WAL AR §

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

ANALISIS DE COMPONENTES DE LA PARED CELULAR DE LA
VAINA DE FRUTOS DE FRIJOL QUE PUEDEN CONTRIBUIR AL
DESARROLLO DE LA SEMILLA

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA
PEDRO CANO RENDON
DIRECTOR DE TESIS

J. ELEAZAR MARTINEZ BARAJAS

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD.MX., 2019




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: J. ELEAZAR MARTINEZ BARAJAS
VOCAL: JOSE PEDRAZA CHAVERRI
SECRETARIO: EUCLIDES AVILA CHAVEZ

ler. SUPLENTE: MARIA DEL CONSUELO PLATA RAMOS
2° SUPLENTE: ADRIANA BERENICE PEREZ JIMENEZ

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
LABORATORIO 102 DEL CONJUNTO E DE LA FACULTAD DE QuimicA, UNAM.
CiuDAD UNIVERSITARIA, CIUDAD DE MEXICO.

ESTE TRABAJO FUE REALIZADO GRACIAS AL FINANCIAMIENTO OTORGADO POR LA FACULTAD
DE QUIMICA CON EL PROGRAMA DE APOYO A LA INVESTIGACION Y AL POSGRADO (PAIP)
5000-9127 Y POR LA DIRECCION GENERAL DE ASUNTOS DEL PERSONAL ACADEMICO
(DGAPA)-UNAM AL PROYECTO IN 203017

ASESOR DEL TEMA:

DR. J. ELEAZAR MARTINEZ BARAJAS

SUSTENTANTE:

PEDRO CANO RENDON




indice

1 RESUMEN ettt ettt e et et e e et e e e e e e e et e e eea e e eaneaes 1
2 IMAICO TEONICO oo 2
2.1 Importancia del frijol €N MEXICO .......ccovieeiiiiieiiiiie e 2
2.2 Desarrollo de 10s frutos de frijol.........ccooevviiieiiiiiii e, 2
2.3 Lavaina de frijol ... 4
2.3.1 Caracteristicas Yy fUNCION ...........ooiiuiiiiiiiiiie e 4
2.3.2 Estructura y desarrollo de la vaina.........cccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 6
2.3.3 Elfloemay el transporte desde la pared de lavaina.............ccccevvunenn. 7
2.3.4 Descarga del floema en lavaina.........ccccccovviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 7
2.4 Paredes celulares vegetales .........ccoooieeeiiiiiiiiiiiie e 9
2.4.1 Composicion quimica de la pared celular primaria..............ccccovvvveenn. 10
2.5 CelUIOSA ...ccooiiieeeeee 11
2.5.1 La orientacion de las fibrillas de celulosa ..........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiinnnnn. 12
2.5.2  Movimiento activado por la humedad ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 13
P2 T =T o 1] = LS 14
2.6.1 Estructuras moleculares e interacciones de pectinas...........cccccceee.... 14
2.6.2 Lainteraccion de las pectinas con otros componentes de la pared
celular 15
2.6.3 Las funciones celulares de Ias pectinas .........ccccccevvvveviiiiiiiiiiiiiieennnn. 18
2.7  HemiCeluloSas.........ooiiiiiiii 19

2.7.1 Hemicelulosas como compuestos de almacenamiento en semillas .. 21
2.8 El almacenamiento y la movilidad de los componentes de la pared celular

22

2.8.1  MOVIIAd .....cooeeeeeiiiee e 22
2.8.2 Compuestos estructurales de la pared celular y su movilidad ........... 23

2.9 Expansinas y enzimas que remodelan las paredes celulares.................. 24

G B (0] o] 1= o - PSS 25
4 HIPOIESIS ... 25
5 ODJBUVOS ... 25
5.1 ODJetiVO gENETAL ......ccoeiiiii e 25

5.2  Objetivos eSPEeCIfiCOS ......ccovviiiiiiiii 26



I IV =1 (oo (o] oo - TSP ETTT PO 27

6.1 Material DIOIOGICO .......uuviiiiiiiiieiee e 27
6.2 Purificacion de las paredes celulares (Stolle-Smits et al., 1999).............. 28
6.3 Determinacion de celulosa método tomado y modificado de Updegraff
(LG ) SRR 29
6.3.1 Cuantificacion de azUCAresS..........ccccccvvieiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeee e 29
6.4 Determinacion de hemicelulosa (Vetten y Huber, 1990) ............ccccvvvvnnnn. 30
6.5 Determinacién de acido galacturénico (Zhu et al., 2016) ..........ccccevveeeee. 30
6.6 ANAlISIS StAadiSHCO......cceiiiiiiiiiieiie e 31
T RESUIAAOS .. ..o 32
7.1  Contenido de CelUIOSA........ccoviiiiiiiiieee e 37
7.2 Contenido de Acido GalacturOniCo. ...........c.ecveerireeeeeieeeeceeeeee e eee e, 39
7.3 Contenido de hemiCeluloSa...........coovviiiiiiiiiiiiiii e 41
8  ANAlISIS de resultados. ......ccooeeeeee e 45
O CONCIUSIONES ... 47

O T = 1101 oo =1 - VSRR 48



indice de figuras

Figura 1. Etapas de desarrollo de una planta de frijol. ........cccccoiiiiiiiiieie e 3
Figura 2. Caracteristicas de las etapas de desarrollo de las plantas de frijol.............cccccvivireeeeeiinnns 3

Figura 3. Cinética de crecimiento de vainas y semillas de frijol en la variedad Porrillo

] 0=3 o] o J PP OTRR PRSP 4
Figura 4. Fruto de la planta de frijol y SUS COMPONENLES .......cccoiiiiiiiiiiiiiieiiiiee et 5
Figura 5. Esquema de la ruta de los azlcares en la carga del floema. ...........cccoiiiiiiiiiciiii s 8
Figura 6. Modelo de pared celular VEgETal .............oioiiiiiiiiie e 11

Figura 7. Modelo esquematico de la deformacién por traccién de un compuesto hipotético formado

de fibrillas extremadamente rigidas (esencialmente no deformables) (gris) en una matriz blanda

(0] = o ) 13
Figura 8. Estructura de HG, RG-1 Y RG-1l y SUS INtEIaCCIONES. ........cevvvvviieeeieieieeereeeieeeeeeeeeeeeeeennnnnes 16
Figura 9. Representacion esquemética de los tipos de hemicelulosas encontrados en las paredes
CelUIAreS de 18S PIANTAS. ....coiiiiiiie ittt e e et e et e e e e sbr e e e e e 20
Figura 10. Movilidad de los componentes CEIUIArES. ........occuuiiiiiiiieiiiieee e 23
Figura 11. Germinacion de SEMIIIAS. ........coiuiiiiiiii e 27
Figura 12. Crecimiento de 1aS PIantas. ............ouviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt aeaeeseeeeaeseaseeanes 28
Figura 13. Caracteristicas de los materiales analizados. ............cccovveeiieeiiiiiiiieeece e 28
Figura 14. Cinética de crecimiento de los frutos de frijol genotipos OTI (A) y G-15 (B)......... ......... 32
Figura 15. Semillas y frutos de frijol de los genotipos OTI Y G-15........cvvvviiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 34
Figura 16. Efecto de la falta de nutrimentos sobre los pesos secos de vainas y semillas de frutos del
o< 0o 1] o T I @ I I TR OO PR PPPPRPN 35
Figura 17. Efecto de la falta de nutrimentos sobre los pesos secos de vainas y semillas de frutos del
Lo T=] a0 ]1] o T I € R TP UPP R PPPPRPN 36
Figura 18. Curva de calibracion de glucosa para la determinacion de celulosa............cccccceeeeiinnns 37
Figura 19. Contenido de celulosa en vainas de los genotipos OTI (A) y G-15 (B). ..ceoevviviiiieennnns 38
Figura 20. Curva de calibracion para la determinacion de pectinas.. .........cccvevviviveeiiiireesniiee e 39

Figura 21. Contenido de acido galacturénico en vainas de los genotipos OTI (A) y G-15

() TSR 40
Figura 22. Curva de calibracion para la determinacion de hemicelulosa. ..........cccccovviiiiiniiie e, 41
Figura 23. Contenido de hemicelulosa en vainas de los genotipos OTI (A) y G-15 (B). ......cceeneee. 42

Figura 24. Composicion relativa de celulosa, acido galacturénico y hemicelulosa en las muestras

P2 L E=1 L= Vo F- T 43


file:///C:/Users/12/Downloads/Pedro%20CR/TESIS%20CANO%20RENDON%20PEDRO%20REVISION%20FINAL%20vobo%206-9-19.docx%23_Toc19865172

Abreviaturas

dda: dias después de antesis
Dha: acido heptulopiranosilérico
DMSO: dimetilsulfoxido

Kdo: &cido 3-deoxi-mano-octulosonico
KOH: hidréxido de potasio

HG: homogalacturonano
NaBHa: borohidruro de sodio
NaB4Ov: tetraborato de sodio
RIA: residuo insoluble en alcohol
RG-1: ramnogalacturonano-I
RG-2: ramnogalacturonano-Il

RMN: resonancia magnética nuclear



Andlisis de componentes de la pared celular de la vaina de frutos de frijol
gue pueden contribuir al desarrollo de la semilla

1 Resumen

La vaina de frijol desempefia un papel importante durante el desarrollo de las
semillas; a través de ella se distribuyen los productos de la actividad fotosintética de
las hojas, al mismo tiempo que es una barrera efectiva que protege a las semillas

de factores abidticos y bidticos.

La vaina es un O6rgano que presenta actividad fotosintética, que es capaz de
almacenar compuestos de reserva como almidon, azucares solubles (glucosa,
fructosa y sacarosa) y proteinas. En estudios previos en los que frutos en una etapa
inicial del desarrollo de la semilla se cortaron de la planta y se incubaron en
obscuridad, se ha demostrado que en respuesta a la severa disminucién en el flujo
de los nutrimentos, las vainas pueden reducir hasta el 60% de su peso seco y
generar recursos que contribuyen al desarrollo de las semillas. Se han identificado
el almidon y los azlcares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) como moléculas

que las vainas removilizan bajo esas condiciones.

En este trabajo se utilizé el mismo sistema experimental de cortar e incubar en
oscuridad frutos de planta de frijol para investigar si componentes de las paredes
celulares de las vainas son también movilizados hacia las semillas para que estas

puedan continuar con su desarrollo bajo condiciones nutricionales extremas.

Los resultados de las mediciones de las cantidades de hemicelulosa, pectina y
celulosa en muestras de paredes celulares de las vainas de dos genotipos (OTI y
G-15) sugieren gque bajo esas condiciones, la vaina no moviliza los materiales que
forman sus paredes celulares, lo que da como resultado paredes celulares

probablemente mas resistentes.




2 Marco teorico

2.1 Importancia del frijol en México
El frijol es uno de los cultivos de mayor importancia en México, para muchos

productores representa una fuente importante de ocupacion e ingreso, y una
garantia de seguridad alimentaria. El frijol se cultiva en todas las regiones del pais,
entre las que destaca la region del Altiplano del Centro-Norte con clima templado-
semiarido, que comprende los estados de Chihuahua, Durango, Zacatecas, San
Luis Potosi y Guanajuato, donde en el ciclo primavera- verano se siembra 68% de

la superficie nacional que se dedica a este cultivo (Herrera et al., 2012).

El frijol pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribu Phaseolae,
y especie Phaseolus vulgaris L. Por su alto contenido proteico (20-25%) es, entre
las leguminosas, el tercer cultivo mas importante en el mundo, después de la soya
y el cacahuate (Lara, 2015). Como la mayoria de las leguminosas, sus proteinas
son deficientes en aminoacidos azufrados como la metionina y la cisteina; sin
embargo, una ingesta regular de frijol favorece la disminucion de los niveles de
colesterol y reduce los riesgos de padecer cancer (Anderson y Gustafson, 1988).
En el caso particular de México, el consumo de frijol representa el 36% de la ingesta

diaria de proteinas.

2.2 Desarrollo de los frutos de frijol
El desarrollo de la planta de frijol comprende de manera general dos fases

sucesivas: la vegetativa y la reproductiva. La etapa vegetativa se inicia en el
momento en que la semilla dispone de condiciones favorables para germinar, y
termina cuando aparecen los primeros botones florales; en esta fase se forma la
mayor parte de la estructura vegetativa que la planta necesita para iniciar su

reproduccion (Fernandez de C. et al., 1986).

La etapa reproductiva se inicia con la aparicion de los primeros botones o racimos
florales y termina cuando el grano alcanza el grado de madurez necesario para la
cosecha; a pesar de ser esta fase eminentemente reproductiva, durante ella las
variedades indeterminadas (Tipos II, Il y IV) contindan, aunque con menor

intensidad, produciendo estructuras vegetativas (Fernandez de C. et al., 1986). En




la Figura 1, ademas de las fases ya mencionadas, se identifican 10 etapas de
desarrollo cuya duracién puede variar dependiendo del genotipo y de las
condiciones de cultivo, mientras que en la Figura 2 se hace una breve descripcién

de cada una de ellas.
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Figura 1. Etapas de desarrollo de una planta de frijol. Se identifican
10 etapas cuya duracion puede cambiar por las condiciones de cultivo
(Fernandez de C. et al., 1986).

Fase Etapa Evento con que se inicia cada etapa
Cddigo Nombre
La semilla esta en condiciones favorables para iniciar la
VO Germinacion germinacién
. Los cotiledones del 50% de las plantas aparecen al nivel
Vi Emergencia del suelo
Las hojas primarias del 50% de las plantas estan
V2 Hojas primarias desplegadas
V3 Primera hoja trifoliada La primera hoja trifoliada del 50% de las plantas estd
desplegada
o La tercera hoja trifoliada del 50% de las plantas esta
\Z Tercera hoja trifoliada desplegada
fl » Los primeros botones o racimos han aparecido en el
Reproductiva RS Prefloracion 50% de las plantas
Se ha abierto la primera flor en el 50% de las plantas
R6 Floracién
» ) Al marchitarse la corola, en el 50% de las plantas
R7 Formacion de las vainas aparece por lo menos una vaina
) Llenado de semillas en la primera vaina en el 50% de las
R8 Llenado de las vainas plantas
Cambio de color en por lo menos una vaina en el 50%
R9 Maduracion de las plantas (del verde al amarillo uniforme o
pigmentado)

Figura 2. Caracteristicas de las etapas de desarrollo de las plantas de frijol.
(Fernandez de C. et al., 1986).




En la Figura 3 se observa que el desarrollo de las vainas y de las semillas es
asincronico: la vaina alcanza su longitud maxima alrededor de los 15 dias después
de la floracion y poco después inicia el crecimiento de las semillas.

Longitud vaina Peso semilla
(em) ()
R7 R& R9
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Dias después de la floracion

Figura 3. Cinética de crecimiento de vainas y semillas de frijol en la variedad
Porrillo Sintético (Fernandez de C. et al., 1986).

2.3 Lavaina de frijol
2.3.1 Caracteristicas y funcion

El fruto de frijol es una vaina con dos valvas, las cuales provienen del ovario
comprimido. Esta es una caracteristica que distingue a las leguminosas, aunque
entre variedades puede haber muchas diferencias en tamafios y colores. Las valvas
estan unidas por 2 suturas, la dorsal, también llamada placental y la ventral (Figura

4). Los ovulos, que son las futuras semillas, se alternan en la sutura placental.
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Figura 4. Fruto de la planta de frijol y sus componentes (Arias et al., 2007).

Una vaina, es un érgano fotosintéticamente activo que una vez que la maduracién
de la semilla se completa, las valvas se separan longitudinalmente y liberan su
contenido. Las vainas juegan un papel primordial en la supervivencia de una especie
(Bennett et al., 2011). No esta claro si los fotoasimilados generados durante la
fotosintesis de la pared de vaina pueden ser reasignados a otras vainas. Tal
mecanismo podria ser valioso, pues las vainas de la parte superior del dosel reciben

una mayor cantidad de luz incidente y su actividad fotosintética es superior.

Se ha establecido que a partir de la antesis la vaina se convierte en un 6rgano capaz
de almacenar compuestos ricos en nitrogeno (N) y carbono (C). Parte de ellos son
almacenados temporalmente y después removilizados a las semillas (Bennett et al.,
2011); por ejemplo, se estima que el 20% del N acumulado en las semillas de
guisante proviene de material removilizado de la pared de vaina (Schiltz et al.,
2005).

Este reciclaje de nutrimentos es esencial para la produccion de semillas y supone
la capacidad del floema para mantenerse funcional durante la senescencia (Fellery
Fischer, 1994). A medida que el desarrollo avanza, hay un aumento en los
compuestos exportados desde la pared de la vaina hacia las semillas, lo cual podria
deberse en alguna medida a la actividad de sacarosa sintasa (SUS) en la pared de
la vaina y el funiculo, cuya presencia podria facilitar la carga del floema y descarga
de solutos (Schjoerring et al., 1995; Schiltz et al., 2005, Fallahi et al., 2008).

Los cambios en la anatomia de la vaina y en las concentraciones de clorofila durante

la maduracién de la vaina correlacionan con alteraciones en patrones de de




transcripcion (Wagstaff et al., 2009). De hecho, existe una fuerte asociacion entre el
desarrollo de la vaina y el tamafio de la semilla (Pechan y Morgan, 1985), y se ha
sugerido de que la longitud de la vaina podria ser utilizado como un indicador del

rendimiento del cultivo (Diepenbrock, 2000).

Recientes analisis de los perfiles de transcripcion han proporcionado evidencia que
apoyan la afirmacion de que la pared de la vaina es en realidad una hoja modificada
(Ma et al., 2005; Scutt et al., 2006; Wagstaff et al., 2009), cuya actividad fotosintética
puede generar hasta el 60% de los recursos que necesitan las semillas en desarrollo
(Diepenbrock, 2000).

2.3.2 Estructuray desarrollo de la vaina

En pericarpio de las vainas se identifican tres capas celulares funcionales:
exocarpio, mesocarpio y endocarpio. El exocarpio comprende una capa epidérmica
unicelular que esta poblada con estomas que facilitan el intercambio gaseoso,
mientras que en el mesocarpio se encuentran capas de células de clorénquima que
son ricas en cloroplastos (Sessions y Zambryski, 1995). Finalmente, el endocarpio
consiste en dos capas celulares diferentes, la mas externa formada por grandes
células de paredes delgadas, mientras que la mas interna estéa constituida de células
pequefias y compactas como resultado de varias divisiones anticlinales (Spence et
al., 1996). Las paredes de la vaina no son completamente uniformes y contienen
una zona estrecha de dehiscencia (ZD), aproximadamente dos capas celulares de
ancho, abarca la longitud de la vaina entre la valvula y el replum (Ferrandiz et al.,
1999; Ferrandiz, 2002). Tal diferenciacion del pericarpio es necesaria para marcar
la degradacion celular de la laminilla media entre las células de la ZD, que permitira

gue la vaina rompa y libere las semillas maduras (Meakin y Roberts, 1990).




2.3.3 El floemay el transporte desde la pared de la vaina

Los azucares que se producen en las hojas durante la fotosintesis, son cargados en
el floema para su transporte a los 6rganos no fotosintéticos de la planta. Este
sistema, a diferencia del xilema, que esta especializado en el transporte de agua y
cuyo flujo a lo largo del continuo tierra-planta-aire es impulsado por el gradiente que

crea la transpiracion (van Bel, 2003).

Ademas de agua, este sistema puede transportar a larga distancia una gran
variedad de moléculas dentro de las que se encuentran carbohidratos
(monosacéridos, disacéaridos, oligosacaridos de galactosa, alcoholes de azucar),
aminoacidos y minerales (van Bel, 2003), fitohormonas, RNAs pequefios, RNAs
mensajeros y proteinas (Lucas et al., 2013). Este tejido es también capaz de
transmitir potenciales de accién de forma longitudinal a través de sus células (Furch
et al., 2007)

Se ha sugerido que la manipulacion de la reparticion de recursos entre semillas y

vainas podria ayudar a maximizar el rendimiento de los cultivos (Wardlaw, 1990).

2.3.4 Descarga del floema en la vaina

Las semillas estan bien adaptadas para la absorcion de fotoasimilados translocados
desde la pared de la vaina. En Medicago truncatula, la region micropilar de la
cubierta de la semilla, una pequefia abertura en la epidermis externa del évulo
ubicado en un extremo de la semilla, contiene un sistema vascular por donde entran

los nutrimentos (Abirached-Darmency et al., 2005).

Si bien hay una comprension integral de como los recursos se transportan a través
del xilema y el floema a la unién de la vaina, pasos posteriores del mecanismo de
la transferencia del peciolo de la vaina al funiculo de la semilla todavia estan poco
definidos. La nocion actual es que el transporte ocurre a través de la via simplastica
usando plasmodesmos y que es impulsado por difusion simple y/o flujo masivo
(Benette et al., 2011), como una consecuencia de las diferencias en la presion de la

turgencia entre los érganos fuente y receptor (Patrick, 1997).




Sin embargo, los solutos deben translocarse posteriormente a través de una via
apoplastica selectivamente permeable y cuya presencia para conectar el tejido
materno (vaina) y el floema ayudaria a prevenir pérdida de nutrimentos. Es probable
que la via apoplastica opere en paralelo a la via simplastica que conecta al floema
con los tejidos maternos (Figura 5). Los detalles exactos de los mecanismos que
participan en el transporte de recursos a las semillas todavia estan bajo revision,
(Patrick y Offler, 2001; Lalonde et al., 2003).

Sin embargo, se propone que la concentracion de productos de almacenamiento
dentro de las semillas ayuda a regular la eficiencia con la que se transportan los
recursos alrededor de la planta (Schulze et al., 1994). Las vainas al actuar como
organos de demanda y reducir las concentraciones de sacarosa en el apoplasto

(Patrick, 1997), contribuyen a extraer recursos de tejidos del entorno.

Co, plasmodesmos
\
“a
Azucar b

elemento criboso

ruta
O—

\ apoplastica //7 células acompanantes

T

— a

= i g \ ruta simplastica
\ células del parénquima

células del
mesofilo

v células de la vaina
membrana
plasmatica

citoplasma

Figura 5. Esquema de la ruta de los azucares en la carga del floema.
Participacion de las vias simplastica (a) y apoplastica (b) (Tomado de Chacon y
Martinez, 2007).




2.4 Paredes celulares vegetales

La funcion de proteger a las semillas en desarrollo depende en gran medida de las
caracteristicas de las paredes celulares de la vaina; en ese sentido es de suma
importancia conocer las caracteristicas de sus principales componentes y si estas
cambian durante el desarrollo de las semillas de frijol 0 como una respuesta a

condiciones ambientales que no son las 6ptimas.

Las paredes celulares primarias son plasticas y pueden acomodarse a las
necesidades de la expansion celular, son clave para definir la forma y el tamafio de
las células. En contraste, las paredes secundarias, se depositan después de que la
expansion celular ha cesado y tienen una composicion quimica muy distinta
(Frankova y Fry, 2013).

Las paredes celulares primarias de las plantas constituyen un compartimento
extraprotoplasmético flexible y metabdlicamente activo; controlan la expansion
celular variando su extensibilidad. Esta capacidad de cambiar biofisicamente
depende de reacciones bioquimicas y reordenamientos moleculares que ocurren
dentro de las paredes (in muro); cuya composicion y estructura cambian
continuamente durante el desarrollo de la planta (Stolle-Smits et al., 1999; Frankova
y Fry, 2013)

Los polisacaridos constituyentes de las paredes celulares de las plantas son
sintetizados, principalmente dentro del aparato de Golgi, excepto la celulosa y la
calosa que se producen en la membrana plasmatica. Después de la sintesis en el
cuerpo de Golgi, los polisacaridos se transportan en vesiculas a la membrana
plasmatica para ser depositados por exocitosis en la cara interna de la pared
existente. In muro, los polisacaridos pueden sufrir modificaciones que son
fisiolégicamente relevantes, dentro de las que se incluyen transglicosilacién (“corte

y pegado” de moléculas), reticulacion e hidrélisis (Frankova y Fry, 2013).




2.4.1 Composiciéon quimica de la pared celular primaria

En las plantas terrestres, los polisacaridos que constituyen la mayor parte de la
masa seca de esta pared pueden agruparse en tres clases amplias: celulosa,
hemicelulosas y pectinas. En paredes primarias de dicotiledoneas estas tres clases
se encuentran en proporciones muy similares. La celulosa forma microfibrillas
parcialmente cristalinas (entre las cuales hay moléculas de agua), constituye el
esqueleto de la pared. Las hemicelulosas estan unidas fuertemente por enlaces de
hidrégeno a la celulosa y parte de ellas puede quedar atrapada dentro de las
microfibrillas de celulosa. Junto con las pectinas, las hemicelulosas constituyen una
matriz hidratada que ocupa el espacio entre microfibrillas (Scheller y Ulvskov, 2010;
Albersheim et al., 2011; Fry, 2011).

El desarrollo de la planta implica una serie coordinada de procesos bioquimicos que,
entre otras cosas, resultan en biosintesis y degradacion de componentes de la
pared celular. Durante la expansion celular, actividades enzimaticas escinden los
polimeros no celulésicos y la presién osmatica de la célula empuja los componentes
fibrilares aparte. Nuevas microfibrillas y asociaciones de polimeros se depositan
posteriormente en la superficie mas interna de la pared, formando una gran
estratificacién y matriz reticulada (Carpita y Gibeaut, 1993). La Figura 6 presenta

un modelo de la pared celular primaria.

La estructura de la pared celular garantiza el desarrollo de funciones que podrian
parecer opuestas. Por un lado es responsable de la resistencia a la tension, de dar
forma a la célula y protegerla contra agentes patdgenos; al tiempo que debe
mantener una flexibilidad razonable contra la fuerzas de rompimiento y un grado
minimo de permeabilidad para que las moléculas sefalizantes puedan entrar a la

célula (Levy et al., 2002).
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Figura 6. Modelo de pared celular vegetal: 1, microfibrillas de celulosa; 2-6,
hemicelulosas: 2, xiloglucano; 3, glucano de enlace mixto; 4, xilano y
heteroxilanos relacionados; 5, calosa; 6, manano y heteromanos relacionados; 7-
11, Pectinas: 7, galactano; 8, arabinano; 9, homogalacturonano; 10,
ramnogalacturonano I; 11, ramnogalacturonano Il; 12, puente de boro; 13, 'caja
de huevos' con puentes de calcio; 14-16, componentes no polisacaridos: 14,
enzimas y proteinas estructurales; 15, complejo de celulosa sintasa; 16, vesiculas
de transporte. Tomado de Frankova y Fry, (2013).

2.5 Celulosa

Esta compuesta por monémeros de D-glucosa unidos por enlaces glucosidicos [3-
1,4, que se estructuran en filamentos no ramificados (Levy et al., 2002), los cuales
son sintetizados por un complejo enzimatico llamado celulosa sintasa (Brown y
Saxena 2000). Durante su sintesis los filamentos de celulosa se ordenan en
microfibrillas con un diametro de 5 a 15 nm, las cuales pueden contener desde 36
hasta mas de 1200 filamentos de celulosa (Levy et al., 2002). La configuracion del

enlace B glucosidico facilita que la celulosa forme cadenas largas y lineales unidas
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entre si mediante puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals, lo que les da
una estructura cristalina y organizada en donde hay regiones resistentes a la
hidrolisis (Pérez et al., 2002).

Las interacciones entre microfibrillas de celulosa y las moléculas de la matriz
(particularmente hemicelulosas, pectina, y lignina), son de importancia crucial para
el funcionamiento de la pared celular. La principal funcion de las fibrillas de celulosa
es estructural; no obstante su orientacion puede coordinar movimientos de sus
organos; asi como la dispersion de sus semillas; como sera visto a continuacion
(Burgert y Fratzl, 2009).

2.5.1 Laorientacién de las fibrillas de celulosa

Las plantas pueden adaptar sus propiedades materiales y la geometria de sus
organos durante el desarrollo (Niklas 1992). Los patrones de crecimiento adaptativo
dependen principalmente de la formacién de la pared celular vegetal. Debido a las
fuertes diferencias en la rigidez entre las macromoléculas que forman la pared
celular, su orientacién dicta una amplia gama de propiedades de células

individuales, tejidos y érganos (Burgert y Fratzl, 2009).

La orientacién de las fibrillas de celulosa proporciona un cierto grado de anisotropia
de la pared celular y contribuye a determinar la forma final de la célula (Baskin,
2005). Mientras que la orientacion de fibrillas de celulosa que se depositan en
células que han alcanzado su forma y tamafio final, se refleja en las propiedades
mecanicas de los 6rganos (Burgert y Fratzl, 2009).

La pared celular primaria puede tener un espesor de solo 0.1 um, pero es lo
suficientemente resistente como para soportar las altas tensiones derivadas de la
presion hidrostatica y cargas externas (Cleland, 1971; Taiz, 1984). Al mismo tiempo,
es facilmente modificable para permitir la ampliacién de la superficie, la cual durante
el crecimiento de las células puede incrementarse hasta en 100 veces (Veytsman y
Cosgrove, 1998).
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En términos generales, las fibrillas de celulosa se depositan perpendicularmente al
eje del crecimiento inicial (Fry-Wyssling 1953), pues esa orientacion facilita la
expansion de la pared (Baskin, 2005). Esto se muestra esquematicamente en la
Figura 7.

A e—

isostrain

isostress

C

intermediate

Figura 7. Modelo esquemético de la deformacion por traccién de un
compuesto hipotético formado de fibrillas extremadamente rigidas
(esencialmente no deformables) (gris) en una matriz blanda (blanco). (A)
Cuando las fibrillas y la matriz se someten a la misma tensioén tanto las fibrillas
como la matriz estan tensas por igual, lo que significa que no es posible una
extension, (B) fibrillas y matriz se tensan por igual y la extension se debe al
estiramiento de la matriz blanda. (C) Caso intermedio: la deformacion se produce
por estiramiento de la matriz; la rigidez del compuesto depende del angulo de las
fibrillas con respecto a la direccion de estiramiento. EI compuesto en el caso
intermedio es mucho mas rigido que el del caso (B) y su rigidez real depende de
la orientacion de las fibrillas con respecto a la direccion de estiramiento. Tomada
de Burgert y Fratzl, (2009).

2.5.2 Movimiento activado por la humedad

El contenido de humedad permite el movimiento de las fibrillas de celulosa. Sin
embargo, esta propiedad es dependiente del alineamiento de las fibrillas de celulosa

en capas de tejido posteriores. La deformacion anisotropica de la pared de la célula
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debida a la entrada y salida de agua, es consecuencia de la incapacidad de las
fibrillas de celulosa para hincharse en su direccion axial. Como resultado, tras la
captacion de agua se produce una hinchazéon preferentemente en la direccién
perpendicular a las fibrillas que deforma la pared celular. La presencia de paredes
celulares donde las fibrillas de celulosa tienen diferentes orientaciones facilita

movimientos complejos a nivel de 6rgano (Burgert y Fratzl, 2009).

Este principio es ampliamente utilizado por una gran variedad de especies para
controlar la dispersién de semillas, y esporas de algunos musgos (Ingold, 1959;
Haupt, 1977).

2.6 Pectinas

Las pectinas forman una matriz similar a un gel y sus caracteristicas influyen en la
adhesion celular y porosidad de la pared. Las caracteristicas de las pectinas estan
espacial y temporalmente reguladas, sugiriendo una participacion importante en la
adquisicion de las propiedades de la pared celular que demanda el desarrollo de la
planta (Saffer, 2018).

2.6.1 Estructuras moleculares e interacciones de pectinas

Las pectinas son una clase compleja de polisacaridos dentro de los que se incluyen
homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano-l (RG-l) y ramnogalacturonano-Ii
(RG-Il). Todas las pectinas contienen acido galacturénico, con estructuras muy
diferentes. En varias de ellas la columna vertebral de acido galacturonico esta
decorada con diferentes cadenas laterales. Las paredes celulares tienen pequefias
cantidades en donde la columna de HG estd decorada con residuos de
xilosa (xilogalacturonano) (Zandleven et al., 2007), cuya funcibn no se ha
establecido. El RG-Il es un HG complejo altamente sustituido, con al menos doce
monosacaridos distintos presentes en hasta seis cadenas laterales (Pabst et al.,
2013; Ndeh et al., 2017). El RG-I también contiene acido galacturonico, pero es
estructuralmente distinto de HG y RG-Il. En este caso, la cadena principal consiste

en una repeticion del disacarido (1,2)-a-L-ramnosa-(1,4)-D-acido galacturénico;

14



muchos de los residuos de ramnosa se encuentran sustituidos con cadenas
laterales de azucares neutros como arabinosa y galactosa, o con arabinogalactanos
(Atmodjo et al.,, 2013). En ocasiones también la fucosa se incluye entre los
sustituyentes (Saffer, 2018, Figura 8A).

El HG es tipicamente la pectina mas abundante, seguida por RG-1y luego RG-II; sin
embargo, RG-l es la pectina con mayor heterogeneidad estructural, cuya
abundancia y composicion de las cadenas laterales varia considerablemente entre

tipos celulares, etapas de desarrollo y especies (Verhertbruggen et al., 2009).

La organizacién precisa de los dominios de pectina en la pared no esta del todo
clara, pero una mezcla de interacciones covalentes y no covalentes combina las
pectinas en una matriz reticulada. Las pectinas estan posiblemente unidas
covalentemente entre sus cadenas principales, y es probable que se requiera de
actividades enzimaticas para separar los dominios HG y RG-l (Nakamura et al.,
2002) (Figure 8B).

RG-Il se dimeriza formando enlaces cruzados de borato-diéster, lo cual es
importante para su funcion (O'Neill, 2001). El calcio también puede promover
interacciones no covalentes entre grupos carboxilo de moléculas HG
desmetilesterificadas ("caja de huevos"), la cual también promueve la formacién de

un gel que esta presente en paredes celulares in vivo (Saffer, 2018).

2.6.2 Lainteraccion de las pectinas con otros componentes de la pared
celular

Los estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) no detectaron interacciones
sustanciales entre celulosa y xiloglucanos, pero identificaron interacciones extensas
entre celulosa y pectinas (Bootten et al., 2004). Probablemente se encuentren a una
distancia menor que un nanodmetro, lo que facilita que la mitad de la celulosa esté

en contacto con las pectinas.
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Figura 8. Estructura de HG, RG-I Y RG-Il y sus interacciones. (A); HG es un
polimero de acido galacturénico que puede ser modificado por metilesterificacion;
RG-I tiene una cadena principal de acido galacturénico y ramnosa, y varias
cadenas laterales ricas en arabinosa y galactosa. RG-Il es un HG complejo
sustituido con seis cadenas laterales que incluyen al menos 12 monosacaridos
diferentes y forma un dimero mediado por borato (B"). La arabinosa en la pared
celular puede estar en forma de furanosa (f) o de piranosa (p). La mayoria de la
galactosa en la pared celular es D-galactosa, pero RG-1l también contiene un solo
residuo L-galactosa. (B); los dominios de pectina estan unidos covalentemente a
través de sus cadenas principales. La dimerizacion de RG-II mediada por borato
y las interacciones mediadas por calcio entre moléculas de HG
desmetilesterificadas promueven la reticulacion. RG-I tiene arabinano y galactano

16



y posiblemente algunas cadenas laterales de xilano y xiloglucano que pueden
interactuar con la celulosa, y las cadenas principales de pectina también pueden
estar en estrecha asociacion con la celulosa. Muchas moléculas de RG-I podrian
estar conectadas a la proteina de arabinogalactano APAP1. Tomado de Saffer,
(2018).

El HG no une celulosa in vitro, pero las pectinas que son ricas en cadenas laterales
neutras de arabinano y galactano si lo hacen, aunque no tan fuertemente como
xiloglucano (Saffer, 2018).

La pared celular estd densamente llena de polisacaridos, y tanto el atrapamiento de
polisacéaridos de la matriz en microfibrillas de celulosa nacientes y las restricciones

de espacio fisico podrian afectar las interacciones celulosa-pectina.

La existencia de interacciones pectina-celulosa plantea la posibilidad de que las
pectinas puedan modificar la dinamica de las microfibrillas de celulosa durante la
sintesis de celulosa y la expansion celular. La extraccion de las pectinas de paredes
celulares de apio provocé un aumento en el tamafio de las microfibrillas de celulosa,
implicando a las pectinas en la prevenciéon de la agregacion de las microfibrillas
celulosa (Thimm et al., 2009). Estas interacciones también podrian facilitar la

incorporacion de celulosa recién sintetizada en la pared.

Las mutantes de Arabidopsis que afectan la dimerizacién de RG-II o la sintesis de
xiloglucano resultan en hipocétilos cuyas paredes celulares tienen menor rigidez y
resistencia a la traccion (Ryden et al., 2003; Cavalier et al., 2008; Abasolo et al.,
2009), lo que de alguna manera confirma que tanto las pectinas como los

xiloglucanos contribuyen a las propiedades mecanicas de la pared celular.

Las relaciones compensatorias que se observan entre las pectinas y el xiloglucano
respaldan la propuesta de que algunas de sus funciones son redundantes. Las
plantulas etioladas que carecen de xiloglucanos tienen una disminucion sustancial
en la fraccion de residuos de ramnosa sustituida con una cadena lateral (Cavalier
et al., 2008), lo que supone que, la remodelacion de la estructura de RG-1 compensa
los efectos de la ausencia de xiloglucanos. Curiosamente, una mutante anormal con

xiloglucano empobrecido en galactosa tiene un efecto mucho mas severo sobre el
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crecimiento que la ausencia total de xiloglucanos (Kong et al., 2015), revelando asi
que los cambios compensatorios no son desencadenados por xiloglucanos
disfuncionales. Del mismo modo, en plantas con HG de bajo peso molecular
anormal, los xiloglucanos se vuelven mas rigidos (Phyo et al., 2017).

2.6.3 Las funciones celulares de las pectinas

La metilesterificacion de HG es clave para determinar las propiedades de la pared
celular. La mayoria de HG es sintetizado en una forma metilesterificada, y luego
puede ser des-metilesterificado por las acciones de enzimas pectin metilesterasa
(Wolf et al., 2009).

El HG es generalmente importante para promover el crecimiento y la expansion
celular. Mutantes de Arabidopsis que afectan la sintesis de HG son pequefas y su
capacidad de alargamiento también es reducida (Saffer, 2018). El tamafio de HG
también esta asociado con la expansion celular, la sobreexpresion de
poligalacturonasa produce moléculas de HG mas pequefias y aumenta la expansion
celular, mientras que los mutantes de poligalacturonasa tienen moléculas de HG
mas grandes y una disminucion en la expansion celular (Xiao et al., 2014; Rui et al.
2017).

Muchos polisacéridos de la pared celular también se modifican por acetilacion.
Tanto HG como RG-I a menudo estan acetilados en sus residuos de acido
galacturénico. La sobreexpresion en el tabaco de una pectin acetilesterasa que
elimina los grupos acetilo de las pectinas resulta en una disminucién de la
elongacién celular en 6rganos florales y otros defectos del desarrollo (Gou et al.,
2012; Saffer, 2018).

La reticulacion RG-II tiene un papel central en el fortalecimiento de la pared celular
y mutantes deficientes en fucosa tienen defectos en la estructura y dimerizacion de
RG-II que se traducen en inflorescencias y tallos fragiles, al igual que una

disminucién de la fuerza y rigidez de los hipocétilos.
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Los mutantes con cambios drasticos en la estructura RG-1l pueden ser inviables,
quizas como resultado del crecimiento defectuoso del tubo polinico, en cuya
elongacion se requiere RG-1I (Saffer, 2018).

2.7 Hemicelulosas

Son polimeros complejos de heteropolisacaridos, formados principalmente por
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa),
usualmente acetiladas, que forman cadenas ramificadas; a las que se unen
moléculas de &cidos 4-O-metilglucurénico, D-galacturénico y D-glucurénico,
generalmente por enlaces glucosidicos 3-1,4 y ocasionalmente por enlaces B-1,3
(Pérez et al., 2002).

En contraste con la celulosa, la hemicelulosa posee ramificaciones laterales cortas
formadas de distintos azucares que la hacen menos recalcitrante. Por su
composicién se clasifica en xilanos, xiloglucanos, mananos, glucomananos y
glucanos unidos por enlaces 3-1,3 o B-1,4. El xilano es el componente mas
abundante en la hemicelulosa (constituye con mas del 70% de esta fraccion) y esta
formado por moléculas de D-xilosa unidas por enlaces p-1,4. Puede tener diversas
sustituciones, y originar los arabinoxilanos (si contiene arabinosa) como los
presentes en los pastos; o los glucuronoxilanos y glucuronoarabinoxilanos (si
contiene residuos glucosa y glucosa-arabinosa, respectivamente). Ademas de la
xilosa, los xilanos pueden contener &cido glucurénico o 4-O-metil éter-acido
glucurénico, acido acético, ferulico o acidos p-couméricos. La composicion y
frecuencia de las ramificaciones dependen del origen de la hemicelulosa (Martinez
et al., 2005; Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2011). La Figura 9 presenta las
estructuras de las principales hemicelulosas encontradas en paredes celulares de

plantas.

Las hemicelulosas son polisacaridos multifuncionales, ademas de su papel
estructural, también pueden reciclarse y usarse como reservas de carbono en
momentos de suministro reducido de carbono por fotosintesis, o retraerse del tejido

maduro antes de la abscision (por ejemplo, de
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hojas de especies caducifolias). El grado en que las hemicelulosas constituyen
fuentes internas de carbono de la planta depende del tipo de tejido y de su

composicién quimica (Hoch, 2007).
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. Cadena principal de xiloglucano [B-D-Glcp-(1->4)], sustituido con cadenas laterales como se
D-Acido galacturonico GlcAp  ve en guisante y arabidopsis. La flecha indica el sitio tipico de escision de B-glucanasa.
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Figura 9. Representacion esquemaéatica de los tipos de hemicelulosas
encontrados en las paredes celulares de las plantas. "Fer" representa la
esterificacion con acido ferulico (acido 3-metoxi-4-hidroxicinamico), que es
caracteristico de los xilanos. Tomada de Scheller y Ulvskov, 2010.
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2.7.1 Hemicelulosas como compuestos de almacenamiento en semillas

Las hemicelulosas también han sido reclutadas para el almacenamiento de hidratos
de carbono de semillas y en algunos casos su importancia es comparable a la del
almidén. Sin embargo hay grandes diferencias, el xiloglucano es abundante en
semillas de capuchina y tamarindo; los galactomananos son importantes en semillas
de plantas de interés economico, por ejemplo, coco, guar y algarrobo. Son
especialmente abundantes en el endospermo de las leguminosas y en semillas de
otras especies. También estan presentes en la planta konjak (Amorphophallus
konjac); en la cual el 6rgano de almacenamiento es un cormo y no la semilla. Por
su parte, los arabinoxilanos estan presentes en semillas de dicotiledéneas como el

lino y el psilio, asi como en el endospermo de cereales (Scheller y Ulvskov, 2010).

Los polisacaridos de las paredes celulares de semillas pueden ser usados durante
la germinacion. Ese tipo de polisacaridos también en las paredes celulares de los
tejidos no reproductivos cuyas paredes celulares pueden estar engrosadas como

consecuencia de la acumulacién de hemicelulosa.

Las hemicelulosas (especialmente galactomananos hidrofilicos y ricos en
galactosa) también pueden almacenar agua y prevenir la desecacion de semillas
que estan germinando (Reid y Bewley, 1979).

Los xiloglucanos también desempefian un papel como fuente de moléculas
sefalizadoras. Se ha observado que los productos de su degradacion
(oligosacarinas) contrarrestan la expansion celular inducida por auxinas. Es notable
gue la concentracién optima para la actividad inhibitoria sea tan baja como 1 nM
(Scheller y Ulvskop, 2010).
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2.8 El almacenamiento y la movilidad de los componentes de la pared
celular

Las plantas almacenan materiales que pueden movilizarse para apoyar el
crecimiento u otras funciones de la planta. En el caso particular de los acumulados
en las paredes celulares, su reciclaje les otorga una funcion fisiolégica distinta a la

original.

2.8.1 Movilidad

El término "movilidad" se usa para describir la facilidad con la que un compuesto
puede ser degradado y los recursos obtenidos son usados para la sintesis de
nuevas moléculas en otros oOrganos o para la  respiracion.
Por lo tanto, los compuestos moviles son reservas de carbono que se utilizan
cuando la demanda interna de carbono es mayor a lo que la actividad fotosintetica

puede aportar (Chapin et al., 1990).

El almidén es un compuesto ampliamante usado para el almacenamiento de
carbono. Es un polimero de glucosa [unida por enlaces a (1 — 6) y a- (1 — 4)] cuya
sintesis y degradacion son rapidas y econdémicas, por lo resulta ideal para el
almacenamiento de carbono a corto y mediano plazo. Algunas plantas superiores
también almacenan en sus vacuolas cantidades importantes de fructanos (Meier y
Reid, 1981). Muchas especies vegetales acumulan altas concentraciones de lipidos
neutros (triacilgliceroles) en semillas y en tejidos no reproductivos (Kozlowski y
Pallardy 1997). Sin embargo, su sintesis y movilizacion es mucho mas costosa que
la del almidon y son usados para el almacenamiento de carbono a largo plazo (Hoch
y Kérner, 2003).

Compuestos de bajo peso molecular como los azucares libres (mono-, di- y
oligosacaridos), alcoholes y acidos organicos cuya funcién original puede ser la
regulacion osmdética, también pueden reciclarse y promover el crecimiento de las
plantas (Hoch, 2007).
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2.8.2 Compuestos estructurales de la pared celular y su movilidad

Por mucho tiempo los componentes de la pared celular se consideraron
"compuestos estructurales” y, por lo tanto exentos del proceso de movilizacion (Luo
et al., 2006). Sin embargo, se han descrito actividades enzimaticas que pueden
modificar los polisacéaridos de las paredes celulares. Gracias a ello, los polisacaridos
de la pared celular también pueden ser movilizados durante periodos de mayor
demanda de carbono. La Figura 10, presenta el grado de movilidad de los

componentes estructurales de las paredes celulares.
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Figura 10. Movilidad de los componentes celulares. Tomada de Hoch, 2007.
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2.9 Expansinas y enzimas que remodelan las paredes celulares

Las expansinas son proteinas que estan involucradas en la remodelacion de la
pared celular vegetal. Ellas inducen la extensibilidad y el relajamiento de las paredes
celulares. Estan presentes en monocotiledéneas (arroz, maiz), dicotiledéneas
(Arabidopsis), helechos y musgos. No tienen actividad hidrolitica (glucosidasa), por
lo que es probable que rompan enlaces no covalentes (Quiroz-Castafieda y Folch-
Mallol, 2011). De hecho, se ha sugerido que actian sobre los puentes de hidrogeno
que se encuentran entre los filamentos de celulosa o entre la celulosa y otros
polisacaridos (xiloglucanos), mediante un mecanismo no enzimatico (Quiroz-
Castafnieda y Folch-Mallol, 2011).

Ademas de las expansinas, otras enzimas también participan en la remodelacion de
las paredes celulares. Las actividades enzimaticas que "cortan y pegan" enlaces
glicosidicos (transglicanasas, por ejemplo, endotransglucosilasa de xiloglucano)
pueden crear nuevos enlaces entre polisacaridos, reclutar los recién secretados y
contribuir al ensamblaje de paredes. Las hetero-transglicanasas al transferir parte
de un polisacéarido a otro, son también muy importantes para el ensamblaje de la

pared (Frankovay Fry, 2013)

Una enzima que cataliza la hidrélisis de poli y / u oligosacéridos se clasifican en exo
y endo-glicosil hidrolasa se denominan “glicosidasas” y “glucanasas’,
respectivamente. Ejemplos de glicosidasas son a-xilosidasas; mientras que las
celulasas son ejemplos de glucanasas. Ademas, las pectin metilesterasas, pectin
acetilesterasas y las hemicelulasas también tienen un papel muy importante en la

remodelacion de la pared celular (Frankova y Fry, 2010).
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3 Problema

El frijol es uno de los cultivos de mayor importancia en México. Se cultiva en todo el
pais; la escasa disponibilidad de humedad y de nutrimentos son las principales
limitantes para su produccion. Esta situacion se agudiza en los estados de
Zacatecas, Durango, San Luis Potosi y Chihuahua, donde la precipitacion fluctia
entre 400 y 450 mm anuales (Herrera et al., 2012). Ante la imposibilidad para dotar
a esas regiones de infraestructura de riego, es necesario buscar estrategias para
mejorar la produccion de semillas cuando las condiciones ambientales no son las
Optimas. En una cumbre mundial organizada por la ONU en 2008 para buscar
alternativas de solucion a la crisis alimentaria, se estimé que para satisfacer las
demandas del crecimiento poblacional, en 2030 sera necesario aumentar la
produccion de alimentos en 50%. Los efectos negativos del cambio climatico
introducen presiones adicionales, y optimizar el rendimiento de los cultivos es una
tarea de primordial importancia. Los andlisis del crecimiento y desarrollo de la vaina,
asi como la evaluacion de su contribucion a la formacion de semillas bajo
condiciones adversas pueden contribuir al logro de esos objetivos (Bennett et al.,
2011)

4 Hipotesis

Si los frutos de frijol son sometidos a un estrés que restringe el suministro de
nutrimentos (p. ej. cortar los frutos de la planta), entonces componentes acumulados
en las paredes celulares de las vainas seran reciclados y se convertiran en fuente

de nutrimentos para el crecimiento de algunas semillas.
5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar si componentes acumulados en paredes celulares (celulosa,
hemicelulosa y pectina) de vainas de los frutos de frijol, son reciclados y usados en
el desarrollo de las semillas cuando los frutos se cortan de la planta y se someten a

una fuerte restricciébn de nutrimentos.
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5.2 Objetivos especificos

e Estandarizar un método para la determinacion de celulosa, &cido

galacturénico y hemicelulosa en los frutos de frijol.

e Determinar si el estrés nutricional induce cambios en los componentes de las

paredes celulares de las vainas de frutos que son removidos de la planta.

e Analizar la capacidad de 2 genotipos de frijol para reciclar componentes de
la pared celular de la vaina de los frutos, cuando se presenta una restriccion

severa en la disponibilidad de nutrimentos.
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6 Metodologia

6.1 Material biolégico

Se sembraron al menos 25 semillas de los genotipos G-15 y OTI (Figura 11); las
cuales se lavaron secuencialmente con etanol, cloro y agua desionizada.
Posteriormente se pusieron a germinar sobre papel humedo durante 72 h; pasado
ese tiempo, las semillas germinadas se plantaron en macetas que contenian 3 L de
agrolita. Las plantas se colocaron en un invernadero con iluminacion natural y
temperaturas promedio durante el dia de 20-25°C y 15-18°C por la noche. Las

plantas se regaron alternadamente con agua y solucién nutritiva (Miracle-Gro®).

Figura 11. Germinaciéon de semillas. Genotipos G-15 (A) y OTI (B).

Para establecer la edad de los frutos, las flores se etiquetaron el dia en que

aparecieron totalmente expuestas (Antesis, Figura 12).

Las plantas tardaron aproximadamente 7 semanas para llegar al punto en que los
frutos pudieran ser usados. Se seleccionaron frutos de 20 DDA (dias después de
antesis), momento en el cual ha concluido el crecimiento de la vaina y comienza el
desarrollo de las semillas. Un grupo de frutos se pusieron a secar inmediatamente
después de que fueron cortados y otros se incubaron en oscuridad por 20 dias.
Estos materiales se compararon con aquellos que cumplieron su desarrollo en la

planta. La Figura 13 presenta las caracteristicas de las muestras analizadas.
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Figura 12. Crecimiento de las plantas. Las semillas germinadas fueron sembradas
en macetas rellenas de agrolita (A y B). Las flores se etiquetaron al momento de la

0

i

antesis (C y D) y se llevé un registro de los frutos que se desarrollaron.

Tratamientos

Genotipo OTI

Genotipo G-15

incubadas en oscuridad aproximadamente 20 dias

1 Vainas secas de frutos de 20 dda
2 Vainas que cumplieron su desarrollo en la planta
3 Vainas de frutos cortados de la planta a los 20 dda e

Figura 13. Caracteristicas de los materiales analizados.

6.2 Purificacion de las paredes celulares (Stolle-Smits et al., 1999)

Un gramo de tejido de vaina seco se molié en un mortero con 30 mL etanol al 96%
v/v. El extracto se coloco en tubos Falcon de 50 mL y se dejo sedimentar. El
sobrenadante se eliminé con una pipeta Pasteur. Posteriormente, el material se
suspendioé en 30 mL de etanol al 80% v/v y se agitd durante 1 hora. Nuevamente el
material se dej0 sedimentar y el sobrenadante se desechd. Posteriormente el

material se lavd dos veces mas con 30 mL de acetona 100% v/v hasta que la
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muestra quedo incolora y se dejoé secar por una noche. El material obtenido se
conoce como residuo insoluble en alcohol (RIA). Para eliminar el almidéon, el RIA se
suspendié en 30 mL de DMSO (dimetilsulféxido) al 90% v/v a 30°C durante 16 h.
Posteriormente, la suspension se centrifugd (7,000 g durante 15 min) y el sedimento
se lavo dos veces con 90% (v/v) DMSO vy tres veces con etanol al 80% (v/v). El

sobrenadante, que contenia predominantemente almidon, se descartd.

El material purificado se utiliz6 para realizar las determinaciones de celulosa,

hemicelulosa y acido galacturonico.

6.3 Determinacion de celulosa, método tomado y modificado de Updegraff
(1969)

Se pesaron aproximadamente 10 mg de paredes celulares. Para eliminar lignina y
hemicelulosa el material se hidrolizé agregando 1 mL de reactivo acido nitrico: 4cido
acético (preparado mezclando 90 mL de &cido acético al 80% v/vy 10 mL de &cido
nitrico concentrado) y mezclando bien en un vortex. Después de mezclar, la muestra
se calent6 a 100°C durante 30 minutos. Cuando el material se enfrio, se centrifugd
a 10,000 rpm durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. La pastilla se lavé
con 1 mL de agua desionizada; y el sobrenadante se elimind después de centrifugar.
Finalmente la pastilla se resuspendié en 1 mL de acido sulfurico al 67%, y se incubo6
1 h a temperatura ambiente. El contenido de celulosa se determind con el método

de fenol-acido sulftirico cuantificando los azucares liberados.

6.3.1 Cuantificacién de azlcares

Para la cuantificacion de azucares por método de fenol-acidosulfurico se siguieron
las indicaciones propuestas por Updegraff (1969) adecuando las cantidades usadas
a nuestros experimentos: 1 mL del reactivo (preparado mezclando 10 pL de fenol
por cada mL de acido sulfurico concentrado) se mezclé con 50 L de muestra y se
calento a 93°C durante 20 minutos; transcurrido el tiempo, el producto de la reaccion

se leyd a 490 nm frente a un blanco de reactivos. Para cada muestra se realizaron
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cuatro determinaciones. Usando este método se realizaron curvas de calibracion en

las que se obervd una respuesta lineal en un rango de 0 a 0.54 mg de glucosa.

6.4 Determinacion de hemicelulosa (Vetten y Huber, 1990)

Se pesaron aproximadamente 10 mg de paredes celulares y se agregé 1 mL de una
disolucion KOH 4 M que contiene 158 mM de NABH4. Después de mezclar se incubd
a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion constante. Posteriormente se
neutralizé con &cido acético glacial; utilizando papeles indicadores para seguir los
cambios de pH. Finalmente, el contenido de hemicelulosa se determiné a partir de
la cuantificacion de glucosa por el método de fenol-acido sulfarico descrito

anteriormente.

6.5 Determinaciéon de acido galacturénico (Zhu et al., 2016)

El método usado se basoé en indicaciones previamente reportadas por Zhu et al.,
(2016). Para ello se pesaron 10 mg de paredes celulares; se agregoé 1 mL de agua
y después de mezclar, se calent6 a 100°C durante 1 hora; posteriormente se
centrifugé a 13,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante que contiene a las
pactinas, se recupero en tubos de ensayo de 16x100; este procedimiento se realizé

2 veces mas Yy los sobrenadantes se juntaron.

Posteriormente se tomaron 200 UL de la solucién de pectinas que se mezclaron con
1 mL de H2S0a4 al 98% el cual contenia NaB407 0.0125 My se incub6 a 100 °C por
5 minutos e inmediatamente después las muestras se colocaron en hielo. Cuando
las muestras se enfriaron, se agregaron 20 pL de 3-fenilfenol para intensificar el
color y después de mezclar se incubo a temperatura ambiente durante 20 minutos.
El contenido de pectinas se cuantifico6 midiendo la absorbancia a 520 nm y usando
acido galacturénico como referencia. Se hicieron curvas de calibracion usando

acido galacturénico en un intervalo de 0 a 0.03 mg.
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6.6 Analisis estadistico

Para establecer si los contenidos de celulosa, acido galacturénico y hemicelulosa
se ven afectados por el genotipo, las condiciones de desarrollo o la interaccion de
ambas, se realiz6 un analisis de varianza de dos factores con varias muestras por

grupo con ayuda de Excel.

Para determinar entre qué pares de medias existia diferencia significativa se hizo
un prueba de comparacion de pares de medias ‘a posteriori’. Para ello se determin6
la diferencia minima significativa y una prueba t-student; se consideré6 como

significativa una p<0.05 (Montgomery, 2016).
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7 Resultados
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Figura 14. Cinética de crecimiento de los frutos de frijol genotipos OTI (A) y G-
15 (B). En ambos genotipos se observa que a partir de los 20 dda la vaina ha
alcanzado un desarrollo adecuado para comenzar con el llenado de las semillas.
Los puntos corresponden a promedios de al menos 9 mediciones + DE. Las
desviaciones en el peso seco de la vaina son muy pequeias en ambos genotipos.

En una primera etapa se analiz6 la cinética de crecimiento de las vainas y semillas
en condiciones normales (Figuras 14 Ay B); se observa que el peso seco promedio

de la vaina tiene una ganancia lineal durante los primeros veinte dda, al término de
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los cuales alcanza un desarrollo 6éptimo y cuenta con los recursos necesarios para

comenzar el llenado de las semillas.

El llenado de las semillas comienza después de los 15 dda y su ganancia en peso
continla durante todo el periodo de desarrollo. En términos generales los 2
genotipos analizados se comportaron de manera muy similar. Estos resultados
sugieren que en condiciones normales las semillas obtienen los recursos
metabdlicos necesarios de la planta y no de la vaina. Por otro lado, los 20 dda son
una edad crucial en el desarrollo de los frutos; la vaina practicamente culmina su

desarrollo y comienza el de la semilla.

Una vez que se establecié que 20 dda es una edad adecuada para investigar si
materiales acumulados en las paredes celulares de los frutos podrian ser reciclados
y contribuir al desarrollo de las semillas, se cortaron frutos de 20 dda de un nuevo
ciclo. Una parte se puso a secar, mientras que otros fueron incubados en oscuridad
a temperatura ambiente esto con el fin de determinar si continuaba el desarrollo de
las semillas aun cuando los frutos fueron cortados. Los resultados de ambos
tratamientos se compararon con los de frutos que completaron su ciclo de manera

normal.

En la Figura 15 A y B se presenta el efecto de la falta de nutrimentos sobre el
desarrollo de la semilla; para ambos genotipos se presentan caracteristicas
similares de las semillas de los distintos tratamientos; las semillas de frutos que
cumplieron su desarrollo en la planta presentaron las mejores; mayor tamafio y
peso, un color brillante y con buena nitidez, mientras que la de los frutos que se
cortaron a los 20 dda y su desarrollo fue interrumpido presentaron las peores;
semillas sin el color caracteristico de la especie, inviables y de menor tamafio y
peso; lo interesante fue que las vainas que fueron cortadas a los 20 dda e incubadas
en oscuridad presentaron buenos frutos. A diferencia de las semillas del primer
grupo éstas eran de menor tamafo y peso, tenian un color opaco y una menor

nitidez sin embargo éstas semillas eran también viables.
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Estos resultados sugieren que en los frutos cortados e incubados en oscuridad la
vaina podria tener un papel mas alla que el de ser una barrera protectora, su
composicion es rica en polimeros que podrian proveer una fuente de nutrimentos
para el desarrollo de la semillas; no obstante éstos recursos estarian limitados a
cierto numero de semillas; en la Figura 15 C y D se observa que no todas las
semillas se desarrollan, solamente de 1-3 semillas/fruto pudieron crecer
exitosamente, esto ocurre en ambos genotipos; de alguna manera el fruto distribuye
los recursos so6lo a algunas y la posicion de la semilla en el fruto no determina las

probabilidades de éxito.

Figura 15. Semillas y frutos de frijol de los genotipos OTIl y G-15. El panel A
corresponde a semillas del genotipo OTI y B corresponde a semillas del genotipo
G-15; en ambos casos a, son semillas de frutos que cumplieron su desarrollo en la
planta; b, semillas que se desarrollaron en frutos que fueron removidos a los 20 dda
y que fueron incubados en oscuridad; c, semillas en las que su desarrollo se
interrumpid. Los paneles C y D presentan los frutos de OTI y G-15 respectivamente
que fueron incubados en oscuridad, se observa que no todas las semillas se
desarrollaron.
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En la figuras 16 y 17 se muestran los efectos de la falta de nutrimentos sobre los
pesos secos promedio de vainas y semillas en frutos de plantas de los genotipos

OTly G-15, respectivamente.

En el caso de OTI (Figura 16) el peso seco de las vainas sufre pocos cambios en el
periodo que va de los 20 dda hasta la culminacion de su desarrollo en la planta. En
ese mismo periodo el peso de las semillas se incrementa notablemente. En los
frutos que fueron removidos de la planta a los 20 dda e incubados en oscuridad se
aprecia un aumento importante en el peso de las semillas el cual coincide con una
reduccion importante en el peso seco de la vaina; esto sugiere que los recursos con
los que se desarrolla la semilla bajo una severa restriccion de nutrimentos provienen
de la vaina y de una manera muy importante ya que su peso seco promedio

disminuye hasta en un 50% en compracién con frutos con un desarrollo normal.
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Figura 16. Efecto de la falta de nutrimentos sobre los pesos secos de vainas
y semillas de frutos del genotipo OTI. Pesos secos promedio de vainas y semillas
en el cual se observa que los frutos removidos a los 20 dda e incubados en
oscuridad presentan una disminucion en el peso de las vainas el cual coincide con
una ganacia en peso de sus semillas. No hay mucha diferencia entre los pesos
secos promedio de vainas de 20 dda y vainas que culminaron su desarrollo; los
puntos corresponden a promedios de 19 mediciones + DE.
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El comportamiento del genotipo G-15 fue similar (figura 17); sin embargo se aprecia
gue en condiciones normales parte del material acumulado en las vainas de 20 dda
podria ser usado en el desarrollo de las semillas. En los frutos que fueron removidos
e incubados en oscuridad el peso seco de la vaiha también se reduce
drasticamente. En comparacion con el genotipo OTI, G-15 tiene vainas y semillas
con un peso seco promedio mayor, lo que sugiere que este genotipo tenga una

mayor habilidad de captar y distribuir recursos en una condicion extrema.
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Figura 17. Efecto de la falta de nutrimentos sobre los pesos secos de vainas
y semillas de frutos del genotipo G-15. El peso seco de las vainas alcanza su
valor maximo a los 20 dda; se observa que los frutos que se removieron a los 20
dda e incubados en oscuridad presentan una disminucion en el peso de las vainas
el cual coincide con una ganancia en peso de sus semillas. Los puntos
corresponden a promedios de 9 mediciones = DE.

Con base en los resultados de la figura 16 y 17 podemos sugerir que la disminucién
en peso seco de la vaina en los frutos que se incubaron en oscuridad corresponde
a un reciclaje de los componentes de la pared celular de la vaina y asi contribuir en

el desarrollo de la semilla.

Con el fin de establecer si en las vainas de los frutos que fueron removidos hay

componentes de las paredes celulares que fueran reciclados para favorecer el
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desarrollo de las semillas, se purificaron paredes celulares y se hicieron
determinaciones de sus principales componentes celulosa, pectina como acido
galacturonico y hemicelulosas.

7.1 Contenido de celulosa

La determinacion de celulosa se basé en la cuantificacion de glucosa. En la figura
18 se presenta un ejemplo de una curva de calibracién que tuvo un comportamiento

lineal en un rango de 0 a 0.6 mg de glucosa.
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Figura 18. Curva de calibracién de glucosa para la determinacién de celulosa.
Se hicieron curvas de calibracion usando el método fenol-acido sulfarico; para leer
las muestras se uso una A = 490 nm (Updegraff, 1969).

En la Figura 19 se muestran los resultados de la cantidad de celulosa (mg/g peso
seco de vaina). Para ambos genotipos las vainas que fueron incubadas en
oscuridad presentaron el mayor contenido de celulosa por gramo de tejido; de
acuerdo a lo planteado, esto iria en contra de lo previsto ya que se esperaba que
en vainas con una severa restriccion de nutrimentos los componentes de sus
paredes celulares pudieran fungir como un compuesto movil; para el caso de
celulosa parece ser que no cumple tal rol; no obstante, es interesante ver como
cambia el contenido de celulosa bajo diferentes circunstancias, mientras que en
condiciones normales no varia mucho, en una condicion extrema el contenido de
celulosa por gramo de tejido se incrementd esto sugiere que las paredes pudieran

volverse mas rigidas y dura con el fin de salvaguardar su contenido.

37



>

Genotipo OTI

500

400

b
300 a
200
100
0

Vainas de 20 dda  Vainas que cumplieron  Vainas de 20 dda
su desarrollo en la  incubadas en oscuridad
planta

mg celulosa/ g peso seco de
vaina

B Genotipo G-15

L 500 C
3 a ,
400

é b

8_ g 300

® = 200

3

§ 100

[@)]

e 0

Vainas de 20 dda  Vainas que cumplieron  Vainas de 20 dda
su desarrollo enla incubadas en oscuridad
planta

Figura 19. Contenido de celulosa en vainas de los genotipos OTI (A) y G-15
(B). En ambos casos se observa que el contenido de celulosa cambia poco en el
periodo que va de los 20 DDA hasta que los frutos terminan su desarrollo. Sin
embargo, en las vainas de los frutos que fueron removidos las cantidades de
celulosa fueron superiores. Los puntos corresponden a promedios de 4 mediciones
+ DE. Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes a p
<0.05.
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7.2 Contenido de Acido Galacturénico

Para la cuantificacion de pectina se determind como acido galacturénico; en la

Figura 20 se muestra una de las curvas de calibracién que se hicieron con ese fin.
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Figura 20. Curva de calibracion parala determinacion de pectinas. El contenido
de acido galacturonico se cuantific6 midiendo la absorbancia a 520 nm y usando
acido galacturénico como referencia en un intervalo de 0 a 0.03 mg (Zhu et al.,
2016).

Enla Figura 21 se presentan los contenidos de pectina como mg acido galacturénico
por gramo de tejido; a diferencia de la celulosa las pectinas son compuestos con
una mayor dinamica y se sabe que son parcialmente mdviles, se esperaria que en
las vainas incubadas en oscuridad se tuviera un menor contenido de acido
galacturoénico si esté es usado como una fuente de carbono; una vez mas nos
encontramos con todo lo contrario; en ambos genotipos, pero especialmente en el
genotipo G-15 se aprecia un aumento en el contenido de acido galacturénico, para
el caso de OTI no hay diferencia significativa entre vainas con un desarrollo
completo y aquellas incubadas en oscuridad; por lo que en este genotipo las
pectinas podrian no tener un papel importante bajo una situacién extrema, caso
contrario a G-15, donde el contenido de acido galacturonico aumenta en aquellas
vainas bajo una severa restriccion de nutrimentos parece ser que podrian cumplir

alguna funcion en la pared celular que ayude a salvaguardar a las semillas.

39



>

Genotipo OTI

160

b ,.C b ,C

140 a
120
100
80
60
40
20
0

Vainas de 20 dda  Vainas que cumplieron  Vainas de 20 dda

mg acido galacturénico/ g peso
seco de vaina

su desarrollo en la incubadas en
planta oscuridad
B Genotipo-15
C

§ 160 y
o 140 b

o

2 120 a

8 ®©

2 < 100 .

S

9 > 80

20

g% o

8 § 40

S 20

c

(O 0

g Vainas de 20 dda  Vainas que cumplieron  Vainas de 20 dda

su desarrollo enla incubadas en oscuridad
planta

Figura 21. Contenido de acido galacturdnico en vainas de los genotipos OTI
(A) y G-15 (B). En ambos genotipos el contenido de acido galaturénico tiende a ser
mayor en las vainas de los frutos que se cortaron a 20 dda y se incubaron en la
oscuridad; para el caso de OTI no hay diferencia significativa entre vainas de 20 dda
y vainas incubadas en oscuridad. Los puntos corresponden a promedios de 6
mediciones + DE. Las columnas que no comparten letras son significativamente
diferentes a p <0.05.
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7.3 Contenido de hemicelulosa
Para la determinacion de hemicelulosa se realizaron curvas de calibracién utilizando

glucosa como estandar (Figura 22).
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Figura 22. Curva de calibracion para la determinacion de hemicelulosa. Se
hicieron curvas de calibracién usando el método fenol-acido sulfarico; para leer las
muestras se uso una A = 490 nm (Updegraff, 1969; Zhu et al., 2016).

En la figura 23 se presentan los contenidos de hemicelulosa en mg hemicelulosa
por gramo de vaina. De los principales componentes de las paredes celulares
vegetales las hemicelulosas son reconocidas como compuestos maoviles; por lo que
estos compuestos si podrian ser usados como fuentes de carbono y energia,
sobretodo en una situacion extrema; de acuerdo a esa légica en las vainas
incubadas en oscuridad se esperaria que el contenido de hemicelulosa fuera menor;
pero nuevamente los resultados presentan que en ambos genotipos el contenido de
hemicelulosa parece aumentar en aquellas vainas que fueron cortadas y sometidas
a una disminucion importante de nutrimentos; asi que al igual que la celulosa y las
pectinas, la hemicelulosa podria cumplir con algunas funciones esenciales para
proteger las semillas de la vaina. En ambos genotipos también puede observarse
gue el contenido de hemicelulosa cambia de acuerdo a las condiciones en que se
encuentra la vaina. Dado su haturaleza quimica, la cual es muy compleja, se sugiere
gue es posible que no se hayan cuantificado hemicelulosas que ya hayan cumplido

alguna funcion como compuesto movil y/o estructural.
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Figura 23. Contenido de hemicelulosa en vainas de los genotipos OTI (A) y G-
15 (B). En ambos genotipos se observa que en las vainas de los frutos de 20 dda
que se incubaron oscuridad los contenidos de hemicelulosa son los mayores; el
contenido de hemicelulosa cambia de acuerdo a las condiciones de desarrollo de la
vaina Los puntos corresponden a promedios de 4 mediciones + DE. Las columnas
gue no comparten letras son significativamente diferentes a p <0.05.

Con base a lo presentado en las Figuras 19, 21 y 23 los resultados indican que las
vainas incubadas en oscuridad presentan un mayor contenido de los principales
componentes de la pared celular; resultado que contradice lo propuesto en la

hipotesis planteada.
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Figura 24. Composicion relativa de celulosa, acido galacturénico vy
hemicelulosa en las muestras analizadas. Se observa que en ambos genotipos
la composicion relativa no cambia entre vainas de 20 dda y vainas de 20 dda
incubadas en oscuridad.
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Al observar que el contenido de los diferentes compuestos analizados aumentaba
en aquellas vainas sometidas a estrés se decidi6 sumar el promedio de cada
compuesto por cada tratamiento para determinar la composicion relativa de cada
uno de los materiales y determinar si existia alguna variacion comparandolo con las
vainas con un desarrollo normal; la Figura 26 muestra la composicion relativa de
celulosa, acido galacturénico y hemicelulosa de cada uno de los tratamientos en la
cual, para ambos genotipos no se observa alguna diferencia importante; por lo que
se sugiere que la pared celular cumple funciones similares en cualquier tratamiento
y que la removilizacion de nutrimentos de su estructura para utilizarlos como fuente

de carbono para el desarrollo de las semillas podria ser muy bajo.
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8 Analisis de resultados.

En el frijol el desarrollo de la vaina y el de las semillas esta desfasado; esto se
observa en ambos genotipos de acuerdo a la cinética de crecimiento de la Figura
14, la vaina alcanza un desarrollo 6ptimo a los 20 dda y puede llevar a cabo su
principales funciones (como lo es el proteger las semilla) con normalidad y poco
después de alcanzar ese estado comienza el llenado de las semillas. Esto indica
gue en condiciones normales la principal fuente de nutrimentos para la semilla no
va a provenir de la vaina, sino de la actividad fotosintética de la hoja mas cercana,
no obstante cabe destacar que la vaina por si sola puede generar hasta el 60% de
los recursos que necesitan las semillas (Chapin et al., 1990; Diepenbrock, 2000).
También la Figura 14 mostré que después de los 20 dda el peso seco promedio de
las vainas cambia muy poco en ambos genotipos; se decidié que 20 dda era una
buena edad para poner a prueba la capacidad de las paredes celulares de fungir

como fuente de nutrimentos bajo una severa restricciébn de nutrimentos.

Los resultados obervados en las Figuras 15 Ay 15 B revelaron el impacto que tenia
la restriccion de nutrimentos sobre las semillas; ademas apoyan la teoria de que en
una situacion critica las vainas pueden desempefiar un rol como fuente de
nutrimentos. De acuerdo a Chapin et al., (1990) existen compuestos moviles, los
cudles se pueden reciclar para ser utilizados en el crecimiento o la respiracion; los
componentes de las paredes celulares tienen cierto grado de movilidad por lo que
podrian ser utilizados para suplir la demanda de nutrimentos que requieren las
semillas; no obstante las Figuras 15 C y D revelan que las vainas no pudieron
desarrollar mas de tres semillas, asi que este reciclaje debe estar limitado para que

la pared celular pueda seguir cumpliendo sus funciones.

Al evaluar el peso seco promedio de vainas y semillas de 20 dda y aquellas vainas
incubadas en oscuridad (Figuras 16 y 17) se determin6 que existe una reduccion
marcada en el peso de las vainas que estuvieron limitadas de recursos; esta
reduccion coincide con un aumento en el peso seco de sus semillas. Lo que
inicialmente sucede es la degradacion de las grandes cantidades de almidon que
las vainas acumulan y que bajo esas condiciones se degrada eficientemente (Hoch,
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2007), conforme paso el tiempo las reservas de almidén se consumieron, aunado a
esto la nula actividad fotosintética de la vaina obligaron a la vaina a extraer recursos
pobablemente de sus paredes celulares; el desarrollo de la planta implica una serie
coordinada de procesos bioquimicos que, entre otras cosas, resultan en biosintesis
y degradacion de componentes de la pared celular; entre sus principales
componentes la hemicelulosa resalta debido a que son polisacéaridos
multifuncionales, que pueden reciclarse y usarse como reservas de carbono en
momentos de suministro reducido de carbono por fotosintesis ademas es el
compuesto con mayor movilidad de la pared celular (Chapin et al., 1990; Carpita y
Gibeaut, 1993). No podemos descartar el papel que puedan llegar a tener la
celulosa y la pectina como compuestos maviles. Asi que la disminucion del peso
seco de las vainas incubadas en oscuridad puede deberse a que se extraen

recursos de sus paredes celulares.

Con lo anteriormente planteado se evaluaron los contenidos de celulosa, pectina 'y
hemicelulosa de las vainas de 20 dda, de las vainas que cumplieron un desarrollo
normal y de las incubadas en oscuridad (Figuras 19, 21 y 23); los resultados
esperados eran que se presentara una disminucién de los componentes de pared
celular en las vainas de 20 dda que fueron incubadas en oscuridad sin embargo
ocurrié lo contrario, presentaron un mayor contenido en las vainas sometidas a
estrés; éstos resultados van en contra de nuestra hipétesis, y son indicadores claros
de que la reduccién en el peso seco de las vainas que se observa en los frutos que
se cortaron e incubaron en oscuridad (figuras 16 y 17), no involucra el reciclaje de
componentes de la pared celular o su reciclaje es minimo. Por otro lado, se ha
descrito que durante el desarrollo de los frutos las paredes celulares cambian
continuamente su composicion y su arreglo estructural (Stolle-Smits et al., 1999;
Frankova y Fry, 2013). El incremento que se observa en sus componentes sugiere
gue en respuesta al estrés nutricional el metabolismo de la pared no se detuvo y
qgue la acumulacién de mas material dio como resultado una pared celular mas
resistente. Sin embargo, también es posible que ese incremento sea producto de la
removilizacion de materiales que no se cuantificaron en este trabajo; no obstante,

nuestros resultados no permiten distinguir entre ambas posibilidades.
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Los compuestos que se sugiere pudieran haber contribuido al desarrollo de la
semilla debido a que son compuestos con una mayor movilidad son los dzucares
libres, fructanos, lipidos neutros, proteinas libres, polioles entre otros; los cuales no
fueron cuantificados y se desconoce si realmente son productos de un reciclaje o
son inducidos por la vaina. También debido a la complejidad de su naturaleza
quimica, es probable que no se hayan cuantificado en su totalidad hemicelulosas y

pectinas.

Este trabajo es la base de posteriores experimentos que permitan establecer si el
incremento en el material acumulado en la pared celular que se observa en los frutos
que se sometieron a una deficiencia nutricional severa, se debe a que su sintesis
se incrementd o a que materiales que no cuantificamos fueron reciclados.
Igualmente es importante establecer si dichos cambios afectan la funcionalidad de

la pared celular.

También es necesario investigar si la deficiencia nutricional afecta la actividad de

enzimas involucradas en la sintesis y el remodelado de la pared celular.

9 Conclusiones

e Se estableci6 una metodologia para la determinacion de celulosa, acido
galacturénico y hemicelulosa en paredes celulares de frutos de frijol.

e La deficiencia nutricional severa que resulta de cortar los frutos a 20 dda no
promueve la degradacién y el reciclaje de componentes de la pared celular.

e En los frutos que se sometieron a una deficiencia nutricional severa, los
componentes de la pared celular se incrementaron lo que probablemente

resulta en una estructura mas resistente.
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