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RESUMEN

Mediante el uso de un método microbiolégico para la cuantifica
cibén de aminodcidos se han determinado niveles de contenido de L-leu
cina, L-histidina, L-metionina en tejidos vegetales (hoja) y semilla.

La sensibilidad de este método ha permitido establecer diferen
clas entre cuatro variedades de frijol estudiadas.

Comparando el método microbiolégico con la cuantificacidn de
aminodcidos, utilizando el analizador de aminodcidos, se puede con-
cluir que el primero es mis ré&pido, sencillo, econdmico y de fécil
aplicacién como una técnica auxiliar en los programas de mejoramien
to de frijol y otros cultivos.

INTRODUCCION

El frijol es un complemento importante de la dieta cotidiana ¥y
desde el punto de vista nutrimental es una de las principales fuentes
de proteinas para un elevado porcentaje de la poblacidén y como cul-
tivo ocupa el segundoc lugar en importancia. Actualmente en México
se siembra el 90% en temporal y el resto en riego, ésto implica que
puede sembrarse solo e intercalado con otros cultivos, siendo el
principal el maiz.

La extensidén dedicada a este cultivo es de méAs de 2 millones
de hectfreas con una produccidén de 1 milldén de toneladas, lo que
significa en rendimiento promedio por hectdrea de 500 kg; se apre-
cia que es uno de los méis bajos rendimientos de produccidn por uni-
dad de superficie, con relacidén a otros paises.

Por otro lado, en los programas de mejoramiento es relativamen
te sencillo seleccionar individuos con caracteristicas anatdmicas y
morfoldgicas deseadas, ya que estos caracteres resaltan a simple vis
ta, pero al tratar de seleccionar variedades con mayor contenido de
aminodcidos, es necesario auxiliarse de técnicas mas complicadas

en la actualidad.
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Existen muchas técnicas de determinacibén de aminoidé¢illos, algu-
nas presentan ciertos inconvenientes como el utilizar mucho tiempo,
el empleo de aparatos costosos o complejos, ser scofisticados, ete.,
de ahi nace la idea de adaptar un método microbiolégico sencillo pa
ra la determinacibén de aminodcidos en tejidos vegetales que pueda
ser aplicado en laboratorios modestos, por personas sin muchos cono

cimientos técnicos.

REVISION DE LITERATURA

Los métodos tradicionales de mejoramiento genético para selec-
cionar nuevas formas fenotipicas estan basadas en el fendmeno de hi
bridacidén (6) el cual consiste en cruzar dos o mas variedades,y de
la progenie seleccionar aquellos individuos que refinan las caracte
risticas deseadas (5). De acuerdo al método de hibridacién y selec
cién de Pedigree, tomaria seglin Miranda (1k) de 13 a 15 afios la se—v
lecciédn de variedades.

Dado gue la poblaciédn humana crece aceleradamente existe por
ello una gran demanda de alimentos segin Borlaugh (3), por l¢o tanto
se hace necesario gseleccionar variedades c¢con mayor contenido de pro
teinas (1), por lo cual los cientificos tratan de crear nuevas téc-

nicas para la solucidn a este problema (4, 12).

MATERTALES Y METODOS

Material Biolbdgico. Las cepas bacterianas utilizadas en el pre

sente trabajo, son las siguientes:

Salmonella typhimurium LT=-2, Met A 54; S. typhimurium LT-2 His R,

proporcionadas por el Dr. Manuel V., OQOrtega, Centro de Investigacidn
+_ —
del IPN; Escherichia ¢oli SB 5075, A 95 T L , obtenidas en el labo-

ratorio del Dr. Ellis Englesberg, Universidad de California, Santa
Barbara, U.S.A.

Reactivos Quimicos. Las substancias quimicas empleadas fueron

de grado quimicamente puro y adquiridas en las siguientes casas co-
merciales: sales inorgéinicas, Baker y Merck; aminodcidos, Merck; aci

dos inorgénicos, Mallinckrodt Chemical Works.

Preparacibén de hidrolizados

Semilla de frijol. A la semilla en seco se le quitd la testa
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con pinzas de diseccibn y el embridn, se pulverizd§ en un mortero,
La preparacidén se tamizd con una malla de poro fino, obteniéndose
de esta forma la harina de semilla,

Hoja de frijol. Del primer par de hojas unifoliadas desarro-
lladas en la plantula del frijol de 12 dias de edad, se cortdé una
de éllas para hacer el hidrolizado. La hoja cosechada se deshidra-
t6 a peso constante en una estufa de laboratorio Curtin que se ajus
t6 a 30°C, después se pulverizd en un mortero, obteniéndose asi 1la
harina de heja.

Los dos tipes de harina fueron sometidos simultédneamente a pe-
so constante (5 horas a 60°C) e inmediatamente después, de cada uno
de éllos, se pesaron por duplicado muestras de 25 mg en una Balanza
Analitica Mettler HS5, y para las curvas patrdn, se pesaron por du-
plicado muestras de 2.5 mg de L-histidina, L-leucina, L-metionina.
Los muestreos de harina y aminoidcidos fueron colocados en ampolle-
tas de vidrio de 12 y 6 ml de capacidad para las harinas y aminoédci
dos respectivamente y a continuacidn se les agregaron 10 y 5 ml de
HCL 6N, evitando la formacidén de grumos para tener hidrolizados ho-
mogéneos. Se sellan las ampolletas haciendo vacio con una bomba
Gast 522, con la ayuda de un mechero de gas.

Las ampolletas colocadas en un desecador de vidrio Pyrex y cu-
biertas con agrolita, se pusieron en una estufa a 110°C durante 22
horas. Una vez transcurrido este tiempo las ampolletas se sacaron,
se dejaron enfriar durante 10 minutos, se abrieron y se virtid el
contenido en vasos de precipitados de 25 ml y las ampolletas se la-
varon 2 veces con 2 ml de agua destiladajen el caso de las ampolle-
tas que contenian los aminodcidos, se lavaron 2 veces con 1 ml de
agua destilada, juntdndose estos voltmenes con el hidrolizado res-
pectivo.

Posteriormente el 1iquido fue evaporado a sequedad en bafio "ma

ria" calentéandolo a 60°C en una parrilla eléctrica durante una ho-
ra, tiempo en que el Acido fue eliminado totalmente de la muestra,
las soluciones de aminodcidos de las harinas fueron resuspendidas
en 10 ¥y 5 ml de medio de cultivo minimo respectivamente, se filtra-

ron para eliminar los residuos s8lidos de la hidrélisis.
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Preparacidn de Medios. Se utilizd un medio de cultivo minimo.

Para la conservacidn de las cepas bacterianas se prepararon
tubos con agar inclinado de medios suplementados con el aminodcido
respectivo de acuerdo al regquerimiento del microocorganismo, a los
cuales se les agregd agar grado bacteriol8gico de la casa Sigma a
una concentracidn de 16 gramos por litro, para solidificar el medio.

En todos los casos se utilizd glucosa como fuente de carbono
y energia, para 1lo cual se prepard una solucién al 20% y se esteri-
liz6 por separado en una autoclave eléctrica a 0.7 kg/cm2 durante
15 minutos; los medios de cultivo se esterilizaron a una presidn de
1.05 kg/cm? durante 15 minutos y posteriormente se agregd solucidn
azucarada para dar una concentracién final de 0.4% en el medio de

cultivo.

Métodos de Determinacién Microbiolfbgica

Preparacidn del inbculo. En matraces Erlenmeyer de 125 ml de

capacidad conteniendo 25 ml de medio de cultivo minimo estéril y su
plementado con el aminofdcido correspondiente, se sembrd con una asa
da del inbeculo y se incubaron una noche en un agitador Skinke, IKD.,
ajustado a una temperatura de 37°C y a 120 oscilaciones por minuto.

Al término de este tiempo, las cflulas se lavaron para retirar
los nutrientes, mediante tres periodos de centrifugacién de 10 miny
tos cada uno a 200 rpm equivalente a 30 veces la gravedad, en una
centrifuga IEC modelo HN-S (3,500 rpm equivalente a 1,500 veces la
gravedad, cabezal IEC 215), al término de cada una se retird el so-
brenadante y se resuspendieron las células en el mismo volumen, con
solucidén salina estéril (0.85% p/v de NaCl), después de la Gltima
centrifugacidén las células se resuspendieron en el medio de cultivo
minimo y se ajustaron a una lectura de 0.9 de absorbencia a 660 nm.
en un espectrofotédmetro Coleman Junior II, Modelo 6/20.

Determinacidédn de Amino&cidos. Para hacer la determinacidn de

aminoidcidos se prepararon medios minimos en matraces Erlenmeyer de
125 ml de capacidad que tienen un tubo lateral para hacer las lectu
ras de turbidez en el espectrofotdmetro directamente, estos medios
(25 m1 de volumen final), contenfan 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 ml de

las soluciones de aminoédcidos (hidrolizados de harina) o bien con
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0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 de las muestras de L-histidina, L-leucina,
L-metionina, previamente hidrolizados.

Los medios asi preparados 'se sembraron con 0.5 ml de inbculo,
dando una lectura de turbidez inicial de 0.0L4 a 0.06 de absorbencia,
se incubaron en el agitador, para determinar posteriormente el gra-
do de desarrollo (crecimiento bacteriano) alcanzado en un periodo
de tiempo.

Siempre los experimentos se hicieron por duplicado.

RESULTADOS

El primer aspecto que se tratd de determinar fue establecer los
niveles de L-metionina, que podian ser cuantificados con nuestra ce-
pa bacteriana.

Las cinéticas de crecimiento de la cepa LT-2, Met ASL, cuando
se cultivdé en el medio de cultivo basal suplementado con diferentes
cantidades de L-metionina, se puede deducir de estos resultados que
a las 6 8 7.5 horas de incubacidn son suficientes para registrar el
desarrollo de los cultivos, ya que por ejemplo una determinaciédn rea
lizada a las 3 horas, s6lo nos podria diferencilar los cultivos gque
tienen L-metionina de 1los gque no la tienen.

Cuando se crecid este mismo microorganismo en medios suplemen-
tados con L-metionina, hasta 50 ug/ml se puede observar que después
de un periodco de incubacidn de 7 horas ¥ a concentraciones mayores
de 25 ug/ml, ya no se producfia ningfin incremento del desarrollo de
este mutante.

El periodo de incubacidn que se dedujo después de muchas prue-
bas con las cepas utilizadas en este trabajo fue igual para todas

(7 horas).

Para las curvas tipo se grafica lectura de densidad 6ptica con

tra concentracibn del aminodcido en ug/ml.
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Datos y cédlculos realizados para establecer la curva tipo de metionina

T '
Ug/ml Lectura Lectura ecturg T¢ suplementados -
Promedio ..
L-met To Te T Ty minimo
f
0 0.035 0.052
0.035 0.052 0.052 0.000
2 0.035 0.200
0.035 0.190 0.195 0.143
i 0.035 0.3k40
0.035 0.350 0.3kL5 0.293
6 0.035 0.420
0.035 0.380 0.400 0.348
8 0.035 0.430
0.035 0.390 0.4h410 0.358
10 0.035 0.460
0.035 0.L00 0.L30 0.378

Datos experimentales obtenidos en la determinacidn del aminodcido L-metionina
en tejido de hoja y semilla de las variedades de frijol estudiadas

m del prepare 0 B O tecturs Lestura of SEREET pem
de cultivo f mo met
HC 0.8 25 ml 0.045 0.125 0.073 1.05
1.6 25 ml 0.050 0.210 0.158 2,20
mw 0.8 25 ml 0.040 0.120 0.068 0.95
1.6 25 ml 0.050 0.200 0.1k48 2.00
sC 0.8 25 ml 0.060 0.105 0.053 0.80
1.6 25 ml 0.060 0.160 0.108 1.50
SN 0.8 25 ml 0.050 0.090 0.030 0.4h0
1.6 25 ml 0.050 0.1k0 0.088 1.20
L-met = L-metionina
To = lectura tiempo cero
Tf = lectura tiempo final del cultivo en medio minimo o suplementado
HC = hoja de frijol variedad Canario 10T
HN = hoja de frijol variedad Negro 150
SC = semilla de frijol variedad Canario 107
SN = semilla de frijol variedad Negro 150
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Se puede concluir que siempre se observa en los resultados que
existe un mayor contenido del amino&dcido en hoja que en semilla en
todos los casos. De los aminofdcidos estudiados los valores mas al-
tos en contenido corresponden a leucina, mientras los mas bajos a
metionina.

Resultados del analizador de aminodcidos. En los aminogramas

podemos observar todos los amino&dcidos contenidos en la muestra y el
bajo contenido de L-metionina; aungque es solc apreciable en semilla,
y en hoja no es determinada; la explicacidn a ello es que ésta se
transforma en otro compuesto durante el proceso (sulfdxido de metio
nina) en el analizador de aminof&cidos podemos concluir que el trip-
tofano nunca se determina como tal en el analizador de aminocédcidos
ya que se destruye durante la hidrdlisis.

Aungue agui podemos pensar en sacar o tener el contenido de me
tionina haciendo la relaciétn con otro aminoflcido aungue no sea me-
tionina, ésto significa que la relacidén podria ser metionina-aspir-

tico o metionina-alanina, metionina-isocleucina, ete.

RISCUSION

Se puede observar en las muestras analizadas que siempre exis-
te un mayor contenido de L-amindcidos en hojas con respecto a la se
milla y de acuerdo al anadlisis de los aminogramas en algunos casos,
casi se encuentra el doble contenido en hojs respecto a semilla, L-
metionina es el aminodcido que se encuerntra en menor cantidad en
los 2 tipos de tejidos.

En nuestro trabajo lo que tratamos es encontrar una técnica au
xiliar de f&cil aplicacién en los programas de mejoramiento del fri
jol cosa preliminar que se logrd, y que tiene como finalidad el me-
joramiento de las variedades de frijol en el rengldn de contenido
de proteinas.

Las ventajas que tiene este método microbioldgico con respecto

a el método quimico utilizado son:

a) Nuestro método no tiene el grado de exactitud gue tiene el
método quimico, sin embargo nos ha permitido establecer 1las
variaciones en los contenidos de estos aminocidcidos en las

diferentes muestras analizadas, ademds de darnos una idesa
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exacta de la cantidad aprovechable del compuesto por un or-
ganismo vivo.

b) Cantidades del orden de 0 a 25 pg/ml de L-metionina pueden
ser detectadas mediante este sistema,.

c) Nuestro método es tan sencillo que no necesita grandes cono
cimientos técnicos para su aplicacidn, ésto significa que
cualquier persona puede realizar esta determinacidén por me-
dio de este sistema.

d) Mientras que en nuestro sistema se pueden analizar 60 mues
tras simulténeamente, en un analizador de amino&cidos no

se puede llevar esta misma operacidn a cabo.

CONCLUSIONES

El método microbioldgico para cuantificar L-metionina que se

describe en el presente trabajo es bastante sencillo y puede ser

aplicado en programas de seleccifn de cultivares con mayor conteni-

do de estos compuestos, no solo L-metionina sino cualquier aminodci

do como el L-triptofano que incluso no puede ser cuantificado en un

analizador de amincécidos.
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