.




» Tercera hoja trifoliada: En esta etapa, ademas del despliegue de la tercera
hoja trifoliada, dependiendo del genotipo se puede observar la diferenciaciéon
entre tallo y ramas, asi como la presencia de algunas otras hojas trifoliadas.

Es la etapa mas larga, con una duracion aproximada de 15 dias.

Hojas Hojas
Germinacion Emergencia primarias trifoliadas

-

Figura 2. Desarrollo de la planta de frijol. Etapas de Iaf_ése vegetativa.

Fase reproductiva

En esta fase comienza el desarrollo de estructuras reproductivas, dando lugar a la
floracion, asi como el desarrollo de las vainas y el llenado de las semillas. Esta fase

esta dividida en 5 etapas las cuales son:
» Prefloracion: comienza el desarrollo de botones florales
» Floracion: esta se inicia cuando se presenta la primera flor abierta.

» Formacion de vainas: la planta presenta la primera vaina en cuyo extremo
pueden estar los residuos de la flor.

» Llenado de vainas: comienza el crecimiento de las semillas, se presentan

abultamientos que corresponden a el crecimiento de las semillas.




» Maduracién: las plantas inician la decoloracion y secado de las vainas. Las
hojas se tornan amarillas y caen. Finalmente, todas las partes de la planta se

secan.

. . Formacion Llenado de .
Prefloracion Floracidn Maduracion

de vainas vainas
\{W
|

Figura 3. Desarrollo de la planta de frijol. Etapas de la fase reproductiva

2.7) Almidon

El almidon es un polisacarido compuesto por moléculas de glucosa, las cuales se
organizan en polimeros de amilosa (Fig. 4A) y amilopectina (Fig. 4B). La amilosa,
es una estructura lineal, formada de aproximadamente 6000 unidades de glucosa
unidas por enlaces a-1,4 glucosidicos. Por su parte la amilopectina es un polimero
gue esta constituido por cadenas lineales de moléculas de glucosa unidas mediante
enlaces a-1,4 a la que mediante enlaces a-1,6 se unen cadenas de glucanos. Esto
da como resultado una molécula ramificada (Agama-Acevedo, et al, 2013). En los
granulos ambas moléculas se ordenan radialmente de manera que las moléculas
de amilosa se disponen entre las de amilopectina. Los humanos somos capaces de
digerir estas estructuras gracias a las amilasas y glucosidasas que estan presentes

en la saliva y en el jugo pancreético.




A

CHaOH GHaOH
oy H A O u H A o W
2,
H H H
?\? _ P\o OH o~
H OH H OH H OH

Enlace
glucosidicoox-1,4

B
Enlace glucosidico
OH
a-1,6
o .
HO
OH HO

S O
Ho <
HOO"\‘___‘O% OoH
- HO
_ HOO '® )
HO

Enlace gluocosidico a-1,4

Figura 4. Estructura quimica de amilosa y amilopectina

Se estima que el almidén aporta el 50% de las calorias que consumen los seres

humanos diariamente.

El almidon también es una molécula muy importante en la fisiologia de la planta. Se
sintetiza en los cloroplastos de las hojas y en los amiloplastos de érganos de reserva
(Vajravijayan et al, 2018). En los cloroplastos, el carbono que se usa para su sintesis
proviene de la fotosintesis. En este caso, la mayor parte del almidon que se sintetiza
durante el dia se degrada por la noche (Streb & Zeeman, 2012), para enfrentar la

falta de energia durante el periodo de oscuridad (Fig. 5)
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Figura 5. Mecanismo de sintesis de carbohidratos durante la fotosintesis y en su

ausencia. Modificado de Rolland et al., 2006.

El almidon también se acumula en los amiloplastos de érganos de reserva a partir
de la sacarosa que exportan los tejidos fotosintéticos (Fig. 6). En este caso, el
almidon estd destinado a satisfacer necesidades energéticas a largo plazo, por

ejemplo, durante la germinacion de semillas.




e Sacarosa
e Agua

Figura 6. Transporte de sacarosa de los tejidos fotosintéticos a

tejidos no fotosintéticos. Modificado de Curtis y Barnes, 1997.

2.5) Amilasas

Las amilasas son un grupo de enzimas capaces de hidrolizar los enlaces éter de
polisacaridos. ElI almidon es degradado a oligosacaridos, disacéaridos vy

monosacaridos, lo que facilita su posterior metabolizacion (Fig. 7).

a-amilasa

/\\

3-amilasa

“—

{ ) Glucosa {_ X D> Maltosa
Figura 7. Hidrdlisis enzimatica de almidén. Modificado de Uhlig H., 1998.
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Las amilasas se clasifican en dos tipos: la a-amilasa y la B-amilasa. La actividad de
las a-amilasas es dependiente de calcio. Estas enzimas tienen un papel muy
importante durante la germinacion, en donde participan hidrolizando los enlaces a-
1,4 de la amilosa y de la amilopectina presentes en el almidén de las semillas. Por
su parte, las B-amilasas son enzimas que atacan los enlaces glucosidicos del
extremo no reductor para producir maltosa. Su actividad no es dependiente de calcio
y también tienen un papel muy importante en procesos fisiolégicos como la

germinacion y la maduracion de los frutos (Vajravijayan et al, 2018).

Finalmente, el desarrollo de las semillas de frijol en ocasiones coincide con periodos
de condiciones ambientales adversas (sequia, atague de plagas, etc.), que limitan
la disponibilidad de recursos metabodlicos necesarios para las semillas en formacion.
En ese contexto, la movilizacion de materiales acumulados en la vaina puede
constituir un mecanismo que contribuye de manera efectiva a la capacidad de los

cultivos de frijol para sobrevivir y producir semillas viables en ambientes hostiles.

En México la variabilidad genética del frijol es muy amplia. Sin embargo, su
aprovechamiento eficiente en programas de mejoramiento depende de la

caracterizacion de sus respuestas a condiciones ambientales de interés.

Este trabajo pretende aportar parte de esa informacion, para lo cual se evaluo6 si hay
una correlacion positiva entre la cantidad de azlcares solubles y almidon
acumulados en las vainas de 12 genotipos de frijol y los efectos de una deficiencia
nutricional severa sobre los atributos nutricionales de las semillas desarrolladas bajo

esas condiciones.
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3  Hipotesis

En frutos de frijol que al ser cortados de la planta se someten a una limitacion severa

de nutrientes, la cantidad de azucares que almacenan las vainas, tienen una

relacion directa con los contenidos de almidén y proteina presentes en las semillas

gue se desarrollan bajo esas condiciones.

b)

4  Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de una restriccién nutricional severa durante el desarrollo
del fruto, sobre las cantidades de almidén y proteina acumulados en las

semillas de 12 genotipos de frijol.

Objetivos particulares

Determinar los cambios en el contenido de azucares (almidon, glucosa,
fructosa y sacarosa) en las vainas durante el desarrollo de los frutos en 12

genotipos.

Evaluar la participacion de a y B amilasas en la degradacion del almidon

presente en las vainas.

Analizar el efecto de una restriccion nutricional severa en la cantidad de

proteina y almidon en semillas de 12 genotipos de frijol.

Investigar si existe una correlacion entre la cantidad de azlcares presentes
en las vainas de los frutos de frijol y el efecto de una restriccion nutricional

severa sobre el contenido de almidén y proteinas en las semillas.
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MATERIALES Y METODOS

A) Instrumentacion

Los materiales utilizados a lo largo de la experimentacion fueron pesados en una
balanza analitica modelo OHAUS ANALYTICAL plus 1711088.

Para la trituracion de las muestras se emple6 mortero.

La cuantificacion de azucares en placa se hizo en un espectrofotometro modelo
Thermo Scientific Multiskan FC 02336344.

La toma de muestras liquidas se realizé con micropipetas modelo Gilson de 1-10
ML, 20-200 pL y 100-1000 pL. Para una mezcla homogénea de las muestras
tratadas se us6 un vortex modelo MS1 Minishaker IKA 1973608. La centrifugacion
de muestras se realizé en una centrifuga modelo Thermo Scientific HERAEUS Pico
21 Centrifuge 02389404. El calentamiento fue realizado en un bloque de bafio seco
modelo Felisa E079/17.

Para el almacenamiento de las muestras se usaron tubos Eppendorf de 1.5 mL.

B) Método

B.1) Material biologico

Los genotipos evaluados en este estudio fueron los siguientes:

e Flor de Mayo e Cacahuate
o (42 o OTI
o (92 o G17
e GO60 e G15
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e G122 e Negro de Tacana

e Raramuri e G26

Para la germinacion las semillas fueron lavadas con etanol y abundante agua,
después se desinfectaron remojandolas 5 minutos en una solucion de hipoclorito de
sodio al 5%. Posteriormente se enjuagaron 3 veces con agua desionizada y se
colocaron en un recipiente con papel absorbente previamente humedecido. Se
dejaron germinar a temperatura ambiente y en oscuridad. Después fueron
trasplantadas a macetas con 3 L de agrolita. Se cultivaron en un invernadero
iluminado con luz natural y temperaturas diurna y nocturna de 20-25°C y 15-18°C,

respectivamente.

Las macetas se regaron todos los dias con agua y cada tercer dia con solucion de
Hoagland que esta compuesta con 101.1 g/L de KNOs, 236.16 g/L de
Ca(NOs)2*4H20, 115.08 g/L de NH4H2PO4, 246.48 g/L de MgSO4*7H20, 74.55 g/L
de KCI, 61.83 g/L H2BOs3, 169.01 g/L de MdSO4*H20, 287.54 g/L de ZnSO4*7H20,
249.68 g/L de CuS0O4*5H20, 161.97 g/L de H2M0O4 (85% de MoO3) y 468.2 g/L de
NaFeDTPA (10 % Fe) y pH 5.4 (Hoagland y Arnor, 1950).

Las flores se etiquetaron el dia en que estuvieron totalmente expuestas y la edad

de los frutos se establecio en el nimero de dias después de este momento (DDF).

Se removieron los frutos a los 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 DDF y se analizaron los

cambios en las vainas y en las semillas en desarrollo.

La restriccion nutricional se impuso cortando los frutos a 20 DDF e incubandolos en
oscuridad a temperatura ambiente por 20 dias, tiempo en el cual algunas semillas

fueron capaces de completar su desarrollo fisioldgico.
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B.2) Cuantificacion de proteina en las semillas

Semillas que se desarrollaron en frutos cultivados en condiciones normales, o
semillas que lograron completar su desarrollo en los frutos que fueron cortados a
los 20 DDF se trituraron hasta obtener un polvo fino. Se pesaron 100 mg y se
depositaron en tubos Eppendorf. EI material se resuspendié en 1 mL de NaCl 1M y
después de homogenizar en un vortex por 5 min, se centrifugé a 12,000 rpm durante

5 minutos.

Del sobrenadante se tomaron 5 pL los cuales se depositaron en una placa para
ensayos ELISA.

Simultdneamente se hizo una curva patron con BSA (a una concentracion de 0.5
mg/mL). A cada pozo se le adicionaron 200 pL de reactivo de Bradford, se llevo a

un volumen final de 20 mL con agua y se leyé la absorbancia a 595nm.

B.3) Cuantificacion de almidon

B.3.1) Semillas

En este caso se pesaron 100 mg de harina de semillas, el polvo se deposito en
tubos Eppendorf y se les adicioné 1 mL de etanol (EtOH) 80 %. El material se
resuspendid en vortex, después de lo cual se sometieron a calentamiento a 80°C
durante 20 minutos. Una vez que se enfriaron, los tubos se centrifugaron 5 minutos
a 10,000 rpm.

El sobrenadante fue desechado y la pastilla se resuspendié en 1 mL de agua. Se

calentaron a 80°C por 1 hora.

Para la degradacién del almidén 1 g de la enzima amiloglucosidasa: se disolvi6 en
25 mL de acetato de sodio 250 mM pH 4.5. Después de homogenizar a cada
muestra se le adicionaron 250 pL de esta solucion. Las muestras se incubaron a

37°C por 12h después de lo cual se centrifugaron a 10,000 rpm por 5 minutos. El

15



sobrenadante se usé para medir glucosa. Con este propdsito se prepar6é una mezcla
de reaccién que contiene 100 mM Hepes pH 8.0, 50 mM KCI, 0.7 mM NAD, 1 mM
ATP, 3 mM MgClz, 1 U/mL hexocinasa. En los pozos de una placa para ensayos de
ELISA se colocaron 170 puL de esta mezcla de reaccion y 10 pL de las muestras
digeridas con amiloglucosidasa. Se agitaron y se registro la absorbancia a 340 nm.
Posteriormente se adicionaron 10 pL de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) la cual fue preparada mezclando 5.8 U en un mL de
Hepes 100 mM pH 8.0. Los componentes se mezclaron y después de 20 minutos
se realizo la lectura de la absorbancia a 340 nm. La diferencia de las dos lecturas
se usO para calcular la cantidad de glucosa. La cantidad de glucosa se estimo
interpolando las lecturas en una curva patrén elaborada con una solucion de glucosa

5mM a la que se le realiz6 el mismo procedimiento.

B.3.2) Vainas

Las vainas de frutos se cortaron en pedazos pequefios y después de congelarlas

con nitrégeno liquido se almacenaron a -70°C.

Para las determinaciones el material se pesé y se trituré en mortero con 1mL de
EtOH 80%. El material molido se deposité en tubo Eppendorf y se calenté a 80°C
durante 20 minutos. Una vez que los tubos se enfriaron, se centrifugaron a 10,000
rpm durante 5 minutos, el sobrenadante obtenido se separ6 para la cuantificacion
de azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa), mientras que la pastilla fue
procesada de manera similar a lo descrito con la harina de las semillas para la

cuantificacion de almidon.
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B.4) Cuantificacion de azUcares solubles

Para eliminar la coloracion verde de los extractos etandlicos, a cada tubo se le
adicionaron 50 mg de carbén activado. Después de mezclarlo se centrifugaron a

10,000 rpm durante 5 minutos.

La cantidad de azucares se midié6 usando un método enzimatico basado en la
participacion secuencial de 4 enzimas: hexocinasa, G6PDH, fosfato glucosa
isomerasa (PGI) e invertasa (INV). La mezcla de reaccion constituida por 100 mM
Hepes (pH 8.0), 50 mM KCI, 0.7 mM NAD, 1 mM ATP, 3 mM MgClz, 1 U/mL
hexocinasa. Las enzimas G6PDH, e INV se diluyeron en Hepes 0.1 M pH 8.0, para

gue la concentracion final en el ensayo fuera de 1 U/mL.

Los ensayos se hicieron en una placa de ELISA. En cada pozo se pusieron 170 pL
de mezcla de reaccion y 15 pL de muestra. Después de registrar la absorbancia a
340 nm se adicionaron 10 pL de G6PDH, se incubé 20 minutos a temperatura
ambiente y nuevamente se registro la lectura a 340 nm. Posteriormente se
agregaron 10 uL de PGI y después de incubar a temperatura ambiente por 20
minutos se registro la lectura a 340 nm. Finalmente se adicionaron 10 puL de INV y

después de incubar 20 minutos a temperatura ambiente se registré la lectura final.

Los cambios en las lecturas a 340 nm se usaron para calcular las cantidades de
glucosa, fructosa y sacarosa presentes en los extractos; para ello fue necesario

hacer curvas patrén con soluciones de glucosa, fructosa y sacarosa.

B.5) Medicion de actividad de amilasas

Muestras de vaina de 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 DDF se trituraron en 1 mL de buffer
de extraccion, preparado con MOPS 100mM (pH 7.2), EDTA 1mM, DTT 1mM,
etilenglicol 10%. El extracto se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 minutos. Se midio
la cantidad de proteina en el sobrenadante y el volumen correspondiente a 20 ug

se mezcl6 con un volumen igual de buffer de carga (preparado mezclando 4.96 mL
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de Tris-HCI 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 H20).

Para la preparacion del gel separador se mezclaron 1.25 mL de una solucién 30:08
% de acrilamida:bisacrilamida, 0.625 mL Tris-HCI 3M pH8.8, 10 mg de amilopectina
de papa, 2 uL de CaCl2100 mM, 5 pL de MgCl2100 mM, 75 uL de APS 10 % y 5 pL
de TEMED. La amilopectina de papa se disolvié en agua, calentando 10 minutos a
80°C.

Una vez polimerizado el gel separador, el gel apilador se preparé mezclando 0.31
mL de una solucién 30:08 % de acrilamida:bisacrilamida, 0.62 mL de Tris-HCI 0.5
M (pH 6.8), 50 uL de APS 10% y 5 uL de TEMED.

Posteriormente, los pozos del gel se cargaron con 15 pL de muestra y la corrida se
llevo a cabo por 4 horas a 75 V. Transcurrido ese tiempo, el gel se incub6 1 hora en
100 mL de buffer para revelado que fue preparado con acetato de sodio 50 mM pH
4.5, CaCl21 mM, MgCl2 1 mM y DTT 5 mM. Transcurrido ese tiempo, se tifié con
Lugol. La actividad amilolitica se observo como bandas claras sobre un fondo azul

OScuro.

B.6) Identificacion de amilasas

La identificacion de amilasas presentes en las muestras se llevo a cabo por medio
de western blot, empleando anticuerpos especificos para a y B amilasas. Con ese
proposito extractos proteicos de vainas de 10, 15, 20, 25, 30, 40 DDF se separaron
en una electroforesis desnaturalizante. Para llevar a cabo la electroforesis se
preparé un gel separador compuesto por: 1.25 mL de una solucién 30:08 % de
acrilamida:bisacrilamida, 0.625 mL Tris-HCI 3M pH8.8, 25 uL de SDS 20 %, 75 pL
de APS 10 % y 5 uL de TEMED. Para la preparacion del gel apilador se emplearon
0.31 mL de la solucion 30:08 % de acrilamida:bisacrilamida, 0.62 mL de Tris-HCI

0.5 M (pH 6.8), 25 uL de SDS 20 %, 75 uL de APS 10% y 5 uL de TEMED.
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El amortiguador de corrida usado contiene Tris-HCI 50 mM (pH 8.4), 192 mM glicina
y SDS 0.1%.

Las muestras corrieron a 110 V durante 2 horas. Terminada la separacion, el gel se
incubo en buffer de transferencia (Tris-HCI 25mM, glicina 52 mM y metanol (MeOH)
20% y pH ajustado a 8.3).

Los componentes del sistema de transferencia después de ser empapados en
amortiguador de transferencia se colocan en el orden siguiente: una esponja, papel
filtro, el gel donde se encuentran las muestras, la membrana PVDF (la cual dadas
sus caracteristicas hidrofébicas se humedece previamente en MeOH vy
posteriormente colocada en el buffer de transferencia) seguida de otra hoja de papel
filtro y nuevamente otra esponja. Todo esto se asegura en un dispositivo especial
formando asi un emparedado. Es importante poner cuidado especial para evitar que

entre el gel y la membrana de PVDF se formen burbujas.

La transferencia se hace a 30 mA durante 1 h con agitacion constante y se coloca

un bloque de hielo para evitar el calentamiento.

Finalizada la transferencia, la membrana se coloc6 en un recipiente de plastico al
cual se le afiadieron 20 mL de una solucién de leche descremada en polvo (2 %)
disuelta en buffer TBST (que contiene 4.84 g/L de trizma-base, 16 g/L de NacCl, 2
mL/L de Tween-20 pH 7.6). La membrana se incub6 en agitacion constante por 1h
a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se agregd el anticuerpo y se

incubd a 4°C en agitacion continua toda la noche.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 20 minutos en agitacion constante con
buffer TBST. Posteriormente se agregd el anticuerpo secundario (marcado con una
actividad de peroxidasa), disuelto en buffer TBST y se incubd 1h con agitaciéon
constante a temperatura ambiente. Al concluir se le realizaron nuevamente 3

lavados con buffer TBST.
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Por udltimo, a la membrana se le agregd el sustrato que la peroxidasa asociada al
anticuerpo secundario convirtié en una sefial luminosa, la cual se captur6 en un

equipo ChemiDoc.
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5 Resultados

5.1) Efecto del desarrollo sobre la cantidad de almidén y azucares solubles en
las vainas de los frutos de los genotipos G15y OTI

La vaina de los frutos de frijol acumula cantidades importantes de azucares, los
cuales pueden participar en el desarrollo de las semillas. Con el fin de evaluar el
efecto del genotipo y del desarrollo sobre ese fendmeno, se hizo un analisis del
contenido de almidén (Fig. 8), glucosa (Fig. 9), fructosa (Fig. 10) y sacarosa (Fig.

11) en las vainas durante el desarrollo de los frutos en los genotipos G15 y OTI.

25 ~

20 -~

15 -

BG15
@mOTI

10 -

Cantidad de almiddn
(nmol/g PF)

5 10 15 20 25 30 40

Dias de desarrollo de las vainas

Figura 8. La cantidad de almidon en vainas durante el desarrollo de los
genotipos de OTl y G15.

En lo que se refiere a los cambios en la cantidad de almidén (Fig. 8) los resultados
muestran un aumento gradual, en el caso del genotipo G15 la mayor cantidad de
almidon se detecto a los 25 DDF. Para el genotipo OTI el punto maximo se observo
en el dia 30 DDF. En ambos casos, después de alcanzar el valor maximo, se

observo una disminucion gradual.
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Figura 9. Efecto del desarrollo sobre la cantidad de glucosa presente en

la vaina durante el desarrollo de los frutos de los genotipos G15 y OTI.

En la figura 9 se observan los cambios en la cantidad de glucosa presente en las
vainas durante el desarrollo de los frutos de los genotipos G15 y OTI. Los resultados
obtenidos muestran que en ambos genotipos hay un incremento gradual. En el
genotipo G15 la acumulacion maxima de glucosa se observa a los 20 DDF, mientras

gue en el genotipo OTI el punto mas alto se presenta a los 25 DDF.
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Figura 10. Cantidad de fructosa en vainas de los genotipos G15 y OTI
a lo largo del desarrollo de los frutos.

En la figura 10 se observa un aumento gradual de la cantidad de fructosa que se da
durante el desarrollo de los frutos. En el genotipo G15 se observa un punto maximo

a los 20 DDF, mientras que para el genotipo OTI el valor mas alto se presenta a los
25 DDF.
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Figura 11. Cantidad de sacarosa presente en las vainas de los frutos
de los genotipos G15 y OTI a lo largo de su desarrollo.

En la figura 11 se muestra la cantidad de sacarosa presente en muestras de vaina
para genotipo G15 y OTl alo largo de su desarrollo; G15 presentd un punto maximo

a los 20 DDF, mientras que el valor mas alto en OTI se observo a los 25 DDF.

Es importante remarcar que las concentraciones de todos los azicares mostraron
una disminucion gradual después de alcanzar los puntos maximos y que ambos
genotipos mostraron una respuesta similar.
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5.2) Actividad de amilasas en las vainas de los genotipos G15y OTIl durante el
desarrollo de los frutos

Al analizar el desarrollo de los frutos se observlo que la cantidad de almidon se
reduce en la parte final del periodo. La siguiente parte consistio en medir la actividad

de amilasas y tratar de establecer su participacion en el proceso.

Dias
5 10 15 20 25 30

G15

OTI

Figura 12. Gel nativo para medir actividad de amilasas en vainas de los

genotipos G15 y OTI durante el desarrollo de los frutos.

En la figura 12 se muestra el gel nativo para medir la actividad amilolitica en
extractos de vainas durante el desarrollo de frutos de los genotipos G15 y OTI. En
el caso del genotipo G15, se observa que a partir de los 20 DDF aumenta la
intensidad de una banda que aparece en la parte superior del gel. Un patron similar

se observa en las vainas del genotipo OTI, solo que en este caso el cambio inicia a




25 DDF. Al comparar estos resultados con los obtenidos en la cuantificacion de
almidon (Fig. 8), se aprecia que la aparicion de estas bandas coincide con la

degradacion acelerada del almidén.

5.3) Analisis de los cambios en la abundancia de a y B-amilasa en vainas
durante el desarrollo de los frutos

Con el fin de identificar la naturaleza de las amilasas que participan en la
degradacion de almidén acumulado en la vaina de los frutos, se usaron anticuerpos
especificos para a y B amilasas con los que se evaluaron los cambios en su

abundancia durante el desarrollo de los frutos.

G15 oTI
Dias Dias
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Figura 13. Analisis por western de los cambios en la cantidad de -amilasas
(A) durante el desarrollo de los frutos. (B) Gel desnaturalizante en donde se

muestran las proteinas presentes en los extractos.
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En lafigura 13A se presenta un western blot que muestra los cambios en la cantidad
de B-amilasa en las vainas de los genotipos OTI y G15 durante el desarrollo de los
frutos. Se observa que el anticuerpo reconoce 2 bandas (de 82 y 64 kDa). Al hacer
una comparacion entre la intensidad de las bandas detectadas por los anticuerpos
y la cantidad de almiddn presente en las vainas (Fig. 8) se aprecia que en el genotipo
G15 no hay relacion entre ambas variables, mientras que en las vainas del genotipo
OTI, el incremento en la intensidad de la banda de 64 kDa coincide bien con la

desaparicion del almidén.

Dias
G1S on
kDa S 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
72— A
55—

Figura 14. (A) Evaluacion por western blot de los cambios en la cantidad de a-
amilasa en vainas de los genotipos G15 y OTI durante el desarrollo de los frutos.
(B) Gel desnaturalizante tefiido con azul de Coomasie en donde se aprecian las

proteinas presentes en los extractos por 40 dias de la planta.
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En la figura 14A se muestran los resultados de la evaluacién por western blot de los
cambios en la cantidad de a-amilasa durante el desarrollo de los frutos en los
genotipos G15 y OTI. EL anticuerpo reconoce una banda de 56 kDa, cuya intensidad
en el caso del genotipo G15 disminuye en las etapas finales del periodo de
desarrollo. En el caso del genotipo OTI, la intensidad de la banda se mantiene

elevada a lo largo del periodo analizado.

Los siguientes son resultados de experimentos que se realizaron con el fin de
evaluar la importancia de los materiales acumulados en las vainas de los frutos
como materiales de reserva que pudieran ser usados para favorecer el desarrollo
de las semillas cuando condiciones adversas limitan la disponibilidad de

fotosintatos.

5.4) Efecto de la restriccion de nutrientes sobre las cantidades de proteinay
almidon presentes en la semilla

Frutos en una etapa temprana de su desarrollo (20 DDF) fueron cortados de la
planta e incubados en oscuridad por 20 dias; bajo esas condiciones algunas
semillas fueron capaces de completar su desarrollo. La cantidad de proteina
presente en esas semillas se compar6 con las de frutos que crecieron normalmente
(Fig. 15). Los resultados muestran que la falta de nutrientes produce una reduccion

en el contenido de proteina que va del 15 al 40 % (Fig. 16).
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Figura 15. Cantidad de proteina en la semilla de 12 genotipos de frijol
que se desarrollaron en condiciones normales o en frutos que fueron

cortados de la planta 20 DDF.
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Figura 16. Reduccién de la cantidad de proteina (%) como
consecuencia de la falta de nutrientes que experimentaron las semillas
de 12 genotipos de frijol como consecuencia de cortar los frutos a 20
DDF.
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Alli mismo puede verse que la magnitud del efecto negativo es dependiente del
genotipo siendo los genotipos C60 y G22 los que presentaron las menores

reducciones.

En lafigura 17 se presenta el analisis electroforético de las proteinas presentes.

Genotipo
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25
20

250
150
100
75
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Figura 17. Andlisis del efecto de la restriccion nutricional severa sobre las

caracteristicas de las proteinas presentes en las semillas de 12 genotipos de frijol.

Las bandas observadas en ambos geles son similares, o que sugiere que la

restriccion nutricional no modificé el tipo de proteinas presentes.

El efecto de la restriccién nutricional sobre la cantidad de almidén presente en las
semillas también fue evaluado (Fig. 18). En este caso la reduccion es menor pero
igual que con las proteinas, la magnitud de la reduccion también es dependiente del

genotipo (Fig. 19).
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Figura 18. Cantidad de almidon en semillas de 12 genotipos de frijol
cuyos frutos fueron cortados a 20 DDF o que se desarrollaron

normalmente.
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Figura 19. Reduccion de la cantidad de almidon (%) en semillas de
frijol como consecuencia de la restriccion nutricional a la que se

sometieron durante su desarrollo.
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Las reducciones en las cantidades de almidén y proteina consecuencia de la
restriccién nutricional a las que fueron sometidas las semillas durante su desarrollo
se presenta en la figura 20. Puede observarse que hay genotipos donde la
disminucidn en la cantidad de almidén es pequeia y la reduccién en la cantidad de
proteina también es modesta. Sin embargo, hay otros los cuales los porcentajes

gue se redujeron ambos componentes son grandes y bastante similares.

45
A
0| o ONT
35 M Cacahuate
S i )
- +’ A Raramuri
c -
g u - % F.M. DOL
2 (]
8 25 ¥ C60
5
£ 20 - 0122
‘Q
92
215, N
g - 0Tl
o 10 -
G17
5 15
0 T T ) W26
0 10 20 30 42
Disminucion de almidon (%)

Figura 20. Correlacion de las reducciones en las cantidades
de almidén y proteina en 12 genotipos de frijol que se
sometieron a una restriccion nutricional severa durante su
desarrollo.
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5.5) Analisis de las cantidades de almidén y azucares solubles (glucosa,
fructosay sacarosa) presentes en las vainas de 12 genotipos de frijol

En el modelo usado para aplicar la restriccion nutricional en los frutos que fueron
cortados en una etapa temprana del desarrollo de la semilla (20 DDF) e incubados
en oscuridad; bajo estas condiciones, el desarrollo que logren las semillas
dependera de las reservas acumuladas en la vaina. Con esta idea en mente, se
procedié a medir la cantidad de azUcares presentes en las vainas al momento en
gue los frutos fueron removidos. En la figura 21 se observa que entre genotipos hay
diferencias importantes en la cantidad de almidon presentes en las vainas al

momento en que los frutos fueron cortados de la planta.
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Figura 21. Cantidad de almidon presente en las vainas de frutos de 20
DDF en 12 genotipos. de frijol.
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También se midieron cantidades de glucosa (Fig. 22), fructosa (Fig. 23) y sacarosa
(Fig. 24).
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Figura 22. Cantidad de glucosa en vainas de 12 genotipos de frijol.
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Figura 23. Cantidad de fructosa en la vaina de 12 genotipos de frijol.
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Figura 24. Cantidad de sacarosa en vaina de 12 genotipos de frijol.

Al igual que lo observado con el aimidén, en las figuras 22, 23 y 24 se observa que
también hay diferencias muy importantes en las cantidades de glucosa, fructosa y
sacarosa, respectivamente en las vainas de los genotipos a 20 DDF, que fue el

momento que se cortaron los frutos.
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La figura 25 muestra la correlacion entre la cantidad de azlcares (almidén mas
azucares solubles) presentes en la vaina al momento en que fueron cortados los
frutos y la reduccion en el contenido de almiddn en las semillas que se desarrollaron
en esas condiciones. En general se observa una tendencia directamente
proporcional: a mayor contenido de azucares en la vaina, mayor es el porcentaje de
disminucién de almidén en la semilla. Se puede observar que los genotipos 92, NT
y OTI tienen un porcentaje de disminucién muy alto, mientras que en otros como 26,

42 y C60 la reduccion es muy pequeiia.
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Figura 25. Relacion entre la cantidad de azucares presentes en las
vainas de 12 genotipos de frijol a 20 DDF y la disminuciéon en la
cantidad de almidén (%) en semillas que lograron desarrollarse en

frutos que se cortaron en ese momento.
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En la figura 26 se observa la relacion que existe entre la cantidad de azlcares
totales en la vaina a 20 DDF y la disminucion de la cantidad de proteina en las
semillas que logran desarrollarse en frutos que se cortan en ese momento. Se
puede observar que también existe una correlacion directa entre las dos variables.

Sin embargo, el efecto es mayor al que se observa en la cantidad de almidén.
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Figura 26. Relacién entre la cantidad de azUcares totales
presentes en vaina de 12 genotipos de frijol a 20 DDF y la
disminucion de proteina en las semillas que se desarrollan en

frutos que se cortan en ese momento.
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6 Discusioén

La actividad fotosintética permite a las plantas aprovechar la energia luminosa para
sintetizar azUcares, los cuales pueden ser oxidados 0 usados como precursores de
diversos compuestos. No todos los érganos son fotosintéticamente activos; sin
embargo, las plantas han desarrollado mecanismos para que, a traves de la
distribucion de sacarosa, todas sus estructuras tengan acceso a los productos de la
fotosintesis. Por otro lado, las plantas pueden enfrentar situaciones como la falta
de luz (oscuridad) o condiciones ambientales adversas, que reducen la actividad
fotosintética y limitan la disponibilidad de sus productos (Santiago A., 2010). El
almidon es un polimero formado por moléculas de glucosa unidas por enlaces a 1,4
y a 1,6 y cuyo metabolismo es importante para el crecimiento éptimo de las plantas
(Sitt y Zeeman, 2012). El almidon es usado por las plantas para almacenar los
excedentes de carbono fijado por los tejidos fotosintéticos; y su degradacion durante
la noche garantiza la disponibilidad de carbono reducido para que los procesos
metabodlicos puedan continuar. El almidon también se acumula en frutos y semillas
en donde cumple funciones igualmente importantes. La biosintesis del almidon
involucra la participacién de enzimas que muchas veces actian como complejos
multiproteicos y su actividad esta sujeta a una regulacién cuya complejidad pone de

manifiesto su importancia (Mufioz et al., 2006).

Ademas de los productos fotosintéticos que reciben de las hojas, las vainas de los
frutos de frijol son estructuras fotosintéticas, lo que probablemente contribuye a que
en ellas se acumulen cantidades muy importantes de almidon y azucares solubles
(Figs. 21, 22, 23 y 24). Nuestros resultados muestran que la cantidad de esos
metabolitos dependen de la etapa del desarrollo, y que la etapa en donde las
semillas tienen un crecimiento mas activo (a partir de los 20 DDF) coincide con la

rapida disminucién de las cantidades de todos ellos.
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La degradacion de almiddn involucra la participacion de a y B-amilasas cuyo papel
depende tanto del desarrollo, como de las condiciones en que se encuentran las
plantas (Muntz, 1977 y Beers, et al., 1990). La evaluacion por western blot de la
abundancia de a y B-amilasas (Figs. 13A y 14A) muestra que salvo la banda
reconocida por el anticuerpo contra de p-amilasa en el genotipo OTI, los cambios
en las otras bandas reconocidas por ambos anticuerpos no tienen una correlacion
positiva con la degradacion del almidon. Esto sugiere otros mecanismos podrian

participar en la regulacién de sus actividades.

El hecho de que las cantidades de almiddn y azlcares solubles presentes en la
vaina de los frutos se reduzcan cuando la semilla entra en la fase rapida de
acumulacion de sustancias de reserva (Figs. 8, 9, 10 y 11), sugiere que la vaina
ademas de proteger a las semillas en desarrollo también funciona como un
reservorio de nutrientes. Con el fin de probar esa hipétesis, se cortaron frutos de 20
DDF y se incubaron en oscuridad. Bajo esas condiciones, el desarrollo de las
semillas depende del reciclaje de los recursos acumulados en la vaina. Nuestros
resultados muestran que en las semillas desarrolladas bajo esas condiciones hay
una disminucién importante en las cantidades de almidén y proteina (Figs. 15y 18).
La reduccion fue mayor en la cantidad de proteina y la respuesta es claramente
dependiente del genotipo. Sin embargo, estas variables no siempre estan
correlacionadas: hay genotipos en donde las reducciones en proteina y almidén son
elevadas, mientras que otros tienen reducciones relativamente pequefas en la
cantidad de almidén y disminuciones muy importantes en la cantidad de proteina
(Fig. 20). Es probable que esto se deba al menos en parte, a que la sintesis de

proteinas es energéticamente mas costosa que la de almidon.

Cuando se correlacionaron las cantidades de azucares presentes en las vainas con
la magnitud de las reducciones en las cantidades de almidén y proteina que
experimentaron las semillas que se desarrollaron en frutos que se removieron a 20
DDF, los resultados obtenidos son contrarios a lo esperado: en general entre mas

alto es el contenido de azucares en las vainas, mas grande es la reduccion en las

39



cantidades de almidon (Fig. 25) y proteina (Fig. 26) en las semillas desarrolladas.
Estos resultados hablan de una incapacidad para canalizar eficientemente los

recursos metabolicos de las vainas al desarrollo de las semillas.
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7 Conclusiones

La vaina de los frutos de frijol es un 6rgano que ademas de proteger a las semillas,
acumula cantidades importantes de azucares (almidén, glucosa, fructosa y

sacarosa) que son utilizados para el desarrollo de las semillas.

La velocidad con la que se degrada el almidon acumulado en las vainas no tiene
una relacién directa con la intensidad de las bandas de proteinas reconocidas por

anticuerpos contra a y § amilasas.

La restriccion nutricional que afecto a los frutos que fueron cortados 20 DDF, redujo
la cantidad de almidon y proteinas en las semillas; sin embargo, la cantidad de

proteina fue mayormente afectada.

Los genotipos acumulan grandes cantidades de azucares solubles en las vainas,
pero bajo condiciones de restriccion nutricional severa parecen ser incapaces de

hacer una transferencia eficiente de esos recursos a las semillas en desarrollo.

Practicamente todas las respuestas obtenidas son dependientes del genotipo, lo
gue demuestra la existencia de variabilidad genética que podria ser usada en

programas de mejoramiento.
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8 Perspectivas

Este proyecto muestra que el papel de la vaina no se limita a proteger a las semillas;
ésta estructura acumula azlcares que son usados por las semillas en desarrollo,
Nuestros resultados muestran que existen grandes diferencias entre genotipos y
esa variabilidad genética podria ser usada en programas de mejoramiento para
obtener variedades que a partir del uso de los azlcares acumulados en la vaina
pudieran tolerar de mejor manera condiciones adversas. Sin embargo, nuestros
resultados también muestran que los genotipos que acumulan mas azlcares
parecen ser incapaces de transferirlos eficientemente a las semillas en desarrollo.

Sin duda sera interesante investigar las bases moleculares de esa limitacion.
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