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Queda prohibido lorar sin aprender,
levantarte un dia sin saber qué hacer,
tener miedo a tus recuerdos.

Queda prokibido no sonreir a los problemas,
no luchar por lo que quieres,
abandonarlo todo por miedo,
no convertir en realidad tus suefios.

Queda prohibido no demostrar tu amor,
hacer que alguien pague tus dudas y tu mal humor.
Queda profibido dejar a tus amigos,
no intentar comprender lo que vivieron juntos,
flamarles s6lo cuando los necesitas.

Queda prohibido no ser tii ante la gente,
fingir ante las personas que no te importan,
hacerte el gracioso con tal que te recuerden,
olvidar a toda la gente que te quiere.

Queda prohibido no hacer las cosas por ti mismo,
no creer en Dios y hacer tu destino,
tener miedo a la vida y a sus compromisos,
no vivir cada dia como si fuera un iiltimo suspiro.

Queda profibido echar a alguien de menos
sin alegrarte, olvidar sus ojos, su risa,
todo porque sus caminos han dejado de abrazarse,
olvidar su pasado y pagarlo con su presente.

Queda prohibido no intentar comprender a las personas,
pensar que sus vidas valen mds que la tuya,
no saber que cada uno tiene su camino y su dicha.

Queda prohibido no crear tu historia,
dejar de dar gracias a Dios por tu vida,
no tener un momento para la gente que te necesita,
comprender que [o que [a vida te da, también te lo quita.

Queda prohibido no buscar tu felicidad,
no vivir tu vida con actitud positiva,
no pensar que podemos ser mejores,
no sentir que sin ti el mundo no seria igual.

Poema de Pablo Neruda

“Queda prohibido”
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INTRODUCCION
GENERALIDADES DEL GRANO DE AMARANTO. BREVE RESENA HISTORICA.

El amaranto se cultiva en América desde hace mas de 10 mil afios. El primer
pueblo en utilizarlo habria sido el maya, quien lo llamaba huatli o kiwicha, para luego difundirse
entre otros pueblos como los aztecas y los incas. Se estima que cuando los espafioles llegaron a
América, los aztecas producian 20 mil toneladas anuales de este grano. Los granos y las hojas de
amaranto eran consumidos como alimento, mientras que la harina era utilizada para la
fabricacion de estatuillas de deidades llamadas tzoalli. Los indigenas utilizaban las mismas para
comulgar en ceremonias religiosas, razon por la cual, con la llegada de los europeos a América, el
consumo de amaranto fue prohibido. A partit de entonces se inicié un intenso intercambio de
cultivos en los que algunos cobraron mayor importancia y otros desaparecieron. La sustitucién
de los cultivos nativos por los del Viejo Mundo redujo drasticamente la producciéon de amaranto.
Solo algunos agricultores continuaron cultivandolo en pequena escala para consumo propio, por
lo que se mantuvo a lo largo de los siglos hasta la actualidad, gracias al arraigo de las tradiciones
en Jos pueblos nativos.

Actualmente, la forma mas comuin de consumir el amaranto en México es el popular
dulce "alegtia" cuya preparacion, cutiosamente, detiva del antiguo tzoalli con la diferencia de que

en lugar de harina de amaranto se utilizan las semillas reventadas como rosetas de maiz.

CARACTERISTICAS Y UTILIZACION DEL AMARANTO.

El amaranto es una planta de crecimiento rapido, con hojas anchas, tallos y flores
moradas, rojas o doradas. En griego su nombre significa "inmortal, que no se marchita" debido a
que, a diferencia de otros cereales, cuando se cosechan sus semillas la planta no muere. La semilla
de amaranto es muy pequefia entre 1 y 2 mm de diametro, de forma lenticular y se encuentra en
inflorescencias. Sus granos son levemente mayores a las semillas de amapola y aparecen en
grandes racimos y de colores variados entre crema y negro.

Existen unas 80 especies diferentes de amaranto, pero sélo tres de ellas son cultivadas: 4.
hypochondriacus, originario de México, A. cruentus, oriundo de Guatemala y el sureste de México y
A. candatus, procedente de América del Sur.

Todas las especies pueden destinarse a usos multiples, algunas son consideradas

graniferas, horticolas, tintéreas, medicinales, ornamentales y otras, malezas, como el Amarantus
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guietensis o “yuyo colorado”, el que constituye una plaga muy comun en la tegiéon pampeana de
nuestro pafs.

Las plantas que se consumen por su grano asi como las utilizadas como ornamento o
colorante, son especies de mayor porte, con grandes inflotescencias y abundante produccién de
semillas. Las que son utilizadas para el consumo de sus hojas (A. tricolor L., A. viridis L., A bitum,
L) presentan caracteristicas similares a la espinaca y su follaje es particularmente rico en
carotenoides, proteinas, hierro y calcio ademas de poseer cantidades importantes de vitamina C
(Prakash y col., 1995). Las plantas que son consideradas malezas son de menor tamafio, con
flores y frutos mas pequenos y de color oscuro.

Taxonémicamente, el amaranto pertenece a la division Angiospermae, familia
Centrospermae, clase Dicotyledonae, género Amaranthus. Es una planta del tipo C,, presenta alta
capacidad de biosintesis y baja velocidad de fotorespiracion causas de su rapido crecimiento y
alto rendimiento (Kigel, 1994). Es muy resistente a plagas y prospera en condiciones agro-
ecolégicas muy adversas tales como sequia, altas y bajas temperaturas y suelos salinos (Bressani,
1994; Saunders y Becker, 1984).

Como consecuencia de su gran plasticidad distintos tipos de amarantos pudieron
adaptarse a diferentes localidades, por lo que generalmente se hace mencion a razas y no a
variedades. Las razas mas importantes son las: Africana, Nepal, Picos, Sudamericana, Edulis, y las
razas mexicanas: Mexicana, Guatemalteca, Azteca, Mercado y Mixteca.

En las ultimas décadas el cultivo de amaranto se ha difundido de manera exponencial en
varios paises, particularmente en los del Lejano Otiente debido a las caracteristicas propias de
este cultivo (Joshi y col,, 2002). A diferencia de este hecho, en nuestro pais el cultivo de amaranto
se da en pequefia escala, con un area potencial de cultivo que comprenderifa a las provincias de
Jujuy, Santiago del Estero, Cérdoba, el este de La Pampa y el oeste de Buenos Aires. En la
actualidad la Estacién Experimental Agropecuaria Anguil de INTA, La Pampa, es uno de los
centros donde se cultiva amaranto con la finalidad de realizar una siembra extensiva. Los
integrantes de la Estacidon Experimental Agropecuaria Anguil se encargan ademis de la
publicacién de un boletin denominado “Amarantos”, tarea que fuera impulsada por Prof.
Guillermo Covas, responsable de la inclusién de este cultivo en el Codigo Alimentario Argentino.

(www.inta.gov.ar/anguil/ins/historia/guillermo covas)


http://www.inta.gov.ar/anguil/ins/historia/guillermo
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LLAS SEMILLAS DE AMARANTO.,

El amaranto es considerado como un pseudocereal, debido a que presenta caractetisticas
similares a la de los cereales verdaderos (gran produccién de semillas por espiga). Al igual que
éstos, contiene cantidades importantes de almidén, con la diferencia que este componente se
encuentra almacenado en el perisperma.

La semilla de amaranto al igual que la de quinoa, presenta un embrién tipo campildtropo,
es decir que se dispone de forma periférica a la sustancia de reserva o petisperma tal como se

pone de manifiesto en la Figura 1.

A B

Microscopia electrénica de barrido de
semilla madura

. Cotiledones
Procambium ;

Perisperma
almidonoso

> %" Haces vasculares

0 Endosperma

Procambium Radicula (raiz)

CORTE TRANSVERSAL CORTE LONGITUDINAL

Figura 1 A: Microscopia electronica de batrido de una semilla de amaranto sin germinar. B: Corte
longitudinal y transversal de la semilla de Amaranto.

El embrién se encuentra conformado por la radicula y los cotiledones ocupando el 30%
del grano, es en este 6rgano donde reserva una importante proporciéon de proteinas y lipidos.

En las semillas maduras, el endosperma consiste en un par de capas de células que se
encuentran remitidas a la region de la radicula. Al igual que en el caso de la quinoa, el amaranto
ptesenta una marcada compartimentacion de sus sustancias de reserva. Los carbohidratos se
alojan fundamentalmente en el perisperma, mientras que las proteinas, los minerales y los lipidos
de reserva se encuentran localizados fundamentalmente en el endosperma y en el embrién (Prego

y col.,, 1998).



Dada su relevancia en la dicta del hombre las proteinas constituyen uno de los nutnientes
mas importantes de las semillas. En el amaranto el contenido de proteinas ronda el 15-17% del
peso del grano, sin embargo, su importancia no radica sélo en la cantidad sino también en su
calidad. Como consecuencia del tamafio reducido de esta semilla, la molienda es dificil v Ia harina
que se obtiene es integral. Tanto el mavor contenido proteico como la mejor calidad de las
proteinas de amaranto respectc a las de los cereales se han relacionado con la diferente
distribucion de las proteinas de reserva dentro de la semilla, ya que en el amaranto el 653% de las
proteinas se encuentra en el embrién mientras que en los cereales el 82% estd presente en el
endosperma (Betschart y col., 1981).

La composicidn porcentual de las semillas de amaranto, para varias especies, se puede
observar en la Tabla 1 extraida de Bressani (1994), y coincide con determinaciones de otros

autores (Singhal v Kulkarni, 1988; Bertoni y col., 1984)

Tabla I: Composicton quimica de las semillas de diferentes especies de amaranto (g/ 100 g}

NUTRIENTE AL arseentans L Hypachendricaos. 1 saslaiss
HUMEDAD 9.7 10,4 10,7
PROTEINA" 17,0 15,6 14,9

LirIDOS* 8.1 7.8 9,1
CENIZAS' 35 3,5 2.9
FIBRA CRUDA" 34 3,1 28

CARBOHIDRATOS 67,9 70,0 703

R 4

¢ porcentaje en base seca.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el grano de amaranto presenta wn buen
balance de aminodcidos, con un contenido importante de lisina, triptofano y de aminoacidos
azufrados (principalmente metionina), esenciales en la alimentacién humana v que comunmente
son limitantes en otros cercales (Gormstein y col., 2001).

La composicion aminoacidica de las proteinas presentes en las semillas de diversas
especies de amaranto ha sido amphamente estudiada. Los resultados obtenidos mostraron que la
leucina es el pnmer aminodcido hmitante, mientras que valina, isolencina y treonina se

encuentran en valores cercanos a los requeridos en la dieta humana (FAO/WHO, 1973).
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Gorinstein y col. (2001) han realizado una comparacién entre la composicién
aminoacidica de las proteinas de amaranto con las de soja concluyendo que el amaranto contiene
un 38% de aminoacidos esenciales y la soja un 17%.

El componente principal en la semilla del amaranto es el almidén, representa entre 50 y
60% de su peso seco. Las reducidas dimensiones del granulo de almidén aumentan el grado de
digestibilidad, la cual es 2/4 a 5 veces mas rapida que la del almidén de maiz. A su vez, este
tamafio le confiere propiedades aglutinantes y espesantes inusuales, pudiéndose utilizar en
alimentos variados, como sustituto de las grasas y también en la industria cosmética.

Con respecto al contenido de cenizas, los principales minerales que las componen son
toésforo, potasio, calcio y magnesio. El contenido de catbohidratos (almidén) esta representado,
principalmente, por la amilopectina mientras que el contenido en amilosa puede variar entre 4,8 y
7,2% (Saunders y Becker, 1984).

Si bien la proporcién lipidica de los granos no es muy elevada (alrededor de 8 % segun la
especie) es mayor que la de los cereales (Becker, 1994); en la composiciéon de los mismos
predominan los acidos grasos insaturados, principalmente oleico, entre 20 y 29% dependiendo de
la especie, y linoleico, entre 45 y 58% dependiendo de la especie (Prakash y col., 1991, 1995;
Ayoride y col.,, 1989; Bressani y col,, 1987). Existen algunas especies, como A. pumilus, con
niveles relativamente elevados de escualeno (1,32%). Las semillas de dicha especie, servirian
como una fuente alternativa para la obtencién de este lipido, disminuyendo la dependencia actual

con los animales matinos (Marcone, 2000; Han-Ping He y col., 2003).

CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS DE RESERVA

El primer estudio detallado de las proteinas de reserva fue realizado por Osborne (1924)
quien las clasificé en distintos grupos de acuerdo a su solubilidad en diferentes medios a lo largo
de una extraccidén secuencial.

Los grupos proteicos extraidos en cada etapa fueron los siguientes: albiiminas, solubles
en agua; globulinas, solubles en soluciones salinas neutras diluidas, prolaminas, solubles en
alcohol o en mezclas de alcohol-agua y las glutelinas, solubles en soluciones alcalinas o acidas.
Esta clasificacién primaria, fue sustituida con el paso del tiempo y la adquisicion de
conocimientos estructurales y genéticos por otras. Una clasificacién mas actual se fundamenta en
la estructura de los genes, la homologia de las secuencias de aminoacidos y su mecanismo de

acumulacién en los cuerpos proteicos (Fukushima, 1991). En base a estos criterios las proteinas
5
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de reserva fueron clasificadas en dos tipos, las globulinas y las prolaminas. Las globulinas se
caracterizan por acumularse en cuerpos proteicos o vacuolas derivadas del aparato de Golgi, con
una organizacién genética, con varios intrones y sin regiones repetitivas en la estructura primaria
de la proteina. Las prolaminas, también se depositan en el interior de los cuerpos proteicos,
llamativamente sus genes carecen de intrones y presentan secuencias de aminoacidos repetitivas
en determinadas zonas de la molécula.

SUPERFAMILIA DE GLOBULINAS DE RESERVA.
Generalidades.

La informacion recopilada en los ultimos anos a través de las secuencias aminoacidicas de
globulinas, han permitido inferir que estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en
Dicotiledéneas, Monocotiledoneas y Gimnospermas. Debido a la homologia mostrada en las
secuencias se supone que esta familia de genes evolucioné de un ancestro comun anterior a la
division entre las Angiospermas y Gimnospermas (Nielsen y col., 1997). Este ancestro comun,
seria una proteina del tipo de las germinas, proteinas involucradas en la deshidratacion
/rehidratacién que se produce en los primeros estadios de la germinacidn, que presentan grandes
similitudes estructurales con las vicilinas y leguminas (Shewry y col., 1999; Shutov, 2003).

En las semillas de Leguminosas las proteinas de almacenamiento se acumulan
principalmente en el embrién. Las dos familias de proteinas mds comunes en estas
Dicotiledéneas estan formadas por globulinas oligoméricas, con un coeficiente de sedimentacién
de 7-8S y 11-12S. Ambas familias presentan diferencias en sus estructuras, que son el resultado
del procesamiento post-traduccional de las mismas. Estas proteinas contienen una alta
proporcion de aminodcidos con residuos que presentan grupos de carga neutra (grupos amida) y

una baja proporcién de aminoacidos azufrados.

Globulinas (11S): caracteristicas estructurales.

Las globulinas 11S o leguminas son las proteinas de reserva mayoritarias no sélo de las
Leguminosas sino también de algunos cereales como la avena y el arroz. Son proteinas
oligoméricas solubles en soluciones salinas (en general de fuerza i6nica 0,5) que presentan masas
moleculares apatrentes entre 300 y 360 kDa (Marcone y col., 1998a).

Cada molécula estd constituida por seis subunidades denominadas subunidades

intermedias y cada subunidad intermedia por dos polipéptidos unidos por un uUnico puente
6
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disulfuro que se ha conservado a lo largo de la evolucién. En las semillas en desarrollo, cada una
de las subunidades que conforman la globulina 11S es sintetizada como un precursor o
proglobulina. Estos propolipéptidos se ensamblan de a tres en el interior del reticulo
endoplasmico formando una proproteina trimérica con un coeficiente de sedimentacién de 8S.
Los trimeros se transportan a través del reticulo endoplasmico hasta las vacuolas de reserva, en
donde seran procesados enzimaticamente patra formar los polipéptidos acidos y basicos (Muntz,
1996). El polipéptido mas grande posee una masa molecular entre 32 y 40 kDa y punto
1soeléctrico (pI) acido, mientras que la masa molecular del mas pequeno, oscila entre 20 y 27 kDa
y su pl es basico.

En la glicinina de soja se han identificado 5 subunidades mayores: AlaBlb, A2B1a,
A1bB2, A3B4 y A5A4B3 (Utsumi y col., 1997), que pueden ser divididas en 2 grupos de acuerdo
a la homologia en la secuencia de aminoacidos. La composicién de las subunidades en la glicinina
varia de acuerdo a los diferentes cultivares. El grupo o subfamilia 1 (A1aB1b, A2B1a, A1bB2)
comprende a polipéptidos de menor tamafio con mayor cantidad de aminoacidos azufrados que
los del grupo 2 (A3B4 y A5A4B3) (Zhang y col, 2002). La variacién del tamafio entre las
subfamilias se debe a modificaciones en la regién C-terminal de las cadenas acidas, conocida
como region hipervariable. Esta region contiene elevadas concentraciones de aminoacidos
cargados y se encuentra proxima al sitio de clivaje post-traduccional en la subunidad precursora
(proglobulina) por lo que se encontraria en la superficie de la molécula. Como expresan Nielsen y
col. (1997), el gran nimero de modificaciones observadas en la region hipervariable la hace una
zona atractiva pata introducir mutaciones e incrementar el contenido de aminoacidos azufrados.

Experimentalmente, se ha determinado la estructura cristalografica de un homohexamero
de la glicinina de soja (A3B4). A pesar de conocerse en forma tedrica las posibles formas de
ensamblado de los trimeros, el modo real en el que se realiza ain se desconoce. Una de las
posibles causas de esto es que resulta bastante dificil de obtener los cristales adecuados de
globulina 118, debido a su alto grado de heterogeneidad. Adachi y col. (2003)

De acuerdo a lo informado por Adachi y col. (2003), la distribucién de los residuos
hidrofébicos sobre la supetficie del homotrimero, la posicion de los sitios conservados de
procesamiento enzimatico y la estructura tridimensional serian factores determinantes para la

formacién del hexamero.
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Vicilinas (75): caracteristicas estructurales.

Las masas moleculares aparentes de estas proteinas varian entre 140 y 210 kDa (Casey y
col., 1980), al carecer de residuos de cisteina no pueden formar uniones disulfuro. Esta diversidad
de tamanos es reflejo de la heterogeneidad de las subunidades que constituyen el oligomero, mas
precisamente el trimero, ya que las mismas se pueden dividir en dos grupos: un grupo cuyas
subunidades presentan masas moleculates entre 45 y 55 kDa y otro con masas moleculares entre
70 y 80 kDa. Si bien son parcialmente homologas, las de mayor tamafio presentan un inserto
cerca del extremo N-terminal (Coates y col,, 1985).

En algunas especies, ciertas subunidades pueden ser parcialmente clivadas por proteasas y
glicosiladas en diferente grado durante su maduracién, lo que aumenta la heterogeneidad de la
proteina madura. Dada la coexistencia de subunidades 7S modificadas con otras que no han sido
alteradas, queda planteado un interrogante acerca de la verdadera importancia de las
modificaciones proteoliticas sobte el mantenimiento de la estructura oligomérica. La relativa
variabilidad de los sitios de corte indicaria que son consecuencia de mutaciones no letales que
producen subunidades susceptibles al ataque de endopeptidasas presentes en los cuerpos
ptoteicos, aunque esto no esta resuelto definitivamente (Nielsen y col., 1997).

Al igual que las proteinas 118, los resultados obtenidos para la proteina 7S de soja (Thanh
y Shibasaki, 1978a y 1976) y para la 7S de P. sativum indicaron que las subunidades se asociarian al
azar durante la formacioén de los oligémeros. Thanh y Shibasaki (1978b) demostraron que los
trimeros de B-conglicinina de soja se pueden disociar a monémeros, y en ciertas condiciones,
reasociarse a trimeros o heximeros. En este mismo sentido se ha informado la formacién de
oligbmeros 18S en proteina 7S de P. vwlgaris, lo cual podria estar relacionado con la formacion de

macroestructuras en los cuerpos proteicos (Nielsen y col., 1997).
SUPERFAMILIA DE LAS PROLAMINAS DE RESERVA

Se trata de uno de los grupos de proteinas vegetales mas extenso, esta superfamilia
comprende a las proteinas de reserva de los cereales (prolaminas) solubles en soluciones
alcoholicas y a un grupo de proteinas ubicadas en semillas ricas en aminoacidos azufrados y de
baja masa molecular (Shewry y col., 2002). Algunas ejemplos de este dltimo grupo incluyen a:

proteinas alergénicas como proteinas no especificas de transporte de lipidos (nsL.PT), inhibidores
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de semilla como «-amilasa y tripsina y a las puroindolinas, proteinas responsables de otorgatle
suavidad al grano de algunos cereales. La superfamilia de las prolaminas incluye a las proteinas de
todos los cereales pertenecientes a la tribu Triticeae: cebada, centeno y trigo, a la Panicoideae:
maiz, sorgo y mijo y también se encuentra presente en la avena y el arroz (Shewry y col., 2002b).
La mayor parte de las prolaminas comparten dos caracteristicas estructurales comunes: a) la
presencia de diferentes regiones o dominios los cuales les permiten adoptar diferentes estructuras
y b) la presencia de repeticiones de secuencias de aminoacidos en forma de motivos o bloques de
pequena longitud enriquecidos en aminoacidos especificos como la metionina (Shewry y col,
2002b).

En el caso particular de las proteinas pertenecientes a la tribu Triticeae, se trata de
mezclas de proteinas altamente polimoérficas con componentes cuyos pesos moleculares
aproximados oscilan entre los 30 y 90 kDa.

Generalmente, las prolaminas son clasificadas en tres grupos de acuerdo con Miflin y col,,
(1983): las ricas en azufre, las pobres en azufre y las de alto peso molecular.

Proteinas ricas en azufre: son las proteinas mas abundantes, constituyendo el 80-90%
del total de las fracciones proteicas con masas moleculares que oscilan entre los 30-45 kDa.
Comprenden a componentes poliméricos, con puentes disulfuro intercatenarios e intracatenarios,
donde cada una de estas especies proteicas incluye a dos familias de proteinas para cada especie:
la cebada incluye a las 3 y y-hordeinas; a ambos tipos de las y-secalinas del centeno y en el trigo a
las a-, y-gliadinas y a las subunidades de las gluteninas de bajo peso molecular (LMW).

La composicion aminoacidica de esta fraccién, esta conformada por dos dominios
separados: uno N-terminal compuesto de secuencias repetidas y un dominio C-terminal de
secuencias no repetitivas (denominadas regiones A, B y C similares en secuencia a otras proteinas
ricas en azufre). El dominio repetitivo contiene repeticiones basados en uno o dos motivos
peptidicos cortos ricos en prolina y glutamina, estas repeticiones se encuentran en gran
proporcion.

Proteinas pobres en azufre: carecen de residuos de cisteina y por lo tanto son incapaces
de formar oligémeros. En todos los casos, las proteinas codificadas contienen casi en forma
exclusiva repeticiones de un motivo octapeptidico que es flanqueado en su regién N-terminal por
secuencias cortas unicas de 12 residuos y en el extremo C-terminal por una secuencia de 6
residuos. Sus masas moleculares oscilan entre 30 y 75 kDa y se encuentran en un porcentaje del

10-20%. Se las puede encontrar formando polimeros en las proteinas tipo D de las subunidades
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de las proteinas de baja masa moleculasr (LMW) de las gluteninas, y en forma monomérica en las
w-gliadinas.

Proteinas de alto peso molecular. Conforman mayoritariamente a las subunidades de
alto peso molecular (HMW) de las gluteninas de trigo, las cuales han sido estudiadas en detalle ya
que son las responsables de otorgarle elasticidad y capacidad de panificacién a las masas hechas a
base de proteinas de este cereal. Se las encuentra formando estructuras poliméricas y conforman

el 6-10% de las proteinas totales con masas moleculares entre los 65 y 90 kDa.

PROTEINAS DE RESERVA 2S: CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES.

Las semillas de muchas plantas contienen albuminas o globulinas con coeficientes de
sedimentacion de altededor de 2S. Son solubles en agua y al menos algunas de ellas estan
relacionadas estructuralmente con las prolaminas. Estas proteinas presentan una alta tasa de
polimorfismo, por lo que en diferentes especies pueden adoptar diferentes estructuras al igual
que desempenar distintas funciones.

Se encuentran presentes en las semillas de Cruciferas, en Arabidopsis, en ciertas
Leguminosas como el lupino (Lupinus angustifolins) y en arveja, en la nuez de Brasil, girasol
(petteneciente a la familia Compositae), algoddn, zapallo y algunos pseudocereales como el trigo
sarraceno, quinoa y amaranto (Shewry y col, 1999a). En este ultimo constituyen un grupo de
polipéptidos que incluye a las proteinas ricas en metionina (MRP) con masas moleculares entre
los 4 y 20 kDa (Segura-Nieto y col. 1992 y 1994). Las albuminas 2S contienen 3 regiones
conservadas relacionadas con las regiones A, B y C de las prolaminas. Estas regiones contienen 8
residuos conservados de cisteina que se encuentran presentes en la mayor parte de las albuminas
28S.

La ausencia de secuencias repetitivas y su amplia distribucién en las Dicotiledoneas,
sugetirian que estas proteinas podrian presentar cierto grado de homologia con la superfamilia de
las prolaminas de reserva (Shewry y col., 1995). Estas proteinas, se encuentran constituidas por
dos cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro intracatenarios (Ericson y col.,, 1986;
Shewry y col, 1995). Se sintetizan como un unico precursor proteico, el cual se cliva
proteoliticamente con la pérdida posterior del péptido de unién, junto con un péptido seral
(Crouch y col,, 1983; Shewty y col., 1999a). Estas proteinas son posteriormente almacenadas en

el interior de las vacuolas de resetva. En arveja, los puentes disulfuro intracatenarios se
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encuentran ausentes (Higgins y col, 1986) y en girasol no se produce el clivado de las
subunidades. (Anisimova y col, 1994; Shewry y col, 1995). A pesar de las diferencias
estructurales descriptas con anterioridad, las albuminas 2S son proteinas globulares compactas
con residuos de cisteina conservados. Si bien es poco lo que se sabe de su estructura
tridimensional, Menéndez-Arias y col. (1987) y Shewry y col. (19992) mostraron que estas
proteinas presentan aproximadamente un 50% de hélice o y baja proporcién de hoja plegada 8.
El estudio de su estructura tridimensional ha despertado gran interés por su posible utilizacién en
ingenietia genética. Altenbach y col. (1992), han utilizado a la albumina 2S de la nuez de Brasil,
con un alto contenido de metionina, para incrementar el contenido de este aminoacido en
semillas de tabaco. Higgins y col. (1986) han utilizado a la albimina del girasol para incrementar
el contenido de metionina en ciertas pasturas (Tabe y col., 1993). Por otra parte, las albuminas 25
de Arabidopsis han sido utilizadas como huéspedes en la sintesis de polipéptidos biolégicamente
activos, aunque también se ha informado acerca del alto grado de alergenicidad que

desencadenan estas proteinas (Pastorello y col. 2001).

FAMILIAS DE PROTEINAS NO DE RESERVA

Ademas de las superfamilias de proteinas de reserva anteriormente mencionadas existen
otros componentes proteicos que no cumplen funciones de reserva pero que intervienen a lo
largo del ciclo de vida de la planta incluso durante la germinacién y post-germinacién. Algunas de
estas proteinas pertenecen a la familia de las albuminas 2S (superfamilia de las prolaminas) con
actividad biolégica como pueden ser los inhibidores de proteasas y las antifingicas (también
denominadas defensinas).

Las proteinas LEA (late embryogenesis abundant), las lipooxigenasas, las tioninas y las
lectinas, que no se encuenttan incluidas en la clasificacién anterior, abarcan un amplio espectro
de funciones que se llevan a cabo durante el ciclo de vida de las plantas. (Shewry y col,, 1999 b;
Carbonero y col.,1999; Domoney y col,, 1999; Peumans y col., 1999; Casey 1999; Garcia-Olmedo
1999 y Cuming 1999).
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PROTEINAS DE RESERVA DEL AMARANTO.

GENERALIDADES

Las proteinas de almacenamiento mayoritartas del grano de amaranto han sido ampliamente
estudiadas. Distintos grupos de trabajo han optimizado diferentes metodologias para aislar las
proteinas de amaranto. Dada las diferencias en las condiciones de extraccién empleadas, en
algunos casos resulta dificl la comparacién de resultados. Como fuera mencionado con
anterioridad, las fracciones mas abundantes son las albaminas, proteinas solubles en apua, (Tabla
2), las globulmas y las glatehnas. Todos los estudios realizados coinciden en sefialar que las

prolaminas son las proteinas mmontanas de este pseudocereal (entre 1,5 v 11%%).

Tabla 2: Cantidad relativa de las diferentes fracciones proteicas de la semilla de amamanto.

FRACCION PROTEICA PROPORCION * REFERENCIA

ALBUMINAS (3), (4

10—20,26 )

GLOBULINAS 56 &)
e M@
GLUTELINAS : (3), 4

42 56
&)
18

PROLAMINAS 72-11 (0, (2
1,5-2,1 3). @

@ proporcidn como s respecto al total de proteina. # (1) Abdi y Sahib, 1976; (2) Duarte-Correa y
col., 1986; (3) Bressani y Garcia-Vela, 1990; (4) Marcone, 2000; (3), datos de nuestro laboratonio.

En aquellos casos en los que se ha observado un alto porcentaje de albuminas, < de
glutelinas es menor y viceversa. Konishi y col. (1992) han asignado esta variabihidad a una
fraccion proteica muy singular con caracteristicas de solubilidad Gnica, que han denommado
albimina-2 y que segin las diferentes formas de extraccién se encontratia en una u otra fraccon.

Esta fraccion sera descripta mas adelante como globulna-p.
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Albiuminas.

De acuerdo a la clasificaciéon de Osborne con este nombre nos referimos a la fraccion que
tradicionalmente se extrae de la harina con agua. En base a los resultados obtenidos por Konishi
y col. (1991), esta fraccion se ubicaria por fuera de las vacuolas de reserva. Las inferencias
realizadas por estos autores surgieron como consecuencia de analizar el comportamiento de ésta
fraccién al tratar la harina de amaranto con pronasa. Estos mismos autores estudiaron la
solubilidad de estas proteinas en presencia de diferentes sales siendo en general elevada, mayor al
69%. Esta fraccién se encuentra constituida por polipéptidos de variados tamafnos la mayoria
entre 10 y 43 kDa (Segura-Nieto y col, 1992), aunque también han sido detectados otros
polipéptidos de mayor masa molecular, hasta 94 kDa (Martinez y col.,, 1996; Barba de la Rosa y
col,, 1992a; Konishi y col, 1991). En general, se destacan algunos polipéptidos con masas
moleculares entre 12 y 35 kDa. La estabilidad térmica de esta fraccién proteica es muy baja
siendo su temperatura de desnaturalizaciéon de 64 °C (Martinez y Afidn, 1996). Todas las
descripciones de la fraccién albuminas coinciden en sefialar que sus polipéptidos componentes
no se encuentran unidos por enlaces disulfuro.

En cuanto a la composicion aminoacidica, ésta presenté elevada proporcidon de
aminodacidos azufrados, glutamina-acido glutimico y asparagina, siendo los aminoacidos que se
encuentran en menor proporcién leucina y treonina (Mora-Escobedo y col., 1990; Segura- Nieto
y col,, 1992). Por técnicas de ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa se pudo encontrar que
la fraccién albuminas presenta un componente principal y otro minoritario que sedimentan a
1,4S-2S y 4,6S respectivamente. Los polipéptidos que constituyen el pico de 2S5 son de menor
tamafio en tanto las proteinas que presentan un coeficiente de sedimentaciéon de 4,6S tienen un
peso molecular estimado de 60 kDa (Segura-Nieto y col,, 1992). Mediante cromatoenfoque se ha
podido determinar que existen dos poblaciones de especies proteicas distribuidas en un rango
amplio de pl con valores entre 7-7,5 y 4,5-6,5 IKonishi y col. (1991).

En contraposicion a la desctipcién antetior, Marcone y col. (1994a) informaron que la
fraccion albumina de A. hypochondriacus estaba constituida por polipéptidos monoméricos de un
solo tamano (12 kDa) los cuales interaccionaban de forma no covalente constituyendo un homo-
oligobmero de 133 kDa. Esta fraccién present6é un pl de 7,5, elevados niveles de estructura en
hoja plegada B y bajo contenido de estructura terciaria. Por otro lado, se han purificado y

caracterizado distintos componentes proteicos de la fraccién albuminas. Entre ellos se
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encuentran un inhibidor de tripsina y un inhibidor de a-amilasas los cuales han sido purificados y
secuenciados por Valdes-Rodriguez y col. (1993) y Lu y col. (1999) respectivamente. El inhibidor
de tripsina es un polipéptido de 7,5 kDa y pI 7,5 con elevados contenidos de valina, atginina,
acido glutamico y carente de metionina. En cuanto a las caracteristicas estructurales del inhibidor
de a-amilasas el mismo se encuentra confomado por tres hebras  unidas mediante puentes
disulfuro siendo esta estructura el comun denominador para esta clase de inhibidores.

Tal como se mencionara anteriormente, entre las albiminas 2S5 se ha caracterizado una
subclase denominada proteinas ricas en metionina (MRP) de peso molecular aproximado a los 18
kDa, cuya funcion biolégica se desconoce. Es importante destacar que Ramirez-Medeles y col.
(2003), realizaron la secuenciacion y la caracterizacion bioquimica de una proteina perteneciente a
esta misma familia, la cual presentaba un peso molecular aproximado de 9 kDa y estaria
relacionada con proteinas no especificas del transporte de lipidos (nsLTP).

Chakraborty y col. (2000), clonaron un gen (AmA1) que codificaria una proteina de 35
kDa especifica de las albuminas de amaranto. La mencionada proteina fue introducida y
expresada en forma constitutiva en papas con la finalidad de mejorar el aporte nutricional de

dichos tubérculos.

Por otra parte la fracciéon albuminas ha sido utilizada para el mejoramiento de

propiedades funcionales y reolégicas de productos panificados (Silva-Sanchez y col., 2004)
Globulinas.

Esta fraccion proteica se extrae del residuo de harina resultante de la extraccion de las
albiiminas con soluciones de pH cetcano a la neutralidad y concentraciones salinas elevadas (en
genetal fuerza i6nica entre 0,4 y 1,1). Al igual que en las Leguminosas, en el amaranto existen dos

tpos de globulinas, las 7S (minoritarias) y las 11S (mayoritarias).

Globulina tipo 78.

Los estudios realizados por Marcone y col. (1999a) sobre esta fraccion la caracterizaron
como un hetero-oligbmero de 186 kDa, constituido por una variedad de subunidades, de
diferentes tamafios entre 15-90 kDa unidas de un modo no covalente, sin la presencia de uniones
disulfuro. Son pocos los polipéptidos que comparte con la fraccién 118, y por ende su

comportamiento estructural es diferente. En su composicion se detectaron polipéptidos
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monoémericos de 70-74, 50-46, 37-35, 28-26, 23-21 y 15 kDa. Esta fraccién también fue
caracterizada por Martinez y col. (1997), y su coeficiente de sedimentacion se estimd en 7S. Se
determiné su composicién polipeptidica la cual fue similar a la mencionada anteriormente
excepto por la ausencia de polipéptidos en la zona de 50-46 kDa. El peso molecular de la
proteina nativa fue estimado por cromatografia de exclusion molecular en 450 kDa, por lo que se
propuso que en las condiciones empleadas la proteina se encuentra parcialmente dimerizada. Al
ser analizada mediante calorimetria diferencial de barrido junto con la globulina 11S; se pudo
constatar que la misma present6 una Td= 80,2 °C valor muy similar al encontrado para la 7S de
soja. Mediante dicroismo circular Marcone y col. (1999a) determinaron que esta proteina poseia
baja cantidad de hélice o (12,6%) y elevada proporcion de hoja plegada B (50%). Su punto
1soeléctrico se encontraba entre 5,2 y 5,8; a pHs mas acidos su densidad de carga aumenta

notablemente y se disocia en sus subunidades, no ocurriendo lo mismo a pHs alcalinos.

Globulina tipo 118.

Esta globulina es la mayoritaria en las semillas de amaranto. Konishi y col. (1985)
determinaron que constituye el 81% de la fraccién cruda de globulinas, valor equivalente al
obtenido por Marcone y Yada (1998) al analizar seis lineas genéticas diferentes de Amaranthus.

Esta fraccién proteica, estd constituida por subunidades polipeptidicas de diferentes
tamafios. En la Tabla 3 se muestran los valores informados por diferentes laboratorios.

En condiciones no reductoras se ha determinado un mayor contenido de los polipéptidos
del grupo I, los cuales estin practicamente ausentes en presencia de 2-ME por lo que se ha
propuesto que, a semejanza de otras globulinas 11§, estos polipéptidos estan formados por
polipéptidos mas pequefios (grupos II, ITI y I'V) unidos por puentes disulfuro.

Marcone y Yada (1991) detectaron un polipéptido de 67 kDa principalmente asociado a
moléculas polimerizadas, ademas determinaron que el polipéptido de 75,5 kDa, presente en
condiciones no reductoras, estaba constituido por dos subunidades de 37,5 kDa. Por
isoelectroenfoque, se pudo comprobar que los polipéptidos de los grupos II y III se comportan
igual que los polipéptidos 4cidos y basicos de soja (Segura-Nieto y col., 1994). En el estado nativo
estos polipéptidos se encuentran interaccionando para formar un hetero-oligomero.

Se ha informado para esta fraccién un amplio rango de valores de masa molecular, que va
desde 166 kDa (Barba de la Rosa y col, 1992b) hasta 440 kDa (Konishi y col., 1985). Otros
autores como Segura-Nieto y col. (1994) y Martinez y col. (1997) determinaron un valor de 302
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y 280 kDa respectivamente. Astmismo, Chen y Paredes-Lopez (1997) informaron la presencia de

dos especies con masas moleculares de 330 y 400 kDa.

Tabla 3: Masas moleculares de los polipéptidos de la fraccion globulinas.

SDS- PACGE an 2- ME SDS- PAGE wn 2 - ME
GRUPOS GRUPOS
1 1] [§§1 1 I 1! IV } Referemcia
75,5 46,5 37.5-31  20-14 &7 375-31  26,5-20 145 @, 3
58 52 38 23 33-32 24-23 (3}
5652 396 3631 24-19 @

(1) Marcone y Yada (1991); (2) Marcone y Yada (1992); (3) Barba de Ia Rosa y col. (1992b); ()
Martinez v col. (1997)

Como lo informaran Marcone y Yada (1998) existe una cierta heterogeneidad de valores de masa
molecular, este hecho lo comprobaron al analizar seis especies y lineas genéticas diferentes
encontrando valores que van desde 237 a 381 kDa. De todas formas, excepto para uno de los
laboratorios las masas estimadas se encuentran dentro del rango observado para las globulinas
tipo 118 (Debyshire vy col., 1976).

Al igual que para otras globulinas 118, en la correspondiente a amaranto se han
observado, en pequefia proporcitn, agregados de mayor masa molecular estabilizados por
uniones disulfuro (Marcone v Yada, 1998 y 1991; Martinez y col, 1997). El coeficiente de
sedimentacion para esta fraccidn proteica presentd valores coincidentes entre 11 y 135 (Martinez
y col,, 1997; Marcone v Yada, 1992; Barba de la Rosa, 1992b; Konisht y col., 1985).

La composicién aminoacidica de globulina 118 parcialmente purificada sdlo fue
determinada por Marcone y Yada (1998), al ser esta la globulina mas abundante, su composicion
coincide en lineas generales con la de la fraccidon cruda. Los aminoacidos mis abundantes son
glutamina/4cido glutimico v asparagina/dcido aspirtico. En comparacidn, las globulmas de
avena y soja presentaron menores cantidades de aminoacidos azufrados y lisina (Segura-Nieto y
col,, 1994).

La estabilidad térmica de esta fraccion proteica, evaluada mediante calorimetria diferencial

de barrido (DSC) es elevada alrededor de 95 °C (Marcone y col., 1998; Gornstein y col, 1996 b
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y Martinez y Anon, 1996). Si bien la misma es comparable con las de otras globulinas 11S, como

soja o avena (Scilingo y Anén, 1997 y Harwalkar y Ma, 1987), la entalpia de desnaturalizacién

(AH) encontrada es mucho menor, entre 4,25y 8 | /g

Mediante dicroismo circular, se determiné que la globulina 11§ de amaranto presenta
elevado porcentaje de estructura en a hélice (31,4%) y estructura desordenada (41,6%) siendo el
resto, hoja plegada B (Gorinstein y col, 1996 b). Marcone y Yada (1998) presentaron datos
contrapuestos a los anteriores, con un bajo porcentaje de o hélice (= 7%), 18% de giros B y una

proporcion variable de hoja plegada B (entre 34 y 71%). Estos ultimos autores sefialaron que a
pesar de las similitudes en la estructura secundaria encontradas por ellos para diferentes lineas de
amaranto, su estructura terciaria muestra diferencias importantes.

Barba de la Rosa y col. (1996) purificaron globulina 11S mediante cromatografia de
exclusion molecular, colectando proteina de 398 kDa. Esta fraccidon esta constituida por
polipéptidos de los grupos II y III (Tabla 3) y uno extra de 59 kDa. Este polipéptido,
probablemente una proglobulina inmadura, que no habian descripto en esta fraccién con
anterioridad, pudo ser secuenciado en su extremo N-terminal y a partir de estos datos se cloné el
gen codificante. La secuencia de aminoacidos deducida de este modo mostrd alta homologia con
las de propolipéptidos de otras proteinas 11S. Esto sugiere que los polipéptidos de la globulina
11S de amaranto se sintetizan como un Unico precursor del mismo modo que en las otras
globulinas 11S. Ademas presenta siete residuos de cisteina de los cuales dos, uno en la posicion
112 y otro en la 295 (posicidn siete del polipéptido basico), formarian un enlace intercatenario.
Esto se basa en la gran homologia entre la secuencia alrededor de las cisteinas y las
cotrespondientes a las cisteinas involucradas en el enlace disulfuro de otras globulinas de este
tipo. En la secuencia del pro-polipéptido de amaranto se determiné un posible sitio de clivaje
cuya ruptura genera dos polipéptidos uno de 35,4 kDa (pI = 5,79) y otro de 24,0 kDa (pI = 9,22).

El gen mencionado, fue posteriormente expresado en tabaco y en maiz (Osuna-Castro y

col., 2000; Sinagawa-Garcia y col., 2004; Valdez- Ortiz y col., 2005).

Globulina-p (Gp).

Como se mencionara previamente una caracteristica singular de esta fraccion es su forma
de extraccion de la harina. Konishi y col. (1991) solubilizaron globulina-p con agua luego de la

extracciéon exhaustiva de albiminas y globulinas. Esta fraccién, denominada albumina-2, es
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ademas soluble en soluciones salinas de baja fuerza idnica, pero insoluble en concentraciones de
NaCl mayores que 0,1 M. Su pl aparente se encuentra entre 5 y 6 y su composiciéon aminoacidica,
comparada con la de albuminas, presenta mayor proporcién de prolina, serina, arginina, histidina
y fenilalanina y menor de lisina, metionina, cisteina y valina. A diferencia de la fraccién
albaminas, descriptas anteriormente, esta proteina contiene en condiciones reductoras, cinco
polipéptidos de masas moleculares 56, 36, 31, 26 y 22 kDa, mas semejante a la composicion de
globulinas (IKonishi y col., 1991).

En nuestro laboratorio, se aisl6 una proteina con las caracteristicas de extraccion
descriptas por Konishi y col. (1991) para albumina-2 pero que presentaba, en condiciones no
reductoras, un perfil polipeptidico muy similar al de la globulina 11S (Martinez, 1997 y Martinez y
col, 1997). Los polipéptidos de esta proteina, en su mayor parte unidos por enlaces disulfuro,
presentaron en condiciones reductoras un petfil electroforético igual al de la albumina-2 (Konishi
y col,, 1991).

Una caracteristica particular de esta proteina fue su alto grado de polimerizacién con sélo
aproximadamente un tercio de sus moléculas no agregadas.

Las mismas mostraron una masa molecular cercana a 300 kDa (Martinez, 1997 y Martinez
y col., 1997) siendo ésta, otra caracteristica semejante a la de la globulina 11S. Teniendo en cuenta
estos aspectos moleculares y su presencia en cuerpos proteicos se sugirié la denominacion de
globulina polimerizada (globulina-p o Gp). Los polimeros de globulina-p se encuentran
parcialmente estabilizados mediante enlaces disulfuro (Martinez, 1997).

La globulina-p parcialmente purificada presentd una elevada estabilidad térmica, con una
Td = 99,7 °C determinada por DSC. Esta fraccién exhibié mayor estabilidad a pHs entre 6,0-8,0,
sufriendo desnaturalizacién a pHs extremos siendo ésta mas acentuada en la zona acida
(Castellani y col., 1998).

Mediante un método de extraccién secuencial alternativo Chen y Paredes-Lopez (1997)
extrajeron con agua una fraccién proteica que asignaron a la globulina 11S. Sin embatgo, por sus
propiedades fisicoquimicas y composicién polipeptidica (Romero-Zepeda y Paredes-Lopez,
1996) la misma podria corresponderse con la globulina-p.

Preparaciones parcialmente purificadas de globulina-p han sido estudiadas mediante
fluorescencia y dicroismo circular (Gorinstein, 1996b y c). De acuerdo a lo informado esta
proteina presenta, frente a otras globulinas, mayor nimero de triptofanos en su superficie y

mayor hidrofobicidad supetficial.
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Glurelinas.

Como se mencionara previamente, existen discrepancias en cuanto al rendimiento de
extraccion de esta fraccidon abarcando un rango entre 7 y 56%. El buffer de extraccién mas
empleado es borato pH 10 el cual se utliza, en general, en combinaciéon con SDS y/o un agente
reductor (2-ME) dado que los rendimientos disminuyen bastante en ausencia de los mismos
(Segura Nieto y col., 1994; Paredes-Lopez y col,, 1993). Otro solvente que suele ser utilizado para
la extraccion de esta fraccién es el NaOH 0,1 N con el cual se obtiene un rendimiento mayor.

De sus aminoacidos constituyentes el mas abundante es el acido glutamico/glutamina,
después del cual se encuentran en cantidad decreciente arginina, leucina, fenilalanina y tirosina
(Bressant y Garcia Vela, 1990). La glutelina es una de las fracciones de amaranto menos
investigadas hasta el momento, principalmente se ha estudiado su composiciéon polipeptidica en
diversas condiciones (Vasco-Méndez y Paredes-Lopez, 1995; Segura-Nieto y col., 1994, Martinez
y col., 1997). La misma es similar a la globulina-p (Martinez y col., 1997, Abugoch y col,, 2003);
en medio desnaturalizante no reductor se han descripto polipéptidos presentes con masas
moleculares entre 50-67, 30-38 y 20-28 kDa ademas de polipéptidos agregados.

En presencia de 2-ME se observaron subunidades de masas moleculares semejantes a las
de globulinas, en general se detecté una banda entre 54-60 kDa, y entre dos y tres bandas en las
regiones de 35-38 kDa y 24-26 kDa, junto con una baja proporcién de polipéptidos agregados
(Gorinstein y col., 1998 y 1991; Barba de la Rosa y col, 1992a, Martinez y col, 1997). La
disminucion de los polipéptidos de alta masa molecular que no entran en el gel indicaron que los
mismos eran oligdbmeros unidos pot enlaces disulfuro.

Abugoch y col (2003) determinaron que cuando dicha fraccion es extraida con NaOFH, se
encuentra desnaturalizada. En cambio, si es extraida con buffer borato, presenta cierto grado de
plegamiento

Mediante estudios inmunolégicos se ha determinado la existencia de homologia entre las
subunidades acidas de globulinas y los polipéptidos de 32 y 60 kDa de glutelinas de amaranto.
Ademas se determind cierto grado de homologia entre estos polipéptidos y los de globulina de

avena y glutelina de arroz (Vasco-Méndez y Paredes-Lopez, 1995).
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Prolaminas.

Al igual que en avena y arroz esta fraccioén, que se extrae normalmente con propanol 70%, se
encuentra en muy baja proporcién en amaranto.

En lo referente a su composicién aminoacidica la leucina y la treonina son los
aminoacidos esenciales mas abundantes, y a diferencia de las prolaminas mas comunes, su
contentdo en prolina es bajo (Barba de la Rosa y col., 1992a).

En general se ha descripto a esta fraccién como constituida por polipéptidos de baja
masa molecular (entre 10 y 22 kDa), aunque existen algunas discrepancias acerca de los
componentes mayoritarios, ya que Gorinstein y col. (1991 y 1996¢) detectaron subunidades
principalmente en la regiéon de 10 a 14 kDa, mientras que Segura-Nieto y col. (1992b) las
encuentran entre 16 y 22 kDa. Por otro lado Segura-Nieto y col. (1994), han mostrado que el
perfil electroforético de prolaminas presenta cambios dependiendo del solvente usado para

desgrasar la harina, pudiendo ser una de las causas de estas discrepancias.

LEGUMINOSAS

Como habiamos visto, la mayoria de los cereales de importancia econémica pertenecen a
la familia de las Monocotiledoneas como el trigo, la cebada, el centeno y el maiz, ellos poseen
ptoteinas de reserva mayoritarias clasificadas como prolaminas. El arroz y la avena constituyen
una excepciéon ya que a pesar de ser cereales contienen globulinas como proteinas de reserva
mayoritarias. Por otro lado, en las Dicotiledéneas, entre las que se encuentran la soja, arveja,
girasol, amaranto y quinoa, las proteinas de reserva son, mayoritariamente globulinas.

La acumulacién de las diferentes proteinas de reserva se produce en el interior de los
cuerpos proteicos, en drganos especificos de las semillas como el embrién y los cotiledones y en
determinados momentos del desarrollo. Globulinas y prolaminas presentan diferentes

mecanismos de sintesis, transpotte y ensamblado los que se describiran a continuacion.
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SINTESIS, TRANSPORTE Y ENSAMBLADO DE GLOBULINAS 7S Y 11S.

En la Figura 2, se

presenta la
trimeros de biosintesis,
proglobulina
. maduracién
Dern—s y

hexéamero

ensamblado de las

globulinas 11S. Las

VPE

’ trimero \ NH::_COOH etapas concernientes
%ﬁ) vesciculas densas 9NH COOH ==5NH,
c ﬂ 2
aparato 0 @ COOH = %/ale,de . a las globulinas 7S
o Galki o /! proglobuling,/” compartimentos
e Golgi o@ o° ) prevacuolares y
v @@ Yoy vacuolares  gon sitnilares
b

presentindose

Figura 2 : Diagra intesi I I : :
g : grama de.smtes1s, transpt/arte y almaceparruento de legunupas. alpunas  diferencias

REr: reticulo endoplasmico, PDI: proteina disulfuro isomerasa, BIP: posible

intervencton de una chaperonina (proteina de unidn) en el plegamiento y =~ que€  s€ seflalarin

ensamblado de los propolipéptidos. VPE: enzima de procesamiento vacuolar.

) _ . oportunamente.
En los compartimentos de almacenamiento se puede apreciar un esquema de
proteina ensamblada con una estructura cuaternaria como la propuesta por Cada etapa
Plietz (ver texto). Muntz, 1998 comprende una serie

de pasos especificos
que se detallaran posteriormente.

Las globulinas de tesetva son sintetizadas por ribosomas unidos a la membrana del reticulo
endoplasmico rugoso, (REr), como precursores polipeptidicos 6 prepropolipéptidos. Contienen
un péptido sefial que determina su traslocacion al interior del REr a medida que se sintetizan (ver
esquema Figura 2). Este péptido sefial es eliminado por accién de una serin proteasa durante la
traslocacion dando origen a las llamadas proglobulinas (Muntz 1998). Las proglobulinas sufren
una oligomerizacién dentro del RE formando trimeros tanto para el caso de la globulina 78
como de la 11§, pudiendo o no ser su nivel de organizacién definitivo. Este proceso es asistido
por proteinas denominadas chaperonas como la BiP (binding protein) y la disulfuro isomerasa
(PDI). El transporte desde el RE al complejo de Golgi es mediado por vesiculas cubiertas de
proteinas denominadas COP II (Phillipson 2001 y Yang 2005). Estas vesiculas se fusionan en la
parte inicial del complejo de Golgi denominado s —Golgi, liberando su carga, que es
transportada a través de cisternas hasta el frans- Golgi. Durante este estadio, las globulinas 7S se
glicosilan con un glicésido de alto contenido de manosa; mientras que las 11S no sufren este

proceso. En algunas especies, algunas subunidades de la globulina 7S pueden ser parcialmente
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clivadas por proteasas y glicosiladas en diferentes grados, la globulina 7S madura permanece

como trimero. En el caso de las proglobulinas tipo 11S el procesamiento en este estadio consiste

en el corte del propolipéptido dando origen a los polipéptidos o (acido) y B (basico). La proteasa
interviniente pertenece al grupo de las enzimas de procesamiento vacuolar o “vacuolar
processing enzyme” (VPE) que se caracterizan por cortar en una secuencia Asn-Gly ubicada en
la zona hipervariable de las proglobulinas 11S. Este procesamiento de proglobulinas 118, esta
ampliamente distribuido, observandose tanto en coniferas, Monocotiledéneas y Dicotiledéneas

(Nielsen y col, 1995). Este mismo procesamiento también fue observado en proteinas de

almacenamiento tipo 2S (Hara-Nishimura y col.,, 1993). Los polipéptidos o y B producidos por la
accion de esta endopeptidasa, se mantienen unidos mediante puentes disulfuro constituyendo la
denominada “subunidad intermedia”. El corte produce un cambio conformacional muy
importante en la estructura del trimero que provoca la formacién de un hexamero a través de la
interaccion de dos trimeros. Las globulinas de reserva adquieren de esta manera una estructura
compacta que las hace resistente a la accién de proteasas que co-existen con ellas en los
compartimentos de teserva y que se activan cuando ocurre la germinacién (Shutov 1996; Shutov
y col., 2003)

Desde el Golgi, se desprenden diferentes tipos de vesiculas que transportan las
distintas clases de proteinas hacia su destino final. En el caso del trasporte de proteinas de
reserva el modelo mas aceptado es el transporte en vesiculas densas (VD) (Vitale y Hinz 2005;
Robinson y col., 2005); aunque en zapallo se ha observado un transporte directo (sin pasar por
el Golgi) en vesiculas denominadas “precursor- accumulating vesicles” (PAC) (Hara-

Nishimura y col., 1998).

CEREALES

SINTESIS Y TRANSPORTE DE PROLAMINAS EN TRIGO.

La ruta de acumulacién de las prolaminas mis estudiada es la de trigo (Figura 3). Durante la
sintesis todos los precursores atraviesan el RE petro luego pueden ser transportadas utilizando
dos vias alternativas (I.evanony y col., 1992). Una fraccién de las prolaminas, es transportada por
una de las rutas que incluye el pasaje por el aparato de Golgi; y posterior formacién de una
vacuola de almacenamiento que contiene numerosos agregados de proteinas de reserva (Galili y

Herman, 1997). Otras prolaminas se acumularian dentro del RE para constituir un cuerpo
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proteico, éstos agregados son desprendidos del RE y, mediante un proceso analogo al de

Cuerpos proteicos
derivados del REr

polisomas

L4 *

Vacuola de almacenamiento proteico

Figura 3 : Dwgrama conceptual de la ontogema de los cuerpos
protetcos (CP) y las vacuolas de almacenamento proteico. Estas dos
rutas alternanvas se han observado para Ias proteinas del tnigo (ver
texto).

autofagia; son mternahzados
dentro de vacuolas (figura,
tomada de Hemman ¥y
Larkins, 1999). Se han
podido encontrar cuerpos
proteicos  denrro  de las
vacuolas rodeados de sus
membranas ongmales
(Galiht y Herman, 1997).
Cabe sedalar que las
glhiadimas nicas en azufre, al
igual que las gluteninas,
poseen residuos de cisteina
que se€ encueniran  en
ubicaciones altamente
conservadas, v que
participan en la formacién
de puentes disulfuro. En la
mayor  parte de las
prolaminas  los  puentes

disulfuro son intracatenarios

y condicionan su estructura tridimensional. En algunas de las prolaminas con alto grado de

agregacion, la asociacion entre los residuos de cisteina favorece la agregacion de estos

propolipéptidos. Esta propiedad de las prolaminas sugeriria que el ensamblado y plegamiento

dentro del RE se encuentra influenciado por el estado redox del RE al igual que por la activacion

de enzimas del tipo disulfuro 1somerasa.
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En el arroz, cereal en el

que estan presentes glutelinas y
prolaminas, cada una de ellas se
sintetiza en regiones especificas
del RE. Esta localizacion esta
determinada  por  secuencias
presentes en sus ARNm que
hacen que la traduccién ocurra en
subcompartimentos  especificos

del RE. Las glutelinas, al

pertenecer estructuralmente a la

1 -
i AR
(:\ hexamey ,?;*;J‘f P

misma familia que las globulinas
Sintesis pro-glutelinas Sintesis de prolaminas 7S y 118, se sintetizan de manera

) o , analoga mediante una via de
Figura 4. Esquema de sintesis y transpote de las glutelinas y

prolaminas al interior de los cuerpos proteicos en arroz.  transporte que pasa a través del
Segregacién de los ARNm en diferentes regiones del RE.

to de Golgi (Fi 4. E
Grafico extraido de Mintz 1998 aparato de Golgi (Figura 4). Iin

cambio, las prolaminas son
transportadas directamente a organos de reserva por una via que no atraviesa el Golgi. Durante
este proceso las prolaminas muestran una asociaciéon con chaperonas del tipo BiP, asociaciéon que

continua hasta que se forman grandes agregados que son expulsados del RE (Figura 4)

CLASIFICACION DE VACUOLAS,

Las vacuolas vegetales son organelas que tienen una amplia distribucién. Cumplen muy
diversas funciones y pueden tomar una amplia variedad de formas a lo largo del proceso de
desarrollo, maduracion y germinacién. Todas las vacuolas contienen en sus membranas proteinas
intrinsecas del tonoplasto denominadas TIP; estas proteinas pertenecen a la familia de las
acuaporinas dentro de lo que se conoce como proteinas intrinsecas mayores o MIP y se
encuentran presentes en animales, plantas, hongos y membranas bacterianas (I.opez y col. 2003).
Las TIP funcionan como marcadores para diferenciar a las vacuolas que poseen distintas
funciones biolégicas como por ejemplo: vacuolas de reserva, de las vacuolas liticas y de las

vacuolas vegetativas. Las células vegetativas, almacenan una amplia variedad de proteinas, entre
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ellas las lectinas y otras proteinas de la familia de las albiminas 2S. Las vacuolas vegetativas se
sintetizan y transportan a través del sistema de endomembranas (RE y Golgi). A diferencia de lo
que sucede en el proceso de acumulacién de las proteinas de reserva, la sintesis de las vacuolas
vegetativas esta regulada por cambios de tipo estacional al igual que por los cambios propios que
se registran durante el proceso de maduracién (cambios hormonales que inducen la activacién de
determinadas familias de genes).

Las vacuolas de reserva 6 vesiculas densas (VD) en su estado maduro se denominan
cuerpos proteicos y cuentan con una organizacion estructural simple conteniendo una matriz
proteica. Esta suele variar segin la especie, pudiéndose encontrar en algunos casos inclusiones
como ser cristaloides proteicos o de oxalato de calcio (Lott, 1981). Las fracciones proteicas que
se acumulan en su interior, pueden seguir el modelo de acumulacion de las Leguminosas, donde
se depositan globulinas y glutelinas en una unica clase de vacuolas o bien tener una distribucion
selectiva de sus fracciones, como en el caso del arroz en dos clases de cuerpos proteicos. Las
reservas minerales pueden o no concentrarse como globoides de fitina. De menor importancia y
con menor frecuencia se pueden encontrar enzimas hidroliticas, hidratos de carbono, ARN, sales

acidas de oxalato de calcio, lipidos y tocoferol.

A diferencia de las VD, las vesiculas cubiertas de clatrina (VCC) transportan proteinas a
las vacuolas liticas. Esta via seria seguida por las proteinas que participan en el procesamiento de
proteinas de reserva, aunque este proceso aun se encuentra en estudio ya que en las PAC se han
encontrado tanto precursores de proteinas de reserva como enzimas de procesamiento vacuolar
(Hara-Nishimura y col., 1998). Se han descripto otras vesiculas acumuladoras de cistein proteasas
(KV) que se originan en el RE y no atraviesan el complejo de Golgi. Estas vesiculas se han
observado en las células de los cotiledones de semillas de Vigna mungo y en su interior las
proteasas se encuentran como precursores. Durante la germinacion estas vacuolas se fusionan

con las VD volcando en su interior las proteasas que mediaran la movilizacién de las proteinas.
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CUERPOS PROTEICOS EN DIFERENTES ESPECIES.

CUERPOS PROTEICOS DE CEREALES

Cuerpos proteicos de maiz y arroz.

Los primeros cuerpos proteicos que se forman en el maiz, son pequenos, esféricos y

densos al microscopio electronico (Lending y Larkins, 1989; Woo y col, 2001) y estan
constituidos solamente por § y ¥ zeinas como se evidencia en la Figura 5. A medida que van
madurando adquieren zonas mas claras al microscopio electronico constituidas por o, y  zeinas,
las cuales terminan ocupando la mayor parte del cuerpo proteico maduro relegando a las By y
zeinas a un anillo en la zona externa hasta alcanzar un diametro final de 1-2 um. Asi en estos

cuerpos proteicos, al igual que como se vera, en los cuerpos proteicos heterogéneos de semillas

Dicotiledéneas, la distribucién espacial de las proteinas de reserva se encuentra muy controlada.

A. B. C. D.

Figura 5 . Desarrollo de los cuerpos proteicos del endosperma de maiz. La
zona mas oscura corresponde a la zona de B- y y- zeinas mientras que la
zona mas clara a la a- y § zeinas.

Como fuera mencionado, en atroz el almacenamiento de las proteinas de reserva se lleva
a cabo en dos cuetpos proteicos diferentes. Esto se pone de manifiesto en la Figura 6 donde se
puede observar que los cuerpos proteicos tipo I son claros y esféricos, se encuentran asociados
con el RE y estin rodeados de una membrana con ribosomas. Los cuerpos proteicos tipo II son
opacos y de forma irregular, se encuentran depositados en vacuolas y se los asocia con el aparato
de Golgi. Los cuerpos proteicos I estan constituidos por prolaminas y los II por globulinas

(Muench y Okita, 1997).
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Figura 6 Microscopia electrdnica de transmision de
una preparacion de cuerpos proteicos de arroz
donde se muestran las dos clases de cuerpos
proteicos (PB 1 y PB 1) presentes en esta
especie.(extraida de Muench y Okita 1997)

CUERPOS PROTEICOS DE PSEUDOCEREALES.

INTRODUCCION

Cuerpos proteicos de Amaranto, Quinoa y Trigo sarraceno: Caracteristicas estructurales.

Nucleo

Globoide
de fitina

Cuerpo
lipidico

% oy

2700x ’ HPiéstido
(Iem= 3,15um)

Pared celular Currpo Kraisics

Figura 7: Microscopia electronica de transmisién (TEM) de un corte
transversal de semilla de 4. hypochondriacus sin germinar.

Los cuerpos
proteicos de
Amaranto
(A.hypochondriacus)
son muy similares a
los de la Quinoa
(Chenopodinm quinoa)
y el trigo sarraceno
(Fagopyrum:
esculentum) presentan
un tamano

promedio entre los

2-5 um y se tifien densamente cuando se observan por microscopia electrénica de transmision

como puede observarse en la Figura 7.
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Contienen inclusiones de globoides de fitina pero carecen de cristalotde proteico y estin
rodeados de numerosos cuerpos kipidicos o esferosomas, siendo esta iltima una caracteristica que
comparten con los cereales (Commbra y col., 1994). Los cuerpos proteicos del amaranto presentan
membranas sin ribosomas pudiéndose establecer un paralelismo morfologico con  los
encontrados para las Legumimosas. En el caso del amaranto, estas vacuclas se ubican
principalmente en la region embnonada v estan ausentes en el perisperma (Konishi y col., 1995)
Como se puede observar en la Figura junto a los cuerpos proteicos también se encuentran

presentes otras organelas como los plastidos.

GERMINACION

ASPECTOS FISIOLOGICOS

El estudio de la germinacién en diferentes semillas de interés agrondémico es una de las lineas
de investigacion mas estudiadas va que este proceso es un evento de gran relevanca en el aclo de
vida de las semillas. Son objeto de estudio los factores que regulan la latencia de las semilias y la
reactivacion de las diferentes rutas bioquimicas durante el proceso de imbibicion y posterior
crecimiento de la plantula. La germinacion por definicion, se inicia con la imbibicitn de la semlla
en estado quiescente v concluye cuando la radicula se intercala entre las estructuras que rodean al

embrion. En el nterior

de la semilla se reacovan

una serie de acnvidades

o : fisiologicas ¥ bioquimicas
Movilizacion projfinas de reserva

que provocan la

Crecimuento celular v sintesis /e ADN

o

Reparacion del ADN movihzacion de su

- ; ; - reservas  (hidratos  de
Sintesis de proteinas a partic YRNm nuevo

Entrada de agua

-] - P 4
Stntesis de proteinas a parir de ;\?(m preexistente carbono, hpﬂjab 3

; _ proteinas) para proveer
Reparaci on v sintesss de  organelas

cnergia Y  precufsorces

4

: moleculares  durante el
Tiempo

. e o . crecimiento de Ia
Figura 8 : Cinéuca de la entrada de agua haca el intenior de las semllas

durante las diferentes fases de la gernunacion y post-germinacion mdicada plantula. Tal como se

or la curva en rojo. Extraida de Bradford 2003). .
P ] ¢ ) muestra en la Figura 8,
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la germinacién y el crecimiento posterior de la plantula se encuentran fuertemente influenciados
por la entrada de agua a lo largo del tiempo en la semilla. Este es un proceso trifasico que permite
delimitar los eventos concernientes a la germinacion de aquellos de la post-germinacion.

La fase inicial, Fase I, es consecuencia de un evento fisico en el que se forma un
gradiente de entrada de agua denominado potencial agua (}a), entre la semilla y su entorno,
aumentando de manera lineal hasta que se alcanza la Fase II. La tasa de imbibicién de la semilla,
al igual que la temperatura a la que ésta se produce, es fundamental ya que las membranas
celulares se encuentran en un estado similar al de un gel. Durante los primeros estadios de
imbibicién este estado se revierte a un estado liquido.

La Fase II, en cuyo transcurso el contenido de agua en el interior de la semilla no se
modifica significativamente es de mayor duracion en el tiempo que la fase previa. Hsta etapa es
dependiente de la temperatura y su finalizacién coincide con la culminacién de la germinacion
propiamente dicha. Durante la Fase II las semillas viables reactivan sus sistemas de produccién
de energia, reparan posibles dafios o fallas ocurridas durante etapas previas o durante el
desatrollo (reparacion de organelas y de material genético) y se preparan para iniciar el
crecimiento del embrion. Al finalizar esta etapa, se produce divisiéon y expansion celular
acompafiado de un aumento en la entrada de agua a los tejidos que suele estar mediado en parte
por la presencia de expansinas. La mayor parte de las enzimas intervinientes en este proceso se
encuentran reguladas por las hormonas vegetales, entre ellas, las giberelinas.

La Fase III de la imbibicién se halla delimitada por un marcado incremento en el
contenido de agua en el interior de la semilla como consecuencia del crecimiento del embrién. La
apaticién de la radicula a través de las estructuras embrionarias es un punto sin retorno para la
semilla donde su objetivo final serd el crecimiento de la plantula, siendo éste uno de los
momentos mis vulnerables de su ciclo de vida. Uno de los eventos de mayor importancia
durante esta etapa es la movilizacion de las reservas: almidon, lipidos, proteinas y de los minerales

en los cristaloides de fitina (Bewley y col., 1997; Bradford y col., 2004).

REGULACION HORMONAL Y GENETICA.

El control de la reactivacién metabdlica se ejerce a lo largo del tiempo, a partir de
diferentes familias de genes expresindose en determinados estadios fisiolégicos, regulados por las

diferentes hormonas vegetales. La regulacion hormonal, desempefia un papel importante durante
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el desarrollo y fundamentalmente durante la germinacién. Existe un balance de las hormonas
vegetales que se va modificando a lo largo del ciclo de vida de las semillas.

El icido giberélico o giberelina (GA) es una fitohormona que controla diversos aspectos
del ciclo de vida de las plantas, incluyendo la germinacion, expansion de hojas y floracién. Desde
el punto de vista quimico es un diterpenoide ciclico que se sintetiza a pattir del geranio-geranil
difosfato generandose las formas biolégicamente activas entre como la denominada G, (Ogawa y
col,, 2003). El GA induce la movilizaciéon de las sustancias de teserva desde los reservorios
tisulares hacia los sitios de crecimiento activo.

En los primeros estadios de germinaciéon suele evidenciarse un aumento de la
concentracion de GA en la radicula a medida que se aproxima el momento de la movilizacién
proteica (Tiedemann y col,, 2000). En un comienzo, se propusieron algunas hipétesis acerca de la
funcién que cumpliria la luz en la reactivacion del proceso de movilizacion. Estudios posteriores

descartaron esta idea sugiriendo que en realidad es la temperatura la que induce la sintesis de GA.

CAMBIOS MORFOLOGICOS QUE SE PRODUCEN EN LAS VACUOLAS DE RESERVA (CUERPOS

PROTEICOS) DURANTE LA MOVILIZACION

Luego de la sintesis, transporte y acumulacién de las proteinas de reserva en el interior de
los cuerpos proteicos en un medio de naturaleza ligeramente acida, la semilla sufre una
disminucién en la cantidad de agua y queda en estado quiescente hasta que se desencadena la
germinacion. Durante la movilizacién de las proteinas de reserva se producen una serie de
cambios en la fisiologia de las vacuolas de reserva. Estas abandonan su rol de compartimento de
reserva para convertirse en organelas de caracter litico, donde proteinas, lipidos, carbohidratos y
fitina son degradados. Estos cambios se encuentran regulados por toda una serie de mecanismos
bioquimicos (regulacién hormonal, activacién/silenciamiento de diferentes familias de genes).

Como ya fuera mencionado, en las membranas de las vacuolas maduras se encuentran
presentes las proteinas integrales del tonoplasto (TIP) y diversas proteinas transportadoras.
Cuando se inicia el crecimiento de la plintula en cereales y debido a la liberacion de GA, se
desencadenan una serie de cambios bioquimicos que dan origen a cambios morfolégicos. Antes
de producirse la germinacién las vacuolas de reserva no se comportan como entidades
independientes sino que se encuentran interconectadas por proteinas tonoplasticas. Al comienzo

de la germinacion, las vacuolas aumentan en tamafio y disminuyen en numero y se inicia un
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proceso similar al de la coalescencia de pequefias vacuolas. Los remanentes del globoide de fitina
no abandonan su ubicacién original y se produce una disminucién de la superficie tonoplastica.

Los cambios mas notorios que se registran durante la movilizacién ademas de los ya
descritos son: disminucién en la densidad de tincidén generalizada de las proteinas de reserva de
las vacuolas y de sus inclusiones. También se observan remanentes de membrana y lipidos cuya
naturaleza atn se desconoce. Bethke y col, (1998) postularon que estos remanentes de
membrana podtian ser restos de organelas que habrian sido degradadas.

Varios autores, entre ellos Strzalka y col., (1995) e Inoue y col. (1995a y b) realizaron
estudios sobre los cambios que se registran durante la movilizacién en las proteinas de membrana
de cuerpos proteicos de semillas de zapallo (Cuenrbita sp.). Estos estudios llevaron a resultados
que sugirieron que es necesaria la degradacién de ciertas proteinas de membrana de cuerpos

proteicos para que sc lleve a cabo la degradacién de las proteinas de reserva.

MOVILIZACION DE LAS PROTEINAS DE RESERVA. DEGRADACION DE GLOBULINAS.

La estructura de las proteinas esta sin duda ligada a su funcién biolégica. Las proteinas
que son reserva de aminodcidos, y que seran utilizadas durante el desarrollo de la plantula en la
germinacién, se mantienen agregadas en la semilla con escaso contenido de agua. Las vacuolas de
reserva maduras, cuerpos proteicos conteniendo los depdsitos de proteinas ensambladas, se
alojan en diferentes tejidos que cumplen funciones de reserva. Asi en las Dicotiledéneas se
encuentran en cotiledones y eje embrionario mientras que en cereales se ubican en el
endosperma.

La degradacién de las proteinas de teserva durante la germinacién, se inicia en el lugar
donde comienza el crecimiento y la diferenciaciéon del embrion. En el endosperma de los cereales
y en los cotiledones de las leguminosas la movilizacién mas importante de las proteinas de
reserva se produce durante la etapa de post-germinacién o etapa de crecimiento (Bewley y Black,
1994). Sin embargo, en las semillas de Dicotiledéneas, se registra una sintesis endégena de
proteinas en el embrién durante etapas mas tempranas. Los mecanismos involucrados en el
desfasaje en el tiempo que media entte la sintesis de proteinas y la movilizacién de las reservas no
se encuentran completamente esclarecidos. Se especula que los aminoacidos necesarios pata esta
sintesis proteica provendtian de la degradacidn de proteinas endégenas del embrién (Schlereth y

col., 2000). En las leguminosas, durante la post-germinacién, el aporte de los aminoacidos seria

31



INTRODUCCION

suministrado por las proteinas de almacenamiento contenidas en los cuerpos proteicos de los
cotiledones. Ensayos inmunoquimicos realizados por Muntz y col. (2001) y Schlereth y col (2000)
en Vida sativa han ratificado la secuencia antedicha de degradacion (embridén-cotiledones). El
aumento de aminoacidos en la etapa de post-germinacion es acompafiado por un cambio en la
composicion de los mismos. Como consecuencia de la movilizacién de las proteinas de reserva
(globulinas 7S y 11S) se produce la acumulacion de aminoacidos de caracteristicas acidas y de
compuestos de la familia de las amidas, siendo estas ultimas, componentes principales de
globulina 7S y 118.

La vicilina (globulina 7S) precede a la movilizacién de la legumina (globulina 11S). La
globulina 7S, representa la fuente inicial de aminoacidos durante los primeros estadios de
germinacién en Vica sativa. Esta fraccidon se encuentra fundamentalmente en la radicula del
embrién en crecimiento. Es en estos tejidos en expansion donde se localiza primariamente la
degradacién de la globulina 7S en Vida sativa (Tiedemann y col.,, 2000). Presumiblemente, la
legumina seria empleada como fuente de aminodcidos para el crecimiento posterior de la plantula
aportada en gran medida por los cotiledones.

Se ha encontrado en varias especies, que la completa degradacion de la fracciéon 7S se
produce antes de las 24 h de imbibicién. La vicilina es la primera en ser degradada (Schlereth y
col 2000) por proteasas cisteinicas almacenadas en el interior de los cuerpos proteicos (Senyuk y
col, 1998 y Tiedemann y col,, 2001). La fraccién 11S, en cambio se encontraria principalmente
en las capas celulares mas profundas de los cotiledones (células parenquimaticas). En Vica sativa
las leguminas comienzan a movilizarse a partir de las 24 horas de imbibicién pero este proceso
puede extendetse hasta los 3-5 dias post-imbibicién.

Durante la movilizacién de la globulina 11§, la subunidad 4cida de las leguminas se
degrada mas ripidamente que la basica. Es posible que durante este proceso incluso esta fraccion
presente una conformacién mas inestable, como consecuencia de los cambios de pH sufridos en
el medio celular durante la germinacién. Estudios inmunoquimicos realizados en cotiledones
tanto de 7aa sativa (Mintz, 1996) como en semillas de remolacha (Beta vulgarss) sometidas a un
tratamiento de “priming” (Job y col.,, 1997) corroboraron lo mencionado anteriormente. Esto
esta de acuerdo con el hecho que la subunidad 4cida se encuentra en una localizacion mas
superficial que la subunidad basica. Ensayos electroforéticos realizados en condiciones
desnaturalizantes en el transcurso de la germinacion, sobre las leguminas de V7%ia sativa, han

permitido obtener como principales productos de hidrolisis a especies proteicas con masas
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moleculares entre los 24-30 kDa, con valores mayores a los de la subunidad basica, indicando que
estos productos intermedios provendtian de la hidrélisis de la subunidad acida.

En condiciones no desnaturalizantes se ha encontrado en trigo sarraceno que durante la
movilizacién de las globulinas, se produciria un hexamero modificado (13S) el cual presentaria
pequefios cambios en su movilidad electroforética (Muntz y col., 2001). Estos mismos autores,
han postulado que durante la hidrdlisis, en esta especie, se encontraria involucrada la disociacién
de un mhibidor de proteasas. El mismo tendria una masa molecular de 12 kDa, estaria localizado
en el interior de los cuerpos proteicos, asociado ademas a metaloproteasas las cuales
permanecerian en estado inactivo durante el desarrollo de la semilla. Durante la germinacidn, la
disociacion de este inhibidor estaria regulado por la liberacion al medio de zinc, proveniente

probablemente de las reservas de fitina del intertor de las células (Voskobyonikova y col., 1990).

FAMILIAS DE PROTEASAS INTERVINIENTES DURANTE LA MOVILIZACION DE PROTEINAS DE

RESERVA EN LA GERMINACION Y POST-GERMINACION.

La movilizacion inicial de proteinas que se lleva a cabo en el embrién en los primeros
estadios de germinacion es mediada por proteasas prealmacenadas en el interior de los cuerpos
proteicos o provenientes de vesiculas que se fusionan a los mismos (Toyooka y col., 2000). Entre
estas proteasas se encuentran las pertenecientes a la familia de las legumainas, cistein proteasas
presentes en los cuerpos proteicos que durante el desarrollo llevarian a cabo el procesamiento de
las proglobulinas (VPE). Las globulinas maduras por su conformacién no podrian ser
posteriormente degradadas por las legumainas. Durante la germinaciéon y desarrollo esta
proteccion conformacional es superada por la accién de otras proteasas de especificidad mas
amplia tales como las metaloproteinasas y las cistein proteinasas semejantes a la papaina. Este
ultimo cambio conformacional permite un segundo ataque por parte de las legumainas (Muntz y
col., 2002). A medida que avanza la germinacién se produce ademas la sintesis de novo de otras
proteasas.

La mayoria de las proteasas se encuentran como precursores inactivos durante el
desarrollo y maduracion de la semilla. La activacién de las proproteasas del tipo de las legumainas
se llevaria a cabo a través de un proceso de autocatilisis que tiene lugar en medio acido, similar al

del interior de los cuerpos proteicos, o por accién de otras proteasas.
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Shutov y col. (1987) propusicron que durante las primeras etapas de la movilizacion de las
proteinas de reserva el mecanismo de hidrolisis preponderante setia el de tipo zipper permitiendo
la formacién de productos de hidrélisis intermedios de alta masa molecular. Estos productos no
presentarian cambios significativos de masa molecular pero si un aumento en su carga superficial
negativa. A tiempos mas largos de imbibicién, de acuerdo a estos mismos autores, prevaleceria el
mecanismo one-by-one el cual conduciria a la formacién de los oligopéptidos que serian
transportados al citoplasma para su posterior conversion a productos de menor tamano. En este
ultimo paso intervendrian otras proteasas del tipo de las aminopeptidasas con una ubicacién
citoplasmatica, responsables de la hidrélisis de péptidos pequenos a aminoacidos.

La contribucién de cada una de las proteasas en la degradacion de las globulinas de
reserva depende de su actividad relativa en cada una de las especies en estudio. En el interior de
cuerpos proteicos alojados en los cotiledones de trigo sarraceno se ha descripto, por ejemplo, la
presencia de metaloproteinasas como asi también de proteasas asparticas y carboxipeptidasas.
(Muntz y col,, 2002). En tanto que en el caso de la faseolina de arveja la degradacion de la misma
requiere de la accién simultinea tanto de las legumainas como de las proteasas cisteinicas

(Zakharov y col., 2004).
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UBJETI!

De lo expuesto anteriormente se desprende que las proteinas de la semilla de
amaranto, si bien se asemejan a las proteinas de leguminosas, muestran a su vez
caracteristicas propias. Tal es la gran abundancia de sus albaminas y la presencia de una
globulina de almacenamiento, la globulina-p, con propiedades intermedias entre las
globulinas y las glutelinas. Estas particularidades abren el interrogante acerca de la funcién
de las mismas en la vida de la planta y de cdmo las proteinas de amaranto se asemejan o se
diferencian en su funcion biolégica de otras proteinas de semilla. Por esta razén nos hemos

propuesto como
OBJETIVO GENERAL

Estudiar las proteinas de reserva de amaranto desde el punto de vista biolggico.
En particular caracterizar la movilizacion de dichas proteinas durante los

primeros estadios de la germinacion.

FEn consecuencia, los objetivos especificos a lograr son.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Determinar la participacion de las distintas fracciones proteicas en la movilizacién de

proteinas durante la germinacion.

v’ Identificar las modificaciones estructurales de las proteinas durante las distintas etapas de

germinacion.

v" Caracterizar a los posibles componentes de la fraccién albuminas con funcién de

almacenamiento.

v" Detectar ¢ identificar enzimas proteoliticas involucradas en la movilizacion de proteinas

durante la germinacién.

v Tniciar el estudio de los cambios que se desatrollan en el interior de los cuerpos proteicos

en el proceso de germinacion.
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SEMILLAS Y HARINA

Las semillas de _Amaranthus hypochondriacus fueron cosechadas en la estacién
experimental del INTA Anguil, Provincia de La Pampa. La mayor parte de los ensayos
llevados a cabo en esta tesis, fueron realizados con semillas enteras a diferentes tiempos de
imbibicion. En los casos donde fuera necesaria la utilizacién de harina, la misma fue
preparada en la catedra de Cerealicultura de la Facultad de Ciencias Agratias y Forestales de
la Universidad Nacional de La Plata. Para ello, las semillas enteras se molieron en un
molino Udy, de 1 mm de mesh y se tamizaron a través de un cedazo de mesh 10xx. La
harina pudo o no ser desgrasada mediante tratamiento con n-hexano al 10% p/v con
agitacion continua durante 24 horas a 4 °C. Para posteriormente separar la harina tratada
del hexano mediante filtracién a temperatura ambiente y secarla en las mismas condiciones.
La harina asi obtenida, desgrasada, se almacené a 4 °C.

Las semillas de quinoa, adquiridas en un comercio publico, al igual que las de trigo

(cultivar Oasis) y girasol (cultivar ATAR-TC 3003) fueron molidas en nuestro laboratotio con
un molino de cuchillas Janke & Kunkel (IKA@) modelo A-10 y se tamizaron a través de un

cedazo de mesh 10xx.

PREPARACION DE LAS SEMILLAS A DIFERENTES ESTADIOS DE IMBIBICION

Las semillas de amaranto fueron hidratadas durante 20 minutos en una solucién de
hipoclorito de sodio al 0,02%, como tratamiento antifingico. Transcurrido este tiempo, se
realizaron tres series de lavados de 10 minutos cada uno con agua destilada por un lapso de
30 minutos. Durante el lavado de las semillas se procedié al armado de los germinadores,
formados por cajas plasticas (el tamafio de los mismos se ajusté a la cantidad de semillas
utilizadas para cada expetiencia) cuya base se cubrié con una capa de algodén humedecido
con agua destilada. Sobre este ultimo, se colocé una hoja de papel de filtro también
humedecido donde posteriormente se ubicaran las semillas en forma homogénea, las cuales
seran sometidas a diferentes tiempos de imbibicién. Posteriormente las cajas se cetraron, y
fueron colocadas en una estufa a 37 © C a diferentes tiempos de imbibicién. Los mismos
fueron: 0 (control), 6, 15, 24 y 48 horas de imbibicién (h). Una vez transcurrido el tiempo,
las semillas fueron secadas pot el lapso de 1 hora a 42 °C en una estufa de manera de
disminuir la actividad enzimatica. Las semillas, una vez secas fueron fraccionadas y
almacenadas a -80 °C hasta su posterior seleccion. El criterio utilizado para la seleccion de

las semillas a los diferentes tiempos, se basé en la longitud de la radicula en crecimiento.
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Las semillas control y con 6 h de imbibicién, carecieron de radicula mientras que aquellas
con una longitud de radicula menor a los 0,5 cm pertenecieron al tiempo de 15 h. Las
semillas con una longitud de radicula de 0,5 cm fueron las de 24 h, mientras que las de 48 h
presentaron valores por encima de los 0,5 cm. Las semillas una vez seleccionadas fueron
almacenadas a -80 ° C hasta su posterior utilizacién. En el transcurso de este trabajo, la

seleccion de las semillas fue realizada unas 6 veces.

Reactivos generales.

Buffer A: I,HPO, 32,5 mM, KH,PO, 2,6 mM (pH 7,5) conteniendo NaCl0,4M.
Bufter B: K,HPO, 33,3 mM - KH,PO, 1,7 mM (pH 8,5).
Buffer C dietanolamina 20mM (pH 8,5) con o sin el agregado de NaCl 1M segin

corresponda.

EXTRACCION DE PROTEINAS DE SEMILLAS A DIFERENTES ESTADIOS DE IMBIBICION.

A partir de la hatina obtenida por molienda en nitrégeno liquido de las semillas a
distintos estadios de imbibicion se realiz6 una extraccidon secuencial del contenido proteico.
Las extracciones con cada uno de los solventes empleados fueron hechas una sola vez por
el lapso de 60 minutos. La relacién hatina/solvente de extraccién (gr. /ml) fue de 1/10 en
todos los casos. Todas las centrifugaciones realizadas a lo largo del proceso de extraccion
se realizaron utilizando una centrifuga Beckman modelo Avanti J-25 (rotor JA-25-50). A

cada uno de los solventes de extracciéon utlizados se les agregd un inhibidor de proteasas
(fenil metisulfonil fluoruro; PMSF con una concentracién final de 50 pgr/ml). La
secuencia de proteinas extraidas y los solventes empleados para cada etapa fueron los

siguientes:
Fraccion albumina.

Se utilizé agua destilada como solvente de extraccion. Luego de 60 minutos de
agitar la suspension harina/agua se centrifugé a 9.000 x g durante 20 minutos a una
temperatura de 20 °C. El sobrenadante se separ6 y se lo llevé a pH 5,0 con HCI 2N, pH al
cual se produce la precipitacion isoeléctrica. El precipitado proteico se separd por

centrifugacién a 9.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El material insoluble centrifugado se
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resuspendié en agua destilada ajustando el pH a 7,0 con NaOH 0,IN. La suspensién
obtenida se congeld a -20 °C y se liofiliz6 en un equipo Heto modelo FD4.

Fraccion globulina.

La extraccion se realizé de la manera descripta para albimina, sobre el residuo de
harina remanente de su extracciéon. El buffer utilizado para extraer las proteinas fue el
denominado “A” (ver reactivos generales). La precipitacion isoeléctrica se realizé a pH 6,0
obteniendo la globulina 11S (globulina). El precipitado proteico se separd por
centrifugaciéon a 9.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El mismo se resuspendié en agua
destdada ajustando el pH a 7,0. Luego se procedié a su liofilizacion del modo descripto

para la fraccion albumina.
Fraccion globulina-p (Gp).

En este caso, el solvente de extraccién fue agua destilada y se utilizo el residuo de
harina resultante de la extracciéon de globulinas. El pH de precipitacion isoeléctrica fue 6,0.
La sepatracién de las proteinas se realizd mediante centrifugacién a 9.000 x g durante 20
minutos a 4 °C. El precipitado obtenido, se resuspendié en agua destilada y se llevo a pH

7,0 para luego ser liofilizado (Gp).

Fraccion glutelina.

Esta fraccién proteica fue extraida del residuo de harina obtenido de la extraccién
de globulina-p. El buffer de extraccién fue NaOH 0,1 M (pH 10,0) y la posterior
precipitacién isoeléctrica fue llevada a cabo a pH 6,0. Para obtener la fraccién liofilizada se
procedid de la misma manera que para las fracciones mencionadas antetiormente.

Las extracciones realizadas a partir de las semillas enteras a lo largo del trabajo,
fueron de 15. Cada extracciéon fue analizada por lo menos por triplicado para cada uno de

los ensayos utilizados.

EXTRACCION DE PROTEINAS A PARTIR DE HARINA DESGRASADA

A partir de la hatina desgrasada se realizé una extraccidén secuencial, de la cual se
utilizé solamente a la fraccién albiminas. Con cada uno de los solventes utilizados se
tealizaron tres extracciones, la primera de 60 minutos y las dos siguientes de 30 minutos. A

cada uno de los solventes de extraccién utilizados se les agregd un inhibidor de proteasas
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(fenil metisulfonil fluoruro; PMSF con una concentracién final de 50 pgr/ml). La relacion
harina/solvente de extraccién (gr/ml) fue de 1/10 en todos los casos. La secuencia de
proteinas extraidas, los solventes para cada etapa y los pHs de precipitacién isoeléctrica
empleados fueron los mismos a los descritos con anterioridad.

Esta extraccion fue realizada 2 veces y los ensayos se realizaron como minimo por

duplicado.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA.

Lowry.

El contenido proteico fue determinado por el método de Lowry (Lowry y col
1951): para la realizacién de la curva de calibracién se utilizé una dilucién 1/10 de una
solucién 10 mg/ml de albumina de suero bovino (Sigma Chem. Co, St. Louis, MO,
Precipitacion alcohdlica. Fraccion V) disuelta en el mismo buffer que la muestra. Las
lecturas de las distintas fracciones proteicas se realizaron por triplicado en un

espectrofotémetro Beckman DU 650, a una longitud de onda de 700 nm.

TRATAMIENTOS ENZIMATICOS REALIZADOS SOBRE LA GLOBULINA —P.

Se parti6 de dos suspensiones de globulina-p cada una de ellas, con una concentracion
proteica de 30mg/ml en buffer B. La hidrolisis dicha fraccion fue realizada con dos enzimas
diferentes: papaina y tripsina. Una de las preparaciones fue destinada a la papaina (Sigma Chem.
Co., St. Louis, MO) utilizando una actividad de 0.018 UI/mg de proteina. La otra preparacion se
destin6 a los ensayos con ttipsina, (Type III de pancreas bovino, Sigma Chem. Co., St. Lous,
MO) con una actividad enzimitica de 14 Ul/mg de proteina. La temperatura de incubacion
empleada para ambas enzimas fue de 25°C. Una vez iniciada la hidrélisis y transcurrido los
diferentes tiempos de hidrolisis analizados (0, 5, 30 y 120 minutos) se tomaron alicuotas de la
suspension de partida. La reaccidn enzimatica se detuvo por el agregado de NaOH 0.1N en frio
afiadiendo igual volumen de buffer de muestra en condiciones desnaturalizantes y reductoras,

para un postetior andlisis por western blot.
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OBTENCION DE CUERPQOS PROTEICOS.

Se partié de una preparacion de semillas a diferentes estadios de imbibicién. Las
mismas se molieron en un mortero en presencia de sacarosa 0,5M pH 7,5 (solucion de
extraccion) en frio. Esta suspension se centrifugd en una microcentrifuga IEC (Centra
MP4R, International Equipment Company) durante 2 minutos a 1000 rpm a 10° C. Al
sobrenadante obtenido, se lo volvié a centrifugar a 6250 rpm durante 10 minutos a la misma

temperatura, luego de lo cual se conservd tanto al sobrenadante (SNc¢) como al residuo. A

este ultimo, se lo resuspendié en 100 pl de la solucién de extraccién y se lo colocd sobre un
colchén de 1,4 ml de sacarosa 40%. Esta suspension se centrifugd durante 45 minutos a
12.000 rpm a 10 °C utlizando el mismo equipo mencionado anteriormente; el residuo
obtenido se encuentra enriquecido en cuerpos proteicos (CPc).

A la preparacion denominada (SNc) se la ultracentrifugd a 30.000 rpm durante 30 minutos
10 °C en una ultracentrifuga Beckman (Optima TL Ultracentrifuge) en un rotor angular
modelo TLA-100 obteniéndose: un sobrenadante (SNs) purificado (empobrecido en
componentes globulinicos) y un residuo (SNp). El residuo de cuerpos proteicos (CPc), se
purificé mediante un segundo pasaje por el colchén de sacarosa en idénticas condiciones a las
anteriormente mencionadas utilizando una microcentrifuga IEC (Centra MP4R,

International Equipment Company) obteniéndose la fraccion (CP,).

EXTRACCION DE FRACCIONES DE RESERVA A PARTIR DE CUERPOS PROTEICOS

A partir del residuo de cuerpos proteicos (CPc) obtenido a partir de 0,2 g de harina
a diferentes tiempos de imbibicién se realizaron extracciones secuenciales con diferentes
solventes. La relacion harina/solvente fue de 1/5 siguiendo el siguiente orden de
extraccion: a) Agua y b) Buffer A. Las extracciones se realizaron a 20° C y las preparaciones
obtenidas fueron agitadas en forma continua durante 1 hora. Transcurrido este lapso, se
realizé una centrifugacién a 12.000 rpm durante 20 minutos a 20°C en una microcentrifuga
IEC (Centra MP4R, International Equipment Company). Las muestras obtenidas fueron

almacenadas a -20 ° C hasta su utilizacion.
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ELECTROFORESIS.

Reactivos generales.

Buffer de electrodo: hidroximetl aminometano-HCl (Ttis-HCI) 0,025 M, glicina
0,192 M (pH 8,3), con o sin dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% p/v, para electroforesis
desnaturalizante o nativa respectivamente.

Buffer de gel separador: Ttis-HC1 0,375 M (pH 8,8) con o sin SDS 0,1% p/v.

N’, N, N’, N, tetrametiletilendiamina (TEMED): en ambos buffers (separador o
apilador) se utilizé una concentracién 0,1% v/v.

Buffer de muestra para electroforesis desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE): Tris-HC1 0,185 M (pH 8,8), glicerol 12,5% v /v, SDS 0,1% p/v,
y azul de bromofenol 0,05% p/v con o sin 2-mercaptoetanol (2-ME) 5% v/v, para obtener
condiciones reductoras o no reductoras, respectivamente.

Buffer de muestra para electroforesis no desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida (PAGE-nativo): Tris-HCl 0,185 M (pH 8,8), glicerol 12,5% v/v y azul de
bromofenol 0,05% p/v.

Buffer de tratamiento para electroforesis bidimensional: Tris-HCI 0,0625 M

(pH 6,8), SDS 0,1% p/v, sacarosa 20% p/v, con o sin 2-ME 0,2 M (Utsumi y col., 1984).
Preparacion de las muestras.

Las muestras se prepararon disolviendo la proteina liofilizada en buffer de muestra (2
mg/ml) o, cuando se trataba de soluciones proteicas, agregando 3 volimenes de las mismas
a 1 volumen de buffer de muestra 4x. En las electroforesis en condiciones desnaturalizantes
y reductoras las muestras fueron tratadas a 100 °C durante 1 minuto.

Todas las muestras, antes de ser cargadas en el gel correspondiente, se centrifugaron a
12.000 x g durante 20 minutos a 20 °C en una microcentrifuga IEC (Centra MP4R,
International Equipment Company), y los sobrenadantes se sembraron a razén de 30-40 pg

de proteina/calle cuando se realiz6 una tincién con Coomasie Brilliant Blue R-250, o de 1-2

Hg de proteina/calle cuando se realiz6 una tincion con nitrato de plata.

Desarrollo.

Todas las electroforesis se realizaron en miniplacas con un equipo BIO-RAD,

modelo Mini Protean. Se utilizé el sistema de buffers descripto por Laemmli (1970), que se
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detallaron previamente. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a un voltaje

constante de 200 V (aproximadamente 1,5 horas).

SDS-PAGE.

Segun se indica en las leyendas de cada figura, se utilizaron geles de poliacrilamida.
(Petruccelli y Aién 1994), de concentraciéon constante de acrilamida 12% p/v con gel de
concentracién en su parte superior (acrilamida 4% p/v) o bien a otra concentracién de
acuerdo a lo indicado en las leyendas.

La mezcla de proteinas patron utilizadas para el calculo de las masas moleculares de
los polipéptidos fueron suministradas por Pharmacia en un unico vial. La misma estaba
constituida por: fosforilasa b (94 kDa); seroalbimina bovina (67 kDa); ovoalbumina (45
kDa); anhidrasa carbénica (30 kDa); inhibidor de tripsina (20,1 kDa) y a-lactoalbumina
(14,4 kDa). Las proteinas patrén fueron solubilizadas en 200 pl de buffer de muestra
desnaturalizante con 2-ME y sometidas al mismo tratamiento que se aplicé a las muestras.
Se construyeron curvas de calibracion relacionando el factor de distancia de las distintas
proteinas (Ry), con el logaritmo de su peso molecular. Los pesos moleculares de los
polipéptidos son el resultado de tres determinaciones como minimo.

R; = Dy/D;; (Dy: distancia recotrida por el polipéptido x y D;: distancia recorrida por

el frente de corrida

SDS-PAGE + 2-ME.
Se realiz6 del mismo modo que la eclectroforesis desnaturalizante. Las proteinas

patrones de masa molecular empleadas anteriormente fueron las mismas.

PAGE-NATIVO.

Para estas electroforesis se emple6 el mismo sistema buffer que para las
desnaturalizantes pero sin el agregado de SDS. Se llevaron a cabo a un voltaje constante de
200 V durante aproximadamente 2 horas. Para las electroforesis realizadas en estas
condiciones se utilizaron geles en gradiente lineal o de concentracién constante segun lo

referido en las leyendas.

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONALES (PAGE-nativo — SDS-PAGE)

Luego de correr la primera dimensién (geles de 1 mm de espesor) se cortd la

porcion del gel correspondiente a dos calles con la proteina a analizar y se la sumergid en
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30 ml de buffer de tratamiento (desctipto previamente), manteniéndola a 55 °C durante 30
minutos con dos cambios de la solucién. La porcion de gel tratada se colocd sobre el gel de
la segunda dimension de 1,5 mm de espesor (SDS-PAGE o SDS-PAGE + 2-ME segtn
correspondiera). En este mismo gel, en una calle aparte y como referencia, se sembré la
mezcla de proteinas patrén de masa molecular. La electroforesis se desarrolld a un voltaje

constante de 200V durante aproximadamente 1,5 horas.

Coloracion.

Los geles fueron fijados y tefiidos al mismo tiempo con Coomasie Brilliant Blue R-
250 al 0,192% p/v en agua/metanol/acido acético (10:10:4) durante 12 horas y destenidos
con metanol 25% p/v y acido acético 10% p/v a temperatura ambiente. Los geles donde la
cantidad de proteina era insuficiente para ser detectada por Coomassie Brilliant Blue R-250,
fueron coloreados mediante la tincién de plata (Blum y col.,, 1987). Las diferentes tinciones

empleadas se indican en cada figura.

ZIMOGRAMAS.

Preparacion de las muestras.

Las soluciones proteicas se prepararon agregando 3 volimenes de las mismas a 1
volumen de buffer de muestra (conteniendo 10 mM de 2-ME, 2% de SDS y 0,1M Tris pH
8,3). Las mismas se sembraron a razén de 30-40 pg de proteina/calle y no fueron sometidas

a ebullicién, para evitar la desnaturalizacién enzimatica.

Desarrollo.

Las electroforesis se realizaron en miniplacas con un equipo BIO-RAD, modelo
Mini Protean en un bafio de hielo-agua para evitar la accién enzimatica. Las corridas
electroforéticas se realizaron en las mismas condiciones que fueran descritas para el caso de

las electroforesis realizadas en condiciones desnaturalizantes.

Preparacion de los geles

Para los geles de concentracién de poliacrilamida constante se cargaron las placas
de vidrio soporte hasta las 3/4 partes con la mezcla de gelificacién y se dejé polimerizar
con el agregado de una pequefia capa supetficial de agua. Una vez polimerizado el gel de

separacién se cargé sobre éste la mezcla de gelificacion para el gel apilador. A las soluciones
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preparadas anteriormente, se les agregd 0.2% de gelatina (Mallinkrodt) y se las
homogeneiz6 con una varilla en un bafio con agua cuya temperatura no superara los de 40 °
C hasta su completa disolucion.

Cabe sefialar que, ademas del gel de poliacrilamida copolimerizado con gelatina se
corrieron en idénticas condiciones geles en ausencia de gelatina de manera de obtener el

petfil electroforético de la mezcla de proteinas en estudio.

Revelado y tincion de los geles

Una vez realizada la corrida electroforética, los geles con gelatina fueron lavados con una
solucion de Triton X-100 al 2% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se los colocd en un buffer citrato de sodio 0,1M con 10 mM de 2-ME
(buffer de incubacién) al pH de estudio durante 12 horas en una estufa a 37° C.
Transcurrido este tiempo, se les agregd la solucién de Coomasie Brilliant Blue R-250 para
su coloracién. De ésta manera lo que se obtiene es un gel tefiido de azul y en blanco los
sitios donde se ha registrado actividad proteolitica. En el caso de los geles sin gelatina se

efectud la tincién correspondiente a dichos geles y que fuera descrita anteriormente.

ELECTROFORESIS EN DOS DIMENSIONES (IEF/SDS-PAGE+ ME)

Las fracciones albuminas y globulinas provenientes de harinas de semillas sin desgrasar a
diferentes estadios de imbibicion fueron analizadas mediante electroforesis en dos
dimensiones (IEF/ SDS-PAGE+ME). La concentracién proteica utilizada para todos los
ensayos fue de 200 y 100 pg de proteina respectivamente para cada una de las fracciones
mencionadas. la separacién por punto isoeléctrico de las proteinas se llevé a cabo
mediante la utilizacién de strips o tiras de 18 cm de longitud, conteniendo inmobilinas las
cuales permitieron la formacién de un gradiente lineal de pH entre 3-10 (Inmobiline Dry
Strips pH 3-10, 18 cm; Amersham Biosciences). Estas tiras fueron hidratadas durante 14
horas a temperatura ambiente, con un buffer conteniendo urea 7M, CHAPS 2%, tiourea
2M, DTT 28%, 10 pl buffer IPG 3-10 (Amersham Biosciences) y cubiertas con 3 ml de
una solucién de hidratacién (De Streak Rehydration solution, Amersham Biosciences) para
evitar su deshidratacién. La técnica se llevé a cabo a temperatura ambiente en un equipo

Ettan IPGphor System (Amersham Biosciences) utilizando la siguiente secuencia de
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potenciales: 1 hora a 500V, 1 hora a 1000V y 4 horas a 8000V /hora hasta alcanzar al final
de la corrida 30.000V/ hora.

Transcurrido este tiempo y antes de realizar la segunda dimensién las tiras fueron
equilibradas en dos soluciones diferentes por un lapso de 1 hora en cada una de ellas a
temperatura ambiente. La solucién equilibrante 1 contiene utea 6M, glicerol 30% v/v, SDS
2% (p/v), 50 mM Tris-HC] pH 8,8 0,01% de azul de bromofenol y 30 mM de DTT. La
segunda solucién tene la misma composicién que la anterior a excepcion del DTT que es
reemplazado por iodoacetamida 60mM. El lavado con esta ultima soluciéon se realizé
unicamente para el caso de la fraccién globulina.

Una vez realizados estos tratamientos se procedié al armado de geles en
condiciones desnaturalizantes utilizando una concentracion de acrilamida al 12% sin gel
apilador utilizando el mismo equipo y las mismas condiciones que fueran detalladas
antetiormente para electroforesis desnaturalizantes. Antes de la corrida las tiras fueron
cortadas por la mitad de manera que pudieran ajustarse a las dimensiones del equipo
utilizado para las electroforesis. Postetiormente las tiras fueron selladas con una solucion
de agarosa al 0,5% para evitar su deshidratacion. Este ensayo se realizé una sola vez para
cada una de las fracciones mencionadas. La determinacién de los valores aproximados de
pl se realizaron mediante una extrapolacién con una ecuacién de primer orden teniendo en

consideracion las caracteristicas del gradiente de inmobilinas utilizado.

OBTENCION DE LAS IMAGENES Y ANALISIS DE LOS GELES.

Las imagenes de las electroforesis fueron digitalizadas con un equipo BIO-RAD
(Gel Doc 1000), mientras que el analisis de las masas moleculares se realizé con el

programa Molecular Analyst™/PC (versién 1.5) (BIO-RAD).

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

CROMATOGRAFIA A PRESIONES MODERADAS.

Preparacion de las muestras.

Para cada cromatografia se suspendieron 10 mg de la fraccién proteica estudiada en
400 pl del buffer correspondiente. Se solubilizé durante 1 hora con agitacion intermitente a
temperatura ambiente en un agitador y luego se centrifugé a 12.000 x gy 20 °C durante 20
minutos en una microcentrifuga (IEC, Centra MP4R, International Equipment Company).

Las muestras asi obtenidas fueron sembradas manualmente en la columna.
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Desarrollo.

Para realizar las cromatografias de exclusién molecular se utilizé6 una columna
(0,7cm x 72 cm) rellena con SephacrleM S-300 HR (Pharmacia, Upsala, Suecia). La misma
fue empacada y equilibrada con tres veces el volumen de su lecho, para ello se utiliz6 el
buffer correspondiente con agregado de NaN, 0,02% p/v a una velocidad de flujo de 0,25
ml/minuto mediante el uso de una bomba peristaltica Gilson Minipuls 2 a temperatura
ambiente. Las muestras fueron eluidas a 0,15 ml/minuto y temperatura ambiente. El
volumen de las fracciones colectadas fue de 1 ml, se utilizé6 un colector Buchler (modelo
Fractomet e Alpha 400) regulado por tiempo. A la salida de la columna se determind, de
modo continuo, la absorbancia a 280 nm mediante un detector UV BIO-RAD (modelo

Econo UV). La misma fue registrada en un adquisidor de datos.

Calibracion.

La columna fue calibrada con los siguientes patrones de peso molecular:

titoglobulina (669 kDa), apoferritina (443 kDa), P-amilasa (200 kDa), alcohol
deshidrogenasa (150 kDa) y albumina (66 kDa), que fueron suministrados por la empresa
Pharmacia (Upsala, Suecia). Se sembt6é 1 ml de soluciones de concentracién 4 mg/ml de
cada proteina patrén, las corridas fueron hechas en forma individual. El volumen muerto
fue determinado con azul dextrano. Las condiciones de elucién para cada proteina patron
fueron las mismas que las utilizadas para las muestras a procesar. El buffer empleado para

la calibracién fue el buffer A.

CROMATOGRAFIA RAPIDA DE PROTEINAS EN MEDIO LIQUIDO (FPLC).

Preparacion de las muestras.

Las fracciones proteicas liofilizadas fueron suspendidas en el buffer
correspondiente a una concentracién de 4 mg/ml y solubilizadas durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego se las centrifugd en una microcentrifuga IEC modelo Centra
MP4R (International Equipment Company) a 12.000 x g durante 20 minutos a 20 °C. El
sobrenadante fue filtrado a través de filtros de 0,22 um de poro (Osmonics) y el filtrado asi
obtenido se inyecté en el equipo de FPLC (Pharmacia LKB) utilizando el reservorio

correspondiente al volumen sembrado.
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Desarrollo.

Las cromatografias se realizaron a temperatura ambiente utilizando dos tipos de
relleno: Superosa 6B HR 10/30 Pharmacia LKB (Upsala, Suecia), o Superdex-75 Pharmacia
LKB (Upsala, Suecia). Todos los buffers utilizados fueron previamente filtrados a través de
filtros de celulosa con diametros de poro de 0,22 pm (Osmonics). Las corridas se
desarrollaron en el mismo buffer en el que se solubiliz6 la muestra. Para equilibrar la
columna se pasé una cantidad de buffer equivalente a 2 volimenes de la misma (50 ml). La
velocidad de flujo seleccionada fue de 0,2 ml/minuto, la cual fue regulada con una bomba
Pharmacia LKB P-500, la presion promedio de las cromatografias fue de 0,2 MPa. Se
realizo una coleccion automatica de fracciones del eluato (0,5 ml) empleando el colector
FRAC-100 (Pharmacia LKB). Las fracciones obtenidas que no fueron analizadas

inmediatamente se conservaron a -20 °C.
Calibracion.

La columna se calibré con azul dextrano (patra el volumen muerto, V), 2~-ME (para
el volumen intersticial total, V;) y las siguientes proteinas de masa molecular conocida:
tiroglobulina (669 kDa), apoferritina (443 kDa), P-amilasa (200 kDa), alcohol
deshidrogenasa (150 kDa), albumina (66 kDa) y citocromo C (12,4 kDa), todas provistas
por Sigma (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO). Los patrones se disolvieron en buffer A
utilizando una concentracién de 4 mg/ml y fueton eluidos con el mismo caudal que las

muestras.

Luego se obtuvo una curva de calibracién relacionando el logaritmo de la masa molecular

(en kDa) con el Ky, siendo K, :

V, cotresponde al volumen de elucién, en mililitros, del pico de interés. Vy y V,, han sido
definidos previamente.

Los valores de absorbancia a 280 nm fueron determinados de modo continuo a la salida de la
columna mediante un monitor UV-1 (Pharmacia LKB). El procesamiento de los perfiles
obtenidos se realizé con el programa FPLC Director™ (Pharmacia LKB) Las cromatografias

se realizaron por triplicado, 2 menos que se indique lo contratio.
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO

Preparacion de las muestras.

Las muestras liofilizadas fueron suspendidas en el buffer inicial de cromatografia
(bajo contenido salino), centrifugadas a 20.000 x g en una microcentrifuga (IEC, Centra

MP4R International Equipment Company) durante 20 minutos a 20 °C y por ultimo

filtradas mediante una membrana con poro de 0,22 pm de didmetro.

Desarrollo.

Se empled una columna de Hi-Trap (Pharmacia, Upsala, Suecia) que fue equilibrada

con un volumen equivalente de cinco columnas (= 25 ml) del buffer de baja fuerza i6nica
(buffer inicial), una columna de buffer de alta fuerza iénica y por dltimo, nuevamente dos
columnas del buffer inicial. El caudal empleado en todos los casos fue 0,5 ml/minuto a una
presion promedio de 1,5 MPa. De modo automatico, se colectaron fracciones de 0,5 ml
empleando el colector FRAC-100 (Pharmacia LKB). El gradiente de elucién utilizado fue
de tipo lineal y esta indicado en la figura correspondiente. El mismo se formé con el buffer
inicial y un segundo buffer (buffer de alta fuerza idnica) cuya composicién es igual a la del
buffer inicial con el agregado de NaCl 1M. Para la mezcla de estas dos soluciones se usaron
dos bombas Pharmacia LKB P-500 y un mezclador (Mixer 24V, Pharmacia LKB).
Como buffers iniciales se utilizaron, segin los distintos objetivos de estudio:
-buffer C.
-buffer C con 1M de Na CI

ENSAYOS INMUNOQUIMICOS

PRODUCCION DE ANTISUERQO ANTI-GLOBULINA-P DE AMARANTO

Los antisueros fueron producidos en conejos. El cuidado y la manutencidén de los
mismos se realizé en el biotetio del IDEHU, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de
Buenos Aires. Los conejos fueron inmunizados con soluciones de unidades estructurales (UE) de
globulina-p preparadas por el Dr. Oscar Castellani. Se realizaron en total cuatro inmunizaciones
espaciadas cada tres semanas. Luego de la tercera inmunizacion se extrajo una pequena cantidad

de sangte para determinar el titulo de los anticuerpos presentes. Posteriormente se realizé una
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tltima inmunizacion. El suero se obtuvo 10-15 dias después de la tltima inmunizaciéon mediante
sangrado a blanco. Todo el proceso fue gentilmente supervisado por el Dr. Alberto Fossati. El
suero fue precipitado con (NH,),SO, al 90% gota a gota en frio y con agitacién permanente. Se lo
centrifugd en una centrifuga Sorvall RC 5B Plus a 14.000 rpm durante 20 minutos a 10° C. El
sobrenadante fue descartado y el residuo fue resuspendido en PBS ( 8 gr/lt de NaCl, 0,2 gt/1t de
KCl, 0,2 gt/1t KPO,H,, 2,9 gt/It Na,PO,H x 12 H,0O) y postetiormente dializado. Esta solucién
fue alicuotada y almacenada a -80° C hasta su utilizacién en los ensayos inmunoquimicos

desctitos posteriormente.

ENSAYO DE INMUNOREACTIVIDAD POR ELISA.

Sensibilizacion de las microplacas.

Se prepard una solucidn stock de las proteinas antigénicas en el buffer indicado en

cada caso. Las microplacas, se sensibilizaron con 0,1 pgr de dicha solucién antigénica. Las

microplacas (Nunc Maxisotb) fueron mantenidas durante toda la noche a 4 °C.

Desarrollo.

Una vez sensibilizadas las microplacas se lavaron tres veces durante 2 minutos con
200 pl por fosa de PBS en presencia de Tween 20 al 0,05% v/v (PBS-Tween). Los sitios
libres de cada fosa fueron bloqueados por el agregado de 200 pl de solucion de leche en
polvo descremada (Molico) al 3% p/v en PBS-Tween. El bloqueo se llevé a cabo durante 2
horas a 37 °C. Se continu6 con dos lavados, de 2 minutos cada uno, con PBS-Tween (200
1/ fosa). Posteriormente se cargaron en cada fosa 100 pl de las diluciones seriadas del
suero ensayado en PBS-Tween con leche en polvo al 1% p/v. Se incubé durante una hora
a 37 °C. Transcurrido este tiempo las microplacas se lavaron como fuera descrito
anteriormente. A las microplacas lavadas, se les agregd una dilucién (1/8.000) de la
solucién de antisuero de cabra, anti-y globulinas de conejo conjugado con peroxidasa
(BIO-RAD) disuelto en PBS-Tween con leche en polvo al 1% p/v. Se incubé durante una
hora a 37 °C y se lavd tres veces. Para el desatrollo de color se agregaron 100 pl de una
solucion de 1 mg de ortofenilendiamina (Merck, Darmstadt Germany) en 1 ml de buffer
citrato de sodio 0,1 M a pH 5 ,1ul/ml de H,O, al 30%. Luego de 10 minutos la reaccion se

detuvo agregando 50 pl de H,SO, 4 N en cada fosa. La absorbancia fue leida en un lector
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de placas de ELISA (Tecan, modelo Spectra Rainbow SLT) a 420 nm. Los ensayos fueron
controlados mediante tres tipos de blancos por duplicado: 1) fosas sin sensibilizar sobre las
que se realizé todo el desarrollo posterior del ensayo; 2) fosas en las que no se agregd el
antisuero en estudio; 3) fosas en las que no se agrego ni suero, ni conjugado. La densidad

optica de las microplacas fue determinada en un lector de placas vertical Tecan modelo

Spectra Rainbow (SLT) a 492 nm de longitud de onda.

ELISA DE COMPETICION

Sensibilizacion de las microplacas.

Se prepard una solucién stock de las proteinas antigénicas en el buffer indicado en

cada caso. Las microplacas, se sensibilizaron con 0,1 pgr de dicha solucién antigénica. Las

microplacas (Nunc Maxisorb) fueron mantenidas durante toda la noche a 4 °C.

Desarrollo.

Las microplacas, una vez sensibilizadas se lavaron tres veces durante 2 minutos con
200 pl por fosa de PBS en presencia de Tween 20 al 0,05% v/v (PBS-Tween). Los sitios

libres de cada fosa fueron bloqueados por el agregando 200 pl de solucién de leche en
polvo descremada (Molico) al 3% p/v en PBS-Tween. El bloqueo se llevé a cabo durante 2
horas a 37 °C. Se continué con dos lavados, de 2 minutos cada uno, con PBS-Tween (200
ul/ fosa). Posteriormente se cargaron en cada fosa 100 pl de las diluciones seriadas de las
distintas fracciones proteicas ensayadas en buffer B o buffer borato 0,1M pH 10, en un
rango de concentraciones de proteina desde los 0,8ngr/ml hasta 4x10* ngr/ ml, valores
determinados por el ensayo de Lowry previamente descrito. Posteriormente se mezclaron
iguales volimenes de las soluciones antigénicas con las del anticuerpo en una dilucién de
1:100.000. Las mismas fueron incubadas toda la noche a 4° C en tubos plasticos.
Transcurrido ese tiempo, a cada una de las fosas previamente sensibilizadas se les agregd
100 pl/fosa de cada una de estas mezclas y se las incubé durante 30 minutos a 37° C.
Luego del lavado de las placas, se las incub6 con la solucién del anticuerpo conjugado en
una dilucién de 1:8000 a 37 ° C durante 1 hora.

Posteriormente se las lavé con la solucién de PBS-Tween, se desarrollo el color de
la reaccién de la misma manera que para el ELISA comuin, la reaccién fue detenida y se

midi6 la absorbancia a2 492 nm en el mismo equipo que fuera utilizado con anterioridad.
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ANALISIS DE REACTIVIDAD POR WESTERNBLOT

Electrotransferencia.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a membranas de
nitrocelulosa en un equipo Transblot System de BIO-RAD (USA) de acuerdo a la técnica
de Towbin y col. (1979). La transferencia se realizé a 70 V y 250 mA durante 60 minutos
en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,5) con 20% de metanol. Luego del proceso de
transferencia los geles fueron tefiidos con Coomassie Blue R-250 para comprobar la
eficiencia de la migracion de las proteinas del gel, y las membranas de nitrocelulosa se
colorearon con una solucion de rojo Ponceau, para verificar la presencia de las proteinas en

la misma.

@ Revelado con cloronaftol,

Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas transferidas fueron bloqueadas
mediante una incubacién de 12 horas a 4°C en leche en polvo suspendida al 2% p/v en
buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,4 conteniendo NaCl 27 mM (TBS). Una vez finalizada la
incubacion se procedio a lavar la membrana con buffer TBS en presencia de Tween 20 al
0,05% v/v (TBS-Tween 20). El procedimiento de lavado se repiti6 tres veces (2 minutos
cada vez). Postetiormente se incubd dicha membrana durante 1 hora a 37 °C con una
dilucién del suero policlonal correspondiente en buffer TBS-Tween 20 (entre 1/5000 v/v'y
1/1000 v/v de acuerdo a lo que se indique en las leyendas). Luego se realiz6 una serie de
tres lavados con TBS-Tween 20, después de lo cual la nitrocelulosa se incub6 con una
dilucién 1:1.000 de la solucion de anticuerpo anti-inmunoglobulina de conejo conjugado
con peroxidasa (BIO-RAD) usada para los ensayos de ELISA. Nuevamente se lavo tres
veces con TBS-Tween 20 y finalmente se revel6 con la siguiente solucién: 18 pl de agua
oxigenada 30%, en presencia de 9 mg de 4-cloronaftol disueltos en 3 ml de metanol y 15 ml
de TBS, que produce un precipitado marrén-grisiceo en el lugar donde se encuentra la

peroxidasa. La imagen asi obtenida fue digitalizada.
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@ Revelado por quimioluminiscencia.

Se siguié el mismo protocolo de electrotransferencia que para el western blot
descripto anteriormente. El sistema de revelado por quimioluminiscencia se utilizd para
observar la reactividad de proteinas que se encuentran en muy baja proporcion.

Como primer paso, se procedié a la preparacion de los reactivos necesarios para
llevar a cabo el revelado y la fijacion de las placas fotograficas. Los reactivos utilizados para
tal fin fueron, revelador (Revelador Imation 3M RXL-6) y fijador (Fiyjador radiografico
manual XR. Laboratotio Bacon S.A.I.C.) los cuales deben ser diluidos en una proporcion
de Yi. Es necesario aclarar que la solucién stock de revelado fue almacenada a 4 °C, por lo
que al momento del ensayo la misma debe encontrarse a temperatura ambiente. Ambas
soluciones ya diluidas deben mantenerse en oscuridad.

Posteriormente, se prepararon dos soluciones stock: a) luminol 0,2 mg (Sigma
Co.,St. Louis MO)/ 5 ul de dimetisulféxido (DMSO; Sigma Co.,St. Louis MO) y b) acido
para-cumirico (Sigma Co.,St. Louis MO )en una concentracién de 0,15 mg/ 10 pl de
DMSO.

A pattir de estas soluciones se prepararon dos buffers que fueron utilizados para el
desarrollo del revelado. El primero de ellos (Buffer 1) contiene: 5 pl de luminol (solucion

stock a), 2,2 pl de acido para-cumatico (solucion stock b), 33 pl de buffer de separador
pata electroforesis en condiciones nativas (cuya composicién fuera descrita anteriormente)
y 470 pl de agua bidestilada. El segundo buffer (Buffer 2) contiene: 3,1 pl de H,0O, 30%,
33 wl de buffer de sepatadot nativo para electroforesis y 470 pl de agua bidestilada. Ambos
buffers se mantuvieron en oscuridad.

Una vez tealizada la transferencia, se colocé la membrana entre dos superficies
plasticas y se retité el excedente de liquido con la ayuda de un papel. Los pasos
subsiguientes fueron realizados en un cuatto de fotografia, bajo las mismas condiciones de
iluminacién que se utilizan para el tevelado manual de fotos. Se mezclaron los buffers 1y 2
y se agregé 1 ml de mezcla a la membrana de nitrocelulosa tratando de cubrir toda la
superficie de manera homogénea. Se dej6 que dicha mezcla actuara por el lapso de 1
minuto, una sefial positiva de reconocimiento (antigeno-anticuerpo) se pone manifiesto con
la emisién de luminiscencia.

Posteriormente, se retiré el excedente de reactivo, con la ayuda de un papel
absorbente se colocé a la membrana en un casete (Kodak Holder). Para la postetior

exposicién, se colocd una placa fotografica sensible (IKodak, Scientific Imaging Film) en el
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interior del casete y se la expuso por un lapso que puede ir desde los 30 segundos hasta 1
minuto de acuerdo a la intensidad de la senal emitida.

Pasado este tiempo la placa se colocé en una solucién de revelado de fotografia
hasta la aparicion de la senal deseada. Finalmente la placa se pasé con la ayuda de unas
agarraderas plasticas a una solucion de fijacién. Luego de 1 minuto se retird la misma y se la

enjuagd suavemente con agua tibia.

MICROSCOPIAS

MICROSCOPIA OPTICA DE SEMILLAS DE AMARANTO

Se partié de semillas con diferente grado de imbibicién (control, 15 horas y 48 horas). Las
mismas fueron fijadas en una solucién de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 1% y
mantenidas a 4°C durante 2-3 horas en vacio. Postetiormente, las semillas fueron lavadas dos
veces con buffer PBS, para eliminar el exceso de fijador. Luego se deshidrataron en forma
secuencial con etanol al 30%, 50% y 70%dejandolas en esta Gltima concentracién por un lapso de
tiempo mas prolongado para finalmente pasarlas a etanol 100%. Todo el procedimiento fue
realizado a 4° C. Luego de la deshidratacion alcohdlica se llevé a cabo la inclusién de las muestras
en resina de London, conocida comercialmente como LR (London Resin, Fluka), con el
agregado de un catalizador para favorecer la polmerizacién de la misma. La imbibicion de la
muestra en la resina se realizd en forma gradual utilizando concentraciones crecientes de resina en
etanol 100% (30:70 y 50:50) y por ulitmo resina pura. La inclusion de las muestras se llevo a cabo
en tubos beam para microscopia electrénica y se polimerizaron a 70 °C durante 14 horas en cada
una de las condiciones mencionadas. Posteriormente, las muestras fueron cortadas en un
ultramicrétomo con cuchillas de vidrio. Una vez cortadas las mismas fueron montadas en un
portaobjetos para su postetior coloracién con el Azul de toluidina, el cual fue fijado con calor.

Todo este protocolo fue supervisado por la Dra. Silvana Petruccell.

MICROSCOPIA OPTICA DE PREPARACIONES DE CUERPOS PROTEICOS

Las preparaciones de cuerpos proteicos (CPc) al igual que los sobrenadantes (SNc)
fueron realizadas de la forma descripta anteriormente. Las muestras, segtin se describe en
las leyendas, fueron o no coloreadas con el colorante Coomasie Brilliant Blue R-250 y

fueron observadas en un microscopio marca Leica, modelo DMLB.
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MICROSCOP{A ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET) DE SEMILLAS.

La preparacién y observacién de las muestras se realizé en el setvicio de Microscopia Electronica
del CRIBABB (Bahia Blanca). Las mismas, fueron fijadas para su traslado en una solucion de
glutaraldehido al 2,5%. Una vez recibidas en el CRIBABB, fueron lavadas con buffer fosfato
Sorenssen 0,1 M pH 7,2 y se fijaron por segunda vez en tetréxido de osmio al 2% por espacio de
1 hora. Posteriormente, fueron deshidratadas en una serie de concentraciones crecientes de
acetona desde 25% hasta alcanzar una concentracién final de 100%. Se las infiltrd en resina Spurr
utilizando una concentracién creciente de resina. La polimerizacién se realizbé a 70 ° C en estufa
durante toda una noche. Las secciones ultrafinas de la muestra se realizaron en un
ultramicrétomo marca KB con cuchilla de diamante. 1.a observacion de las mismas se realizé en

un microscopio electrénico de transmisién marca JEOL 100CX ITa 80 KV.
ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS Y PROGRAMAS UTILIZADOS.

Los resultados fueron analizados estadisticamente empleando el programa
SYSTAT. Se efectuaron analisis de vatianza (ANAVA) y la comparaciéon de medias se
efectud con el Test de la menor diferencia significativa (LSD). Todas los ensayos descritos
anteriormente fueron realizados por lo menos por triplicado, salvo en aquellos casos donde

se indique lo contrario.
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CAriTULO 1

Ubicacion y relacion estructural entre las
proteinas de amaranto.



RESULTADOS ¥ DISCUSION
Como paso previo al estudio de la participacién de las distintas proteinas de amaranto,
especialmente las de almacenamiento, en el proceso de germinacién hemos realizado estudios
tendientes a profundizar el conocimiento de sus caracteristicas fisicoquimicas. Con ese propdsito
hemos llevado a cabo estudios inmunoquimicos de dichas proteinas y profundizado en la

caracterizacién de la fraccion albiminas y de las proteinas ubicadas en el interior de los cuerpos

proteicos y fuera de ellos.

ESTUDIOS INMUNOQUIMICOS.

Parte de esta caracterizacioén proteica se realizé mediante ensayos inmunoquimicos. Los
mismos se llevaron a cabo utilizando un anticuerpo policlonal de conejo anti-globulina-p
preparado en nuestro laboratorio por el Dr. Castellani (Castellani 2000) tal como se detallé en la
seccién de Materiales y Métodos.

El empleo de anticuerpos ha sido ampliamente utilizado como herramienta para
caracterizar la estructura y conformacién de diferentes superficies antigénicas (Plumb y col. 1994;
1995; Vasco-Méndez y col. 1995 y Marcone y col. 1998). Los anticuerpos policlonales son mas
sencillos de producit en comparacién a los monoclonales, constituyendo una poblacién
heterogénea de anticuerpos que reconoce un gran nimero de determinantes antigénicos (Harlow
y Lane 1998). Esta poblacién heterogénea puede reconocer epitopes comunes entre la proteina
antigeno y otras proteinas ensayadas. Cada uno de los epitopes reconocidos contiene
normalmente un nimero limitado de aminoacidos (entre 6 y 20), que se presentan en forma
continua o discontinua. Los epitopes antigénicos pueden ser de dos tipos: epitopes secuenciales,
los cuales se encuentran formados por una secuencia determinada de aminoacidos en el contexto
de la estructura primaria de la proteina y epitopes conformacionales, que dependen de la
conformacién que adopte esta secuencia en el espacio pudiendo reconocer diferentes
aminoacidos de secuencias discontinuas. En algunos casos, la presencia de determinantes
antigénicos puede depender de ambos tipos de epitopes (Hopp 1986; Hatlow y Lane 1988). El
reconocimiento entre antigeno-anticuerpo se produce siempre y cuando haya un grado adecuado
de exposicién y accesibilidad al sitio reconocido.

Los factotes que aumentan las posibilidades de que un sitio antigénico se presente

expuesto en la superficie son los mismos que afectan al plegamiento de las proteinas en general:

grado de hidrofilicidad, movilidad y potencial para formar estructuras con giros 3 o “loops”
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(Hopp 1986). En ensayos anteriores Castellani (2000), mostté la fuerte reactividad
inmunoquimica de dos especies proteicas de la globulina-p (unidades estructurales y agregados)
frente al antisuero utilizado. Al analizar la reactividad inmunoquimica pot western blot en
condiciones desnaturalizantes, de las distintas fracciones proteicas de amaranto, mostré que las
proteinas reactivas al antisuero fueron las pertenecientes a las globulinas (globulina, globulina-p y
glutelina). La mayor reactividad inmunoquimica la present6 el polipéptido de 56 kDa (p50),
presente en diferente proporcién en las tres fracciones, seguido de los polipéptidos acidos (30
kDa) y por dltimo de los basicos (20 kDa). La fraccion albiminas, con un perfil electroforético
diferente al resto de las fracciones mencionadas, no mostro reactividad frente al antisuero en las
condiciones ensayadas (Castellani 2000). Estos resultados estarfan indicando la existencia de
homologia de secuencia entre los polipéptidos de globulina, globulina-p y glutelina de amaranto.
En otra serie de ensayos inmunoquimicos realizados en idénticas condiciones, quedo
demostrado que la globulina-p de amaranto presentaba homologia con las proteinas de quinoa.
En cambio, no se pudo establecer homologia apreciable con el trigo, la soja y el girasol indicando
que por lo menos con respecto a estas proteinas de reserva, la divergencia evolutiva es mayor
(Castellani 2000).
Como una forma alternativa para caracterizar las proteinas, en este trabajo se estudio la
posible homologia inmunoquimica de supetficie entre las distintas proteinas de amaranto y

proteinas de reserva de otras especies.
Homologia con proteinas de reserva de otras especies.

Como se mencionara con anterioridad, la presencia de epitopes reactivos en la superficie
de una molécula se encuentra determinada por la naturaleza quimica de los aminoacidos que lo
componen al igual que su disposicién en el espacio Marcone y col. (1998), informaron acerca del
alto grado de conservacion de determinadas regiones inmunogénicas presentes en las superficies
moleculares de globulinas de Mono y Dicotiledéneas, basandose en la existencia de una relacién
ancestral comun entre ambas familias. Entre los ensayos realizados pot estos autores se incluy6 el
estudio de homologia de supetficie existente entre la globulina de amaranto con globulinas de
diferentes Mono y Dicotiledéneas. Sus resultados sugirieron que las globulinas de amaranto, a
pesar de pertenecer a la familia de las Dicotiledéneas, presentarian mayor grado de homologia

con las globulinas de Monocotiledoneas ( trigo, avena, maiz, cebada y centeno).
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En base a lo mnformado por Marcone y col.(1998), y a los resultados obtenidos
anteriormente por Castellani (2000) se decidié anahizar las posibles similitudes secuenciales y
conformacionales presentes en diferentes especies vegetales. Estos analisis, se llevaron a cabo
mediante ELISA, utiizando una Gnica dilucién de anticuerpo (ver seccion de Matenales y
Métodos) los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.

Se puede observar que las globulinas de

Tabla 4: Poscentaje de reacuvidad de

globulinas de Mono y Dicotiledéneas. quinoa, exhibieron una reactvidad frente al

Especies analizadas Porcentaje de antisuero  equivalente a la globulina-p de

(Fraccion globulina) reactividad amaranto, mientras que las globulinas de

Amaranto 100 girasol y de avena mostraron porcentajes de

homologia menores. De acuerdo a la

Trigo comuin 32406 ) ) )

evidencia presentada la globulina de amaranto

Trigo sarraceno 34+08 compartiria  algunos  epitopes  con  las

globuhnas de girasol y de avena, pero no con

Soja I las globulinas de soja, tngo, tngo sarraceno,
Quinoa 100 + 3 arroz y cebada

En contraposicion a lo informado por

Cenada 2*1 Marcone y col. (1998), los resultados

Girasol 20+ 4 obtenidos indicaron que las globulinas de

algunos cereales al 1gual que las de algunas

Arroz 3l Dicotiledoneas  presentarian  diferencias

Avena 16 + 4 estructurales importantes con respecto a las

globulinas de amaranto. Asimismo, se sugtere

Suero policlonal ant-gp medido por ELISA.
Dilucién de suero utilizada: 1: 100.000 (v/v).

que no todas las globulinas de las
Dicotiledéneas, a pesar de pertenecer a la
misma familia taxondmica, presentan superficies moleculares con homologia al ser enfrentadas a

un dado antisuero.
Estas diferencias se podrian ver reflejadas ademas en el comportamiento de estas

fracciones duraate la degradacion de las reservas de las semillas durante la germinacion.
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Grado de homologia superficial entre las fracciones de amaranto.

La homologia superficial entre las fracciones proteicas se analizé mediante western-blot
en condiciones nativas y ensayos de ELISA. Los petfiles resultantes se presentan en la Figura

10.

Fracciones proteicas Western blot

A G Gp A G Gp

Figura 10: PAGE- nativo y western blot de las fracciones proteicas.

A: Albuminas, G: globulina y Gp: globulina-p. Geles de acrilamida :
7%. Dilucién de suero anti-gp: 1: 3000 (v/v). Tincién: Coomasie
Brilliant Blue. Revelado de western blot con cloronaftol.

Estos estudios mostraron la presencia de reactividad inmunoquimica en las fracciones
albuminas, globulina y globulina-p. En condiciones nativas, la fraccién albiminas se mostro
reactiva, a diferencia de lo informado con anterioridad en condiciones desnaturalizantes. Este
hecho pone de manifiesto la existencia de cierto grado de homologia entre las proteinas de las
albminas y las globulinas (globulina y globulina-p). La fracciéon glutelinas al encontrarse ya
desnaturalizada no fue analizada por PAGE-nativo, por tal motivo su estudio se realizé a partir
del analisis de su supetficie molecular por ELISA resultados que se discutirin seguidamente.

Se compatd el comportamiento inmunoquimico de las superficies moleculares de cada
una de las fracciones proteicas (albuminas, globulina, globulina-p y glutelina) por medio de

ELISA directo utilizando distintos solventes.
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La naturaleza quimica de cada uno de ellos permite, en algunos casos, una mejor
solubilizacion de las fracciones (buffer B y buffer borato), mientras que en otros actian como
agentes desnaturalizantes (borato con SDS y urea 9M). Estos ultimos solventes, aumentan el
grado de exposicion de determinados epitopes ubicados en zonas mas hidrofébicas, como

consecuencia de ello se produce una modificacion la adhesion de cada fraccién a las microplacas
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Figura 11: Curvas de titulacién realizadas con el suero anti-gp utilizando a las distintas
fracciones proteicas como antigenos. [J: albuminas, O: globulina, M: globulina-p y :
glutelinas. Buffer B: antigenos disueltos en buffer B. Borato pH 10: antigenos
disueltos en buffer borato 0,1 M pH 10, Urea 9IM: antigenos disueltos en urea 9M y
Borato + SDS: antigenos disueltos en buffer borato 0,1 M pH 10 con 1% de SDS.

de acuerdo al tipo de solvente utilizado. Las curvas de titulacion y los valores de titulo obtenidos
para las fracciones proteicas en cada una de las condiciones ensayadas se muestran en la Figura
11y en la Tabla 5 respectivamente.

La fraccién globulina-p disuelta en buffer B muestra una reactividad inmunoquimica mas
elevada que el resto de las fracciones. Esto podria deberse ya sea a diferencias entre las

superficies moleculares de las proteinas o bien que, tanto la globulina como la glutelina, con una
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baja solubilidad en buffer B, se encuentren en un estado de mayor agregacion (Barba de la Rosa

y col. 1992, Abugoch y col. 2003).

Tabla 5: Titulos obtemdos para las diferentes fracciones protercas disueltas en distintos medios
{promedio = DS).

Fracciones Buffer B Borato pH 10 Borato-8DS Trea 9M
Albumina | 38+ 0,1x10¢d) | 9,3+ 0,1x10°(abyc) 31 2¢10° (aby) 3+ 2x10° (a)
Globulina | 33+01x10°(d) | 3.220,1x10° 1,4+ 0,1x10% (¢) 6 £3x10° (ab.0)
Globulina-p | 1,1 +05x10°(¢) 43+ 0,1x10° (g) 1,3 +0.2:10" (b, 1,2+ 0,210 (a.b0)
Glutelina | 32+03<10° (@) | 89+05<10° ab,c) | 7,1+02x10°@b.c) 5 2510° (ab)

La diferencia en las letras (a-f) en cada una de las fracciones de acuerdo a los diferentes traramientos
utilizados ponen de manifiesto las diferencias significativas con un p< 0,05.

Se podria pensar que en este tltmo caso no todos los epitopes reactivos se encuentran
expuestos al antisuero al momento de realizar el ensayo. A pesar de la baja solubilidad, en ambos
casos, la cantidad de proteina soluble fue suficiente como para poder sensibilizar las microplacas.
La fraccion albiminas mostro reactividad con valores de titulo que se ubicaron por debajo de los
valores alcanzados por la globulina-p. En buffer B, los valores de titulo obtenido para la fraccién
albuminas fueron similares a los de la globulina. Estos resultados no fueron coincidentes con los
obtenidos para el western blot bajo condiciones desnaturalizantes realizados con antenoridad en
el laboratorio Castellani (2000), ratificando lo obtenido por PAGE-nativo. La fraccion globuhina
al igual que las glutelinas, incrementan su solubiidad en buffer borato pH 10, con lo cual no
resultaria extrafo que los valores de titulo se vean aumentados (Tabla 5, Globulina buffer
borato). En estas condiciones, se encontraron valores de titulo similares entre las fracciones
globulina-p y globulina (Tabla 5, Globulina y Globulina-p buffer borato). Las albumunas y las
glutelinas, en este medio presentaron valores 10 veces menores a los encontrados para globulina
y globulina-p (Tabla 5, Albumina v Glutelina buffer borato). El titulo de la globulina en buffer
borato pH 10; fue 10 veces mas alto (Tabla 5, Globulina buffer borato ) que el obtenido en
buffer B (Tabla 5, Globulina buffer B) ; mientras que el titulo de las albiminas fue menor en
buffer borato (Tabla 5, Albiimina buffer borato) que en buffer B (Tabla 5, Albumina buffer B).

Como se dijera anteriormente, la presencia de una mayor cantidad de especies proteicas
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agregadas de la fraccién globulina, en buffer B, explicaria los valotes de titulo menores
encontrados en este medio.

Estos agregados podrian presentar menor numero de sitios reactivos cuando la globulina
se encuentra embebida en las placas. El comportamiento de las albiminas, podria estar asociado
a la pérdida de epitopes conformacionales. Para corroborar las afirmaciones antedichas, se
realizé el mismo ensayo en presencia de agentes que actian como desnaturalizantes. Los titulos
obtenidos para la globulina-p y la globulina disminuyeron mientras que el de las glutelinas no
mostrd diferencias en ninguna de las condiciones ensayadas. (Tabla 5, Globulina, Globulina-p y
Glutelinas, buffer borato con SDS y urea 9M). En cuanto a la reactividad de la fraccion
albaminas se vié disminuida en Jos medios desnaturalizantes.

En base a estos resultados se puede concluir que tanto la globulina-p como la globulina
presentan gran cantidad de determinantes antigénicos en su superficie molecular detectados por
el antisuero policlonal. Las diferencias mas significativas entre estas fracciones proteicas estarian
condicionadas a la estructura tridimensional de cada una de ellas. Mas aun, considerando
Unicamente el efecto del desplegado proteico causado por el SDS y la urea, la reactividad de
ambas globulinas dependeria mayoritariamente de su estructura , mientras que en el caso de las
glutelinas la reactividad estaria relacionada con su secuencia. El comportamiento de la fraccion
albiminas fue opuesto al observado para las glutelinas, y similar al de las globulinas por
consiguiente podtia ser explicado asumiendo la presencia de epitopes conformacionales en esta
fraccion.

Se realizaron diferentes ensayos de ELISA de competicién de manera de poder
determinar la fuerza relativa de union al anticuerpo que presentan las diferentes proteinas en
soluciéon. Las fracciones proteicas fueron disueltas en buffer B (Figura 12). Los resultados
presentados en la figura, mostraton que tanto la globulina-p como la globulina se comportan
como buenos competidores, mientras que Ja fraccién albiminas a pesar de competir con el resto
de las fracciones, no desplazé ficilmente al anticuerpo. La glutelina soluble fue incapaz de
competir con la globulina-p y con la globulina, y sélo compitié parcialmente con las albuminas.
Las glutelinas, ademas, pueden ser desplazadas por el resto de las fracciones. Este
comportamiento puede ser atribuido al hecho de que las glutelinas, que son muy poco solubles
en buffer B, pueden presentarse como agregados sin epitopes reactivos en solucién y/o al hecho

de que los anticuerpos presenten muy baja afinidad por los epitopes de las glutelinas. Dado que
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en buffer borato pH 10, las glutelinas son mas solubles se realizé un ensayo de competiciéon con

las proteinas disueltas en este medio.
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Figura 12: Curvas de titulacién de las fracciones proteicas obtenidas
mediante ELISA de competicién. Competidores_utilizados: O : Albiminas,
O: Globulina, B: Globulina-p y ®: Glutelinas,. Proteinas adsorbidas A :
albiminas, G: globulina, Gp: globulina-p y Gt : glutelina. Dilucién de suero
and-gp: 1: 100.000 (v/v).

En la Figura 13, se muestran los resultados de competicién de glutelinas y globulina-p

contra globulina-p adsorbida. Los mismos evidenciaron que la fraccidén glutelinas es un mal

competidor, aun en presencia de buffer borato.
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Figura 13 Curvas de titulacion obtenidas utilizando un suero anti-gp
mediante ELISA de competicién. Competidores utilizados: [
glutelinas y M globulina-p. Proteina adsorbida: Gp: globulina-p,

Dilucién de suero anti-gp: 1: 100.000 (v/v). La preparacion de
globulina-p fue disuelta en buffer borato pH 10.

Ensayos de hidrélisis enzimatica de la globulina-p.

La globulina-p junto con el resto de las globulinas, al ser proteinas de reserva conforman el
aporte primordial de aminoacidos durante la germinacion. El estudio de los productos generados
durante la hidrélisis parcial 7 vitro nos permititia tener una idea preliminar acerca de los cambios
que sufren sus polipéptidos dutrante la germinacién. Considerando la elevada reactividad que
presenta el polipéptido p56 frente al suero policlonal anti-gp y su susceptibilidad a la accion de
las proteasas (Castellani y col, 2000), se llevé a cabo la hidrélisis iz wfro de la globulina-p en
funcién del tiempo. Para este fin se utilizaron dos proteasas: papaina y tripsina. El empleo de una
proteasa perteneciente a la familia de las cistein proteasas como es la papaina, permite simular las
condiciones presentes durante la germinacién 7z vivo. Las hidrolisis se realizaron en condiciones
controladas (tempos cortos) en buffer B, condiciones en que la proteina presenta mayor
solubilidad. La formacién de posibles productos de hidrélisis reactivos frente al anticuerpo

fueron estudiados mediante western blot. (Figura 14)
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PAPAINA TRIPSINA

SDS-PAGE W. BLOT SDS-PAGE W. BLOT
C 12 3 € 1 2 3 s C 123 cC 1 2 3

Figura 14: SDS-PAGE + ME y western blot de la globulina-p hidrolizada
con papaina y con trpsina: Dilucién de suero anti-gp: 1:3000 (v/v)
Tripsina: S: proteinas estandar, C: globulina-p sin hidrolizar, 1: globulina-p
hidrolizada durante 5 minutos, 2: globulina-p hidrolizada durante 30
minutos, 3: globulina-p hidrolizada durante 120 minutos. Para los ensayos
con papaina se utilizé idéntica nomenclatura. PHP: productos de hidrdlisis
provenientes del tratamiento con papaina. Tincién: Coomasie Brilliant Blue.

Revelado de western blot con cloronaftol.

En ella se puede obsetvar que la globulina-p control (Figura 14 calle C), contiene al polipéptido
p56 y a los polipéptidos acidos y basicos, sefialados con flecha al costado izquierdo de los
petfiles. También estin presentes en el perfil del control utilizado en la hidrélisis con papaina,
agregados de alto peso molecular estabilizados por enlaces disulfuro (Martinez y col. 1997) que
no han sido totalmente reducidos por el 2-mercaptoetanol y cuya presencia se evidencia en el
western blot (Figura 14; western blot, tratamiento con papaina).

Los perfiles cotrespondientes a las incubaciones realizadas con papaina mostraron la
disminucién del polipéptido de 56 kDa, p56, y de 30 kDa, polipéptido acido (A) asi como la
aparicién de péptidos con una masa molecular entre los 30-56 kDa (Figura 14, marcado como
PHP). La reactividad inmunoquimica de estos productos de hidrolisis frente al anticuerpo, se
mantuvo a lo largo de todo el ensayo. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir
que probablemente una gran proporcién de los productos de hidrolisis reactivos provengan de la

disociacion de los agregados de alta masa molecular y la ruptura del p56. El perfil
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correspondiente a los productos formados, no presenté modificaciones significativas en el
transcurso del ensayo, como asi tampoco en la intensidad de reconocimiento enttre el antigeno y
el anticuerpo. A lo largo del ensayo realizado no se observé la apaticién de polipéptidos reactivos
de menos de 30 kDa.

El tratamiento enzimatico realizado con tripsina durante los primeros cinco minutos
mostrd la aparicién de cuatro bandas con un peso molecular entre 40 y 50 kDa como se puede
observar en los perfiles electroforéticos de la Figura 14. Estos productos de hidrélisis formados,
presentaron una reactividad muy débil frente al suero anti-gp y provendrian probablemente de la
degradacion del polipéptido de 56 kDa (p56; sefialado en la Figura). Al igual que para el caso de
la papaina la reactividad del p56 se mantuvo constante a lo largo de todo el ensayo. No se
evidencié la aparicién de agregados de alta masa molecular con reactividad inmunoquimica
probablemente debido a una reduccién completa de todos los enlaces disulfuro. La intensidad de
las bandas de los polipéptidos de 30 kDa, disminuy6 a medida que se incrementé el tiempo de
exposicion a la enzima, paralelamente a la aparicién de productos de hidrélisis de masa molecular
menor a los 30 kDa (Figura 14). Estos resultados no nos permitieron discernir si los productos
detectados provienen de la hidrélisis del p56 o de los polipéptidos acidos. Durante el transcurso
de la hidrdlisis, se produjo la desaparicion de la reactividad de los polipéptidos de 30 kDa. En el
SDS-PAGE, los polipéptidos de 20 kDa (B) mostraron un aumento en su concentracioén junto
con la aparicién de productos de muy bajo peso molecular. En el western blot, los polipéptidos B
de la fraccién control no presentaron reactividad inmunoquimica. Sin embargo, las fracciones
hidrolizadas mostraron una tenue reactividad inmunoquimica de estos polipéptidos. Estos
resultados podrian explicarse considerando que durante el tratamiento enzimatico se generan
especies reactivas provenientes de la hidrolisis de los polipéptidos de mayor masa molecular.

En ambos tratamientos enzimaticos, se hizo dificil de estimar si la banda de 30 kDa es un
polipéptido A sin hidrolizar o si se trata de un producto de hidrélisis del p56. Los perfiles
obtenidos en los tratamientos con tripsina indicaron que el polipéptido A es mas susceptible a la

accion enzimitica que el p56.

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA FRACCION ALBUMINAS.

Hemos visto que algunas proteinas de la fraccién albiminas presentan catacteristicas
superficiales similares a las globulinas de almacenamiento. Como se mencionara en la

Introduccién la fraccién albtiminas comprende, en su mayor parte, a proteinas con variada
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funcién enzimatica. Algunas de estas proteinas podtian desempefiar funciones tipo “house
keeping” en los distintos procesos metabdlicos. En el amaranto, donde las albiminas representan
un alto porcentaje de las proteinas totales la informacién existente es algo contradictoria.
Algunos investigadotes indican que esta fraccién estd constituida por una variedad de
componentes con diferentes caracteristicas estructurales (Segura-Nieto y col,, 1994); en tanto que
otros han identificado un componente mayoritario (Marcone y col, 1994 a). Teniendo en
consideracién lo expuesto y como paso previo al estudio de la participacién de las distintas
fracciones proteicas en el proceso de germinacion, se realizaron distintos analisis con el objeto de
obtener mayor informacién acerca la fraccién albiminas Los resultados obtenidos mediante
analisis electroforéticos se muestran en las Figura 15 Ay B.

Los pertfiles electroforéticos obtenidos en condiciones desnaturalizantes con y sin tratamiento
reductor presentados en la Figura 15A, mostraron gran similitud entre si. Como ya fuera
informado (Segura-Nieto y col. 1994; Marcone y col. 1994 a y Martinez y col. 1997) la fraccion
albuminas, a excepcién de los agregados, estarfa constituida en su mayor parte por proteinas
monomeéricas. La presencia de estos agregados podria deberse a dos razones, que sean agregados
propios de las albiminas (APA) o bien que se trate de una contaminacién de naturaleza
globulinica (PAPM). El petfil electroforético realizado en condiciones no reductoras, mostré la
presencia de agregados proteicos que estin ausentes en condiciones reductoras. Estos agregados
por lo tanto podtian estar estabilizados por puentes disulfuro, razén por la cual se los considera
integrantes de la fraccidén globulinas (PAPM). Por otro lado también se observaron polipéptidos
de alta masa molecular en condiciones reductoras los cuales no se corresponden con polipéptidos
de globulinas pot lo que se consideran pertenecientes a la fraccion albuminas (APA). Al igual que
Segura-Nieto y col. (1994), se observaron polipéptidos de variado peso molecular que fueron
identificados con un ntmero romano en mayuscula, algunos de los cuales se asignaron a
proteinas ya descriptas como las lectinas (IH, IV y V) y al grupo de proteinas de muy bajo peso
molecular entre ellas: las proteinas ricas en metionina y los inhibidores de proteasas. El perfil
electroforético de las albiiminas realizado en condiciones nativas, que se muestra en la Figura
15B, permiti6 la separacién de siete especies proteicas con diferente movilidad, identificadas
mediante letras maytsculas (A hasta H) siendo las especies proteicas A, C, D y F las mas

abundantes.
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Figura 15: A. SDS-PAGE sin y con tratamiento reductor. P: patréon
de peso molecular. PAPM: polipéptidos de alta masa molecular.
APA: agregados propios de la albdmina PM > 70 kDa; I. 67-70 kDa;
II. 52-54 kDa; III. lectina de 45 kDa*; IV. 37-38 kDa; V. lectina de
32 kDa*; VI lectina de 30 kDa*; VII. 27 kDa; VIIL Péptidos entre
20,1-26 kDa y IX. Polipéptidos < a 20 kDa. * Segura-Nieto y col.
(1994). B. PAGE-nativo, las diferentes especies proteicas fueron
identificadas mediante letras (A-H). Tincidén: Coomasie Brilliant Blue.

Para determinar la composicién polipeptidica de las proteinas separadas mediante PAGE-
nativo se llevd a cabo una electroforesis bidimensional. Los resultados obtenidos se presentan en
la Figura 16. En ella se puede observar que muchas de las proteinas que conforman la fraccién
albiminas presentan una gran variedad de polipéptidos. Para un mejor analisis los resultados
obtenidos se esquematizan en el cuadro contiguo a la figura. Se puede observar la presencia de
una mayor proporcion de polipéptidos de masa molecular menor a los 45 kDa, presentes en casi
la totalidad de las especies identificadas. Entre ellas se encuentra incluida una subunidad de 12
kDa como informara Marcone y col. (1994 a), pero la misma no seria ni la tnica ni la mas
abundante. Las bandas que contienen mayor variedad de polipéptidos son las A, B y C. La
proteina D estad formada casi exclusivamente por polipéptidos de masa molecular inferior a 20
kDa y la banda F, posee como componente mayoritario el polipéptido I (67-70 kDa). Las

especies 1dentificadas con las letras E y G se correspondetian con las lectinas.
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Figura 16: Electroforesis bidimensional de las fraccién
albiminas y cuadro de abundancia relativa de los polipéptidos
que componen dicha fraccién. 1* dimensién: PAGE-nativo
(geles en gradiente de acrilamida 7-14%); 2* dimensién: SDS-
PAGE (geles en gradiente de acrilamida 7-20%). Tincién :
Coommasie Brilliant Blue.

Considerando los resultados presentados en la seccién anterior, que mostraron que
proteinas de la fraccién albiminas tenfan supetficies reactivas al antisuero anti-globulina-p, se
intent6 identificar las especies con reactividad cruzada con globulina-p mediante western-blot de
las proteinas separadas mediante electroforesis en condiciones nativas. Los resultados obtenidos

se muestran en la Figura 17.
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PAGE- nativo Western blot
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Figura 17: PAGE- nativo y western blot de la fraccion
albiminas. Geles de acrilamida: 12%. Tincion:
Coomasie Brilliant Blue. Dilucién de suero anti-gp: 1:
3000 (v/v). Revelado por cloronaftol.

Estos perfiles presentan una distribucién de sus proteinas algo diferente a la mostrada en
la Figura 15 debido a la diferente concentracién de acrilamida utilizada. Los resultados obtenidos
por western blot muestran que las especies reactivas serfan aquellas que mostraron una menor
movilidad electroforética, éstas se corresponderian con las bandas A, B y C cuya composicion
polipeptidica se mostré anteriormente. Los estudios de caracterizacién de las albuminas se
continuaron mediante cromatografia de exclusiéon molecular., utilizando columnas de diferente
rango de separacion. Es necesario sefialar que los valores informados de peso molecular en
ambos métodos cromatogrificos son estimativos ya que estas proteinas interaccionan con los
rellenos comunmente utilizados para su separacién cromatografica, hecho coincidente con los
datos encontrados por Sathe y col. (2002b) en la separacién de albiminas de almendra (Prunus
duleis 1..). Los perfiles cromatogrificos obtenidos se presentan en las Figuras 18 y 19
respectivamente.

En el caso de la cromatografia realizada con la columna de mayor tamafio de poro
(Figura 18) la mayor parte de la proteina eluy6 a volimenes altos, cercanos al limite de exclusién
(pPBPM), con valores de masas moleculares menores a los 60 kDa. En menor proporcién
también se pudo comprobar la aparicién de una poblacién de especies de elevada masa molecular

(200-600 kDa, pAPM) entre las cuales se podrian encontrar proteinas contaminantes de
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naturaleza globulinica. L.a presencia mayoritaria de moléculas de baja masa molecular nos

condujo a la utilizacién de otra columna de menor tamafio de
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Figura 18: Cromatografia de exclusién molecular de la fraccién albuminas
(relleno de columna, Sephacryl S-300. Rango de exclusién: 1x 10%-1,5x109).
Los pesos moleculares indicados corresponden a los patrones de calibracion
(Materiales y Métodos). pAPM: proteinas de alta masa molecular, pBPM:
proteinas de baja masa molecular.

poto (Supetdex-75; rango: 3000-70.000 Da) para una mejor resolucion de este tipo de especies.
Se realizd ademas un SDS-PAGE de manera de poder analizar la composiciéon polipeptidica de
esta fraccién. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19, en la que se informan los
valores de peso molecular calculados (Materiales y Métodos).

El petfil cromatografico de la Figura 19, presentd una gran cantidad de picos (indicados
en la Figura 19, con niimeros tomanos en rojo) varios de ellos correspondientes a especies de
muy baja masa molecular (pMBPM). El anilisis por SDS-PAGE de las proteinas de mayor
tamafio incluidas en el volumen muerto (Pico i), indicé que las mismas estarian integradas por
polipéptidos de tamafio supetior a 20 kDa (Figura 19 B, calle 1). Las proteinas de los Picos iv y
v estarian integradas por polipéptidos de menos de 20 kDa (Figura 19, calles 4y 5).

Los analisis cromatograficos muestran que la fraccién albiminas estarfa formada en gran
proporcidn pot especies proteicas de baja y muy baja masa molecular (indicados en la Figura 19,
pBPM y pMBPM), estando presente en menor proporcién, proteinas de masa molecular entre
los 200-600 kDa (indicados en la Figura 19, pAPM). Estas especies podrian corresponderse con

contaminantes de naturaleza globulinica anteriormente mencionados.
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Comparando los resultados obtenidos mediante la electroforesis nanva y la cromatografia
de exclusion molecular se puede concluir que la técnica electroforética ha permitido una mejor

separacion de las albaminas de mayor complejidad polipeptidica. A
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Figura 19: Cromatografia de exclusion molecular de alblmmnas y electroforesis
povenientes de Ia cronmatografia. A. Cromatografia de exclusion molecular ( Superdex-
75), elucidn con buffer A. Los pesos moleculares indicados corresponden 2 los
patrones de cahbracion. pBPM: proteinas de baja masa molecular. pMBPM:
proteinas de muy baja masa molecular. B. SDS-PAGE de fracciones colectadas en la
cromatografia y precipitadas con trcloroacético. Calle 1: Pico i, Calle 2/3: Pico ii/1ii,
Calle 4: Pico iv, Calle 5: Pico: v y Calle 6: Pico vi. Geles de acnilanmda al 12%. Tmaon:

Coomasie Bnlliant Blue.

partir de estos resultados se proyecto la realizacion de una cromatografia de intercambio ionico

que se presenta en la Figura 20.
El andlisis del perfil cromatografico obtenido, permiti6 la identificacion de nueve picos

(indicados en la Figura 20 por letras mintsculas a, b, ¢, d y f-k) y dos hombros no resueltos (¢ y
e). El primer pico (sefialado con la letra a en la figura), corresponde a especies cargadas
positivamente que no fueron retenidas por la columna. El resto de las proteinas separadas, con

diferente carga no pudieron ser detectadas en los andlisis por SDS-PAGE dada la baja canudad

de proteina presente.
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Figura 20: Cromatografia de intercambio anidnico de la fraccion
albuminas. Columna utilizada: Hi-Trap (Q-Sephrose HP). Buffer
dietanolamina pH 9. Elucién con gradiente: NaCl 0-60% en
buffer dietanolamina.

Finalmente, se caracterizaron los polipéptidos de la fracciéon albiminas mediante
electroforesis  bidimensional:  i1soelectroenfoque-SDS-PAGE  en  condiciones  reductoras
presentadas en la Figura 21. Los resultados obtenidos ponen nuevamente de manifiesto la gran
diversidad de especies polipeptidicas presentes en esta fraccién con masas moleculares que
oscilan entre los 90-14 kDa. Este ensayo, nos permitié individualizar mas de 80 especies
polipeptidicas diferentes (seflaladas con nimeros consecutivos a igualdad de masa molecular en
la Figura 21).

Es importante sefialar que para la identificacién de las mismas se utilizaron en forma
conjunta los resultados obtenidos a partir de colorear los geles en forma sucesiva con dos
técnicas de diferente grado de sensibilidad. (Coomasie Brilliant Blue; gel a y tincién con plata;
geles b y ¢ de la figura). Con la finalidad de facilitar el analisis, y como se puede observar en la
figura se fueron identificando las manchas de acuerdo a diferentes intervalos de masas
moleculares. A partir de esta clasificacién se delimitaron tres grupos: O polipéptidos con masas
moleculares entre los 67 y 45 kDa identificados en el gel a, @ polipéptidos con valores de masa
molecular menor a los 45 kDa y mayor a los 20,1 kDa, sefialados en el gel b y @ polipéptidos
con masas moleculates menores o iguales a los 20 kDa, identificados en el gel c. En una primera

evaluacion de los resultados obtenidos, se pudo constatar que la mayor parte de los polipéptidos
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se ubicaron entre los pHs 5,0 y 8,0. Como se habia observado anteriormente, se corrobord la
presencia de un grupo de polipéptidos de elevado peso molecular (identificados en el. gel a como
APA y delimitados mediante una elipse en color negro) con masas moleculares por encima de los
67 kDa. Este grupo de polipéptidos se ubicé en una zona con caracteristicas levemente acidas.
Debido a los elevados valores de peso molecular de estos polipéptidos los mismos no fueron
incluidos en ninguno de los grupos mencionados anteriormente.

La identificacién de los polipéptidos que pertenecen al primer intervalo, mostré que la
mayor parte de ellos se encuentran en el rango de pH levemente acido a los cuales se les adjudico
la siguiente numeracién: 1a 5 (67 kDa), 8 a 14 (aproximadamente 56 kDa), 19 y 20 y del 24 al 26
(con masas moleculares aproximadas de 45 kDa). Sélo tres polipéptidos se ubicaron en una zona
de pH mas acida que el resto, los mismos son: el 1y el 2 con una masa molecular aproximada de
67 kDa y el péptido nimero 11 con una masa algo mayor a los 45 kDa. Aquellos que se ubicaron
en regiones de pH levemente alcalino fueron los péptidos: 6 y 7 (67 kDa), 15 a 18 y 21 a 23
(aproximadamente de 56 kDa) y el 27 (45 kDa).

El segundo grupo, indicado en el gel b, al cual pertenecen los polipéptidos con masas
moleculares entre los 45 y 20,1 kDa se ubicaron en el rango de pH 5,0 — 8,0. No se registraron
especies en zonas de mayor acidez. Los polipéptidos 28 a 33 (30 kDa), 41 2 43,49 y 50 (menor a
los 30 kDa) se ubicaron en la zona ligeramente acida, mientras que los identificados como 34 a
39 (30 kDa), 44 2 46, 47, 48 y 51 (con valores de masa molecular menor a los 30 kDa) se ubicaron
en la regién mas proxima a la neutralidad. El unico polipéptido que evidencié mayor caracter
alcalino fue el numero 40 (con una masa de alrededor de 30 kDa) .

Los resultados obtenidos para el dltimo grupo de polipéptidos con masas
moleculares de 20,1 kDa o menores, gel ¢, presentaron una mayor diversidad en especies
proteicas. En coincidencia con el resto de los grupos, el grueso de los mismos presentd valores
de pl cercanos a la neutralidad. Los polipéptidos con valores de pl levemente 4cidos fueron los
que recibieron la siguiente numeracién: 53 a 58, 67 a 71, 79 a 81, 83 a 86 y 88 a 91 (con masas
moleculares de aproximadamente 20 kDa). Aquellos con numeros: 59 a 63 (con masas
moleculares de aproximadamente 20 kDa ), 72 a 77, 82, 87 y 92 (masas menores a los 20 kDa) se
ubicaron en regiones préximas a la neutralidad. Por altimo, los polipéptidos con mayor caracter
alcalino fueron los identificados con los ntimeros: 52, 63 a 66 (de aproximadamente 20 kDa) y el

78 (menor 20 kDa).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los resultados expuestos con anterioridad se podria sugerit que aquellos
polipéptidos con valores de pl alcalinos fueron los que presentaron menores masas moleculares
(péptidos 52, 65, 66 y 78; serialados en la Figura 21 con linea punteada en blanco) mientras los
que tuvieron valores de pl mas acidos mostraron masas moleculares mas elevadas, alrededor de

los 67 kDa identificados con una linea llena en gris oscuro en la figura (péptdos 1, 2 y 11).

H3

P

pH 10

Zona de pH proximo a la neutralidad

Figura 21: Electroforesis bidimensional de albiminas en condiciones reductoras. 1° dimension:
IEF. 2° dimensién: SDS-PAGE. a: Gel tefiido con Coomasie Brilliant Blue; b: Gel tefiido con
coloracién de plata, c: imagen b modificada por cambios en brillo y contraste. A la izquierda se
muestra el perfil SDS-PAGE de albiminas y a la derecha el perfil de los patrones de masa

molecular con los correspondientes valores en kDa.
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Los polipéptidos que presentaron valores de pl mas acidos, podtian correspondetse con
la banda identificada con la letra F, que fuera separada por PAGE-nativo (Figura 15B) como un
unico componente polipeptidico de 67 kDa. Las subunidades descritas por Marcone y col. (1994
a), con una masa molecular de 12 kDa y con un valor de pl neutro serian los polipéptidos
identificados con los numeros 89 a 92 mostrados en la Figura 21, gel c.

Se realiz6 una comparacién entre los perfiles obtenidos en la electroforesis bidimensional
IEF/SDS-PAGE de la fraccién albiminas, con petfiles de la globulina que se presentarin en el
Capitulo 2 (Figura 33 A). Esta comparaciéon mostré que, los polipéptidos de albuminas que
coinciden con manchas en el perfil de las globulinas fueron escasos. Por su ubicacion en el perfil
no puede descartarse que algunas de las manchas en la zona de 30 kDa numeradas del 28 al 36 y
las de la zona de 20 kDa puedan corresponder a polipéptidos de globulinas. Por otro lado los
polipéptidos de masa molecular entre 67 y 45 kDa, presentes en albiminas y globulinas, estin
ubicados en la zona ligeramente acida en el caso de albuminas y ligeramente alcalina para
globulinas. Por lo tanto, estos polipéptidos de alta masa molecular, no provendrian de una

contaminacion de globulinas sino que serian propios de la fraccién albuminas.

ESTUDIO DE LAS PROTEINAS DE RESERVA PRESENTES EN LOS CUERPOS PROTEICOS.

Ubicacién de las proteinas de las distintas fracciones proteicas en la célula vegetal.

Como fuera detallado en la Introduccién, los cuerpos proteicos son el destino final de las
proteinas de reserva, luego de un complejo proceso de sintesis. Mediante analisis por SDS-PAGE
de las proteinas que se encontraban en el interior 6 fuera de los cuerpos proteicos Konishi y col
(1991) mostraron que las globulinas se ubican en el interior de los cuerpos proteicos mientras
que las albiminas tendrian una localizacion citoplasmatica. Con dicha finalidad, se estudiaron
tanto las proteinas del interior como aquellas que se encuentran por fuera de los cuerpos
proteicos.

La separacion de los cuerpos proteicos se realizé como se indica en la seccidén de
Materiales y Métodos. Debido a la similitud de tamafio entre los granulos de almidén y los

cuerpos proteicos de amaranto (Nakamura y col 1998), nuestras preparaciones de cuerpos
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proteicos se encontraban contaminadas con granulos de almidén tal como lo muestran las

microscopias opticas que se presentan en la Figura 22A.

Gomulo  de  alouadon
(birsefringente).

Cuerpo proteico
(teiido con Coomaste)

Cuerpo
proteico

Granulo de
almidon

Figura 22. Observaciones por microscopia de una preparacién de cuerpos proteicos
A: Microscopia optica {1000x), tnaén: Coomasie Bollant Blue (proteinas). B:
Microscopia electronica de transmusién (MET ). C. Microscopia electromica de
barndo (MEB) de granulos de almmddn presentes en la preparacion de cuerpos
proteicos

En la microscopia ptica los granulos refringentes serfan los de almidén, mientras que aquellos
con tinci6én positiva para Coomasie Brillant Blue corresponderia a cuerpos proteicos (Figura
22A). Las microscopias electronicas presentadas en la Figura 22B confirmaron la presencia de

granulos de almidén en nuestras preparaciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se utilizd como material de partida para el estudio de las proteinas que no se encuentran

contenidas en el interior de los cuetpos
proteicos, al sobrenadante (SNc, descrito
en Materiales y Métodos) de la
sedimentacion de los cuerpos proteicos.
El analisis realizado mediante
microscopia Optica presentado en la
Figura 23A de dicho sobrenadante,
mostré la presencia de una pequena
cantidad de particulas contaminantes
(cuerpos proteicos o granulos de
almidén). Este sobrenadante mostrd, a
su vez un alto grado de turbidez, por lo
que se decidi6 realizar una clarificacion
mediante ultracentrifigacién. El extracto
obtenido, presentd un aspecto mas
limpido que el anterior y se lo denominé
(SNs); el analisis realizado por
microscopia Optica se muestra en la
Figura 23B. Dicha microscopia mostro
la fuerte disminucién en namero de
granulos (almidén y cuerpos proteicos)
con respecto al presentado en la Figura
23A. la

preparacién de  cuerpos

1000x  Granulo de almidén/ Cuerpo proteico

1000x
Figura 23A: Microscopia 6ptica proveniente
de una preparaciéon de proteinas externas a
los cuerpos proteicos (SNc) B. Microscopia
Optica proveniente de una preparacién de
proteinas externas a los cuerpos proteicos
clarificados por ultracentrifugacion. (SNs)

proteicos fue putificada mediante un pasaje doble por un colchén de sacarosa (ver Materiales y

métodos CPc y CP,)

Se realizaron diferentes ensayos electroforéticos e inmunoquimicos de las proteinas

contenidas en las fracciones anteriormente descritas. En la Figura 24 se presentan los perfiles

SDS-PAGE y los western-blot de las proteinas pertenecientes a las fracciones antes descriptas.
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(a) SDS-PAGE+ME

A SNc SNp SNs CPc CP,
v

\d"\'k.{““/‘t‘~

56 kDa

!

30 kDa

e !

A SNc SNp SNs CPc CP,

T

(b)

Western blot

Figura 24: SDS-PAGE +ME y western blot de proteinas de amaranto. (a) A: fraccién
albuminas. SNc¢ y SNs: fraccién de proteinas externas al cuerpo proteico preparacion
ctuda y putificada por ultracentrifugacion respectivamente, SNp: sedimento
proveniente de la ultracentrifugacién de SNe¢. CPc y CPz preparacion de cuerpos
proteicos con diferente grado de purificaciéon. Dilucién de suero anti-gp: 1/500 (v/v).
Revelado western blot por quimioluminiscencia. (b) SDS-PAGE+ ME y el western
blot de fracciones proteicas A: albuminas, G: globulina, Gp: globulina-p, y Gt:
glutelinas (Castellani 2000). Dilucién de suero anti-gp: 1/5000 (v/v). Revelado de
western blot con cloronaftol. Tincidén: Coomasie Brilliant Blue.

Cabe sefialar que se agregaron a la figura perfiles electroforéticos de las fracciones
proteicas de amaranto a efectos de facilitar el anilisis comparativo entre ambas. Los perfiles
electroforéticos mostraron que la composicién polipeptidica de los sobrenadantes y de la
fraccién albiminas (calles: SNc y A) presentan una gran similitud. Asimismo, del analisis de los

perfiles electroforéticos de los cuerpos proteicos (calles CPc y CP,), resulta evidente que son
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similates a la combinacién de los perfiles de la fracciones globulinicas (globulina y globulina-p)

compartiendo los polipéptidos de 56, 30 y 20 kDa tal como se indica en la figura.

(2) (b)

A SIN¢ SNp SNsCPcCP,
; | T A SNc SNp SNs CPc CP,

Figura 28: (a) PAGE-nativo y (b) western blot de las siguientes fracciones: A: fraccién
albuminas SNc¢ y SNs: fraccion de proteinas externas al cuerpo proteico preparacion cruda
y purificada por ultracentrifugacion respectivamente, SNp: sedimento proveniente de la
ultracentrifugacion de SNec. CPe y CP, : preparacion de cuerpos proteicos con diferente
grado de purificacién. Geles de acrilamida: 12%. Tincién: Coomasie Brilliant Blue. Dilucion
de suero anti-gp: 1/500 (v/v). Revelado de western blot por quimioluminiscencia.

Los ensayos inmunoquimicos presentados en la Figura 25, mostraron que la preparacion
de proteinas contenidas en los cuerpos proteicos, poseen reactividad frente al antisuero
policlonal, resultando indistinto trabajar con el CPc o con el CP,. En cuanto a la reactividad que
presenta la fraccién de las proteinas externas a los cuerpos proteicos, se puede observar un
comportamiento diferente de acuerdo al grado de purificacién. El sobrenadante crudo (SNc) asi
como el sedimento resultante de su centrifugacién (SNp), presentaron reactividad frente a
antisuero por lo que podra pensatse en la presencia de contaminacién con globulinas
provenientes de cuerpos proteicos. En concordancia con esto, la fraccion denominada SNs
sobrenadante de la sedimentacién no mostré reactividad inmunoquimica al igual que la fraccién
albuminas. Estos resultados sugieren que el tratamiento por centrifugacién del sobrenadante ha
permitido eliminar los cuerpos proteicos contaminantes ya que sus proteinas son
inmunoquimicamente detectadas sélo en el sedimento. Los resultados de los analisis mediante

electroforesis nativa confirman la inferencia realizada previamente. En la Figura 25 se puede
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observar que el perfil cortespondiente al sobrenadante de la clarificacién de la fraccién
citoplasmatica, es similar al de las albiminas (Figura 25, calles SNs y A, respectivamente);
mientras que el perfil del sedimento (SNp) presenta similitud con el correspondiente a las
globulinas (Figura 28, calles G y Gp). En el western blot se puede obsetvar que los tres
sobrenadantes presentan reactividad, resultado esperable ya que, en condiciones nativas,
proteinas de la fraccion albiminas se han mostrado reactivas.

Con la finalidad de completar el analisis de sus caracteristicas fisicoquimicas, se
estudiaron las proteinas contenidas en el interior de los cuerpos proteicos extrayéndolas mediante
solubilizacion secuencial de forma similar a la utilizada en la preparacion de fracciones proteicas
de harina (ver en seccién Materiales y Métodos). El objetivo de estos ensayos radica en la
necesidad de conocer la posible relacion entre estas caracteristicas y su movilizacién durante la
germinacién temprana. Los petfiles electroforéticos de las fracciones proteicas se analizaron en
una primera instancia en condiciones desnaturalizantes con y sin tratamiento reductor y se
presentan en la Figura 26 A y B.

En cada una de las figuras mencionadas, se muestran los perfiles de las diferentes
fracciones proteicas para facilitar la comparacién. Al realizar las primeras extracciones
secuenciales con agua sobre la preparacién de los cuerpos proteicos las fracciones extraidas
(Figura 26 A y B, calle A,y A;) mostraron un perfil que result6 ser la combinacién de los perfiles
obtenidos para las globulinas (calles: G, Gp y Gt de la Figura 26 A y B). Una extracciéon
posterior, con buffer A sobre el residuo anterior (calle B Figura 26 A y B), permitié la
extraccion en forma aislada de una fraccion globulinica constituida por polipéptidos de muy bajo
peso molecular la cual serd denominada GBPM. Con el objeto de extraet globulina-p 6 restos de
ella, dado que esta proteina se extrae con agua luego de
tratar la harina con buffer salino, se realizd una tercera extraccién con agua sobre el residuo
proveniente del tratamiento con buffer A (calles A;). Los resultados no mostraron presencia de
componentes proteicos en ninguno de los ensayos realizados. Este hecho nos hizo suponer que
el contenido de proteinas solubles de los cuerpos proteicos se habria agotado. Finalmente, al
analizar el residuo o insoluble luego de todas las extracciones realizadas, calles R, el perfil
obtenido se asemejé al de las glutelinas. De acuerdo a nuestros resultados el tratamiento con agua
permite extraer una gran proporcién de las proteinas internas a los cuerpos proteicos globulina

118, globulina-p y globulina 78.
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(a) SDS-PAGE + ME

CPcSNcA, A, B R P

(b) SDS-PAGE

wel 94
w67

w45
o 30

CPc SNc A, A, B R P

s 20.1
- 14.4

RESULTADOS Y DISCUSION

Fracciones proteicas

A Gl Gp Gt P

Fracciones proteicas

A Gl Gp Gt P

Figura 26. SDS-PAGE de proteinas extraidas de los cuerpos proteicos y de
fracciones proteicas extraidas de harina (a) SDS-PAGE con tratamiento
teductor. (b) SDS-PAGE sin tratamiento reductor. CPe¢: Preparacién de
cuerpos proteicos; SNe: sobrenadante crudo de cuerpos proteicos; Ar: 1*

extraccién con agua; Az 2* extraccion con agua; B: Extraccién con buffer
salino; R: residuo o insoluble P: Patron de peso molecular. Geles de actilamida:
gradiente 7-20% Fracciones proteicas: A: Albuminas, G: Globulina, Gp:
Globulina-p y Gt: Glutelina. Tincién Coomasie Brilliant Blue.

En una instancia posterior de ensayos, y partiendo de una preparacién de cuerpos

proteicos se realizé una extracciéon en forma secuencial de sus proteinas con un buffer de alta

fuerza idnica (buffer A) y luego con uno de moderada fuerza (buffer B). Este mismo ensayo se

repitidé con una secuencia de extraccién inversa. Los perfiles electroforéticos obtenidos se
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RESULTADOS ¥ DISCUSION
presentan en la Figura 27. Ellos muestran que si en primera instancia se tratan los cuerpos
proteicos con un buffer de alta fuerza 16nica (Figura 27, calle: BA tratamiento 1) se extraen los
polipéptidos de bajo peso molecular junto con la globulina 11S. En una extraccién posterior con
buffer B (Figura 27, calle: BB Tratamiento 1) se extraen agregados de alta masa molecular
pertenecientes a la globulina-p, junto con la globulina 11S. Estos resultados nos indicarian que
para poder obtener una fraccidén enriquecida en los polipéptidos globulinicos de baja masa
molecular no seria necesario realizar una extraccion previa con agua. Una primera extraccién con
buffer B (Figura 27, calle: BB Tratamiento 2) sobre los cuerpos proteicos no es suficiente para
poder extraer a la GBPM del interior de los mismos, pero permite extraer a los agregados

pertenecientes a la globulinas-p.

SDS-PAGE

Tratamientol Tratamiento 2

(_H

kDa

94
67

45

30 |

20.1
14.4

P BABB BB BA

Figuta 27: SDS-PAGE de una extraccion
con buffer A (BA) y buffer B (BB)
de una preparacion de cuerpos proteicos.

Estos resultados nos permitieton concluir, en forma preliminar, que la GBPM es
insoluble en agua o en soluciones de baja fuerza idnica (como el buffer B). A partir de estos
ensayos se podria inferir que los polipéptidos GBPM poseen un comportamiento similar a la
globulina no asi a la globulina-p la cual es poco soluble en soluciones de alta fuerza ionica.

Para corroborar la identidad de las proteinas extraidas de los cuerpos proteicos con los

distintos solventes utilizados, se realizé un analisis mediante PAGE-nativo, los perfiles
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obtenidos, se muestran en la Figura 28. Se puede observar que las proteinas extraidas con agua
(Figura 28, calle: A,)) presentan un comportamiento similar a la globulina-p y/o al total de
proteinas contenidas en el interior de las vacuolas de teserva (Figura 28, calle: A,y Gp/G). La

baja proporcién de proteinas obtenidas en una segunda extraccién con agua,

(@) (b)

CPc SNc A, B A G Gp

Figura 28: PAGE-nativo de proteinas de semilla. (a) CPc:
Preparacién de cuerpos proteicos, SNc: sobrenadante de cuerpos
proteicos, Al: 1° extraccién con agua y B: extraccién con buffer
salino. Geles de acrilamida: 7%. (b) Fracciones proteicas: A:
albuminas, G: globulina y Gp: globulina-p. Geles de acrilamida al
6%. Tincién: Coomasie Brilliant blue.

nos impidi6 detectatlas mediante electroforesis. El perfil electroforético de la fraccién extraida
con buffer A (calle B) fue muy similar al encontrado para la globulina 11S (Figura 28, calles: B y
G). Cabe sealar que las diferencias encontradas entre los perfiles electroforéticos de las
preparaciones de cuerpos proteicos y las fracciones proteicas se deben a diferencias en la
concentraciéon de actrilamida de los geles.

Se realizaron cromatografias de exclusion molecular de las proteinas contenidas en los
cuerpos proteicos. Las fracciones analizadas fueron: A,, proteinas extraidas con agua, y GBPM,
fraccién extraida con buffer A. Los perfiles (Figura 29) pusieron de manifiesto que la fraccion
extraida con agua contiene agregados de alta masa molecular (mayor a los 1000 kDa) propios de
la globulina-p, unidades hexaméricas (270 kDa), caracteristicas de globulina-p y globulina y

moléculas de bajo tamafio (menotes de 56 kDa) que suelen acompafiar a las globulinas. El perfil
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de GBPM mostré que esta fraccién se encontratia conformada por una combinacion de
agregados de alta masa molecular, una gran proporcién de proteinas con una masa molecular
menor a los 56 kDa, y se encontraria empobrecida en moléculas hexaméricas tipicas de las
globulinas. Esta fraccién globulinica, GBPM, no habia sido aislada mediante la extraccién

secuencial de la harina, sin embargo

Extraccioén agua SDS-PAGE
0,2 > 1000 kDa e
9 P PROTEINAS
£ & R EXTERNAS
& 0,1 <56kDa o ke
Z GE
< 270 kDa —_— 45 T
30 [ W E
I
20.1
0,0 T T T T T T N
5 10 15 20 25 30 144 A
Volumen de elucién (ml) S
Extraccion Buffer A I
>1000 KDa SDS-PAGE PAGE N
0,8 l T
1 kDa ¥ E
g 06 94 Pt R
5 | & ; N
~N
G 0,4 A
E-] H
2 ) < 56 kDa 45 3 S SDS-PAGE
0,27 270 kDa 30 i )
0,07 L 201 §
T T T T T T e S
5 10 15 20 25 30 144

Volumen de elucién (ml)

Figura 29: Cromatografia de exclusién molecular. Relleno utilizado Superosa 6B Extraccién agua:
equivalente a Extracciéon (A)). Solvente de elucién: buffer de moderada fuerza i6nica pH 8.5.
Extraccién buffer A: equivalente a extracciéon (B). Solvente de elucién: buffer salino. Proteinas
externas: perfiles en condiciones nativas y desnaturalizantes de la fraccion SNc.

presenta caractetisticas moleculares similares a una fraccién globulinica (Globulina IT) aislada por
Chen y col. (1997) mediante dos métodos de extraccion diferentes sobre harinas desgrasadas. De
acuerdo a lo anterior la extraccién de proteinas mediante tratamiento secuencial con agua y
solucién salina da resultados diferentes segin se parta bien de harina desgrasada 6 semillas
molidas (sin desgrasar) 6 bien de cuerpos proteicos. Resulta curioso que las globulinas 7S y 118,
extraibles en solucién salina, hayan podido extraerse de los cuerpos proteicos por tratamiento

con agua. Asimismo la globulina-p, que sélo se extrae con agua a partir de la harina tratada
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previamente con solucién salina, no requiera esta extracciéon previa cuando se trata de los
cuerpos proteicos. Konishi y col. (1991) propusieron que la globulina-p estaria localizada en los
cuerpos proteicos razoén por la cual no era extraida con agua junto con las albiminas. Es de
suponer que durante un primer tratamiento de la harina con agua ya se estarian rompiendo los
cuerpos proteicos con lo que en esa extraccion tendria que estar presente la globulina-p junto con
las albiminas. La necesidad de la extraccién previa de las globulinas se podria explicar si
consideramos que la globulina-p esta localizada en los cuerpos proteicos en una regién mas
interna que las globulinas 7 y 11S. Nuestros resultados se pueden explicar teniendo en cuenta la
solubilidad de las especies proteicas extraidas de las vacuolas. La globulina-p es soluble en
solucidén salina de baja fuerza idnica (1), GBPM es soluble en soluciones salina de alta p,

mientras que las globulinas 7 y 118 son solubles en soluciones salinas tanto de alta como de baja

p. Si consideramos que el contenido de sales de la preparacién de cuerpos proteicos

sedimentados era suficiente para que el agua del tratamiento se transformara en una solucién
salina de baja W, en ella se solubilizarfan tanto la globulina 7S y la 11S como la globulina-p,

mientras que en un primer tratamiento con U=0,5 se solubilizarian la globulina 7S, la 11S y la
GBPM pero no la globulina-p. En los dos casos la globulina-p es extraida junto 6

postetiormente a la globulina 11S.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los estudios inmunoquimicos realizados se podria decir que las proteinas de
almacenamiento de amaranto (globulinas) presentarian diferencias estructurales importantes con
las de algunos cereales y Dicotiledéneas. Por otro lado las proteinas de amaranto presentaron
similar teactividad inmunoquimica con las globulinas de quinoa y menor proporcién con
proteinas de avena y girasol.

Las proteinas de teserva de amaranto, globulina, globulina-p y glutelinas, presentaron
similitad en epitopes de secuencia con lo cual se diferenciaron de la fraccién albiminas que no
present6 homologia alguna. En cuanto a los epitopes conformacionales el comportamiento de
globulina-p y globulina fue mas semejante alejandose de ellas las glutelinas. Este comportamiento
puede atribuirse a los cambios conformacionales sufridos por esta ultima fraccién por el
tratamiento a pH alcalino durante su extraccién.

Con el objeto de contar con informacién previa al estudio del procesamiento de las

proteinas durante la germinacién se analiz6 los cambios producidos por la globulina-p cuando
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fue sometida a tratamientos controlados con papaina y tripsina. Con ambas enzimas los
polipéptidos primeramente hidrolizados fueron el p56 y el polipéptido A de 30 kDa. Estos
resultados son coincidentes con los observados por Castellani y col. (2000) en estudios de la
accion de papaina sobre globulina-p. Los resultados de este trabajo mostraron que en los
primeros estadios de hidrolisis se forman productos con masas moleculares entre 30-56 kDa que
por su tamanio y reactividad inmunoquimica provendrian de la hidrélisis del p56.

La caracterizacién estructural de las albuminas demostré que esta fraccidn esta integrada
por un gran numero de proteinas de diferente naturaleza, hecho que apoya su ubicacién como
proteinas tipo house keeping. Estos resultados, coincidentes con los obtenidos por Segura-Nieto
y col. (1992) se contraponen a los informados por Marcone y col. (1994 a), siendo posible que las
diferencias encontradas se deban a diferencia metodologica. La mayoria de las proteinas de esta
fraccion son de peso molecular inferior a 66 kDa constituidas por polipéptidos de baja masa
molecular cuyos puntos isoeléctricos se encuentra mayoritariamente entre 50 y 8,0. Por el
comportamiento de sus polipéptidos no pudo descartarse que esta fraccién contenga
polipéptidos contaminantes provenientes de la fraccién globulinas. De todos modos los mismos
estatfan en muy baja proporcién ya que no presentaron treactividad inmunoquimica ante el
anticuerpo anti-Gp.

Su reactividad inmunoquimica en condiciones nativas, presente en especies de baja
movilidad electroforética sugeriria la posible homologia con proteinas de almacenamiento. A
pesar que esta fraccién se encuentra por fuera de los cuerpos proteicos, le cabria la posibilidad de
que algunos de sus componentes tengan entre sus funciones el ser reserva de aminoicidos
durante la germinacion.

Se caracterizaron las fracciones a utilizar para el estudio de las proteinas del citosol y del
interior de los cuerpos proteicos. Se obtuvieron dos fracciones de proteinas citoplasmaticas una
preparacién no purificada, SN¢, con una leve contaminacién con cuerpos proteicos, y otra con
una mayor purificacién, SNs, con la contaminacién muy reducida. El analisis de las proteinas
extraidas de estas dos preparaciones mostrd, al igual que lo informado por Konishi y col (1991)
que las proteinas del citosol se correspondian con las integrantes de la fraccién albiminas. Las
preparaciones de cuerpos proteicos, ya sea parcialmente purificada o no contenian una cantidad
importante de granulos de almidén los cuales no interfieren con los estudios que se realizan en
este trabajo. En coincidencia con Konishi y col. (1991) se encontré que las proteinas del interior

de los cuerpos proteicos se correspondian con las de almacenamiento globulinas 7 y 118,
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globulina-p y glutelinas. La extraccién secuencial de las proteinas de los cuerpos proteicos
realizada utilizando distintos solventes, nos permitié caracterizar una fraccién globulinica,
GBPM, sélo soluble en solventes de alta fuerza i6nica integrada por polipéptidos de baja masa
molecular. Por otra parte, los resultados obtenidos nos han permitido proponer que, en el
interior de los cuerpos proteicos, la globulina-p tendtia una localizacién mas interna que las
globulinas 7 y 11S. Esta hipétesis esta de acuerdo con las expetiencias de Konishi y col. (1991)
que muestran que en un tratamiento de la harina de amaranto con pronasa resultan degradadas

las albuminas y las globulinas pero no la globulina-p.

87



CAPITULO 2

Movilizacion de las proteinas durante la
germinacion.



MOVILIZACION DE LAS PROTEINAS DURANTE LA GERMINACION.

Etapas de la germinacion en semillas de amaranto.

Como paso previo al analisis de las proteinas de las semillas de amaranto durante la
germinacion, se analizaron los cambios en el aspecto general de las semillas a los distintos
tiempos de imbibicién en las condiciones descritas en la seccién de Materiales y Métodos.

Las caracteristicas particulares de las semillas observadas en cada uno de los tiempos de

imbibicion se presentan en la Figura 30.

Perisperma almidonoso

0 horas de imbibicion
Cotiledones

24 horas de imbibicion

Radicula en crecimiento

0.8 x

Figura 30: Fotografias digitales de semillas a diferentes tiempos de imbibicién observadas
bajo lupa a dos aumentos diferentes (0,8x y 2x).

Se puede observar que en las semillas sin germinar queda bien delimitada la zona del
petisperma almidonoso (region central) de lo que es la zona de los cotiledones (rodeando al
mismo) tal como se mostrd anteriormente en la Figura 1 en la Introducciéon. A las 6 horas de
imbibicién (6 h) las semillas aumentaron su tamafio con respecto al estadio anterior presentando
un grado mayor de hidratacién donde los limites entre las distintas regiones observadas en el

estadio anterior no son tan evidentes.
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A las 15 horas de imbibicién (15 h) se puede observar que la radicula ha emergido en

forma muy incipiente de la cobertura de la semilla (correspondiendo a la zona mas oscura en las
totografias con mayor aumento, sefialado con un flecha llena). En esta etapa es donde culmina el
periodo de germinacién propiamente dicho involucrando a las Fase I y Fase II descritas en la
Introduccién. Los estadios de la germinacién correspondientes a los tiempos de imbibicién mas
prolongados, que se describirin a continuacién (24 y 48 horas de imbibicién) corresponden a la
etapa de post-germinacidén, que involucra lo descrito como Fase III (movilizacién de
macromoléculas, entre ellas las proteinas de reserva). A las 24 horas de imbibicién (24 h), la
radicula rompe la cobertura externa de la semilla registrindose una leve disminucién en el
tamafio de las mismas. Finalmente a las 48 horas de imbibicién (48 h), la radicula ha emergido en
mayor grado que en el estadio anterior. Las semillas, ademas, muestran un menor tamafio y
exhiben una caracteristica que permite distinguitlas del resto de los estadios: la aparicién de un
pigmento de color rosado que se dispone en las capas mas externas de la cobertura de la semilla,
tal como puede observarse en la foto perteneciente a dicho estadio. De acuerdo a datos
bibliogrificos, en semillas germinadas de amaranto la sintesis de este pigmento es una funcién del
tiempo de imbibicién que a una temperatura de incubaciéon de 37°C alcanza su maximo a las 24
horas de imbibiciéon (Mora-Escobedo y col, 1991). En las fotos a los distintos tiempos de
imbibicidn, se puede observar que las semillas de los diferentes lotes no se comportan de manera
homogénea, evidenciandose semillas con diferente grado de germinacién o poder germinativo.
Esto se hace mas evidente en los tiempos mas prolongados de imbibicién. Por esta razén para la
realizacion de los estudios de este trabajo se seleccionaron las semillas mas representativas de
cada estadio. Teniendo en cuenta las consideraciones anteriormente mencionadas, la etapa de
germinacién de las semillas de amaranto incubadas en las condiciones descritas concluiria
aproximadamente entre las 12 y las 15 horas de imbibicién; momento en el que emerge la

radicula.

Dada la dificultad que presenté la separacion de los cotiledones del resto de la semilla, la
totalidad de los ensayos que se describirin fueron realizados a partir de harinas integrales,

provenientes de semillas enteras incubadas durante diferentes tiempos.
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CAMBIOS ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS.

Fracciones proteicas.

La movilizacién de las proteinas de reserva durante la germinacién temprana fue

estudiada, en una primera instancia, mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes. El
objetivo especifico de esta serie de estudios radico en la posibilidad de analizar el patrén de
degradacién polipeptidica de cada una de las fracciones proteicas, obtenidas por extraccién
secuencial durante las etapas de germinacién y post-germinacion.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 31 a. Los perfiles de las proteinas obtenidas a
tiempos de imbibicién inferiores a 15 h - 6, 8 y 12 h — no presentaron diferencias con respecto al
control sin embeber (sélo se muestra el de 6h en la figura). En la Figura se puede observar que a
las 15 horas de imbibicion existe una disminucién de polipéptidos de masa molecular mayor o
igual a los 40 kDa (marcados con flecha vacia al costado de la Figura) presentes en las fracciones:
albiminas, globulina y globulina-p (calle: 15 h en las respectivas fracciones). En globulina y
globulina-p se evidencia la disminucion del polipéptido de 56 kDa (p56 en la figura) desde las 15
h en adelante. Asimismo se encontr6 una disminucién en la intensidad de los polipéptidos en la
zona de los 30 kDa (indicada en la Figura), que es mas evidente en la globulina-p que en la
globulina. En la globulina se puede apreciar, ademads, que a partir de las 15 h tiene lugar una
disminucién en la intensidad de la banda correspondiente a un polipéptido con masa molecular
menor a los 67 kDa. El mismo se encuentra en baja proporcion en la fraccion control (Figura 31
a calle O h, fraccién globulina) pudiendo ser un componente polipeptidico de la globulina 7S. Si
bien la fraccién globulina-p no presenta componentes polipeptidicos de 67 kDa, la presencia de
este polipéptido podtia deberse a una contaminacién proveniente de la fraccion anterior. Esta
contaminacién no se presenté en todas las preparaciones de globulina-p. La degradaciéon
temprana, durante la etapa de germinacién, de la globulina 7S en amaranto, estaria en
coincidencia con lo informado para Vicia sativa por Schlereth y col. (2000).

En las globulinas (globulina y globulina-p) y en las albuminas, la disminucién de los
polipéptdos de mayor masa molecular fue acompariada de la apariciéon de nuevos polipéptidos

(indicados en la Figura con flechas llenas), que corresponderian a productos de hidrolisis.
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Figura 31: (a) SDS-PAGE con tratamiento reductor de las fracciones proteicas de
Amaranto obtenidas por extraccién secuencial de harinas provenientes de semillas con
distintos tiempos de imbibicion. Tiempos: Oh: control, 6h, 15h, 24h y 48h. Geles de
acrilamida 12%. P: proteinas patrones de peso molecular. kDa :valores de las masas
moleculares de las proteinas patrén. Tincién: Coomasie Brillant Blue. (b) Western blot
(revelado por quimioluminiscencia) de las fracciones proteicas corridas en idénticas
condiciones que a. Dilucién de suero anti-gp: 1/5000 en Figura b y 1/1000 v/v en

Figura c.
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En las albaminas y globulinas, estos cambios se hicieron mucho mis intensos a las 48
horas de imbibicién. Estos resultados se contraponen a los informados por Schlereth y col.
(2000), quienes analizaron el comportamiento de la fracciéon albiminas en cotiledones y en tejido
embrionario en Via sativa. Estos autores no encontraron cambios en los petfiles electroforéticos
de dicha fraccién hasta las 72 h de imbibicion

A diferencia de lo que ocurte con las fracciones mencionadas antetiormente, las glutelinas
no presentaron cambios significativos en sus perfiles electroforéticos hasta las 48 horas de
imbibicion siendo el polipéptido de 56 kDa, al igual que en el resto de las globulinas, el primero
en movilizarse (si bien en la figura aparece levemente disminuido, en otros ensayos realizados se
pudo corroborar la disminucién mas pronunciada del mismo a partir de las 24 h). La menor tasa
de degradacion polipeptidica observada en las glutelinas, estaria relacionada con su mayor grado
de agregaciéon en el interior de los cuerpos proteicos. En concordancia con lo que fuera
encontrado para el amaranto, Muntz y col. (2001) al igual que Schlereth y col. (2000) informaron
que para Viza sativa no se registran diferencias significativas en los perfiles electroforéticos de las
proteinas de reserva durante la etapa de germinacién, Fase I y Fase II. Coincidentemente, en el
caso del amaranto se observd la falta de cambio en todos los perfiles correspondientes a tiempos
inferiores a 15 h (estadio de germinacion).

Si se compara la secuencia de hidrélisis de los polipéptidos de globulina-p 7z ziro por
tratamiento con tripsina y papaina (Capitulo 1) con los resultados de la degradacién de esta
proteina durante la germinacién, se pueden observar patrones de hidrélisis similares. Sin
embatgo, en los analisis iz vifro se observaron productos de hidrélisis entre 30 y 45 kDa que no
se detectan en las proteinas germinadas. Con el objeto de explorar la presencia de productos de
hidrélisis del polipéptido p56 se decidié estudiar entonces, el comportamiento inmunoquimico
de cada una de estas fracciones a lo latgo de la germinacién y la post-germinacién. El analisis de
estos resultados nos permitiria determinar la presencia de productos de hidrolisis reactivos
durante la etapa de germinacién y también explorar si la reactividad de los epitopes de cada una
de las fracciones proteicas se ven modificados en el transcurso de la misma.

Los resultados obtenidos por medio de los ensayos inmunoquimicos en condiciones
desnaturalizantes se presentan en la Figura 31 b y c. En el caso de la fraccion albiminas bajo
condiciones desnaturalizantes, esta fraccién manifesté la presencia de polipéptidos reactivos.

Este resultado se opone al presentado en el Capitulo 1, en el que se
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mostréd ausencia de reactividad inmunoquimica frente al anticuerpo de la albimina en
condiciones desnaturalizantes. Esto nos condujo a pensar en la posibilidad de una contaminacién
de globulinas como consecuencia de la presencia de cuerpos proteicos rotos en esta prepatacion.
A partir de las 15 h se registrd la presencia de agregados reactivos alojados en el punto de
siembra (Figura 31 ¢, dilucion del anticuerpo 1:5000). Estas proteinas podrian corresponder a
globulinas de almacenamiento provenientes de la ruptura de cuerpos proteicos en el proceso de
germinacién. En el transcurso de la degradacién proteica, no se observaron polipéptidos
reactivos de mayor movilidad.

Los ensayos inmunoquimicos realizados sobre las fracciones globulina y globulina-p
ratificaron la reactividad del p56 en los estadios mas tempranos de hidrolisis, esta reactividad se
mantuvo hasta las 24 h en la globulina mientras que para la globulina-p la reactividad del p56 se
perdié a las 15 h (Figura 31 b, dilucién del anticuerpo 1:5000).

La fraccién glutelinas, presenté una tenue reactividad del p56 en comparacién con la
globulina y la globulina-p; esta reactividad fue disminuyendo a medida que se avanzé en el
tiempo de hidrélisis. Los agregados de alta masa molecular, caracteristicos de esta fraccion
presentaron reactividad frente al antisuero, la cual fue desapareciendo paulatinamente (Figura 31
b, dilucion del anticuerpo 1:5000).

Ante la posibilidad de la existencia de productos de hidrélisis con baja reactividad
inmunoquimica se decidi6 utilizar una mayor concentracion de anticuerpo y de antisuero
conjugado de manera de aumentar la sensibilidad del ensayo (Figura 31 c, dilucién del
anticuerpo 1:1000). La globulina y la globulina-p, presentaron reactividad inmunoquimica en
todos sus componentes polipeptidicos: p56, polipéptidos entre 56 y 30 kDa y polipéptidos de 30
kDa y con menor intensidad, polipéptidos de 20 kDa. Si bien en estas condiciones no se
pudieron detectar productos de hidrélisis reactivos de masas moleculares entre 40 y 50 kDa, no
se puede descartar la posibilidad de que estos productos estuvieran enmascarados. Los perfiles de
la fraccién globulinas muestran, a su vez, un incremento en la reactividad de la banda de 20 kDa,
esto podtia interpretarse como la apariciéon de productos de hidrélisis de dicha masa molecular.

La fraccién albiminas, en estas nuevas condiciones, presenté un petfil de polipéptidos
reactivos con masas coincidentes a las encontradas para las globulinas (Figura 31 c). Esto nos
confirma la contaminacién con globulinas mencionada anteriormente, de todos modos la
presencia de estos polipéptidos se da en muy bajas proporciones ya que se pusieron de

manifiesto al aumentar la sensibilidad del ensayo. Los resultados mostraron la presencia del p56 a
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las O y 6 h y una disminucién en su reactividad junto con un aumento en la reactividad de los
polipéptidos de 20 y 30 kDa a partir de las 15 h. Estos resultados nos permiten suponer que
dichos polipéptidos podrian corresponder a productos de degradacion del polipéptido p56.

En una setie posterior de ensayos se analizaron las fracciones albuminas y globulinas
(fracciones mayoritarias del grano) a diferentes tiempos de imbibicién mediante electroforesis
bidimensional (IEF—SDS-PAGE). Los tiempos de imbibiciéon seleccionados tuvieron como
finalidad el estudiar con mayor detalle, los cambios que habian sido descritos anteriormente en la
Figura 32 A. En ambas fracciones se habia constatado que la movilizacién temprana de los
polipéptidos se inicia a las 15 h y que a las 48 h de imbibicién se ponian de manifiesto
modificaciones mayores con respecto a la fraccion sin germinar.

Para facilitar la comparacién y el analisis, en la Figura 32 A se muestra nuevamente el

petfil bidimensional de albiminas provenientes de semillas sin germinar.

Figura 32A [Isoelectroenfoque de la fraccién albiminas con Oh realizada en
condiciones desnaturalizantes con tratamiento reductor. A los costados de la figura se
muestran los patrones de peso molecular (P) y el perfil electroforético de la fraccion
(Ac). Geles de acrilamida 12%. Tincién: Coomasie Brilliant Blue (en patrones y
fraccién proteica); tincién con plata (isoelectroenfoque).

Como fuera sefialado anteriormente la fraccién albiminas presenté una amplia variedad
de polipéptidos distribuidos en un rango amplio de pHs habiéndose podido separatr mas de 80
especies proteicas diferentes. Al comparar los perfiles obtenidos a las 15 h con los de la fraccion
sin germinar, se pudo constatar que cinco familias de polipéptidos (a, b, ¢, dy €) (sefialados en la

Figura 32 A con trazos discontinuos) habian desaparecido.
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Los polipéptidos identificados con la letra 4, de caracteristicas ligeramente icidas v con
una masa molecular por encima de los 67 kDa pertenecerian a la familia de agregados propios de
la fraccion albiminas (APA) que fueran descritos en el Capitulo 1. Los polipéptidos identificados
con las letras b, ¢, dy e todos ellos de caracteristicas neutras 6 ligeramente alcalinas, presentaron
diferencias en cuanto a sus masas moleculares siendo las mismas de alrededor de 45, 30 v 20 kDa

respectivamente.

AP T SO e S——— - - ——

A | Fiiha)

Figura 32B Isoelectroenfoque de la fraccidn albimunas 15h realizada en condiciones
desnaturabizantes con tratamuento reductor. A los costados de la figura se muestran los
patrones de peso molecular (P) y el perfil electroforético de la fraccion (A). Geles de
acrifamuda 12%:. Tinciones: Coomasie Brilliant Blue (en patrones y fraccidn protesca);
tinci6n con plata (isoelectroenfoque).

Los productos formados en esta fraccidn a las 15h se sefialaron con letras en rojo en la
Figura 32 B, los mismos se distribuyeron mayoritariamente en la zona de pHs aados con las
siguientes masas moleculares: a-¢ (45 kDa), d-f (30 kDDa), g (menor a 30 kDa} y h-j (mayor a 20
kDa). Los polipéptidos que presentaron mayor caracter acido fueron los identificados con las
letras a-c. No se evidencio Ia presendia de productos de hidrélisis con caracteristicas neutras y/o
alcalinas con masas moleculares por debajo de los 30 kDa. Estos resultados nos mdican que la
mayoria de los productos de hidrolisis en esta fraccion son de caracter acido. En cuanto al ongen
de los productos formados, aquellos con masas moleculares entre 45 y 30 kDa provendrian en su
mayor parte de la hidr6lisis de los pohpéptidos de APA. Los que presentaron masas moleculares
por debajo de los 30 kDa podrian provenir de la escision de los APA y/o de polipéptidos de 30
kDa.
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En el estadio de 48h, los polipéptidos hallados fueron muy pocos, como puede

observarse en la Figura 32 C.

Ay P (kDa)

Figura 32 C Isoelectroenfoque de la fraccién albviminas 48h realizada en condiciones
despaturalizantes con tratammento reductor. A los costados de la figura se nmestran
los patrones de peso molecular (P) v el perfil electroforético de la fracaidn (A
Geles de acnlammda 12%. Tinciones: Coomasie Brilhant Blue (en patrones ¥ fraccion
proteica); tncidn con plata {isoelectroenfoque).

Los productos formados en este estadio, tal como muestra la figura fueron los k, L, m y n.
Los dos primeros de caracteristicas acidas, mientras que los dos Gltimos se ubicaron en una zona
de pH neutro. La baja concentracion de proteina presente en este ensayo nos impici determinar
st los polipéptidos senalados en esta fraccion, serian los Unicos presentes en este estadio de
tmbibicidn.

En cuanto a la fraccion globubinas, se procedid de la misma manera que para las
albiminas. En Ia Figura 33 A se presenta la fraccién sin germinar de la globulina para poder
realizar inferencias sobre las fracciones hidrolizadas. El perfil obtenido mmuestra que dicha
fraccion se encuentra conformada por polipéptidos con caracteristicas neutras con masas
moleculares de 56 y 45 kDa (indicados en la figura como p56 y p45).

Como en todas las globulinas, también se encuentran presentes los polipéptidos acidos de
30 kDa (Figura 33 A; A) v los basicos de 20 kDa (Figura 33 A; B), estos resultados son

coincidentes con los informados anteniormente en el Capitulo 1.
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G. P (kDa)

Figura 33 A Isoelectroenfoque de la fraccién globulinas a 0 h realizada en
condiciones desnaturalizantes con tratamiento reductor. A los costados de la figura
se muestran los patrones de peso molecular (P) y el perfil electroforético de la
fraccion (G,). Geles de acrilamida 12%. Tinciones: Coomasie Brilliant Blue (en
patrones y fraccibén proteica); tincion con plata (isoelectroenfoque).

A las 15 h de imbibicidn las globulinas (Figura 33 B) mostraron una disminucién en los
polipéptidos con masas moleculares entre 56-45 kDa, en la zona de pH neutro (sefialada en la
figura como p56 y p45 con flechas huecas). La presencia de polipéptidos de 30 kDa, de
caracteristicas acidas no se vio modificada en este estadio de imbibicién. Asimismo, se registro la
aparicién de otros polipéptidos de idéntica masa molecular pero alojados en la zona de pH
neutro (sefialado como grupo 1 con linea discontinua). Estos polipéptidos probablemente
provengan de la escisiéon del p56 y/o podrian haberse formado a partir de la solubilizacién de
agregados insolubles cuyo ingreso al gel se habria visto impedido en estadios anteriores.

Los polipéptidos indicados en la figura como 2, 3 y 4 con masas moleculares entre 20,1 y
14,4 kDa podrian ser productos de hidrélisis formados a partir de los polipéptidos acidos de 30
kDa y/o de polipéptidos de 45 y 56 kDa.

Los polipéptidos de caracteristicas alcalinas y con una masa molecular de alrededor de 20
kDa, senalado en la figura con la letra (B), permanecieron constantes durante el tiempo de
hidrolisis ensayado.

Haciendo una comparacién entre la fraccién albiminas y las globulinas a 15 h, se puede
observar que varios de los productos de hidrdlisis formados se encuentran presentes en ambas

fracciones. Algunos de los polipéptidos dcidos de 30 kDa (A) de la fraccién globulinas y de los
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identificados como grupo 1 (Figura 33 B) podrian corresponderse con los polipéptidos de la
fraccién albiminas identificados con las letras d-g (Figura 32 B). Los productos de hidrolisis
con una masa molecular aproximada de 20 kDa, encontrados en la fraccidon globulinas de
caracteristicas neutras e identificados en la Figura 33B como 3 y 4 podran hallatse entte los
polipéptidos de idénticas caracteristicas en la fraccién albtiminas.

El dltimo tiempo de hidrélisis estudiado fue el de 48 h, cuyo perfil electroforético se
presenta en la Figura 33 C. Se registran nuevos productos de hidrélisis de caracteristicas acidas
(senalados con flechas llenas en la figura C y D) pero con masas moleculares entre los 30-20,1
kDa. Los productos de hidrélisis formados en el estadio anterior de alrededor de 20 kDa y de

caractetisticas acidas (grupos 2, 3 y 4; Figura 33 B) desaparecieron a las 48 h.

G P (kDa)

Figura 33B Isoelectroenfoque de la fraccién globulinas con 15 h realizada en
condiciones desnaturalizantes con tratamiento reductor. A los costados de la figura se
muestran los patrones de peso molecular (P) y el perfil electroforético de la fraccion
(G,9)- Geles de acrilamida 12%. Tinciones: Coomasie Brilliant Blue (en patrones y
fraccion proteica); tincién con plata (isoelectroenfoque).

A pesar de los cambios registrados en la naturaleza de los productos formados, los

polipéptidos basicos de 20 kDa permanecieron sin hidrolizar atin a las 48 horas de imbibicidn.
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G s P(kDa)

Figura 33 C Isoelectroenfoque de la fraccién globulinas con 48 h realizada en
condiciones desnaturalizantes con tratamiento reductor. A los costados de la

figura se muestran los patrones de peso molecular (P) y el perfil electroforético
de la fraccion (G,). Geles de acrilamida 12%. Tinciones: Coomasie Brilliant
Blue (patrones, fraccién proteica e isoelectroenfoque).

Con el objeto de conocer las posibles modificaciones conformacionales de las distintas
moléculas durante la movilizacién, se estudié el comportamiento de las fracciones proteicas a
diferentes tiempos de imbibicién mediante PAGE-nativo y cromatografia de exclusion
moleculat. En la Figura 34 A se muestran los resultados de PAGE-nativo.

Al igual que las electroforesis desnaturalizantes, los perfiles del PAGE-nativo de
albuminas, globulinas y globulina-p mostraron cambios a pattir de las 15 horas de imbibicién.

Los perfiles de las albuminas de las semillas sin germinar presentaron, tal como fuera
descrito en el Capitulo 1, una serie de bandas con diferente relacion carga/masa. A partir de las
15 h se registrt6 una disminucién en la intensidad de las especies de baja movilidad y un
incremento en la proporcién de las de alta movilidad. A partir de las 24 horas de imbibicién, sélo
se hizo evidente la presencia de especies proteicas de alta movilidad electroforética que
petrmanecieron hasta las 48 h.

La fraccién globulina de semillas sin tratar (Figura 34 A, calle Oh, fraccién globulinas)
presentd un petfil electroforético con una banda mayoritaria que se corresponderia con las
moléculas hexaméricas de movilidad electroforética intermedia (indicada como 118, en la figura)
(Martinez y col., 1997) como asi también algunas especies proteicas de baja movilidad. A partir

de las 15 h, esta banda fue mis movil que la del control lo que indicaria la presencia de moléculas
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RESULTADOS Y DISCUSION
de menor tamafio o mayor carga. Este cambio estaria relacionado con la degradacién de algunos
de sus polipéptidos como se observara en los analisis por SDS-PAGE. Asimismo, se presentaron
especies de mayor movilidad electroforética, las cuales a medida que progresé el proceso,
aumentaron su movilidad.

La fraccién globulina-p de semillas sin germinar presentd un perfil electroforético similar
al de la globulina, diferencidndose por la presencia de agregados que quedan retenidos en su
mayor proporciéon en el punto de siembra (sefialado como P en la figura). Al igual que la
globulina, la banda mas intensa se corresponde con las moléculas hexaméricas (Martinez y col.
1997).

Si bien los cambios en la movilidad electroforética de las especies proteicas mayoritarias
de la globulina y globulina-p fueron muy similares entre si, a partir de las 48 h se observaron
especies de mayor movilidad electroforética en la globulina-p (indicado con una flecha llena en la
Figura).

Se realizaron estudios inmunoquimicos de las diferentes fracciones proteicas en
condiciones nativas, los que se ptesentan en la Figura 34 B. Los resultados obtenidos indicaron
que las fracciones albuminas, globulina y globulina-p fueron reactivas frente al suero anti-Gp a lo
largo de todo el proceso de germinacién. A tiempos cortos de imbibicién, todas las fracciones
ensayadas presentaron reactividad en especies proteicas de baja movilidad electroforética como
se mostrara en el Capitulo 1.

En la fraccién albuiminas, a partir de las 15 h (inicio de la post-germinacion) las bandas de
mayot movilidad, posibles productos de hidrélisis, mostraron reactividad con el antigeno. Esto
nos hizo pensar en algunas alternativas posibles; una de ellas, seria que estas moléculas reactivas
con movilidad electroforética intermedia puedan cumplir funciones de reserva de aminoacidos a
lo largo de la germinacién/post-germinacién formando productos de hidrélisis también reactivos
pero de mayor movilidad. La segunda, se originé a partir de la idea que las albiminas se
encuentran conformadas por una gran cantidad de polipéptidos que se degradan a lo largo de la
germinacién/post-germinaciéon. Algunos de ellos no cumplirian funciones de reserva pero
podrian presentar superficies antigénicas reactivas al antisuero policlonal. Otra posibilidad seria

que las globulinas puedan estar contaminando a las albiminas.

100



RESULTADOS Y DISCUSION

(a) PAGE-nativo

Albuminas Globulina Globulina-p

.
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(b)  Western blot (tevelado con cloronaftol)
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Albuminas Globulina Globulina-p

Figura 34: (a) PAGE-nativo de las fracciones proteicas de Amaranto obtenidas en
diferentes estadios de germinacién (Oh, 15h, 24h y 48h de imbibicion). Tincion:
Coomasie Brilliant Blue. Geles de acrilamida: 7%. (b) Western blot (tevelado por
cloronaftol) a idénticos tiempos de imbibicién que en la Figura a Geles de acrilamida
7%. Dilucién de suero anti-gp: 1/500 (v/v) en Figura b.

En cuanto a las globulinas (globulina y globulina-p), ambas mantienen su reactividad
hasta las 24 h. A partir de las 48 h la globulina-p es la que presenta menor reactividad en sus
especies proteicas, mientras que la globulina mantiene su reactividad inmunoquimica. Los
resultados obtenidos nos permiticron infetit que las moléculas hexaméricas de globulina y
globulina-p mantienen su reactividad durante la germinacién a pesar de los cambios de
movilidad. Asimismo las especies de mayor movilidad presentes a partir de las 15 h, también se
muestran reactivas al anticuerpo. Esta informacién estaria indicando que, a pesar de la

degradaciéon parcial de estas moléculas, las mismas no han perdido sus epitopes
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conformacionales reactivos.

Continuando con los estudios de las moléculas no disociadas se anahzaron las
caracteristicas de tamafio y forma de las moléculas pertenecientes a las distintas fracciones
protewcas  durante la germmacion mediante cromatografia de exclusion molecular. Los
cromatogramas obtenidos para cada una de las fracciones proteicas a los diferentes tempos de
imbibicién se muestran en la Figura 35. Los ensayos con muestras obtenidas a tiempos
mtermedios entre 0 ¥ 15 h de todas las fracciones proteicas no se realizaron, ya que los perfiles

electroforéticos en condiciones nativas no presentaron diferencias con respecto al control.
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Figura 35: Cromatografia de exclusion molecular de las diferentes fracciones proteicas a diferentes
tiempos de imbibicién indicados en cada caso A. Albuminas (Superdex-75) B. Albumnas (Sephacryl S-
300) y C. Globulina (Superose 6B) v D. Globulina-p (Sephacryl $-300). En los msertos de globubna ¥
globulina-p se muestran los porcentajes de reactividad relativa medidos por ELISA de diferentes
moléculas eluidas a Ohi y 48h1. Globulina 11S: moléculas hexaméncas y P1y P2: moléculas difecentes de
elevados volimenes de elucion. Globulina-p: A: agregados de alta masa molecular, UE: umdades

estructurales y P: pohpépndos.



RESULTADOS Y DISCUSION

Al igual que lo mostrado en el Capitulo 1 los analisis de la fraccion albiminas se
realizaron utilizando dos tipos de relleno, con diferente rango de exclusion. Los petfiles
cromatograficos de esta fraccion (Figura 35 A) no presentaron grandes cambios a lo largo del
proceso de imbibicién hasta las 48 h. La modificaciéon mas importante fue la aparicion de
especies proteicas con volimenes de elucion elevados (Figura 35 A), sefialados como moléculas
de baja masa molecular).

Como ya se mostrara en el capitulo anterior, las moléculas de menor tamafio se analizaron
utilizando el relleno Superdex-75. Los cromatogramas (Figura 35 B) mostraron

la aparicién de nuevas especies, probablemente productos de hidrodlisis, recién a las 48 h
(sefialados con flechas llenas en la misma Figura) ya que a tiempos mas cortos de imbibicién no
se evidenciaron cambios significativos.

El cromatograma de la fraccién globulina sin germinar (Figura 35 C), present6 un pico
mayoritario formado por las moléculas hexaméricas con una masa molecular aproximada de 280
kDa y por especies con volumenes de exclusion mas elevados (sefialados como P, y P,). Los
perfiles cromatograficos de la globulina, mostraron una disminucién en la proporciéon de las
moléculas hexaméricas (11S) a las 48 h. Las especies con mayores volumenes de elucién (P, y P,),
mostraron un aumento con respecto a la fraccién control entre las 15 h y las 24 h. A las 48 h, el
petfil cromatogrifico present6 cambios significativos con respecto a los perfiles mostrados en los
estadios anteriores. Sobre esta misma fraccidén proteica se realizaron analisis inmunoquimicos
utilizando el antisuero policlonal de conejo. Se ensayaron muestras provenientes de los picos
denominados 118, P, y P, de las fracciones control y 48 h. Los resultados obtenidos en este
ensayo (mostrados en el inserto de la Figura 35 C) nos permitieron inferir que el pico
denominado 11S mantuvo su reactividad inmunoquimica a lo largo de todo el tiempo del ensayo
mientras que las moléculas P, y P, no presentaron en ninguna instancia reactividad frente al
antisuero. Los perfiles cromatogrificos de la fraccion globulina-p a diferentes estadios de
imbibicién se presentan en la Figura 35 D. El control sin germinar mostr6 una zona de elucién
de agregados (A) con una masa molecular mayor a los 600 kDa y un volumen de elucién préximo
a los 7 ml La siguiente zona del cromatograma corresponde a la elucién de las moléculas
hexaméricas 6 unidades estructurales (UE) con una masa molecular aproximada de 280 kDa y un
volumen de elucién alrededor de los 15 ml. La elucién de los polipéptidos (P) se encuentra en la
Gltima zona del cromatograma (luego de la elucién de las unidades estructurales) con una masa

molecular aproximada a 56 kDa. Los cambios que se producen en la globulina-p como
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RESULTADOS Y DISCUSION
consecuencia de la movilizacién comienzan a partir de las 15 h, donde puede obsetvarse un
aumento en la proporcién de moléculas eluidas a volimenes elevados con respecto a la fraccién
control. A las 24 h, se produjo un aumento de los agregados de baja masa molecular, junto con
un aumento de los agregados de alta masa molecular que eluyen en el volumen muetto. Este
aumento podria explicarse considerando que los agregados de alta masa molecular provienen de
la desagregacion y solubilizacion de agregados insolubles. El anilisis inmunoquimico tealizado
sobre los agregados y las moléculas unitarias UE (Figura 35 D) de la globulina-p revelaron
que las UE son las especies proteicas con la maxima reactividad de la fraccién sin germinar. A las
48 h, tanto las UE como los agregados perdieron su reactividad, lo que sugiere que, luego de este
tiempo, las moléculas de globulina-p han sufrido modificaciones que ocasionaron la pérdida de
sus epitopes reactivos. Estos resultados difieren con los obtenidos en los PAGE-nativo, las
diferencias encontradas podrian deberse a la menor cantidad de proteina eluida presente en las

cromatografias; lo que se veria reflejado en la ausencia de reactividad frente al anticuerpo.
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Proteinas internas y externas a los cuetpos proteicos.

Para estudiar los cambios morfolégicos que sufren los cuerpos proteicos a lo largo de la
germinacibn, se realizaron microscopias opticas de cortes de semillas a diferentes tiempos de
imbibicién. Los tiempos estudiados fueron los siguientes: un control sin germinat, otto al
culminar el periodo de germinaciéon (15 h) y el dltimo durante la post-germinacién (48 h). Las
fotos obtenidas se muestran en la Figura 36. La preparaciéon control (Figura 36; Oh; foto 1),
mostrd la disposicion de los cuerpos proteicos en la célula vegetal como vacuolas tefiidas
densamente en color violeta con una distribucién uniforme en las diferentes capas celulares. En
algunas vacuolas se hace evidente la presencia de una regién refringente que podtia ser el
globoide de fitina. En las preparaciones con mayores tiempos de imbibicidon (ya sea a 15 h o 48
h), se pudo observar el aumento en el tamafio de dichas vacuolas en algunas capas celulares
(Figura 36; 15 h fotos 2 y 3), propio del inicio de la etapa de degradacion, como fuera descrito
en la Introducciéon. Asimismo a las 48 h (Figura 36, 48 h; fotos: 4 y 5) se puso de manifiesto la
disminucion en la intensidad de la coloracién de las vacuolas de reserva en varias capas celulares
(indicado en la foto 5). En este estadio se hizo mucho mas significativo el volcado al citoplasma
del contenido de las vacuolas, hecho que se puso de manifiesto al comparatlo con el estadio
previo de 15 h.

Conociendo el comportamiento inmunoquimico de las fracciones proteicas con diferente
grado de imbibicién se analizé la reactividad inmunoquimica de las fracciones ubicadas en el
citoplasma (SNc¢) y en el interior de los cuerpos proteicos (CPc) a lo largo de la germinacion. El
ensayo se realizé en condiciones desnaturalizantes y los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 37. La movilizacion en los cuerpos proteicos se inicié a las 15 h, donde se pudo observar
la disminucién del p56 respecto al control (Figura 37, CPc calle 15 h). La mayor tasa de
movilizacién se registt6 a las 48 h siendo lo mas evidente en dicho perfil la disminucion del p56
(Figura 37, calle 48 h, CPc).

Los resultados obtenidos por western blot, mostraron una pérdida de reactividad
inmunoquimica del p56 en los cuerpos proteicos a las 48 h. Las proteinas externas a los cuerpos
proteicos comenzaron a degradarse a las 15 h, en este caso, al igual que para las albuminas, los

primeros polipéptidos en movilizarse fueron los de alta masa moleculat.
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1. 0 horas de imbibicién

Cuerpo proteico

Globoide
de fitina

15 horas de imbibicién (inicio de la post-germinacién) 3
- T — -

50 pm Cuerpo proteico 50 pm

de menor tamafio

48 horas de imbibiciéon ( post-germinacion)

50 pm Célula con mayor grado de
hidrélisis de sus cuerpos proteicos.

Figura 36: Microscopia éptica de semillas a diferentes tiempos de imbibicién. Oh: (sin
germinar) foto 1: escala 20um; Inicio de la post-germinacion (15 horas de imbibicion) fotos 2 y
3: escala 50 pm y Post-germinaci6n: (48 horas de imbibicion) fotos 4 y 5: escala 50 pm.
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SDS-PAGE + ME Western blot
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Figura 37: SDS-PAGE con tratamiento reductor y western blot de las fracciones proteicas
externas (SNc) e internas (CPc) a los cuerpos proteicos a lo largo de la germinacion.

Tiempos_de imbibicién: Oh: sin germinar, 6h, 15h, 24h y 48h. Dilucién de suero anti-gp:
1/1000 v/v. Los patrones de peso molecular (P) se ubican en el margen izquierdo de la
figura.

El western blot de la fraccibn SNc¢, no presentd reactividad a ningin tiempo de
imbibicién. La tenue reactividad en la fraccién SNc que puede observarse en los puntos de
siembra en algunos estadios de imbibicién podria deberse a una contaminaciéon de naturaleza
globulinica proveniente de la ruptura de algunos cuerpos proteicos durante la preparaciéon de
dichos extractos como consecuencia de una mayor fragilidad de los mismos durante la
germinacion. Es importante sefialar que la degradacién de las proteinas internas a los cuerpos
proteicos a partir de las 15 h, no es tan evidente como en las fracciones globulinicas (globulina,
globulina-p y glutelinas) extraidas de la harina. Esta diferencia podria deberse a la metodologia de
extraccion utilizada en cada caso. Los extractos de cuerpos proteicos utilizados en este ensayo
estin conformados por una mezcla de todos los componentes globulinicos (globulina, globulina-
p v glutelinas) por consiguiente teniendo en cuenta que la fraccion glutelinas es mas tardiamente
degrada su presencia enmascararia la degradacion de las otras fracciones.

Se realizaron electroforesis en condiciones nativas de las fracciones proteicas extraidas de los
cuerpos proteicos y de las proteinas externas a los mismos provenientes de semillas sometidas a

imbibicién durante distintos iempos. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 38.
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Como ya fuera descrito, las proteinas citoplasmaticas (SNc) presentaron perfiles
electroforéticos similares a los de la fraccion albtminas. Los resultados obtenidos mediante

PAGE-nativo mostraron que las proteinas externas tienen un comportamiento similar al de

PAGE nativo

P 8

- P
Oh 15h 24h 48h Oh 15h 24h 48h Oh 15h 24h 48h  Oh 15h 24h 48h
SNC A] B R

Figura 38: PAGE-nativo de sobrenadante y fracciones extraidas a partir de cuerpos proteicos a
diferentes tiempos de imbibicién. Oh. 0 horas de imbibicién, 15h. 15 horas de imbibicién, 24h.
24 horas de imbibicién y 48h. 48 horas de imbibicién. SNe: sobrenadante de cuerpos proteicos,
A, extraccidn con agua, B: extraccidon con buffer salino y R: insoluble de fracciones. Geles de
actilamida 10%. Tinciones: Coomasie Brilliant Blue (SNc¢ y A)) Tincién con plata (B y R).

las albuminas durante la germinacién. Es asi que se puede observar en la Figura 38 (fraccién
SNc) que a partir de las 15 h se produce un cambio en la movilidad de las proteinas cercanas al
punto de siembra que forman la banda I (sefialada con fecha llena en la figura). En paralelo se
registra un aumento y apaticién de especies proteicas de alta movilidad (III, sefialada con una
llave en la figura) a partir de las 24 h y una banda intensa de movilidad intermedia (II) a las 48 h.
Estas proteinas podtian corresponder a productos de hidrélisis o a moléculas sintetizadas de novo.
En la fraccidén extraida con agua de los cuerpos proteicos control (A, calle 0 h), se evidenci6 la
presencia de especies proteicas de baja movilidad electroforética asemejandose al perfil obtenido
para las globulinas en el PAGE-nativo. Esta fraccién a partir de las 15 h, mostré un aumento en
la movilidad de la banda mas importante, probablemente como consecuencia de la degradacion.
No se evidencié la apariciéon de productos de alta movilidad electroforética a lo largo de la
imbibicién. La fraccién extraida con buffer salino (B) no mostré modificaciones detectables, esto

podria debetse 2 la baja concentracién proteica de la muestra o a la falta de alteracién de las
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mismas durante el petiodo ensayado. Los perfiles electroforéticos pertenecientes al insoluble (R)
de las fracciones proteicas del control sin germinar no ptresentaron cambios hasta las 24 h. T.a
presencia de especies proteicas de movilidad intermedia a elevada nos sugitié que estas wiltimas
podrian provenir de la degradacién de globulinas comportandose como remanentes con
diferente grado de agregacion. Los resultados obtenidos sugieren que las fracciones que sufren
mayores cambios serfan las proteinas citoplasmaticas y la fraccién extraida con agua de los
cuerpos proteicos no ocurtiendo lo mismo para la fraccién que fuera extraida con buffer con

mayor fuerza i6nica.

DETECCION E IDENTIFICACION DE ENZIMAS PROTEOLITICAS INVOLUCRADAS EN LA

MOVILIZACION DE PROTEINAS DURANTE LA GERMINACION.

Como se mencionara en la introduccidn, las enzimas intervinientes en el proceso de
germinacion son sintetizadas y almacenadas en compartimentos vacuolares especificos, la mayor
patte como precursores inmaduros que requieren de un procesamiento posterior para volverse
activos. La germinacion, es quien induce la expresiéon y el procesamiento de estas proteasas en
sus formas activas para desempefiar diferentes funciones (Rojo y col. 2003). Tal como fuera
descrito, las proteasas cisteinicas junto con las legumainas son las responsables mayoritarias de la
degtradacion de las proteinas de reserva durante la germinacion. Posteriormente, durante la post.-
germinacién estas proteinas ya modificadas servirian de sustrato para proteasas sintetizadas de
novo (Schlereth y col. 2000; Muntz y col. 1998). Con el objeto de determinar la ubicacion de las
proteasas en las semillas de amaranto y el momento del proceso de germinacién en el que
aumentan su actividad, se realizaron anilisis de actividad proteasica en las fracciones interna y
externa a los cuerpos proteicos. Para ello se utilizé el mismo protocolo descrito en la seccion
anterior, de manera de asegurar que la actividad proteasica encontrada se correspondiera con la
actividad citoplasmatica (SNc) y la del interior de los cuerpos proteicos (CPc). Se realizaron
ensayos adicionales de determinacién de actividad enzimatica donde se utilizaron proteinas
citoplasmaticas clarificadas por ultracentrifugacion (SNs). La actividad proteolitica fue detectada
mediante zimogramas (ver Matetiales y Métodos). Es importante sefialar que las cantidades de
proteina sembradas de los sobrenadantes (SN¢ o SNs de acuerdo al extracto de partida utilizado)
y de los cuerpos proteicos (CPc) no fueron equivalentes, por esta razén los resultados de estos

analisis nos dan sélo una idea cualitativa de la presencia de proteasas en las fracciones estudiadas.
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y de los cuerpos proteicos (CPc) no fueron equivalentes, por esta razén los resultados de estos
analisis nos dan solo una idea cualitativa de la presencia de proteasas en las fracciones estudiadas.
En la Figura 39A se muestran los zimogramas realizados a pHs entre 3,3 y 6,0 de las

proteinas de CPc y de SNc provenientes de semillas sin germinat.

A. SDS-PAGE+ ME geles de acrilamida polimerizados con gelatina 0,2 %. B. SDS-PAGE +ME
pH33 pH3,6 pH3,9 pH4,0 pH45pH 5,0 pH5,5 pH 6,0 P (kDa)fl' =
. mr— 24 -

67
~» 60kDa
45 N
30 : w
=¥ 30kDa
20.1 ( g
144\ /
SNcCPc SNcCPc  SNcCPc SNcCPc SNcCPc¢ SNcCPc SNcCPc SNcCPc SNc¢ CPc

Figura 39: A. Zimogramas de proteinas externas a cuerpos proteicos (SNc) e internas (CPc) a
diferentes pHs. B. SDS-PAGE con tratamiento reductor de las mismas fracciones. Geles de
acrilamida: 12%.

En la Figura 39 B, se adjuntaron los perfiles obtenidos de las proteinas internas y
externas a los cuerpos proteicos en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Se puede
observar actividad proteolitica en ambas fracciones estudiadas, actividad ubicada en un
polipéptido de aproximadamente 30 kDa. La actividad proteasica de este polipéptido fue mucho
mas evidente en las proteinas del interior de los cuerpos proteicos (CPc) que las del exterior
(SNc) y se encuentra presente en todo el rango de pHs estudiados aunque se hace mas intensa a
los pHs 4,0 y 6,0. Los petfiles de las proteinas del compartimento exterior de los cuerpos
proteicos presentaron también, un polipéptido activo a pHs 5,0 y 6,0 con una masa molecular
supetior a los 60 kDa.

Posteriormente, se estudié el comportamiento de las proteasas correspondientes al
interior de los cuerpos proteicos y al citoplasma a lo largo de la germinacién. Las
determinaciones se llevaron a cabo mediante dos experiencias independientes a pH 4,0 y 5,5

(Figura 40) y a pH 5,5 y 8,0 (Figura 41) utilizando las mismas preparaciones proteicas.
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Zimogtama pH 4,0
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Figura 40: A. SDS-PAGE con tratamiento reductor de las fracciones proteicas del interior (CPc) y exterior
de cuerpos proteicos (SN¢) a diferentes tiempos de imbibicién. B. Zimograma a pH 4,0 de las fracciones
proteicas del interior y extetior de cuerpos proteicos a diferentes tiempos de imbibicién. C. Zimograma a
pH 5,5 de las fracciones proteicas del interior y exterior de cuerpos proteicos a diferentes tiempos de
imbibicién. En la parte superior de los geles se indican los tiempos de imbibicién.
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Figura 41: A. SDS-PAGE+ME. Proteinas externas (SNc) e intetnas (CPc) a los cuerpos proteicos a diferentes
tiempos de imbibicién Oh (control), 6h, 15h, 24h y 48h. Zimogramas de las mismas fracciones a los mismos
tiempos de imbibicién. B.apH 5,5y C. a pH 8,0.
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Si comparamos los resultados de estas experiencias con los de las fracciones sin germinar
(Figura 39) se puede observar que los mismos no son coincidentes en cuanto a que en las
Figuras 40 y 41, no se observa la presencia de proteasas en semillas sin germinar. Es probable
que esta diferencia se deba a la existencia de variables experimentales que se desconocen y, por lo
tanto, no se han podido controlar. Teniendo en cuenta estas diferencias se pueden sacar algunas
conclusiones. En la Figura 40 se puede observar que a las 15 h se hace evidente la presencia de
actividad proteasica a pH 4,0 solo en la fraccién citoplasmatica. La ausencia de actividad en los
cuerpos proteicos a este tiempo (Figura 40 C, CPc calle: 15h) pudo deberse a la baja cantidad de
proteinas que contenia esta fraccién. Por esta razén, no hubo evidencia suficiente que nos
permitiera descartar la presencia de proteasas en el interior de los cuerpos proteicos. La actividad
proteolitica fue mas acentuada a partir de las 24 h, coincidente con la etapa de post- germinacion.
A pH 4,0 tanto el SNc como los CPc presentaron un péptido activo con una masa molecular
aproximada de 30 kDa y otros péptidos activos con baja movilidad electroforética. A pH 5,5 los
resultados obtenidos fueron similares a los de pH 4,0 a excepcidén de la presencia de bandas
adicionales con movilidad electroforética intermedia en la fraccién citoplasmatica (Figura 40 C,
SNc calle: 24 h). En la experiencia mostrada en la Figura 41 la actividad enzimatica detectada
fue inferior a las expetiencias anteriores, probablemente debido a la variabilidad mencionada o a
la cantidad de proteina presente. De todas formas, cuando se compara la actividad proteasica a
pHs 5,5 y 8,0 (Figura 41) se puede observar que la banda de 30 kDa se hace mas evidente a pH
5,5 que a pH 8;0. Se pudo observar también que la proteasa de 30 kDa, presente en el interior de
los cuerpos proteicos se muestra activa a 15 y 24 h mientras que en las condiciones estudiadas no
se pudo detectar actividad de proteasas de mayor tamafio. Estos resultados sugieren que a los
tiempos de imbibicién estudiados las proteasas de menor movilidad son menos activas que las de
30 kDa.

Se realizaron zimogramas de las proteinas citoplasmaticas purificadas por
ultracentrifugacion a diferentes tiempos de imbibicion utilizando las mismas condiciones de pH
(5,5 y 8,0) descritas para los ensayos anteriores. La finalidad de estos ensayos radic en la
necesidad de asegurarse que las proteasas detectadas en la fraccién citoplasmatica no provenian
de la contaminacién por cuerpos proteicos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura

42.
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B pH3,0

Ohs 15hs 24hs 48hs

. oy v « Ohs 15hs 24hs 48hs
g
SNs SNs

Figura 42: Zimogramas realizados a diferentes tiempos de germinacion de las
proteinas citoplasmaticas con mayor grado de purificacion (SNs) A. pH 5,5y B.
pH 8.,0.

La actividad proteasica de esta fraccion se detecto a partir de las 15h a ambos pHs. A pH
5,5; tanto a las 15h como a las 24h aparecen dos polipéptidos activos (indicados en la figura con
flechas llenas blancas), el de menor movilidad electroforética presenta una mayor actividad el de
mayor movilidad corresponderia al de 30 kDa por comparacién con otros geles. A las 48 h, la
intensidad en la actividad enzimatica se ve aumentada, produciéndose ademas la aparicién de un
tercer polipéptido de actividad equivalente pero con menor movilidad electroforética. A
diferencia del zimograma realizado a pH 5,5 a todos los tiempos de hidrélisis analizados a pH
alcalino, la intensidad enzimitica se vio disminuida. En estas condiciones no se evidencia la
actividad proteasica de mayor movilidad a las 15 y 24h. A las 48h estan presentes las tres bandas
de actividad detectadas a pH 5,5 y una cuarta de movilidad intermedia (indicada con una flecha
hueca). Estos resultados sugieren que en la fraccién de proteinas externas purificadas la
presencia, en muy baja proporcion, de la proteasa de 30 kDa podria provenir de vestigios de
contaminantes de cuerpos proteicos. Su presencia a tiempos mas largos de imbibicién se podria
explicar como proveniente de una mayor ruptura de cuerpos proteicos (Figura 36) o bien a su

sintesis de novo.

Se analizaron las proteasas presentes en las fracciones provenientes del tratamiento de los

cuerpos proteicos con distintos solventes. Esta experiencia se llevé a cabo, con la finalidad de

113



RESULTADOS Y DISCUSION
obtener informacién que nos permita hacer inferencias sobre la ubicacién de las proteasas en el

interior de los cuerpos proteicos.

\h 15h$4h48}3 Qh 15h34h48}}
Agua Buffer A

Oh 15h24h48h SN g,
%(_/

Residuo

Figura 43 Zimograma realizado a pH 5.5 de las fracciones proteicas
extraidas en forma secuencial a partit de una preparaciéon de cuerpos
proteicos. (Agua, Buffer A: extraccién con buffer salino NaCl 0,4 M pH 7.5,
Residuo: fraccién insoluble y. SN, proteinas externas a los cuerpos
proteicos con 48 horas de imbibicién.

Los resultados obtenidos (Figura 43) muestran la presencia de la proteasa de 30 kDa a
pattir de las 24 h, tanto en la fraccién extraida con agua como en el residuo (Figura 43; Agua y
Residuo). No podtia asegurarse la ausencia de actividad protedsica en la fraccidén extraida con
buffer A, dado que la baja cantidad de proteina sembrada podtia ser la causante de su falta de
deteccién. Asimismo, la disminucién de actividad a las 48 h podria atribuirse a la razon
mencionada anteriormente. Este ensayo, nos sugiere que dicha proteasa tendria diferentes
localizaciones en el interior del cuerpo proteico, tanto acompafiando a las proteinas solubles a

baja fuerza iénica como a aquellas que presentan mayor agregacion.
CONCLUSIONES

Los resultados presentados hasta aqui han mostrado que los cambios sufridos por las

distintas proteinas de amaranto se producen durante las etapas tempranas de su movilizacion. De
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acuerdo a lo observado las proteinas comienzan a degradarse alrededor de las 15 h,
correspondiendo al inicio de la etapa de post-germinacion, que involucra a lo descrito como Fase
IIT en la Introduccién. Se podria inferir por lo tanto que el aporte de aminoacidos para el
crecimiento de la plantula durante la post-germinacién, provendria de las albiminas, globulinas y
globulina-p en primera instancia, mientras que las glutelinas serian degradadas mas tardiamente.
Es de destacar la importante proporciéon de proteinas que son degradadas en la fraccion
albuminas, lo que nos llevé a pensar que la albumina serviria de reservorio inicial de aminoacidos,
siendo sus especies de menor movilidad electroforética las que mas rapidamente se movilizan. En
principio, las proteinas pertenecientes a esta fraccién comprenderian aquellas con funciones
diferentes a la de almacenamiento y no se esperaria una temprana degradacion tan significativa.
Asi por ejemplo, durante la germinacion de Vi sativa, Schlereth y col (2000), informaron que la
fraccién albuminas sufre modificaciones solamente en algunos polipéptidos pertenecientes a la
familia de las lectinas, sin presentar una movilizacién tan importante como en el amaranto. Se ha
propuesto que las lectinas podrian presentar una funcién parcial de reserva sobre todo por su
abundancia en semillas. Sin embargo, debe hacerse mencién que algunas lectinas se encuentran
involucradas en los mecanismos de defensa de las plantas contra plagas (Peumans y col 1999).
Las albiminas de amaranto degradadas durante la germinacién no se correspondieron con las
lectinas descritas hasta el momento (Segura-Nieto y col 1994) pero no puede descartarse que
alguna de estas proteinas no sean especies que, por alguna razén, hayan adquirido la funcién de
almacenamiento. Correlacionado con esta propuesta, se encuentran los resultados
inmunoquimicos presentados en el Capitulo 1, que han mostrado a ciertas especies proteicas -de
menor movilidad electroforética- pertenecientes a la fraccién albiminas, exhibiendo epitopes
conformacionales reactivos al suero anti-Gp.

Si bien la globulina y la globulina-p presentaron perfiles de movilizacién similares,
especialmente en las electroforesis desnaturalizantes, los resultados de la cromatografia de
exclusién molecular y las electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, mostraron que la
globulina-p presenta cambios conformacionales mayores que las globulinas a las 24 y 48 h. Este
comportamiento resulta curioso ya que, de acuerdo a resultados de nuestro laboratorio (A.
Quiroga, comunicacién personal), la globulina-p es una fraccién de moléculas de globulina 11S
que presenta un mayor grado de agregacién. Se podria esperar que estas moléculas agregadas
presenten mayor estabilidad conformacional frente al ataque hidrolitico durante la germinacion.

Por otro lado, una diferencia destacable entre globulina 11S y globulina-p, es que esta ultima
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presenta una mayor proporcién del polipéptido de 56 kDa (p56) (Martinez y col., 1997; Castellani
y col 2000) siendo este uno de los polipéptidos mas tempranamente degradados durante la
germinacion. Hsta diferencia explicaria por qué las moléculas de globulina-p, suftirian cambios
conformacionales ante la hidrolisis del p56, mientras que las moléculas de globulina 11S, mas
ricas en los polipéptidos A-SS5-B se mantendrian estructuradas a pesar de que el polipéptido A de
30 kDa haya sido parcialmente degradado.

Como discutiéramos anteriormente el p56 seria transformado en péptidos de alrededor
de 30 y 20 kDa como resultado de su hidrolisis. Esta inferencia esta en concordancia con lo
expuesto por Mintz y col (2002), quienes postularon que, tanto en el desarrollo como en la
germinacién, la semilla toma ventaja de la doble funcién de las legumainas. Estas enzimas,
proteasas de procesamiento vacuolar VPE en desarrollo y VsPB, durante la germinacion,
presentarian especificidad de corte similar. De acuerdo a los resultados obtenidos durante el
proceso de germinacién se estaria confirmando que el p56, se comporta como un polipéptido no
procesado que contendria en su secuencia el sitio de corte para esta proteasa. Estas caracteristicas
y su ubicacién en la arquitectura molecular, lo harfan susceptible a la acciéon de las proteasas
(legumainas y otras proteasas) quienes actuan durante los primeros estadios de la movilizacién de
las proteinas de reserva. Posteriormente, durante la etapa de post-germinacioén esta proteina
modificada seria el sustrato adecuado para el accionar de las demas proteasas.

La degradacion mis tardia de la fraccién glutelinas, estatia relacionada con su alto grado
de agregacion. A pesar de que estas proteinas poseen una muy alta proporciéon del polipéptido
p56, lo que las harfa mas vulnerables a la hidrélisis, es probable que dicho polipéptido se
encuentre menos accesible a la acciéon de las proteasas.

La degradacion de las proteinas de almacenamiento se llevaria a cabo mayoritariamente
por una proteasa de alrededor de 30 kDa localizada mayoritariamente en el interior de los
cuetpos proteicos (Schlereth y col., 2000). Dicha proteasa estaria distribuida en diferentes zonas
del cuerpo proteico de forma tal que tendria acceso tanto a las globulina 7 y 11S, con menor
grado de agregacion, como a la globulina-p y glutelinas que se encuentran agregadas en mayor
proporcién. En la degradacién de las proteinas de reserva estarian también involucradas
proteasas de mayor masa molecular.

Las proteasas detectadas en el espacio citoplasmatico estarian involucradas en la
degradacién de las proteinas de este compartimento. Estas proteasas cuyos pesos moleculares

fueron supetiores a 67 kDa presentaron actividad tanto a pH 5,0 como 8,0 lo cual nos permite
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suponer que serian activas en el compartimento citoplasmatico. Dado que estas proteasas
también fueron detectadas en los cuerpos proteicos ellas estarian involucradas en la degradacion
de proteinas presentes en ambos compartimentos. La presencia a tiempos mas largos de
imbibicién de una proteasa de movilidad intermedia propia del citoplasma nos sugiere que la
misma podria desempeniar una funcién especifica en el proceso de germinaciéon. Schlereth y col
(2000) encontraron que habria una familia de proteasas con una masa molecular mayor a los 70
kDa solo en el embtién de Vica sativa. En el caso del amaranto y de acuerdo con los resultados
encontrados, se podtia proponer que las proteasas de menor movilidad electroforética podrian
ser de origen embrionario.

Se detectd también la presencia en el citoplasma de la proteasa de 30 kDa, propia de los
cuerpos proteicos, dado que su actividad fue menor en los sobrenadantes purificados no puede
descartarse que no se trate de una contaminacion proveniente de los cuerpos proteicos.

Tanto en el citoplasma como en los cuerpos proteicos, el incremento de actividad
ptoteolitica es paralelo a la degradacion observada en las distintas fracciones proteicas. Los
resultados presentados muestran una coincidencia en tiempo y espacio entre la degradacion de las

proteinas y la presencia de las proteasas.
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Con el objetivo de aportar al conocimiento del proceso de germinacién en el amaranto,

en este trabajo hemos estudiado:

- La ubicacién y la relacidn estructural entre las diferentes proteinas de amaranto.

- La movilizacion de dichas proteinas durante el proceso de germinacion.

Las proteinas de almacenamiento de amaranto presentaron diferencias superficiales
importantes con las de algunos cereales y Dicotiledéneas. Por otro lado las globulinas de
amaranto mostraton mayor homologia de supetficie con globulinas de quinoa (de menor
divergencia evolutiva con el amaranto) y en menor proporciéon con las proteinas de avena y
girasol. Estos resultados no fueron concidentes a los presentados por Marcone y col. (1998),
quienes habian sugerido la existencia de un mayor grado de homologia entre las supetficies
moleculares de Mono y Dicotiledéneas.

En coincidencia con los resultados obtenidos por Konishi y col. (1991), hemos
comprobado que las globulinas de amaranto se encuentran alojadas en el interior de los cuerpos
proteicos. Las globulinas 7 y 11S se alojarian mas superficialmente, y la globulina-p presentaria
una ubicacién mas interna. Entre las proteinas de almacenamiento se ha caracterizado una
globulina de bajo peso molecular, insoluble en soluciones de baja fuerza 16nica.

Se observo que las proteinas pertenecientes a la fraccién albiminas se encuentran
ubicadas en el espacio citoplasmatico. Parte de estas proteinas compartieron epitopes
conformacionales con las proteinas de almacenamiento. Estos resultados nos sugirieron que ellas
podrian presentar funciones de almacenamiento, propuesta avalada por la existencia de lectinas
en otras especies con probable funcién de almacenamiento (Peumans y col. 1999). Sin embargo
las lectinas descriptas hasta el presente en amaranto (Segura-Nieto y col, 1994), no se
correspondieron por su tamafio con las mencionadas previamente.

Proteinas de la fraccién albimina, globulinas (globulina 7 y 11S) y globulina-p
comenzaron a degradarse al inicio de la post-germinacién, mientras que las glutelinas serian
utilizadas mas tardiamente. No se pudo observar la movilizaciéon de la globulina de bajo peso
molecular, por lo cual se desconoce el estadio en el cual podria ser utilizada.

En coincidencia con resultados obtenidos en 17da sativa (Schleteth y col. 2000) y en Beta
vulgaris L. (Job y col. 1997) el polipéptido mas resistente a la movilizacion fue el de 20 kDa (B).

En el amaranto los polipéptidos primeramente movilizados fueron, ademas del de 30 kDa, el
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polipéptido no procesado que denominamos p56. Los primeros productos de hidrolisis de este
ultimo polipéptido correspondieron a polipéptidos de 30 y 20 kDa. Esto seria consecuencia de la
mayor exposicion del sitio de procesamiento del p56, luego de la imbibicién que lo haria mas
proclive al ataque de las legumainas. El polipéptido de 30 kDa (A) proveniente del p56 seria
posteriormente degradado a productos de menor tamafio. La naturaleza de los productos de
hidrolisis formados de caracteristicas acidas esta de acuerdo a los resultados hallados por
Schlereth y col. (2000), quienes demostraron la liberacion de aminoacidos acidos durante la
germinacion temprana de Vida sativa.

El mecanismo de degradacién proteica en el amaranto fue coincidente con el modelo
propuesto por Shutov y col. (1987). De este modo las proteinas de amaranto siguieron durante su
movilizacién una degradacion tipo zipper. Tanto la globulina 11S como la globulina-p
presentaron la ruptura de polipéptidos de alta masa molecular generando péptidos de menor
tamafio. .as moléculas parcialmente hidrolizadas mantuvieron su tamafio inicial, incrementando
su carga superficial negativa. Las responsables de estas modificaciones serian las proteasas de
masas moleculares de 30 y superior a 60 kDa encontradas tanto en cuerpos proteicos como en el
compattimento citoplasmatico. Estas proteasas presentes en las semillas sin germinar se
encontrarian distribuidas en forma ubicua en el intetior de los cuerpos proteicos. Las mismas
aumentaron su actividad a partir de las 15 h de imbibicién, coincidente con el comienzo de la
degradacién de las proteinas. Estas caracteristicas nos permiten suponer que coexisten un
conjunto de familias de proteasas que actuarian en forma secuencial durante la germinacién
acorde a lo descripto por Muntz y col. (2002), las cuales proporcionan el sustrato adecuado para
la intervencién de otras familias de proteasas. La proteasa encontrada en el espacio
citoplasmitico a tiempos largos de imbibicion podria pertenecer a estas ultimas familias

responsables de la degradacién de los péptidos generados en estadios antetiores.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Los estudios realizados nos han permitido describir las caracteristicas generales de la
movilizacion de proteinas durante los primeros estadios de la germinacién en el amaranto. A
pattit de los conocimientos obtenidos se ha planteado la necesidad de su profundizacion asi

como la de resolver nuevos interrogantes detallados a continuacion:

- Completar la caracterizaciéon de las proteasas presentes en las semillas de amaranto

durante la germinacion, mediante su aislamiento y estudio del mecanismo de accion.

- Completar la informacién sobre las diferentes rutas de degradacion, transporte dentro de
la célula de las distintas fracciones proteicas y los cambios estructurales de los cuerpos
proteicos. Para tal fin se combinarfa la utilizacién de técnicas inmunoquimicas y de

microscopia (inmunolocalizacion).

- Continuar con el anilisis del proceso de getminacién a tiempos mas largos a efectos de
conocer las etapas postetiores de degradacion de los productos de hidrélisis generados en

etapas tempranas y la posible presencia de otras proteasas.

- Profundizar el conocimiento de las proteinas citoplasmaticas que nos permitan
identificar las posibles funciones biolégicas de las mismas. Caracterizar las proteinas
involucradas en el proceso de germinacién. En ambos casos se utilizarin las técnicas

empleadas en los estudios de protedmica.
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