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Resumen

Andlisis proteinico del grano de amaranto (Amaranthus hypochondriacus y A.
cruentus) y obtencion del mapa proteémico de Amaranthus cruentus

El amaranto es un grano que ha resurgido en este nuevo milenio con relevancia
internacional debido a sus propiedades nutracéuticas y nutricionales. Una
caracteristica muy importante que posee el grano del amaranto es su capacidad de
tolerar condiciones ambientales adversas a lo largo de su desarrollo desde su estado
embrionario, pasando por la germinacion y el desarrollo. Los mecanismos por los
cuales esta planta resiste dichas condiciones se fundamentan en la funcién e
interaccion de las proteinas que permiten el equilibrio metabdlico de las células. Se
tienen escasos reportes de la presencia de proteinas que permiten la tolerancia al
estrés en el grano de amaranto, especificamente en A. cruentus. Una de las
modificacion postraduccionales involucradas en el procesamiento y transferencia de
informacion celular es la fosforilacion de las proteinas, es por eso que se rastreé la
presencia de esta modificacion en las proteinas de reserva del grano de A.
hypochondriacus y A. cruentus; donde reportamos una presencia significativa de
proteinas fosforiladas en grano maduro de ambas especies de amaranto. Se
encontraron diferencias en los patrones electroforéticos de las proteinas totales de 5
cultivos de las especies de A. hypochondriacus y A. cruentus, tambien se reporto la
presencia de la proteina tipo lunasin en ambas especies. En el presente trabajo se
realizoé por primera vez una aproximacion al proteoma del grano de A. cruentus y se
describio la presencia de proteinas involucradas en los mecanismos de dormancia.

Palabas clave: Amaranto, semilla, proteinas de reserva, fosforilacion, proteémica,

dormancia
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Abstract

Amaranth seed protein analysis (Amaranthus hypochondriacus y A. cruentus)
and amaranthus cruentus's proteomic map

Amaranth is a grain that has gained international importance due to their
nutraceutical and nutritional properties. A very important feature of amaranth is its
ability to tolerate adverse weather conditions throughout its development from its
embryonic state, through its germination and development. The mechanisms by
which this plant resists such conditions are dictated by the function and interaction of
proteins that allow the metabolic balance of cells. From our knowledge, no reports,
regarding Amaranthus cruentus, exist about the presence of proteins that allow stress
tolerance of amaranth grain. Differences in the total protein profile of three cultivars of
A. hypochondriacus and two of A. cruentus were determined. as one of the post-
translational modifications involved in the processing and transfer of cellular
information is phosphorylation of proteins, we report the presence of this modification
in storage proteins of A. hypochondriacus and A. cruentus, where a significant
presence of tyrosine-phosphorylated proteins were found. Also the presence of
lunasin-like protein in both species was reported. This is the first suty dealing with the
Amaranthus cruentus grain proteome which describes the presence of proteins

involved in the mechanisms of dormancy.

Keywords: Amaranth, seed, storage proteins, phosphorylation, proteomics,

dormancy.
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l. Introduccion

1.1 El grano de amaranto

El amaranto, junto al frijol, el maiz y el chile, fue uno de los principales cultivos en la
meseta mesoamericana antes de la llegada de los espafioles, del cual se consumia
tanto su grano como hojas y tallos (Sauer 1967). Dentro de las culturas
precolombinas el amaranto tenia una importancia religiosa debido a que se formar
figurillas hechas a base de amaranto y miel, donde representaban a su deidad
Huitzilopochtli (Figura 1). A la llegada de los espafioles su cultivo se vio restringido

debido a su asociacion con practicas paganas (Barros y Buenrostro, 1997).

Figura 1. Registro histérico del uso del amaranto en las culturas precolombinas

La familia Amaranthaceae cuenta con 70 géneros y alrededor de 800 especies, de
origen tropical, pero que se adaptan muy bien a climas templados. Sus principales
centros de distribucion se encuentran en los tropicos, tanto en América, Africa, Asia y
Oceania (Feine y cols 1979, Sauer 1967). El amaranto ha evolucionado en regiones
calidas, secas y con suelos salinos; lo que le ha permitido reconocer ciertas

caracteristicas de adaptaciéon como estructuras de secrecion de sales (tricomas



globuliformes), cuticula gruesa, espinas en la base de su hoja en algunas especies y
fijacion del carbono atmosférico por la via Cy.

Dentro del género Amaranthus se encuentran las especies: A. caudatus, A.
hypochondriacus y A. cruentus, que son las principales productoras de grano
comestible; las dos ultimas con una gran importancia econémica en México. El grano
de amaranto es usado en la elaboracion de dulces, granolas y hojuelas. Ademas la
harina obtenida de estas semillas se utiliza para la elaboracién de galletas, cremas,

pastas, etc. (Sanchez, 2010).

1.1.1 Amaranthus hypochondriacus

A. hypochondriacus es una planta herbacea anual de tallo simple o ramificada, en
ocasiones alcanza los 3 metros de altura. Sus hojas son elipticas u ovalo-oblongas
con el apice agudo o acuminado y la base cuneada o aguda. La inflorescencia es de
gran tamafo, con espigas y paniculas laterales; es muy densa, erecta y espinosa. El
tamano de las bracteas es igual al de las ramificaciones del estilo, son muy
puntiagudas y es esto precisamente lo que da a la inflorescencia su apariencia y
tacto espinoso. La flor de esta especie presenta 5 tépalos, ligeramente curveados y
mas largos que los tépalos de otras especies para la produccién de granos, sus
apices son acuminados, los tépalos internos son mas cortos que los externos. El
utriculo es circunsésil con una capsula grande. Las ramificaciones del estilo son
curveadas y se juntan en la base en una pequena hendidura. Las semillas son de
color blanco, dorado, café y negro. También es utilizado de manera ornamental. A

continuacién se mencionan las variedades trabajadas en el presente trabajo.



Nutrisol.- Es una variedad de alto rendimiento para Valles Altos, se obtuvo a partir
de la raza Azteca. Se caracteriza por presentar pigmentacion en la raiz, en el
hipocotilo y en el tallo. Las inflorescencias son de crecimiento indeterminado con
ramificaciones largas por lo que presentan un tacto espinoso a la madurez. La
semilla es de color blanco marfil y ligeramente aplanada. La madurez fisiologica
ocurre en promedio en 175 dias, llega a crecer entre 1.65 y 2.5 metros.

Los beneficios que presenta son un mayor rendimiento del grano, uniformidad en
madurez y en altura de la planta, es apta para cosecha mecanica y adaptable a
diferentes ambientes. Tiene buena capacidad de reventado, por lo que es usada en

diferentes productos alimenticios (Figura 2).

Figura 2. Amaranthus hypochondriacus cultivo Nutrisol.

Revancha.-Es la primer variedad mejorada en México, pertenece a la raza Mercado.

Se caracteriza porque solo presenta pigmentacion en la raiz, en el hipocotilo y en la

3



base del tallo, el resto de la planta es de color verde. La inflorescencia es de
crecimiento indeterminado con ramificaciones cortas, las flores tienen bracteas
cortas, por lo que no presentan el tacto espinoso como las variedades criollas. La
semilla es de color blanco marfil y ligeramente aplanada. Es una variedad de ciclo
vegetativo intermedio, la madurez fisiologica ocurre en promedio en 130 dias, este
genotipo es de porte intermedio, su altura varia de 1.01 a 1.62 metros. Los beneficios
que presenta son un alto rendimiento de grano, uniformidad en la madurez y en la
altura de la planta, sustentabilidad del cultivo y aptitud para cosecha mecanica. El
grano de esta variedad tiene buena capacidad de reventado por lo que puede ser

usada en productos alimenticios (Figura 3).

Figura 3. Amaranthus hypochondriacus cultivo revancha



1.1.2 Amaranthus cruentus

Es una planta herbacea de crecimiento erecto que alcanza hasta los 2 metros de
altura; su tallo es simple y en ocasiones ramificado. Las hojas son elipticas, rombo-
ovatinadas u ovalo-lanceoladas con el apice agudo, obtuso o acuminado y la base
cuneada o aguda. La inflorescencia cuando esta completamente desarrollada
presenta en la parte inferior espigas suaves y laxas y en la parte superior paniculas.
Las bracteas son pequefias, con una punta delgada que se extiende mas alla de las
laminas, pero nunca tan largas como las ramificaciones del estilo; sin embargo, en
algunas ocasiones sobrepasan los tépalos. Las flores presentan 5 tépalos rectos,
oblongos u oblongos-obovatinados con apices agudos; los tépalos internos son mas
cortos que los extremos. El utriculo es circuncesil con un apice en forma de torre.
Las ramificaciones del estilo son delgadas y erectas. Las semillas pueden ser
negras, marrones, blancas o amarillas. Los colores claros son los que se utilizan
para la produccion del grano, mientras que las plantas que presentan semillas de
color oscuro son utilizadas como verduras u ornato (Grubben 1976; Grubben vy
Solten 1981 y Feine 1979).

Amaranteca.- Esta variedad pertenece a A.cruentus raza Mexicana. La planta es de
tallo y forraje verde y un bajo porcentaje presenta manchas rojas. La inflorescencia
es de crecimiento indeterminado con ramificaciones cortas, las flores tienen bracteas
cortas, por lo que presentan un tacto espinoso; es de color verde y un bajo
porcentaje de plantas presentan inflorescencia variegada de rojo sobre verde. Los
beneficios que presenta esta variedad son su maduracion precoz (110-140 dias)

uniformidad en madurez y en altura de planta, aptitud para cosecha mecanica y



potencial para zonas semitropicales, inclusive presenta buen comportamiento en

siembras de invierno (marzo) en regiones libres de heladas (Figura 4).

Figura 4. Amaranthus cruentus cultivo Amaranteca

Dorada.- Esta variedad pertenece a A. cruentus raza Mexicana. La planta es de tallo
y follaje de color dorado. La inflorescencia es de crecimiento indeterminado con
ramificaciones cortas, las flores tienen bracteas cortas, por lo que presentan tacto
espinoso. Los beneficios que presentan esta variedad son su maduracion precoz
(115-150 dias), uniformidad en madurez y en altura de planta, aptitud para cosecha
mecanica y potencial para zonas semitropicales, inclusive presenta buen
comportamiento en siembra en invierno (marzo) en regiones libres de heladas ya que

es de fotoperiodo neutro (Figura 5).



Figura 5. Amaranthus cruentus cultivo Dorada

1.3 Dormancia y las plantas tolerantes a estrés abiotico

Las semillas se pueden dividir con base en su tolerancia a la deshidratacion en
ortodoxas y recalcitrantes; las semillas que toleran la deshidratacion pertenecen al
primer grupo, en éste encontramos a la mayoria de las semillas conocidas (el 100%
de las semillas de plantas monocotiledoneas); y las semillas que no toleran la
deshidratacion se clasifican dentro del grupo de las recalcitrantes; de las cuales
existen ciertas semillas de plantas dicotiledoneas. Esta tolerancia a la deshidratacién
es la clave para que la semilla entre en un estado donde la germinacién esta
restringida; y a esta fase se denomina dormancia. La dormancia en las semillas es la
etapa en la que el embrion se prepara para la germinacion y es mantenida bajo
diversos mecanismos moleculares que ayudan a bloquear las sefRalizaciones
necesarias para la germinacion; asi como mecanismos protectores que mantienen
un metabolismo basal latente y la integridad de las proteinas de la semilla (Roberts

1997).



Se han sugerido diversos procesos o0 mecanismos que confieren tolerancia a la
desecacion, incluyendo la acumulacion de las moléculas protectoras, por ejemplo
proteinas abundantes de embriogénesis tardia (LEA), represores metabdlicos y la
presencia de sistemas reparadores durante la rehidratacién de las semillas, como
proteinas de choque térmico.

Cuming (1999) encontré que la presencia de proteinas LEA esta relacionada con la
tolerancia a la deshidratacion, y se han reportado altos niveles de proteinas LEA en
el desarrollo de la maduracion tardia y en la deshidratacion de tejidos vegetativos de
plantas de resurreccion. Grelet y cols. (2005) identificaron la proteina LEA del grupo
3 (PsLEAm) en la matriz mitocondrial de la semilla del chicharo (Pisum sativum) y
demostraron que protege a dos enzimas de este organelo (fumarasa y rodanasa)
durante el secado. Boucher y cols. (2010) mostraron que MtPM25 (proteina LEA)
ayuda a prevenir y disociar agregados proteicos formados durante varios tipos de
estrés incluyendo la desecacion. También se ha reportado que la ausencia de varias
proteinas LEA conlleva a la perdida de la tolerancia de la desecacion durante la
germinacion (Bartels y Sunkar 2005).

El proceso de germinacion comienza cuando la dormancia de la semilla termina, en
este momento la semilla seca y quiescente pasa a un estado de metabolismo
acelerado y una compleja red de vias de sefializacion es activada para iniciar la
germinacion y satisfacer lo requerimientos para el desarrollo de la planta. Se ha
sugerido que hay receptores comunes para los agentes del inicio de la germinacion
dentro de la membrana plasmatica de las células embrionarias. Cuando son

activados, estos receptores inician una cascada de senalizacién, que quiza involucre



la sintesis de hormonas promotoras de la germinacion o sensibilicen al embrion para
la accion de dichas hormonas; tales como las giberilinas, citocininas y auxinas
(Bewley 1997; Lara-Nurfiez 2008). Se ha reportado que existen cambios en el estado
de fosforilacion en una cinasa CDPK dependiente de calcio asociada a membrana, lo
cual conlleva al fin de la dormancia (Trewayas 1998). Estas evidencias nos indican
que la accion de las cinasas y fosfatasas juegan un papel esencial en el proceso de
transicion de la dormancia y la germinacién; y estos datos finalmente nos indican qué

tan aptas para la germinacion seran las semillas que se encuentran en dormancia.

1.4 Semillas y proteinas de reserva

Las semillas se componen de tres partes basicas: el embrion, propiamente dicho (De
Smet y cols. 2010); un tejido que contiene nutrientes de reserva para el desarrollo de
la futura planta (endospermo); y una cubierta de la semilla (Haughn y Chaudhury
2005). Las semillas pueden clasificarse debido a la proporcion de endospermo y
embrion en: endospermo-dominante 'y embrién-dominante. Las semillas
endospermo-dominantes (Figura 6) pertenecen generalmente a las plantas
monocotiledoneas, dentro de los cuales se encuentran muchos de los cereales de
mayor importancia econémica (maiz, trigo, arroz, cebada, etc.) (Haughn y Chaudhury
2005; Baubec y Mittelsten Scheid 2006). Por analisis de proteomas de maiz, trigo,
arroz y cebada se identificaron 1496 proteinas las cuales fueron clasificadas en 10
grupos acorde a la funcién de las proteinas (Miernyk y cols. 2011, Bevan y cols.

1998).



Figura 6. Semilla endospermo dominante (Maiz)

Por otra parte, las semillas embrion-dominantes (Figura 7) abarcan principalmente
las semillas de plantas dicotiledéneas, como es el caso del amaranto, y como su
nombre lo menciona, la parte principal de la semilla es el embridn, y una pequefia
cantidad de endospermo (en algunos casos inexistente, como Arabidopsis (Haughn y

Chaudhury 2005).

Figura 7. Semilla embriodominante (Frijol)

Este grupo se subdivide en dos: ricas en almidon y ricas en aceites. EI amaranto
pertenece a las plantas embrion-dominates ricas en almidén. Se analizaron y
compararon los proteomas de Glycine max (Hajduch y cols. 2005; Agrawal y cols.
2008), Medivago truncatula (Gallardo y cols. 2003, Gallardo y cols. 2007), y Lotus
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Japonicus (Dam y cols. 2007), las cuales al igual que el amaranto poseen semillas

ricas en almidon, las proteinas analizadas también fueron clasificadas en 10 grupos

funcionales. La distribucion obtenida de los analisis protedmicos del los granos

monocotiledéneos y dicotiledéneos se encuentran resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucion y actividad de las proteinas de las semillas de plantas

monocotiledéneas y dicotiledéneas

Distribucion de proteinas en semillas

Grupo FUNCION CELULAR Monocotiledoneas Dicotiledoneas (%)
(%)
1 Metabolismo central 34 49
2 Estructura celular 12 19
3 Marcaje de proteinas 7 3
4 Respuesta a estrés 5 3
5 Plegamiento de proteinas 5 9
6 Metabolismo de acidos nucleicos 2 2
7 Sintesis de proteinas 2 3
8 Via de sefializacion de hormonas 2 3
9 Transporte membranal 2 4
10 Proteinas de funcion desconocida 29 10

Miernyk y Hajduch (2011) realizaron un analisis de las proteinas fosforiladas

presentes en la semilla y del conjunto total (1723 proteinas) de las 3 especies (G.
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max, M. truncatula y L. japonicus) se identificaron 234 proteinas con al menos un
residuo fosforilado; estas proteinas pertenecian en su mayoria a las categorias de
metabolismo central y de las vias de sefializacion hormonal; aunque también se
identificaron proteinas de reserva con residuos fosforilados (Agrawal and Thelen
20009).

Uno de los criterios de seleccién para el cultivo de plantas productoras de granos es
el alto aporte energético proporcionado por las semillas; uno de los polimeros que
aportan mayor energia son las proteinas, especialmente las proteinas de reserva, las
cuales fueron clasificadas por Osborne (Osborne 1924), con base en su solubilidad
en agua (albuminas), soluciones salinas (globulinas), soluciones alcohdlicas
(prolaminas) y soluciones alcalinas o acidas (glutelinas). Agrondmicamente hablando
el grupo de mayor interés son las albuminas, globulinas y prolaminas (Gibbs y cols.
1989, Xu y Messing 2009, Shewry y cols. 1995); como rasgo general las albuminas
estan presentes en todas las semillas, las prolaminas y las glutelinas en
monocotiledéneas y globulinas en dicotiledéneas (Xu y Messing 2009, Weber y cols.
2005).

Las globulinas se clasifican segun su velocidad de sedimentacién en 7S y 11S
(Shewry y cols. 1995), aunque existen trabajos cientificos que reportan globulinas 3S
y 12S, y en algunos trabajos son mas estrictos y reportan globulinas 2.2S y 11.3S
(Templeman y cols. 1987).

En un principio las proteinas de reserva se les asignaba un nombre basado en la raiz
latina de la planta de la que provenian; por ejemplo, las zeinas del maiz (Zea mays)

(Lawton 2002), las hordeinas de la cebada (Hordeum vulgare) (Bietz 1982), las
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secalinas del centeno (Secale cereale) (Kreis 1985), etc. En el caso del trigo
(Triticum aestivum) sus prolaminas fueron denominadas gliadinas (Shewry y Tathamt
1990, Qi y cols. 2009), las globulinas 7S son denominadas vicilinas y las globulinas
11S, leguminas (Hager y cols. 1996). Finalmente existen algunos casos donde los
nombres fueron designados acorde al nombre del la planta como los casos de la
cactinas que es usado para nombrar a las albuminas 2S de Cereus jamacaru
(Aragéo TCFR y cols. 2000).

Las proteinas de reserva son procesadas en el reticulo endoplasmico y almacenadas
en las vacuolas de proteinas de reserva, estas vacuolas tienen dos rutas diferentes
dependiendo del tipo de proteinas que contienen; en el caso de las prolaminas estas
se dirigen directamente a la vacuola de almacenamiento; y para el caso del resto de
las proteinas de reserva (albuminas, globulinas y glutelinas) pasan al aparato de
golgi para finalmente compartamentalizarse en las vacuolas de almacenamiento
(Frigerio y cols. 2008).

Una caracteristica que comparten las proteinas de reserva 2S, 7S y 11S es que son
sintetizadas como prepro-poliproteinas; y es en el reticulo endoplasmico donde
empieza la maduracion de la semilla, una de las modificaciones que sufren son la N-
glicosilacién, que generalmente son removidas en el proceso de maduracion. El
procesamiento y ensamblaje de las proteinas se lleva a cabo durante la ruta
secretoria. En el caso de las dicotiledoneas las proteinas de reserva son
almacenadas en las vacuolas de almacenamiento ligadas a membrana en las células
del parénquima de los cotiledones asi como también en el eje embrionario (Dunwell y

cols. 2001). Y en el caso de las monocotiledoneas las proteinas se encuentran en la
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parte muerta del endospermo; en células que murieron por una muerte programada

después del depdsito de proteinas.

En cuanto al patron electroforético de las proteinas de reserva se sabe que éstas

comparten caracteristicas generales, Tabla 2.

Tabla 2. Proteinas de reserva mas abundantes en el grano

Grupo Descripcion

Albuminas 2S Peso molecular de aproximadamente de 18-21 kDa; una
caracteristica de sus secuencias es que cuenta con 8
residuos de cisteina que forman 4 puentes disulfuro;
algunas albuminas son procesadas en 2 cadenas.

Globulinas 7S Homo o heterotrimeros de dos tipos de subunidades

homologas: vicilinas (45-50 kDa) y las convicilinas (60-70

kDa).

Globulinas 11S

Heterohexadimeros de precursores de cadena sencilla
unidos por enlaces disulfuro; formados por una cadena

acida (30-40 kDa) y una cadena basica (17-20 kDa)

Prolaminas | Prolaminas

ricas

Dominios de repetidos en prolina y glicina, seguidos de

pobres en sulfuro

en sulfuro dominios ricos en cisteina homdlogos a los dominios de
albuminas 2S; estas cisteinas forman enlaces disulfuro.
Prolaminas Dominios de repetidos de prolina y glicina

Prolaminas
alto

molecular

de

peso

Dominios de repetidos en prolina y glicina; y repetidos de
tri, hexa y nona glutamatos (en partes centrales de la

secuencia)
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1.4.1 Proteinas funcionales

Una de las principales caracteristicas del grano de amaranto es su alto contenido de
proteinas (17%, peso seco), superior al contenido de cualquier cereal; asi como un
buen balance de aminoacidos; teniendo un contenido alto de lisina; las proteinas
mayoritarias en la semilla del amaranto son las fracciones de albuminas, globulinas y
glutelinas; lo que lo hace un candidato ideal para la elaboracion de preparados
proteinicos o como componente de formulaciones alimenticias de alto valor
energético. Asi también se ha comprobado en diversas especies y sus respectivas
variedades que las proteinas de la semilla de amaranto no son alergénicas
(Chakraborty y cols. 2000, Rascon-Cruz y Sinagawa-Garcia 2004). Y finalmente, en
cuanto a las caracteristicas generales de las proteinas de amaranto, se ha
comprobado que estas son libres de gluten; lo cual representa una excelente opcién
alimenticia para las personas celiacas (Cinzia Ballabio y cols. 2011).

Silva-Sanchez y cols. (2008) reportaron a través de un analisis in silico que las
proteinas de reserva del grano de amaranto, poseen encriptados en sus secuencias
péptidos bioactivos como inhibidores de la enzima DPP |V e inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina. En este mismo estudio se descubrio la existencia de
una proteina que era detectada por los anticuerpos anti-lunasin. El lunasin es un
péptido de soya (Jeong y cols. 2003), el cual se ha demostrado que posee
propiedades cancer preventivas (Hernandez Ledezma y cols. 2009); el cual consta
de 43 aminoacidos, con un peso aproximado de 5.8 kDa; este péptido deriva del
procesamiento de una albumina 2S. Estos péptidos y proteinas relacionadas al
lunasin han sido reportados en dicotiledébneas como Solanum nigrum y cereales

como trigo, cebada, arroz y recientemente en tricale (Mitchell y cols. 2013).
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Aparentemente la funcion del lunasin en la semilla, es detener la citocinesis en la
etapa en la que la semilla almacena polimeros como grasas, almidon y proteinas; el
péptido lunasin no evita que se duplique el material genético pero si evita que la
célula se divida en dos células hijas, y esta es una caracteristica muy comun en las
células de la semilla que se encuentra en esta fase de maduracion (Galvez y De
Lumen 1999).

En un estudio reciente se reporté que la proteina tipo lunasin descubierta en el grano
del amaranto posee caracteristicas nutracéuticas cancer preventivas similares a las
reportadas del péptido lunasin de soya, esta proteina se encuentra presente en
diversas fracciones del grano de amaranto con un peso aproximado de 20 kDa
(Maldonado Cervantes y cols. 2009); la presencia de este péptido, nos habla de que
las proteinas de reserva pueden poseer funciones reguladoras alternas a su simple
funcién de reservorio de aminoacidos para la germinacion. Estas propiedades son un
campo de estudio en el cual poco se ha indagado y que puede llegar a ser una
oportunidad de redescubrir propiedades de las proteinas de reserva utiles para su

utilizacion en el area cientifico-tecnolégica.

1.5 Proteémica

La protedmica, por definicidén, es el estudio de las proteinas a gran escala, en
particular de su estructura y funcién. Esta disciplina, ha tenido avances significativos
a lo largo de los 20 ainos de su aparicion; esto se debe a que durante este periodo se
han mejorado las técnicas de extraccion y purificacion de proteinas; pero sobretodo a
que la instrumentacion con la que trabaja la proteémica ha evolucionado para darnos

mayor sensibilidad, precision de masas, y fragmentacion de péptidos mucho mas
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eficiente; estos avances hacen que lo analisis protedmicos sean mucho mas
precisos, exactos y por ende fiables (Desiderio y cols. 2010, Rabilloud y cols. 2010,
Brewis y Brennan 2010). Otro factor que ha permitido el desarrollo de esta disciplina
es la secuenciacion masiva de genomas de diversos organismos; ya que la
identificacién de las proteinas estudiadas con la protedmica resulta mas eficiente al
tener una referencia gendmica (Qureshi y cols. 2007). En el caso particular del
amaranto, aun se desconoce la secuencia de su genoma; pero se han realizado
transcriptomas de diversos tejidos y bajo diversas condiciones que han ayudado a la
identificacién de proteinas de esta planta (Huerta-Ocampo y cols 2009, Aguilar-
Hernandez y cols. 2011, Délano-Frier y cols. 2011).

La protedmica provee una eficiente solucion para los estudios a gran escala del
desarrollo de la semilla. Comparada con estrategias moleculares y genéticas
tradicionales, la protedmica involucra estudios comparativos globales, permitiendo la
identificacién a gran escala de las proteinas y analisis de expresion de proteinas
activas en compartimientos especificos de la semilla o regiones en ciertos estadios
de desarrollo (Wienkoop y cols. 2010). Esta capacidad de la protedmica hace posible
contestar multiples preguntas que son incontestables analizando una sola proteina o
gen; ademas, aporta informacion nueva de proteinas relacionadas con el desarrollo
que no pueden ser detectadas por métodos genéticos (Deng y cols. 2013).

El anadlisis de la poblacion de ARNs no proporciona la informacion de lo que
realmente ocurre metabodlicamente en una célula en un estado determinado; ya que
las efectoras de dichos procesos son las proteinas y estas pueden poseer diversas

modificaciones postraduccionales, como son metilaciones, ubiquitinaciones,
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fosforilaciones glicosilaciones y procesamientos proteoliticos que pueden cambiar la
ubicacién, funcién, actividad y/o funcion de las proteinas. La presencia de diversas
isoformas de las proteinas pueden ser el resultado de procesos antes mencionados
o por empalme alternativo y pueden ser analizados a través de métodos
protedmicos, no gendmicos, ni transcriptomicos (Peck 2005). Otra ventaja de
analizar directamente las proteinas es que los niveles de ARN no son directamente
proporcionales a la cantidad de proteinas presentes en un determinado momento de
desarrollo de la semilla. Finalmente, se hace mucho mas facil correlacionar la
activacion de varios genes en respuesta a un estimulo interno o externo analizando
el total de proteinas presentes y/o activas en ese preciso momento (Deng y cols.

2013).

La protedmica, en combinacion con otras disciplinas “omicas”, ha aportado avances
significativos en el estudio de proteinas presentes en diversas semillas. Por otra
parte, estudios de protedmica comparativa han llegado a ser un método de basico
para entender los mecanismos basicos de respuesta de diversos tejidos de la planta,

entre ellos los del grano (Deng y cols. 2013).
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Il. Justificacion

La identidad y diversidad de las proteinas contenidas en un grano determina las
caracteristicas nutricionales; la eficiencia en la germinacion, y la utilidad de estas
proteinas en el area biotecnoldgica. La falta de un mapa protedbmico del grano de
amaranto y la falta de caracterizacion de los perfiles protedémicos de las variedades
mas utilizadas en nuestro pais; acarrean una falta de informacion que frena el
desarrollo y 6optima utilizacion de este grano. Es por eso que el presente trabajo se
dio a la tarea de analizar desde un punto de vista protedmico las proteinas
constituyentes del grano de amaranto, para ampliar el conocimiento de este grano

que ha cobrado importancia a nivel mundial en los ultimos afos.
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lll. Objetivos

3.1 Objetivo general

Ampliar el conocimiento de la composicion proteinica de variedades de Amaranto
cultivadas en la region del centro de México a través del estudio de las proteinas
de reserva del grano y proteinas totales bajo las técnicas de electroforesis en

geles de poliacrilamida en una y dos dimensiones.

3.2 Objetivos particulares

* Realizar un mapa protedmico del grano de amaranto, para llevar un estudio
comparativo de las proteinas de reserva de diversas variedades del grano de
amaranto.

 Comparar los estados de fosforilacion de estas proteinas con el fin de
determinar la presencia de proteinas metabdlicamente activas en el grano.

» Determinar la presencia del péptido lunasin en las fracciones proteinicas del

grano.
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IV. Metodologia

4.1 Semillas de amaranto

Se utilizaron semillas maduras de Amaranthus hypochondriacus L. variedades
Nutrisol, Revancha y Annapurna y Amaranthus cruentus variedades Amaranteca y
Dorada para el desarrollo de este trabajo, facilitadas por el Dr. Eduardo Espitia
Rangel del Instituto Nacional de investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias,
campo experimental bajio. Los granos de amaranto fueron molidos en un molino para
granos de café, y tamizados en una malla del numero 100 y desengrasados con una

mezcla de hexanos.

4.2 Extraccion de proteinas

4.2.1 Extraccion de proteinas de reserva

El método de extraccién se llevo a cabo segun el método de Barba de la Rosa y cols.
(1992). Una suspension de la harina y la solucién de extraccion correspondiente a
cada fraccion de proteina de reserva en una proporcion 1:10. En la Tabla 3 se
muestra la solubilidad de las fracciones proteinicas en las diversas soluciones de
extraccion. Para la extraccion de las proteinas de la harina de amaranto se agitad la
mezcla de harina-extrayente por 30 min con sonicacion de 1.5 min a 35% de
amplitud (Ultrasonic Processor, Newtown, Connecticut, USA). Después de la
extraccion la suspension se centrifugd por 20 min a 13000 rpm a 4 °C. La pastilla se
empled para la extraccidon de la siguiente fraccion proteinica, hasta extraer el total de
las fracciones. Las muestras obtenidas fueron almacenadas a -80°C hasta su uso

posterior.
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Tabla 3. Soluciones de extraccion de las diferentes fracciones proteinicas.

Fraccion proteinica Extrayente

Albuminas Agua desionizada

Globulinas 7S NaCl 0.1M, NaH,PO, 10 mM , EDTA 10 mM, pH 7.5
Globulinas 11S NaCl 0.8M, NaH,PO, 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7.5
Glutelinas Tris 100 mM pH 8

4.2.2 Extraccioén de proteina total

Para la extraccidon de proteinas totales del grano de amaranto, el harina se
homogenizd con solucién de extraccion (0.1M NaCl, 35 mM Na;HPO,, 1% triton x-
100, 0.1% B-ME) en una relacién 1:10, y se agité por 10 minutos a 4 C, con una
subsecuente sonicacion de 1.5 min en hielo, a una amplitud de 35% (Ultrasonic
Processor). La suspensién se centrifugd 20 min a 13000 rpm a 4 °C. El sobrenadante
se colecto y se precipitd con metanol-cloroformo (4:1), la pastilla de proteinas se lavo
con metanol frio, cada lavado consistio de mezclado con agitacion en vortex y
centrifugacion por 10 min a 13000 rpm a 4 °C. La pastilla resultante se almacené a -

80 °C hasta su uso posterior.

4.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de las proteinas se realizé usando el reactivo Dc Protein Assay de
BioRad (Hercules, California, USA). Para las curvas de calibracién se prepard un
stock de de BSA a una concentracion de 5 mg/ml disuelto en solucién de rehidratado
para tiras IPG (8M urea, 2% CHAPS, 0.002% azul de bromofenol) y se realizd una

curva estandar como se indica en la Tabla 4.
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Tabla 4. Preparacion de la curva de calibracién para la cuantificacion de proteinas

Estandar Conc. Proteina 5 mg/ml BSA [ul] Solucioén de
[mg/ml] rehidratado [pl]
1 0.0 0 100
2 0.3 6 94
3 0.6 12 88
4 0.9 18 82
5 1.2 24 76
6 1.5 30 70

Se midio la absorbancia a una longitud de onda de 650 nm dentro de los 30 min de
estabilidad del compuesto; la curva de calibracion obtenida esta representada en la

Figura 8.
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Figura 8. Curva de calibracion de la proteina BSA en solucién de rehidratado por el
método Dc protein assay. Los parametros de la linea de tendencia fueron: y = 0.1457x +
0.032, R? = 0.9991

4.4 Analisis Western blot
Las proteinas separadas en geles de poliacrilamida fueron transferidas a membranas

PVDF (Sequi-Blot PVDF, Bio-Rad). Las membranas se activaron con metanol al 80%
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y se lavaron con agua MiliQ. La transferencia se llevé a cabo en la camara de
transferencia semi-seca (Trans-Blot SD, Biorad ®) para minigeles (11x7 cm) 45 min

a 15V, para geles de 13.3 x85cmde 1 ha 15V.

4.4.1 Deteccion de la proteina tipo lunasin

La membrana se bloqued por 90 min con una solucion de leche desengrasada al 5%
disuelta en TBS 1%(1% tween-20, 500 mM NaCl, 20 mM tris base), y se lavé con
solucion 1% TBS-T. Después del lavado, se incubé por 1 h con el anticuerpo primario
anti-lunasin a una dilucion 1:3000 en la solucion con leche desengrasada al 3%
disuelta en 1% TBS 1%; se lavé con la solucién TBS-T 1%y se incubd por otra hora
con el anticuerpo secundario (Sigma Aldrich, St Louis, Missouri USA) acoplado a
fosfatasa alcalina a una dilucion de 1:10000 en la solucion con de leche
desengrasada al 3% disuelta en TBS 1%, después se lavd con la soluciéon TBS-T
1%, y finalmente se reveld con los sustratos BCIP/NBT (Boehringer Mannheim,
Ingelheim, Germany) disueltos en tris tris 0.1M, NaCl 0.01M, pH 9.5; y MgCl, 50 mM

agregado al momento, la reaccién se detuvo con agua destilada.

4.4.2 Deteccioén de residuos fosforilados

La membrana se bloqued por 90 min con una solucién de BSA al 3% disuelta en TBS
1%(tween-20 1%, NaCl 500 mM, 20 mM tris base 20 mM), y se lavé con solucion
TBS-T 1%. Después de lavado, se incubd por 1 h con el anticuerpo primario anti-
serina fosforilada, anti-treonina fosforilada o anti-tirosina fosforilada (Abcam,
Cambridge, England) a diluciones de 1:700, 1:5000 y 1:500, respectivamente en la

solucion con BSA al 1% disuelta en TBS 1%; se lavé con la solucion TBS-T 1%y se
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incubo por otra hora con el anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa
en una dilucion de 1:5000 en la solucion con BSA 1% disuelta en TBS 1%, después
se lavo con la solucion TBS-T 1%, y finalmente se revel6 con el sustrato 3,3’-
diaminobencidina, DAB disueltos en Tris 0.05 M, NiCl, 0.03%, y H»0, 0.03%
agregado al momento. Un precipitado color marrén fue el indicativo de la deteccion

de las proteinas fosforiladas; la reaccion se detuvo con agua destilada.

4.5 Electroforesis Bidimensional (2-DE)

4.5.1 Primera dimension, isoelectroenfoque

Para este estudio se utilizaron tiras de 13 cm de gradiente de pH inmovilizado con un
intervalo de 3-10 (BioRad). Las tiras fueron rehidratadas con la muestra de proteina
a una concentracion de 1mg/mL disueltas en la solucién de rehidratacion, agregando
DTT a una concentracion final de 0.018 M y anfolitos (Biorad, Hercules, California
USA) a una concentraciéon final de 0.5%; por un lapso 16 horas a temperatura
ambiente. El electroenfoque se realiz6 en el equipo Ettan IPGphor Il (GE Healthcare)
bajo las condiciones sefialadas en la Tabla 5, con un paso previo de desalado a 150

V por 2 h.

Tabla 5. Programacién del equipo Ettan IPGphor I

Paso Modo de voltaje Voltaje maximo Voltz-Hora (kVh)

1 Gradiente 500 0.01
2 Gradiente 4000 3.4
3 Constante 8000 13.5

Las tiras fueron almacenadas a -20T para su poster ior uso.
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4.5.2 Segunda dimensién, SDS-PAGE

Posterior a la separacion por isoelectroenfoque las tiras se equilibraron en la solucion
con Tris-HCI 50 mM, pH 8.8, Urea 6M, Glicerol 30%, SDS 2%y Azul de bromofenol
0.002% por 15 minutos con agitacion constante. Las tiras fueron colocadas en geles
de acrilamida al 12% de la camara Ruby cell (GE Healthcare) y se corre la

electroforesis a 25 Volts por aproximadamente 5 h.

4.6 Tincion de geles SDS-PAGE

4.6.1 Coomassie coloidal

Para la tincién de los geles se utilizd el colorante Coomassie G-250 empleando una
variante del coomassie coloidal. Los geles se fijaron en una solucion con metanol
50% y acido fosférico 2%. Después el gel se sensibilizé en una solucion de sulfato de
amonio 17%, metanol 33% y acido fosférico 3%; se agregé coomassie G-250 para
obtener una concentracion final del 0.06%, el gel se destifio por 1 h con agua

desionizada. Las imagenes fueron visualizadas en el equipo Pharos FX plus BioRad.

4.6.2 ProQ Diamond

Los geles se fijaron en una solucion con metanol 50% y &cido acético 10%; se
realizaron lavados con agua desionizada. El gel se tifid con el colorante ProQ-
Diamond (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) en una proporcion 1:3 con agua,
se incubd y se destifid con una solucidén con acetronitrilo 20% y acetato de amonio
50 mM. Las imagenes fueron visualizadas en el equipo Pharos FX plus (BioRad,
Hercules, California, USA) a una longitud de exitacion de 532 nm y usando filtros de

580 nm.
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4.7 Digestion en gel

Los puntos seleccionados para la identificacion fueron escindidos de los geles y
lavados exhaustivamente con agua milliQ y NHsHCO3 25 mM. Posteriormente fueron
deshidratados con acetonitrilo para remover contaminantes y retirar el colorante. Las
muestras fueron sometidas a una reduccion con DTT 10 mMen una solucién de
NHsHCO3; 25 mM, seguida de una alquilacién con 55 mM iodoacetamida. Se
realizaron lavados con NH4HCOsj/acetonitrilo. La digestién fue realizada toda la
noche a 37 T con tripsina grado secuenciacion (Pro mega, Madison, WI, USA). Los
fragmentos tripticos resultantes fueron extraidos dos veces con una solucién de
acetonitrilo y agua (3:2 v/v) conteniendo &acido trifluoroacético 0.1%. Los dos
sobrenadantes fueron concentrados y los péptidos tripticos fueron desalados y

concentrados a un volumen final de 12 pl.

4.8 Espectrometria de masas

Los analisis de espectrometria de masas fueron realizados en el equipo Synapt-
HDMS (Waters Corp, Milford, MA, USA) acoplado en linea a el nano-ACQUITY-
UPLC (Waters). Los péptidos fueron cargados en la pre-columna Symetry C18 (5
gm, 20 mm x 180 um). La separacién de los péptidos se realizé en la columna
analitica BEH130 C18 (1.7 ym, 10 cm x 100 uym) y eluidos a 35 T con gradiente
lineal de fase mévil B (0.1% &cido férmico en acetonitrilo) por 30 min con un flujo de
600 nl/min, seguido de un lavado con 85% de la fase movil B. La columna fue
nuevamente equilibrada a las condiciones iniciales por 15 minutos con la fase movil

A (acido férmico 0.01% en agua). Como referencia en el spay de referencia se utilizd
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[Glu1]-fibrinopeptide B, inyectado por la bomba auxiliar del sistema a 200 nl/min a
una concentracion de 100 fmol/pl.

El RF aplicado al analizador de masas de cuadruplo fue ajustado para transmitir los
iones eficientemente con una relacién m/z de 50-3000. El espectrometro de masa fue
operado en modo V para todas las mediciones y los andlisis se realizaron en modo
ESI. Los datos MS/MS fueron obtenidos para mas de tres cargas de iones 2+, 3+,4+
detectados y obtenidos en una rampa de colision de energia de 15 a 40 eV, la
adquisicion fue cambiada del modo MS a MS/MS cuando la intensidad del pico base

excedia el umbral de 10 cuentas y regresaba al modo MS después de 5 s.

4.9 Identificaciéon bioinformatica de proteinas

La identificacion de las proteinas fue realizada con los datos de los espectros MS/MS
usando el motor de busqueda MASCOT (Matrix Science, London, UK,
http://www.matrixscience.com). La base de datos wusada fue NCBInr
(http://www.ncbi.nih.gov). Se realizd la busqueda de los péptidos monoisotdpicos
bajo los siguientes parametros: tripsina como proteasa, tolerancia de péptidos de 10
ppm, tolerancia de masa/carga (MS/MS) de 0.1 Da, péptidos con carga de +2,+3,+4
y contemplando como modificacion fija la carbamidometilacién de las cisteinas y
como modificacion variable la oxidacion de la metionina. La identificacion fue
considerada acertada cuando se obtenia un score significativo en MASCOT con un

valor de P<0.05.
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4.10 Analisis estadistico

Para conocer las diferencias significativas de nuestros analisis se utilizé un analisis
de varianza de una via (one way ANOVA) con un limite de confianza de 95% usando

el programa Statistica 7.

4.11 Prediccion estructural de proteina in silico por analogia de secuencia

Adicionalmente a este trabajo se realizé la amplificacion del gen y prediccion
estructural de la proteina LEA 3 (Maldonado y cols. 2014), reportada en el presente
trabajo, por lo que se dio a la tarea de realizar un modelaje in silico de la estructura
secundaria de la proteina LEA 3 (Figura S1) usando el programa en linea Phyre

engine V 2.0 del servidor en linea: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk (Kelley y Sternberg

2009).
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V. Resultados y Discusién

5.1 Extraccion y electroforesis de proteinas en SDS PAGE

5.1.1 Proteinas de reserva

La extraccion y cuantificacion de las proteinas totales de los cultivos de amaranto (A.
hypochondiracus y A. cruentus) revelo diferencias tanto cuantitativas como
cualitativas. La cuantificacion de fracciones proteinicas de reserva en los granos de
los diversos cultivos de amaranto reveld que las fracciones mayoritarias en los 5
cultivos analizados resultaron ser las albuminas y las globulinas, especialmente las
globulinas 11S, las cuales en los cinco cultivos fue la fraccion mayoritaria y las
concentraciones se encuentran en el rango de 4.43 — 5.54 % (m/m) con respecto al
peso total de la muestra; la siguiente fraccidon mayoritaria fueron las albuminas,
excepto en el cultivo de amaranteca (A. cruentus), en el cual la segunda fraccion
mas abundante fue globulina 7S (2.44%); y en el caso del cultivo revancha (A.
hypochondriacus) las albuminas poseyeron una cantidad equiparable (4.74 %) a las
cantidades de globulinas 11S de los cultivos analizados. De manera general las
concentraciones de albuminas estan dentro de un rango de 1.92 — 4.96 % (m/m). La
tercera fraccion predominante fueron las globulinas 7S, cuyas cantidades relativas se
mostraron muy homogéneas y no hubo diferencias significativas entre los cultivos
analizados; la cantidad de proteina tiene un rango de 2.33 — 2.78 % (m/m).
Finalmente, la fraccion minoritaria fueron las glutelinas las cuales tampoco mostraron
diferencias significativas, excepto en el cultivo nutrisol (A. hypochondriacus) del cual
se recuperd un 3.12% equiparable a la cantidad de albumina obtenida en los 5

cultivos analizados; el rango general de porcentaje que representan estas fracciones
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es del 1.17 — 3.12%. EIl grafico que representa las cantidades de proteinas de
reserva esta representado en la Figura 9.

Se ha reportado en la literatura que la fraccidon de globulinas 11S es la mas
abundante en el grano de amaranto; asi también se sabe que la fraccién de
albuminas representa una de las fracciones mayoritarias en este grano (Barba de la
Rosa AP y cols. 1992). Sin embargo no se tenian datos de que las glutelinas fueran
la fraccibn menos abundante, esto podria deberse a la gran variabilidad de métodos
de extracciéon de este tipo de proteinas ya que existen reportes en los que
determinan que la fraccion mayoritaria en el grano de amaranto son las albuminas y
que las prolaminas poseen el tercer sitio por arriba de las globulinas (Seguro-Nieto y
cols. 1992) y en la actualidad existen multiples reportes que notifican que las
globulinas 11S son la fraccion mayoritaria y que las prolaminas estan en minima
cantidad de manera casi imperceptible (Barba de la Rosa y cols. 1992, Chen y

Paredes-Lépez 2007).
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Figura 9. Analisis del contenido de proteina en las fracciones proteinicas de las
variedades de amaranto. 1: A. cruentus cv. Amaranteca, 2: A. hypochondriacus cv.
Annapurna, 3: A. cruentus cv. Dorada, 4: A. hypochondriacus cv. Nutrisol, 5: A.
hypochondriacus cv. Revancha.

Los patrones electroforéticos de las proteinas de reserva de los 5 cultivos de
amaranto analizados muestran patrones electroforéticos muy similares a los
reportados previamente (Barba de la Rosa y cols. 1992), y dentro de las fracciones
de albuminas y globulinas 7S no muestran diferencias notables dentro de los 5
cultivos; por otra parte, en las fracciones de globulinas 11S y glutelinas las proteinas
con un peso molecular menor a 20 kDa mostraron diferencias en el patron
electroforético. Esto se debe al polimorfismo presente en este grupo de proteinas.
Estas diferencias aun siendo sutiles pueden ser de suma importancia ya que los
péptidos y proteinas biolégicamente activos se sabe que tienen un peso menor a 10

kDa (Figura 10).

32



3l kDa
-
£z e =z
= "--.1 B o ls0
v - -
- &Sz
0
-
'-r - 1

c d]
ziil“ll!- el el B
414 4411+
. . hhgtu-
= - N.ll.

Figura 10. Inmunodeteccion de la proteina lunasin en las fracciones proteinicas del
grano de amaranto. Electroferogramas y western blot de 4 fracciones proteinicas de las 5
variedades del grano de amaranto: a) albuminas, b) globulinas 7S, c) globulinas 11S y d)
glutelinas. (1) A. cruentus var. Amaranteca, (2) A. hypochondriacus var. Annapurna, (3) A.
hypochondriacus var. Dorada, (4) A. hypochondriacus var. Nutrisol, (5) A. hypochondriacus
var. Revancha. Se uso la reaccion de la fosfatasa alcalina sobre el NBT/BCIP para la
deteccion.

5.1.2 Identificacion de la proteina tipo lunasin de amaranto

El péptido lunasin fue reportado originalmente en las proteinas de reserva del grano
de soya, y forma parte del procesamiento de la albumina 2S (de Lumen y Galvez
1999); en los ultimos afos se ha reportado su presencia en otros granos
dicotiledoneos y también en granos monocotiledoneos (Mitchell y cols. 2013). En
este trabajo se rastred la proteina tipo lunasin de amaranto en las proteinas de

reserva de los 5 cultivos de A. cruentus y A. hypochondriacus, y se detectd la
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presencia de esta proteina en las fracciones correspondientes a albuminas,
globulinas 11S vy glutelinas, con un peso molecular aproximado de 20 kDa, en todos
los casos (Figura 10). En las fracciones de las globulinas 7S y prolaminas no se
detecto la presencia de la proteina tipo lunasin. Es la primera ocasién que se reporta
la presencia de esta proteina en A. cruentus (cultivos Amaranteca y Dorada).
También es el primer trabajo donde se reporta la presencia de esta proteina en los
cultivos de Revancha y Annapurna; ya que solamente se habia reportado en los
cultivos Criolla, Nutrisol, DGTA y Gabriela (Silva-Sanchez y cols. 2008; Maldonado-
Cervantes y cols. 2010).

La presencia de la proteina tipo lunasin en todos los cultivos analizados y en las
fracciones mas predominantes del grano demuestra que este péptido posee una
gran importancia en el proceso de maduracion y germinacion del grano de especies
muy distantes evolutivamente (Mitchell y cols. 2013). La funcion especifica de este
péptido bioactivo aun permanece desconocida; pero se especula que participa en el
arresto celular que sufren las células del grano cuando entran en la etapa de
acumulaciéon de macromoléculas; este proceso es de suma importancia para la
supervivencia del organismo al momento de la germinacion (De Lumen y Hernandez
2008). Esta propiedad de inducir arresto celular le ha conferido propiedades cancer
preventivas en células de mamiferos; lo que lo convierte en un potencial biofarmaco

con importantes aplicaciones.

5.1.3 Extraccion y electroforesis de proteinas totales del grano

Se encontraron diferencias dentro del patron electroforético de A. cruentus y A.

hypochondriacus sus proteinas en geles SDS-PAGE de una dimensién se
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encontraron diferencias evidentes en el rango de 50 a 60 kDa (Figura 11),
especificamente de un par de proteinas de peso aproximado de 53 kDa y una de
mayor peso de 58 kDa, lo interesante de estas proteinas es que la proteina de 58
kDa se encontraba en una mayor cantidad en los dos cultivos correspondientes al
grano de A. cruentus (Amaranteca y Dorada) y en cambio en los cultivos
correspondientes a A. hypochondriacus (Annapurna, Nutrisol y Revancha) se
encontraba mayoritariamente la proteina de 53 kDa. Estos patrones electroforéticos
diferenciales nos podrian ayudar a discernir la identificacion rapida de los granos
correspondientes a dos especies de amaranto ya que sus granos no poseen

diferencias evidentes una vez libres de cascarilla.
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Figura 11. Electroforograma de proteina total de los 5 cultivos de amaranto tenidas
con coomassie coloidal. a) electroferograma completo, b) acercamiento de la zona con
mayor polimorfismo en proteinas. (1) A. cruentus var. Amaranteca, (2) A. hypochondriacus
var. Annapurna, (3) A. cruentus var. Dorada, (4) A. hypochondriacus var. Nutrisol, (5) A.
hypochondriacus var. Revancha, (M) marcador de peso molecular.

5.1.3 Identificacion de proteinas fosforiladas en proteina total

Las proteinas totales de grano fueron tedidas con un colorante fluorescente
especifico para identificar residuos fosforlidados y se encontré que en los cinco
cultivos analizados existe una gran cantidad de proteinas que tienen al menos un
residuo fosforlidado, esto concuerda con estudios donde reportan que al menos un
tercio de las proteinas de plantas se encuentran en un estado fosforilado (Smith y
cols. 2005). Dentro de los cinco cultivos analizados se observan diferencias en los
patrones de proteinas fosforiladas, principalmente en la banda correspondiente a 15

kDa (Figura 12).
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Figura 12. Electroferograma de proteinas totales de los 5 cultivos de amaranto teiidas
con ProQ Diamond. a) Gel de proteinas tefiidas con el colorante especifico para
fosfoproteinas ProQ Diamond y mismo gel tefiido con coomassie coloidal. (1) A. cruentus cv.
Amaranteca, (2) A. hypochondriacus cv. Annapurna, (3) A. hypochondriacus cv. Dorada, (4)
A. hypochondriacus cv. Nutrisol, (5) A. hypochondriacus cv. Revancha.

Para corroborar que presencia de en estado fosforilado del grano de amaranto, se
realizaron 3 diferentes western blots para identificar fosforilaciones en los residuos
de serina, tirosina y treonina. No fue posible detectar residuos de treonina
fosforilados en ninguna de las repeticones realizadas (datos no mostrados). Para el
caso de la identificacion de las proteinas que contenian residuos de serina
fosforilados, se encontré6 una gran cantidad de proteinas que concuerda con los
resultados de la tincion con ProQ Diamond y no se observan diferencias evidentes
en el patron electroforético. Cabe hacer notar que en esta deteccién se observaron

proteinas con un peso aproximado de 20 kDa que apenas son perceptibles con la
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tincion del gel con azul de Coomassie; en cambio, aquellas proteinas que fueron
evidentes en el gel tefido con azul de Coomassie de aproximadamente 15 kDa no

fueron detectadas en el western blot (Figura 13).
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Figura 13. Inmunodeteccién de residuos fosforilados en extractos de proteina total de
los 5 cultivos del grano de amaranto. a) inmunodeteccion a través de western blot de los
residuos fosforilados usando los anticuerpos primarios: a) anti-fosfoserina y c) anti-
fosfotirosina; a la derecha de cada western blot se muestra el electroferograma de las
proteinas totales (b y d). (1) A. cruentus cv. Amaranteca, (2) A. hypochondriacus cv.
Annapurna, (3) A. cruentus cv. Dorada, (4) A. hypochondriacus cv. Nutrisol, (5) A.
hypochondriacus cv. Revancha. Se uso la reaccion de la fosfatasa alcalina sobre el
NBT/BCIP para la deteccion.

En el western blot que identificd las proteinas con fosforliaciones en los residuos de
tirosina se detectdé una banda de un peso aproximado de 15 kDa; lo cual es
sumamente interesante ya que las fosforilaciones en los residuos de tirosina son

poco habituales en las proteinas de plantas (Kersten y cols. 2009).
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El hecho que se encontraran proteinas fosforiladas en el grano del amaranto no es
de extrafarse debido a que esta modificacion postraduccional posee una gran
importancia en los procesos celulares, y a pesar de que la célula se encuentra en un
estado de metabolismo basal, aun mantiene activos ciertos procesos involucrados en
la germinacién y mantenimiento del estado de dormancia; también se sabe que la
dinamica de fosforilacion/desfosforilacion puede repercutir en la estructura de las
proteinas, estabilidad, localizacién subcelular e interaccion con otras biomoléculas;
por lo tanto la fosforilacién no solo participa en procesos de suma importancia como
es la transduccién de sefales y la regulacion de procesos metabolicos, sino que
también da estabilidad y estructura a las proteinas en el estado de dormacia que se
caracteriza por un estrés generalizado debido a la falta de agua en el sistema (De la
Fuente y cols. 2007).

La presencia de proteinas fosforiladas en el grano de amaranto nos indica que estas
pueden estar participando activamente en procesos biolégicos importantes para el
funcionamiento del metabolismo, en la estructura y localizacion de las proteinas y en
la funcionalidad de las proteinas al momento de entrar en contacto con un estimulo

como es el término de la dormancia.

5.2 Identificacion de proteinas totales de grano de amaranto a través de 2-D
SDS-PAGE

Con el objetivo de realizar un mapa protedmico del grano de amaranto se extrajeron
las proteinas totales del grano de A. cruentus cultivo amaranteca; por la razén que
este cultivo ofrece una resistencia innata a estrés por sequia y por lo tanto, los

resultados obtenidos nos ayudarian a determinar la maquinaria protedmica que
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cuentan los granos de amaranto para conferirle resistencia a estreses abioticos. El
mapa protedmico de A. cruentus se muestra en la Figura 14 en el cual estan
enumeradas las proteinas que fueron sometidas al proceso de identificacion a través
de espectrometria de masas. Ya que se trataba de representar la mayor poblacién
posible de proteinas se trabajo con un rango de pH de 3-10, las proteinas del grano
poseen un rango muy amplio de pesos moleculares y diversidad en sus puntos

isoeléctricos.
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Figura 14. Patron electroforético de las proteinas totales del grano de Amaranthus
cruentus cv amaranteca. El gel fue tefido con coomassie coloidal, el porcentaje de
acrilamida fue del 12% vy la longitud del gel 13 cm. Se utilizaron tiras de 13 cm con un rango
de pH de 3-10. 10
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La etapa de dormacia en la que se encuentran las semillas antes de la germinacion
es un estado de estrés generalizado por la ausencia de agua, tanto metabdlicamente
como estructuralmente. Lo que lleva a las células tanto del embrién como del
endospermo a expresar proteinas que puedan ayudar a tolerar dicho estrés y
mantener su metabolismo latente. Dentro de las proteinas expresadas en el grano de
amaranto se encuentran las proteinas tipo LEA, como LEA 3, LEA 5 y Proteina EM.
Las proteinas LEA estan involucradas en la tolerancia a la deshidratacion bajo
mecanismos que van en la preservacion de las estructuras celulares, retencion de
agua, secuestro de iones y proteccion directa de proteinas y/o membranas; o
renaturalizacién de proteinas desnaturalizadas. Las proteinas LEA se encuentran
principalmente en plantas, encontradas originalmente en semillas, asi como en otros
tejidos (Wise 2003). Las proteinas LEA han sido clasificadas en 6 grupos
principalmente, con base en las proteinas descritas en Gossypium hirsutum; las
caracteristicas de las proteinas LEA encontradas en este trabajo son descritas a
continuacion:

e LEA grupo 1. Son proteinas relacionadas secuencialmente con las proteinas
Em y solo se han encontrado en plantas. Son proteinas sin estructura
secundaria en solucion.

e Las proteinas EM (Early methionine labelled, por su nombre en ingles) son las
proteinas de mayor abundancia en el citosol de las células del embrion de
semillas maduras. La expresion de los genes EM esta regulada positivamente
por el acido abscisico. La expresion de este tipo de proteinas es inducida

como una respuesta a un estrés osmoético, tanto en los embriones inmaduros
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como durante la germinacion posiblemente con el acido abscisico como
intermediario en esta respuesta. Este tipo de proteinas esta ampliamente
distribuido en muchas especies y se ha observado su presencia en las etapas
finales de la embriogénesis y en respuesta a estrés por falta de agua.

e LEA grupo 3 (spot 3). Este grupo de proteinas poseen un motivo de repetidos
de 11-mer aminoacidos, que tienen una secuencia consenso que es:
OOE/QXPKE/QKDXE/D/Q (donde @ representa un residuo hidrofilico). Lo
interesante de este grupo es que se han reportado homologos de este tipo de
proteinas en otros organismos poco relacionados en plantas como nematodos
y procariotas.

e LEA 5 (spot 52). Este tipo de proteinas posee caracteristicas hidrofébicas. al
contrario del resto de las proteinas LEA; se ha reportado su presencia en
plantas sometidas a estrés por sequia y en hojas que sufrieron dafio mecanico

(Goyal y cols 2005).

Por otra parte se encontré la presencia de la cadena alfa del complejo NAC
(Nascient polypeptide associated complex, spot 50); el cual es un heterodimero
constituido por las cadenas alfa y beta, y puede unirse reversiblemente a los
ribosomas. La funcion exacta del complejo NAC permanece aun incierta. Se ha
sugerido que su funcion es clasificar y traslocar a las proteinas recién sintetizadas; y
que promueve la entrada de las proteinas al reticulo endoplasmico. Se ha reportado
que la sobreexpresion de este complejo en arroz (Oryza sativa) aumenta la

resistencia de la planta al estrés por salinidad (Yan y cols 2005).
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Otra de las proteinas que identificamos en el grano de amaranto fue la proteina de
union a elementos de respuesta a la deshidratacion (dehydration-responsive
element-binding protein, DRE, spot 48); este tipo de proteinas participa en la
respuesta de la planta a estrés abidtico y bidtico. Su presencia esta relacionada con
organos que han sufrido desecacion, y se encuentra en la mayoria de las semillas
ortodoxas (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 2006).

Una proteina identificada fue la proteina relacionada a la patogénesis (Pathogenesis-
related protein, PR, spot 67), esta proteina es expresada después de un ataque de
un agente bioldgico principalmente en las hojas. Sin embargo, se han reportado este
tipo de proteinas en diversos granos, principalmente cereales. Dentro del grupo de
este tipo de proteinas se han encontrado quitinasas, § 1,3-glucanasas, inhibidores
de proteasas, peroxidasas. Se cree que las proteinas relacionadas a la patogénesis
en semillas inducen la produccion de acido abscisico durante la germinacion y
también forman parte del sistema de defensa de las semillas ante los depredadores
(Van Loon y Van Strien 1999).

También se encontré la presencia de una proteina relacionada a la dormancia (spots
19 y 20), la cual como su nombre lo indica esta encargada de mantener a la semilla
en un estado de dormancia, preparandola para su posterior germinaciéon. La
dormancia cobra mucha importancia en las semillas de plantas tolerantes a diversos
tipos de estrés abidtico ya que determina el momento propicio para que la planta
crezca en las mejores condiciones ambientales (Oliver y cols. 2000, Dolferus y cols.

2011).
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También se encontré la presencia de la cistatina (spots 30 y 31), este inhibidor de
cistatina-proteasas ha sido reportado en un gran numero de especies vegetales;
especificamente la cistatina de amaranto ha sido reportada y caracterizada por
Valdez-Rodriguez y cols (2007 y 2010); en estos reportes nos indican que la
expresion de RNA se eleva en raiz y hojas cuando la planta es sometida a diversos
tipos de estrés: hidrico, salino y estrés por temperaturas bajas; en un estrés por
calor, los niveles de transcritos de esta proteina se elevan en hoja unicamente. Otra
de las caracteristicas de la cistatina de amaranto es que inhibe el crecimiento de
hongos fitopatégenos. En cuanto a su expresion en el grano se ha encontrado que
posiblemente esté relacionada con la resistencia al estrés abidtico que sufre la
semilla durante la etapa de la dormancia; una evidencia que nos reafirma esta idea
es que los niveles de cistatina disminuyen en el grano durante su germinacion
(Valdez-Rodriguez y cols. 2007).

Finalmente dentro de las proteinas encontradas que podrian estar confiriendo una
proteccién ante algun tipo de estrés, encontramos a la enzima dehidriascorbato
reductasa (DHAR, spot 57); la cual cataliza la conversion del acido dehidroascoérbico
a acido ascorbico, en presencia de glutation. El acido ascorbico es el mayor agente
antioxidante con el que cuentan las células en general. El acido ascoérbico esta
involucrado en la desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales se
producen por ejemplo en procesos como en la cadena respiratoria y en la
fotosintesis. Debido a la importancia de la enzima DHAR en el reciclaje del acido
ascorbico; esta proteina se encuentra en practicamente todas las plantas superiores.

La expresion de esta enzima es muy elevada en los primeros estadios de formacion
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de la semilla y posteriormente va desapareciendo en conforme la semilla entra en un
estado de desecacion; hasta finalmente permanecer en estados basales en el grano
maduro (Yang y cols. 2009). Estudios han comprobado que la sobreexpresion de la
DHAR en plantas como tabaco, tomate y arabidopsis confiere resistencia a diversos
tipos de estrés como son el salino; resistencia a la accién del metil viologeno y
peroxido de hidrogeno; y bajas temperaturas (Eltayeb y cols. 2006; Kwon y cols.
2003).

En sintesis, se encontro la presencia de diversas proteinas que ayudan sobrellevar el
estrés que supone el estado de dormancia en una semilla madura ya que en este
estado, el metabolismo se encuentra latente y el agua disponible para las células es
escasa. Estas condiciones llevan a la semilla a proteger la integridad tanto del
embridn como de sus componentes moleculares a través de proteinas como las
proteinas LEA, proteinas del complejo NAC, la proteina relacionada a la dormancia,
la proteina de uniéon a elementos de la deshidratacién y las proteinas EM; la
presencia de estas proteinas son el resultado de la adaptacion de las plantas que
han sido sometidas a un estrés, generalmente abiotico; en este caso en particular, se
trata de las semillas maduras latentes o dormantes. Por otro lado también se
encontraron proteinas que son expresadas a raiz de un estrés biético como son las
proteinas relacionadas a la patogénesis y las cistatinas; esto nos indica que no solo
la semilla esta preparada para el estrés bidtico que conlleva la disecacion propia de
la maduracion, sino que también esta preparada para el ataque de patdégenos y de
posibles depredadores. Asi como también se encontré una proteina que ayuda a

lidiar con las especies reactivas de oxigeno como es el caso de la DHRA.
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En otro grupo, también muy relacionado al estado de estrés de las semillas en el
estado de dormancia de la semilla, encontramos a las proteinas que ayudan a plegar
de manera correcta a otras proteinas que han sido desnaturalizadas por efecto de
diversas condiciones desfavorables. Un par de proteinas encontradas corresponden
a proteinas de choque térmico; en el caso de las proteinas pequefas de choque
térmico (spot 82) se encuentran a niveles indetectables en los tejidos vegetativos;
pero cuando la planta entra en estrés por altas temperaturas este tipo de proteinas
se convierten en las proteinas mas abundantes (Vierling 1997); en el caso de las
proteinas pequefas de choque térmico clase | y Il se localizan en el citoplasma y se
especula que su funcion es la de chaperonas (Lee y cols. 1995, 1997). A pesar de
que este tipo de proteinas son expresadas a partir de un estimulo por altas
temperaturas; también son expresadas en el desarrollo de la semilla, generalmente
aparecen antes de la desecacion (Zur Nieden y cols. 1995), también son
relativamente abundantes durante la germinacién y en los primeros dias de
desarrollo de la planta y después desaparecen rapidamente. Algunos estudios
especulan que estas pequenas proteinas de choque térmico tienen la funcion de
proteger componentes celulares durante la desecacion y subsecuente rehidratacion
(Wehmeyer y Vierling 2000).

Otro grupo de proteinas que identificamos en nuestro estudio son las encargadas del
marcaje de proteinas para ser procesadas debido a su estado estructural alterado; la
primera de ellas es la unidad beta del proteasoma (spot 37), el cual esta compuesto
por una gran cantidad de proteinas que se encargan de la degradacion de proteinas

ubiquitinadas, asi como también en otros procesos celulares como: el progreso del
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ciclo celular, germinacion de polen y respuesta a estrés y adaptacion (Miyawaki y
cols. 1997). Dentro de este grupo de proteinas encargadas del marcaje de proteinas
encontramos a la calreticulina (spot 51), la cual ha sido identificada en pocas plantas,
encontrada originalmente en hojas de espinaca y posteriormente en Arabidopsis,
cebada, chicharo, tabaco, maiz, nabo, Ricinus communis L, y arroz; su funcion
principal es la de chaperona y sensor de Ca*"; existen evidencias que se expresa en
niveles elevados durante la embriogénesis de la cebada, Nicotiana plumbaginifolia, y
maiz. Existe evidencia de que este tipo de proteinas ayuda a mediar diversos tipos
de estrés, por ejemplo sefializaciones generadas por patégenos, graviestimulacion, y
otros factores de estrés; sin embargo no se conoce a ciencia cierta los mecanismos
por los cuales estas proteinas confieren resistencia a las plantas o ayudan a
sobrellevar el estado de latencia en las semillas (Jia y cols 2008).

Asi que observamos nuevamente proteinas que participan activamente en el estado
de latencia o dormancia de las semillas, en este caso proteinas que ayudan a
reciclar a las proteinas que han sido dafadas por el estrés (proteasoma) y proteinas
que ayudan al correcto plegamiento de las proteinas (calreticulinas).

También tenemos la presencia de la proteina glutation S transferasa (spot 38), la
cual ha sido ubicada en la categoria del metabolismo central por su funcion en la
desintoxicacion de compuestos xenobibticos; pero también se sabe que participa en
las vias de sefalizacion de las MAP ciansas (Marrs 1996).

Otro grupo nutrido de las proteinas identificadas en este trabajo se trata de las que
participan en el metabolismo de carbohidratos: gliceraldehido 3P deshidrogenasa

(10), SORBIDRAFT_06g011080 (spot 24); de lipidos y esteres: hidroximiristoil-[acil-
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portador-proteina] deshidratasa (spot 27) y fosfatasa del acido purpura (spot 104),
acidos nucleicos: nucleolisin TIAR (spot 64) y urilidato cinasa (spot 25); ciclo de
Krebs: glutamato descarboxilasa(spots 17, 101 y 103), generacién de compuestos
de alta energia y fuerza reductora: ubiquinol-citocromo C reductasa (spot 18), NADH
deshidrogenasa (spot 21), NADH oxidasa (spot 41) y nucledtido difosfato cinasa |
(spot 55) y sintesis de proteinas: proteina ribosomal 40S (spot 76) y factor de
elongacion SPOC (spot 85). La presencia de este tipo de proteinas tiene mucho
sentido que se encuentren en la semilla del grano de amaranto ya que el
endospermo de la semilla se encuentran diversas moléculas de reserva que
ayudaran a germinar la planta obteniendo de dichas macromoléculas los
aminoacidos, azucares y acidos grasos necesarios para el anabolismo que sugiere el
proceso de germinacion.

Cabe mencionar que la unica proteina de reserva identificada fue la globulina 11S de
amaranto (Barba de la Rosa y cols. 1992), esto se debe probablemente a la falta de
caracterizacion del resto de las proteinas de reserva del grano de amaranto;
particularmente en este estudio encontramos las 2 subunidades de la globulina 11S
con un peso de 21.3 y 35.6 kDa.

A manera de resumen las proteinas identificadas en el analisis del mapa proteémico

del grano de amaranto estan resumidas en la Tabla 6.
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Tabla 6. Clasificacion e identificacion de las proteinas representativas expresadas en
granos maduros de A. cruentus cv. Amaranteca.

RESPUESA A ESTRES

ORTOLOGO MAS | NUMERO DE EXP TEORICO a | LOCALIZACIO
No. NOMBRE DE PROTEINA PROBABLE ACSESO KDA/PI KDA/PI MS N
3 LEA protein group 3 Brassica napus isoTiG16059 53.3/6.3 43.5/5.64 51
Alpha chain of nascent )
50 polypeptide associated Theobroma cacao | gil508727650 | 29.8/4.09 22/4.3 157 :i:b(f’s—%
complex rbosome
84 EM protein Vigna radiata Qi[1141782 16.6/6.16 | 12.2/8.86 55
52 LEA 5 Vitis amurensis gi|324103765 19/8 16.4/6.2 117
dehydration-responsive
48 element-binding protein 1F- Vitis vinifera Qi|225440970 25.5/3.9 25.9/9 40 nucleus
like
67 pathogenesis-related protein | Spinacia oleracea Qil444792485 17.4/ 6.88 17.9/4.72 94
dormancy related protein, Arabidopsis .
19 putative thaliana ail12322163 35.5/6.6 31.4/5.92 79
dormancy related protein, Arabidopsis )
20 putative thaliana ail12322163 35.1/6.32 31.4/5.92 56
) Amaranthus Qi[110748606
30 Cystatin hypochondriacus 29.1/6.21 18.5/6 214 Secreted.
. Amaranthus Qi[110748606
31 Cystatin hypochondriacus 29.1/6.21 27.8/5.67 41 Secreted.
cytosol
57 dehydroascorbate reductase | Nicotiana tabacum Qi|28192427 11.6/7.46 23.6/7.7 40 plasma
membrane
METABOLISMO CENTRAL
glyceraldehyde-3-phosphate . Qi|343131368
10 dehydrogenase Salvia elegans 45.4/6.94 21.4/6.21 52 Cytoplasm
24 hypothetical protein Sorghum bicolor | il242075416 | 326/6.07 | 49715 | 38

SORBIDRAFT_06g011080
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PREDICTED: (3R)-

. gi|255640918
hydroxymyristoyl-[acyl- .
27 carrier-protein] dehydratase- Glycine max 30.7/7.42 19.9/9.72 32 cytoplasm
like
apoplast
chloroplast
Nucleoside diphosphate . . peroxisome
55 kinase 1 Spinacia oleracea Qil400404 16/6.12 16.3/6.42 103 lasma
membrane
vacuole
probable inactive purple acid . )
104 phosphatase 29-like Glycine max Qi|356573279 52.5/5.24 42.8/8.1 130
glutathione S-transferase- Dianthus .
38 like protein caryophyllus di|390979559 27.3/7.48 24.4/6.06 118 cytosol
18 “b'q“"}c;'éﬁft‘:;';mme c Plantago major | gil106879619 | 384/5.85 | 8.4/9.46 | 39 | mitochondrial
21 NADH dehydrogenase Picea sitchensis 116792579 35.4/6.12 15/9.34 39 Mitochondrial
41 NADPH oxidase Triticum aestivum Qi|51860180 24 3/7 30/8.6 43 Membrane
17 | glutamate decarboxylase 5 Arabidopsis qil15229517 | 38.4/6.07 | 56.2/542 | 41 | plasmodesma
101 | glutamate decarboxylase 5 Arabidopsis qil15229517 | 419713 | 56.2/542 | 41 | plasmodesma
103 | glutamate decarboxylase 5 Arabidopsis qil15229517 | 41.3/6.78 | 56.2/542 | 41 | plasmodesma
PROTEINAS DE RESERVA
118 globulin seed storage Amaranthus . .
22 protein hypochondriacus ai|558149 35.6/5.92 5716.69 49 protein body
118 globulin seed storage Amaranthus . .
42 protein hypochondriacus ai|558149 21.3/6.7 57/6.69 127 protein body
118 globulin seed storage Amaranthus . .
88 protein hypochondriacus ai|558149 11.9/4.8 57/6.69 44 protein body
METABOLISMO DE ACIDOS NUCLEICOS
64 nucleolysin TIAR Vitis vinifera di|296085190 54/8.64 16.6/9.43 32 Nucleus
25 Uridylate kinase Ricinus communis | gi|2565571119 32.5/5.9 23.5/5.24 32 Cytoplasm
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SINTESIS DE PROTEINAS

408 ribosomal protein S21- Solanum . cytosolic
76 2-like isoform 2 lycopersicum qil116778639 12.8/6.74 9.1/7.8 41 ribosome
SPOC dand transcription
elongation factor S-1l domain Arabidopsis 109.6/
85 protein thaliana gilazs7aars | 300397 5.13 39
VIAS DE SENALIZACION
2 S-receptor kinase-like Oryza sativa Qi|56202248 79.41/7.06 57/6.79 41 Membrane
PLEGAMIENTO DE PROTEINAS
53 | 189 kD";) class | Neatsnook | Gitrulus lanatus | qil315932720 | 18/653 | 18.2/588 | 34 |  Cytoplasm
g2 | smal hef‘; jgocﬁ'l‘ protein | Boea hygrometrica | qil496684331 | 18.2/6.34 | 17.5/6.32 | 77 Cytoplasm
MARCAJE DE PROTEINAS
PREDICTED: proteasome . )
37 subunit beta type-6-like Glycine max Qi|351721274 27/5.23 25.2/5.3 84 cytoplasm
51 Calreticulin Beta vulgaris qil11131631 58/42 | 48.1/445 | 65 E’:—(‘:g&'ﬁj—mic
PROTEINAS DE FUNCION DESCONOCIDA
PREDICTED: o
29 |  uncharacterized protein | Solanum isoTiG16947 | 34 9/669 | 27.3/6.36 | 83
LOC101246315 yeop
hypothetical protein Medicago .
40 MTR 50033270 P qil357485713 | 24.4/7.15 | 109.8/5.88 | 38
45 predicted protein Populus qil224131924 | 21.2/5.74 | 22.3/6.16 | 39
trichocarpa o e

100 Uncharacterized protein Lotus japonicus DN608968 10.3/8.33 9,348/- 57
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5.3 Prediccidn estructural de la proteina LEA 3 por homologia secuencial

El modelaje de la estructura tridimensional predijo una estructura constituida
principalmente por cadenas alfa hélices conectadas por regiones cortas de estructura
aleatoria que le otorgan flexibilidad a dicha estructura; lo cual concuerda con las

caracteristicas estructurales de la proteina (Zhang y Zhao 2003) (Figura 15).

Figura 15. Estructura predicha de la proteina LEA 3 de amaranto

El grupo 3 de las proteinas LEA, posee un motivo de TAQAAKEKAGE que genera
una estructura secundaria de alfa hélice; aunque existen reportes que mencionan
que las proteinas LEA 3 poseen una estructura desordenada en solucién pero que
adquieren una estructura mas ordenada cuando se encuentran bajo condiciones de
poco agua (Hong-Bo y cols. 2005). Posiblemente esta flexibilidad estructural le
permite llevar a cabo su funcion de proteccion hacia otras proteinas en un estado de

estrés como es la dormancia.
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VI. Conclusiones

En el presente trabajo se encontraron diferencias cualitativas y cuantitativas en las
proteinas de reserva de los cinco cultivos del grano de amaranto de las especies A.
hypochondriacus y A. cruentus. Demostrando que las cantidades relativas de
proteinas de reserva pueden variar de especie a especie e inclusive en diversos
cultivos de la misma especie. También se determiné a través de un patron de
electroforesis de una dimensidon que la especie A. cruentus posee una banda
caracteristica de alrededor de 58 kDa que por su parte A. hypochondriacus no
posee. Esta caracteristica puede ser utilizada para realizar una identificacion y
clasificacion rapida de estas dos especies de amaranto. En los ultimos anos se ha
reportado la relevancia las proteinas de reserva, no solo por su valor nutricional, sino
por ser un reservorio de importantes péptidos bioactivos; en el caso de este trabajo
se detecto la presencia de la proteina tipo lunasin en los cinco cultivos analizados del
grano de amaranto. Lo cual indica que esta proteina posee una funcion trasendental
dentro del desarrollo del grano del amaranto, independientemente de la especie de
la especie en cuestion.

Otro aspecto que refuerza la idea de la importancia de las proteinas del grano es la
presencia de proteinas con residuos fosforilados; ya que esta modificacion
postraduccional forma parte de los procesos metabolicos escenciales en el
metabolismo celular, la activacion del metabolismo en general antes de la
germinacion es muy importante para la correcta germinacién de la planta; asi que las

diferencias en los patrones de fosforilacion de las proteinas del grano.
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Finalmente, ser realiz6 la primera aproximacion del mapa proteémico del grano de A.
cruentus, en el que, con base en el andlisis e identificacién de sus proteinas, se
reportan por primera vez proteinas de suma importancia en el la tolerancia del estrés
(por ejemplo proteinas LEA), y un conjunto de proteinas que confieren una

resistencia innata al grano de amaranto a sobrellevar la dormancia.
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VIl. Anexos

Tabla 7. Informacion ampliada de las proteinas identificadas en el grano de amaranto
(A. cruentus cv Amaranteca)

MA
N ACCES | gxp ﬁgncnggsR g:ﬁ; sc | P | E
PROTEIN S ORTHO oT M/ | VA
(o] NAME NUMBE KD LOG ACCORDI AL sc s LU PEPTIDES
R A/PI NG TO KDA/ OR c E
NCBI Pl E
2 | S-receptor - 79.4 Oryza Qi|5620224 41 1/ R.GVLDGGK.V
kinase-like 1/7. sativa 8 57/6. 1
06 Japonica 79 %
Group
K.DAAGYVADK.A
. R.EKGYDVEDEAAER.A
s | LEAprotein | isoTiG16 | 533 | Brassica gg% 135/ | o | | 1e
group 3 059 /6.3 napus —|—55 1 5.64 - 42 | K.GYDVEDEAAER.A
R.SGEDKTVTVTVEESPPGAAA
DLLK.N
R.SSIFDAK.A
glyceraldeh
yde-3- 454 ) Qi|3431313 4/ K.VVISAPSK.D
3| phosphate ; /o | oava 68 A 83 16| -
dehydroge 4 9 : % K.VLPALDGK.L
nase
K.LTGMSFR.V + Oxidation (M)
1 glutamate - 38.4 | Arabidop | gi[1522951 56.2/ 41 1/ R.EGIEMTGK.F + Oxidation (M)
7 | decarboxyl /6.0 sis 7 5.42 1
ase5 7 thaliana %
K.AVTYALSPYNQKVMPGLWK.
ubiquinol- 384 . 2/ D
; cytochrome - /5.8 Pﬁ’:.i? gum%ﬂ 8'2? 39 | e8| -
¢ reductase 5 ) - % K.FSDHWLGAVCIFGPVFGTM
QFAEWYTEREK.M
1 dormancy 35.5 | Arabidop | gi|1232216 | 31.4/ 79 1/ K.EGSSIINTTSVNAYK.G
9 related - /6.6 sis 3 5.92 5
protein, thaliana %
putative
dormancy 251 | Arabid 5 K.EGSSIINTTSVNAYK.G
. rabidop .
2| related - 6.3 | sis | Q1232216 | 31410 g0 |4y || K GAIVAFTR.G
protein, 2 thaliana 3 5.92 o
putative °
R.GLALQLAEK.G
) NADH 354 Picea 1500 o i_\I:/IIﬁ\SPLRQVGTGANSQSLEEA
1 dehydroge ) /6.1 | sitchensi | gi|1167925 34 ’ 39 15 - ’
- 0,
nase 2 s B o M.ASPLRQVGTGANSQSLEEA
R.K
118 Amarant R.NTGNIFR.G
globulin 35.6 ) 2/
2 seed - /5.9 | hus qil558149 | 57/6. | 49 | 3 RLTALEPTNR.I
2 hypocho 69 o
storage 2 ndriacus %o
protein
K.NRALETLLSVGTAGIGAGAD
hypothetica SQTDPAFAAMAADPASR A +
| protein 32.6 . 2/ Oxidation (M)
2 | SORBIDRA - /6.0 | Sprahum | all2420758 | 4977 | 35 | 10
FT_06g011 7 - % R.ALETLLSVGTAGIGAGADSQ
080 TDPAFAAMAADPASRAAFVAE
AVALAR.D + Oxidation (M)
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K.SGSENGTMIQNMIK.E

Uridylate L’g 1ic5;14 325 | Ricinus | iosss711 | 23.5/ 2 ?%‘ Oxidation (M)
kinase 2R /5.9 | communt 19 5.24 .
s = 5 | RALFESITGIVPEIVLFFDCSEE
EMEK.R Oxidation (M)
PREDICTE M.AASAFSNTLVSPISLPSKPKP
D: (3R)- KAISLQPK.F
hydroxymyr 30.7 Qi|2556409 o/
istoyl-[acyl- - 17 4 Glycine 18 19.9/ 32 37 ) K. TTSLTTFCSSDAANAPQHDT
carrier- 2 max 9.72 o PIELRYPAFPTVMDINQIR.D +
protein] ° Oxidation (M)
dehydratas
e-like
K.SGLFVNPR.V
PREDICTE R.VPEAVAKPELEK.F
D:
o R.GDLLPIGEPALMMSPQGEVE
uncharacte | isoTiG16 | 31.9 | Solanum . 6/ o
il %547~ | 56 | yocporsi | @ 4670:;3765 %755%/ 83 | a7 972 GMVK.A 3 Oxidation (M)
protein 9 cum - ' %
L0194 K.APLLQQR.D
6315 K.YGISSTK.L
R.VDITGPTFINPNADYWK K
R.ESQGAANDAEIESLAR.F
K.ENALLEFAR.V
isoTiG19 | 29.1 | Amarant so. | IOETHN
cystatin 090 |62 | hu 1107486 | 185/ | 545 | . | 14 | KHTEDSPSFTSSDLGAIR.E
1 yp_ocho 06 6 1
ndriacus KAEVVEDTAK.F
K.SSDGNYNLNK.M
K.MGNIQPEIENQ -
cystatin - 296 | Amarant 27.8/ | 144 | 3/ R.ESQGAANDAEIESLAR.F
/6.0 hus qil1107486 | 5.67 14 K.ENALLEFAR.V
2 hypocho 06 % K.MGNIQPEIENQ.- + Oxidation
ndriacus (M)
hypothetica - 336 | Prunus | gi|4624090 | 37.3/ | 41 | 1/ K.NDETVER L
| protein /5.0 persica 13 6.84 3
PRUPE_pp 6 %
a024816m
g
PREDICTE K.DGVVLGADSR.T
D:
proteasom | isoTiG02 | 27/5 | Glycine | gil3565078 | 252/ | g, | . | 5% RTSTGVYVANR.A
e subunit 216 23 | max 48 53 2 | RSGSAADSQIVSDYVRH
beta type- ’ ’
6-like K.VAANLVR L
. K.YIAYTYENQGTPLIYK.Q
glutathione | . _. )
isoTiG08 | 27.3 | Dianthus .
S- 10 U0 qil3909795 | 24.4/ de-
ransterase 680 /7é4 carlylll?sphy 50 cos | 118 | - | 95 | KOMYGLQTDEAAVEEHTAKL
-like protein K VLDVYEAR L
hypothetica Medicag R.TPTLNNNNDTTLLSLFHFAS
| protein ] f;‘ o o ail3574857 | 1098 | Lo gg _ | NTDLPPILHLGKMK.V
Mng—fgm ) 5 "“”;’at“' 13 /588 % K.VSHASIHPVEEVPTTDGMPD
TAGGLSLR.I
" qil5186018 2/ YMFVQCPAVSPFEWHPFSITS
NADPH : 24.3 | Triticum 0 08| 43 | 27 | - | APGDEYLSIHVRQLGDWTRE
oxidase 17 aestivum 6

%

R.NIIEMHNYLTSVYEEGDARS
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ALITMLQALNHAK.N + 2
Oxidation (M)
R.LTTVNSFNLPILR.H
Iggain Amarant 4 K.TSENAMFQSLAGR.T +
4 9 - 21.3 hus qil558149 | 57/6. Oxidation (M)
2 seed 6.7 h h 69 127 9 -
storage ’ ypocho %
protein ndriacus R.SLPIDVVSNIYQISR.E
R.EEAFGLK.F
K.LALWHTRTFNPIMTHEELEP
4 predicted 351 72 P_OEUIUS 12241319 | 22.3/ . f(/) LMTTMGFVGLPPSSSSSWK.E
5 protein - . trichocar 24 6.16 )
4 pa = % K.IDGLHLYTYQAFIDSVNLYLE
MSNISDLFHVRGMPLSR.N
dehydration K.WVCELRQPR.K
-responsive .
4| element- 255 | vitis | 912254409 | 55 o 2l K SICFPNFLTRLLYNSLL -
s - L 70 40 10 -
8 binding /3.9 vinifera 9 o
protein 1F- %
like
Alpha chain K.SPTSETYVFFGEAK.I
of nascent | isoTiG18 | 29.8 | Theobro .
g polypeptide | 763 | /4.0 ma ' 505807 216 223{4' 157 | - %%’ K.IEDLSSQLQTQAAEQFK.T
associated 9 cacao -
complex
5 | Calreticulin | isoTiG11 | 58/4 Beta . 65 - 0 K.SGTLFDNVLITDDPEYAK.Q
1 813 9 vulgaris i 11113163 18‘.115/
K.DQTGSFASDK.A
K.TGGILQR.T
5 isoTiG02 Vitis 1 gispa1037 | 2222 se- | KTGGILART
5 LEA5 577 19/8 | amurens 65 N 117 - 33
= is = ’ K.SMAQGAADAVK.N
K.SMAQGAADAVK.N
K.NTFGMGEPEEDDPIK.T
18.3 kDa 19.3 | Chenopo -.SAFANAR.M
class | heat | isoTi E . i . e-
5 | Ih isoTiG12 /5.7 dlump 11462322 18.3/ 58 B 8
3 shock 384 4 rubrum Q05832.1 6.76 57 | KADLPGVK.K
protein
Mesemb K.IIGATNPLASEPGTIR.G
5 nucleoside | ConTiGO | 18.2 ryanthe 16.3/ le-
5 diphosphat 0114 /6.0 mum Qil6225750 63 75 - 95 R.NVIHGSDSVESATK.E
e kinase | 7 crystallin ’
um
Nucleoside . 2/ K.LIGATNPLASEPGTIR.G
5| giphosphat - 16/6 | Spinacia | i400404 | 183 | 403 | 16 | -
6 5 oleracea 6.42
e kinase 1 ) ) % R.GDFAIDIGR.N
5 | dehydroasc | isoTiG14 | 11.6 | Nicotian : 40 - 1e- | KDGNDGSEQALLDELK.A
7 | orbate 18 | 7.4 a i 28179242 2;*-;3’ 12
reductase 6 tabacum - ) 1
9/ .MLFCFSHLFGCKGYVGSEDW
6 | nucleolysin ) 54/8 Vitis Qi|2960851 16.6/ 32 27 ) AFK.R + Oxidation (M)
4 TIAR .64 vinifera 90 9.43 o
° K.MGGVHALMHPQGQHPFK.Q
+ Oxidation (M)
- K.VLPNVIK.S
6 pi'f_hr‘;%etggs % 17/'4 Spinacia | gil4447924 | 17.9/ | o, | _ | 2e-
7 brotein = 6.88 oleracea 85 4,72 59 | K.VNELDVNNYYVK.F
7 | 185kDa 18/6 | Citrullus | qil3159327 | 18.2/ 4 KADLPGLKK
1 | class | heat 2 53 | lanatus 20 583 | 4 [ 16 -
shock ) = ) % K.EEVKVEVEDGK.V
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protein-like
K.VEVEDGK.V
K.VIQISGER.S
408 -IDLYIPR.K
ribosomal ConTiG2 | 12.8 | Solanum .
Z; protein 5661 / lycopersi ! 11:?97786 9'18/7' 41 - %? R.AQGDADSALDR.L
S21-2-like 6.74 cum =
isoform 2
K.SMAQGAADAVK.N Oxidation
isoTiG02 | 19.1 | Vitis . R
? LEAS 577 6.4 amurens 6|53241037 ??? | 36 - gg
7 is - K.NTFGMGEPEEDDPIK.T
Oxidation (M)
K.ADLPGLK.K
small heat 182 | Boea | qil4966843 2/ K.EEVKVEVEDGK.V
8 shock 17.5/
2 protein ) /6.3 | hygrome 31 632 | 7 19 )
17 4BClI 4 trica %o K.VEVEDGK.V
K.VIQISGER.S
Mesemb R.GLIGDIISR.F
Nucleoside | ConTiG0 ryanthe .
g diphosphat | ~ 0114 1?/26 mum | 919225750 12'33/ 103 | - ‘;"g KIIGATNPLASEPGTIR.G
e kinase 1 ' crystallin : ’
um R.GDFAIDIGR.N
8 16.6 Viana 12.9/ 2/ K.QGETVVPGGTGGK.S
2 | EMprotein . / ragata qil1141782 | o2 | 55 | 18 | -
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Figura 1S. Secuencia de aminoacidos y nucleétidos de la proteina LEA 3 de amaranto
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helices. In this study, we report for the first time the presence of late
embryogenesis abundant proteins in amaranth seeds. The identification of these
proteins gives a tool to start with strategies to improve the quality of amaranth

production.
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1. INTRODUCTION

Amaranth is an ancient crop belonging to the Amaranthaceae family with origin in
the Americas. The genus Amaranthus L. contains more than 70 species of plants
(Espitia-Rangel et al., 2012). Current interests in amaranth reside in the great
amount of genetic diversity, phenotypic plasticity, and its extremely adaptability to
adverse growing conditions (Rastogi and Shuckla, 2013). Resistance to several
abiotic and biotic stresses such as pest, drought, heat, and salinity has been
reported (Délano-Frier et al., 2011; Huerta-Ocampo et al., 2011). Besides
amaranth cultivation has grown worldwide mainly due that the plant produces
seeds with high protein content with an excellent essential amino acid profile
(more lysine and methionine compared with other grains), and the unique starch
and oil have composition (Rastogi and Shuckla, 2013). In addition, a renewed
interest in amaranth consumption is due to the presence of encrypted peptides
with several biological activities such as: antihypertensive, anticarcinogenic, and
antidiabetic (Silva-Sanchez et al., 2008, Velarde-Salcedo et al., 2013), the seeds
also contain several secondary metabolites (Barba de la Rosa et al., 2009) that are
claimed as potent antioxidants. Amaranth has gained importance in the USA and
is an upcoming product in Europe, especially as a substitute for wheat in diets of
patients with coeliac disease (Ballabio et al., 2011). Therefore, amaranth is a
promising crop to fulfill food requirements of the increasing global population
mainly in developing countries (Rastogi and Shuckla, 2013).

Amaranth commercial species are represented by A. hypochondriacus, A.

cruentus, and A. caudatus, the three species are native to America but are now
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distributed throughout Asia and Africa. A. cruentus is taking great attention due to
high tolerance to environmental stresses such as salinity (Espitia-Rangel et al.
2012).

Nowadays, proteomics is widely used on the study of the seed proteome (Deng et
al., 2013) focusing on identifying as many proteins as possible in order to create
reference proteomic maps at specific developmental stages or to identify the
changes due to environmental conditions (Miernyk and Hajduch, 2011). The
increasing number of genomes and genes reported in databases has opened high
possibilities for identifying proteins from non-sequenced ones such as amaranth.

In this work, the 2-DE map of A. cruentus L. cv Amaranteca was obtained and
proteins spots were analyzed and identified by LC-MS/MS. An abundant protein
spot was identified as LEA, and then the corresponding gene was cloned. The
AcLEA has special features that classify it as a novel LEA belonging to the Group
5. These results represent the first effort to characterize the amaranth seed protein
profile using proteomics tools, generating new insights in the amaranth seed

protein composition beyond the traditional analysis of SSPs.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material

Mature seeds from Amaranthus cruentus cv Amaranteca were obtained from
INIFAP, Campo Experimental Bajio, Guanajuato, México. Amaranth seeds were
ground into flour (80 mesh), the meal was defatted with hexane and defatted meal

was kept in plastic bags at 4 °C until used.
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2.2 Total soluble protein extraction

Amaranth flour was resuspended in the extraction buffer (100 mM Na;HPO,4, 100
mM NaCl, 2 mM 2-mercaptoethanol, and 2% Triton X-100 at pH 7.5), the
suspension was stirred for 10 min and vortex for 1 min, then centrifuged for 30 min
at 16200 x g at 4 °C. The supernatant containing the total soluble protein was
precipitated using the methanol-chloroform method (Wesel and Fligge, 1984).
Samples were re-suspended in rehydration solution (8 M urea, 2% CHAPS,
0.002% bromophenol blue) and protein concentration was determined as

mentioned above.

2.3 2-DE seed protein analysis

Protein samples (750 pg) were re-suspended in 250 ul of rehydration buffer and
loaded onto a 13 cm, pH 3—-10 linear immobilized pH gradient (IPG) strip (Bio-
Rad). Passive rehydration was carried out at room temperature for 14—16 h.
Isoelectric focusing was conducted at 20 °C using the Ettan IPGphor system (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) at constant 50 mA per strip under the following
conditions: (I) 500 V gradient until 0.01 kVh, (II) 4000 V gradient until 5.6 kVh, and
(1) holding at 8000 V until 27.3 kVh. After isoelectric focusing, the IPG strips were
stored at —20 °C or immediately equilibrated for 15 min in equilibration buffer (50
mM Tris—HCI pH 8.8, 6 M Urea, 30% v/v glycerol, 2% w/v SDS, 0.002% w/v
bromophenol blue) containing 1% w/v DTT. The second dimension was performed
on 13% polyacrylamide gels using a SE 600 Ruby electrophoresis system (GE

Healthcare). Gels were fixed for 1 h with a solution containing 50% v/v methanol
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and 3% v/v phosphoric acid. Gels were stained with CBB G-250 (GE Healthcare)
and images analysis was performed with PDQuest 2-D Analysis Software (Bio-
Rad). Experimental molecular mass of each protein spot was estimated by
comparison with molecular weight standards (BenchMark™ Protein Ladder,
Invitrogen), while experimental p/ was determined by migration of protein spots on

the linear IPG strips.

2.4 In-gel digestion and LC-MS/MS analysis

Selected protein spots were excised from the 2-DE gels and distained. After
distaining the pieces of gel were reduced with 10 mM DTT in 25 mM ammonium
bicarbonate followed by protein alkylation with 55 mM iodoacetamide. Protein
digestion was carried out overnight at 37 °C with sequencing grade trypsin
(Promega, Madison, WI, USA).

Mass spectrometric analysis was carried out with a SYNAPT-HDMS (Waters Corp,
Milford, MA, USA) coupled online to a nano-ACQUITY-UPLC (Waters). The
peptides were loaded onto a Symmetry Cqg pre-column (5 pm, 20 mm x 180 pm).
Peptide separation was carried out on a BEH130 C+s (1.7 ym, 10 cm x 100 pym)
analytical column (Waters). Mass spectrometric analysis (LC-MS/MS) was carried
out in a SYNAPT-HDMS (Waters). The spectrometer was operated in V-mode and
analyses were performed in positive mode ESI. The TOF analyzer was externally

calibrated with [Glu1]-Fibrinopeptide B from m/z 50 to 2422.

2.5 Database searching and protein identification
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The MS/MS spectra were searched against the Viridiplantae nrNCBI protein
database and against a private database created using the data obtained from the
first large-scale transcriptomic analysis of Amaranthus hypochondriacus (Délano-
Frier et al., 2011) using the MASCOT search algorithm v 2.3.0 (Matrix Science,
London, UK). Trypsin was used as the specific protease and one missed cleavage
was allowed. The mass tolerance for precursor and fragment ions was set to 10
ppm and 0.1 Da respectively. Carbamidomethyl cysteine was set as fixed
modification and oxidation of methionine was specified as variable modification.
Identifications were considered successful when significant MASCOT scores (>35
for Viridiplantae nrNCBI or > 30 for A. hypochondriacus transcriptome database)

were obtained, indicating the identity or extensive homology at P <0.05.

2.6 RNA extraction and first-strand cDNA synthesis

Immature seeds from Amaranthus cruentus plants were harvested, immediately
frozen under liquid nitrogen and stored at -70 °C. Immature seeds were
homogenized with a mortar and pestle in the presence of liquid nitrogen. Seeds
were transferred into Eppendorf tubes and total RNA was extracted using TRizol®
Reagent (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) according to manufacturer’s
instructions. The first-strand cDNA was synthesized from total RNA (200 ng) using

the oligonucleotide CDS PRIME lA: (5'-

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTT TTT TTTTTT TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TVN-3’) and SMART II: (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-

3’) from the SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech, Palo Alto, CA), and
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purified through Chroma-Spin-1000 columns (Clontech) according to

manufacturer’s protocols.

2.7 Isolation and sequencing of the full-length cDNA of Amaranthus cruentus LEA
(AcLEA)

Primers were designed based on the matched LEA protein sequence obtained by
LC-MS/MS analysis and database search against the Amaranthus
hypochondriacus transcriptome. Primers were used to amplify the full-length open
reading frame of the AcLEA gene using the first-strand cDNA (8 ng) as a template
and the following primers: LEA-fdw: (5-GGAAAGACAAGAGGAGCAACAGAAGC-
3’) and LEA-rev: (5-GTGCTCGAGCTAGGGCCTAGTAGTCTTAATTGGAT-3)).
PCR was carried out with pre-denaturation at 94 °C for 2 min, 30 cycles of 30 s at
94 °C, 30 s at 60 °C and 1 min at 72 °C, and a final elongation step of 10 min at 72
°C. A PCR product of 0.45 kb was amplified and purified from agarose gel 1.5%
with QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GMbH, Hilden, Germany) and
sequenced (Lanbama-IPICyT, Mexico). Amaranthus cruentus LEA (AcLEA) gene

sequence has been deposited at GenBank.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 2-DE protein profile of amaranth total soluble proteins

The 2-DE protein profile of A. cruentus cv Amaranteca is shown in Figure 1.
Approximately 400 CBB-stained protein spots were detected on the 2-DE gel, 106

spots were analyzed by LC-MS/MS and 43 proteins were identified by database
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search against the A. hypochondriacus EST private databse (Délano-Frier et al.,
2011) and the public Viridiplantae nrNCBI database (Table 1 and Supplementary
Table S1). Proteins were classified into functional categories: stress and defense
response, metabolic process, respiratory chain and oxidation-reduction process,
nutrient reservoir and miscellaneous. In five cases it was not possible to assign

any function (unknown function).

3.1.2 Proteins involved in stress and defense responses

Desiccation tolerance is one of the most fundamental properties of seeds, it is
acquired late in seed development and is considered necessary for the completion
of the plant’s life cycle, as an adaptive strategy that allows seed survival during
storage or against environmental stress, ensuring better dissemination of the
species (Leprince et al.,, 1993). Stress-responsive proteins such as small heath
shock proteins (HSPs), Late Embryogenesis Abundant proteins (LEAs), seed
storage proteins, and dormancy related proteins are known to play protective roles
under environmental stresses, and up-regulation of their expression is an
important mechanism for stress tolerance to desiccation in seeds by preventing
protein aggregation and preserving enzymatic activity during dehydration (Huang
et al., 2012). We have found three protein spots (6, 52, 81) belonging to LEAs and
two spots (53, 82) identified as HSPs. LEAs are very hydrophilic protein members
of a class of highly conserved proteins which may play an essential role in seed
survival and in controlling water exchange during seed desiccation and imbibition

(Huang et al., 2012). Plant small HSPs (sHSPs) are a structurally diverse protein

10



226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

family, and the members with molecular masses between 15 and 30 kDa are
grouped into five major classes. HSPs and sHSPs act as molecular chaperones
and are thought to repair the stress-damaged proteins (Huang et al., 2012).
sHSPS of 14.4 kDa (spot 82) are unusually abundant diverse proteins involved in
various abiotic stresses, in Nelumbo nucidera NnHSP17.5 was specifically
expressed in seeds under normal conditions, and was strongly up-regulated in
germinating seeds upon heat and oxidative stresses (Zhou et al., 2012).

The alpha chain of the Nascent polypeptide Associated Complex (NAC) was found
in spot 50. NAC is a heterodimeric complex ofa and 3 chains that can reversibly
bind to eukaryotic ribosomes, being probably the first cytosolic protein to contact
with nascent polypeptide chains emerging from ribosome. The function of NAC is
still unknown, but has been suggested that could be involved in protein sorting and
translocation, preventing mistargeting of nascent polypeptide chains to
endoplasmic reticulum and that represents a novel target of salt tolerance in plants
(Lu et al., 2012). The proteasome is a multicatalytic proteinase complex that is
involved in ATP/ubiquitin-dependent proteolytic pathways and can degrade
unneeded or damaged proteins to protect the seed from damage (Huang et al.,
2012). In amaranth seed the spot 37 corresponded to the proteasome subunit beta
type-6-like.

Dehydration-Responsive Element-Binding protein (DREB) also referred as CB (C-
repeat binding factor) proteins was found in spot 48. DREBs belong to the
AP2/ERF family of transcription factors which confer stress endurance, in plants

play important roles in promoting oxidative stress tolerance (Akhatar et al., 2012).
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Spot 67 was identified as one pathogenesis-related protein and spots 30 and 31
as cystatins. Pathogenesis-resistant proteins are present in desiccation-tolerant
embryos after maturation drying and desiccation treatment in maize (Huang et al.,
2012). Phytocystatins are cysteine proteinase inhibitors from plants implicated in
defense mechanisms against insects and plant pathogens. The cystatin cDNA
from Amaranthus hypochondriacus has been cloned and characterized (Valdes-
Rodriguez et al., 2010).

Seeds of many plant species enter a period of dormancy when they fail to
germinate under favorable conditions. Spots 19 and 20 were identified as
dormancy related putative protein. Seed dormancy is controlled by the
physiological or structural properties of a seed and the external conditions. It is
induced as part of the genetic program of seed development and maturation.
Seeds with deep physiological embryo dormancy can be stimulated to germinate

by a variety of treatment including cold stratification (Pawlowski et al., 2009).

3.1.3 Proteins related with metabolic process

Glycolysis is a central metabolic pathway that provides energy and generates
precursors for the synthesis of primary metabolites such as amino acids and fatty
acids. Reactive oxygen species (ROS) are produced in plants in response to a
wide variety of stresses and are signals that alter various cellular and physiological
processes in plant growth and development. Spot 10 was identified as

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPC). Recently, attention has
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taken to the importance of GAPC as crucial role in the control of primary
metabolism in plants (Mufioz-Bertomeu et al., 2010).

Lipid A biosynthesis begins with acylation of UDP-Glc-NAc, using (3R)-
hydroxymyristoyl-[acyl-carrier-protein]-dehydratase as the acyl donor, this
dehydratase was found in spot 27. The two substrates of UDP-GIcNAc 3-O-
acyltransferase, UDP-GIcNAc and (3R)-hydroxymyristoyl-ACP, are situated at
important biosynthetic branch points, leading to several major cell envelope
components (Mohan et al., 1994).

Nucleoside diphosphate kinase (NDPK) was found in spots 55, 56, 83. NDPK is a
ubiquitous enzyme that catalyzes the transfer of the y-phosphoryl group from a
nucleoside triphosphate to a nucleoside diphosphate, it has been found in
immature seeds and is considered as a housekeeping enzyme that regulates
nucleotide pools within the cells, in plants are strongly related to signal
transduction, differentiation, and development and as possible component of the
ethylene signal transduction chain (Kihayra et al., 2011).

Glutamate decarboxylase (GAD) was found in spots 17, 101, and 103. GAD is a
pyridoxal 5’-phosphate-dependent enzyme that catalyzes the irreversible o-
decarboxylation of L-glutamate to y-aminobutyric acid (GABA). Proper regulation
of the GABA metabolic pathway in plants is important for stress tolerance (Zik et
al., 2006).

Phytases belonging to the HAP (histidine acid phosphatases) have been described
only in plants but PAP (purple acid phosphatases), metallohydrolases with phytase

activity, appears to be restricted only to plants. Phytases are of particular
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importance during seed germination, they mobilize phosphate from phytate, the
major reserve of phosphorus in plant seeds. In Arabidopsis, overexpression of
PAP2 encoded by AtPAP2 promotes plant growth by modulating carbon
metabolism (Zhang et al., 2012) while PAP3 may play role in stress tolerance by
enhancing ROS scavenging (Li et al., 2008). Different isoforms of PAPS were

found in spots 103, 104, and 106.

3.1.4 Respiratory chain and oxidation-reduction process

Under stress the enzyme activities are affected and the basic metabolism is
disturbed. In order to maintain homeostasis under stress conditions, plants need to
fortify the resistance mechanisms, such as ion transport, reactive oxygen species
(ROS) scavenging and osmolyte synthesis, processes that require an extra energy
supply. Cytc (spot 18) is a hydrophilic metalloprotein found in the plant’s
mitochondria and probably facilitates energy generation through the respiratory
chain under stress conditions (Yan et al., 2005). Oxidative signaling by ROS has
been demonstrated to play a role in seed dormancy alleviation, but the detailed
molecular mechanism underlying this process remains largely unknown. Key redox
compounds in the soluble phase of the cell are NAD+, NADP+, glutathione, and
ascorbate, which form an integrated network and interact strongly with ROS. Spots
21 and 41 were identified as NADH dehydrogenase and NADPH oxidase,

respectively, while spot 38 was identified as glutathione S-transferase.

3.1.5 Nutrient reservoir activity
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11S proteins considered as one of the main fractions of amaranth SSPs were
identified in spots 22, 42, and 88. SSPs constitute the major source of nitrogen for
germinating seeds, and are synthesized and accumulated during seed
development. SSPs mobilization is accompanied by the extensive reduction of
disulfide bonds of cysteine-rich proteins, this regulatory sulphydryl/disulphide bond
system, alters the structure and activity of proteins controlling an array of events in
seed germination such as mobilization of storage proteins, activation of proteases,
transcription, cell division, radical scavenging, and detoxification (Shahmoradi et

al, 2013).

3.1.6 Miscellaneous

Spot 25 was identified as uridylate kinase (UMP). The UMP (uridine
monophospahete kinase) is the precursor for the biosynthesis of all pyrimidine
nucleoside triphosphates and has been described as one of the candidate genes
that have significant association with QTLs of grain yield, flowering time and leaf
rolling under drought stress conditions (Sehgal et al., 2012). The response of cells
to changes in their environment often requires co-regulation of gene networks, but
little is known about how this can occur at the post-transcriptional level. Under
conditions of limited nutrients, eukaryotic cells reprogram protein expression in a
way that slow growth but enhance survival (Ivanov et al., 2011). T-cell intracellular
antigen (TIA)-1 and TIA-1-related protein (TIAR, spot 64) are mRNA-binding
proteins that can aggregate within granules under specific stress conditions and

are involved in multiple aspects of cellular metabolism, including mRNA splicing,
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mMRNA translation and decay, cell survival, and the stress response (Gotschald et

al., 2010).

3.2 Characterization of the full-length sequence of AcLEA protein

From all proteins identified by 2-DE, LC-MS/MS, and database search approach,
special attention was taken to LEA’s protein. First, because one LEA (spot 52)
was one of the abundant proteins in 2-DE maps of A. cruentus and second
because until now, there are not reports of the presence of LEAs in amaranth
seed. The first LEAs proteins were identified in mature cotton (Gossypium
hirsutum) seeds, but LEA’s genes are found throughout higher plants, including
monocots, dicots, and gymnosperms, and differences in temporal expression
pattern and sequence similarity among the encoded proteins have allowed them to
be subdivided into groups. Computational analysis of LEA genes from different
plant species demonstrated that their classification is in fact not so clear and that
some groups might be considered to be related, comparison of specific motifs
specific to a unique LEA indicates that proteins with classical group 5 motifs are
related to group 3 proteins (Bies-Etheve et al., 2008).

Based on matched LEA sequences obtained by LC-MS/MS and database search
against the Amaranthus hypochondriacus transcriptome (Table 1, spot 52), a pair
of primers was designed for amplification of Amaranthus cruentus LEA (AcLEA)
cDNA, the 450 bp amplified fragment is shown in Supplementary Figure S1. The
full-length cDNA of AcLEA (Figure 2A) contained an ORF of 418 bp that encodes a

protein of 139 amino acids with a predicted
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(http://www.expasy.org/tools/pi tool.html) molecular mass of 14,433.8 kDa and a

pl of 8.65 (Supplementary Table S2). AcLEAS is rich in alanine (19.5%), glycine
(7.48%), lysine (15.65%) and threonine (10.20%), while it lacks cysteine,
tryptophan, is rich in acidic amino acids (D, 6.12% and E 9.52%) phenylalanine
and proline are present in low amounts (1.36 and 2.04, respectively)
(Supplementary Table S2). AcLEA sequence shows the repeating motif of 11
amino acids TAQAAKEK (Figure 2A) that are characteristics of LEA Group 3 (Liu
et al., 2013), however, phylogenetic tree clearly shows that AcLEA belongs to the
LEAs Group 5 closely related to the LEAS5s from Solanum lycopersicum and
Brassica napus (Figure 2B, Supplementary Figure S2) and is far from OsLEA5
from Oryza sativa which has been reported as hydrophobic atypical LEA and has
been associated with resistance to multiple abiotic stresses (He et al., 2012). The
LEAS5 from maize, the Rab28 gene has been reported as candidate to enhance
stress tolerance in maize plants (Amara et al., 2013).

Due to the amino acid composition, AcLEA is highly hydrophilic (Supplementary
Figure S3A). In agreement with other LEAs structures (Wise and Tunnacliffe,
2004), AcLEA was predicted to have secondary structure a-helices

(Supplementary Figure S3B). Using the Phyre? Engine (www.sbg.bio.ic.ac.uk,

Kelley and Sternberg, 2009) it was possible to predict the 3-D folding pattern of
AcLEA a-helices (Figure 3). The LEA structure seems to be very flexible that will
an advantage in protein adaptation in function of environmental conditions, during

seed dehydratation-hydration.

17



385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404
405
406
407
408
409
410
411

In conclusion, information about the amaranth seed protein composition should
benefit the improvement of the quality of this grain. There is a general consensus
that desiccation tolerance involves the cellular mechanisms for membranes
protection from the deleterious effect of water removal and the resultant necessity
to maintain the cellular structure in the absence of an aqueous environment. We
have shown for the first time the presence of LEAs, Hsp, and DREBs proteins in
amaranth seeds, as well the presence of purple acid phosphatases (PAPs) related
with phosphorous mobilization in seeds. 11S proteins could have further functions
in the regulatory of seed germination events regulating the redox conditions
between an oxidized state (disulphide) and a reduced state (thiol), and vice-versa,

working together with Cytc, NADP™ and NADPH™ in protection against ROS.
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Figure captions

Figure 1. CBB-stained 2-DE gel of total Amaranthus cruentus cv Amaranteca
seed proteins. Total soluble proteins (750 ug) were loaded on 13 cm IPG strips
(pH 3-10 linear gradient) and separated using isoelectric focusing (IEF) in the first
dimension, followed by 13% SDS-PAGE gels in the second dimension. Molecular
mass in kDa and p/ of proteins are indicated on the left and top, respectively.
Spots numbers indicate the protein spots analyzed by LC-MS/MS and shown in
Table 2.

Figure 2. Nucleotide and deduced amino acid sequence of cDNA encoding for
AcLEA (submitted to GenBank) isolated from immature seeds of Amaranth
cruentus cv Amaranteca. The putative conserved segments for LEA3 proteins are

indicated with the line. B) Phylogenetic tree describing the relationship among LEA
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proteins from different plants species constructed with ClustalW (ebi.ac.uk).
Accessions numbers of published sequences in the GenBank are as follows:
Amaranthus cruentus, AcLEA (submitted to GenBank); Zea mays, ZmLEA3
(NP_001146945); Oryza sativa, LEA5 (AEH76905); Gossypium hirsutum, D-29
(CAA33194) and D7 (PI13939); Glycine max, LEA5 (NP_001235600.1); Vitis
amurensis, LEAS5 (ADY17817.1); Ricinus communis LEA (XP_002516942.1);
Medicago truncatula LEAS (XP_003609687.1); Brassica napus LEA3
(CAD59382.1); Catharanthus roseus LEA (AAY84145.1); Solanum lycopersicum
LEA (NP_001238798.1); Triticum aestivum, ABA inducible protein (BAF79927.1);
Arabidopsis thaliana LEA3, (NP_001190082.1).

Figure 3. Tertiary structure prediction of AcLEA using the Phyre? Engine V2.0

(www.sbg.bio.ic.ac.uk). Images are coloured by rainbow N- C terminus, the

structures models have confidence and dimensions (A): A) 97.6%, X:21.368,
Y:79.450, Z:40.727, and B) 96%, X:30.261, Y:57.231, Z:26.133.
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