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1. Resumen

El desarrollo de las semillas es un proceso que demanda grandes cantidades de recursos
metabdlicos, cuya disponibilidad puede ser afectada por condiciones ambientales. La
vaina del fruto de frijol es una estructura que ademas de proteger a las semillas y distribuir
entre ellas los fotosintatos que recibe el fruto, también tiene la capacidad de sintetizar
almiddn. El almidén es un polisacarido de glucosa conformado por los polimeros amilosa
y amilopectina que las plantas usan frecuentemente como reserva de carbono. En el
caso de las vainas, la sintesis de almidon permite almacenar los excedentes de
sacarosa, y su degradacion posterior contribuye a satisfacer las necesidades de las
semillas cuando entran en la fase de crecimiento acelerado. La sintesis de almidon es
una via compleja, donde la actividad de la enzima adenin difosfato (ADP)-glucosa

pirofosforilasa es clave.

En este trabajo se analiz6 si su actividad tiene correlacién con la cantidad de almidén
presente en la vaina durante la primera etapa del desarrollo del fruto. Con ese propadsito
se realizd un andlisis bioinformatico de los genes que codifican a las subunidades de la
ADP-glucosa pirofosforilasa, se evaluaron sus niveles de expresion, y se cuantifico la
abundancia de proteina y la actividad enzimatica. El resultado obtenido del analisis
bioinforméatico fue la identificacion de siete secuencias de genes que codifican para las
subunidades de ADP-glucosa pirofosforilasa en frijol, seis secuencias para la subunidad
grande y una secuencia para la subunidad pequeia. Para verificar si estos genes se
expresan en la vaina se midié su expresion mediante RT-PCR encontrando la expresion
de AGPL1, AGPL2a, AGPL3b y AGPL4 de la subunidad grande y AGPS1 de la
subunidad pequefia. También se midi6 la expresion de estos genes en la hoja de frijol y
se encontrd expresion de los mismos genes con excepcion de AGPL4. Mediante western
blot se cuantificé la abundancia de ADP-glucosa pirofosforilasa utilizando un anticuerpo
especifico contra la subunidad grande, encontrando que la cantidad de ADP-glucosa
pirofosforilasa aumenta gradualmente conforme se desarrolla la vaina. Se midid la
actividad de ADP-glucosa pirofosforilasa y se observo que la actividad es muy similar 10,
15y 20 DDA.



Nuestros resultados muestran que los genes que codifican las subunidades de la ADP-
glucosa pirofosforilasa se expresan diferencialmente, lo que sugiere la existencia de
multiples complejos. También muestran que la actividad de la enzima tiene control
traduccional y postraduccional, y que no existe una relacién directa con la cantidad de

almidon que se acumula en la vaina de frijol.



2. Introduccioén

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa alimenticia mas importante en el mundo.
Este cultivo se produce en sistemas, regiones y ambientes diversos en América Latina,
Africa, el Medio Oriente, China, Europa, EE. UU. y Canada (Morales-Santos et al., 2017).

Las plantas de frijol son herbaceas, tienen hojas con tres foliolos y su crecimiento puede
variar entre arbustos pequefios bien definidos, hasta plantas trepadoras. El color de sus
flores es variado desde blanco a tonalidades rosas, lilas y violetas. Sus semillas, pueden
tener varias formas: cilindrica, de rifidn, esféricas u otras y crecen en una vaina
comestible como legumbre (ejotes, del nahuatl exotl). Como otras leguminosas, en sus

raices tienen nédulos que alojan bacterias fijadoras de nitrogeno (Lopez et al., 1985).

2.1 Taxonomia del frijol

El frijol (Phaseolus vulgaris) pertenece al orden Fabales, a la familia de las Fabaceas
(Leguminosae), subfamilia Faboideae (Papilionoidea), tribu Phaseoleae, subtribu
Phaseolinae y al género Phaseolus, que incluye 55 especies, de las que se cultivan 5
(Avila et al., 2014).

Dentro de las especies cultivadas P. vulgaris (frijol comin) es la mas importante, una
proporcion menor de la superficie cultivada se siembra con las cuatro especies restantes
(P. lunatus (frijol lima), P. acutifolius (frijol Tépari/yori muni), P. coccineus (frijol ayocote)

y P. dumosus =sinom. P. polyanthus (Hernadndez et al., 2013).

2.2 Origen del frijol

Con base en los hallazgos arqueoldgicos efectuados en México (Tehuacan 7000 A.C),
en el norte de Argentina (Huachichoacana, 9000 A.C.) y en Pera (Guitarrero 8000 A.C.),
actualmente se considera que el centro de origen de frijol es una regidon que comprende

desde el norte de México hasta el norte de Argentina (Figura 1) (Avila et al., 2014).




Sin embargo, Hernandez-Lopez y colaboradores (2013), con base en evidencias
arqueoldgicas, morfoldgico-agrondmico, bioquimico y moleculares, indican que el centro
de origen del frijol se ubica en la region de Mesoamérica, que comprende el occidente y
sur de México (desde Jalisco hasta Oaxaca) y que hubo dos centros de domesticacion,

uno primario (Mesoameérica) y otro secundario (Sur Andino).

TEHUACAN “"%m
7000 A.C. Ky W
“«'l

Q‘?tn

GUITARRERO
8000 A.C.

HUACHICHOACANA
9000 A.C.

Figura 1. Zonas arqueoldgicas donde se han encontrado sefiales del proceso de
domesticacion del frijol. Adaptado de Schoonhoven y Voyset (1991).



2.3 Caracteristicas de cultivo del frijol

El frijol posee una amplia adaptacion y se puede cultivar desde los 52° norte a los 35°
latitud sur (desde Canada hasta el norte de Argentina en el continente americano) y
altitudes que van desde los 0 a los 3 000 metros sobre el nivel del mar (msnm). Las
plantas de frijol también soportan un rango de temperatura (desde los 5°C hasta los
35°C); sin embargo, las condiciones Optimas para su cultivo son temperaturas entre los
18 y 25°C y precipitaciones de entre 350 y 600 mm.

2.4 Etapas de crecimiento del cultivo de frijol

El cultivo de frijol consta de 2 fases de desarrollo durante su crecimiento (Figura 2) una
fase vegetativa y una fase reproductiva, que a su vez se subdividen en las siguientes

clasificaciones:

Fase vegetativa

VO germinacion: se toma como iniciacion de esta etapa el dia que la semilla tiene
humedad suficiente para el comienzo de este proceso; es decir, el dia del primer riego,

o de la primera lluvia si se siembre en un suelo seco.
V1 emergencia: se inicia cuando los cotiledones de la planta aparecen a nivel del suelo.

V2 hojas primarias: comienza cuando las hojas primarias (unifoliadas) estan

desplegadas.

V3 primeras hojas trifoliadas: se inicia cuando la planta presenta la primera hoja trifoliada

completamente abierta y las laminas de los foliolos se ubican en un plano.
V4 tercera hoja trifoliada: cuando la tercera hoja trifoliada se encuentra desplegada.

Fase reproductiva

R5 prefloracién: inicia cuando aparece el primer botén o racimo.

R6 floracion: cuando la planta presenta la primera flor abierta.



R7 formacién de las vainas: cuando la planta presenta la primera vaina con corola de la

flor colgada o desprendida.

R8 llenado de la vaina: se inicia cuando la primera vaina empieza a llenar. Es el inicio
del crecimiento activo de la semilla. Las vainas presentan abultados que corresponden

a las semillas en crecimiento.

R9 maduracién: se caracteriza por el inicio de coloracion y secado en las primeras vainas,
continda el amarillamiento, la caida de hojas y todas las partes de la planta se secan; las
vainas al secarse pierden su pigmentacion. El contenido de agua en las semillas baja
hasta alcanzar 15%, momento en el cual las semillas adquieren su color tipico. Termina

el ciclo biolégico y el cultivo se encuentra listo para su cosecha (Lépez et al., 1985).

ETAPAS DE CRECIMIENTO DEL CULTIVO DE FRIJOL

Fase Vegetativa

Fase Reproductiva

VO V1 V2 V3 v4 R8

23 dias - 3.5 semanas 54 dias - 7.5 semanas

Figura 2. Etapas de crecimiento del cultivo de frijol. ICA/ COSUDE (2008).



2.5 Importancia nutricional del frijol

En México el frijol es uno de los principales alimentos en la dieta basica, a la que
contribuye con carbohidratos y una gran cantidad de proteina, vitaminas (B, niacina,
acido folico y tiamina), minerales (hierro, cobre, zinc, fésforo, potasio, magnesio y calcio),
y fibra (Tabla 1) (Morales et al., 2017).

Tabla 1. Composicion nutricional del frijol (Phaseolus vulgaris L.). Tabla basada
en Wainaina et al., 2021.

Componentes

Macrocomponentes Microcomponentes

Carbohidratos (50% a 60%) de los cuales ' Vitaminas en mg/100 g

son: e Tiamina 0.81 a 1.32
e Almiddn (30% a 60%) e Riboflavina 0.112 a 0.411
e Fibra dietaria (14% a 19%) e Niacina 0.85a3.21
e Oligosacéridos (2% a 6%) e Vitamina B6 0.299 a 0.659
Proteinas (16% a 33%) e Acido folico 0.148 a 0.676
Lipidos (1% a 3%) de los cuales son: Minerales
e Acidos grasos insaturados (65% a e Calcio 0.09% a 0.2%
87%) e Hierro 3.83 a 7.55 mg/100 g
e Acidos grasos saturados (10% a e Cobre 0.69a1.20 mg/100 g
15%) e Zinc2.2a4.4mg/ 100 g

e F6sforo 0.46%
e Potasio 1.54%
e Magnesio 0.20%

Nota: % de materia seca, a menos que se indique lo contrario.



El frijol es parte fundamental de la dieta del mexicano, lo que se reconoce en el articulo
179 de la Ley de Desarrollo Rural Sustentable (LDRS), donde se le considera como un
producto basico y estratégico para el pais. Esta leguminosa se siembra en todas las
regiones agricolas de México. De acuerdo con datos de la FAO a nivel mundial México
es el sexto productor con alrededor del 5.3% de la produccién mundial en el periodo de
2000-2013. Los paises con mayor produccién en el periodo de 2000-2013 fueron
Myanmar, India, Brasil, China, Estados Unidos y México, en ese orden. En conjunto,
estos seis paises aportan el 62.8 por ciento de la produccién mundial de esta leguminosa
(Figura 3) (Lemus et al., 2015).

Produccion mundial de frijol, 2000-2013 (Millones de toneladas)
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Figura 3. Produccion mundial de frijol, 2000-2013. Lemus et al., (2015).

Entre los principales paises productores de frijol existe diversidad en cuanto a
productividad. Por un lado, Estados Unidos y China reportan productividad muy superior
al promedio mundial, es decir, el rendimiento promedio fue de 2.1 y 1.5 toneladas por

hectarea en 2013, respectivamente (Figura 4). Por otro lado, en India, Uganda y Kenia



apenas se alcanzan rendimientos respectivos de 0.4, 0.4 y 0.5 toneladas por hectarea
(Figura 4). Los rendimientos en México se ubican alrededor del promedio mundial. Sin
embargo, desde 2010 hasta 2013 el rendimiento promedio mundial ha sido

consistentemente superior a los rendimientos nacionales (Lemus et al., 2015).

Rendimientos de frijol, 2000-2013 (Toneladas por hectarea)

- 3.0
India ——— Brasil Myanmar
——— China ——— Estados Unidos  =----- Mexico 95
Uganda Kenia Promedio mundial '

0,0

2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013

Figura 4. Rendimiento de frijol, 2000-2013 (toneladas por hectarea). Lemus et al.,
(2015).

Los datos anteriores no muestran las variaciones que puede experimentar la produccion
de frijol en cada pais. En el caso especifico de México en la Figura 5 se presentan los
datos de produccion de frijol durante el periodo 2002-2012. Estas variaciones se deben
principalmente a que el 64.9% de la produccion de frijol proviene de areas de temporal,
no tecnificadas y muy susceptibles a los cambios en las condiciones ambientales (Lara
2015).
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Figura 5. Superficie sembrada, cosechada y volumen de produccién de frijol en
México (2002-2012). Lara (2015).

La FAO ha sefialado que la demanda general de alimentos seguira creciendo. Al mismo
tiempo que el cambio climatico y la competencia por los recursos naturales seguiran
contribuyendo a la degradaciéon del ambiente, con consecuencias negativas para los

medios de vida y la seguridad alimentaria de las personas (Urquia 2014).

Por lo anterior es necesario explorar otras alternativas para tratar de mitigar los efectos
negativos de estas situaciones. Una vertiente para abordar esta problematica es el
estudio de las estrategias que las plantas de importancia alimentaria usan ante

condiciones adversas que amenazan Su supervivencia.

Un elemento de esa estrategia es la acumulacién y degradacién de almidén. Este es el
carbohidrato de reserva mas abundante en las plantas; se encuentra en hojas, tallos y
raices, asi como en flores, frutos y semillas en los cuales se utiliza como fuente de

energia durante periodos de dormancia, estrés o reinicio del crecimiento (Tofifio, 2006).
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2.6 Vaina de fruto de frijol

La vaina (también conocida como pericarpio), es el érgano que cubre a las semillas

durante su desarrollo y las protege del ataque de plagas y patdégenos (Bennett et al.,

2011). Es una estructura fotosintéticamente activa, que tiene una capacidad de fijacion

de CO2 del 26% respecto a las hojas (Crookston et al.,1974), misma que se reduce a

medida que entran en senescencia (Wagstaff et al., 2009).

Estas caracteristicas se complementan con la capacidad de la vaina para almacenar

recursos que posteriormente se exportan a las semillas en desarrollo (Bennett et al.,

2011). En las etapas iniciales del desarrollo de los frutos de leguminosas, las vainas
representan el principal organo de “demanda” de los compuestos organicos que son
translocados desde los 6rganos vegetativos al fruto. Cuando las vainas alcanzan su
tamafio maximo, las semillas se convierten en el 6rgano “demanda” mas importante.
Adicionalmente, se ha detectado la existencia de un circuito de retroalimentacion
dinamico en el que las vainas, envian a las hojas sefiales que indican sus necesidades
de recursos, lo que provoca la movilizacion de los fotoasimilados en una relacion directa

con la intensidad de la sefial recibida (Bennett et al., 2011).

2.7 Desarrollo de la semilla de frijol

El desarrollo de las semillas exige una inversion muy alta de recursos metabolicos. La

particion del carbono entre varios tejidos de demanda competidores es un proceso

dindmico (Williams et al., 2000). El desarrollo de la semilla puede dividirse en dos etapas
principales, la morfogénesis y la maduracion. Durante la maduracion se llevan a cabo
procesos vitales como el crecimiento del embrion y la acumulacion de las sustancias de
reserva. Para que esto ocurra es necesario que el carbono y el nitrdgeno transportados
se almacenen principalmente en forma de lipidos, almidon y proteinas. La sacarosa
requerida para la sintesis de dichos compuestos es transportada por el floema desde las
hojas fuente hasta el funiculo y desde el tegumento externo hacia el interno, y de éste

hacia al suspensor (Stadler et al., 2005; Zufiga-Sanchez et al., 2017).
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El suministro de sacarosa a la semilla es un proceso pasivo (De Jong et al., 1996), la

sacarosa se remueve del espacio entre la cubierta de la semilla y los cotiledones por la
actividad de un simportador de H/sacarosa en las células del cotiledon (Lichtner y

Spanswick, 1981). Al principio del desarrollo, la mayor parte de la sacarosa que entra en

una semilla de leguminosa se convierte en hexosas. Durante la sintesis de productos de
almacenamiento, la sacarosa es el azucar principal en la semilla y en el embrién, y la
sintesis de almiddn y proteina se convierte en su destino principal (Weber et al., 1997;
Borisjuk et al., 2003).

Las condiciones ambientales estresantes pueden limitar la disponibilidad de nutrimentos
en cualquier momento, y los azucares (fructanos, sacarosa, glucosa y fructosa), que se
acumulan como reservas en diferentes partes de la planta, se removilizan y transportan

a los granos en desarrollo (Wardlaw y Willenbrink, 2000).

2.8 El almidon en vainas de fruto de frijol

En el articulo publicado por Belmont et al., (2022) se describe el desarrollo del fruto de
frijol en el periodo de 15 a 25 dias después de la antesis (DAA) (Figura 6). Se observa
gue después de 15 DAA, el crecimiento de las semillas de frijol fue exponencial (Figura
7A). Sin embargo, la cantidad de sacarosa recibida por el fruto se mantuvo practicamente

constante durante todo el periodo de crecimiento de la semilla (Figura 7A).

Figura 6. Imagenes representativas de frutos y semillas de frijol durante el
desarrollo. Belmont et al., (2022).
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Por otro lado, la degradacion del almidén almacenado en la vaina coincide con el
aumento en la velocidad de crecimiento de la semilla (Figura 7B). Estos resultados
sugieren que, durante la primera parte del desarrollo de la semilla, la cantidad de
sacarosa recibida por el fruto es mayor que las necesidades de las semillas en desatrrollo,
y que el excedente de sacarosa se almacena en la vaina como almidén o azlcares
solubles, que se utilizan cuando el suministro de sacarosa ya no es suficiente para

satisfacer las necesidades de las semillas.

& Peso de semillas 8- Azlcares solubles
A -8 Sacarosa B -©- Almidén
100 150
80-
- 100+
0 60- o
= -
= (e)]
o i (o))
e 40 = -~
204
D' T T T T D T T T T
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30
DDA DDA

Figura 7. Andlisis del crecimiento de semillas de frijol. A, incremento en el peso seco
de la semilla y sacarosa descargada al fruto durante un periodo de 24 h. B, almidon y
azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) presentes en el pericarpio durante el
desarrollo del fruto. Las areas verdes y amarillas indican los periodos de acumulaciéon y
degradacion del almidon, respectivamente. DDA representa dias después de la antesis.
Belmont et al., (2022).
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2.9 Almiddn

El almidén es la forma principal en la que las plantas superiores almacenan los
carbohidratos. Su presencia genera una presion osmética insignificante, lo que permite
almacenarlo en grandes cantidades sin alterar las relaciones de agua de la célula. El que
se sintetiza en los cloroplastos se denomina transitorio (porque se acumula durante el
periodo de luz y se utiliza durante la oscuridad), es muy importante para que las
actividades metabdlicas ocurran normalmente durante la noche. El almidon de
almacenamiento se acumula en los érganos de reserva durante una fase del ciclo de

vida de la planta y se utiliza en otro momento.

Practicamente todos los 6rganos de la planta pueden sintetizar almiddn; su uso eficiente
podria aumentar las posibilidades de las plantas a sobrevivir a episodios de condiciones
adversas. Las plantas lo producen a partir del dioxido de carbono que captan de la
atmosfera y del agua que toman del suelo. La ruta para la biosintesis de almidon
involucra tres enzimas: la ADP- glucosa pirofosforilasa (AGPasa), la sintetasa de almidon
(SS) y la enzima ramificadora del almidon (SBE), de las cuales existen mdultiples
isoenzimas que difieren en su expresion tisular y temporal, asi como en sus propiedades

cinéticas (Bernal y Martinez 2006).

El producto de ese proceso se organiza en granulos semicristalinos cuya forma y tamafio
dependen del origen boténico. El granulo de almidén esta conformado por dos polimeros
de glucosa: amilosa y amilopectina. La amilopectina es el componente principal y suele
representar mas del 75% de los granulos de almidén. Es una molécula ramificada con
un peso molecular estimado de 107-109 kDa. Los residuos de glucosilo que la forman
estan unidos por enlaces a-1,4 y forman cadenas que varian en longitud de 6 a >100
residuos entre los que periédicamente aparecen enlaces a-1,6 que constituyen puntos
de ramificacion. Aunque no se conoce su estructura molecular exacta, una combinacion
de la longitud de la cadena, la frecuencia de ramificacion y el patron de ramificacion da
como resultado una estructura en forma de “arbol” o “racemosa” en la que los grupos de
cadenas aparecen a intervalos regulares a lo largo del eje de la molécula. Las

ramificaciones en la amilopectina tipicamente tienen en promedio de 12 a 15 residuos de
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glucosilo. Las ramificaciones menos comunes tienen un promedio de 35-40 residuos.
(Buleon et al., 1998; Smith 2001).

Dentro de los granulos de almidon, las moléculas de amilopectina estan dispuestas
radialmente, con los extremos libres (no reductores) de las cadenas mirando hacia la
periferia. Se forman pares de hebras adyacentes dentro de grupos de doble hélice que
se agrupan en matrices organizadas, creando capas cristalinas conceéntricas (laminillas)
dentro de los granulos (Figura 8). Estas laminillas se alternan con laminillas amorfas
formadas por regiones de la molécula de amilopectina que contienen puntos de
ramificacion. La organizacion laminar se repite con un periodo de 9 a 10 nm; esta
estructura semicristalina domina la matriz de granulos de almidon y esta muy conservada

en almidones de plantas superiores (Zeeman et al., 2010). La amilosa, el segundo

componente del almidén, es mas pequefia que la amilopectina (las estimaciones del peso
molecular relativo varian entre 105 y 106 kDa) y solo ligeramente ramificada. Se cree
gue se ubica desorganizadamente en las regiones amorfas del granulo (Zeeman et al.,
2010).
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Figura 8. La composicion y estructura de los granulos de almidén. (a) Una
representacion esquematica de amilosa y amilopectina, y las estructuras adoptadas por
las cadenas constituyentes. (b) La relacion entre el granulo de almidon (imagen
compuesta de granulos de papa, izquierda) y la estructura de amilopectina. Las laminillas
cristalinas y amorfas se organizan para formar bloques que forman los anillos de

crecimiento. Modificado de Zeeman et al., (2010).
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2.10 Sintesis del almidén

En las hojas fotosintéticas, el almidén se acumula durante el dia y se removiliza por la
noche para mantener la respiracion, la exportacién de sacarosa y el crecimiento en la

oscuridad (Geiger y Servaites, 1994). En este contexto, el almidén se ha identificado

como un importante integrador en la regulacion del crecimiento de las plantas para hacer

frente a los cambios constantes en la disponibilidad de carbono (Sulpice et al., 2009). Su

importancia es evidente en fenotipos de mutantes deficientes en almidon con crecimiento

anomalo o que incluso mueren en condiciones de dias cortos (Caspar et al., 1991). En

los 6rganos de almacenamiento heterdétrofos (Figura 9b), como los tubérculos de papa
(Solanum tuberosum) o las semillas en desarrollo, el almidon sirve como almacén de
carbono a largo plazo que se moviliza mas tarde en el desarrollo para apoyar las fases
de crecimiento reproductivo. Dado que el suministro de sacarosa a estos tejidos fluctla,
se requieren mecanismos reguladores para estimular la sintesis de almidén cuando

aumenta la disponibilidad de carbono (Geigenberger et al., 2004).

El carbono que se usa para la sintesis de almiddn en 6rganos fotosintéticos es producto
de la actividad del ciclo de Calvin-Benson (Nakamura, 2015). EI ATP y el NADPH

necesarios para la reduccion del CO2, se derivan principalmente del sistema de

fotofosforilacion y del sistema de transporte de electrones dependiente de la luz durante
la fotosintesis. Por lo tanto, el equilibrio de fosfato inorganico (Pi/P) total (P inorganico
mas orgéanico), ATP/ADP y NADPH/NADP* en cada compartimento celular (como
ejemplo el cloroplasto y citosol) es esencial para mantener alta la fotosintesis y la
homeostasis en todas las células. La sintesis de almidon y sacarosa juega un papel
importante en la actividad fotosintética de fijacion de CO:2 al devolver Pi al sistema de
fotofosforilacidon y al ciclo de Calvin-Benson. Cuando se sintetiza sacarosa en el citosol,
el Pi liberado se devuelve al cloroplasto mediante el transporte de triosa-fosfato/PGA al
citoplasma a través del transportador de triosa-fosfato/Pi (TPT) ubicado en la membrana

del cloroplasto, como se muestra en la Figura 9a.

Las reacciones fotosintéticas deben ocurrir muy rapidamente para mantener todos los

eventos fisioldgicos y bioguimicos que requieren energia para las plantas en condiciones
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de luz. Por lo tanto, el flujo de carbono desde el ciclo de Calvin-Benson hasta la sintesis
de almidén y la sintesis de sacarosa es un proceso metabdlico esencial en las células

vegetales (Tamoi et al., 2005; Nakamura 2015).
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Figura 9. Representacion esquematica de la ruta de biosintesis del almidén y el
metabolismo relacionado en tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos. (a) Sintesis
de almidon asimilado en hojas. (b) Sintesis de almidon de reserva en los tejidos de
almacenamiento. Abreviaturas: proteina BT1 Brittle-1 (transportador ADP-glucosa),
translocador TPT triosa fosfato/Pi, translocador GPT G6P/Pi, transportador putativo G1P
G1PT. Modificado de Nakamura (2015).
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Como se muestra en la Figura 10, el primer paso para la biosintesis del almidén en
plantas es la formacion de ADP-glucosa a partir de glucosa-1-fosfato (G1P) y ATP,

catalizada por la ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa):

G1P + ATP—>» ADP-glucosa + PPi

Glucosa-1-fosfato

ADP-glucosa pirofosforilasa
(AGPasa)

Iyl
ADP-glucosa

(alargamiento de i i 5l

las cadenas a-1.4) Alm n sintasa
{alargamiento de |3 cadena)

Almidon sintasa g e

(SS) (GBSS)

a-1,4-glucano
{formackén de las
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a-1,4/ a-1,6-glucano
{recorte de Ia estructura de [1
empaquel:mlrnln- eliminando
Enzima desramificadora _ramificaciones inadecuadas)
(DEE)

k4

AMILOPECTINA

Figura 10. Sintesis de almidén a partir de glucosa-1-fosfato. Modificado de Nakamura
(2015).

Este paso necesita ATP y libera pirofosfato inorganico (PPi), que es metabolizado
rapidamente en dos equivalentes molares de Pi por una alta actividad de la pirofosfatasa
inorganica en el estroma lo que desplaza el equilibrio de la reaccion hacia la sintesis de
ADP-glucosa. Posteriormente, la almiddn sintasa (SS) cataliza la transferencia de la

glucosa al extremo no reductor de un cebador de glucano:
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ADP-glucosa + glucano cebador (Gn) —» glucano (Gn+1) + ADP

Donde G denota los glucanos que tienen un nimero de residuos de glucosa con ny n+1,

respectivamente.

Las cadenas de amilopectina son elongadas a través de la forma soluble de la enzima
almidon sintasa (SS), mientras que el crecimiento de la cadena de amilosa es catalizada
por la almidon sintasa unida al granulo de almidén (GBSS, Figura 10). Los enlaces
glucosidicos a-1,6 se introducen mediante enzimas ramificadoras de almidén (BE).
Finalmente, las enzimas desramificadoras (DBE) eliminan las ramas innecesarias y
ayudan a que la amilopectina adquiera la estructura fina que le caracteriza. Todas las

enzimas participantes tienen multiples isoformas con distintas propiedades que se ven

reflejadas en la regulacion del proceso (Smith 2001; Zeeman et al., 2010; Nakamura
2015).

La via de sintesis de almidén es compleja y no obstante los esfuerzos para caracterizar
el papel de las enzimas involucradas y la participacion de otros factores en la regulacién
de su actividad, aun se desconocen elementos que son importantes para definir su

regulacion.
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2.11 ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

El analisis de control metabdlico se desarrollé a principios de la década de 1970 (Kacser

y Burns, 1995) y es probablemente la herramienta matematica méas utilizada para

estudiar el control en los procesos fisioldgicos de las plantas (Ap Rees y Hill, 1994). Esta

herramienta cuantifica la respuesta de una variable del sistema (por ejemplo, flujos) a
pequefios cambios en los parametros del sistema (por ejemplo, la cantidad o actividad
de enzimas individuales). La contribucién relativa de las enzimas al control del flujo en
una ruta puede evaluarse experimentalmente estableciendo sisteméaticamente una
poblacién de plantas con actividad enzimatica progresivamente reducida para cada
enzima en la ruta. La disponibilidad de lineas mutantes y transgénicas con expresion
alterada de enzimas de la ruta de sintesis del almidén ha sido usada para establecer la
contribucion de cada paso al control del flujo de carbono hacia almidén (Geigenberger,
2011).

En la Figura 11 se comparan los coeficientes de control de las enzimas que participan
en la sintesis de almidon en dos tipos de tejidos: fotosintéticos (Figura 11A) y no
fotosintéticos (Figura 11B). En este sentido se encontrd que el coeficiente de control mas
alto reside en la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa de tejidos fotosintéticos (Figura 11A)
y en tejidos no fotosintéticos en las enzimas ADP-glucosa pirofosforilasa, PGM plastidial
y translocador ADP/ATP (Figura 11B). Por lo tanto, la participacion de estas enzimas en
la sintesis de almidon es determinante. En este trabajo se analizé a la enzima ADP-

glucosa pirofosforilasa (AGPasa).

La enzima AGPasa es un heterotetramero formado por dos subunidades grandes (AGPL)
y dos subunidades pequefias (AGPS) Por conveniencia, la subunidad de 50-54 kDa se
denomind “pequefia”’ y “grande” la de 51-60 kDa; aunque la diferencia de masa entre
ellas en algunos casos no es superior a 1 kDa. La subunidad pequeia en las plantas
estd muy conservada (85%-95% de identidad), mientras que la subunidad grande esta
menos conservada (50%-60% de identidad) (Ballicora et al., 2004). Se han reportado

multiples isoenzimas de AGPasa en diferentes niveles y en diferentes tejidos vegetales.
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Como ejemplo, en Arabidopsis hay cuatro genes para la subunidad grande (APL1-APL4)

y dos genes (APS1y APS2) para la subunidad pequefia (Geigenberger, 2011).

Se ha reportado que las subunidades pequefias tienen una funcién regulatoria y

catalitica, mientras que las subunidades grandes son regulatorias.

En la mayoria de los tejidos, la AGPasa se encuentra exclusivamente en el plastidio. En
hojas, la glucosa-1-fosfato se sintetiza a partir de intermedios del ciclo de Calvin-Benson
a través de la fosfoglucosa isomerasa plastidica y la fosfoglucomutasa (PGM), mientras
gue el ATP es proporcionado por fotofosforilacién en la membrana tilacoide (Figura 11A).
En tejidos no fotosintéticos como los tubérculos de papa (Figura 11B), la sacarosa
entrante es convertida por una serie de reacciones citosolicas a glucosa-6-fosfato(G6P),
gue se importa al amiloplasto por un translocador G6P/Pi y posteriormente se convierte
en glucosa-1-fosfato a través de fosfoglucomutasa plastidial. EI segundo sustrato de la
AGPasa, ATP, es proporcionado por la respiracion mitocondrial e importado al plastidio

a través del intercambiador ATP/ADP de la membrana (Geigenberger, 2011).

Por el contrario, en el endospermo de semillas de cereales, la AGPasa se encuentra
principalmente en el citosol, la cual tiene una importancia mayor, ya que contribuye con
alrededor del 85%-95% de la actividad (James et al., 2003). La ADP-glucosa sintetizada

en el citosol debe importarse al plastidio para apoyar la sintesis de almidon.
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Figura 11. Representacién esquematica de la via de biosintesis del almidén, su

compartimentacién subcelular y distribucién del control del flujo en hojas

fotosintéticas (A) y tejidos heterotrofos (B). Las reacciones de la via de biosintesis

del almidén son catalizadas por las siguientes enzimas: 1, fosfoglucoisomerasa; 2,

fosfoglucomutasa (PGM); 3, ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa); 4, almidon sintasa

(SS); 5, enzima ramificadora de almidon (SBE); 6, enzima desramificante del almidon
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(DPE); 7, pirofosfatasa inorgénica; 8, sacarosa sintasa; 9 UDP-glucosa pirofosforilasa;
10, fructoquinasa; 11, translocador ATP/ADP; 12, translocador G6P/Pi; 13, AGPasa

citosdlica; y 14, translocador ADP-glucosa/ADP (los pasos 13 y 14 se destacan para ser

especificos para el endospermo de cereales). Los simbolos de color representan los

coeficientes de control de flujo relativo (C) de las enzimas constituyentes, definidos como

la relacion entre el cambio fraccional en la actividad enzimatica (Ei) y el flujo de almidén
(J). Modificado de Geigenberger (2011).

2.12 Regulacion de la ADP-glucosa pirofosforilasa

La regulacion de la AGPasa por multiples mecanismos (Figura 12), permite que la

sintesis de almidon responda diferencialmente a una variedad de estimulos fisiolégicos
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y ambientales (Geigenberger, 2011).

M

Fosforilacion
protéica

Figura 12. Regulacion de la AGPasa plastidial por multiples mecanismos. La letra

de color rojo indica inhibicion, la letra de color azul indica activacion y los signos de
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interrogacion indican elementos desconocidos. Abreviaturas: 3-fosfoglicerato 3PGA,
fosfato inorganico Pi, tiorredoxina Trx, NADP-tiorredoxina reductasa C NTRC, ADP-
glucosa pirofosforilasa subunidad pequefia 1 de Arabidopsis APS1, ADP-glucosa
pirofosforilasa subunidad grande 1 de Arabidopsis APL1. Modificado de Geigenberger
(2011).

2.12.1 Regulacion alostérica de la ADP-glucosa pirofosforilasa

La actividad de AGPasa es afectada por las concentraciones de distintos metabolitos,
destacando el efecto activador del 3-fosfoglicerato (3-PGA), mientras que el fosfato

inorganico (Pi) es un inhibidor efectivo (Figueroa et al., 2022). Se ha reportado que las

hexosas-fosfato (fructosa-1,6-fosfato, glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato) funcionan

como activadores (Gomez-Casati e Iglesias 2002; Kuhn et al., 2013), es probable que el

mayor efecto sobre la actividad enzimatica de las plantas dependa de la interaccion entre
el 3-fosfoglicerato y el fosfato inorganico (Figueroa et al., 2022). Su efecto ha sido

clasificado por Ballicora et al., 2004, en cuatro patrones de regulacion:

(@ Cada regulador afecta la actividad por separado (3-PGA activa la enzima al
reducir la Km, aumentando la V maxima, mientras que Pi actia como
inhibidor).

(i) Pi solo inhibe revirtiendo la activacion de la enzima por 3-PGA.

(i)  3-PGA solo activa la enzima ya inhibida por Pi.

(iv)  El efecto del 3-PGA se limita a aumentar la afinidad de la enzima por los

sustratos.

2.12.2 Regulacion redox de la ADP-glucosa pirofosforilasa

Esta regulacion implica en A. thaliana la formacion de un enlace disulfuro reversible entre
las cisteinas de la posicion 82 (cys®?) de las subunidades pequefias de AGPasa y en
papa de las cisteinas 12 (cys'?). La forma reducida de la enzima es mas sensible al 3-
PGA (Ballicora et al., 2000).
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En hojas de guisante, papa y Arabidopsis se ha demostrado la importancia del estado
redox sobre la actividad de la AGPasa. Sin embargo, se ha observado que el estado de
dimerizacion también depende del nivel de azucares solubles y de la hora del dia (es
decir, la enzima es mas activa a la luz cuando los niveles de sacarosa son mas altos)
(Hendriks et al., 2003).

Michalska et al. (2009) demostraron que una NADP-tiorredoxina reductasa C (NTRC)
localizada en el plastidio, que se distingue por tener un dominio de NADP-tiorredoxina
reductasa (NTR) y otro de tiorredoxina (TRX) en un solo polipéptido, es capaz de activar
la AGPasa in vitro después del suministro de NADPH. Ademads, los mutantes de
Arabidopsis ntrc mostraron una disminucién de la activacion redox de AGPasa y niveles

mas bajos de almidon en los tejidos fotosintéticos (hojas) y heterotrofos (raices).

2.12.3 Fosforilacién de la ADP-glucosa pirofosforilasa

En la dltima década, los estudios fosfoproteémicos mostraron que la AGPasa de

diferentes especies y tejidos esta fosforilada (Nakagami et al., 2010; Rose et al., 2012).

Recientemente, Ferrero et al. (2020) encontraron que la AGPasa del endospermo de
trigo esta fosforilada en la subunidad grande. En ese trabajo, los autores demostraron
que la fosforilacion de la enzima aumento6 con el desarrollo del grano y se correlacion6
positivamente con la actividad de la AGPasa y el contenido de almidon en los extractos

de endospermo.

2.12.4 Regulacién transcripcional de la ADP-glucosa pirofosforilasa

Se ha encontrado que varios genes involucrados en la sintesis de almidon estan sujetos
a regulacion transcripcional en diversos tejidos como las hojas de Arabidopsis, los
tubérculos de papa y el endospermo de cereales. Gran parte de la investigacion en esta

area se ha centrado en la regulacion transcripcional de AGPasa, porque es el primer
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paso comprometido en la via y revela un alto coeficiente de control de flujo (Figura 11A)
(Geigenberger, 2011).

Existe amplia evidencia de que la expresion de los genes de la AGPasa esta controlada

temporal y espacialmente (Tetlow et al., 2004). Los multiples genes que codifican para

las subunidades grandes muestran una fuerte especificidad en su expresion, siendo
restringidos a ciertos tejidos o inducidos bajo condiciones especificas. La expresion de
la AGPasa aumenta con los azucares y disminuye con nitrato y fosfato. Esto puede
permitir que la acumulacion de almidén responda a los cambios en el carbono y el estado
nutricional y a las limitaciones ambientales. Aunque la respuesta puede demorar varios
dias, este mecanismo puede aumentar la actividad de AGPasa y promover la sintesis de

almidén (Blennow et al., 2003; Geigenberger, 2011).
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3. Justificacién

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que el almidén almacenado en la
vaina de fruto de frijol es utilizado en la fase de desarrollo acelerado de las semillas. La
actividad de AGPasa es critica para la sintesis de almidén; sin embargo, su relevancia
es diferente en distintos 6rganos. Creemos que, al evaluar la temporalidad de la sintesis
del almidon en las vainas de fruto de frijol, podremos conocer si la actividad de la AGPasa

es decisiva para determinar la cantidad de almidon que se acumula en esta estructura.

4. Hipotesis

La sintesis de almidén en la vaina de los frutos de frijol esta directamente correlacionada

con la actividad de AGPasa.

5. Objetivo general

Analizar la actividad de la enzima AGPasa en vainas de fruto de frijol de 10, 15y 20 DDA
y evaluar en qué medida depende de la cantidad de enzima y de la expresion de los

genes que codifican a las subunidades que la constituyen.

6. Objetivos particulares

e Realizar un andlisis bioinformatico de los genes que codifican las subunidades de
AGPasa en frijol.

e Estudiar la expresion de los genes que codifican a las subunidades de la enzima
AGPasa en vainas de fruto de frijol a los 10, 15 y 20 dias después de la antesis.

¢ Determinar la actividad de la enzima AGPasa en vainas de fruto de frijol de 10,
15y 20 dias después de la antesis.

e Medir la cantidad de la enzima AGPasa en vainas de fruto de frijol de 10, 15y 20

dias después de la antesis.
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7. Material y Métodos

7.1Andlisis bioinformético

Se realiz6 la busqueda de las secuencias proteicas de las subunidades grandes (AGPL)
y pequeias (AGPS) que conforman a la enzima AGPasa en Arabidopsis thaliana en la
base de datos The Arabidopsis Information Resource (TAIR). Posteriormente se utilizo
la herramienta BLAST en la base de datos Phytozome para obtener las secuencias

proteicas ortologas en frijol (Phaseolus vulgaris).

También se recuperaron las secuencias de las subunidades de AGPasa de arroz (Oryza
sativa) y papa (Solanum tuberosum). Se utilizé la herramienta GenomeNet Database
Resources para hacer un alineamiento multiple y un arbol filogenético de las secuencias
de las subunidades de AGPasa que permitié saber si las subunidades de AGPasa de P.

vulgaris eran grandes o pequeiias.

7.2Material bioldgico

El estudio se realizé con frijol del genotipo G26, las semillas se desinfectaron con una
solucién de etanol al 70% durante un minuto y posteriormente con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1% por 12 minutos. Se germinaron a temperatura ambiente (23-
25°C) en un recipiente con papel saturado con agua. Las plantulas se sembraron en
agrolita y se regaron diariamente, turnando un dia con agua y al siguiente con solucién
nutritiva Hoagland (Jones, 1982). Las plantas se cultivaron en invernadero con luz natural

y una temperatura promedio de 28°C durante el dia y 15°C durante la noche.

Las flores se etiquetaron al momento en que sus Organos estuvieron totalmente
expuestos (antesis) y la edad de los frutos se establecié como el numero de dias después
de la antesis (DDA). Los frutos se recolectaron a los 10, 15, y 20 DDA, se congelaron

en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta su estudio.
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7.3 Medicion de la expresién de genes de las subunidades de AGPasa en

vaina de fruto de frijol de 10, 15y 20 DDA.

7.3.1 Diseiio de oligonucledétidos para PCR de las subunidades de AGPasa

de frijol

Los oligonucledtidos que se utilizaron en las amplificaciones mediante reacciones en

cadena de la polimerasa (PCR) se disefiaron mediante el programa Primer3PLUS y se

evaluaron con la herramienta Oligo Analizer (IDT) para evitar la formacion de estructuras

secundarias y reducir la complementariedad entre ellos. Los oligonucleétidos que se

utilizaron en la amplificacion por RT-PCR se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Oligonucleétidos usados para la amplificacién por RT-PCR de las
subunidades de AGPasa: AGPL1, AGPL2, AGPL3, AGPL4y AGPS1.

Transcrito amplificado Subunidad de Direccion de Secuencia del oligonucle6tido Tamario del
AGPasa amplificacion producto
esperado (pb)
Phvul.003G076500 AGPL1 Sentido 5’-ACAACCGTTTTGGGCCTTTC-"3 128
Antisentido 5-TCGTTTGCAGTTGGAAAGCG-'3
Phvul.009G059800 AGPL2a Sentido 5 -TGGAATTCCACGTGCTGTTC-'3 145
Antisentido 5-AAAAAGGCGAGTTCCTGCAC-"3
Phvul.011G044000 AGPL3a Sentido 5 -GGTGTCTGCTTGTGTAACCT-'3 181
Antisentido 5-AGGAGAGGGTGAAGAAGGCA-'3
Phvul.001G219900 AGPL4 Sentido 5-TTGGCTGCAACTCAAACACC-'3 99
Antisentido 5-ATCAGCGTCCTCAAACAACC-'3
Phvul.009G023100 AGPL3b Sentido 5-TGCTCACTTGGCAAACTCAG-'3 99
Antisentido 5- ACAAAGGCACTGTTGTTGGG-"3
Phvul.001G012500 AGPL2b Sentido 5’- TGCATCAACAGTGGCATCAG-'3 119
Antisentido 5°- AAACCGCCTCCAAAGTTCAC-'3
Phvul.008G284000 AGPS1 Sentido 5-TATCACTGTTGCTGCCTTGC-'3 105
Antisentido 5-TTGGGCTTTTCGGCGAATTC-"3

Nota: AGPL corresponde a la subunidad grande de AGPasa y AGPS corresponde a la subunidad pequefa

de AGPasa.
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7.3.2 Extraccién de RNA

La extraccion de RNA total del tejido de vainas de fruto de frijol de 10, 15y 20 DDA se
realizd con el método de tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo usando el reactivo
TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
reactivo TRIzol es una solucion monofasica de isotiocianato de fenol y guanidina
disefiada para aislar fracciones separadas de RNA, DNA y proteinas de muestras de
células y tejidos. El procedimiento consiste en la lisis de la muestra con el reactivo TRIzol.
La adicién de cloroformo promueve que el lisado se separe en una capa clara acuosa en
la parte superior (que contiene RNA) y en la parte inferior una capa organica de color
rojo y otra de interfase (que contienen DNA y proteinas). Se colecta la capa acuosa y el

RNA se precipita con isopropanol.

Las vainas (400-500 mg) que estaban almacenadas a -70°C, se molieron con nitrdgeno
liquido en un mortero estéril frio. El tejido molido se resuspendié en 2.5 mL de TRIzol
(Thermo Fisher) en un tubo de centrifuga estéril. Se incub6 5 min a temperatura ambiente
y se le agregaron 500 pL de cloroformo, se mezcld, se mantuvo a temperatura ambiente
por 3 min y se centrifugd a 12, 000 x g por 30 min a 4°C. La fase acuosa se colecto, y se
afiadieron 1.5 mL de isopropanol para precipitar el RNA. Se incubd la muestra 20 min a
4°C. Después se centrifugd a 12, 000 x g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
desechd y la pastilla se lavé con 2.5 mL de etanol al 75% v/v, se centrifugé 5 min a 12,
000 x g a 4°C. Se decant6 el etanol y la pastilla se dejo secar al aire por 5 min, después
se resuspendid en 25 pL de H20 libre de RNasas. EI RNA se cuantificé en el

espectrofotometro BioDrop (Biochrom) y se almacené a -70°C hasta su uso.

Obtenido el RNA se realizd la remocion de DNA gendmico presente en las muestras
utilizando NZY DNasa | (NZYTech) de acuerdo con el manual del fabricante. El
procedimiento seguido consistio en mezclar 16 pL RNA, 2 yL Buffer 10X [Tris-HCI 100
mM pH 7.6, MgCl2 25 mM, CaCl25 mM], 1 uL NZY DNasa | y 2 pyL de H20 libre de
nucleasas. Se incubé durante 10 min a 37°C y 5 min a 58°C para inactivar la DNasa. La

integridad del RNA vy la efectividad del procedimiento se evalu6 en un gel de agarosa al
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2% [Agarosa 2 % p/v en 30 mL de amortiguador TAE (Tris-acetato-EDTA) y 6.0 pL de
GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Scientific)].

7.3.3 Sintesis de cDNA (transcripcion inversa)

La retrotranscriptasa es una enzima que tiene como funcién sintetizar una molécula de
doble cadena de DNA a partir de una molécula de cadena sencilla de RNA. La sintesis
de DNA complementario (CDNA) se realizd utilizando el sistema Readyscript cDNA
Synthesis Mix (Sigma-Aldrich) de acuerdo con el manual del fabricante. Se realiz6 la
reaccion con 4 uL de la mezcla Readyscript cDNA Synthesis,3 L de RNA de vaina de
10, 15y 20 DDA y 13 pL de H20 sumando un volumen total de 20 pL. La reaccion se
realizo en las siguientes condiciones: 5 min a 25°C, 30 min a 42°C y 5 min a 85°C. El

cDNA obtenido se almacend a -20°C.

7.3.4 PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) permite amplificar
in vitro millones de veces una secuencia de DNA delimitada por cebadores especificos,

usando para ello una enzima DNA polimerasa termoestable.

Para el PCR se utilizo el kit DreamTaq™ Hot Start PCR Master Mix (Thermo Fisher). La
reaccion se realiz6 mezclando 5 puL de Dream Taq Hot Start, 0.5 uL de los
oligonucledtidos sentido y antisentido, 2 uL de cDNA y 2 uL H20 libre de DNasas. Las
condiciones para la amplificacidon fueron las siguientes: 95°C 3 min, 95°C 30 s, 60°C 30
s, 72°C 1 min, por 30 ciclos de proceso de amplificacion (Equipo T100 Thermal Cycler
BioRad). Como control positivo se usaron oligonucleétidos para la amplificacion de actina

y como control negativo una reaccion en la que se omitieron los oligonucleétidos. Los
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productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa 1.5 % [Agarosa 1.5% en 30 mL
de amortiguador TAE y 4 pL de GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Scientific)].

7.4Analisis de la enzima AGPasa en vainas de fruto de frijol de 10, 15y 20
DDA

7.4.1 Extraccién de Proteinas

Para la extraccion de proteinas de las vainas de frutos de frijol de 10, 15y 20 DDA se
preparo la soluciéon amortiguadora de extraccion (SAE): [Hepes 50 mM (pH 7.5); MgCl2
5 mM; EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; DTT 2 mM; Glicerol 10 % v/v; Triton X-100 0.1% v/v;
Polivinilpirrolidona (PVPP) 33 mg/mL; Inhibidor de proteasas Complete 1 tableta]. El
tejido se molié en un mortero con SAE en relacion 1:5 (1 g de tejido en 5 mL de SAE),
después se centrifug6 a 12,000 x g /20 min a 4°C. Al sobrenadante se le agrego sulfato
de amonio para llevarlo al 70%. Se mezclé y se mantuvo a 4°C por 60 min. Se centrifugé
a 12, 000 x g por 15 min a 4°C. La pastilla obtenida se resuspendié en 1 mL de SAE sin
PVPP y se centrifug6 a 12, 000 x g por 1 min. La muestra se desalo en una columna de
Sephadex G25 previamente equilibrada (15 mL de SAE sin inhibidor de proteasas y
PVPP). La columna se carg6 con 1 mL de extracto, después se agregdé 1 mL de SAE que

no se colecto y la proteina se recuperd con 3 mL de SAE que se agregaron después.

7.4.2 Cuantificacion de Proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método de Bradford (Bradford, 1976) en
placas de 96 pozos. Se colocaron 2 pL de muestra, 18 pL de agua y 200 uL del reactivo
de Bradford. Se realizo la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm

en el espectrofotometro de placa MULTISKAN FC (Thermo Scientific). Los valores se
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interpolaron en una curva patrén de albumina sérica bovina (BSA) en un rango de 0 a 10
Mg de proteina.

7.4.3 Medicion de la actividad de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa
(AGPasa)

El seguimiento de una reaccion catalizada por una enzima requiere medir la disminucién
de sustrato o el aumento de producto utilizando métodos espectrofotométricos o
fluorimetria. En este caso, para la medicion de la actividad de AGPasa se utilizé un
conjunto de enzimas que permiten medir la cantidad de PPi que se genera cuando la
G1P se convierte en ADP-glucosa a partir del consumo de NADH (Figura 13).

Para ello 100 uL de extracto (300 ug de proteina total) se mezclaron con 25 pL de mezcla
de reaccion 5X [Hepes 250 mM pH 7.5; MgClz 75 mM; ATP 20 mM; G1P 20 mM; 3PGA
25 mM; DTT 25mM; BSA 25 ug/uL]. Se incub6 a 37°C por 30 min. Lareaccion se detuvo
calentando a ebullicién por 2 minutos. EIl PPi liberado se cuantific6 agregando 150 pL
de “Pyrophosphate reagent” (Cat # 7275 Sigma-Aldrich) que contiene: Imidazol x HCI 45
mM pH 7.4; citrato 5 mM; EDTA 0.10 mM; Mg?* 2 mM; Mn?* 0.2 mM; Co?* 0.02 mM; B-
NADH 0.8 mM; Fructosa-6-fosfato 12 mM; BSA 5 mg/mL; PPi-PFK 0.5 unidades/mL;
aldolasa 7.5 unidades/mL; GDH 5 unidades/mL; TPl 50 unidades/mL. Después de una
incubacion de 40 minutos a 30°C se midi6 la absorbancia a 340 nm. Los resultados se
interpolaron a una curva patron de PPi (0 a 0.025 pmol).

AGPasa PPi-PFK
Glucosa 1-P + ATP t————— ADP-glucosa+ N RS ITE  t— + Pi
Aldolasal
| GDH TPI
+g|icerol 3-P + Pi e NADH + H* + [ 3]} .11} teeeee——ts m + DHAP

Figura 13. Esquema de las reacciones enzimaticas de la medicion de actividad
AGPasa. Abreviaturas: (Glucosa 1-P) glucosa-1 fosfato, (ATP) adenosin trifosfato,
(AGPasa) ADP-glucosa pirofosforilasa, (PPi) pirofosfato, (Fructosa 6-P) fructosa 6
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fosfato, (PPi-PFK) fosfofructocinasa dependiente de PPi, (Fructosa-1,6-P2) fructosa 1,6
difosfato, (Pi) fosfato inorganico, (GAP) gliceraldehido-3-fosfato, (DHAP) dehidroxicetona
fosfato, (TPI) triosa fosfato isomerasa, (GDH) glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, (NADH)
nicotin adenin dinucledétido (abreviado NAD+ en su forma oxidada y NADH en su forma
reducida).

7.4.4 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Las muestras de extracto proteico de vainas de 10,15 y 20 DDA se mezclaron con la
solucion amortiguadora de carga 3X [Tris-HCI 180 mM (pH 6.8), SDS (dodecil sulfato
sodico) 6%, glicerol 30%, 2-mercaptoetanol 15% y azul de bromofenol 3 mg/mL] y se
calentaron a 85°C por 5 min, se cargaron 10 ug de proteina de cada muestra en el gel

apilador.

La electroforesis se realiz6 a 100 V hasta que el frente de corrida alcanzé el borde del
gel. Una vez terminada la electroforesis, el gel se tifid con azul de Coomassie coloidal y
se mantuvo en agitacién constante durante 12 h. Terminado el tiempo, el gel se destiiio
con la solucion de destefiido [etanol 10 % (v/v) y acido ortofosforico 2 % (v/v)], la imagen

se obtuvo utilizando el equipo ChemiDoc (Bio-Rad).

7.4.5 Inmunodeteccion de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

El método se fundamenta en la transferencia e inmovilizacion de las proteinas sobre una
membrana (nitrocelulosa, PVDF, etc.), previa separacion por una electroforesis SDS-
PAGE. Una vez inmovilizadas las proteinas, se usa un anticuerpo primario especifico de
la proteina de interés, y un anticuerpo secundario que reconoce a las inmunoglobulinas
de la especie en la que se ha obtenido el anticuerpo primario. El anticuerpo secundario

esta conjugado con una enzima que al reaccionar con su sustrato genera una sefal que
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puede ser cuantificada. Este procedimiento se denomina western-blot. En nuestro caso
para la deteccion de la enzima AGPasa en los extractos de vainas de fruto de frijol de
10, 15 y 20 DDA, se utilizd6 un anticuerpo especifico para la subunidad grande de la

enzima AGPasa utilizada anteriormente (Belmont et al., 2022).

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF) durante 1 h a 100 V en solucién de transferencia [Tris-
HCI 12.5 mM, glicina 96 mM, metanol 20%, SDS al 20%, pH 8.3]. Terminada la
transferencia, la membrana se incub6 en una solucion de leche descremada al 5% p/v
en TBS-T [Tris-Base 20 mM pH 7.5; NaCl 150 mM; Tween-20 0.1%] por 1 h a temperatura
ambiente con agitacion constante. Se adicion0 el anticuerpo primario anti AGPasa-LS
(GenScript, dilucion 1:20,000) y la membrana se incubd por 12 h a 4°C con agitacion
constante. Al dia siguiente, se hicieron 4 lavados de 15 min con solucién amortiguadora
TBS-T [Tris-Base 20 mM pH 7.5; NaCl 150 mM; Tween-20 0.1%]. Después la membrana
se incubd con el anticuerpo secundario diluido 1:20000 en amortiguador TBS-T por una
1 h a temperatura ambiente con agitacién constante. Posteriormente se hicieron 4
lavados de 15 min cada uno con TBS-T, y la membrana se revel6 utilizando el sustrato
Immobilon Western HRP (Millipore), la sefial se visualizé en el foto documentador
Chemidoc (BIORAD).

8. Resultados

La enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa) tiene un papel clave en el metabolismo

de sintesis de almidén (Geigenberger, 2011). Con la finalidad de investigar si su actividad

determina la cantidad de almidén que se acumula en las vainas de fruto de frijol, se

plante6 su estudio que aborda los siguientes aspectos:

e Andlisis bioinformético de los genes que codifican a las subunidades de AGPasa
e Estudio de sus niveles de expresion
e Cuantificacion de la cantidad proteina

e Medicién de la actividad enziméatica
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8.1Analisis bioinforméatico de los genes que codifican a las subunidades de

AGPasa

Las secuencias de aminoacidos de las subunidades de AGPasa en Arabidopsis thaliana

se obtuvieron de la base de datos TAIR: 2 para la subunidad pequeia (AGPS1y AGPS2)
y 4 para la subunidad grande (AGPL1, AGPL2, AGPL3 y AGPL4) (Tabla 3).

Tabla 3. Subunidades pequefias y grandes de ADP-glucosa pirofosforilasa en

Arabidopsis
Subunidad Abreviatura | Identificador | Numero de
aminoacidos
ADP-glucosa pirofosforilasa pequefial | AGPS1 AT5G48300 521
ADP-glucosa pirofosforilasa pequeia 2 | AGPS2 AT1G05610 477
ADP-glucosa pirofosforilasa grande 1 AGPL1 AT5G19220 523
ADP-glucosa pirofosforilasa grande 2 AGPL2 AT1G27680 519
ADP-glucosa pirofosforilasa grande 3 AGPL3 AT4G39210 522
ADP-glucosa pirofosforilasa grande 4 AGPL4 AT2G21590 524

Posteriormente, esa informacion se uso para realizar la busqueda de las secuencias en

frijol utilizando la herramienta BLAST de la base de datos de Phytozome, obteniendo

como resultado una secuencia para subunidad pequefia (AGPS) y seis secuencias para

la subunidad grande (AGPL) como se muestra en la Tabla 4:

38



Tabla 4. Subunidades de la ADP-glucosa pirofosforilasa en frijol.

Subunidad Abreviatura Identificador Numero de
aminoacidos

ADP-glucosa pirofosforilasa AGPS Phvul.008G284000 516
pequeiia

ADP-glucosa pirofosforilasa AGPL Phvul.003G076500 522
grande

ADP-glucosa pirofosforilasa AGPL Phvul.009G059800 529
grande

ADP-glucosa pirofosforilasa AGPL Phvul.001G012500 521
grande

ADP-glucosa pirofosforilasa AGPL Phvul.011G044000 529
grande

ADP-glucosa pirofosforilasa AGPL Phvul.009G023100 526
grande

ADP-glucosa pirofosforilasa AGPL Phvul.001G219900 532
grande

También se obtuvieron las secuencias de arroz (Oryza sativa), las cuales incluyen dos
para la subunidad pequefia (AGPS1 y AGPS2) y cuatro para la subunidad grande
(AGPL1, AGPL2, AGPL3 y AGPL4) (Tabla 5).
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Tabla 5. Subunidades pequefias y grandes de ADP-glucosa pirofosforilasa en

arroz.

Subunidad Abreviatura | Identificador Numero de
aminoéacidos

ADP-glucosa pirofosforilasa | AGPS1 LOC_0s09g12660 501

pequeia 1

ADP-glucosa pirofosforilasa | AGPS2 LOC_0Os08g25734 515

pequefia 2

ADP-glucosa pirofosforilasa | AGPL1 LOC _0s03g52460 512

grande 1

ADP-glucosa pirofosforilasa | AGPL2 LOC_0Os01g44220 519

grande 2

ADP-glucosa pirofosforilasa | AGPL3 LOC_0s05g50380 520

grande 3

ADP-glucosa pirofosforilasa | AGPL4 LOC_0Os07g13980 510

grande 4

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las subunidades de

AGPasa ya reportadas de Arabidopsis y arroz con las de frijol, para poder identificar que

subunidad de AGPasa de frijol presentaba homologia y poder clasificarlo.

A continuacion, se presenta el alineamiento:
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CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment

ATSG45300.1
Phvul.BBRG254000
LOC_Ds@ogl2668,1
LOC_DsB8g25734,1
ATS5G19228.1

Phvul.B@3GAT7E508
LOC_DsB3g52468.1
AT4G39218.1

AT2G21598.1

Phvul. 2116844008
Phvul.B@oGA23108
LOC_DsP1g44228.1
LOC_Ds@5g50388,1
Phvul.B@0GA50808
Phvul.R@1Ga125688
AT1G27638.1

LOC_DsB7gl3988.1
Phvul. 816219968
AT1G85618.1

ATS5G4E308. 1
Phvul.@B8G284000
LOC_0s89g12668.1
LOC_0s88g25734.1
AT5G19228.1

Phvul.@B3GATE580
LOC_0s@3g52468.1
AT4G39218.1

AT2621599.1

Phvul.@11GA44780
Phvul.@B9GA23180
LOC_0s@1g44228.1
LOC_0s85g50388. 1
Phvul.@@9GA53880
Phvul.@81Ga12580
AT1G27688.1

LOC_0s@7g13988.1
Phvul.@81G219%80
AT1G85518.1

———————— MASVSATGVLEKVPPASTSNSTGKATEAVPTRTLSFSSSVTSSDDEISLKSTY
———————— MASMASTGSLNVPCSSS5555MAGREILPRALSFSASQLYG- - - --DKISTD
-------------- MAMMAMGAASWAPTPAPARAASAAFYPGROLAAARRRR - -~ -~~~ -~
-------------- MAMAAAMGVASPYHAAHARASTSCOSLRLLVAEGRPRRPRGVASSS
------- MWWSADCRISLSAPSCIRSSSTGLTRHIKLGSFCNGELMGEKLNMLSQLPHIRL
—————————— MAASAVERITVSSVOLHGMGCGRNIWK LYK FCHGE LMGREVOLETGASRSA
——————— MAAMDLRVAAPASYAALARCGTSLARPHPARAVEGLGGGGORGRRLSVR - ---
--MDSCCHFSLG-TRTVLARDSFKMVENKF LGEKIKG-5VLKPFS5DLS5KKFRNR- - - -
--MD55Y5FALGTS55 ILPELSFRMVENRFY GEKNNNNGLCKRFGSDLASKKFRNQ--- -
-MVSACYTLEANTHYGNLREDNT FRODGGFLGDRIKGSLSY SPRIINQLALSLRTQERVE
-MASSSVTLEANAHLANSEKGHLFRQESSFLGERVIVGPNNSAFVTHNOLARCSRSQKRVN
--MOFMMPLDTHACAQPMRRAGEGAGTERLMERLNIGGMTQEKALRKRCFGDOVT G-~~~
MOFSSVFPLEGKACVS PIRRGGEGSASDRLKIGDS S5 IKHDRAVRRMCLGY RGTEN - - - -
---MESTCATLSGILAKVSEGTGRMRRSGFHGESTRGSGNT RFLSVQSCRTSQTSKNLRN
--MEASIATPGAGGIVATKGFGTRSRGSGFHGENTRGSLNVRFHS TQPCESVEARS - - -~
-MESCFPAMKLNQCTFGLNME IVSERVSAFHGTOVYKPHNHLRTTELRSAPQKETIQTMN - - -
--MATCSHAATTAAAAPPRPPARCRSRVAALRRTAAASAAAASCYVLAEAPKG- - - -~~~
-MMVASELQGLSMPLGTKKPAFHHDKNLSS5FSCSRVHL LOSKNWWSGF PASGKFFEVVTR

SRLCKSVWRRNPIIVS PEAVSDSOMSOTCLDPDASSSVLGI TLGGGAGTRLYPLTEKKRAK
SVSVAPKRVRNPVWWS PEAVSDSOMNSQTCLDPDASKSWLGI ILGEGAGTRLYPLTKKRAK
----- GAAARRPFVFTPRAVSDSRSSQTCLDPDASTSVLGIILGGGAGTRLYPLTHKERAK
55555AGRRRRPLVFS PRAVSDSKSSQTCLOPDASTSVLGI TLGGGAGTRLYPLTKKRAK
RSSTNFSQKRTILMSLNS-VAGESKNVQELETEKRDPRTVASTITLGGGAGTRLFPLTKRRAK
YTENVKPOHRICMSLTADLSTESKLRDLEMERRHNARTVLAVILGGGAGTRLFPLTKRRAK
--------- TSVATTEAAAAAYGASEDAALEARDSKTWVAVILGGOAGTRLFPLTKRRAK
KLRPGVAYATATSKNAKEALK -NQPSMFERRRADPKINVAATILGGGDOAKLFPLTKRAAT
KFEHGWY AVATSDNP KEAMT -VETSMFERRENDPOIVAAT TLGGGNGAKLFPLTMRAAT
KAKPGVVSAVLTSSTTRESYD-FOIPAFLRRKANPKNWWSITLGGGPGIQLFPLTKRAAT
---HGVASATLTSNDAKESLS - LOVPSFMRREVDPKNWWS T TLGGGPGKQLFPLTQRAAT
----- TARCVFTSDADROTPH-LRTQSSRENYADASHVSAVILGGGTGVOLFPLTSTRAT
----- GAQCVLTSDAGPDTLH-VRT-5FRRNFADPNEVAAVILGGGTGTOLFPLTSTRAT
SKPPGIPRAVLTSDINEDSMAYQGYPTFQTTEVHNPKSVASIILGGGAGTRLFPLTGRRAK
-SNSGTAYAVYTPDINTE----SPRSITQSPKTHPENVAAT TLGGGAGTPLFPLTSTRAK
----- LIRSVLTPFVDQE - - - -SHEPLLRTQNADPKNWVASTILGGGAGTRLFPLTSKRAK
------------ LKVEQADAVEPAAAAAARRIVGPDTWVASTIILGEGAGTRLFPLTRTRAK
RETTRRFLAMSTLADVANDFMALQSPILTGREANPKTVASIILGGGAGTRLFPLTQRRAK
--------------------------- MSOHLPLMNQSVAATWFGOGSDSELYPLTKTRSK

ES _:::3$$ . $:$33
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ATSG48368. 1
Phvul.PBEG284000
LOC_0s@9gl2668.1
LOC_0s@8g25734.1
AT5G619228.1

Phvul.283GA76580
LOC_0s83g52468.1
AT4G39218.1

AT2621598.1

Phvul.211G0445080
Phvul.P@9Ga23108
LOC_0s@1g4422@.1
LOC_0s@5g50388.1
Phvul.P@0Ga5I5a8
Phvul.P@1G812568
AT1G27688.1

LOC_0s87g13988.1
Phvul.B@16219500
AT1685618.1

AT5G48309.1
Phvul.PBEG2E4008
LOC_0sP9gl2668.1
LOC_0s@8g25734.1
AT5G619228.1
Phvul.P@3GA75500
LOC_0s@3g52468.1
AT4G39218.1
AT2621598.1
Phvul. 2116044008
Phvul.PB9GA23188
LOC_0s81g44228.1
LOC_0s@5g50388.1
Phvul.P@0GA59808
Phvul. 2816012580
AT1627688.1
LOC_0s@7gl3988.1
Phvul.B81G219568
AT1685618.1

AT5G48308.1
Phvul.PREG284000
LOC_0s@9gl2668.1
LOC_0s@8g25734.1
AT5G619228.1

Phvul.PB3GA75500
LOC_0s83g52468.1
AT4G39218.1

AT2G621598.1

Phvul. 2116044000
Phvul.Pe0Ga23180
LOC_0s@1g44228.1
LOC_0sP5g50388.1
Phvul.PBoGA5IE80
Phvul.P@16012580
AT1627688.1

LOC_0s@7g13988.1
Phvul.P@1G219208
AT1685618.1

PAVPLGANYRLIDIPVSHCLNSHNISKIYVLTQFNSASLNRHLSRAY ASHMGGY KNEGFVE
PAVPLGANYRLIDIPVSHCLNSMVSKIYVLTQFNSASLNRHLSRAY ASHMGGY KNEGFVE
PAVPLGANYRLIDIPVSHCLNSMVSKIYVLTQFNSASLNRHLSRAY GNNIGGYKNEGFVE
PAVPLGANYRLIDIPVSHNCLNSNISKIYVVLTQFNSASLNRHLSRAYGNNIGGYKNEGFVE
PAVPIGEAYRLIDVPMSMCINSGINKVY ILTOYNSASLNRHLARAYNS - MGLGFGDGYVE
PAVPIGEAYRLIDVPMSHCINSGINKVY ILTOYNSASLNRHIARAYNSGMGYT FGDGYVE
PAVPIGEAYRLIDVPMSMCINSGINKVY ILTQFNSASLNRHLSRAYHNFSMGVAFGDGFVE
PAVPVGGCYRMIDIPMSHNCINSCINKIFVLTQFNSASLNRHLARTYFG-MGIMFGDGFVE
PAVPVGGCYRLIDIPMSHNCINSCINKIFVLTQFNSASLNRHLARTY FG- MG IMFGGGFVE
PAVPVGGCYH LIDIPMSNCINSGLMK IFVLTQFNSASLNRHISRTY FG- MG IMFGDGCVE
PAVPVGECYRLIDIPMSHCINSGINKIFVLTQFNSASLNRHIARTY FG-MGIMFGDGTVE
PAVPVGECYRLIDIPMSHNCFNSGINKIFVMTQFNSASLNRHIHHTYLG-GGINFTDGSVD
PAVPIGGCYRLIDIPMSMCFNSGIMNKIF IMTQFNSASLNRHINRTY LG-GGINFTDGSVE
PAVPIGGCYRLIDIPMSMCINSGIRKIFIMTQFNSFSLNRHLSRTY SFGMGMMFGDGRVE
PAVPIGECYRLIDVPMSMCINSGIRKVYYLTQFNSFSLNGHLSRTYHNSGMGVYHF GGGFVE
PAVPIGGCYRLIDIPMSHCINSGIRKIFILTQFNSFSLNRHLSRTYNFGMGWHMFGDGFVE
PAVPVGGCYRLIDIPMSHNCINSKINK YL TQFNSQSLNRHIARTYNIGEGWGFGDGFVE
PAVPFGGCYRLVDIPMSHNCINSGINKIYVVLTQFNSQSLNRHIARTYNLGGC INFGGGFVE
GAIPIAAMNYRLIDAVISHCINSGITKIVAITQFNSTSLNSHLSKAYSGFGLGK - -DRFVE

3:3'::___ $:::$ :$$$:$$ ' °'I=:: :$$:$$ B $: ::$ 3:

VLAAQDS- -PENPNWFQGTADAVROY LWLFEEHNY - - - - LEYLILAGDHLYRMDYEKFIQ
VLAAQDS- - PENPNIWFQGTADAVROY LIWLFEEHNY - - - - LEYLVLAGDHLYRMDYEKFIQ
VLAADQS - -PENPNIWFQGTADAVRDY LWL FEEHNY - - - -MEFLI LAGDHLY RMDYQEFIO
VLAADQS - - PDNPNIWFQGTADAVRDY LWL FEEHNY - - - -MEFLI LAGDHLY RMDYEKF IO
VLAATQTPGESGKRWFQGTADAVRQFHWL FEDARS- KDIEDVWLILSGDHLY RMDYMDF IO
VLAAT QTPGEAGKKWFQGTADAVRQFHWL FEDPRS- KGIEDWL I LSGDHLY RMDYMDFVR
VLAATQTPGSEGKRWFQGTADAVRQFDWL FDDAKA- KDIDDWLILSGDHLY RMDYMDEVQ
VLAATOTPGEAGKKWFQGTADAVREF LIWFEDAKMN - RNIENIIIL SGDHLYRMNYMDFVQ
VLAATOTPGEAGKKWFQGTADAVREF LIWVFEDAKN - RNIENILILSGDHLYRMNYMDFVQ
VLAATOTPGEAGNRWFQGTADAVROF THWVFEDAKN - TNIENVLILAGDQLYRMDYMDLVQ
VLAATQTPGEAGKKWFQGTADAVRQF TWVFEDAKN- THVENVLI LAGDHLY RMDYMDLIO
VLAAT OMPDEP-AGWFQGTADATREFMWI LEDHYNQMNI EHVVI LCGDQLY RMMNYMELVO
VLAAT OMPGEA-AGWFQGTADAVREF IWMVLEDYYKHKATEHILILSGDQLY RMDYMELVD
VLAATQTPGETGKKWFQGTADAVRQF IWVFEDAKN- KNVEHILILSGDHLY RMNYMDEVO
VLAATQTPGESGSKWAQGTADAVRRF IWWVFEDAKN- KNIEHIMITPGDHLCRMDYMELVE
VLAATOTSGDAGKKWFQGTADAVROF IWVFEDAKT - KNVEHVLILSGDHLYRMDYMNFVQ
VLAATOTTGESGKRWFQGTADAVROF LIWLFEDARL - KRIENILILSGDHLYRMDYMDFVQ
VLAATOTPGESGKNWFQGTADAVRQF LWL FEDADH - KNIENILILCGDQLYRMDYMDINVG
VIAAY(S- - LEDQGWFQGTADAIRRCLIVFEEFPY- - - -TEFLVLPGHHLY KMDYKMLIE

3:5:'”'::3 = 3$$3$$:$: 3:::: . - 3.:3 :3:3

AHRETDADITVAALPMDEQRATAFGLMKIDEEGRITEFAEKPEGEHLEAMKYDTTILGLD
VHRESDADITVAALPMDENRATAFGLMKIDEEGRITEFAEKPRGEQLEAMKVDTTILGLD
AHRETNADITWAALPMDEERATAFGLMEIDDEGRITIEFAEKPRGEKLESMMYDTTILGLD
AHRETDSDITWAALPMDEKRATAFGLMEIDEEGRIVEFAEKPRGEQLEAMMYDTTILGLD
DHROSGADISTISCIPIDDRRASDFGLMEIDDKGRYISFSEKPEGDDLKAMAVDTTILGLS
MHRESGADITLSCLPMDDSRASDFGLMEIDNKGRILSFSEKPEGEELKAMQVDTTYLGLS
SHRORGADISICCLPIDDSRASDFGLMKIDDTGRVIAFSEKPEGDDLEAMOQVDTTWLGLR
HHVDSKADIT LSCAPVDESRASEYGLYNIDRSGRVVHF SEKPTGIDLESMQTOTTMHGLS
SHVDSMADITLSCAPVSESRASNFGLVEIDRGGRVIHFSEKPTEVDLESMQTOTTMLGLS
SHVDRMADITVSCAAVGDSRASDYGLVENVDGRGRIIHF SEKPEGPDLEAMQVDTSVFGLL
MHYVDRNADITYSCAAVGNSRASDYGLVEVDDRGRIIQF SEKPEGDDMTAMQADTSLLGLS
KHVDDNADITISCAPIDGSRASDYGLVEFDDSGRYIQFLEKPEGADLESMENDTSFLSYA
KHVDDMADIT LSCAPVGESRASDYGLVKFDS SGRVIQFSEKPEGTDLEAMKVDTSF LMFA
RHVDTHADITVSCOVPMDDSRASDYGLMEIDK TGRIVQF AEK PEGSDLEKAMRVDTTLLGLS
KHNASKADITVSOVPMDESGALDHEVMEIDRNGRITEFVENLNETDVNTMRVDTRLLGLS
KHIESHADITVSCLPMDESRASDFGL LKIDQSGKITIQFSEKPEGDDLEAMOQVDTSILGLR
KHVDEGADISVACVPVDESRASDFGLMETDKNGRITDF LEKPEDES LESMQLDMGTFGLR
KHINSCADISVSCLAPVDGSRASDFGLVENVDERGRICQF LEKPEGELLRSMHVDTSIFGLS
DHRRSRADITINVGLSSYTOHDFGFGFMEVDS THAVT RFTIKGOQDLISVANRTATRS -- -
S . "

# pEEL . L
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AT5G458388.1
Phvul.BB8G254080
LOC_0s89g12660. 1
LOC_Ds88g25734.1
AT5G19228.1
Phvul.@B3GAT5580
LOC_Ds@3g52458.1
AT4G39218.1
AT2G21598.1
Phvul. 8116844960
Phvul.BBoGE23160
LOC_Ds81g44228.1
LOC_Ds@5g58388.1
Phvul.@B9GA59860
Phvul.Be1Ga12560
AT1G27688.1
LOC_0s@7g13988.1
Phvul.@81G219960
AT1G@5618.1

ATSGA83089.1
Phvul.B@8G254008
LOC_Os@9g12660.1
LOC_0s@8g25734.1
AT5G19228.1
Phvul. 283675508
LOC_0s@3g52460.1
AT4G39218.1
AT2G21598.1
Phvul.211G844968
Phvul.Be0G823168
LOC_0s81g44229,1
LOC_0sB5g58388.1
Phvul.2@0Ga50868
Phvul.281G812568
AT1G275688.1
LOC_0s@7g13988.1
Phvul. 2816219968
AT1G@5518.1

AT5G45389.1
Phvul.@B8G254000
LOC_0s89g12568.1
LOC_Ds@3g25734.1
AT5G19228.1
Phvul.@B3GAT5580
LOC_0s@3g52460.1
AT4G39218.1
AT2G21598.1
Phvul. 211644960
Phvul.@B9GA23160
LOC_Ds@1g44228.1
LOC_Ds@5g58389.1
Phvul.@B9GA59860
Phvul.B81Ga12560
AT1G27688.1
LOC_Ds@7gl3980.1
Phvul.@81G219980
AT1GB5618.1

DQRAKEMPFIASMGIYVVSRDVMLDL LR -MOFPGANDFGSEVIPGATSLGLRVQAY LYDG
DERAKEMPY IASMGIY VWV SKNVMLNLLR - EKFPAANDFGSEVIPGATSIGLRVQAY LYDG
TERAKELPYIASMEIYVFSKDVMLELLR-QNFPAANDFGSEVIPGATEIGMRVQAYLYDG
WVRAKEMPY IASMGIYVISKNVMLOLLR - EQFPGANDFGSEVIPGATHIGMRVQAY LYDG
KEEAEKKPYIASMOVYVFKKEILLNLLR-WRFPTANDFGSEIIP-FSAKEFYWVNAYLFND
KDEAQKKPYIASMEVYVFKKEILLNLLR -WRFPTANDFGSEVIP -ASAREYYMKAYLFND
QDEAKEKPYIASMEVY IFKKEILLNLLR-WRFPTANDFGSEIIP-ASAKETHNVKAYLFND
HOEAAKSPY IASMOVY CFKTEALLKELLT -WRYPSSHNDFGSELIP - AATKDHIVQGYIYRD
HOEATDSPY IASMEVY CFKTEALLNLLT -ROYPSSHNDFGSEVIP - AATRDHDVQGYTIFRD
PHEAKKSPYLASMEVYVFKTDVLLEILK -WRYPTSNDFGSELIP - AAVREHNWVHAYLYHND
PPDALKSPYIASMEVYVEKTDVLLNLLE - CRHPTSNDFGSELIP - AAVRDHIVQSYFFRD
IDDKQEYPYIASMGIYVLKKDVLLDI LK -5KYAHLQDFGSEILP - RAVLEHNWKACYFTE
IDDPTEFPYIASMEWVYVFKRDVLLNLLE-5RYAELHDFGSEILP-RALHEHMVQAYVYFAD
POEAEKHPY IASMEVYVFRTETLLQLLR - WQYSSCHDFGSELTIP - SAVSEHHVQAYLFND
AEDAEKYPFISPMEVFVFRTEVLLKLLR-WSCPSCHDLGSELIP-55L RDHKWVQAYMFNE
PKEAAESPYIASMOVYVFREKEVLLELLR-55YPTSNDFGSELIP - LAVGEHNVQAF LFND
PEVADTCKYMASMGIYVFRTDILLRLLR-GHYPTANDFGSEVIP-MAAKDYNWQAY LFDG
AQEARKFPYIASMEIYVFKIDVLLEVLSRGCYPHANDFGSEVIP - LAARDFHNWVQACLFNG
-—DETSSCSUPSAEIVUIEHEQMUKLLH ECLIKSKDLASEIIPGAISEGWKUK#HHFDG
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YWEDIGTIEAFYNAMLGITKKPVPDFSFYDRSAPIYTOPRY LPPSKMLDADVTDSVIGEG
YWEDIGTIEAFYNANLGITKKPYVPDFSFYDRSSPIYTOPRY LPPSKMLDADVTDSVIGEG
YWEDIGTIEAFYNANLGITKKPYVPDFSFYDRSAATYTOPRY LPPSKVLDADVTDSVIGEG
YWEDIGTIEAFYNANLGITKKPVPDFSFYDRSAPIYTOPRHLPPSKVLDADVTDSVIGEG
YWEDIGTIRSFFEAMLALTEH-PGAFSFYDAAKPIYTSRRNLPPSKIDNSKLIDSITISHG
YWEDIGTIRSFFEAMLALTEH-PSRFSFYDAAKPMYTSRRNLPPSKIDNSKIVDSIISHG
YWEDIGTIKSFFEAMLSLAEQ-PPRFSFYDANKPMYTSRRNLPPSMINNSKITDSIISHG
YWEDIGTIKSFYEANIALVEE-HPKFEFYDONTPFYTSPRFLPPTKTEKCRIVRSYISHG
YWEDIGTIKTFYEAMLALVEE-RPKFEFYDPETPFYTSPRFLPPTKAEKCRMYDSIISHG
YWEDIGTIKSFYDAMLALTEE-NPMFKFYDPKTPIYTSPRLLPPTKIDKCRIVDAIISHG
YWEDIGTIKSFYDAMLALTEE-SHEFEFYDPKTPIYTSPGF LPPTKIDKSRIVDATIISHG
YWEDIGTIKSFFDANMLALTEQ-PPRKFEFYDPKTPFFTSPRYLPPARLEKCKIKDATISDG
YWEDIGTIRSFFDAMMALCEQ-PPRKFEFYDPKTPFFTSPRYLPPTKSDKCRIEDATIISHG
YWEDIGTIKSFFDANLALTEQ-PPRKFEFYDPKTPFFTSPRFLPPTKVEKCKIVDATIISHG
YWRDMGTIKSFLEAMLELTEQ-SPRFEFYDPKTPFFTSPGF LPPTKLIKCKLVDATTSHG
YWEDIGTIGSFFDANLALTEQ-PPEFQFYD)KTPFFTSPRFLPPTKVDKCRILDSINVSHG
YWEDIGTIKSFFEANLALTDO-5PNFYFYDPVEPIFTSPRFLPPTKVENCKVLNSIVSHG
YWEDIGTIKSFFDANMLALMDO -PPRFQFYD)SKEPIFTCPRFLPPTKMEKCEVINSLISDG
YWEDVRSIGAYYRANMESIKS - - - -YRFYDROQCPLY TMPRCLPPSSMSVAVITHNSITGDG
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CVIKNCKIHHSWWGLRSCISEGATIEDSLLMGADYYETATEKSLLSAKG- - SWVPIGIGKN
CVIKNCKIHHSWWGLRSCISEGATIEDTLLMGADYY ETDADKRF LAAKG- - SWVPIGIGRN
CVIRHCTINHSWWGLRSCISEGAVIEDSLLMGADYYETETDKKALSETG- -GIPIGIGKM
CVIKNCKIHHSWWGELRSCISEGATIEDSLLMGADYY ETEADKKLLGEKG- -GIPIGIGKN
SFLTNCLIERSINVGIRSRVGSMVQLKDTWYMLGADYYETEAEVAAL LAEG- -NWVPIGIGEN
SFLHNSLIEHSWWGIRSRINSMVHLKDTYMLGADFYETDAEVAELLAEG- -RVPIGIGEN
CFLDSCRIEHSWWGEIRSRIGSHVHLEDTYMLGADFYETDLERGELLAEG- - KVPIGIGEM
CFLGECSIQRSIIGERSRLDYGVELQDTLMLGADSYQTESEIASLLAEG- -WWVPIGIGRD
CFLRECSVOQRSIIGERSRLDYGQVELQDTLMLGADYYQTESEIASLLAEG- - KVPIGIGKD
CFLRECTVOHSIVGERSRLDYGVELQDTVMMGADYYQTESEIASLLAEG- - KVPIGIGRM
CFLRECTVOHSIVGERSRLDYGVEIQDTVMMGADYYQTESEIASLLAEG- - KVPIGIGRM
CSFSECTIEHSVYIGISSRVSIGCELKDTMMMGADY ETEEETSKLLFEG- - KVPIGIGEN
CFLRECTIEHSIVGVYRSRLNSACELKNTMMMGADLYETEDEISRLLSEG- - KVPIGWYGEN
CFMRNCSVOHSIVGVYRSRLESGVELQDTMMMGADYYQTESEIASLLAEG- - KVPIGWYGEN
CFLHMECKVOHSIVGEORSRLEAGSELODTMMMGADYYQTDSEIATLLAEG - - KVPWGEVGEM
CFLRECSVQHSIVGIRSRLESGVELQDTHMMMGADFYQTEAETASLLAEG- - KVPWEWVGON
CFLTECSVDRSVIGVYRSRLEPGVQLKDTMMMGADYYQTEAERFSELSDG - - KVPWGEVGEN
CFLEECTVEHSIVGIRSRLDSGVQIKDTMIMGADYYQTEAETIASLLAAG- -NWVPIGIGKN
CILDECVIRGSYWGEMRTRIADEVIVEDSIIVGSDIYEMEEDVRREGKEKKIEIRIGIGEK
HawkE a4 waaiana Eom ' SEIES
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AT5G45308.1
Phvul.2B8G284000
LOC_0s@9g12668. 1
LOC_Ds@8g25734.1
AT5G19228.1

Phvul.2R3GA76500
LOC_0sB3g52468. 1
AT4G39218.1

AT2G21598.1

Phvul.211G844900
Phvul.BE5GA23180
LOC_Ds@1g44229.1
LOC_0s@5g58388. 1
Phvul.BE0GA59800
Phvul.B@1G812580
AT1627688.1

LOC_0sB7g13988.1
Phvul.2816219900
AT1G85518.1
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También con las secuencias se realizé el arbol filogenético (Figura 14).

Por analogia con las subunidades AT5G48300 (AGPS 2) de Arabidopsis,
LOC _0s09g12660 (AGPS1) y LOC 0s08g25734 (AGPS2) de arroz clasificamos a
Phvul.003G076500 de frijol como AGPS1.

En el grupo de las subunidades AGPS2 se agruparon las secuencias AT1G05610 de
Arabidopsis y LOC_0s08g25734 de arroz. En frijol no se encontraron secuencias

similares.

El grupo formado por las subunidades AGPLL1 incluye a las secuencias AT5G19220 de
Arabidopsis, LOC_0s03g52460 de arroz y Phvul.003G076500 de frijol.

Las subunidades AGPL2 de Arabidopsis AT1G27680 y LOC_0s01g44220
LOC_0s05¢g50380 de arroz, se agruparon con las secuencias Phvul.009G059800 y
Phvul.001G012500 de frijol, a las que se denomind AGPL2ay AGPL2b, respectivamente.

El grupo de subunidades AGPL3 incluyé a las secuencias AT4G39210 (AGPL3) y
AT2G21590 (AGPL 4) de Arabidopsis, y Phvul.011G044000 y Phvul.009G023100 de
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frijol. En este caso el alineamiento de las secuencias mostré mayor similitud entre la
subunidad AGPL3 de Arabidopsis con las secuencias de frijol, por lo que las secuencias
de frijol se denominaron AGPL3a (Phvul.011G044000) y AGPL3b (Phvul.009G023100).

]_LOC Os07513580.1

; Phwul 001G219900 2 p

Figura 14. Arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos de las subunidades
de AGPasa de Arabidopsis, arroz y frijol. Abreviaturas: AT, A. thaliana; Phvul,
Phaseolus vulgaris; LOC Oryza sativa; AGPL, ADP-glucosa pirofosforilasa subunidad
grande; AGPS, ADP-glucosa pirofosforilasa subunidad pequefia.

La secuencia de la subunidad AGPL4 de arroz (LOC_0Os07g13980) mostro alta
homologia con la secuencia Phvul.001G219900 de frijol, por lo que esta Ultima se

clasifico como AGPLA4.

Una vez clasificadas las subunidades de AGPasa en frijol, se investigaron algunas de

sus caracteristicas (Tabla 6).
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Todas las subunidades de AGPasa tienen un peso molecular muy similar, sin embargo,

algunas de ellas tienen diferencias importantes en los valores de su punto isoeléctrico.

Tabla 6. Clasificacion de las subunidades de AGPasa en frijol.

Subunidad Identificador Abreviatura | Numero de Peso Punto
aminoacidos (kDa) isoeléctrico

ADP-glucosa Phvul.008G284000 AGPS1 516 56.24 6.23
pirofosforilasa

pequeia 1
ADP-glucosa Phvul.003G076500 AGPL1 522 57.84 8.95
pirofosforilasa

grande 1

ADP-glucosa Phvul.009G059800 AGPL2a 529 58.45 8.54
pirofosforilasa

grande 2a
ADP-glucosa Phvul.001G012500 AGPL2b 521 56.82 7.92
pirofosforilasa

grande 2b
ADP-glucosa Phvul.011G044000 AGPL3a 529 58.47 8.39
pirofosforilasa

grande 3a
ADP-glucosa Phvul.009G023100 AGPL3b 526 57.86 6.33
pirofosforilasa

grande 3b
ADP-glucosa Phvul.001G219900 AGPL4 532 58.47 8.51

pirofosforilasa

grande 4
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8.2Medicidén de la expresion de los genes de las subunidades de AGPasa en
vainas de frutos de frijol

Con el objetivo de evaluar si los genes de las subunidades de AGPasa (AGPS, AGPL1,
AGPL2a, AGPL2b, AGPL3a, AGPL3b y AGPL4) se expresan en la vaina del fruto de
frijol, se disefiaron oligonucleétidos especificos para cada gen (Tabla 2) para medir su

expresion mediante RT-PCR.

Se realiz6 la extraccion de RNA de vainas de fruto de frijol de 10, 15 y 20 DDA.
Posteriormente se cuantificd y se realiz6 un gel de agarosa 2% para determinar su
integridad, estandarizando la cantidad de RNA utilizado (Figura 15).

10 15 20 DDA

¢ 28s
. 18s

Figura 15. A, integridad de RNA de vainas de fruto de frijol de 10, 15y 20 DDA. B,
integridad de RNA hoja de planta de frijol.

Después se realiz6 la amplificacién por RT-PCR de los genes de las subunidades de

AGPasa seleccionadas y los resultados se presentan en la Figura 16.
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Figura 16. Expresion de genes que codifican subunidades de AGPasa en vainas de
fruto de frijol de 10, 15y 20 DDA. Los productos de las reacciones de RT-PCR fueron
separados en un gel de agarosa. M, corresponde al marcador, la amplificacion de actina
se usd como control positivo y c- indica el control negativo. Abreviaturas: AGPL, ADP-
glucosa pirofosforilasa subunidad grande; AGPS, ADP-glucosa pirofosforilasa subunidad
pequefia.

Se encontré que los genes de las subunidades AGPL1, AGPL2a, AGPL4, AGPL3b y
AGPS1 de AGPasa se expresan en vainas de 10, 15y 20 DDA.

Se observé que la expresion de las subunidades AGPL2a, AGPL3b y AGPSL1 fue alta 'y
muy similar en las muestras de 10, 15y 20 DDA. Alli también se aprecia que la expresion

de AGPL1 aumenta conforme se desarrolla la vaina.

En el caso de AGPL4 su expresion es baja, pero se observa que aumenta a 15 DDA y
disminuye a 20 DDA.

Para la subunidad AGPL3a no se observo expresion en la vaina.

Para saber si el patron de los genes que codifican a las subunidades de AGPasa es
especifico de este 6rgano, también se midi6 su expresion en hojas de frijol. Los
resultados se presentan en la Figura 17.
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Figura 17. Expresion de genes que codifican a subunidades de AGPasa en hojas
de frijol. Los productos de las reacciones de RT-PCR fueron separados en geles de
agarosa. M corresponde al marcador, la amplificacion de actina se us6 como control
positivo y c- indica el control negativo. Abreviaturas: AGPL, ADP-glucosa pirofosforilasa

subunidad grande; AGPS, ADP-glucosa pirofosforilasa subunidad pequefia.

Como se puede observar, en hojas hay una expresion elevada de los genes que codifican
a las subunidades AGPL1 y AGPL2a. La expresion de los transcritos de las subunidades
AGPL3b y AGPS1 fue menor. En el caso de AGPL3a y AGPL4 no se observo expresion
de los genes.

La Figura 18 muestra una comparacion relativa de la expresion de los genes de las
subunidades de AGPasa en la vaina y hoja de frijol. Como puede verse, los niveles de
expresion de los genes AGPL1, AGPL2a, AGPL3b y AGPS1 son muy parecidos en
ambos casos, destacando que AGPL4 solo se expresa en vaina.
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Vaina Hoja
AGPS1 AGPS1
AGPL2a AGPL2a AGPL2a AGPL2a
AGPL3b AGPL3b AGPL3b AGPL3b
AGPL1 AGPL1
AGPL1 AGPL1
AGPLA AGPLA

Figura 18. Representacidn relativa de los niveles de expresion de los genes que
codifican a las subunidades de AGPasa en vaina y hoja. Abreviaturas: AGPL, ADP-
glucosa pirofosforilasa subunidad grande; AGPS, ADP-glucosa pirofosforilasa subunidad

pequena.

8.3Cantidad de AGPasa en vainas de fruto de frijol

Posteriormente se evaluo la cantidad de AGPasa presente en vainas de 10, 15y 20 DDA,
para determinar si los niveles de expresion de las subunidades que conforman a la

AGPasa y la cantidad de proteina estan correlacionados.

Se determiné la cantidad de proteina presente en cada extracto y se ajustaron los
volimenes para tener la misma cantidad en todas las muestras. El gel obtenido se
muestra en la Figura 19 A. Mediante un ensayo de inmunodeteccion, los anticuerpos
especificos contra la subunidad grande de la enzima AGPasa reconocieron a una
proteina de 55 kDa, cuya intensidad va aumentando conforme se desarrolla la vaina
(Figura 19B).
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Figura 19. Analisis de la expresion de la subunidad grande de AGPasa en vainas
de frutos de frijol. A, Gel SDS-PAGE de los extractos de vainas de fruto de frijol de 10,
15 y 20 tefiido con Coomassie coloidal. B, Western-blot usando anticuerpos contra la
subunidad grande de AGPasa.

8.3.1 Actividad de AGPasa en vainas de fruto de frijol de 10, 15y 20 DDA

Posteriormente, se midio la actividad de AGPasa. Los resultados obtenidos indican, que
la actividad no aumenta conforme se desarrolla la vaina, sino que permanece casi

constante (Figura 20).
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Figura 20. Actividad enzimética de AGPasa en vainas de fruto de frijol de 10, 15y
20 DDA. Las barras representan el promedio de la actividad enzimética de ADP-glucosa
pirofosforilasa medida en vainas de fruto de frijol a 10, 15 y 20 dias después de antesis
(DDA) +DE (desviaciéon estandar). Se cuantific6 umol/h (hora)/ g PF (gramo de peso
fresco) de NADH.

9. Discusién de resultados

9.1 Andlisis bioinformatico de los genes que codifican a las subunidades de
ADP-glucosa pirofosforilasa

El analisis realizado permitié encontrar 7 secuencias que codifican para las subunidades
de AGPasa en frijol (Tabla 4). Su alineamiento con las de arroz y Arabidopsis (Figura
14), permitio identificar que 6 de ellas corresponden a la subunidad grande y 1 a la

subunidad pequeiia de AGPasa (Tabla 6).
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Es importante remarcar que a diferencia de arroz y Arabidopsis, en frijol solo se encontrd
un gen que codifica para la subunidad pequeiia de AGPasa (AGPSI,
Phvul.008G284000). En Arabidopsis hay dos genes que codifican la subunidad pequefia
(APS1y APS2); uno de los cuales (APS2) parece ser un pseudogen y cuatro genes que
codifican diferentes isoformas de la subunidad grande (APL1-4) (Eigueroa et al., 2022).

Se ha sugerido que los genes que codifican ambas subunidades evolucionaron a partir
de un ancestro comun por proceso de duplicacion y subfuncionalizacién (Ballicora et al.,
2005).

El alga verde Ostreococcus tauri (O. Tauri) es una de las primeras especies que se

separ6 del ancestro comun de las algas verdes y las plantas (Derelle et al., 2006). El

analisis de los genes que en esa especie codifican a ambas subunidades muestra que
durante la evolucién la subunidad pequefia retuvo la funcion de facilitar la solubilidad del
complejo, mientras que la subunidad grande concentré las funciones cataliticas y

reguladoras (Figura 21) (Figueroa et al., 2022). Sin embargo, eso no es una regla general

pues en el caso de la AGPasa de papa, la subunidad pequefia adquirié propiedades
cataliticas y mantuvo caracteristicas que facilitan la solubilidad del complejo, mientras

gue la subunidad grande mantuvo la funcién reguladora (Kuhn et al., 2013).

Es por eso que en ocasiones las diferencias entre subunidades no son muy claras. Tal
es el caso de los genes que codifican para la subunidad AGPL2 (AGPL2a y AGPL2b) de
frijol que tienen alta homologia con AGPL2 de Arabidopsis y AGPL2 y AGPL3 de arroz.
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Figura 21. Subfuncionalizacion de las diferentes subunidades AGPasa

encontradas en Arabidopsis. Las funciones ya presentes en el gen ancestral fueron

heredadas por los duplicados que sufrieron subfuncionalizacion (APS1), o duplicacion y

subfuncionalizacion (APL1-4). La combinacion de la subunidad pequefia (APS1) con

diferentes subunidades grandes (APL1-4) produce heterotetrameros cataliticamente

activos con propiedades cinéticas y reguladoras particulares. Modificado de Figueroa et

al., (2022).

9.2AGPasa en la vaina de frijol

El analisis experimental de AGPasa en la vaina se planted a tres niveles: expresion de

los genes que codifican a las subunidades, cantidad de proteina y actividad enzimatica.
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9.2.1 Expresion de los genes que codifican a las subunidades de AGPasa

El andlisis por PCR de la expresion de los genes que codifican a las subunidades de
AGPasa en la vaina de los frutos de frijol, mostré que, durante el periodo de 10, 15y 20
DDA las subunidades AGPS1, AGPL2a, AGPL3b y AGPL1 se expresan abundantemente
y sin muchos cambios; mientras que el gen que codifica a la subunidad AGPL4 se

expresa poco, aunque alcanza un nivel un poco mas alto a los 25 DAA (Figura 16).

El patrén de expresion en hojas mostro resultados similares (Figura 17). Sin embargo, el
gen que codifica a subunidad AGPL4 solo se expresa en la vaina. Si los transcritos de
todas las subunidades se traducen con la misma eficiencia, la actividad de AGPasa en
la vaina de los frutos corresponde a una mezcla de complejos. Aquellos en los que
interviene la subunidad AGPL4 seran exclusivos de la vaina (Figura 18).

9.2.2 Cantidad de proteinay actividad de AGPasa

Los resultados del ensayo de inmunodeteccion de la subunidad grande de AGPasa
muestran que la cantidad de AGPasa se incrementa fuertemente en el periodo de 10 a
20 DAA (Figura 19 B). Este resultado indica que los niveles de expresion de las
subunidades de AGPasa no tienen una correlacion directa con la cantidad de proteina 'y
gue en la vaina de los frutos de frijol la cantidad de AGPasa esta sujeta a una regulacion

postranscripcional (Résti et al., 2006).

Por su parte, la evaluacion de la actividad de AGPasa (Figura 20) no mostré grandes
cambios durante el periodo analizado; lo que sugiere que la actividad también podria

estar sujeta a una regulacion postraduccional (Tiessen et al., 2002), que en este caso

compensa las diferencias en las cantidades de proteina: la poca enzima presente a 10
DAA tiene una actividad especifica mucho mas alta que la de la enzima que se encuentra

con mayor abundancia en vainas de 20 DAA.
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Esta situacion puede ser un reflejo de la existencia de complejos diferentes cuya
existencia se anticipa a partir del patrén de expresion de los genes que codifican a las
distintas subunidades (Figura 18). En este sentido es importante mencionar que la
funcionalidad de las subunidades de AGPasa de L. punctata (lenteja de agua)
expresadas en levadura esta determinada por la manera en como se asocian, resultando
gue algunos complejos no son activos y otros tienen una actividad baja (Wang et al.,
2022).

Nuestros resultados indican que la actividad de AGPasa medida in vitro no determina la
cantidad de almidén que se puede acumular en esta estructura; sin embargo, la
concentracion de metabolitos reguladores son otro elemento que puede modificar la
actividad especifica de AGPasa en la vaina de los frutos de frijol. Recientemente, Ferretti
et al. (2022) describieron el efecto de glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato en la
actividad de AGPasa en Anabaena (homotetramero). La glucosa-6-fosfato quintuplicé la
actividad (A o5 1,4 mM) y produjo una disminucion de un orden de magnitud en la afinidad
relativa por glucosa-1-fosfato; mientras que la fructosa 6-fosfato aumento la actividad 14

veces (A 0,5 0,9 mM), sin modificar la afinidad por el sustrato.

En ese sentido es importante mencionar que el analisis del flujo de sacarosa a los frutos
de frijol muestra que este permanece casi constante durante su desarrollo (Figura 22).
Es probable que durante los primeros 10 dias la cantidad suministrada exceda las
necesidades de semillas en una fase incipiente de su desarrollo; lo que podria traducirse
en un incremento en la concentracibn de metabolitos activadores que podrian
incrementar la actividad especifica de la enzima y favorecer la sintesis de almidén, cuya

concentracion se incrementa notablemente en el periodo de 10 a 20 DAA (Figura 22).

Finalmente, resultados obtenidos en nuestro laboratorio sugieren que la vaina funciona
como un 6rgano que sintetiza almidon a partir de los excedentes de sacarosa y la
actividad elevada de AGPasa durante ese periodo podria ser importante para que los

excedentes de sacarosa se usen eficientemente.
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Figura 22. Relacion entre la cantidad de almidon (en azul), sacarosa (en verde) y
peso de las semillas (en rojo) en la vaina de fruto de frijol del 10 al 30 DDA.
Incremento del peso de las semillas durante el desarrollo de la vaina de fruto de frijol (mg
fruto!) durante el periodo de 10 a 30 dias después de antesis (DDA). Cantidad de
sacarosa y almidén (mg g* PF) presentes en la vaina durante el periodo de 10 a 30 DDA.

PF representa peso fresco.
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10.Conclusién

Los resultados obtenidos indican que durante los primeros 20 dias del desarrollo de los
frutos de frijol, los genes que codifican a la AGPasa se expresan diferencialmente; lo que
sugiere la existencia de multiples complejos (algunos de ellos tal vez sean exclusivos de
este 6rgano), que podrian tener diferentes propiedades. Nuestros datos también sefalan
gue en la vaina del fruto de frijol la actividad de AGPasa esta controlada a niveles
traduccional y postraduccional, y que la actividad medida in vitro no tiene una relacion
directa con la cantidad de almidén que se acumula en esta estructura. Sin embargo,
distintos mecanismos permiten que su actividad se mantenga elevada durante la etapa
en la que el desarrollo incipiente de las semillas podria generar excedentes de carbono,
contribuyendo a facilitar la conversion de estos en almidén que se usara en la etapa de

crecimiento acelerado de las semillas.

11.Perspectivas

- Estudiar en qué medida la actividad de la AGPasa es afectada por posibles diferencias
en la composicion de los complejos, y si ello determina su respuesta a compuestos

activadores.
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