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Resumen

Los nutrientes en la planta del frijol se almacenan en las vainas de donde se
distribuyen hacia las semillas, permitiendo que éstas completen su desarrollo de
manera exitosa. En una primera etapa del crecimiento de los frutos, las vainas
funcionan como un 6rgano de demanda en donde se almacenan grandes
cantidades de carbohidratos en forma de almidon y azlcares solubles; en una
segunda etapa, en la cual las semillas muestran un crecimiento acelerado, la
vaina funciona como un organo fuente de nutrientes, que degrada el almidén
almacenado y utiliza los azlcares para el crecimiento de las semillas en funcién

de sus necesidades.

En este trabajo se utilizé el genotipo G26 de la planta de frijol comun, Phaseolus
vulgaris, para determinar si existe una correlacidén entre los niveles de azUcares
solubles y la actividad enzimatica de invertasas y sacarosa sintasa, durante la
primera etapa de desarrollo de la vaina (10, 15 y 20 DDA). Los resultados
obtenidos indican que el balance de las actividades enzimaticas entre INV
(CWIN, VIN y CIN) y SuSy determinan el perfil de azlcares, al inicio (10 DDA) la
actividad de INV predomina sobre la actividad de SuSy y disminuye
gradualmente, mientras que la SuSy incrementa su actividad, siendo esta Ultima
la responsable de los altos niveles de fructosa a 20 DDA, el aumento en la
actividad de SuSy, no se relaciona directamente con su cantidad de proteina lo
que sugiere un fuerte control postraduccional, ademas de la regulacién

transcripcional que presenta.
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1. Introduccion

En las plantas uno de los principales metabolitos sintetizados a partir de la
fotosintesis es la sacarosa. Este metabolito es transportado a través del floema
desde tejidos fotosintéticos principalmente hojas, hasta los tejidos de demanda

de nutrientes como las raices, las semillas, o los frutos.

El cultivo de frijol representa para México uno de los mas importantes, pues es
la leguminosa de mayor consumo en el pais y ademés aporta una importante
cantidad de nutrientes a la dieta, sin embargo, mantiene un rendimiento anual
bajo de apenas 0.71 ton/ha, mientras que el promedio mundial se mantiene en
1.53 ton/ha (CEDRSSA, 2020), una de las principales causas del bajo
rendimiento a nivel nacional es la falta de intensificacion tecnolégica en las
tierras de cultivo, aunado a la problematica de que es una planta susceptible a
las sequias y altas temperaturas que afectan la produccion nacional.
Considerando que la intensificacién o implementacién tecnolégica en los cultivos
es una solucién cara, muchos estudios optan por implementar una solucién con
un enfoque bioquimico para encontrar variedades mas resistentes a las sequias
y altas temperaturas, nuestro trabajo se encuentra dentro de este Gltimo aspecto,
pretende estudiar el como funciona la distribucion de nutrientes en el fruto del

frijol.

El fruto del frijol se encuentra conformado por la vaina y sus semillas, pero es la
vaina la que ademas de proteger a las semillas, se encarga de almacenar y de
proveer los nutrientes para el crecimiento 6ptimo de sus semillas, es decir, la
planta emplea mecanismos que favorecen que la vaina se constituya como un
tejido de demanda durante su desarrollo (10-20 DDA), y posteriormente se
comporte como un tejido fuente (20-30 DDA), que puede proveer de fotosintatos
a la semilla para su crecimiento o bien como una alternativa para contender con

factores abidticos que modifican el suministro de carbono (Belmont et al., 2021).

Una manera de abordar la regulacion del metabolismo en la vaina y comprender
como es que se distribuyen los fotosintatos, es a través de conocer el
funcionamiento de las enzimas que estan involucradas en el metabolismo de los

azucares. De acuerdo con lo anterior, en este trabajo se estudi6 la actividad de



las enzimas invertasas (CWIN, CIN y VIN) y de la sacarosa sintasa (SuSy)
durante la primera etapa del desarrollo de las semillas (10 a 20 DDA), para definir
si existe una correlacion entre los niveles de azucares (glucosa y fructosa) y la
actividad de estas enzimas en la vaina. Por otro lado, también se evalluo la
expresion de los genes que codifican para estas enzimas con el propdsito de
conocer a qué nivel se da la regulacion de la actividad enzimatica tanto de las
invertasas como de la SuSy. Estos hallazgos nos permiten comprender la
manera en que la planta regula su metabolismo, aspecto que es esencial para
desarrollar propuestas dirigidas al aumento en la produccién de las semillas de

frijol.
2. Marco teoérico

2.1 Importancia del cultivo de frijol

La FAO considera al frijol como la leguminosa de mayor consumo en el mundo,
cuya cosecha tiene un precio comercial que excede al de otros cultivos de
leguminosas combinados entre si (Broughton et al., 2003; Porch, 2013; Graham
y Vance, 2012).

El principal aporte nutricional del frijol se relaciona con su alto contenido proteico,
y de carbohidratos, seguido en menor proporcién de vitaminas y minerales. La
cantidad de proteina disponible varia de 14 a 33% del peso fresco, dependiendo
de la variedad del cultivo. Esa proteina es rica en aminoacidos como la lisina (6.4
a 7.6 g/100 g proteina), la fenilalanina y la tirosina (5.3 a 8.2 g/100 g proteina).
No obstante, es deficiente en aminoacidos azufrados como metionina y cisteina.
En cuanto a los carbohidratos, se estima que por cada 100 g de frijol crudo se
dispone de 52 a 76 g dependiendo de la variedad. La mayor parte de los
carbohidratos corresponde al almidon, los lipidos representan la fraccion mas
pequeia de macronutrientes (1.5 a 6.2 g /100 g de frijol) que comprende una
mezcla de acilgliceroles, asi como acidos grasos mono o poliinsaturados. El frijol
también aporta una considerable cantidad de fibra (pentosanos, celulosa,
hemicelulosa, pectinas y lignina) variando de 14 a 19 g/100 g de semilla (Ulloa
et al., 2011).



Debido a que el frijol puede adaptarse a diversas condiciones climaticas, se
cultiva en diversas regiones de América Latina, Africa, Medio Oriente y Europa,
y es un producto estratégico para muchos paises (CEDRSSA, 2020).
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Figura 1. Produccién mundial de frijol. La gréafica describe el aumento en la produccion de
frijol desde el afio 2012 hasta el 2018. La linea punteada representa la regresion lineal de los
valores de la produccién mundial (CEDRSSA, 2020).

Durante el periodo de 2012 a 2018 se observo que la produccion de frijol tuvo
una tasa de crecimiento anual de 3.3%, alcanzando 32.1 millones de toneladas
de frijol en el 2017 (afio de mayor produccién), no obstante, en 2018 hubo una

reduccion del 1.2% (Figura 1).

Los principales paises productores de frijol en el mundo corresponden a la India
(17.3%), Myanmar (16%), Brasil (10.3%) Estados Unidos (4.3%) y China (4.1%)
(Figura 2).
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Figura 2. Productores de frijol a nivel mundial. Se aprecian a los principales paises
productores de frijol con el porcentaje que aportan a la produccion total acumulada desde el afio
2012 hasta 2018 (CEDRSSA, 2020).

De 2012 a 2018 el rendimiento promedio de produccion en el mundo fue de 1.5
ton/ha, no obstante, algunos paises productores obtuvieron una produccion por
arriba del promedio como Estados Unidos (2.04 ton/ha), China (1.67 ton/ha),
Myanmar (1.59 ton/ha) y Etiopia (1.56 ton/ha), mientras que en otros el indice de
produccién estuvo muy por debajo del promedio como en el caso de la India
(0.42 ton/ha) y México (0.71 ton/ha). Esto indica que hay paises donde la
productividad es baja y la produccion depende en gran medida de la extension
de tierra cultivada. En esos casos existe una gran oportunidad para mejorar la

produccion a partir de la aplicacion de recursos tecnoldgicos (Figura 3).
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Figura 3. Rendimiento promedio anual de la produccién de frijol (ton/ha) de los principales
productores (2012-2018) (CEDRSSA, 2020)

2.2 La planta del frijol comun (Phaseolus vulgaris)
2.2.1 Caracteristicas generales de la planta

El frijol (Phaseolus vulgaris L) pertenece a la familia Fabaceae (ITIS, 2022). Es
una planta herbacea, anual, y autdgama lo que significa que su reproduccion
sexual es por autofecundacion (Adams, 1977; McClean et al., 1993; Voysest et

al., 1994); puede crecer de manera arbustiva o como una planta trepadora, a la



que comunmente se le denomina frijol, poroto, judia, alubia o habichuela, entre

otros nombres.

El conocimiento acerca de las caracteristicas morfoldgicas, agronémicas y
genéticas, asi como de la edad de los restos fosiles permiten establecer que el
frijol comun se origind a partir de dos eventos independientes de domesticacion
que ocurrieron entre los 5000 y 2000 afios a.C. (Hernandez-Lépez et al., 2013)
en Mesoamérica (México y Centroamérica) y los Andes (Sudamérica) de los que
provienen las variedades de frijol cultivadas en el mundo (Kaplany Lynch, 1999).

La planta de frijol tiene tallos débiles y delgados, cuadrangulares o angulados y
hojas trifoliadas con &pice acuminado, las raices pueden crecer a una
profundidad de 20 cm llegando a alcanzar hasta un metro de profundidad. Las
flores se desarrollan en inflorescencias que pueden ser axilares y terminales.
Las flores que aparecen primero tienen mayor probabilidad de concluir
exitosamente su desarrollo (Diaz, 1990).

Las vainas también conocidas como ejotes o pericarpio se unen a la planta
mediante un peddnculo; constan de dos valvas con dos suturas, una ventral y
otra dorsal sobre la que crecen de tres a seis semillas dispuestas de manera
alternada (Arias et al., 2007) (Figura 4). Las vainas comienzan su crecimiento a
partir del tercer dia después de la antesis (DDA) y se prolonga hasta los dias 12
a 18, en este punto su crecimiento disminuye considerablemente, llegando a
medir de 10 a 12 cm (Diaz, 1990). El crecimiento de las semillas se hace evidente
a partir de que la vaina se aproxima a alcanzar su tamafio maximo. Las semillas
pueden ser oblongas, ovales o redondeadas dependiendo de la variedad, y de
multiples colores (café, café moteado, negro, amarillo paja, rosadas, etc.) (SIAP,
2016).
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Figura 4. Esquema del fruto del frijol y las partes que lo componen (Arias et al., 2007)

2.2.2 Condiciones de desarrollo de la planta

El cultivo del frijol se desarrolla de manera Optima en un intervalo de
temperaturas de 10 a 27°C, pero es muy susceptible a condiciones extremas,
crece en suelos de textura ligera y bien drenados con un pH de 6.5 a 7.5 pues
es que, dentro de estos intervalos, los nutrientes presentan su mayor
disponibilidad (SIAP 2016).

2.2.3 Etapas de desarrollo de la planta

El cultivo de frijol se desarrolla en dos fases sucesivas: la vegetativa y la
reproductiva. La primera engloba desde la germinacion hasta la aparicion de los
primeros botones florales y la segunda etapa se extiende desde la floracién hasta

la madurez de la cosecha (Fernandez,1986) (Figura 5).
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Figura 5. Etapas del desarrollo de la planta de frijol (Fernandez, 1986)



2.3 Metabolismo y transporte de azucares

Los tejidos fotosintéticos aprovechan la energia de la luz visible para fijar el CO2
presente en la atmésfera y a través del ciclo de Calvin lo transforman en

metabolitos que utilizan para su crecimiento y desarrollo (Huber 1983).

El carbono excedente se almacena como almidén o sacarosa que puede
guardarse en las vacuolas o distribuirse a través del floema a 6rganos cuya
actividad fotosintética es baja o nula (6érganos de demanda: frutos, semillas,

raices y flores) (Smeekens et al., 2010).

Para entrar a los tejidos de demanda, la sacarosa utiliza dos vias alternas, una
es la simplastica (transporte pasivo) en donde la sacarosa fluye a través de
plasmodesmos (canales) que interconectan el citoplasma de las células
adyacentes y le permiten acceder a través de la pared y la membrana celular sin
que ello represente un gasto energético (Turgeon and Medville, 1998; Rennie
and Turgeon, 2009). La otra alternativa es la via apoplastica en donde la
sacarosa que se libera en el espacio intercelular pasa al interior de la célula
utilizando transportadores de azlcares por los que eventualmente seran
exportados y que por sus siglas en inglés se conocen SWEETs (Sugars Will
Eventually be Exported Transporters). Los SWEETS permiten que la sacarosa se
transporte a favor del gradiente de concentracion que crea la actividad

metabolica de los érganos de demanda (Chen et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Transporte de sacarosa a través del floema. Se muestra el mecanismo de

transporte de sacarosa desde los tejidos fuente a los tejidos de demanda (Alda F, 2010).

La tasa de descarga, uso y la capacidad de almacenamiento de la sacarosa en
conjunto determinan la fuerza de demanda de los 6rganos heterotroficos
(Sonnewald et al., 1994; Herbers y Sonnewald, 1998).

Una vez que la sacarosa llega a los tejidos de demanda, las invertasas (R1) la
hidrolizan en glucosa y fructosa, en tanto que la SuSy (R2) actua sobre la

sacarosa para formar UDP-glucosa y fructosa (Figura 7A).

A) Invertasas

R1) Sacarosa + H2 O —>» Glucosa + Fructosa

SuSy

UDP ———

R2) Sacarosa + ~—— UDP-Glucosa + Fructosa
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Figura 7. Metabolismo de los azlcares. (A) Reacciones que catalizan las invertasas y la SuSy
(B) Esquema del metabolismo de la sacarosa. Una vez que la sacarosa llega al citoplasma es
metabolizada por invertasas para producir glucosa y fructosa o bien por la SuSy para formar
UDP-glucosa y fructosa (Granot y Stein, 2014; Koch, 2004).

Las invertasas (EC.3.2.1.26) pueden clasificarse dependiendo de su localizacién
en la célula, existen tres tipos, las invertasas de pared (CWIN), las invertasas
vacuolares (VIN) y las invertasas citosélicas (CIN), cada una de ellas tiene

propiedades especificas (Figura 7B).

Tanto las CWIN como las VIN hidrolizan a la sacarosa y a los residuos de
fructosa del disacarido actuando de manera Optima en un intervalo de pH de 4.5
a 5.5, mientras que la CIN lo hace a un pH éptimo de 7.0 a 8.0. (Stitt et al., 1991;
Sturm, 1999). Una caracteristica importante de la CWIN es su insolubilidad a

diferencia de las VIN y CIN que son enzimas solubles.

En los tejidos de demanda, las invertasas que mantienen mayor actividad son la
VIN y CWIN y ambas al hidrolizar a la sacarosa, contribuyen con una alta
cantidad de hexosas. La actividad de la CIN es generalmente mas baja y es la
actividad de SuSy la responsable de degradar la mayor parte de la sacarosa
presente en el citoplasma. La actividad de SuSy genera UDP-glucosa y fructosa,

lo que contribuye a que los niveles de hexosas dentro del citoplasma sean bajos



y que los mecanismos de sefalizacion mediados por hexosas funcionen
adecuadamente (Figura 8). Es importante remarcar que frecuentemente la
mayor parte de la sacarosa que entra a la célula es transportada a las vacuolas,

donde es almacenada y posteriormente metabolizada por VIN (Koch, 2004).

Por otro lado, los azucares liberados de las reservas del almidon pueden tener
una repercusion importante en el crecimiento y desarrollo de la planta (Kalt-
Torres et al., 1987; Eveland and Jackson, 2012; Tognetti et al., 2013; Lastdrager
et al., 2014).

En algunas especies, la importacién de recursos (sacarosa) a las semillas en
desarrollo se encuentra fuertemente correlacionada con la capacidad de las

hojas para exportar sus productos asimilados (Wittenbach, 1993).

Senales de hexosas
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; Fructosa |——»:
Invertasa : : hexosas

Sacarosa

' : Fructosa
: Sacarosa sintasa : -
UDP glucosa

Sefales de sacarosa

Figura 8. Sefalizacidon por sacarosay hexosas, y su influencia sobre la actividad
enzimatica de INV y SuSy (Koch, 2004).

2.4 Regulacién de la actividad de las enzimas que degradan sacarosa

Las invertasas CWIN, CIN y VIN y la SuSy son responsables del metabolismo
de la sacarosa y la comprension de los mecanismos que regulan su actividad es
un tema relevante para entender la fisiologia de las plantas y para poder mejorar
su productividad. En numerosos estudios se ha observado que esta regulacion

ocurre tanto a nivel transcripcional como traduccional (Koch, 2004).
2.4.1 Regulacion a nivel transcripcional de INV y SuSy

La expresion de las invertasas y de la SuSy se encuentra controlada por diversas

sefales que provienen de los cambios en la cantidad y del tipo de azlcares
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presentes, asi como por el balance hormonal que caracteriza cada etapa de
desarrollo en la planta. En términos generales, se observa que la actividad de
las invertasas es predominante en las etapas iniciales del desarrollo de la vaina
y que, a medida que el tejido de almacenamiento entra en la fase de maduracion,
la actividad de la enzima SuSy se vuelve mas importante (King et al., 1997;
Bologa et al., 2003).

Los cambios a nivel transcripcional son influenciados por variaciones en el
entorno, pues los mecanismos que los provocan dependen de las condiciones
prevalentes en el medio ambiente que son capaces de modificar los niveles de
algun efector o molécula sefializadora, como el oxigeno o los niveles de
azucares en la célula. Se ha observado que cuando las plantas son sometidas a
condiciones en donde hay baja disponibilidad de oxigeno, los genes que
codifican para la SuSy se expresan mas, mientras que la expresion de los genes
de las invertasas requiere de niveles normales de oxigeno (Bologa et al., 2003).
Por otro lado, las hexosas (glucosa y fructosa) y la sacarosa también tienen un
papel de moléculas sefializadoras, se sabe que pueden afectar la expresion de
los genes de INV y de la SuSy (Roitsch et al., 2000; Koch, 2004) (Figura 8).

Cada una de las etapas de crecimiento de la planta tiene un perfil de azucares
caracteristico, al inicio del desarrollo del fruto las VIN y las CWIN maximizan la
produccion de hexosas, lo que favorece la generaciéon de sefiales que aumentan
la expresion de genes involucrados en la division/expansion celular. A medida
que las plantas entran a una etapa de maduracion, la actividad de la SuSy se
vuelve mas relevante, probablemente porque al ser la UDP-glucosa uno de los
productos de su actividad, el uso de la energia es mas eficiente (Sturm et al.,
1999; Weber-Wobus 1997).

2.4.2 Regulacion a nivel postraduccional de INV y SuSy

La SuSy es una enzima citosolica, que en algunas especies se encuentra
asociada con la membrana plasmatica, esta asociacion es importante porque le
permite suministrar directamente UDP-glucosa al complejo de celulosa sintasa

para la biosintesis de celulosa (Amor et al., 1995) (Figura 9a y Figura 9b).

También puede formar asociaciones con los amiloplastos, el aparato de Golgi,

los filamentos de actina y el tonoplasto de la vacuola (Figura 9c). Adicionalmente,
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se ha reportado que la enzima puede encontrarse en varios estados de
fosforilacién y que esa condicion podria ser importante para definir su asociacion

a organelos y membranas celulares (Winter et al., 1997).

Citoplasma

Membrana

A) Pared celular
plasmética

‘<—| Sacarosa

L Sacarosa sintasa

Complejo de celulosa sintasa

Citoplasma

B) Pared celular
Fructosa

Sacarosa

Sacarosa
sintasa

Subunidad
del poro

Biosintesis de |

1
Unién de Membrana plasmatica

Citoplasma 1 membrana
Gol R\
Amiloplastos
= QEEOA

(Respiration)

Figura 9. Asociacién de la SuSy a las membranas (Koch, 2004).
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La fosforilacién de la enzima ademas de modular su actividad también es una
sefal para su ubiquitinacién y posterior degradacion por el proteosoma (Hardin
et al., 2003; Kouchi et al., 1999; Varkonyi-Gasic et al., 2002).

En lo que se refiere a la actividad de las VIN, estas pueden regularse por
compartamentalizacion y degradacion por proteasas, y se ha reportado que en
el control de la actividad de las VIN y CWIN es importante la participacion de

proteinas inhibidoras (Ruan et al., 2010).

En la Figura 10 se describe la regulacion de la VIN. Pueden observarse vesiculas
gue almacenan precursores de proteasas (PPV), que concentran las VIN y las
enzimas de procesamiento vacuolar (VPE), que posteriormente son liberadas en
las vacuolas. Este mecanismo permite regular la actividad de las VIN en las

vacuolas y su degradacion por las VPE (Koch 2004).

Ribosomas Vacuola

VIN
activa

Transcripcion  Transferencia de VIN Recambio de VIN
deVIN por el sistema VPE

Figura 10. Compartamentalizacion vacuolar (Koch, 2004).

En diversos sistemas se ha descrito que las proteinas inhibidoras que regulan la
actividad las VIN y de las CWIN, son relativamente pequeiias (15-23 KDa) con
una estructura muy estable (Jin et al, 2009; Ruan et al.,2010); las invertasas de
pared forman asociaciones con las proteinas inhibidoras a un pH acido (de 4 a
6), las cuales se logran disociar a valores de pH neutros. Esto remarca la
importancia del pH como un mecanismo de regulacion de la actividad de VIN y
CWIN (Hothorn and Scheffzek, 2006).
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Asimismo, mediante el silenciamiento del inhibidor de invertasas INVINH1 la
actividad de la CWIN aumenta de 45 a 65% en hojas maduras y el doble en las
semillas y los frutos, lo que muestra la importancia del silenciamiento en
invertasas de pared. Ademas, se observé que los niveles de expresion de los
MRNA de los genes para la CWIN no fueron afectados al silenciar al inhibidor, lo
gue sugiere que los inhibidores de invertasas regulan la actividad en los sitios de
descarga apoplastica (entre el fruto y la semilla), permitiendo que cada semilla
reciba una cantidad suficiente de carbohidratos (glucosa y fructosa) para su
desarrollo, lo que aumenta el nimero de semillas que se desarrollan (Jin et al.,
2009).

3. Antecedentes

En los frutos del frijol se ha descrito la relacion entre los niveles de carbohidratos

y el crecimiento de las semillas (Belmont, 2021)

~@- Peso de semillas -8~ Azucares solubles
A -8 Sacarosa B -6~ Almiddn
100 | 150
80+
- 100-
2 60+ &
) i
o (@)
(@)} - (@)
= 49 E 50
20+
O' T T T T 0 T T T T
10 15 20 25 30 10 19 20 25 30
DDA DDA

Figura 11. Cambios en los niveles de azlicares y almidén en la vaina de frijol durante el
desarrollo de las semillas. A. Peso de las semillas y contenido de sacarosa B. Contenido de
azucares solubles y almidén (Belmont, 2021).
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En la figura 11A se observa que los niveles de sacarosa que llegan al fruto de
frijol se mantienen constantes durante el crecimiento de las semillas, no
obstante, en una primera etapa (10-20 DDA) las semillas mantienen un
crecimiento moderado, y a partir del dia 20 el crecimiento es exponencial y
seguramente sus necesidades metabdlicas aumentan de la misma manera.
También se observa un incremento en los niveles de azucares solubles y
almidon en el periodo de crecimiento moderado de la semilla (Figura 11B), y
cuando se incrementa la velocidad de crecimiento estos niveles se reducen
drasticamente, sugiriendo que las necesidades metabdlicas de las semillas ya
no son satisfechas por la actividad fotosintética de la hoja, y es necesario hacer
uso de los recursos acumulados en la vaina, de modo que al entrar en esta
segunda etapa de crecimiento acelerado los azlcares y el almidon almacenado
son utilizados por las semillas con el propésito de lograr un desarrollo exitoso
(Belmont et al., 2021).

Un analisis de los niveles de azlcares y almidon en las vainas de frijol de seis
genotipos mostré variaciones que dependian del genotipo (Carmona, 2022)
(Figura 12), lo que indica que cada genotipo metaboliza la sacarosa que llega al
fruto de manera diferente. Sin embargo, en todos los genotipos los niveles de

fructosa son los mas altos.
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Figura 12. Evaluacion de los niveles de azUcares en diferentes genotipos del fruto del
frijol de 15 DDA (Carmona 2022).
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Las enzimas responsables de la degradacion de la sacarosa son las invertasas
y la SuSy; sin embargo, los productos de la degradacion son diferentes como se
describié anteriormente. El hecho de que los niveles de fructosa en las vainas
de los frutos de frijol sean tan elevados sugiere que la participacion de ambas
enzimas en el metabolismo de la sacarosa que recibe ese 6rgano es diferente.
Se ha estudiado el transporte de nutrientes en las vainas, encontrandose que
durante el periodo de antesis el fruto se comporta como un 6rgano de demanda
que almacena nitrégeno y carbono (Rossato et al., 2001), sin embargo, el
endocarpio de la vaina aporta fotoasimilados al embrion en desarrollo durante

las dltimas etapas de maduracion de las semillas (Rochat y Boutin, 1992).

Las invertasas y los transportadores de hexosas son mas activos que SuSy y se
expresan mas durante las primeras etapas del desarrollo del fruto (Sherson et
al., 2003), mientras que la actividad de SuSy es esencial para la biosintesis del
almidon durante las dltimas etapas de llenado de las semillas (Borisjuk et al.,
2003; Etxeberria y Gonzalez, 2003).

4. Hipotesis

Las actividades de las invertasas vacuolar, de pared y citoplasmica, asi como de
la SuSy definen los niveles de glucosa y fructosa presentes en las vainas durante

la primera etapa de crecimiento del fruto de frijol (10-20 DDA).

5. Objetivos

5.1. Estudiar la actividad especifica de las invertasas (CWIN, CIN, VIN) y
de la SuSy en vainas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) durante el desarrollo

de la vaina.

5.2. Cuantificar los niveles de sacarosa, glucosa y fructosa presentes en

las vainas de frijol.

5.3 Evaluar la expresion de los genes que codifican para la SuSy.
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6. Material y métodos
6.1 Material biol6gico

Se utilizé el genotipo G26 de la planta de frijol (Phaseolus vulgaris L), las semillas
se desinfectaron con una solucion de etanol al 70% (v/v) por un minuto y después
con una solucién de hipoclorito de sodio al 1% (v/v) durante 12 minutos. Se
germinaron en papel saturado con agua a temperatura ambiente (23-25°C) y una
vez que las semillas germinaron, las plantulas fueron sembradas en macetas
con agrolita. Durante su crecimiento se les suministré de manera alternada agua

y solucién de Hoagland.

Las flores fueron etiquetadas con el dia de la floracién y los frutos se colectaron
a los 10, 15 y 20 DDA, las semillas se separaron de las vainas y las vainas se
cortaron en trozos pequefios, se congelaron con nitrdgeno liquido y se

almacenaron a una temperatura de -70°C.

6.2 Andlisis de la actividad enziméatica

6.2.1 Preparacion de los extractos de proteina

El tejido de las vainas se pulverizé en un mortero con nitrégeno liquido. Se
homogeneiz6 en una solucién amortiguadora de extraccion que contenia Hepes-
NaOH (pH 7.5) 100 mM, MgCl> 10 mM, KCI 10 mM, DTT 10 mM, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, DIECA 5 mM, inhibidor de proteasas, glicerol al 10% vl/v,
0.25%Triton X-100, se centrifug6 a 18000 g durante 15 minutos. La fase soluble
se utilizé para medir la actividad de las invertasas solubles (VIN, CIN) y de la
SuSy. La fase insoluble se lavé dos veces con la solucion amortiguadora de
extraccion, se resuspendio en 500 uL de la solucion amortiguadora de extraccion
adicionada con NaCl 1M, y se mantuvo en agitacion rotatoria a temperatura
ambiente por dos horas. Se centrifugd a 10 000 g por 10 minutos, y en el

sobrenadante se midi6 la actividad de la CWIN.
6.2.2 Invertasas acidas

Para medir la actividad de la CWIN y VIN se sigui6é la metodologia descrita por
Mathan et. al., (2021) con algunos cambios. Se utiliz6 una mezcla de reaccion
de 40 uL que contenia 20 uL de sacarosa 100 mM y 10 uL de acetato de sodio

200 mM (pH 4.5). La mezcla se preincub6 a 37°C por 5 minutos, se adicionaron
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10 uL del extracto enzimatico de 10, 15 o0 20 DDA y se mantuvo durante una hora
a 37°C. La mezcla de reaccién se calentdé a 80°C por 10 min para detener la

reaccion.

Para cuantificar la glucosa generada se adicionaron 150 pL de una mezcla de
reaccion que contenia Hepes 100 mM, KCI 50 mM, MgCl2 3 mM, ATP 1 mM,
NAD 0.3 mM, y 1 U de hexocinasa. Se midio la absorbencia a 340 nm en un
espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan FC para cuantificar el NADH
basal, se adicionaron 10 uL de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (1U), se
incubo durante 30 min a 25°C y al cabo de este tiempo se realizé una segunda
medicion de la absorbencia a 340 nm. Los valores de absorbencia se

interpolaron en una curva patrén de glucosa.
6.2.3 Invertasa neutra

En el caso de la invertasa neutra (CIN) se sigui6é el mismo procedimiento descrito
para la determinacion de las invertasas acidas, pero modificando el pH de la
reaccion. La mezcla de reaccién contenia 20 uL de sacarosa 100 mMy 10 uL de
Hepes 100 mM (pH 7.5).

6.2.4 Sacarosa sintasa (SuSy)

Para medir la actividad de SuSy en la via de degradacion se siguid la
metodologia propuesta por Mathan et. al., (2021). Los extractos de 10, 15y 20
DDA (50 pL) se incubaron con 150 pL de la mezcla de reaccion (Hepes-NaOH
20 mM (pH 7.5), sacarosa 100 mM, UDP 2 mM, MgClz2 2 mM, UDPGDH 0.005 U
y NAD* 1.5 mM). El incremento de absorbencia se midié de forma continua a
340 nm en un intervalo de 0-30 min a 25°C en el espectrofotbmetro Thermo
Scientific Multiskan FC. La actividad de invertasa se calculé como la cantidad de
NAD* reducido por minuto por mg de proteina empleando la ecuacion de

Lambert-Beer.
6.3 Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la proteina se utilizé el método de Bradford (1976) y los datos se
interpolaron en una curva patrén realizada con albumina sérica bovina (BSA) 0.5

mg/uL.
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6.4 Extraccion de RNA

El tejido (aproximadamente 500 mg) se pulverizé en un mortero con nitrégeno
liquido y se homogeneiz6 con 5 mL de reactivo de “TRIzol Reagent”. Se incubd
durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociacion del complejo
nucleoproteico. Se afiadido 1 mL de cloroformo, la mezcla se incub6 durante 3
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g a 4°C. Se tomé la
fase acuosa y se transfirio a otro tubo de centrifuga. Se adicionaron 2.5 mL de
isopropanol y se incubaron durante 10 minutos a 4°C, se centrifug6 a 12000 g a
4°C. La pastilla se lavo con 5 mL de etanol al 75%, se descarté el sobrenadante
y se dejo evaporar el etanol residual. Se resuspendio la pastilla en 50 uL de agua
libre de RNAsas. Se verificé la integridad del RNA en un gel de agarosa al 2% y

se cuantifico en un espectrofotometro BioDrop.
6.5 Sintesis de cDNA

A partir del RNA extraido se realiz6 la sintesis de DNA complementario (cDNA),
para ello se utilizo el kit NZYRT 2x Master Mix (NZYtech) y se siguieron las

instrucciones del proveedor. EL cDNA se almacend a -20°C hasta su uso.
6.6 RT-PCR

Se prepararon 10 uL de una mezcla de reaccién con los siguientes componentes:
5 uL Dream Taq Hot Star (Thermo Scientific), 0.5 uL de la mezcla de oligos, 2 uL
de cDNA 'y 2.5 uL de H20 libre de RNasas.

Para realizar la PCR se utilizaron las condiciones de la tabla 1.

Tabla 1. Ciclo de temperaturas empleadas en la PCR

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min)
Inicio 95 3
Desnaturalizacion 95 0.5 |
Alineamiento 59 0.5 30 ciclos
Elongacion 72 1
Elongacién final 72 5
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Para corroborar la amplificacion del cDNA se hizo una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en 30 mL de TAE (Tris HCI 40 mM, &cido acético 20 mM, EDTA
1 mM).

6.7 Inmunodeteccion de SuSy

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico,
(SDS-PAGE) al 10% de acrilamida: bis acrilamida (Tabla 2). La electroforesis se
corrio a 100 V hasta que el frente de corrida alcanzo el borde del gel. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF),
durante 1 horay 15 minutos a 100 V, con una solucion de transferencia (pH 8.3),
Tris 25 mM, metanol al 20%, Glicina 96 mM, SDS 0.0025%. Posteriormente la
membrana se incub6 una hora en una solucion de leche descremada al 5% (p/v)
en el amortiguador TBST (Tris-HCI 10mM, pH 7.6, NaCl 0.14M, Tween 20 al
0.1%), se afadio el anticuerpo primario anti-sacarosa sintasa diluido en una
proporcion 1:20000 y se incubd a 4°C durante toda la noche en agitacion
constante. Se realizaron cuatro lavados con TBST, de 15 minutos cada uno, se
incub6 la membrana con el anticuerpo secundario en TBST en una dilucion
1:20000 y se mantuvo en agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente. La
membrana se lavé cuatro veces con TBST por 15 minutos cada vez. Por ultimo,
se realizé la reaccion con el producto Immobilon Western Chemiluminiscent HRP
Substrate de Millipore que permite determinar la luminiscencia emitida por el

anticuerpo secundario en el equipo ChemiDoc (BioRad).

Tabla 2. Soluciones usadas para la elaboracion del gel apilador y el gel

separador
Gel apilador Gel separador
Acrilamida: Bisacrilamida 30%:0.8% Acrilamida: Bisacrilamida 30%:;0.8%
Amortiguador Tris-HCI pH 6.8 (4x) Amortiguador Tris-HCI pH 8.8 (8x)
0.5M 3M
SDS 20% (p/v) SDS 20%(p/v)
Persulfato de amonio 10% Persulfato de amonio 10%
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6.8 Electroforesis en gel de agarosa para cDNA

Se preparé un gel de agarosa al 1.5% o0 2% (p/v) con 30 mL de TAE (Tris HCI 40
mM, éacido acético 20 mM, EDTA 1 mM) y 4 uL del colorante para acidos
nucleicos Gel Star de Lonza (Cat. #50535). A las muestras se les agrego6
amortiguador de muestra 6X de Thermo Scientific (Cat. # R1161) y la
electroforesis se corri6 a 100 V hasta tener una separacion definida de las

muestras (aproximadamente 20 minutos).

6.9 Analisis bioinforméatico

Para hallar las secuencias de los genes que codifican para SuSy e invertasas en
la planta de frijol, primero se realiz6 una busqueda de las secuencias de genes
gue codifican para ambas enzimas en la base de datos en el Centro Nacional
para la Informacion Biotecnologica (NCBI) en Arabidopsis thaliana, a partir de
estas secuencias encontradas se llevé a cabo una segunda blsqueda de las
secuencias homoélogas de ambas enzimas presentes en la planta de frijol, para
este propésito se empleé la herramienta Blast en la base de datos de
Phytozome; Se encontraron ocho secuencias para SuSy y tres secuencias para
invertasas, posteriormente con las secuencias homdlogas se disefiaron los
oligonucledtidos (primers) para hacer las PCRs aplicando el programa
Primer3Plus. Asi mismo se disefid un arbol filogenético a través de un

alineamiento de las secuencias con el programa Clustal Omega.

7. Resultados

7.1 Cuantificacién de glucosa y fructosa en vainas de frijol de 10, 15y 20 DDA

Se midieron las cantidades de glucosa y fructosa en las vainas de frijol de 10,
15, y 20 DDA. En la Figura 13 se puede apreciar que la cantidad de glucosa
desciende a medida que la vaina completa su desarrollo, mientras que los

niveles de fructosa se incrementan.
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Figura 13. Contenido de azucares en las vainas de frijol de 10,15 y 20 DDA. Los bigotes de
las barras representan el valor de la media +/- el valor de la DE. Las barras con diferente letra
indican que existe diferencia significativa respecto a la prueba de Tukey (P<0.05).

7.2 Actividades enzimaticas en las vainas de los frutos de frijol de 10, 15y 20
DDA

7.2.1. Actividad de las invertasas

En general se observa que la actividad de las invertasas es mas alta cuando los
frutos estan iniciando su desarrollo para posteriormente reducirse. Sin embargo,
como se presenta en la Figura 14 A, la actividad de la invertasa neutra se
mantiene con poco cambio de los 10 a los 15 DDA, y baja mas a los 20 DDA. La
actividad de la invertasa acida (vacuolar) es la que predomina en este tejido, y
se observa que es hasta 40 veces mas alta que la invertasa neutra y de pared.
Ademas, de que desciende de manera drastica de los 10 a los 15 dias y
practicamente llega a cero a las 20 DDA (Figura 14 B). La actividad de la
invertasa de pared a los 10 dias es menor que la actividad de la invertasa &cida,
pero es practicamente el doble que la neutra'y como se muestra en la Figura 14

C se reduce considerablemente en las vainas de 15 DDA.
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Figura 14. Actividad enzimatica de las invertasas en vainas de frijol de 10,15y 20 DDA. A)
Invertasa citosolica (neutra) B). Invertasa vacuolar (acida) C). Invertasa de pared. Los bigotes de
las barras representan el valor de la media +/- el valor de la DE. Las barras con diferente letra
indican que existe diferencia significativa respecto a la prueba de Tukey (P<0.05).

7.2.2. Actividad de la SuSy
La actividad de SuSy aumento en las vainas de frijol durante el transcurso de los
dias evaluados 10, 15y 20 DDA (Figura 15).
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Figura 15. Actividad de la enzima SuSy en vainas de frijol de 10,15, 20 DDA. A 15 DDA no
se presenta diferencia significativa. Los bigotes de las barras representan el valor de la media
+/- el valor de la DE. Las barras con diferente letra indican que existe diferencia significativa
respecto a la prueba de Tukey (P<0.05).
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7.3 Inmunodeteccién de la SuSy

Con el proposito de conocer si el incremento en la actividad de la SuSy respondia
a un incremento en la cantidad de proteina, se realizd la inmunodeteccion de
esta enzima. En la Figura 16A se presenta la membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) tefiida con rojo de Ponceau que muestra la distribucion de
proteinas. En el western-blot (Figura 16B) se puede observar que la cantidad de
proteina se incrementa considerablemente a medida que los frutos se
desarrollan, y a 20 DDA se aprecia claramente una mayor intensidad de la banda
de 90 KDa, que corresponde a SuSy.

A) DDA

10 15 20

SuSy mp

90KDa

Figura 16. Inmunodeteccidn de la SuSy presente en las vainas de frijol alos 10, 15y 20
DDA. A. Tincion de la membrana con rojo de Ponceau. B. Western-blot de la SuSy. Las flechas

en rojo sefalan el valor de 90 KDa que corresponde al valor de SuSy.

7.4 Andlisis de la expresion de los genes de la SuSy en las vainas de frijol de
10, 15y 20 DDA

Para analizar la expresion de los genes que codifican para las invertasas y para
la SuSy, se hizo una busqueda in silico de los genes presentes en frijol. Una vez
identificados los genes en frijol también se hizo un andlisis en la base de datos
de Phytozome de los niveles de expresion en las vainas. En la Figura 17 se
presenta un mapa de calor con la expresion de los 8 genes que se identificaron
para SuSy, en una escala relativa en donde se puede apreciar que solamente
tres de estos genes Phvul.003G127500, Phvul.009G223800.1 vy
Phvul.001G209600 se expresan en vainas maduras y dos Phvul.003G127500 y
Phvul.009G223800 en vainas jévenes.
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En el caso de las invertasas se encontraron tres genes (Phvul.002G061200,
Phvul.003G217900 y Phvul005G008200) que codifican para invertasas
vacuolares, sin embargo, se reporta que no presentan expresion en vainas de

frijol.
Sacarosa sintasa

Phvul.003G127500
Phvul.009G223800.1

Phvul.001G209600

1000

Phvul.008G241300
Phvul.006G089300
Phvul.004G142800.1
Phvul.004G142800.2
Phvul.009G250800.2
Invertasas  [>< S ST
Phvul.002G061200
Phvul.003G217900
Phvul.005G008200

1 500

] C ) ] C N Vv N © ]
Y & & & & & \© $© N ¥
K\°<b < &e&) ° éob‘\' s R I G
N N
@ )
& & & b
° ol £ &
& B\ {{\o
g\

Figura 17. Expresion de los genes que codifican para SuSy e invertasas en diferentes
partes de la planta de frijol. (Joint Genome Institute, 2023)

La Figura 18 muestra un arbol filogenético con las ocho secuencias evaluadas
de SuSy (A) y las tres de invertasas (B), esta figura nos indica que los cambios

en la expresion de estos genes no se relacionan filogenéticamente.

A) Genes evaluados de la SuSy

T Phvul.004G142800.2 0.00054
' Phvul.004G142800.1 0.00054
I Phvul.008G241300.1 0.08327
L Phvul.006G087300.1 0.10885
Phvul.003G127500.1 0.05867
[ Phvul.009G223800.1 0

L Phvul.009G223800.2 0

T Phvul.001G209600.1 0.11887
| Phvul.009G250800.1 0.16167
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B) Genes evaluados de invertasas

Phvul 002G061200

FPhvul.003G217900

Phvul 005G008200

Figura 18. Arbol filogenético de los genes homologos de SuSy (A) e invertasas (B)

Con el objetivo de evaluar la expresidon de los genes de la SuSy en la vaina del
fruto del frijol, se hizo un andlisis mediante RT-PCR. Con este propdsito se
disefiaron oligonucleétidos especificos para cada gen (Tabla 3). Se realiz6 la
extraccion de RNA de las vainas de frutos de frijol de 10, 15 y 20 DDA, se

cuantificé y se verifico su integridad (Figura 19).

Tabla 3. Oligonucleétidos que se disefiaron para evaluar la expresion de la SuSy

Sacarosa sintasa (SuSy)
Nombre Secuencia 5’ 3’ pb Amplicon Tm
(pb) (°C)
Phvul.003G127500 | Fw | TGGAAATGGTGTGCAGTTCC 20 82 58.7
Rv | TTCCAAAAGTGGGTGCAAGC 20 59.5
Phvul.009G223800.1 | Fw [ AGTGCTGCCACCTTTTGTTG 20 93 59.5
Rv | TCATCAACAGCAAGCACGTG 20 59.4
Phvul.001G209600 | Fw | TGCCAGTGAAATTGCTGCTG 20 142 59.7
Rv | TGTCTTCTCAAGTGCATGCG 20 58.8
Phvul.008G241300 | Fw | CAAGTGCGTGCTTTAGAGAAGG 22 118 59.8
Rv | TGCAAGTTGTCCCTTTTGCC 20 59.5
Phvul.006G087300 | Fw | TCCACCATACGTTGCCTTTG 20 150 58.5
Rv | TCGGTTGCCCATTTTTCGTC 20 59.4
Phvul.004G142800.1 | Fw | TGGGCAAACGATGAAAACGC 20 76 60.3
Rv | CGTTTCCCGCTAAACCTTGAAG 22 60.1
Phvul.004G142800.2 | Fw | TGCAAGGCCTTGATGTGAAG 20 140 58.8
Rv | TTGCATGTGGTTCCTTTGGC 20 59.6
Phvul.009G250800.2 | Fw [ TTGCATTGCAGTGGTGAAGG 20 116 59.3
Rv | TGAATGGCCATGCAAAAGC 20 60
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Figura 19. RNA purificado de vainas de frijol de 10,15y 20 DDA

Para asegurar que se disponia de la misma cantidad de cDNA en cada una de

las reacciones se realiz6 un control de carga con actina (Figura 20).
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300 BE e

200 .. B T
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Figura 20. Control de carga de RNA para el analisis de la expresiéon de genes

En la Figura 21 se presentan los resultados del analisis de la expresion de los
genes de SuSy en las vainas de frijol de 10, 15 y 20 DDA. Es importante
mencionar que el tamafio de los productos de las PCRs corresponde al tamafio
esperado de acuerdo con los oligos que se disefiaron. De los ocho genes que se
analizaron solo Phvul.009G250800.2 y Phvul.006G087300 no amplificaron
(Figura 21B), sugiriendo que no se expresan en las vainas de frijol de 10, 15y
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20 DDA. Los genes Phvul.003G127500, Phvul.009G223800.1,
Phvul.008G241300 no mostraron cambio en su expresion (Figura 21A, 21B),
Phvul.001G209600 presenta un incremento durante el desarrollo de la vaina
(Figura 21A) mientras que Phvul.004G142800.1 y Phvul.004G142800.2
muestran un aumento en su expresion a los 15 DDA y posteriormente una ligera
disminucién en su expresion a 20 DDA (Figura 21C).
A) Phvul.003G127500 Phvul.009G223800.1 Phvul.001G209600
Amplicones 82 93 142
M 10 15 20 10 15 20 10 15 20 DDA

Pb
1000

500
400

300
200

100

B) Phvul.009G250800.2 Phvul.008G241300 Phvul.006G087300
Amplicones 116 118 150

Pb M 10 15 20 10 15 20 10 15 20 DDA

1000

500

400
300

200
100
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Q) Phvul.004G142800.1 Phvul.004G142800.2
Amplicones 76 140
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Figura 21. Expresidn de los genes de la SuSy en vainas de frijol de 10, 15y 20 DDA

8. Discusion de resultados

La produccién de fotosintatos y su distribucion entre los diferentes érganos de
las plantas es determinante para su desarrollo y éxito reproductivo. Asi, durante
el crecimiento de las plantas, las raices demandan mucho carbono, pero cuando
la planta transita a la etapa reproductiva los érganos florales, los frutos en
desarrollo y la semilla, seran los érganos con mayor fuerza de demanda. Como
respuesta a estas necesidades, las plantas han desarrollado mecanismos para
almacenar y transportar el carbono (Mac Neill et al., 2017). La sacarosa es un
metabolito clave en la distribucion de carbono, sin embargo, no participa
directamente en los procesos de desarrollo, tiene que ser convertida en glucosa
y fructosa para satisfacer las necesidades de los tejidos que la demandan. De
tal manera que la capacidad de cada 6rgano para metabolizar sacarosa tiene

una relacion directa con la cantidad de sacarosa que reciben.

En este trabajo se analizé6 cémo se modifican los niveles de glucosa y fructosa
presentes en las vainas durante el desarrollo del fruto del frijol. En la Figura 13
se pueden apreciar los niveles de estos azucares, y de manera interesante se
observa que mientras los niveles de glucosa se reducen de manera significativa,
los de fructosa se incrementan. Estos resultados sugieren que no solo es la
actividad de las invertasas la que determina este comportamiento, pues si esto
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fuera asi, la tendencia en los cambios de los niveles de estos azlcares seria
similar. Dado que la sacarosa puede metabolizarse a través de la actividad de
las invertasas en glucosa y fructosa o bien por la SuSy en UDP-glucosa y
fructosa, se analizaron las actividades de estas enzimas. Al inicio del desarrollo
del fruto la actividad enzimatica de las invertasas es elevada, ésta catalisis
explica las altas cantidades de glucosa producidas a 10 DDA, no obstante
durante los dias posteriores, la actividad de invertasas disminuye (Figura 14), lo
cual se ve reflejado en una reduccioén en los niveles de glucosa, mientras que la
actividad de SuSy incrementa conforme transcurre el desarrollo de los frutos, de
modo que a 20 DDA su actividad es mayor, lo que explicaria el perfil de aztcares
para este dia, en donde la cantidad de fructosa en la vaina alcanza el nivel mas
alto. Sin embargo, es importante considerar otros factores que también afectan
los niveles de azlicares como su uso y almacenamiento, a los 10 DDA los niveles
de glucosa son mas altos en relacion a fructosa cuando se esperaria que por la
actividad de las invertasas se almacenaran cantidades similares de fructosa y de
glucosa; lo que sugiere que durante esta etapa la fructosa podria ser
metabolizada por otras enzimas como las fructocinasas, que a su vez estan
relacionadas con la formacion de los frutos durante esta primera etapa del

desarrollo de las vainas (Stein y Granot, 2018).

El comportamiento obtenido para las actividades enziméticas de la INV y la SuSy
también ha sido reportado en diferentes especies de plantas, como en el caso
de Solanum lycopersicum o Arabidopsis thaliana (Ruan et al., 2010), una posible
explicacion es que a largo plazo las plantas metabolizan sus azlUcares mediante
la SuSy en lugar de emplear a las invertasas, pues de esta manera el costo
energeético para su respiracion es menor, debido a que uno de sus productos, la
UDP-glucosa no requiere ser fosforilada para integrarse en el metabolismo a
diferencia de las hexosas que requieren de ATP para fosforilarse y entrar a la
glucdlisis, de esta manera se mantiene una via de respiracion que conserva ATP
(Koch 2004), ademas la SuSy tiene la capacidad de minimizar la sefalizacion
por hexosas, particularmente durante periodos en donde estas sefiales alteran

los procesos para la diferenciacion o la maduracion (Wobus y Weber 1999).

Con relacion a la cantidad de SuSy presente en las vainas (Figura 16B), se

observa que, aunque la cantidad de proteina y la respuesta en la actividad de
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SuSy (Figura 15), aumentan progresivamente hasta obtener una mayor cantidad
de proteina y actividad a los 20 DDA, la cantidad de proteina es mucho mas alta
en comparacion con la actividad. Durante esta etapa se esperaba una mayor
actividad, dado que al final los niveles de fructosa son tan altos como los niveles
de glucosa al inicio del desarrollo (10 DDA), ademas los resultados indican que
la SuSy es la Unica enzima que presenta actividad a los 20 DDA, una posible
explicacion es que esta enzima se encuentre regulada a nivel traduccional y
postraduccional, y se ha reportado que su estado de fosforilacion es un factor
principal para regular su actividad, y es necesario que la enzima este
monofosforilada para que sea activa, esta modulacion esta regulada por enzimas
como la proteina cinasa dependiente del calcio (CDPK’s o SnRK’s), y al ser
fosforilada es protegida por proteinas conocidas como ENOD40 que se unen a
ella evitando que se fosforile por segunda ocasién y sean marcadas por
ubiquitinas para su posterior degradacion por el proteosoma, (Winter et al.,
2003). En resumen, su alta regulacion a nivel postraduccional podria indicar que

una parte de SuSy se encuentre inactiva a los 20 DDA.

De acuerdo con la base de datos Phytozome, los genes Phvul.003G127500,
Phvul.009G223800.1 y Phvul.001G209600 que codifican para SuSy, son los que
mantienen un mayor nivel de expresion en las vainas maduras y jévenes (Figura
17), lo cual también se puede apreciar en nuestros resultados, que muestran que
la expresion de estos genes es mayor con relacion a la de los demas genes
analizados. De los tres genes Phvul.001G209600 es el Unico que presentd un
incremento en la expresion de sus mensajes, lo que sugiere que es un gen que
es regulado a nivel transcripcional durante el crecimiento de las vainas (Figura

21A) y que podria estar involucrado en el incremento de la actividad de SuSy.
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9. Conclusiones

* Las invertasas presentan mayor actividad al inicio del desarrollo (10 DDA) lo
cual favorece el aumento de azucares solubles en la vaina.

* Las invertasas con mayor actividad corresponden a las invertasas de
vacuola.

* La actividad de SuSy se incrementa conforme se lleva a cabo el crecimiento
de la vaina.

« El gen Phvul.001G209600 que codifica para SuSy se regula a nivel
transcripcional y podria estar relacionado con el incremento de la actividad
de SuSy.

» Losresultados sugieren que el perfil de aztcares en la vaina de frijol depende
en gran medida del balance en las actividades enzimaticas de las invertasas
(VIN, CWIN y VIN) y de la SuSy.

10. Perspectivas

* Estudiar las isoformas de SuSy y analizar las modificaciones postraduccionales

gue regulan su actividad enzimatica en la planta de frijol.
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