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RESUMEN

Analisis protedmico de la hoja de amaranto bajo condiciones de estrés
salino

Una basta superficie mundial de los suelos agricolas se encuentra afectada por
exceso de iones sodio, convirtitndose en uno de los principales factores que
limitan la productividad agricola. El estudio de los mecanismos de respuesta al
estrés en plantas mediante un enfoque protedmico puede contribuir a identificar
genes y rutas metabdlicas que son cruciales para la tolerancia y la respuesta a
diferentes tipos de estrés. Mediante la electroforesis bidimensional (2-DE) se
pueden evaluar los cambios de proteinas que pudieran estar involucradas con la
sefalizacion en respuesta al estrés salino. EI amaranto ademas de producir
semillas de alta calidad nutritiva y nutraceutica, es una planta que naturalmente es
resistente a estrés abidtico. En el presente trabajo se evaluo la expresion
diferencial de proteinas en hoja de Amaranthus cruentus sometido a estrés salino
(150 mM de NaCl), en comparacion con la condicidn control (sin estrés) y entre los
tratamientos. La acumulacion de prolina y azucares totales, asi como los cambios
del perfil de proteinas fueron evaluados a 1 h, 10 h, 24 h 'y 7 d después de la
exposicién al estrés. Las proteinas diferenciales fueron identificadas mediante
nano-LC/ESI-MS/MS. Se detectaron 290 manchas con tincion de Coomassie
Coloidal, de los cuales 34 mostraron cambios diferenciales durante la exposicion
al estrés.

Palabras clave: Estrés salino, Amaranthus cruentus, LC/ESI-MS/MS, prolina,
azucares solubles.
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ABSTRACT

Proteomic analysis of amaranth leaves under salt stress

A vast area of agriculture land is affected by excess of sodium ions, becoming in
one of the primary factors that restrict agricultural productivity. Amaranth can be
growing as alternating cereal, because it produces nutritional and nutraceutical
seeds. The comprehension of the mechanism of stress responses in plants using
proteomic approach can contribute to identify crucial genes and metabolic
pathways involved in the tolerance and response to different stress. Through two-
dimensional (2 D) electrophoresis we can evaluate changes in proteins involved in
salt stress signaling. In this work, we evaluated the differential expression of
Amaranthus cruentus leaf proteins under salt stress (NaCl 150 mM), compared
with control (NaCl 0 mM) and between treatments. The changes in the profile of
proteins were evaluated at 1h, 10h, 24h and 7 d of stress exposition. Differential
proteins were identified through nano-LC/ESI-MS/MS. 290 spots were identified

with Coomassie staining, 34 spots show differential changes to stress exposure.

Key words: Salt stress, Amaranthus cruentus, LC/ESI-MS/MS, proline, soluble
sugars.
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1. Introduccion

El estrés salino es el principal estrés abiotico que afecta el rendimiento en la
produccion y la calidad de diferentes cultivos (Pang y col, 2010).
Aproximadamente el 10% (954 millones de hectareas) de las tierras de cultivo,
estan afectadas por la salinidad de forma natural o debido a procesos inducidos
por el ser humano (Pessarakli y Szabolcs, 1999). Se estima que para el 2050,
el estrés salino afectara la mitad de toda la tierra cultivable y sera el principal
factor de la pérdida de los cultivos en las siguientes décadas (Wang y col,
2003).

En general, las altas concentraciones o incrementos de las sales en los
suelos, provoca en las plantas la desregulacion ionica, el estrés hiperosmoético,
el estrés oxidativo, la alteracion en el metabolismo y la reduccion en la
asimilacion de CO; (Zhu, 2002; Bohnert y Jensen, 1996; Reddy y Peng, 2006).
Para sobrevivir al estrés, las plantas responden por medio de mecanismos
complejos que incluyen estrategias de desarrollo, respuestas morfoldgicas,
bioquimicas vy fisiolégicas a nivel molecular y celular (Hasegawa y col, 2000;
Zhu, 2002; Taji y col, 2004; Parida y Das, 2004).

Sin embargo, no todas las plantas responden de manera similar al estrés
salino por lo que se han clasificado en halofiticas y glicofiticas. Las plantas
haléfitas crecen en concentraciones de 400 mM de NaCl (Edward y col, 1999;
Tester y Davenport, 2003). Las plantas glicofiticas, consideradas como
tolerantes a la salinidad, son aquellas que pueden desarrollarse en 50 mM de
NaCl (Cerezo, 1998).

Cuando altas concentraciones de NaCl entran a la planta, y esta no
cuenta con la habilidad adecuada de excluir o compartamentalizar los iones en
la vacuola, los iones Na" y CI" en la hoja podrian eventualmente alcanzar
niveles riesgosos de toxicidad, causando senescencia, lesiones y reduccion del
area fotosintética a niveles que no se podra sustentar el crecimiento (Munns,
2002). Para restaurar la presion osmatica y evitar el dafio a las proteinas las
plantas sintetizan y acumulan osmolitos biocompatibles (Hasegawa y col,
2000). La prolina es uno de los osmolitos mas estudiados, se ha reportado que
se acumula bajo diferentes condiciones de estrés abibtico en diferentes
especies (Delauney y Verma, 1993).

El estrés salino produciendo cambios diferenciales en la expresion de
algunos genes y proteinas (Kong-Ngern y col, 2005; Parker y col, 2006). Dentro
de las principales proteinas que son reguladas diferencialmente por el estrés
salino, se encuentran aquéllas que estan involucradas en la fotosintesis, foto-
respiracion, estrés oxidativo, sintesis de proteinas, proteinas del tipo choque
térmico, proteinas relacionadas a la sintesis de aminoacidos y de unién a calcio
(Abbasi y Komatsu, 2004; Kim y col, 2005).
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La salinidad en los suelos se hace cada vez mas severa, por lo cual
Glenn y Brown (1999) ha propuesto el cultivo de plantas haldfitas, las cuales
podran proveer una fuente alimentaria para muchos paises en desarrollo como
México. Para considerar a un suelo como salino, los valores de conductividad
eléctrica deben ser mayores a 4.0 dS/m, equivalentes a 40 mM de NaCl
(Munns, 2008).

La proteOmica es una tecnologia de vanguardia con la cual se pueden
detectar cambios diferenciales en las proteinas, estudiar las funciones
bioldgicas de las plantas y analizar la expresion global de las proteinas en un
tejido (Kim y col, 2005; Xu y Huang, 2010). Una herramienta ampliamente
utiizada en los estudios protedmicos es la electroforesis en geles de
poliacrilamida en dos dimensiones (2-DE), la cual permanece como el método
de separacion de proteinas mas utilizado (Jelloulia y col, 2008). Los geles en 2-
DE se han empleado para el escrutinio de las proteinas en diferentes especies
de plantas, sometidas a un amplio rango de tratamientos abidticos, incluyendo
el salino (Abbasi y Lomatsu, 2004; Shau y Shaw, 2009). La mayor cantidad de
estos estudios proteOmicos se han realizado en torno a plantas modelos como
Arabidopsis thaliana y halofitas como Thellungiella halophila, las cuales no
representan cultivos alimentarios, por lo que es de especial interés buscar
nuevos modelos de plantas con potencial alimentario que posean resistencia
natural al estrés abidtico.

El amaranto es considerado como un grano con alto potencial de
explotacion comercial (Sanchez, 2007). La planta de amaranto es resistente a
estrés por sequia (Huerta-Ocampo y col 2010), crece en diferentes ambientes y
muestra excelentes caracteristicas agronémicas (Barba de la Rosa y col,
2009). Las hojas de amaranto contienen altas concentraciones de proteina
(28% al 49%), aceite insaturado (45 % de &cido linoleico), fibra (11 % al 23 %)
y minerales como el potasio, hierro, magnesio y calcio (Schnetzler y Breen,
1994). Es una buena fuente de semillas con un alto valor nutritivo, las cuales
tienen grandes cantidades de proteinas (17%) y la composicion de los
aminoacidos es cercana a la concentracion optima de aminoacidos requeridos
por la dieta humana (tabla 1), es rica en lisina, triptéfano y metionina, lo que
hace al grano de amaranto un excelente complemento para los cereales
(Schnetzler y Breen, 1994; Barba de la Rosa, 2009). Ademas de sus
componentes nutricionales, las semillas de amaranto contienen otras
substancias que se encuentran involucradas en diferentes funciones bioldgicas
tales como inhibidores de proteasas, péptidos antimicrobianos, lectinas y
compuestos antioxidantes (Valdés y col, 1993). Se han identificado péptidos
bioactivos que forman parte en las proteinas de reserva de amaranto, los
cuales poseen diversas actividades bioldgicas, se encuentran inmiscuidos en la



Tabla 1.- Composicion de aminoacidos esenciales en harina, de diferentes
variedades de amaranto. (g de amino &cidos 100g™ de proteina cruda)

Aminoacido | Tulyehualco | DGETA | Gabriela | Nutrisol | FAO/WHO/UNU
(1986)
lle 3.2 2.2 3.1 3.5 1.3
Leu 5.8 5.0 6.5 6.6 19
Lys 6.9 5.2 7.5 6.7 1.6
Met + Cys® 0.3 1.7 6.5 7.2 1.7
Phe + Tyr° 7.9 3.7 8.3 7.3 1.9
Thr 3.8 3.3 4.8 4.6 0.9
Val 3.4 2.6 3.6 3.9 1.3

% Tomado de Barba de la Rosa y col (2009).

® Requerimientos de metionina + cisteina.

° Requerimientos de fenilalanina + tirosina.




anticarcinogénesis y en la actividad antihipertensiva (Silva y col, 2008;
Maldonado-Cervantes, 2010; Barba de la Rosa y col 2010).

El entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la
tolerancia natural a la salinidad en plantas podria generar informacién para
desarrollar cultivos de mayor valor comercial tolerantes a diferentes grados de
estrés salino (Pang y col, 2010). A la fecha, no existen estudios proteébmicos en
hojas de amaranto relacionados con la respuesta al estrés abidtico, por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo fue analizar, mediante un enfoque
protedmico, la respuesta en hojas de Amaranthus cruentus al estrés salino.

2. Materiales y métodos
2.1 Material vegetal y tratamiento salino

Las semillas de Amaranthus cruentus (L.) se obtuvieron del germoplasma del
INIFAP (Centro experimental bajio, Celaya, México), se germinaron en tierra
(Premier, Peat Moss de Sphaigene, Québec, Canada) durante 2 semanas
hasta que aparecieron 2 hojas verdaderas. Posteriormente las plantas se
transplantaron y se crecieron en hidroponia con solucion nutritiva (Hydro
Environment, Tlanepantla, Edo. de México, México) durante un lapso de 2
semanas en el invernadero. Se formaron 5 grupos de plantas, cada uno con
una n=10, a los cuales se les dio un tratamiento con 150 mM de cloruro de
sodio (Fermont, Monterrey, Nuevo Ledn, Meéxico). Para la extraccion de
proteinas totales, el andlisis de prolina y azlcares totales, se tomaron muestras
de hojas de las plantas control (sin tratamiento) y a 1 h, 10 h, 24 hy 7 d
después del tratamiento (la determinacién de prolina y azlcares totales no se
llevo acabo a las 10 h). El material fue congelado con nitrégeno liquido,
seguido de una molienda (Braun, Naucalpan de Juarez, México). El material
finamente molido fue mantenido a -80 °C hasta su uso.

2.2 Determinacion de las concentraciones de prolinay azlcares totales en
hojas de amaranto

La determinacion de la concentracion de prolina se realizé de acuerdo a Magne
y Larher (1992). Las muestras de hoja se secaron en una estufa (Binder,
Tuttlingen, Alemania) a 70 °C durante un periodo de 24 h, el material se
pulverizd, de el cual se pesaron 0.5 g de cada una de las muestras. Se
afiadieron 2 mL de agua milli-Q y se hirvieron durante 15 min. Una alicuota de
0.5 mL del extracto se transfirio a un tubo nuevo afiadiendo 0.5 mL de 0.2 M de
citrato de sodio, pH 4.6 y 2 mL de reactivo de Ninhidrina al 1 % (en solucién
acido acético-agua, 60:40). Las muestras se hirvieron durante 1 h en bafio de
agua, se enfriaron a temperatura ambiente y se agregaron 2 mL de tolueno.
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La concentracion de prolina se calculdo en base en la absorcion a 520 nm,
utilizando tolueno como blanco y L-prolina comercial como estandar (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

La concentracion de azucares solubles totales se determinan siguiendo el
método reportado por Aghaei y col (2008). Se pesaron 200 mg de material
vegetal seco y se maceraron con 5 mL de etanol; la suspensién se sonicé y se
centrifugd. La fraccion insoluble se lavé con 70 % (v/v) de etanol, se sonicaron
y se centrifugaron por segunda vez. La fraccion soluble se centrifugd a 3500
rom durante 3 min. El sobrenadante se recolecté y se adicionaron 3 mL de
antrona (150 mg de antrona mas 100 mL de H,SO,4 al 72 %) por cada 0.1 mL
del sobrenadante obtenido. La mezcla se coloc6 en un bafio de agua durante
10 min y la reaccién se detuvo en hielo. La concentracion de azucares solubles
totales se calculd midiendo la absorbancia de las muestras a 625 nm vy
empleando D-glucosa comercial (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) como
estandar. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.3 Extraccion de proteinas totales de hojas de amaranto

La extraccion de proteinas totales de hoja de amaranto, se realizé mediante el
meétodo reportado por Huerta-Ocampo (2010) con algunas modificaciones,
basado en la precipitacion con acido tricloroacético y acetona (TCA-A). Las
muestras de hoja de amaranto se congelaron en nitrégeno liquido y se molieron
utilizando un equipo molino para café (Naucalpan de Juarez, México). Se
pesaron 3.5 g de cada una de las muestras y se afadieron 3 vol (1 mL por
cada gramo) de acetona fria con 10% de TCA, 1% de polivinilpolipirrolidona
(PVPP) y 2% de 2 B-Mercaptoetanol. Se agitaron durante 3 min en un vortex y
posteriormente se incubaron en hielo durante otros 3 min, se sonicaron (GE-
505, Ultrasonic Procesor) a una amplitud de 34 % con un programa de 7 s de
pulso por 3 s sin pulso durante 3 min. Las muestras se centrifugaron a 5,000
rom durante 5 min a 4 °C en una centrifuga Sorval T21 (Sorvall, Kendro
Laboratoy Products, Newton, CT, USA). El sobrenadante se filtr6 con una tela
(Magitel, México D.F, México) y se dejo precipitando durante toda la noche a -
20 °C. Posterior a la precipitacion las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 15 min a 4°C para obtener una pastilla, la cual se lavdé con metanol y
acetona fria varias veces para eliminar impurezas, se secO0 a temperatura
ambiente hasta eliminar el exceso de acetona y se almacen6 a -80 °C. Las
pastillas obtenidas se resuspendieron en solucién de rehidratacion (8 M de
Urea, CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfo-nate)
y 0.56 % (w/v) de DTT (Ditiotreitol). La concentracion de las proteinas totales
se determind empleando la solucién de Protein Assay (Bio-Rad, Hércules, CA,



USA), en microplaca utilizando BSA como estandar. La extraccion de proteinas
totales se realiz6 por triplicado para cada uno de los tratamientos.

2. 4 Electroforesis en doble dimension (2-DE) de las proteinas de hojas de
amaranto

Para la separacion en la primera dimension por isoelectroenfoque se utilizaron
tiras de gradiente inmovilizado de pH (4 a 7) de 13 cm (Immobiline™ DrySrip,
GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Las tiras fueron rehidratadas con 250 pL de
cada una de las muestras obtenida en la extraccion de proteinas totales, 0.5%
de anfolitos acarreadores pH 4-7 y 0.02% de azul de bromofenol durante 16 h a
temperatura ambiente. El isoelectroenfoque se llevé acabo a 20 °C bajo las
siguientes condiciones de corrida: (1) Gradiente a 250 volts durante 60 min, (2)
Gradiente a 500 volts hasta 0.01 kV/h, (3) Gradiente a 4 000 volts hasta 3.4
kV/h y (4) Paso y retencion a 8 000 volts hasta 14.1 kV/h. Una vez realizado el
isoelectroenfoque las tiras se almacenaron a —20 °C. Posteriormente las tiras
se equilibraron con 1 % (w/v) de DTT y redujeron con 2.5 % (w/v) de
iodoacetamida en solucién de equilibrio (50 mM de Tris pH 8.8, 6 mM de Urea,
30 % de Glicerol, 2% de SDS y 0.002 % de Azul de bromofenol) durante un
periodo de 15 min. Las tiras equilibradas se transfirieron a geles de
poliacrilamida al 13 %. La separacion se llevd acabo en el sistema Hoeffer™
SE600 Ruby™ (GE Healthcare). Los geles por triplicado se tifieron con 66 % de
Coomassie Coloidal, Brillant Blue G-250 (USB, Germany).

2.5 Adquisicion y analisis de imagenes de los geles 2 DE

Las imagenes de los geles 2 DE se adquirieron mediante el Sistema
PharosFX™ Plus (Bio-Rad) y se analizaron mediante el programa Melanie v.7.0
2D Gel Andlisis (GenBio, Geneva, Suiza). La deteccion de las manchas de
proteinas se realizé substrayendo el fondo e identificando las manchas en cada
uno de los geles 2 DE. A fin de corregir la variabilidad y reflejar las variaciones
cuantitativas, el volumen de las manchas se normaliz6 como porcentaje del
volumen total en todas las manchas en el gel. El peso molecular aparente se
determind con base en a la posicion de las manchas con respecto al marcador
de peso molecular (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se determin6 el punto
isoeléctrico de cada mancha con respecto a la migracién de éstos en las tiras
de gradiente de pH inmovilizado (pH 4-7 lineal). Los datos obtenidos se
analizaron en el programa Statistica 7.0™ usando la prueba “t” para muestras
independientes, con una p < 0.05.



2.6 Espectrometria de masas de las manchas de proteinas

Las manchas seleccionados se cortaron cuidadosamente de los geles 2-DE. Se
lavaron con 50 uL de 25 mM de NH4,HCO3; (AmmBic) (pH 7.8), 25 uL de 25 mM
de acetonitrilo (ACN)/AmmBic (1:1 [v/v]) y con ACN puro, con el fin de remover
los posibles contaminantes. Los fragmentos de gel se secaron al vacio en un
evaporador (Eppendort, Hamburg, Alemania). Las muestras se redujeron con
10 mM de DTT en 25 mM de AmmBic y se alquilaron con 55 mM de
iodoacetamida. La digestion se llevé acabo durante toda la noche a 37 °C con
tripsina porcina (Promega, Madison, WI, USA). Los fragmentos resultantes se
lavaron con una solucibn de ACN/agua (3:2 [v/vV]) ¥ 0.1 % de acido
trifluoroacético y se concentraron a un volumen final de aproximadamente 10
uL. Los péptidos fueron desalados empleando columnas con Zip-Tip C18
(Millipore, Billerica, MA, USA). Los péptidos fueron separaron por nano
Cromatografia de Liquidos de Ultra Presion nano-UPLC (Waters, Milford, MA,
USA), equipado con una pre-columna C18 (5 pm, 20 mm x 180 um, Waters) y
con una columna analitica BEH130 C18 (1.7 um, 100 mm x 100 pum, Waters).
Por cada muestra digerida, se inyectaron 4 uL, con una solucién al 0.1 % de
acido férmico a un flujo de 600 nL/min. Después de la desalacion y pre-
concentracion, los péptidos se eluyeron de la columna analitica y se separaron
con un gradiente lineal del 3-80 % de la fase movil B (0.1 % de acido formico
en ACN) durante 30 min a un flujo de 600 nL/min, seguido de 3 lavados con 85
% de la fase mévil B por 2 min. La columna se equilibré con la fase movil A (0.1
% de acido formico). El analisis de espectrometria de masas de los fragmentos
digeridos se realizo en el espectrometro de masas SYNAPT-HDMS (Waters).
El espectrometro de masas se operé en modo V y en modo positivo (ESI). Para
obtener los tamafios de los péptidos, el TOF fue calibrado externamente con
[Glul]-fibrinopéptido B (Sigma), m/z 133 a 2422. Los datos independientes de
masas (LC-MS) se recolectaron en un modo de adquisicion MS®.

La interpretacion de los datos m/z+ del MS/MS se llevd a cabo empleando, el
servidor MASCOT v2.2 (Matrix Science, London, UK;
http://www.matrixscience.com/). La busqueda se realizé contra la base de datos
no redundante del NCBInr (National Center for Biotechnology Information non-
redundant database) y el subreino Viridiplantae, tomando en cuenta las
siguientes posibles modificaciones: Carboxiamidometilacion de las cisteinas y
la oxidacion de metioninas. Se utilizé a la tripsina como proteasa, con la
pérdida de un corte, una tolerancia de 0.5 Da para el precursor y 0.3 Da para el
fragmento de masas.



lll. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Respuesta de las plantas de Amaranthus cruentus al estrés salino

Se midio la conductividad eléctrica de la solucion nutritiva asi como la de la
solucion mas 150 mM de NacCl, con la finalidad de compararlas con los limites
considerados para un suelo salino (4.0 dS/m, 40 mM de NaCl). Obteniendo
que la conductividad eléctrica de la solucion nutritiva fué de 3.4 dS/m y de la
solucion nutritiva mas 150 mM de NaCl de 16.125 dS/m respectivamente. Una
conductividad eléctrica entre 2.0 y 4 dS/m afecta el rendimiento de cultivos
sensibles y en una conductividad eléctrica mayor a 16 dS/m ningun cultivo
agricola crece rentablemente (Kazakidou y Burrage, 1994).

Las plantas de amaranto que se trataron solamente con la solucion
nutritiva (Control) mantuvieron su vigor y no mostraron cambios en la turgencia
de las hojas y tallos durante el tratamiento (Figura 1A). En cambio las plantas
tratadas con la solucion salina, a la primera hora mostraron la perdida de la
turgencia y de la homeostasis celular (Figura 1B), la cual comenzaron a
recuperar mostrando una mayor rigidez en el tallo y en las hojas a las 10 h de
tratamiento (Figura 1C). La homeostasis celular se recuperé por completo a las
24 h (Figura 1D), mostrando un turgor en las hojas y tallos iguales a las
mostradas por las plantas tratadas solamente con solucidon nutritiva. La
turgencia de las plantas fue mantenida hasta el dia 7 (Figura 1E). Una alta
osmolaridad origina la perdida de turgor, conduce a la pérdida de agua del
citoplasma, incrementando la distancia entre la membrana plasmatica y la
pared celular (Bartels y Sunkar, 2005). Los cambios conformacionales
inducidos por la pérdida de turgor, actian como sensores a la pérdida de la
presion osmotica, activando cascadas de sefializacion (Xiong y Zhu, 2002). La
respuesta celular a la reduccion de la turgencia es el ajuste osmatico (Yokoi y
col, 2002). El estrés osmatico interfiere con el volumen de las células y con la
homeostasis intracelular, la mayoria de las células expuestas a un medio
hiperosmotico disminuyen su tamafio (Kultz y Burg, 1998). EI mantenimiento de
la homeostasis iGnica es critica para que las plantas combatan el estrés salino
(Xiong y Zhu, 2002).

El crecimiento de Amaranthus cruentus a diferentes concentraciones de
NaCl (0 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 300 mM y 400 mM), se siguid
hasta terminar su ciclo de vida (datos del laboratorio, no mostrados en esta
tesis). A niveles de 150 mM la planta cumplié su ciclo de vida pero mostro
caracteristicas desfavorables en su desarrollo. A una concentracion de 100 mM
de NaCl, cumplio su ciclo de vida y se observé un crecimiento menor que la
planta control. Mientras que las plantas sometidas a una concentracion de 50
mM de NaCl cumplié con su ciclo de vida sin ningun problema, mostrando un



Figura 1. Cultivo de Amaranthus cruentus en hidroponia. A) Plantas control
tratadas solamente con solucion salina (0 mM de NaCl) y plantas tratadas con
solucion salina mas 150 mM de NaCl a diferentes tiempos. B) 1 h, C) 10 h, D)
24 hy E) 7 dias.



crecimiento mayor que las plantas control. Por lo que se puede considerar al
amaranto como una planta glicofita tolerante a la salinidad.

3.2 Contenido de prolina y azlucares solubles totales en hojas de
amaranto

Con el fin de investigar si la prolina y los azucares se acumulan en amaranto
para regular la homeostasis celular en respuesta al estrés salino, se
determinaron sus concentraciones. La concentracién de prolina en la hoja de
amaranto a la primera hora disminuyo un 30 %, posteriormente aument6 un 50
% alas 10 hy 90 % alos 7 d con respecto al control (Figura 2A). El contenido
de prolina no es tan relevante como el reportado para Capsicum annuum bajo
condiciones de estrés salino con una acumulacion de hasta 230 % (Medina,
2007). Jimenez-Bremont y col (2006) encontraron que el contenido de prolina
en hoja en frijol sometido a 150 mM de NaCl no cambia, sin embargo
encontraron una acumulacion de prolina del 300 % en el tallo y en la raiz.
Aghaei y col (2008) reportaron que no aumenta la concentracion de prolina en
hoja de papa en la variedad Concord sometida a diferentes tratamientos de
NaCl (0, 30, 20, 60, 90 y 120 mM de NaCl), sin embargo, en raiz la
concentracion de prolina aumento en base a las concentraciones de NaCl que
se utilizaron.

En relacién al contenido de azucares solubles en la hoja de amaranto no
se observo una acumulacion dentro de las primeras 24 h de tratamiento con
NaCl, permaneciendo sin variaciones (Figura 2B), no obstante, al séptimo dia
de tratamiento se observé un incremento de aproximadamente 60 % con
respecto al control. La acumulacion de azucares solubles fue determinada por
Aghaei y col (2008) en hoja y raiz de dos variedades de papa sometidas a
estrés con NaCl (Concord y Kennebec), en la cual reportaron una acumulacion
del 110 % con respecto a la muestra control de azucares solubles en hoja en la
variedad Kennebec tratada con 90 mM de NaCl. Los osmolitos en las células
mantienen el balance interno de agua, ayudan a restaurar el medio iénico y a
preservar la actividad de las enzimas (Rodriguez y col, 2005; Somero y
Yancey, 1997). Los compuestos biocompatibles que se acumulan en la célula
con mayor frecuencia son la sacarosa, la prolina y la glicina-betaina, entre otras
moléculas (Munns, 2002). En varias haldfitas, la prolina y la glicina-betaina se
acumulan a altas concentraciones en las hojas (arriba de 40 mM), lo que
contribuye a equilibrar la presion osmotica (Flowers y col, 1997). En glicéfitas,
la concentracibn de solutos compatibles que se acumulan no son altos
(alrededor de 10 mM), pero si se distribuyen exclusivamente en el citoplasma,
pueden generar una presion osmotica significante para funcionar como
osmolitos (Munns, 2008).
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Figura 2. Determinacion de prolina y azlcares totales en hoja de A. cruentus
de la muestra control y de las muestras sometidas a estrés salino. El
tratamiento se llevo acabo a una concentracion de 150 mM de NaCl durante
un tiempo de 1 h, 24 hy 7 d. A) prolina (ug/g de peso fresco) y B) azlcares
solubles totales (mg/g de peso fresco. El * indica diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) con respecto al control, empleando la prueba t.
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Las bajas concentraciones de estos solutos presumiblemente tienen
otros papeles, se ha propuesto que actian en la estabilizacion de las
estructuras terciarias de las proteinas, funcionando como osmoprotectores
(Yokoi y col, 2002; Rhodes y Nadolska-Orczyk, 2002). La acumulacién de
osmolitos en las plantas no es instantdnea, a menudo se produce cuando las
lesiones celulares se hacen evidentes (Delauney y Verma, 1993). El soluto mas
barato energéticamente en los suelos salinos es el Na* y el CI', el secuestro de
iones como el sodio pueden aumentar la presidon osmotica de las plantas, pero
este es toxico en el citosol, encontraste con los solutos organicos compatibles
gue no son toxicos, pero son energéticamente mucho mas costosos (Tester y
Davenport, 2003; Rodriguez y col, 2005).

3.3 Identificacion de las proteinas expresadas diferencialmente

Con el fin de evaluar la calidad de las proteinas extraidas, éstas fueron
analizadas en geles en una dimensién (Figura S1). Una vez comprobada la
calidad y cuantificada la cantidad de las proteinas se procedio a la separacion
en dos dimensiones (2-DE). En la Figura 3 se muestra un gel representativo del
perfil de proteinas 2-DE de hojas de amaranto donde fueron detectados 290
manchas con la tincibn de Coomassie Coloidal. Las flechas indican proteinas
diferenciales encontradas en el analisis de las muestras a diferentes tiempos
de estrés, los patrones de cada uno de ellos se muestran en la Figura S2. En
total se encontraron 53 manchas diferenciales, de éstas 8 mostraron diferencia
con respecto a la muestra control, 12 manchas contra 1 h, 9 manchas contra 10
h, 10 manchas contra 24 h y 14 manchas contra 7 d, con un cambio en el
volumen de +/- 50 % y con un volumen mayor al 0.2 % del porcentaje del
volumen total en pixeles, dando un total de 34 manchas diferenciales sin repetir
(Figura 4; Tabla S1). En la Figura 4 se muestran los cambios en la
concentracion de proteinas de las manchas expresados diferencialmente y
analizados mediante espectrometria de masas. Las manchas identificadas
mediante LC/ESI-MS/MS se muestran en la Tabla 2.

La mancha 13 fue identificada como una nucleésido difosfato cinasa del
grupo | (NDPK1), mostré un aumento del 50 % a los 7 d de tratamiento con
NaCl con respecto a 1 h. La NDPK1, pertenece al grupo de las cinasas, se
encuentra localizada en el citosol, cataliza la transferencia de un fosfato de un
nucledsido trifosfato a un nucleodsido difosfato, aparentemente esta involucrada
en el proceso de desarrollo, division celular y su expresion se ha visto
aumentada en respuesta a la sequia o al estrés salino (Hammargren, 2007;
Huerta y col, 2010).
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Figura 3. Perfil en 2-DE de las proteinas de hoja de Amaranthus cruentus. Las
flechas indican las manchas que mostraron diferencias cuantitativas de +/- 50
% con respecto a la muestra control y entre las mismas condiciones. Con un
volumen mayor al 0.2 % del porcentaje del volumen total en pixeles. El

experimento se realizé por triplicado.
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Tabla 2.- Proteinas identificadas y su cambio relativo en hoja de amaranto sometidas a 150 mM de NaCl

Mancha ® Proteina Organismo Numero de Exp. Teérico | Score®| PM' Sc9 Abundancia relativa "
acceso " . (%)
kDa/pl © kDa/pl
C 1 10 24 7
13 Nucleésido Populus 0i[224121906 17.9/6.6 17.0/6.17 178 7(5) 34 =
difosfato trichocarpa
cinasa del -
grupo | I I
16 50S Spinacia 0i|133085 18.0/4.7 19.9/5.5 78 4(1) 21 Sl
ribosomal oleracea
L12 i
22 Proteina de Ricinus 0i|255576172 19.5/6.1 16.1/6.08 126 2(2) 13
union FK506 communis

<
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30 Rieske FeS- Spinacia gi|21311 21.0/5.1 26.6/6.94 154 3(3) 17 >
precursor oleracea significativos I I I
55 Ascorbato Suaeda salsa | gi|14324146 30.0/5.4 27.5/5.38 149 4(3) 17 -t
peroxidasa
citosélica i I -
68 Glioxalasa | Arabidopsis | gi|9828630 35.0/5.5 40.2/6.97 72 3(1) 7 =
thaliana

I
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69 Pirofosfatasa Populus 0i|224103823 34.0/5.1 33.6/6.85 89 2(2) 7

- - - * * *
inorganica trichocarpa

I ' I *
70 Pirofosfatasa | Vitis vinifera | gi|225468688 35.0/4.9 31.8/6.01 67 4(1) 20 e

inorganica
2 Numeros de las manchas correspondientes a la figura 4 y 5. ® Nimero de acceso correspondiente a la base de datos del NCBInr. ¢ Masa
experimental (kDa) y pl de las proteinas identificadas. ¢ Masa teérica (kDa) y pl de las proteinas identificadas, dado por la base de datos del
NCBInr. ¢ Escore del motor de busqueda MASCOT (P<0.05 cuando el score >50). " Numero de péptidos que hicieron blanco (péptidos que
contribuyen al escore). ¢ Porcentaje de cobertura de la(s) secuencia(s) de los péptidos que hicieron blanco. " Media de la abundancia relativa
de las proteinas y el error estandar. El * muestra las diferencias estadisticamente significativas, con una P<0.05.
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El aumento de la expresion de la NDPK 1, se ha relacionado con la
reaccion del arroz a la patogénesis bacteriana (Cho y col, 2004). Harris y col
(1994) reportaron que la expresion de la NDPK en jitomate aumenta después
de producirle un dafio mecanico. La actividad de la NDPK 2 de Arabidopsis
thaliana esta asociada con la sefializacién de perdoxido de hidrégeno mediada
por MAPK en plantas, el sobre expresar la NDPK 2 disminuye la acumulacion
de especies reactivas de oxigeno (Moon y col, 2003).

Se identificé a la mancha 16 como una proteina 50S ribosomal L12, la
cual muestra una disminucién del 60 % a las 24 h con respecto a los 7 d.
Aghei y col (2008), en un estudio realizado a dos variedades de papa,
reportaron la disminucién de la concentracion de esta proteina cuando fueron
sometidas a 90 mM de NaCl. Los ribosomas proveen un marco para la
biosintesis de proteinas, dentro de la subunidad larga se encuentran las
proteinas L7/L12, las cuales son necesarias para la sintesis Optima de las
proteinas y para el funcionamiento correcto de los factores de elongacion
(Bocharov y col, 2004). Estos autores sugieren que el estrés salino modula la
sintesis de proteinas (Aghei y col, 2008).

La mancha 22 se identifico6 como la proteina de union FK506, la cual
mostro un aumento del 68 % a las 24 h con respeto a 1 hora. La proteina
FK506 o FKBPs (Proteinas de uniéon FK506), pertenecen a la familia de las
peptidil prolil cis/tras isomerasa (PPlasas), las cuales aceleran el doblamiento
de proteinas, afectan la funcion y estructura de proteinas y participan en la
transduccion de sefales. Provee a la célula junto con las chaperonas, la
maquinaria necesaria para corregir el doblamiento erréneo de las proteinas
(Breiman y Camus, 2001). Se ha descrito que tienen importantes funciones en
la germinacion, el desarrollo y la respuesta al estrés (Gollan y Bhave, 2010). La
proteina FKBP se ha encontrado en el citosol, en el nacleo, en cloroplastos, en
el reticulo endoplasmatico y en la mitocondria (Kurek y col, 1999). La mutacién
en la FKBP70 en A. thaliana afect6é su desarrollo, impidiendo su sobrevivencia
en condiciones normales de de crecimiento (Vittorioso y col, 1998).

La mancha 30 corresponde a la proteina Rieske FeS, la cual incremento
su intensidad a los 7 d con respecto a la muestra control en un 50 %, esta
proteina es componente del complejo del citocromo bf de la membrana
tilacoidal de los cloroplastos, la proteina Rieske se encuentra involucrada en la
transferencia de electrones entre la plastoquinona y el citocromo f, se
encuentra presente en cianobacterias y cloroplastos (Maduefio y col, 1993).
Este complejo esta compuesto por el citocromo bg, el citocromo f y las
subunidades Rieske o proteinas hierro-azufre (Maduefio y col, 1992). Bajo
condiciones favorables los electrones que fluyen a través de la cadena
trasportadora de electrones se consumen en el ciclo de Calvin, minimizando el
flujo de electrones al O,, bajo condiciones en las que el ciclo de Calvin se
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inhibe (sequia o bajas concentraciones de CO,), el transporte de electrones es
reprimido para minimizar el flujo de electrones al O, (Golding y Johnson, 2003).

La mancha 55 fue identificada como una ascorbato peroxidasa (APX), la
cual se mantuvo sin cambios aparentemente en relacion con la muestra control,
no obstante existe diferencia estadistica con la muestra tratada con NaCl
durante 10 h y las muestras tratadas durante 1 h, 24 hy 7 d. El estrés abiotico
induce la produccion de especies reactivas de oxigeno, las cuales causan dafio
celular, pero también pueden actuar como moléculas de sefalizacion para la
respuesta al estrés, la APX se encuentra involucrada en la reduccion del H,O;
a agua, utilizando al ascorbato como un donador de electrones (Karpinski y col,
1997). Se han encontrado incrementos en la concentracion de APX y otras
peroxidasas bajo diferentes condiciones de estrés por ozono, sequia y salino
(Huerta, 2010). La APX es altamente sensible a la inactivacion por ROS y con
frecuencia es insuficiente para proteger el aparato fotosintético de la
fotoinhibicion durante el estrés severo (Shikanai y col, 1998).

La mancha 68 fue identificada como una Glioxalasa | (GIx I) la cual
disminuyo su intensidad en un 50 % entre la muestra control y 24 h. La GIx
cataliza la conversion del metil glioxal a D-lactato. A través de un sistema de
dos enzimas, la glioxalasa | (GIx I) y glioxalasa Il (GIxlIl). La GIxI convierte el
hemitacetal a S-D-lactoilglutation y la GIxll lo convierte a D-lactato y glutation
(Himo, 2001). El metilglioxal (2-oxoaldehido) es sintetizado durante la glicolisis,
un aumento puede producir efectos téxicos reaccionando con el RNA, DNA y
proteinas (Takatsume y col, 2010). La expresion del gen de la glioxalasa |
(GLO1) de Saccharomyces cerevisiae es inducido especificamente por estrés
osmatico via MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Inoue y col, 1998). La
expresion de glioxalase | en Brassica juncea aumenta en respuesta a estrés
salino e hidrico (Veena, 1999).

Las manchas 69 al igual que la 70 fueron identificadas como
pirofosfatasa inorganica, la cual cataliza la conversion de una molécula de
pirofosfato a dos iones fosfato, esta enzima se encuentra involucrada en el
metabolismo de lipidos, absorcion de calcio y en la sintesis de ADN (Gomez-
Garcia, 2006). Plantas transgénicas que sobre expresan el gen AVP1 de la H'-
pirofostasa vacuolar de A. thaliana, resulta en plantas mas tolerantes a la
salinidad y sequia (Gaxiola y col, 2001). La expresion del gen TsVP1 en
Tabaco aumento su tolerancia a tratamientos con 200 mM de NaCl (Gao y col,
2006). Oliveira y col (2001) reportaron un aumento en la actividad de la V-
ATPasa de Vigna unguiculata en el séptimo dia de germinacion en estrés
salino (100mM de NacCl).
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IV Conclusiones

Las plantas de A. cruentus sometidas a estrés salino perdieron su turgencia, la
cual fueron capaces de recuperarla a las 24 h de exposicion y la mantuvieron
hasta el dia 7. Este mecanismo es caracteristico de tolerancia a estrés.

El andlisis de osmolitos indica que no hay acumulacion de prolina y azucares
solubles, aunque si se observan diferencias en el contenido de éstos durante el
tratamiento con 150 mM de NaCl. La planta de amaranto activa otros
mecanismos para contrarrestar la perdida de osmolaridad y de turgencia.

El andlisis del perfil de proteinas en 2 DE, es una herramienta importante para
el andlisis cuantitativo de las proteinas expresadas diferencialmente en estrés
salino. En este trabajo reportamos la identificacibon de 34 proteinas
diferenciales mediante espectrometria de masas en tAndem, que incluyen a
proteinas de respuesta a estrés (NDPK, FK 506, APX y GIxl), relacionadas con
el correcto plegamiento (FK 506), fotosintesis (Rieske FeS), sintesis de
proteinas (50S ribosomal L 12) y algunas involucradas en la transduccion de
sefales (NDPK y FK 506).

El transporte de electrones en la fotosintesis de las plantas de Amarantus
cruentus es afectada durante el estrés salino.
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ANEXOS
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Figura Suplementaria 1. Patrones en una dimension de las muestras de hoja
de amaranto. Carril: 1) MPM, 2) Control (NaCl 0 mM), 3) 1 h, 4) 10 h, 5) 24h y
6) 7 de estrés. Cada una con una concentracion final de 2.25 mg/mL.
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Figura Suplementaria 2. Patrones bidimensionales de proteinas de hoja de
amaranto, tefliidos con Coomassie Coloidal (Brilliant Blue G-250). A) Control; B)
1h;C)10 h; D) 24 hy E) 7 dias.
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Tabla Suplementaria 1. Manchas diferenciales con respecto al control o entre las muestras analizadas por espectrometria de
masas en tandem. En la tabla se muestran las manchas diferenciales con un cambio en el volumen mayor o menor al 50 % y con

un volumen mayor al 0.2 % del porcentaje del volumen total en pixeles. (P<0,05)

Muestra Mancha / Diferencial con respecto a Total
Control 27/10 h 30/7d 52/7d 71/24h 71/7d 112/7d 134/7d 156/1h 8
1 hora 243/10h 13/7d 22/24h 67/24h 84/Con 85/24h 112/7d 113/7d 12
115/10h 150/7d 244/10h 249/24h 258/24h
10 horas 67/Con 67/24 h 70/24h 85/24h 112/7d 113/Con 113/7d 134/Con 9
150/7d 191/24h 243/Con
24 horas 6/Con 6/10h 16/7d 68/Con 91/Con 91/10h 102/1h | 104/Con 10
112/7d 113/7d 134/7d 146/Con 146/10h
7 dias 16/1h 16/24 18/24h 27/10h 55/10h 67/Con 67/24h 69/Con 14
69/1h 69/24h 100/24h 104/Con 113/10h 125/1h 134/Con | 134/24h
143/Con 143/24h 150/1h 150/10h 191/24h

29



	Director  de la Tesis:
	Dra. Ana Paulina Barba de la Rosa
	San Luis Potosí, S.L.P. 2011
	Tesis A cruentus parte 2 Christian Junio 2011.pdf
	3.1 Respuesta de las plantas de Amaranthus cruentus al estrés salino




