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RESUMEN

RESUMEN.

La caracterizacion de cultivos alimenticios subutilizados es una estrategia para
incrementar y diversificar las fuentes de cultivos mundiales. El amaranto es una
planta tradicional mexicana que provee tanto hojas y semillas comestibles con
un alto valor nutritivo pero ha permanecido subutilizado. Dos variedades
comerciales (Criolla y Nutrisol) y dos variedades nuevas (DGETA y Gabriela) de
semillas de A. hypochondriacus se cultivaron es San Luis Potosi como un
esfuerzo para introducir cultivos alternativos en regiones donde las condiciones
climaticas son adversas para los cultivos mas comunes. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la adaptabilidad de amaranto a las condiciones extremas de
cultivo, asi como también caracterizar los péptidos bioactivos presentes en las
proteinas de reserva y la caracterizacion del almidon, el mayor componente de
la semilla. Los resultados mostraron que Criolla y DGETA tuvieron el mayor
rendimiento en campo (1474.7 y 1421.9 kg/ha respectivamente). La variedad
con mayor contenido de proteina de Gabriela (17.3 %) seguido de Criolla y
Nutrisol (15.0 aproximadamente). Un modelo de prediccién de los péptidos
activos en proteinas de semilla mostré que las principales actividades de
péptidos bioactivos fueron antihipertension (inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina 1) e inhibidor de proteasas (Dipeptidil
aminopeptidasa IV). El lunasin, un péptido anticancer de soya, fue encontrado
en proteinas de reserva de amaranto. La concentracion promedio en los
extractos totales de proteinas fue de 11.1 ug de Lunasin/g de proteina total, el
cual es mas bajo al valor reportado en soya. Un ensayo de Western blot permitio
la identificacion de Lunasin con un peso molecular de 18.5 kDa, diferente que el
de soya con un tamano de 5.4 kDa, el cual no se detecté. Mediante MALDI-TOF
se observd que el péptido tipo Lunasin corresponde a mas del 60% de la
secuencia del péptido Lunasin de soya. Por medio de electroforesis
bidimensional se caracterizé el patrén de proteinas asociadas a granulos de
almidén y con el cual fue posible la identificacion de una enzima sintetasa
asociada al granulo. La caracterizacion morfologica de los granulos de almidén

de amaranto mostro que tenian una forma hexagonal.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Characterization of underutilized food crops is a strategy to increase and
diversify the world's sources of crops. Amaranth is a traditional Mexican plant,
which provides both grains and tasty leaves of high nutritional value but has
remained underutilized. Two commercial (Criolla and Nutrisol) and two new
varieties (DGETA and Gabriela) of A. hypochondriacus seeds were grown in San
Luis Potosi, as an effort to introduce alternative crops in regions where climate
conditions are adverse for most of the common crops. The aim of this work was
to study the adaptability of amaranth to extreme conditions of culture, as well as,
characterize the bioactive seed storage proteins and amaranth starch; the major
seed component. The results showed that Criolla and DGETA varieties had the
higher seed yield (1474.7 and 1421.9 kg/ha respectively). The variety with higher
protein content was Gabriela (17.3 %) followed by Criolla and Nutrisol (15.0%
approximately). Prediction model of other active peptides in amaranth seed
proteins showed that the main bioactive peptides were antihypertensive,
protease inhibitors and opioid. Lunasin, an anticancer peptide from soy was
found in amaranth seed storage proteins The average concentration in the whole
seed protein extract was 11.1 ug lunasin/g total protein, which is lower than that
in soybean. Western blot allowed lunasin identification with a molecular weight of
18.5 kDa, different than the soybean size of 5.4 kDa, which was not detected.
MALDI-TOF revealed that amaranth lunasin-like peptide corresponded to more
than 60% of the soybean lunasin peptide sequence. By 2D electrophoresis was
characterized the pattern of amaranth starch granule-associated proteins in
which was possible to identify a syntase granule-bound enzyme. The
morphological characterization of amaranth starch granules showed a hexagonal

shape.
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1. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION.

1.1GENERALIDADES DEL AMARANTO Y PEPTIDOS BIOACTIVOS.

El amaranto es un pseudocereal de origen americano que fue cultivado por las
antiguas civilizaciones Mesoamericanas. Se empleaba en la dieta basica de los
aztecas junto con el maiz y el frijol, y tenia gran importancia econdémica. A la
llegada de los esparioles el cultivo de amaranto fue prohibido debido a que se
asociaba a cultos religiosos; dando como resultado que amaranto pasara a ser
un cultivo subutilizado. En 1979, la Academia Nacional de Ciencias y la FAO
propusieron que debido a su alta calidad nutricional, amaranto podria ser un

grano con gran potencial para su explotacién comercial [1].

El amaranto es una planta C4 y una de las pocas dicotiledéneas en las cuales el
primer producto de fotosintesis es un producto de cuatro carbonos. La
combinacion de caracteristicas anatdmicas y el metabolismo C4, da como
resultado un incremento de la eficiencia del uso del CO, bajo una amplia
variacion de temperaturas y humedad que le permiten una mejor adaptacion,
considerandose un cultivo alternativo en lugares donde cereales y otros cultivos
de interés comercial no pueden crecer [2]. Este cultivo se puede aprovechar de
manera mas eficiente puesto que ofrece tanto granos y hojas comestibles con
alta calidad nutricional. Las semillas de amaranto tienen un alto contenido de
proteina (13-17%) y su composicion de aminoacidos es cercana al balance
optimo requerido en la dieta humana [2]. Las hojas también contienen niveles
altos de proteina (28 a 49%), grasas insaturadas (45% de acido linoléico), fibra

(11 a 23%) y minerales como hierro, magnesio y calcio [3].

Los trabajos de investigacion en amaranto van desde la caracterizacion
bioquimica de proteinas de reserva del grano [4, 5], el mejoramiento de la
calidad nutricional de otros cultivos de interés como la papa y el maiz sobre-
expresan alguna de las proteinas de reserva de amaranto [6, 7]; la sobre-

expresion de la globulina 11S recombinante en sistemas como Escherichia coli,

IBQ Cecilia Silva Sdnchez



1. INTRODUCCION

Pichia pastoris y tabaco [8, 9, 10], la utilizacion de amaranto para la preparacion
de alimentos [11, 12, 13], la suplementacion de dietas en pacientes con
hipercolesterolemia, mal nutricion o alergia al gluten [14, 15, 16], sustitucion de
proteina animal por proteinas de amaranto en alimentacion de pollos y cerdos de
engorda [17, 18], desarrollo de productos novedosos como lo son peliculas
comestibles para empaque de alimentos [19], o en la preservacion de granos en
silos [20], aprovechamiento de otros componentes como lo es el almidon [21], y
en bioremediacion de suelos contaminados con metales pesados o

hidrocarburos ciclicos téxicos [22, 23].

Las investigaciones en alimentos van enfocadas al estudio de alimentos
funcionales, que proporcionen ademas de nutricion varios beneficios a la salud.
Hay una gran variedad de péptidos de interés general tanto para nutricion y
salud. Entre los mas importantes se encuentran aquellos que ayuden a controlar
o disminuir los riesgos a la salud en enfermedades ampliamente distribuidas en
el mundo como son cancer, obesidad, hipertensidén y diabetes. Los grupos de
péptidos con actividad biolégica son: antimicrobianos y antifungicos,
antihipertension, reguladores de colesterol, antitrombdticos, reguladores de
absorcion de minerales, inmunomoduladores, opioides y reguladores de

funciones gastrointestinales [24]

Aunque existen algunos reportes de la presencia de algunos péptidos
antifungicos, anitmicrobianos y antivirales; asi como también de algunas
enzimas que actuan en respuesta a estrés bidtico y abidtico en la planta [25, 26,
27, 28], no existen reportes de caracterizacion de péptidos con diversas
actividades biolégicas que sean de interés para mejorar la salud humana y que

den al amaranto un valor agregado para su explotacién comercial.

Este trabajo fue enfocado a la caracterizacion fisica y bioquimica de dos
variedades nuevas de amaranto (DGETA y Gabriela) comparadas con dos

variedades comerciales (Criolla y Nutrisol) que fueron cultivadas en San Luis
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1. INTRODUCCION

Potosi, como un esfuerzo para introducir un cultivo alternativo en esta region del
pais enfocandose en evaluar la adaptabilidad del cultivo a un clima con altas
temperaturas y pocas precipitaciones pluviales. Se llevé a cabo una prediccion
de diversos péptidos con probables actividades biolégicas presentes en las
proteinas de reserva de amaranto asi como la identificacion y caracterizacion de
un péptido tipo Lunasin (hasta ahora sélo reportado en soya y cebada); el cual
posee actividad anticancerigena. Se realizé la caracterizacién de las proteinas

asociadas a granulos de almidén de amaranto.

El amaranto es un alimento funcional que puede aportar muchos beneficios a la
salud y ademas puede explotarse comercialmente como un producto de alto

valor agregado.
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1. REVISION DE LITERATURA

. REVISION DE LITERATURA.

2.1HISTORIA, ORIGEN, DISTRIBUCION, PRODUCCION Y CLASIFICACION
DEL AMARANTO.

2.1.1 HISTORIA.

El amaranto fue cultivado en América desde hace 5000 a 7000 afos y junto con
el maiz y el frijol, fue un -cultivo fundamental para las civilizaciones
Mesoamericanas y Sudamericanas. Los mayas lo nombraban “xtes”, apreciaban
principalmente su valor alimenticio y probablemente fueron los primeros en
utilizarlo como un cultivo de alto rendimiento. Los aztecas lo conocian como
‘huautli” y lo ligaban con sus ritos religiosos. Por su parte los Incas lo
denominaron “kiwicha” (pequefno gigante) y lo respetaban principalmente por sus
poderes curativos. A la llegada de los espafoles se le denomino amaranto que

proviene del latin y significa “flor que nunca muere” [29].

El amaranto fue un cultivo ampliamente distribuido en la cultura Azteca jugando
un papel importante en su economia. Este grano se otorgaba como tributo al rey
azteca y cada ano se percibian por este concepto alrededor de 20000 toneladas,
provenientes de 17 provincias dominadas por Tenochtittan [30]. En la
alimentacion lo empleaban en preparaciéon de alimentos como atole, tamales,
pinole y tortillas; y las hojas eran consumidas como verduras. Con la semilla de
amaranto se preparaba una harina que era mezclada con miel o melazas para
preparar una masa llamada “tzoalli” con la cual se elaboraban figurillas e idolos
(en algunas referencias se dice que también se mezclaba sangre de nifios y
adultos sacrificados). Estas figurillas era empleado para tradiciones religiosas
donde los grandes sacerdotes lo utilizaban como fuente de fuerza e iluminacién
mistica. A la llegada de los espafoles y debido a las costumbres religiosas, los
sacerdotes de aquella época ordenaron la exterminacion del cultivo debido a que

consideraban que era una forma de perversién de la “comunidn cristiana” [31].

IBQ Cecilia Silva Sanchez



1. REVISION DE LITERATURA

De esta manera casi se logra el exterminio del cultivo. Sélo pocas personas
conservaron la tradicion del cultivo de amaranto en pequenas parcelas y para
consumo familiar. Hasta la década de los 80's el amaranto fue redescubierto y
desde entonces han aparecidos numerosos reportes en los cuales se estudia las

cualidades agronémicas y nutricionales de este grano.

2.1.2 ORIGEN, DISTRIBUCION Y PRODUCCION.

Aunque el amaranto es un cultivo de origen mesoamericano; actualmente se
encuentra distribuido en todo el mundo. Los primeros reportes de amaranto en
Europa datan de los afios 1600, éste fue llevado como parte de las pruebas de
la conquista del nuevo mundo y eran principalmente plantas de ornato. Hay
algunos reportes de que el amaranto fue cultivado por primeras vez en Nepal y
en Africa del este por los afios 1700 y su cultivo fue extendido a Asia media y
Asia oriental [29].

El amaranto es cultivado en varios estados de la Republica Mexicana como lo
son: Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, y Tlaxcala con una producciéon anual de 2959.98 ton, y un
rendimiento de 1.295 ton/ha. El principal productor mundial de amaranto es la
India, en particular en el valle de Sutlej y el estado de Himachal Pradesh. En

América del sur, Peru es uno de los mas importantes paises productores. [32].

2.1.3 CLASIFICACION.

La familia Amaranthaceae esta comprendida por mas de 60 géneros y 800
especies de plantas herbaceas anuales o perennes. Solo tres especies del
género Amaranthus son cultivadas para la produccion de semillas comestibles:
A. hypochondriacus y A. cruentos que son cultivadas en México y Guatemala,

respectivamente, y A. caudatos, que es cultivada en Peru [2].
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El amaranto es una planta dicotiledonea que produce semillas tipo cereal
(generalmente clasificadas como monocotiledéneas) por lo que se le ha
denominado como un seudo cereal puesto que produce granos tipo cereal. Su
clasificacion taxondmica es inexacta debido a su plasticidad botanica extrema,
por lo que se han tomado en cuenta sus estructuras florales, forma vy

proporciones de la hoja e inflorescencias [2].

El amaranto posee hojas simples lanceoladas con una altura de plata que varia
de 1.5 a 3.0 m. El numero de hojas y el tamafio muestran una gran variabilidad
intra e inter especies, ademas responde a diferentes condiciones de crecimiento
mediante cambios en el niumero de ramificaciones, patrén de ramificacion,

tamano de la plantula y combinacion de estas caracteristicas [2].

Todas las ramificaciones llevan una o mas panojas de semillas y en algunas
especies maduran simultaneamente con la cabeza principal o la maduracion

puede ser irregular (Figura 1).

Figura 1. Apariencia del cultivo de amaranto. Campo de cultivo en San Luis
Potosi.
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2.1.4 CARACTERISTICAS DEL CULTIVO.

El amaranto es una dicotiledénea del orden Caryophyllaes perteneciente a la
familia Amaranthaceae del género Amaranthus que comprende hierbas anuales
o perennes, con hojas opuestas o alternas y sin estipulas. Los miembros del
género Amaranthus se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones
tropicales, subtropicales y templadas. El tipo de crecimiento puede ser erecto o
rastrero. Los colores del tallo y las hojas van de rojo a verde con una multitud de
matices intermedios y ramificado a no ramificado. Los colores de la semilla

varian desde el blanco hasta el negro [33].

Esta planta es de crecimiento rapido debido a que es una de las pocas especies
que sin ser un pasto utiliza la ruta C4 para la fijacion de carbono. Puede crecer
en climas calientes y templados donde el suministro de agua es limitado y es
altamente tolerante a condiciones aridas y suelos pobres donde habitualmente
otros cultivos como los cereales crecen dificiimente. El amaranto también se
adapta satisfactoriamente a altitudes tan elevadas como 2500 m sobre el nivel
del mar [33, 2].

El cultivo de amaranto se desarrolla cuando la temperatura es alta (21°C cuando
menos). Las temperaturas 6ptimas de germinacion estan entre los 16 y los 35°C.
La rapidez de maduracion se incrementa cuando las temperaturas alcanzan el
limite superior de este intervalo. Sin embargo Amaranthus hypochondriacus vy
Amaranthus cruentus no soportan temperaturas bajas, su crecimiento cesa a los

8°C y las plantas se danan cuando se alcanza una temperatura se 4°C [33].

El amaranto puede ser de ciclo corto, tolerante a la sequia con un alto valor
nutritivo y con multiples usos y formas de aprovechamiento se considera como
un cultivo alternativo para muchos lugares donde hay escasez e irregularidad de

lluvias y donde incluso se presentan problemas de abasto de alimentos.
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Debido a que el amaranto empobrece el suelo, se recomienda rotarlo con
horticultura intensiva. Responde satisfactoriamente a la fertilizaciéon y a abonos
organicos. La planta de amaranto es muy fragil en los primeros dias de
emergencia. La floracion ocurre entre los 43 y 57 dias después de la siembra y
la cosecha se realiza entre los 100 y 129 dias. Producen grandes cantidades de
semillas que caen al suelo faciimente en su etapa de madurez. Una vez obtenida
la semilla se procede a secarla para reducir la humedad de 52 a un 14-16%,

para posteriormente almacenarla [2].

Los rendimientos de amaranto pueden compararse ventajosamente con los

rendimientos promedio de otros cultivos de interés comercial (Tabla 1).

Tabla 1. Rendimiento en campo de amaranto, algunos cereales y leguminosas

[34].

GRANO RENDIMIENTO ton/ha
Amaranto 3.0
Trigo 4.4
Cebada 2.2
Avena 1.5
Arroz 3.8
Maiz 1.8
Sorgo 3.1
Soya 1.7
Frijol 0.6

2.2CARACTERISTICAS GENERALES DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

2.2.1 TAMANO Y ESTRUCTURA.
El tamafo de la semilla varia de 1.1 a 1.4 mm de largo por 1.0 a 1.3 mm de

ancho (A. caudatus), tamano que es muy pequefio comparado con el del frijol o
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trigo [35]. Las semillas contienen una sola capa de testa (exotesta) y una de
tegumento formada por células con engrosamientos en forma de estrias; la
cuticula constituye la cubierta protectora del embrién. El embrion es de forma
circular con las puntas de la raiz tocando el extremo de los cotiledones. Las
células del embrion varian en tamafio y forma y aparecen heterogéneas en el
contenido celular. Algunas células de pared delgada del parénquima contienen
reservas en forma de cuerpos esféricos de naturaleza proteinica, incrustados en
una matriz esponjosa que tiene propiedades tipicas de lipidos o complejos
lipidos. El centro de la semilla se denomina perispermo y es el tejido principal de
almacenamiento, consiste de células del parénquima llenas de granulos de
almidén poliédricos. La mayor parte de las proteinas de reserva se encuentran
contenidas en cuerpos proteinicos de aproximadamente 1.5 a 2 um de diametro
en el embriéon y de menor tamafo en el endospermo. En la Figura 2 se pueden

apreciar las caracteristicas estructurales de la semilla de amaranto [2].

Figura 2. Micrografia electrénica del grano de amaranto [2].
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2.2.2 COMPOSICION QUIMICA.

La semilla de amaranto contiene aproximadamente 11.1% de proteina en
promedio y se puede comparar con semillas convencionales como el maiz con
13.8%, arroz con 11.7% y trigo 12.5% (Tabla 2). El contenido de grasa es
relativamente alto (7.7%), sin embargo este valor es mucho menor que en
algunas leguminosas consumidas como la soya con un valor de 20.1% [36]. Los
analisis de composicion indican que los contenidos de proteina cruda, grasa,
fibra y cenizas del amaranto son generalmente mas altos que en los cereales,

sin embargo el contenido de carbohidratos es mas bajo.

Tabla 2. Comparacion de la composicion proximal entre amaranto y algunos
cereales [36].

ANALISIS AMARANTO MAIZ ARROZ TRIGO
Humedad 11.1 13.8 11.7 12.5
Proteina cruda 17.9° 10.3° 8.5° 14.0°
Grasa 7.7 4.5 21 2.1
Fibra 2.2 2.3 0.9 2.6
Cenizas 4.1 14 1.4 1.9
Carbohidratos 57.0 67.7 75.4 66.9

3N x 5.85; °N x 6.25; °N x 5.7

En general el contenido de aminoacidos esenciales del amaranto tiene niveles
adecuados; muy en particular los aminoacidos azufrados (2.6 a 5.5%) vy lisina
(3.2 a 6.4%); este ultimo corresponde a casi el doble de lo que contiene el maiz
y el trigo (2.2 a 4.5%) y algo menos de lo encontrado en leguminosas
importantes como chicharo, frijoles y soya (1.4%) [37]. Esta composicion de
aminoacidos (Tabla 3) es poco usual debido a su balance cercano al 6ptimo
requerido en la dieta humana en adultos segun la FAO [38], lo que hace de este
grano una cosecha promisoria como alimento o fuente de proteinas en la dieta
[3]. Por otra parte la cantidad de aminoacidos esenciales es superior en las
fracciones de globulinas y prolaminas, mientras que la fraccion de albuminas

posee los mas altos contenidos de lisina [2].
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Tabla 3. Composiciéon de aminoacidos esenciales de semillas de tres especies

de amaranto en (g/100g de proteina) [3].

AMINOACIDO| Amaranthus Amaranthus | Amaranthus | FAO/WHU/UNU"

hypochondriacus| cruentus caudatus Adultos | Nifos
Isoleucina 28-3.38 3.4-3.7 3.6-4.1 1.3 4.6
Leucina 50-5.8 48-59 59-6.3 1.9 9.3
Lisina 3.2-6.0 48-59 57-6.4 1.6 6.6
Met + Cis” 26-55 3.8-54 4.7 1.7 4.2
Fenila + Tiro® 6.9-8.5 56-8.5 6.2 1.9 7.2
Treonina 26-43 32-42 3.8 0.9 4.3
Triptéfano 1.1-43 nd 1.1 0.5 1.7
Valina 32-42 24-40 4.1-47 1.3 7.2

"I38], ® requerimiento metionina + cisteina, °

determinado.

requerimiento fenilalanina + tirosina; nd = no

Respecto a la calidad de la proteina se han reportado valores de calificacion
quimica de aminoacidos (CQA) de 75, que comparado con 54 de maiz, 60 del
trigo, 68 de la soya y 73 de la leche refleja que es aceptable y de buena calidad.
La combinacién de harina de amaranto y trigo se aproxima a una CQA de 100
[39]. También se han reportado valores de PER (relacion de eficiencia de
proteina) de 1.6 a 2.2 [40, 41]. La digestibilidad verdadera del amaranto tanto

crudo como reventado o tostado alcanza valores desde 79.2 a 88.5% [42].

2.2.3 PROTEINAS DE RESERVA Y SU FUNCION.

Durante el desarrollo, caracteristicamente las semillas sintetizan relativamente
grandes cantidades de reservas de alimento los cuales son atrapados en tejidos
especificos como son los cotiledones o el endospermo. Estas reservas son
movilizadas en el momento de la germinacion y sus catabolitos son utilizados
para mantener el crecimiento de la semilla hasta que esta pueda establecerse
por si sola como una planta fotosintética autotréfica. La mayoria de las reservas
son depositados en estructuras discretas llamadas organelos de

almacenamiento; proteinas en cuerpos proteinicos (a menudo contienen
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reservas menores, fitina, fuentes de fosfatos y micronutrientes), lipidos en
cuerpos lipidicos, almidon en granulos de almidon (amiloplastos). Las proteinas
almacenadas en estos cuerpos proteinicos son denominadas proteinas de

reserva [43].

2.2.3.1 TIPOS DE PROTEINAS DE RESERVA.

Existen varios tipos de clasificaciones para las proteinas de reserva de semillas.
En general la mas usada (pero no la mas adecuada) es la propuesta por
Osborne en 1924 [44]. De acuerdo a esta clasificacion las proteinas de reserva
se pueden dividir en cuatro grupos de acuerdo con su solubilidad. Los cuatro
grupos son: a) albuminas que son solubles en agua en buffers diluidos a pH’s
neutrales; b) globulinas solubles en soluciones salinas pero insolubles en agua;
c) Prolaminas que solubilizan en soluciones alcohdlicas entre (70-90%); d)
glutelinas son proteinas solubles en alcalis o acidos diluidos. En cereales las
proteinas mas abundantes son las prolaminas y glutelinas mientras que en

leguminosas las globulinas son la fraccidén mas importante [43].

En su mayoria, las proteinas de reserva son oligoméricas; las holoproteinas
estdan compuestas desde dos a muchas subunidades. Las subunidades pueden
contener contienen dos o mas cadenas de polipéptidos las cuales pueden estar
unidas por puentes de hidrogeno o puentes disulfuro entre los residuos de

cisteina [43].

Se ha reportado que la mayor parte de las proteinas de amaranto se encuentran
en el embridn, anillo que rodea al perispermo almidonoso [35]. Estas
caracteristicas morfolégicas han sido utilizadas por Sanchez-Marroquin y col.
[45] para producir un concentrado de proteinas, incrementando el contenido de
18 a 33%, este proceso incluye basicamente una molienda y separacion por aire
de los componentes el grano. También se han extraido las proteinas a varios

pH’s, recuperando del 71 al 74% de proteina soluble [46]. Se ha reportado que
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la hidrolisis enzimatica del almidén se ha logrado obtener una fraccion de

carbohidratos solubles y una harina de alto contenido de proteina [21].

2.2.3.2 SINTESIS DE PROTEINAS DE RESERVA.

La sintesis de proteinas de reserva en semillas ocurre durante los ultimos dos
tercios de su desarrollo, comenzando después de la divisidon celular y que la
formacion del embrion se ha completado, deteniéndose en la ultima etapa de
maduracion y secado. El tiempo, la velocidad y la extension de la sintesis de
varias proteinas de reserva, asi como su distribucion es diferente en cada
semilla; y aunque estas variables son reguladas genéticamente, el ambiente

juega también un papel regulatorio [47].

La acumulacién de cualquier proteina es un reflejo del equilibrio establecido
entre su velocidad de sintesis y su degradacion. Puesto que las proteinas de
reserva en los cotiledones experimentan una tasa de degradacion muy baja, sus
niveles son determinados casi exclusivamente por su tasa de sintesis y
procesamiento. Estos ultimos solo juegan un papel regulatorio menor, vy
cuantitativamente el paso limitante regulatorio en la sintesis de cualquier
proteina parece ser la cantidad de ARNm que este presente en las células del

tejido de almacenamiento de la semilla [43].

Diferentes tejidos, dentro de la misma semilla, a menudo acumulan diferentes
proteinas de reserva, lo que sugiere que hay una regulacion genética tejido-
especifica. En soya por ejemplo, se pueden encontrar en los ejes muy pequefias
cantidades de B-conglicina, la cual se encuentra ampliamente distribuida en los
cotiledones (Figura 3). La reducida sintesis de p-conglicina en los ejes esta
relacionada con la baja presencia de su ARNm, que se puede deber a una

transcripcion disminuida, baja estabilidad o una traduccion limitada [43].

En cereales, las prolaminas y glutelinas del endospermo almidonoso nunca son

sintetizados alrededor de la pared de la aleurona, la cual secuestra un solo tipo
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de proteinas. Asi mismo, el embrién contiene proteinas de reserva unicas,
incluyendo algunas lectinas, pero estas nunca son encontradas en le

endospermo almidonoso o la pared de la aleurona [43].

La regulacién de la expresion de los genes de proteinas de reserva, tanto en el
modo tejido especifico como en el modo temporal, esta pobremente descrita. Sin
embargo existe la hipotesis de que en la region 5’ de un gen de una proteina de
reserva, se encuentran ciertas regiones que pueden estar involucradas en la
regulacion de la expresion del gen. En otras palabras, los elementos de control
que actuan en cis, son activados por factores que actuan en trans, una proteina,
que se une al ADN e interactuando con el elemento en cis, disparan la
transcripcion del gen bajo el su influencia regulatoria. Asi, cada gen de proteina
de reserva puede contener secuencias de control en cis en jerarquia que
permiten la respuesta a cada situacion de desarrollo ya sea en tejido-especifico

o de manera temporal [48].

DNA (genGlicina)
mRNA no procesade

SN | -

mRNA procesado

Sintesis de proteina 5 3 g
(preproglicina)
NH:
SR
Rompimiento del A B Reticulo.
péplido sefial NH, [ B 1COOH sndoplasmalico
(preproglicing) nugosa

SH

SH
Formacién del puente NH, 9‘0
disulfuro >
(proglicina) cooH[ [y | @ j

l Transporte
Ensamble de la
Protedlisis - e haloproteing @o Curepas de
(hexdamera) » = roteina
s - P
(glicing) ook mEEEEEEET N, .

Figura 3. Sintesis de glicina en cotiledones de soya. Adaptada de Krochko y col.
[49].
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2.2.3.3 LOCALIZACION DE LA TRADUCCION DE PROTEINAS DE
RESERVA.

La produccion comienza con la transcripcion en el nucleo, donde el ARNm
resultante es transportado al sitio de sintesis de proteinas dentro del citoplasma.
La sintesis ocurre en el citoplasma especificamente en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). El producto inicial de la traducciéon contiene un
péptido senal en el amino terminal requerido para el transporte de la proteina
desde su lugar de sintesis hasta el aparato de Golgi a través de los tubulos del
reticulo endoplasmatico. Las proteinas de reserva se clasifican y empacadas
dentro de vesiculas derivadas de Golgi, para transportarlas al compartimiento
vacuola-cuerpo proteinico. La fusidon sucede mediante la invaginacion de las
vesiculas que permiten la descarga de las proteinas dentro de la vacuola, y a su
vez permiten el crecimiento y eventualmente dan lugar al cuerpo proteinico
maduro. Una subdivision de la vacuola da como resultado la formacién de

numerosos cuerpos proteinicos [49].

2.3 PEPTIDOS BIOACTIVOS EN PROTEINAS DE RESERVA.

2.3.1 CLASIFICACION DE PEPTIDOS ACTIVOS.

Los alimentos funcionales se definen como aquellos que ademas de
proporcionar nutricion ofrecen un beneficio adicional a la salud del consumidor.
Un parte muy importante de los alimentos funcionales son los péptidos
bioactivos; que se definen como péptidos que cuentan con alguna actividad
biolégica y estan presentes en los alimentos ya sea de manera natural o son

generados durante el procesamiento de los alimentos [24].

Los péptidos bioactivos estan compuestos generalmente de 3 a 20 residuos
aminoacidos de longitud y tanto las proteinas de origen animal y vegetal
contienen secuencias con actividades potenciales [24]. Por mucho las péptidos
bioactivos mas estudiados son los derivados de la leche y huevo. Sin embargo

existen también varios reportes donde se puede observar que proteinas de
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origen vegetal como soya y trigo aportan varios péptidos bioactivos de gran
interés [24, 50].

Los métodos mas comunes para el estudio de péptidos bioactivos estan
basados en ensayos in vitro para demostrar su actividad biolégica. Algunas
estrategias comunes son la produccion por digestion enzimatica, hidrdlisis
quimica (procesamiento de alimentos), sintesis in vitro, con el fin de obtener en
cantidad suficiente y en algunos casos fracciones de péptidos puros que

después son probados para actividad biolégica.

Rutherfurd y col. [24] agruparon los péptidos bioactivos en grupos de acuerdo a

su actividad biolégica general. Los grupos propuestos son:

- Antimicrobianos y antifungicos: Como su nombre lo indica, combaten una

gran variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas asi como
también algunas levaduras y hongos.

- Requladores de la integridad intestinal y anti-inflamatorios de la

enfermedad de Bowel: Este grupo esta formado por algunos factores de

crecimiento y péptidos que ayudan a mantener la integridad intestinal y
previenen algunas inflamaciones.

- Antihipertension: Dentro de este grupo se encuentran los inhibidores-ACE

(enzima convertidora de angiotensina); inhiben las enzimas ACE | vy I,
que estan involucradas en el sistema renina-angiotensina, el cual regula
la presidn sanguinea [51]. Los vaso-relajadores por su parte actuan
mediando los receptores Bradaquinina B1, prostacilina y un receptor
desconocido de éxido de nitrogeno [52].

- Reguladores de colesterol: son todos aquellos que ayuden a controlar o

disminuir los niveles de colesterol en sangre [52].

- Antitrombdticos: En este grupo se encuentran los péptidos que ayudan

disminuir los riesgo de una trombosis, se incluyen todos aquellos péptidos

que inhiben la formacion de agregados de plaquetas via la desactivacion
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de la plaquetas activadas con ADP (adenosina difosfato) o bien inhibiendo
la union de la cadena y del fibrinbgeno humano a un receptor especifico
en la superficie de las plaquetas [24].

- Reguladores de absorcion de minerales: Son péptidos capaces de quelar

minerales ayudando a mantenerlos solubles y facilitar su absorcion.

- Inmunomoduladores: son péptidos que estimulan o modulan el sistema

inmunoldgico.

- Opioides: son péptidos que pueden afectar el apetito, el comportamiento y
la movilidad gastrointestinal y pueden exhibir efectos tipo morfina
(analgésicos potentes).

- Reguladores de funciones gastrointestinales: A diferencia del grupo que

regula la integridad intestinal, estos péptidos tienen una accion especifica
y localizada en el intestino, mediante la regulacion de hormonas del

intestino 0 actuando especificamente in situ después de la absorcién.

2.3.2 LUNASIN.

2.3.2.1 CARACTERIZACION Y SU FUNSION EN PLANTAS.

El desarrollo temprano de semillas de angiospermas se caracteriza por una
rapida divisidon celular y diferenciacion. Una vez que el numero de células es
suficiente la divisidn celular cesa y es entonces cuando comienza la sintesis de
proteinas de reserva, carbohidratos, lipidos en el endospermo de cereales y en
los cotiledones de leguminosas. Durante la expansion celular, el contenido ADN
genoémico se incrementa como un resultado de la endoreplicacién (ciclo celular
unico de pases G1 y S sin division celular que ocurre solo en células de reserva

del parénquima terminales diferenciadas) [53].

La expansion temporal de un grupo de proteinas hidrosolubles llamadas
albuminas 2S coincide con el inicio de la expansion celular de embriones de
chicharo en desarrollo. Otras evidencias sugieren que un mecanismo regulatorio

controla la expresién génica y la actividad mitética de las albuminas 2S.
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Galvez y col. [54] clonaron un ADNc especifico del cotiledon (Gm2S-1) que
codifica para una albumina 2S de soya. Gm2S-1 contiene en su secuencia un
péptido sefial y una proteina que es procesada postraducionalmente, que
produce una subunidad pequena de 43 aminoacidos. En su carboxilo terminal
contiene el motivo de adhesién celular Arg-Gly-Asp (RGD) seguido de 8 residuos
de Asp. Se ha reportado que el transcrito de Gm2S-1 aparece tres semanas
después de la floracion, coincidiendo con la fase de expansion celular de la
semilla en desarrollo. La subunidad pequefia de Gm2S-1 se le denomind
Lunasin. Debido a su cola poliasparagina de la subunidad, se ha especulado que
puede tener alguna actividad fisiolégica en el desarrollo de las semillas, pero su
rol especifico en la regulacion del ciclo celular durante la embriogénesis es

desconocido [55].

2.3.2.2 FUNCION BIOLOGICA EN CELULAS DE MAMIFERO.

Lunasin fue reportado por primera vez en soya. La prediccién de su estructura
por homologia revel6 contiene una region de union a proteinas de cromatina. Se
ha demostrado que cuando es transfectado en células de mamifero, lunasin
arresta la mitosis conduciendo a la muerte celular, caracterizada por una lisis
celular y la fragmentacion de los cromosomas. Se cree que las grandes
cantidades del péptido lunasin producidas por la expresion constitutiva del gen
lunasin permite la union a las regiones hipoacetiladas de la cromatina como
aquellas encontradas en el cinetocoro en los centromeros. Como resultado, el
complejo del cinetocoro no se forma adecuadamente y los microtubulos fallan al
unirse al los centromeros permitiendo el arresto de la mitosis y eventualmente la

muerte celular [56].

También se ha observado que la adicion del péptido lunasin de manera exdgena
a células de fibroblastos de ratén C3H 10 T1/2 suprime la formacion del Foci
inducida por la carcinogénesis quimica del DMBA y MCA. Se ha observado que
lunasin se une preferentemente a las histonas-H4 desacetiladas en células

tratadas con un inhibidor de histona desacetilasa. La afinidad de lunasin por el
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nucleo de histonas desacetiladas sugiere un papel en la modificacion de la
cromatina, un proceso implicado en el control del ciclo celular y en el papel de

supresores de tumores en carcinogenesis [54].

Lunasin es el primer agente antimitético aislado de una fuente comun de
alimentos (soya) conocido por sus propiedades anticarcinogénicas. Después de
soya, solo existe un reporte de la presencia de lunasin en cebada [56] lo que

sugiere que podria encontrarse en otras fuentes bioldgicas como el amaranto.

2.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL ALMIDON DE AMARANTO.

2.4.1 GENERALIDADES DEL ALMIDON.

El almidén es el principal carbohidrato de reserva sintetizado por plantas
superiores y es la fuente de energia mas importante para muchas especies
incluyendo humanos. En cultivos agricolas como los cereales (maiz, trigo, arroz),
esta fraccion representa del 30 al 80% del peso seco, para leguminosas (frijol,
chicharo, haba) es del 25 al 50% y en tubérculos (papa, camote, yuca)
representa entre un 60 y 90%. En algunas frutas tales como el mango y platano

en su estado inmaduro alcanzan contenidos de hasta un 70% en base seca [57].

En amaranto, el almidon es el principal componente y su contenido puede variar

desde 52.4 a 70% de acuerdo a la especie.

2.4.2 EL GRANULO DE ALMIDON.

En las plantas, el almidon se presenta como granulos insolubles en agua, los
cuales tienen una diversidad de tamanos y formas. La morfologia, composicidon
quimica y estructura supramolecular (arreglo en el espacio en estado sélido) son
caracteristicas de cada especie. Su tamafo varia de 0.5 a 100 um. Los granulos
mas grandes reportados son los de papa que pueden ser hasta de 100 um [58].

Los granulos de amaranto son de los mas pequenos reportados (1-3 um) [2]. El
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tamafo y distribucion de particulas son unas de las caracteristicas que mas

afectan las propiedades funcionales de éstos.

2.4.3 COMPOSICION QUIMICA DEL ALMIDON.

Los granulos de almidon consisten de dos diferentes fuentes de polimeros de
glucosa denominados amilosa y amilopectina. La amilosa es esencialmente un
polimero lineal que consiste de largas cadenas de moléculas de glucosa unidas
por enlaces a—1,4; y constituye en promedio de 20 a 30% del almidon de los
granulos. El compuesto restante que conforma a los granulos de almidén es la
amilopectina, un polimero ramificado donde las cadenas lineales de moléculas
de glucosa estan unidas por enlaces o-1,4 y las ramificaciones ocurren en
enlaces o—1,6. Los puntos de ramificacion ocurren cada 12-20 moléculas de
glucosa, en una distancia de alrededor de 9 nm a lo largo del eje de la molécula
[58].

De acuerdo al contenido de amilosa/amilopectina el almidén se clasifica en dos
tipos:

a) Tipo glutinoso, opaco o ceroso. Estd formado principalmente por
amilopectina con menos del 1% de amilosa. Se le denomina como la
fraccion no gelificante, contribuyendo principalmente a la viscosidad en
los alimentos debido a su alta viscosidad.

b) Tipo no ceroso, translucido o normal. Esta formado principalmente por
amilosa con un contenido menor al 5% de amilopectina. Se le denomina
la fraccion gelificante y es el principal contribuyente en los fenémenos de

retrogradacion de almidon.

El almidon de amaranto es principalmente del tipo ceroso, aunque se han
encontrado especies con almidén translucido; estas diferencias pueden ser
debidas aparentemente las diferencias en el cultivo y ambiente en el que crezca

la planta de amaranto.
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2.4.4 BIOSINTESIS DEL ALMIDON.

En las células de la mayoria de los organismos que almacenan almidén, como
los tubérculos y los endospermos de los granos de cereales, el almidon es
sintetizado a partir del azucar que proviene de las hojas; donde se lleva a cabo
la fotosintesis. La sintesis del almidon ocurre exclusivamente en los amiloplastos
(organelos celulares especializados para la sintesis de almidén). En tubérculos y
semillas de leguminosas, la glucosa se convierte en glucosa-6-fosfato, que entra
al amiloplasto mediante transporte de membranas. Una vez en el interior, la
glucosa-6-fosfato se transforma a glucosa-1-fosfato y luego, via la enzima ADP-
glucosa pirofosforilasa, pasa a ADP-glucosa; sustrato para iniciar la sintesis de

almidon (Figura 4) [58].

-
ALMIDON
L]
.
M
E
M
g a-(1—+4}-D
ADP-glc A GLUCAN
UDP=glc N N
A ADP @
FRUCTOSA . . PRIMER
ubP L —  ADP-glc
SACAROSA !
< A PP

{ ® ® PP; \ . i
FRUCTOSA + GLUCOSA L“ITFP :.. ATP>©

ATP - ATP ATP
®FADP ®Kaoe @

Fru-g-P Gle-6-P Glc=1-P Gle=1-P
® ® .
. 1@
- Gle=-6 -P
CITOPLASMA AMILOPLASTO

Figura 4. Ruta biosintética del almidén mediante ADP-glucosa [59].

Para el caso del endospermo de cereales el mecanismo difiere al reportado para
ADP-glucosa. Aunque existe cierto importe de glucosa-6-fosfato, la mayoria de
la ADP-glucosa se realiza en el citoplasma por una enzima distinta, la ADP-
glucosa pirofosforilasa citoplasmatica. La ADP-glucosa entra al amiloplasto

mediante un transportador especifico. Aun se siguen investigando las razones
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por las cuales los cereales evolucionaron con una ruta diferente para la sintesis
de ADP-glucosa [58].

Existen varias enzimas importantes que participan en la sintesis de almidon,
entre estas; la ADP-glucosa pirofosforilasa, es la responsable de catalizar la
reaccion para producir ADP-glucosa a partir de glucosa-1-fosfato y ATP. Las
enzimas almidon sintetasa y almidon sintetasa asociada al granulo, catalizan la
adicién de unidades de ADP-glucosa al extremo no reductor de una cadena
lineal de glucosas mediante enlaces o—1,4. Las ramificaciones del almidon son
producidas por la enzima de ramificacion de almidén, la cual rompe por hidrolisis
una cadena lineal de glucosas y la transfiere a una posicion o-1,6.
Adicionalmente la enzima de des-ramificacion, entre otras, también participa en

la sintesis de amilopectina [60].

2.4.5 PROTEOMICA EN GRANULOS DE ALMIDON.

Ademas de amilosa y amilopectina, el almidon contiene pequefias cantidades de
componentes menores como son proteinas, lipidos, pentosas y minerales
(fésforo vy silicio). Entre éstos, las proteinas y los lipidos son por mucho los mas
abundantes y los mas importantes tecnolégicamente hablando. Las cantidades
exactas de proteinas dependen del origen y el grado de purificacion durante su
extraccion. Un almidon tipico de cereales contiene aproximadamente 0.25% de
proteinas. Aunque las cantidades de estos constituyentes son menores, existen
estudios que confirman que su presencia afecta significativamente tanto las
propiedades de los granulos, asi como las propiedades de los productos

derivados de almidén [61].

En general, se acepta ampliamente que la mayoria de las proteinas asociadas a
granulos de almidén (PAGA), son enzimas biosintéticas o degradativas que son
dejadas adentro del granulo mientras ocurre su sintesis, por lo que pueden
encontrarse formando parte de la estructura o en la superficie. De acuerdo a su

peso molecular estas proteinas se clasifican en dos grupos:
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1) Proteinas de alto peso molecular (60, 77, 86, 95 y 149 kDa). Han sido
denominados proteinas internas asociadas a granulos de almidén. A este
grupo pertenece la enzima almidon sintetasa, que corresponde a la banda de

60 kDa. Puede presentar varias isoformas de mayor o menor peso molecular.

2) Proteinas de bajo peso molecular (5, 8, 15, 19 y 30 kDa). Han sido
nombradas como proteinas de superficie asociadas al granulo de almidon.
En este grupo se encuentran las fibrilinas (15 kDa), conformado por varios
polipéptidos dentro de los cuales se encuentran las puroindolinas, que se

relacionan con la dureza del grano de trigo.

Mediante estudios protedmicos ha sido posible la identificacion de varias de
estas proteinas y sus isoformas de diferentes fuentes botanicas como son

cebada, trigo, arroz, entre otras [60, 61].

2.4.6 CARACTERIZACION FISICA DE LOS GRANULOS DE ALMIDON.

Debido a la distribucion de la longitud de las cadenas y su arreglo de grupos, se
piensa que el empaquetamiento de moléculas de amilopectina da forma a la
matriz semicristalina del granulo. (Figura 5). Dentro de los grupos, hay cadenas
adyacentes de dobles hélices que se empacan juntas en arreglos ordenados
dando como resultado la formacion de una laminilla (Figura 5A). La laminilla
cristalina se alterna con una laminilla amorfa formada en las regiones donde
ocurren los puntos de ramificacion con una distancia de repeticién de 9 nm (Fig.
2B). Las laminillas cristalinas y amorfas se alternan formando anillos
semicristalinos concéntricos dentro del granulo (Fig. 2C). Este arreglo es
denominado como el modelo de almidén liquido cristalino [62]. Oostergetel y
Bruggen [63] incluyeron un concepto denominado cadena lateral que supone un
nivel de organizacion mas complejo. Gallant y col. [64] hicieron énfasis en este
nivel adicional de organizacion y lo llamaron “blocklets”, donde se considera que

estos blocklets son paquetes de amilopectina parcialmente cristalina con
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ramificaciones de moléculas de amilopectina que contribuyen al componente

cristalino del granulo (Figura 5).

A B C D

Figura 5. Organizacion de amilopectina para formar un granulo de almidon. (A)
Formacion de una laminilla cristalina, (B) Alternacion de laminillas cristalina y
amorfa, (C) Arreglo de laminillas amorfas y cristalinas en anillos concéntricos

[58]; (D) Apariencia de un corte de un granulo de almidén de chicharo obtenido

por Microscopia de Fuerza Atomica [62].

2.4.7 MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA.

La Microscopia de Fuerza Atémica (MFA) es una herramienta muy poderosa que
ha sido empleada en la captura de imagenes tridimensionales de estructuras
bioldgicas y biomoléculas en condiciones muy cercanas a las ambientales, lo
que permite que se puedan seguir procesos bioquimicos vy fisioldgicos en tiempo
real con una resoluciéon que puede llegar a ser atdbmica [65]. El principio de
operacion se basa en la interaccion atdmica entre una “punta” y la superficie
analizada. Las fuerzas producidas son del orden de 10° a 107 N y son
conocidas como fuerzas de Van der Waals. La MFA permite capturar imagenes
de células vivientes y moléculas en ambientes acuosos con una resolucidon
comparable y en ocasiones superior a la Microscopia Electronica de Barrido
(MEB). Aunque la MEB presenta varias desventajas sobre la MFA, sigue siendo
una técnica complementaria en la caracterizacion fisica de muestras. La MFA
se ha empleado para el estudio de sistemas fijos (ADN cromosomal, ADN

plasmidico, proteinas multiméricas en membranas, membranas diversas,
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proteinas en arreglos bidimensionales y células vivientes) y de sistemas
dinamicos (polimerizacion y crecimiento cristalino del fibrinégeno, propiedades

fisicoquimicas como elasticidad y viscosidad; y varias fuerzas quimicas) [66].

La MFA se empleada para determinar la estructura interna de los granulos de
almidén de papa, maiz, chicharo y arroz con lo que se han podido confirmar las
teorias estructurales de los granulos de almidén. Sin embargo, hasta la fecha no
existen reportes de la estructura cristalina de los granulos de almidén de

amaranto.
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lIl. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

3.1 JUSTIFICACION.

Este trabajo esta enfocado a la caracterizacién fisica y bioquimica de dos
nuevas variedades de amaranto que fueron cultivadas en San Luis Potosi, esto
como un esfuerzo para introducir un cultivo alternativo en esta region del pais,
donde dificilmente crecen cultivos como los cereales; enfocandose en evaluar la
adaptabilidad del cultivo a un clima con altas temperaturas y pocas

precipitaciones pluviales.

Las investigaciones en amaranto se han enfocado a la caracterizacion fisica y
bioquimica de proteinas de reserva del grano [4, 5, 67], mejoramiento de la
calidad nutricional de cultivos de interés comercial como son papa y maiz [6, 7];
sobre-expresion de la globulina 11S en sistemas como Escherichia coli, Pichia
pastoris o plantas de tabaco [8, 9, 10], sustitucion de ingredientes en la
elaboracion de alimentos [11, 12, 13], suplementacion de dietas en pacientes
con diversas enfermedades [14, 15, 16], sustitucion de proteina animal en
alimentacion de animales de engorda [17, 18], desarrollo de peliculas
comestibles para empaque de alimentos [19], como preservador granos en silos
[20], aprovechamiento del almidén [21], y bioremediacion de suelos
contaminados con metales pesados o hidrocarburos ciclicos téxicos [22, 23].
Algunos reportes citan la presencia de péptidos antifungicos, anitmicrobianos y
antivirales; pero no existen reportes de la caracterizacion de péptidos con
diversas actividades biologicas que sean de interés para mejorar la salud

humana y que den a amaranto un valor agregado para su explotacion comercial.

Por otra parte, el almidéon de amaranto es una fraccion importante que no se
utilizado comercialmente. Posee caracteristicas sobresalientes como lo son un
tamafo de granulo muy pequefio (1-3um), y un alto contenido de amilopectina

(99%) [2]; haciéndolo muy interesante desde el punto de vista de elaboracion de
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productos alimenticios con propiedades funcionales diferentes a los almidones
tradicionales; asi como también en la obtencion de almidones modificados que
ofrezcan nuevas caracteristicas de interés industrial. Para lograr este objetivo es
necesario conocer la naturaleza fisica de de los granulos de almidén de
amaranto, ya que hasta la fecha no se encuentran estudios basicos enfocados a
su caracterizacion fisica (distribucién, tamafo y morfologia). De manera similar,
las proteinas asociadas a los granulos de almidon de amaranto, podrian
funcionar como determinantes genéticos que rigen la biosintesis, conformacion
estructural y funcionalidad de estos granulos, por lo que la caracterizacion de
estas proteinas, mediante herramientas como la proteébmica, dara como
resultado informacién relevante que ayude a disefar genéticamente almidones
de caracteristicas deseadas. La combinacion de los estudios de morfologia
obtenidos mediante microscopia de fuerza atomica (MFA) en conjunto con el
estudio de las proteinas asociadas a granulos de almidon mediante protedmica

sera una herramienta poderosa en el disefio de almidones modificados.

De esta manera se propone al amaranto como un alimento funcional el cual
puede aportar muchos beneficios a la salud y ademas puede explotarse

comercialmente como un producto de alto valor agregado.

3.2 HIPOTESIS.

I. Las nuevas variedades de Amaranthus hypochondriacus DGETA y Gabriela
pueden ser cultivadas en regiones semiaridas de San Luis Potosi.
Il. Las proteinas de reserva de amaranto contienen péptidos activos con
diferentes actividades biolégicas.
lll. Las proteinas de reserva de amaranto contienen el péptido anticarcinogénico
tipo Lunasin.
IV. Los granulos de almidon de amaranto presentan la misma estructura que los

granulos de cereales.
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3.3 OBJETIVOS.

3.3.1 OBJETIVO GENERAL.

Caracterizacion fisicoquimica y nutracéutica de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) cultivado en San Luis Potosi, mediante estudios morfolégicos

y protedmicos.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Estudiar la adaptabilidad de Amaranthus hypochondriacus a
condiciones adversas de cultivo.

Il. Obtener el perfil de péptidos bioactivos en proteinas de reserva de
amaranto

[I. Caracterizacion de los péptidos bioactivos de fraccion glutelinas.

V. Caracterizar el péptido lunasin en amaranto.

V. Caracterizar mediante andlisis protedmico las proteinas que se
encuentran asociadas a granulos de almidén y analizar la estructura

interna del granulo de almidon mediante MFA.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1 MATERIALES.

4.1.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Las semillas de Amaranthus hypochondriacus fueron cultivadas en el CBTa 196
de Villa de Pozos en San Luis Potosi. Para la caracterizacion se emplearon dos
variedades comerciales (Criolla y Nutrisol) y dos nuevas variedades (DGETA y
Gabriela). Las semillas se molieron y tamizaron hasta obtener una harina de
malla No. 100. La harina se desengras6 por 4 h con hexano en una relacién
harina/hexano 1:10 (p/v) en agitacién magnética a 4°C. La mezcla se centrifugd
a 13000 rpm por 20 min a 4°C. La pastilla resultante libre de grasa se seco a
temperatura ambiente. Las semillas y harina tanto entera como desengrasada se

almacenaron a 4°C hasta su uso.

4.1.2 REACTIVOS.

Todos los reactivos empleados fueron comprados en SIGMA (San Luis
Missouri), a menos que sea especificado de otra compafia. El hexano
(American Burdick & Jackson, Muskegon, MO) empleado para desengrasar las
muestras fue grado analitico, con una pureza mayor al 85%. La albumina de
suero bovino (ASB) se obtuvo con una pureza minima de 98%. Tris
[hidroximetillaminometano hidroclérico (Tris-HCI) fue grado biotecnolégico
certificado, con una pureza minima de 99%. Los reactivos de electroforesis
fueron comprados en Biorad (Hercules, California). Los reactivos para Western
blot fueron adquiridos en Amersham Biosciences (GE Healthcare Bio-Sciences

Corp. Piscataway Nueva Jersey).
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4.2 METODOS.

4.2.1 CARACTERIZACION DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

4.2.1.1 RENDIMIENTO EN CAMPO.

La semilla de Amaranthus hypochondriacus fue cultivada en el CBTa 196 de
Villa de Pozos, en San Luis Potosi. EI método experimental fue de bloques
completos aleatorios con 5 bloques por variedad. Las semillas se depositaron
manualmente con espaciamiento de 30 cm entre semilla y semilla en cuatro
lineas de 6 m de largo y 80 cm de separacion entre linea y linea. Las plantas se
regaron dos veces; una al inicio del experimento para la preparacion del suelo
(abril 2002), y la segunda 4 meses después (agosto 2002). Se midio la altura de
la planta desde el suelo hasta la punta de la espiga una vez que la elongacién
del tallo se completd (noviembre 2002). Las semillas se cosecharon
manualmente y el rendimiento fue calculado en ton/hectarea de superficie

sembrada.

4.2.1.2 TAMANO DE SEMILLA.

La determinacion del tamafio de semilla se llevd acabo manualmente con un
vernier de precision. Se seleccionaron al azar 100 semillas de cada variedad
para realizar las mediciones y se obtuvo la media aritmética. Todas las

mediciones fueron llevadas a cabo por triplicado.

4.2.1.3 PESO DE 100 GRANOS.
La determinacion del peso hectolitrico se llevé a cabo pesando 100 semillas de

cada variedad tomadas al azar. Esta determinacién se realizé por triplicado.

4.2.1.4 COMPOSICION PROXIMAL.
El contenido de nitrogeno (método 954.01), grasa (método 920.39), cenizas
(método 923.03), fibra (método 962.09) y humedad (método 925.09) de las
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harinas de las cuatro variedades se determin6 de acuerdo a los procedimientos
estandar de la AOAC [68]. El nitrdgeno se determind con un sistema Kjeltec
(Tecator, Suiza). La proteina se calculé como el contenido de nitrégeno x 5.85.
El contenido de lipidos se determin6 con una extraccion de 4 h. Las cenizas se
calcularon a partir del peso remanente de una muestra calcinada a 550°C por 2
h. El contenido de humedad se determiné con base en la perdida de peso
después de secar las muestras a 110°C por 4h. Todas las muestras se

analizaron por triplicado.

4.2.2 CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE RESERVA.

4.2.2.1 EXTRACCION DE PROTEINAS.

La extraccién de proteinas se llevd a cabo de acuerdo con lo reportado por
Barba de la Rosa y col. [4]. La fraccion de albuminas mas nitrdgeno no
proteinico (NNP) se obtuvo a partir de harina desengrasada y se emple6é como
agente de extraccion agua destilada. Las suspensiones de harina/solvente (1:10
p/v) se extrajeron con agitacion magnética por 1h a 4°C y se centrifugd a 13000
rom por 15 min a 4°C. El sobrenadante se colecté y congelé para analisis
posterior. La pastilla resultante se resuspendié en 0.1 M NaCl, 0.010 M K;HPOy,
pH 7.5, 0.001 M EDTA para la extraccion de globulinas 7S; y se siguio el
procedimiento de extraccion arriba mencionado. La fraccion de globulinas 11S
se obtuvo con el buffer 0.8 M NaCl, 0.010 M K,;HPOq4, pH 7.5, 0.001 M EDTA.
Las prolaminas se obtuvieron con una solucion de etanol al 70% y finalmente las
glutelinas con una solucién 0.1 M de NaOH. Los sobrenadantes se colectaron y
almacenaron a -20°C hasta su uso. Todas las muestras se analizaron por

triplicado.

4.2.2.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS SOLUBLES.
Las fracciones de proteinas se cuantificaron con el kit Protein assay de Biorad

(Hercules, California) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
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4.2.2.3 ANALISIS DE AMINOACIDOS.

La determinacion de aminoacidos se llevd a cabo mediante cromatografia de
liquidos de fase reversa (RP-HPLC) con el kit AccQ-Tag (Waters) para analisis
de aminoacidos. Se emplearon 200 ul de cada fraccion de proteina o 5 mg de
harina de cada una de las variedades. Se hidrolizaron con HCI 6N for 24 h a
110°C en un sistema al vacio; se anadieron uno o dos cristales de fenol como
trampa de O,. Las muestras se neutralizaron con NaOH 1.2 N y rehidrataron de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las muestras se derivaron con
el reactivo AQC (6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate). El analisis
se llevo a cabo aplicando 5 ul de muestra a la columna. Todas las muestras se

analizaron por triplicado.

4.2.2.4 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS UNIDIMENSIONAL.

La electroforesis de proteinas Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) se llevo a cabo de acuerdo con el método
reportado por Laemmli [69]. Todos los geles fueron al15% de poliacrilamida y se
corrieron en un sistema Mini-Protean Ill de Biorad. La reduccion de puentes
disulfuro se llevdé a cabo con mercaptoetanol (5% v/v) a100°C for 1 min. Las
condiciones de corrida de electroforesis se realizaron con una corriente
constante de 20mA por gel por 1-2 h. Después de la electroforesis los geles se
tineron toda la noche con Azul de Commasie Brillante G250 en una
concentracion final de 0.25%. El destenido se llevé a cabo lavando el gel con
una solucion de 50% de metanol + 2% acido acético durante 2-4 h. Los geles

fueron fotografiados en un equipo Kodak para su analisis posterior.

4.2.2.5 ELECTROFORESIS DE PRETEINAS BIDIMENSIONAL.

Se cargd 100 ug de proteina en tiras inmovilizadas de pH 3-10 lineal de 7 cm
(GE Healthcare). Las tiras se rehidrataron por 14 h a temperatura ambiente.
Antes de cargar las proteinas se agregaron las concentraciones indicadas de
DTT y anfolinas de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Se corrio el

isoelectroenfoque en un IPGPhor (GE Healthcare) de acuerdo con las
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especificaciones del proveedor. Una vez realizado el isoelectroenfoque se
procedié a la separacion por peso molecular o se almacenaron a -20°C hasta
por un mes. Antes de correr la segunda dimension las tiras se equilibraron por
15 min en buffer de equilibrio (6M Urea; 30% glicerol; 2% SDS; 50mM Tris—HCI,
pH 8.8; 1% DTT). La electroforesis en gel de poliacrilamida se realiz6 en un
sistema Mini Protean Ill, donde se colocé la tira y se sello con agarosa con azul
de bromofenol para seguir el frente de la corrida (Tris base 25 mM, glicina 192
mM, SDS 0.1%, agarosa 0.5%, azul de bromofenol 0.002%) de igual manera
que la electroforesis unidimensional. Los geles se tifieron con Azul de
Coomassie Brillante G250. El analisis de los geles se llevd a cabo con el

software Image Master de GE Healthcare [60].

4.2.2.6 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

El ADN fue extraido de hojas jovenes de las cuatro variedades de amaranto,
mediante el protocolo de Dellaporta y col. [70]. La cuantificacion de ADN se
realizd espectrofotométricamente tomando la absorbancia a 260 nm. El
protocolo de RAPD-PCR se realizé de acuerdo a lo reportado por Chan y col.
[71], con pequefias modificaciones. La Tabla 4 muestra los componentes de la
mezcla de PCR y se realizé en un volumen final de 25 ul. Los oligonucledtidos
empleados se muestran el la Tabla 5. La reaccion de PCR se llevé a cabo en un
termociclador i-Cycler (Biorad). Las condiciones de amplificacion se muestran en
la Tabla 6. Los productos de amplificacion se resolvieron en geles de agarosa al

1.4 % (1X TAE) y se tifieron con bromuro de etidio.

Tabla 4. Mezcla de reaccion para PCR.

Reactivo Concentracion
MgCl, 3 mM
Oligonucledtidos 0.2 pmol

DNA genomico 30 ng

dNTP's 0.2 mM

Buffer PCR 1X

H20 --—-

Taq Polimerasa 2.5 ml (0.05 U)
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Tabla 5. Condiciones de PCR para RAPD.

Numero de ciclos| Temperatura Tiempo
1 94°C 2 min
94°C 1 min
45 35°C 2 min
72°C 2 min
1 72°C 7 min

Tabla 6. Oligonucleétidos para RAPD.

Numero Secuencia
13 cctgggtgga
17 cctgggcctc
23 ccecgcectece
30 ccggccttag
34 ccggcecccaa
43 aaaaccgggc
65 aggggcggga
77 gagcaccagg
81 gagcacgggg
85 gtgctcgtge
88 cgggggatgg
90 gggggttagg
95 9g9999gttgg
98 atcctgccag

4.2.3 CARACTERIZACION DE PEPTIDOS ACTIVOS EN PROTEINAS DE
RESERVA DE AMARANTO.

4.2.3.1 PREDICCON DE PEPTIDOS ACTIVOS EN PROTEINAS DE RESERVA
DE AMARANTO.
Se realizé una busqueda de las secuencias de proteinas reportadas para

Amaranthus sp. en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez. Estas secuencias fueron

analizadas para obtener el perfil de péptidos activos que estan presentes en
proteinas de reserva de amaranto usando la base de datos

http://www.uwm.biohemia.edu.pl/biochemia.
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La frecuencia de ocurrencia (A) de un péptido bioactivo en una proteina esta

dada por la ecuacion:

A=2
N

Donde a = Numero de residuos de aminoacidos del fragmento que forma el
péptido bioactivo en una secuencia de proteina; N = Numero de residuos de

aminoacidos de la proteina.

La frecuencia de los péptidos identificados fueron graficados. En el eje x se
encuentran las proteinas de reserva de amaranto. En el eje y se graficaron las
actividades encontradas y en el eje z se lee la frecuencia de ocurrencia de cada

biopéptido en una proteina dada [50].

4.2.3.2 IDENTIFICACION DE PEPTIDOS ACTIVOS EN LA FRACCION
GLUTELINAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC MS/MS).

Debido a que la fraccidén de glutelinas es una de las mas importantes se empled
para la identificacion de péptidos activos en proteinas de reserva de amaranto.
La fraccién glutelinas se digirié con tripsina siguiendo el protocolo reportado por
Kinter y Sherman [72]. Se tomé una alicuota de las glutelinas y se precipitaron
para obtener 200 ng de proteina. La pastilla se resuspendié en 250 ul de buffer
de urea (Urea 6M, Tris 100 mM pH 7.4). La muestra se redujo con DTT y se
alquilé con iodoacetamida. La digestidn se realizé con tripsina en una relacién
1:50 por 14 horas a 37°C. La reaccién se detuvo ajustando el pH a 6 con acido

acético concentrado.

El andlisis de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas se llevo
a cabo en un sistema que consiste de un HPLC Agilent 1200 (Palo Alto, CA)

acoplado a un espectrometro de masas QTRAP 3200 de Applied Biosystems
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(Foster City, California) equipado con una fuente de ionizacion Nano™ ion spray
de la unidad de espectrometria de masas del CINVESTAV-IPN en México. La
separacion cromatografica se realizé con una columna Zorbax 300SB C18 (150
X 0.075 mm, 3.5 um). Los solventes de HPLC consistieron en A: 98% H,O (v/v),
2% acetonitrilo (v/v) mas 0.01% de acido férmico; y B: 98% acetonitrilo (v/v), 2%
H2O (v/v) mas 0.01% de acido formico. Se cargaron 10 ul de muestra a la
columna. Después de 30 min de equilibrio con 90% de fase A, los péptidos
fueron eluidos directamente en la fuente de ionizacidon de electroespray con un
gradiente de 10 a 60 % de fase B a un fluyo de 400 nL/min. La

identificacion de péptidos se realizd6 usando MASCOT (Matrix Sciences,

http://www.matrixcience.com/). La identificacion de péptidos bioactivos se realizé
haciendo una busqueda en la base de datos para péptidos activos

(http://www.uwm.edu.pl/biochemia).

4.2.3.2 CARACTERIZACION DE LUNASIN.

4.2.3.2.1 CUANTIFICACION POR ENSAYOS DE ELISA.

Se empleé un ensayo competitivo indirecto. Se colocaron 100 ul tanto de
extractos proteinicos totales o de cada una de las fracciones de cada variedad
en una placa para ensayos de ELISA de 96 pozos Nunc Maxisorp, con alta
afinidad por proteinas. Se preparé una curva estandar de lunasin sintético en
agua destilada en un intervalo de concentracién de 24-72 ng/ml. Las muestras,
los estandares y los blancos (agua destilada) se dejaron incubar por 14 h a 4°C.
Se realiz6é un lavado de 6 tiempos con 300 ul de buffer de lavado (10mM PBS y
50mM Tween 20) a la minima velocidad de inyeccidén (150 ul/pozo/s) y una
velocidad de aspiracion de 5mm/s) para evitar el desprendimiento de proteina.
Los pozos se bloquearon por 1 h a temperatura ambiente afadiendo 300 pl por
pozo de TBS (50mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NaCl) mas 1% de Tween 20y 5%
de BSA. Después de un lavado, la placa se incub6 con 50 ul de una dilucién
1:1000 del anticuerpo de Lunasin monoclonal en buffer de anticuerpo (TBS, 3%

BSA, 1% Tween 20). Después de un lavado la placa se incubd por 1h con 50 pl
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de una dilucion 1:2000 del anticuerpo secundario (IgG anti-ratdbn con un
conjugado de fosfatasa alcalina). Las placas se lavaron y se les anadié 100 ul de
TMB (3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina) para desarrollar la reaccién colorida por 1 h.
La reaccion fue detenida con NaOH 2N vy las placas se leyeron a 450nm en un
lector de ELISA (Elx 808 IU, Biotek Instruments; Winooski, VT). La concentracién

de lunasin se expresé como ug/g de proteina total [73].

4.2.3.2.2 IDENTIFICACION POR WESTERN BLOT.

Los extractos de proteina total y las fracciones de proteina se prepararon a una
concentracion de 2 mg/ml. Se diluyeron en una relacion 1:1 con buffer de tris-
tricina y se hirvieron por 5 min. Se aplicaron 20 ul de cada muestra a los geles
de poliacrilamida para polipéptidos. Los geles se corrieron por duplicado en un
sistema Mini Protean-Ill a 25 mA constantes por gel por 180 min, usando buffer
de Tris-Tricina-SDS como buffer de corrida. Uno de los geles se utilizé para una
tincion de Coomassie mientras el otro se coloc6 en 50 ml de buffer de
transferencia (25mM Tris, 192 mM glicina, pH 8.3, 10% metanol v/v) por espacio
de 15 min. Se llevo a cabo una transferencia a una membrana PVDF. Las
condiciones de transferencia humeda se fijaron a 300 mA constantes (= 100 V)
por 90 min a 4°C [74]. Después de la transferencia la membrana se enjuagé dos
veces en buffer TBS (20mM Tris, 500mM NaCl, pH 7.5). La membrana se
bloqued por 1 h usando 2% de reactivo para bloquear avanzado ECL (GE
Healthcare Bio-Science Corp. Piscataway NJ) mas 0.1% de Tween 20 en buffer
TBS. Se realizaron dos lavados de 15 min con buffer TTBS (buffer TBS + 0.1%
de Tween 20). La membrana se incubd toda la noche a 4°C en una dilucién
1:10000 del anticuerpo policlonal Lunasin en buffer de anticuerpo (2% de
reactivo para bloquear avanzado ECL en buffer TBS). Después de los lavados
con TTBS se incubd con el anticuerpo secundario (IgG anti-conejo conjugado a
fosfatasa alcalina) en una diluciéon 1:10000 [73]. Después de los lavados con
buffer TTBS, se realiz6 la deteccion con sustrato del kit Inmuno-quimico
luminiscencia de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las fotos fueron

tomadas en una estacion de imagenes Kodak 440FC.
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4.2.3.2.3 ENSAYO DE INMUNOPRECIPITACION.

Los ensayos de inmunoprecipitacion se llevaron a cabo para purificar la proteina
correspondiente al péptido tipo Lunasin de amaranto. La inmunoprecipitacion se
realizé de acuerdo al procedimiento reportado por Bhat y col. [75]. Se realizdé un
paso de pre-purificacion en el cual 250 ul de la fraccion de proteina concentrada
a 2.5 mg/ml mas 2.5 pul de anticuerpo IgG anti-conejo no especifico mas 25 ul de
las proteinas A/G adheridas a perlas de agarosa. La reaccion se incubd a 4°C en
un mezclador de extremo a extremo por 1h. Las muestras se centrifugaron 5 min
a 10000 x g a 4°C. El sobrenadante se recuperd en un tubo nuevo y preenfriado.
Se tomaron 200 pl de la muestra pre-clarificada y se agregaron 300 ul de buffer
RIPA (Radio Immuno Precipitation assay) mas 2 ul de anticuerpo policlonal anti-
lunasin y se mezclaron a 4°C en el agitador extremo a extremo por espacio de 1
h. Después de la incubacion se anadieron 25 ul de las perlas de azarosa con las
proteinas A/G y se mezclaron en el agitador extremo a extremo a 4°C toda la
noche. Después de la incubacion, las muestras se centrifugaron 1 min a 10000 x
g. La pastilla formada se lavo 5 veces con 500 ul de buffer RIPA. Después del
ultimo lavado, la pastilla se resuspendié en 100 ul de buffer de carga para geles
de tris-tricina. Las muestras se hirvieron por 5 min y una alicuota de 20 pl se
aplicé a geles de polipéptidos. Se corrieron geles por duplicado para tefir con

Coomassie y realizar Western blot.

4.2.3.2.4 MALDI-TOF (Matrix assisted lasser desorption ioinization).

Se llevé a cabo un analisis mapeo de huellas de masas MALDI para confirmar
la identidad de lunasin mediante un Voyager-DE STR (Applied Biosystems) en la
Unidad del Centro de Proteinas de la Universidad de lllinois en Urbana-
Champaign. La banda correspondiente al peso molecular identificado por
Western Blot se cortd del gel de poliacrilamida de la inmunoprecipitacidon. La
identidad de la banda se establecié comparando el mapa de masas de péptidos

con el mapa predicho de péptidos para Lunasin de la digestion triptica. El
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analisis se llevd acabo usando MASCOT (Matrix  Sciences,

http://www.matrixcience.com/) [76].

4.2.4 CARATCTERIZACION DE GRANULOS DE ALMIDON DE AMARANTO.

4.2.4.1 EXTRACCION DE ALMIDON.

El almidon se obtuvo a partir de harina de semillas de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus). La extracciéon se realizd con una solucion de cloruro de
mercurio 10mM, para inhibir la accion enzimatica y evitar dafios a los granulos,
en una relacion 1:2 (harina:solucion de extraccién) por 24h a 5°C [77]. Después
de este periodo la suspensién se cribé en una malla 40, 100 y 200 y se lavd con
agua destilada hasta obtener una masa de color amarillo sin salida aparente de
liquido con residuos de almidon. La solucién obtenida se dej6é decantar por 24h a
4°C. EIl precipitado se resuspendié en una solucién de cloruro de sodio 0.1
M:tolueno (7:1, v/v) y se mantuvo en agitacién toda la noche. La muestra se
centrifugd a 4000 rpm por 15 min. La pastilla obtenida se resuspendié con la
mezcla de cloruro de sodio 0.1 M:tolueno (7:1, v/v) y se mantuvo en agitacion
toda la noche seguido de la centrifugacion a 4000 rpm durante 15 min. La
pastilla obtenida se dejé reposar por 12 h a temperatura ambiente para eliminar
los residuos de tolueno. Posteriormente se molié y se tamizé en malla 40 para
obtener el almidon puro. Se almaceno en contenedores plasticos sellados a 4° C

hasta su uso.

4.2.4.2 EXTRACCION DE PROTEINAS ASOCIADAS A GRANULOS DE
ALMIDON.

La extracciéon de proteinas asociadas a granulos de almidon se realizdé de
acuerdo a lo reportado por Boren y col. [60]. Una muestra de 1 g de almidén se
lavd 3 veces con 10 ml del buffer B (50mM Tris-HCI pH 7.5, 1mM EDTA, 1mM
DTT) y 2 veces con el buffer de lavado de SDS (Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8, DTT
10 mM, 2% SDS) para eliminar cualquier proteina de reserva que permanezca

después del aislamiento de almidén. Las proteinas se extrajeron por gelificacion
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del almidon. El almidén lavado se hirvié por 15 min con 20 ml de buffer de
lavado SDS. La pasta resultante se congelé 1h y se descongeld durante 20 min
a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 rpm durante 30 min. El
sobrenadante es la fraccién que contiene las proteinas asociadas a granulos de
almidon. Las proteinas fueron concentradas con acido tricloroacético (TCA) en
acetona al 30% vy la pastilla resultante, se resuspendio en buffer de rehidratacién
(Urea 8 M, 2% CHAPS, 0.002% Azul de bromofenol).

4.2.4.3 CARACTERIZACION FiSICA DEL GRANULO DE ALMIDON

Los estudios de Microscopia de Fuerza Atomica (MFA) se realizaron usando un
equipo Jeol JSPM-5200 Scanning Probe Microscope. Se escanearon cortes de
granulos de almidon a temperatura ambiente en atmdsfera de aire, las muestras
se escanearon en modo intermitente y se obtuvieron imagenes de topografia y
fases. Se utilizaron puntas de nitruro de silicio y los barridos se hicieron de 1 —

50 um.

Para obtener imagenes de Microscopia Electronica de Barrido (MEB) se empled
un equipo Philips XL30 SFEG. Se observaron granulos de almidon recubiertos
con oro, en modo de electrones secundarios con un voltaje de 1-25 KV para
obtener amplificaciones de 100X - 50000X. Ademas, con el mismo equipo se

determind la composicién cualitativa de la muestra.

4.2.5 ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizaron andlisis estadistico y se empleé la prueba de Tukey para
determinar las diferencias significativas entre las medias. Las tendencias se
consideraron significativas cuando un grupo de medias comparadas fue
diferente a una p= 0.05 [78].
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 CARCTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS SEMILLAS DE AMARANTO
CULTIVADAS EN SAN LUIS POTOSI.

5.1.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

Las semillas de amaranto fueron cultivadas en San Luis Potosi bajo condiciones
limitadas de riego. La Tabla 7 muestra las principales propiedades fisicas
evaluadas. Las variedades Criolla y DGETA fueron significativamente diferentes
y tuvieron un mayor rendimiento en campo (1474.7 y 14219 kg/ha
respectivamente); seguidas de la variedad Gabriela (1203.6 kg/ha) y Nutrisol
(1121.2 kg/ha). El rendimiento de amaranto puede ser comparado con otros
cultivos comercialmente importantes como soya (1700 kg/ha) y maiz (1800
kg/ha) [34]. El analisis estadistico mostré que el peso de 100 semillas de la
variedad Gabriela fue significativamente mayor que el de las demas, seguido de
la variedad DGETA, Criolla y Nutrisol. El rendimiento de harina también mostré
diferencias significativas agrupando a las variedades Criolla y Gabriela con

mayor rendimiento seguidas de DGETA y Nutrisol.

Tabla 7. Propiedades fisicas de las semillas de amaranto cultivadas en San Luis

Potosi.
Variedad Rendimiento de Peso de 100 Rendimiento de
semilla (kg/ha) semillas (mg) harina (%)
Criolla 1474.7%° 6.1°° 87.3°"
DGETA 1421.9%° 6.9°" 89.1°°
Gabriela 1203.6%"° 7.4°° 87.6°"
Nutrisol 1121.2°° 6.3%° 88.2°"

Las medias que no comparten letras superindices comunes son significativamente diferentes a
p=0.05 por la prueba de intervalo multiple de Tukey.
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5.1.1.1 VARIABILIDAD GENETICA INTRA ESPECIE MEDIANTE ANALISIS
DE RAPD.

La Figura 6 muestra los productos de amplificacion de las muestras de ADN de
las 4 variedades con los 14 oligonucledtidos empleados para el ensayo RAPD.

Oligo 13 Oligo 17

Oligo 23 Oligo 30 Oligo 34

S 12345123451234

_ she
i el

Oligo s Oligg 90 Oligo 95 Oligo 99
s1 234 8% 2 345s

Figura 6. Productos de amplificacion de las cuatro variedades de amaranto para
el ensayo RAPD. S, MPM 1 kb; 1, Criolla; 2, DGETA,; 3, Gabriela; 4, Nutrisol; 5,
control negativo.
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Los productos de amplificacién obtenidos con los oligonucledtidos 13, 17, 30, 34,
65, 77, 95 y 99 no mostraron tener polimorfismo entre variedades. Los
oligonucledtidos 23, 43, 81, 85, 88 y 90 mostraron diferencias en el patron de

amplificacion entre variedades.

Los oligonucledtidos 23, 43, 81, 85, y 90 dieron diferencias entre todas las
variedades, mientras que el oligonucleétido 88 agrupa a las variedades Criolla y

DGETA como iguales y a las variedades Gabriela y Nutrisol en otro grupo.

Chan y col. [71] estudiaron la diversidad genética y relaciones entre 23 especies
de amaranto tanto silvestres como cultivadas; donde todas las especies de
amaranto mostraron ser polimorficas a nivel inter especie. También reportaron
que existe un alto grado de diversidad a nivel intra especie, pero la variabilidad
genética entre plantas de la misma especie mostré un alto grado de uniformidad.
Un analisis mas detallado y con un mayor numero de oligonucledtidos es
necesario para determinar con exactitud las diferencias entre estas cuatro

especies.

5.1.2 COMPOSICION QUIMICA DE LAS SEMILLAS DE AMARANTO.

La composicion quimica del grano de amaranto permite conocer su calidad para
el consumo humano. La Tabla 8 muestra la composicién proximal de las harinas
de las cuatro variedades de amaranto. El contenido de proteina es superior al
contenido de proteina reportado para cereales [3]. La variedad con el mas alto
contenido de proteina fue Gabriela (17.3%) seguido de las variedades Criolla y
Nutrisol con (15.0 y 15.3 %, respectivamente) y finalmente DGETA con 14.8%.
El contenido de lipidos fue similar entre las 4 variedades y se encuentra
presente en proporciones altas (7.9-8.9 %) comparados con los reportados para
cereales como el trigo (2.1 %) y maiz (4.5 %). Se ha reportado que el aceite de

semillas de amaranto contiene alto grado de insaturacion siendo los principales
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componentes el acido linoleico (alrededor del 70%), acido linolénico (1%), y

acido estérico (20%). El contenido de cenizas fue comparable con lo reportado

en la literatura para otras especies de amaranto [3].

Tabla 8. Analisis proximal de las semillas de amaranto cultivadas en San Luis

Potosi.

Variedad Proteina (%)* Grasa (%) Cenizas (%) Fibra (%)
Criolla 15.0%"° 8.1°"° 3.3°% 2.29%
DGETA 14.8°" 7.9°° 3.3% 1.99%
Gabriela 17.3% 8.9" 3.992 2.592
Nutrisol 15.3%" 8.6"" 3.5 2.0%°

*NX5.85. Las medias que no comparten letras superindices comunes son significativamente
diferentes a p=0.05 por la prueba de intervalo multiple de Tukey.

Las fracciones proteinicas de amaranto se muestran en la Tabla 9. Las
fracciones de albuminas y globulinas comparten valores similares. La variedad
Gabriela mostro el menor contenido de albuminas (30.4%) y el mayor contenido
de fraccién globulinas (42.3%). Segura-Nieto y col. [3] reportaron que la relacién
albuminas:globulinas depende del método de extraccion empleado. Las
glutelinas de amaranto son la fraccion menos estudiada. Esta fraccion es la
segunda en importancia en las proteinas de reserva de semillas de amaranto

con valores de 24.4 a 28.2 % (Tabla 9).

Tabla 9. Fracciones proteinicas de amaranto cultivado en San Luis Potosi.

Variedad Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas
Criolla 33.2%" 38.7%° 1.7° 24 4"
DGETA 34.5%2 33.1%2 1.6 28.2°
Gabriela 30.4"2 42.3%° 1.5%° 25.3"2
Nutrisol 34.5%° 30.5%" 1.6%2 25.9"2

Las medias que no comparten letras superindices comunes son significativamente diferentes a
p=0.05 por la prueba de intervalo multiple de Tukey.
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La composicion de aminoacidos de las harinas de amaranto se muestra en la
Figura 7. Se puede observar que de acuerdo a lo reportado por la FAO [38],

todas las harinas muestran una composicion superior excepto DGETA.

Harinas de amaranto

I 1k
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T T T T

[]=1 Lue Lys Met+ Cys  FPhe + Tyr Thr Yal

O Criclla ODGETA B Gabriela B MNutrisol @FAOQ

Figura 7. Composicion de aminoacidos de harinas de amaranto cultivado en

San Luis Potosi.

La composicion de aminoacidos determina las principales propiedades fisicas y
quimicas de las proteinas como lo son pl, solubilidad y calidad nutricional. Mas
aun, la composicion de aminoacidos influencia las propiedades funcionales
como espumacion, capacidad de absorciéon de agua y aceite, emulsificacion,
entre otras [79]. La Figura 8 muestra la composicion de aminoacidos de las
diferentes fracciones de las proteinas de reserva de amaranto. Existen
diferencias entre variedades y fracciones. En general, las fracciones con mayor
balance de aminoacidos fueron albuminas, las globulinas 11S y glutelinas que
tuvieron una composicién similar. Aunque los datos concuerdan con lo reportado
en la literatura se sabe que las variaciones encontradas se deben principalmente

al método de analisis empleado y la variedad de amaranto utilizada [2].
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Figura 8. Composicion de aminoacidos de las fracciones de proteinas de
reserva de amaranto cultivado en San Luis Potosi.
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5.1.3 PATRON ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS DE RESERVA DE
AMARANTO.

El analisis electroforético fue llevado acabo bajo condiciones desnaturalizantes,
Todas las extracciones fueron hechas con harinas desengrasadas. La fraccion
albuminas mostré en todas las variedades una banda caracteristica a 34kDa
como lo reporté Barba de la Rosa y col. [4] (Figura 9) Existen dos grupos
principales de polipéptidos. El primero tuvo un peso molecular de 18 kDa y el
segundo se encontro entre los pesos moleculares de 42 a 25 kDa. La fraccidon
albuminas puede contener proteinas que pertenecen a la fraccion globulinas,
puesto que las sales y algunos aminoacidos libres en la semilla dan como
resultado una concentracién de sales naturales que facilitan la solubilizacién de
globulinas. La fraccion albuminas también puede contener péptidos que
pertenecen a la fraccién enzimatica y que no pueden ser considerados dentro

del grupo de proteinas de reserva [3, 4].
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Figura 9. Patrén electroforético de la fracciones de proteinas de reserva de
amaranto cultivado en San Luis Potosi. Carriles: S Marcador de peso molecular,
1 Criolla, 2 DEGTA, 3 Gabriela, 4 Nutrisol.

La fraccion globulinas de amaranto puede dividirse en dos clases de proteinas;
globulinas 7S y globulinas 11S. Las globulinas 7S se extrajeron con 0.1 M NaCl;
estas proteinas estan compuestas por tres subunidades principales llamadas o

(57 to 68 kDa), a” (57 to 72 kDa), y B (42 to 52 kDa); que estan unidas por
enlaces no covalentes para formar un trimero de peso molecular de 170 a 200
kDa [3,4]. En la Figura 9 se muestran algunas bandas arriba de 52 kDa y otras
entre 50 y 35 kDa.

La fraccion globulinas 11S de leguminosas esta conformada por hexameros con
un peso molecular que varia entre 300 a 400 kDa. Los hexameros estan
compuestos por un polipéptido acido con un peso molecular de 30 a 40 kDa, y
un polipéptido basico de 18 a 22 kDa [3, 4]. Estos polipéptidos (acidos y basicos)
estan unidos por un puente disulfuro. La Figura 9 mostré las bandas principales
a 50 kDa, 38 kDa, 35 kDa, y 22 kDa que concuerda con lo reportado en la
literatura [80].

La fraccidon glutelinas mostré una alta similitud con las globulinas 11S. Se

observaron tres bandas principales a 38kDa, 35 kDa y 22kDa. Abugouch y col.
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(2003) [81] sugieren que las glutelinas son un grupo de proteinas tipo globulinas
que tienen una estructura hexamérica oligomérica de aproximadamente 300kDa.
Por otra parte se pudo observar en que en esta fraccion se encuentra presente
una banda adicional a 65 kDa en las variedades Criolla y DGETA, que
interesantemente, son las variedades con mayor rendimiento en campo, lo que
sugiere que esta proteina podria estar involucrada potencialmente con algun
mecanismo de tolerancia a estrés hidrico puesto que todas las variedades
fueron cultivadas bajo condiciones limitantes de riego. Existen varios reportes de
tolerancia de amaranto a sequia y se debe principalmente a que sin ser un pasto
es una planta C4, que le confiere un mecanismo de fijacién de carbono muy
eficiente y con el cual se reduce la pérdida de energia debido a la fotorespiracion
en exceso de luz [2]. Sin embargo se necesita realizar otros estudios para

determinar la naturaleza y caracterizar esta proteina adicional.

5.1.3.1 CARACTERIZACION DE GLUTELINAS DE AMARANTO MEDIANTE
ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL.

Debido a que las glutelinas de amaranto de la variedad criolla y DGETA
presentaron una banda adicional a 65 kDa, se realizé una electroforesis
bidimensional para observar si esta proteina es un conjunto de proteinas con
mismo peso molecular y diferente punto isoeléctrico. Se realiz6 una separacién
por punto isoeléctrico lineal desde pH 3 hasta pH 10 en tiras de 7 cm. La
separacién por punto isoeléctrico se realizd en geles de poliacrilamida al 15% vy
la Figura 10 presenta los geles de glutelinas variedad Criolla y Nutrisol
respectivamente. Se puede observar que la banda en 65 kDa es solo una

proteina.

IBQ Cecilia Silva Sdnchez

48



V. RESULTADOS Y DISCUSION

pH3 pH 10

kDa [

60
50
40
30|
25
20

B8R 8 & 83

Figura 10. Patron bidimensional de glutelinas de amaranto pH 3-10 lineal. A)
Criolla, B) Nutrisol. Tiras de 7 cm.

El analisis de las manchas comparativas de las dos variedades fue realizado en
el software Image master (GE Healthcare). La Figura 11 muestra el analisis
comparativo del patron de manchas de las glutelinas Nutrisol comparadas contra
la variedad Criolla. Se observaron en total 81 manchas de las cuales 57 son
compartidas por las dos variedades; y 4 se encuentran en mayor concentracion

mientras que 9 se encuentran en menor concentracion. 39 manchas se

encuentran en las glutelinas Nutrisol y no en Criolla.
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Figura 11. Comparacién de glutelinas Criolla vs. Nutrisol pH 3-10 mediante
Image Master (GE Healthcare).
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Debido a que la mayoria de las proteinas se encontraron en un intervalo de pH
de 5 a 10, se acotd el intervalo de pH entre 4 y 7 para separar mejor las
proteinas tendencias acidas (Figura 12). Se encontraron 20 proteinas totales de
las cuales 19 estan compartidas y solo 1 es diferente. La mancha de peso
molecular 65 kDa se encuentra muy cercana al extremo basico del gel y no se
puede observar de manera clara si esta pertenece solo a una proteina o a un

conjunto de proteinas que comparten el mismo peso molecular (Figura 13).

B

Figura 12. Patron bidimensional de glutelinas de amaranto pH 4-7. A) Criolla, B)
Nutrisol. Tiras 11 cm.

ok 3 21t 3 At

Figura 13. Comparacion de glutelinas Criolla vs. Nutrisol pH 4-7 mediante
Image Master (GE Healthcare). Tiras 11 cm.
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De igual manera se analiz6 el extremo basico de glutelinas en el intervalo de pH
6-11 (Figura 14). El analisis de Image Master reveld que al comparar el patrén
de la Variedad Criolla vs. Nutrisol; fueron observadas 15 manchas, de las cuales
solo 14 estan compartidas y una es diferente (Figura 15). En la variedad criolla
se observa claramente que la proteina de peso molecular 65 kDa pertenece a
una sola proteina. La disminucion en el numero de manchas en este gel puede
ser debido a que en este rango de pH la cantidad de proteinas es mucho menor

pero se observo una mejor separacion.

pHE pH 11 fHe pH 11

A B

Figura 14. Patrén bidimensional de glutelinas de amaranto pH 6-11. A) Criolla,
B) Nutrisol. Tiras 7 cm.
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Figura 15. Comparacién de glutelinas Criolla vs. Nutrisol pH 6-11 mediante
Image Master (GE Healthcare). Tiras 11 cm.
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Al separar las proteinas en gradientes de pH mas cortos se pudo observar una
mejor separacion de las manchas que facilita los analisis posteriores de las

mismas.

5.1.3.2 IDENTIFICACION DE GLUTELINAS POR LC MS/MS.

Debido a la gran similitud entre el patrén de glutelinas de la variedad Criolla y
Nutrisol, se corrié un gel preparativo con glutelinas de amaranto (100 ug de
proteina, pH 3-10, 7cm, 12 % gel de acrilamida) y se cortaron algunos puntos
comunes para ser identificados por espectrometria de masas en la modalidad de
LC MS/MS que permite la identificacion de proteinas por “fingerprinting” vy

secuenciacion de novo. La Figura 16 muestra las manchas analizadas.

pH 10

15.

10 -

Figura 16. Glutelinas de amaranto variedad Criolla que fueron
analizadas por LC MS/MS.

Los resultados se analizaron con el software PEAKS. La base de datos
empleada fue NCBInr, acotada al subreino Viridiplantae, se empleo como
enzima de digestion a tripsina (grado secuenciacion); los parametros error de
tolerancia de un patron, error de tolerancia entre fragmentos, enzima de corte y
modificaciones postraduccionales fueron fijados automaticamente por el
software cuando se especificé el equipo usado (Quadrupole-TOF). La Tabla 10
muestra las proteinas identificadas a partir de las manchas que se analizaron.
Las manchas 1y 3, y 2 y 4 respectivamente se identificaron como la misma

proteina; tienen el mismo peso molecular (18.5 kDa) pero con diferente punto
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isoeléctrico (mancha 1, pl 5.3, mancha 3, pl 6.9; mancha 2, pl 5.8 y mancha 4, pl

6.9), lo que podria sugerir que se trate de proteinas con diferente grado de

fosforilacion.

Tabla 10. Identificacién de proteinas de glutelinas de amaranto mediante
espectrometria de masas.

No. % de
Mancha | Acceso Proteina Fuente Puntuacion cobertura
(NCBI)
[Segment 5 Smith JA, Blanchette RA,
of 10] Burnes TA, Jacobs JJ,
Putative Higgins L, Witthuhn BA,
oxygen- David AJ, Gillman JH. 2006.
evolving Proteomic comparison of
enhancer needles from blister rust-
1 P84718 5 | protein 1 resistant and susceptible 84 91.67
Pinus strobus seedlings
reveals  upregulation of
putative disease resistance
proteins. Mol. Plant Microbe
Interact. 19 (2), 150-160.
11S globulin | Lin LJ, Wang MMC, Tzen
precursor JTC. 2005. Gene families
isoform 3 encoding 11S globulins and
2 ABB60054 | [Sesamum 2S albumins, the two major 100 3.67
indicum]. seed storage proteins in
sesame. Unpublished
[Segment 5 Smith JA, Blanchette RA,
of 10] Burnes TA, Jacobs JJ,
Putative Higgins L, Witthuhn BA,
oxygen- David AJ, Gillman JH. 2006.
evolving Proteomic comparison of
enhancer needles from blister rust-
3 P84718 5 | protein 1 resistant and susceptible 90 91.67
Pinus strobus seedlings
reveals upregulation  of
putative disease resistance
proteins. Mol. Plant Microbe
Interact. 19 (2), 150-160.
11S globulin | Lin LJ, Wang MMC, Tzen
precursor JTC. 2005. Gene families
isoform 3 encoding 11S globulins and
4 ABB60054 | [Sesamum 2S albumins, the two major 97 6.11
indicum]. seed storage proteins in

sesame. Unpublished
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Las manchas 2 y 4 son de especial interés ya que estan relacionadas con
precursores de globulinas 11S de ajonjoli. Como se reporté anteriormente la
composicidn de albuminas, globulinas y glutelinas en amaranto se encontraron
en proporciones casi iguales. Sin embargo de acuerdo a la clasificacion basada
en la estructura del gen y su mecanismo de acumulacién, la mayor parte de
proteinas de reserva de amaranto caeria en la denominacion de glutelinas, como
la mayoria de las plantas dicotiledéneas. Esto se puede atribuir a que, a pesar
de que glutelinas de amaranto tiene las mismas propiedades de solubilidad de
otras glutelinas (ejemplo: cereales), las caracteristicas moleculares que

presentan son similares a las globulinas 11S [81].

5.2 CARACTERIZACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS EN PROTEINAS DE
RESERVA DE AMARANTO.

5.2.1 PREDICCION DE PEPTIDOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA
POTENCIAL EN PROTEINAS DE RESERVA.

La Figura 17 muestra los péptidos bioactivos que fueron predichos para
proteinas de reserva de amaranto. Existen 36 secuencias reportadas para
proteinas de reserva de amaranto en las bases de datos (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Estas secuencias fueron probadas contra las 1573 péptidos reportados

(www.uwm.edu.pl/biochemia) con 39 diferentes actividades. Para las proteinas

de reserva de amaranto se encontraron 12 principales actividades
antihipertension, inhibidores de proteasas, embriotdxicas, inmunoestimulantes,
activacion de protedlisis mediada por ubiquitina (activating ubiquitin-mediated
protedlisis AUMP por sus siglas en inglés), ligando, antioxidantes, regulante,

opioide, inmunomodulante, antitrombatica, antiamnésicos.
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Figura 17. Prediccion de péptidos con potencial actividad biolégica en proteinas
de amaranto. Las secuencias de aminoacidos fueron obtenidas de la base de
datos del NCBI. Los potenciales péptidos bioactivos y su posible funcién fueron
determinados en una busqueda en la base de datos Biopep.

Proteinas de amaranto: 1. Globulina 11S; 2. Péptido antimicrobiano; 3-8.
Lectinas de amaranto; 9. Proteina de reserve de amaranto; 10. Proteina de
balance nutricional especifica de semilla; 11. Lectina; 12. Antivirus/proteina
inactivante del ribosoma; 13. a-Amilasa; 14-17. Inhibidores de tripsina; 18.
Inhibidor de serinproteinasas; 19-22. a-Amilasa; 23. Inhibidor de tripsina-
quimiotripsina familia de las serinproteasas; 24. o-Amilasa; 25-27. Proteinas
antimicrobiales; 28. AMPP unido a quitina 2; 29-31. Proteinas antimicrobiales;
32-36. Proteinas antivirales.

Actividades de los péptidos: a: Antihipertension; b: Inhibidor de proteasas; c:
Opioide; d: activacion de protedlisis mediada por ubiquitina (AUMP); e:
Regulante; f: Inmunomodulante; g: Antitrombético; h: Antioxidante; i: Ligando; j:
Inmunoestimulante; k: embriotoxicidad.

El analisis in silico mostré que los péptidos con actividad de antihipertensién
fueron los mas frecuentemente encontrados en proteinas de amaranto (Figura

17). Fueron observados valores relativamente altos de la frecuencia de
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ocurrencia A, especialmente la globulina 11S presenta un inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina-l (ACE). EL inhibidor ACE juega un papel muy
importante en el sistema renin-angiotensina, que regula la presidn sanguinea.
Los inhibidores de esta enzima bajan la presion sanguinea y la mayoria de los
farmacos para antihipertension son potentes inhibidores de ACE [51]. Puesto
que las globulinas son una de las fracciones mayores en proteinas de reserva; el
amaranto podria considerarse como una fuente natural de péptidos
antihipertensivos. Para proteinas de reserva de otras semillas como son la
globulina 7S de soya o la o/p gliadina de trigo, los valores de frecuencia de
ocurrencia A para la actividad de antihipertension varia de 0.06 a 0.08 que son
comparables a los encontrados en proteinas de amaranto [50]. Mas aun se ha
reportado que las actividades biolégicas potenciales son mayores en proteinas
que provienen de fuentes vegetales como las semillas que aquellas que
provienen de fuentes animales. Otras actividades que resultaron en valores
relativamente altos frecuencia de ocurrencia A fueron los que tienen actividad de
inhibidores de proteasas, opioide, y activador de protedlisis mediado por
ubiquitina, que fueron encontrados en casi todas las proteinas de reserva de
amaranto lo que sugiere que todas las proteinas pueden actuar como una

reserva de péptidos que estan regulando una funcién.

5.2.1.1 IDENTIFICACION DE PEPTIDOS ACTIVOS EN LA FRACCION
GLUTELINAS DE AMARANTO.

Los andlisis de LC MS/MS de la digestion triptica de la fraccion glutelinas mostré
508 péptidos de novo. El perfil de péptidos bioactivos (Tabla 11) mostré que las
actividades encontradas fueron inhibidores de enzima [82], antihipertension [51],
activadores de la protedlisis mediada con ubiquitina [83], reguladora [84],
antitrombético y antiamnesico [85], opioide [86], inmunomodulante [87],
antioxidante [88], ligando [89], neuropéptido [90], inmunoestimulante [91],
embriotéxico [92], anorético [85], y anti-inflamatorio [93]. Los péptidos AP, GPR,
GQ, PPLP, PPPA estan involucrados en la inhibicion de la peptidil
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aminopeptidasa IV [94]. Los tripéptidos LPP, LRP, y VPP, el dipéptido YP, han
mostrado tener actividad de inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
en ratas hipertensas espontaneas [51]. Los tripéptidos LRP y VPP también se
encontraron en leche fermentada y ha reportado que presentan actividad de
antihipertension [95, 96].

En la fraccién glutelina, que es estructuralmente similar a la fraccion globulina
pero con diferente solubilidad [81]; se encontraron péptidos antihipertensivos y
otros péptidos con actividades como anoréticos e anti inflamatorios. La fraccidon
glutelina mostré contener péptidos que inhiben la dipeptidil aminopeptidasa IV
(DPP-IV) que es una enzima clave responsable para la activacion del polipéptido
inhibitorio gastrico (GIP) y péptido-1(7-36) amida tipo-glucagon (tGLP-1) que son
importantes hormonas para la liberacion de insulina secretados desde las
células endocrinas en el tracto intestinal en respuesta a la alimentacion [97].
Existen reportes de que los inhibidores especificos de la DPP-IV bajaron el nivel
de glucosa en sangre y potenciaron la secrecion de insulina en ratas de Zucker
obesas diabéticas tratadas con glucosa, presumiblemente por la proteccidn
contra el catabolismo de hormonas de incretina tGLP-1 y GIP [82, 94] El disefo
de pequenas moléculas inhibidoras potentes y selectivas de DPP-IV se han
sugerido como una estrategia para el tratamiento de personas con baja

tolerancia a glucosa y diabetes tipo 2 [97].

Debido a que globulinas y glutelinas son las fracciones mayoritarias de las
proteinas de reserva de amaranto, este puede ser considerado como una fuente

potencial natural de péptidos antihipertensivos.
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Tabla 11. Biopéptidos identificados en la digestion triptica de las glutelinas de
amaranto mediante cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de

masas.

Actividad

Frecuencia de
ocurrencia A

Secuencias con actividad
bioldgica.

Descripcion

Inhibidor de enzimas | 0.0805 AP, FA, FP, GP, GPR, GQ, Inhibidor de la dipeptidil
HA, IPI, KA, LA, LL, LP, MA, aminopeptidasa IV [82].
MP, PA, PP, PPLP, PPPA,
VA, VP, VPL, VW
Antihipertension 0.0566 AAP, AIP, ALPP, AVP, AY, Inhibidor de la enzima
FNQ, FP, FQP, FY, GGY, convertidora de angiotensina |
GKP, GRP, GY, HIR, HY, IKP, | [51]
ILP, IR, IRA, IY, LAA, LAMA,
LAY, LF, LLP, LNP, LPP,
LQP, LQQ, LRP, LSP, LVL,
LVR, LW, LY, MF, MY, PLP,
PQR, PR, PRY, RF, RL*, RY,
TAP, VAA, VAP, VAY, VF,
VLP, VPP, VRP, VSP, VW,
VY, VYP, YG, YGGY, YL, YP
Activadores de la 0.0183 LA, RA, WA Activador de la protedlisis
protedlisis mediada mediada por ubiquitina [83].
por ubiquitina
Regulador 0.0123 DY, GFL, GLY, GP, LGY, PG, Estimula las células
PGP fagociticas implicadas en la
defensa del organismo contra
infecciones [84].
Antitrombotico 0.0095 PPG, PG, GP Homeostasis de la mucosa
gastrica y el potencial
fibrinolitico y anti coagulacién
de plasma sanguineo [85].
Antiamnesico 0.0093 PPG, PG, GP Potencia los procesos de
consolidacion de la memoria
en el sistema nervioso central.
[85].
Opioide 0.0062 NAGA, GYY, PLG, YG, YL, Actda como un analgésico
YPF potente [86].
Inmunomodulante 0.0037 EAE, GFL, KRP, TKPR, YG, Actian como
YGG inmunopotenciadores [87].
Antioxidante 0.0036 HH, HL, LH, LHH Protege las células de la
hiperoxidacion [88].
Ligando 0.0026 KK Actua en el sistema de
transporte de oligopéptidos
[89].
Neuropéptido 0.0010 KPS Actividad antinociceptiva [90]
Inmunoestimulante 0.0009 KEEAE, LGY, LLY Estimula células fagociticas,
implicadas en la defensa del
organismo contra infecciones
[91].
Embriotdxico 0.0005 RGD Actividad embriotoxica [92].
Anorético 0.0004 PGP Inhibidor de la secrecion de
insulina [85].
Anti inflamatorio 0.0002 DTEAR Bloquea la reaccion estandar

Prausnitz-Kustner e inhibe una
reaccion de prueba en la piel
conocida como positiva [93]
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5.2.2 CARACTERIZACION DEL PEPTIDO TIPO LUNASIN EN PROTEINAS DE
RESERVA DE AMARANTO.

5.2.2.1 CONTENIDO DE LUNASIN EN PROTEINAS DE RESERVA DE
AMARANTO.

El contenido de Lunasin en proteinas de reserva de amaranto fue medido por
ensayos de ELISA. La curva estandar se construy6 desde 24 hasta 74 ng/ml de
un estandar puro de lunasin. El limite de deteccion fue de 20.4 ng/ml como se

puede observar en la Figura 18.
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Figura 18. Curva estandar de Lunasin sintético mediante ELISA.

La Tabla 12 muestra que las concentraciones de lunasin para los extractos de
proteina total de las cuatro diferentes variedades varian desde 9.5 hasta 12.1
ug/g de proteina total; no se encontraron diferencias significativas entre
variedades (p > 0.05). Se encontraron cantidades significativas de Lunasin en
las fracciones albuminas, globulinas 7S, globulinas 11S y prolaminas. La
concentracion de Lunasin fue muy similar para todas las variedades y vario
desde (1.39 a 1.98 ug/g de proteina total); no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05). La fraccion glutelinas mostro la mas alta concentracion
de Lunasin con valores que van desde 2.71 a 3.01 ng/g de proteina total. Las

concentraciones mas altas de Lunasin que se han reportado han sido en soya
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(6000 ng/g de proteina) [73, 74, 98], aunque la concentracion de lunasin en el
amaranto es comparable con la reportada en cebada (5.93 a 8.71 pg/g of
proteina) [56]. Tanto en amaranto como en la cebada, no se encontraron
diferencias significativas entre variedades (p > 0.05). Las concentraciones de
Lunasin y las diferentes variedades de amaranto reportadas en ug/g de harina

se muestran en la Tabla 13.

Tabla 12. Concentracion del péptido tipo Lunasin en extractos totales de
proteina y fracciones de proteinas en ug/g de proteina total cuantificados por

ELISA.
Criolla DGETA Gabriela Nutrisol
Extracto total 12.0%2 12.1%2 9.5%2 10.9%2
AlbUuminas 1.86%2 1.85%2 1.67%2 1.67%2
Globulinas 7S 1.85%2 1.89%2 1.52%2 1.74%2
Globulinas 11S 1.9822 1.802 1.66%2 1.77%2
Prolaminas 1.5422 1.75%2 1.3922 1.5422
Glutelinas 2.98P2 3.01P2 2.71P2 2.82°2

Las medias que no comparten letras superindices comunes son significativamente diferentes a p
< 0.05 por la prueba de intervalo multiple de Tukey.

Tabla 13. Concentracion del péptido tipo Lunasin en extractos totales de
proteina y fracciones de proteinas en ug/g de harina cuantificados por ELISA.

Criolla DGETA Gabriela Nutrisol
Extracto total 1.80“ 1.79°%@ 1.64 @ 1.66 2
Albuminas 0.2824 0.2722 0.2924 0.252%2
Globulinas 7S 0.28%2 0.28%2 0.2622 0.2722
Globulinas 11S 0.30%° 0.2724 0.29%4 0.27 42
Prolaminas 0.2324 0.262%4 0.2424 0.2422
Glutelinas 0.45 "2 0.45 "2 0.47 2 0.43°2

Las medias que no comparten letras superindices comunes son significativamente diferentes a p
< 0.05 por la prueba de intervalo multiple de Tukey.
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5.2.2.2 DETECCION DEL PEPTIDO TIPO LUNASIN MEDIANTE WESTERN
BLOT.

Los geles de poliacrilamida fueron tefidos con azul de Coomassie (Figura 19A),
mostrando que las proteinas de amaranto bajo condiciones desnaturalizantes
estan presentes en rango de 10 a 200 kDa y solo muy pocas estan presentes
por debajo de un peso molecular de 7 kDa. Por analisis de Western blot se
detectdé una banda con un peso molecular de 18.5 kDa, un peso molecular
diferente al de Lunasin de soya (5 kDa). Sin embargo las proteinas de amaranto
reaccionaron inmunoldégicamente con los anticuerpos para Lunasin de soya, por
esta razén se sugiere que en el amaranto se puede encontrar un péptido tipo
Lunasin. El péptido tipo Lunasin se observé en las fracciones globulinas 7S,
globulinas 11S y glutelinas; y en los extractos de proteinas totales de semillas
maduras (Figura 19B, carriles 3-6). En la fraccion glutelinas (carril 5) se observé
una banda adicional con un peso molecular de 15.4 kDa. Se corrié un extracto
total de proteina de semillas inmaduras (carril 7) para observar si el péptido tipo
Lunasin tiene el mismo peso molecular de Lunasin soya, pero aun en una etapa
temprana del desarrollo de la semilla permanece como una banda de 18.5 kDa.
El extracto de proteina total de semillas de amaranto reventadas también mostro
la misma banda a 18.5 kDa (carril 8), sugiriendo la péptido tipo lunasin es
arrestado en una etapa temprana del desarrollo de la semilla y no puede ser
afectado por un tratamiento térmico extremo. No se encontraron bandas
correspondientes al peso molecular de Lunasin de soya (5.4 kDa, carril 9) en
amaranto como se muestra en el extracto de proteina de harina enriquecida con
lunasin de soya. Por lo anterior mencionado se sugiere que este péptido es un

péptido tipo lunasin con un epitopo reactivo similar al Lunasin de soya.

Se ha reportado que lunasin tiene relativamente una alta concentracion de acido
aspartico. La fraccion glutelinas contiene una alta concentracion de acido

aspartico (10.6 % del total de la proteina), sugiriendo que las regiones acidas
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podrian estar relacionadas al epitope parecido a lunasin en esta fraccién de

proteinas de amaranto.

También se ha reportado que lunasin en soya es evidentemente un producto
postranscripsional de las albuminas 2S (Gm2S-1) obtenido de semillas de media
maduracioén que incluyen proteinas ricas en metionina y un péptido sefial [54].
Se sabe que las dicotiledéneas (girasol, nuez del Brasil, amaranto) y
monocotiledéneas (arroz, maiz, cebada) contienen un grupo de 10-12
polipéptidos que es rico en metionina [3]. En el caso de amaranto, el péptido tipo
lunasin parece estar contenido en una proteina de mayor tamafio. Se ha
sugerido que el inhibidor de Bowman Birk (BBI) y otros inhibidores de proteasas
en semillas de soya como lo son el inhibidor de Kunitz (KTI) podrian proteger a
lunasin contra la degradacion en el tracto digestivo [74]. Algunos inhibidores de

tripsina reportados en amaranto son de aproximadamente 29, 8 y 3 kDa [99].

20
- ﬂ- —— — 4= Amaranto

‘ e Soya

Figura 19. Deteccion del péptido tipo lunasin mediante Western blot. A) Gel de
poliacrilamida de los extractos totales de proteina y fracciones proteinicas de
amaranto. B) Western blot de las proteinas de amaranto. Carriles S =
Marcadores de pero molecular; 1 = Albuminas; 2 = globulinas 7S; 3 = globulinas
11S; 4 = glutelinas; 5 = extracto de proteina total de semilla madura; 6 = extracto
de proteina total de semilla inmadura; 7 = extracto de proteina total de semilla
reventada; 8 = harina de soya enriquecida con Lunasin.

En los extractos proteinicos de semillas maduras como en semillas reventadas,

el péptido tipo lunasin permanece como una banda de 18.5 kDa. Algunos
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reportes indican que la produccion de multiples péptidos de defensa a partir de
precursores de proteinas de mayor tamafio es un mecanismo ampliamente
distribuido en plantas [100], sugiriendo que lunasin o las isoformas de lunasin en
semillas de amaranto podrian encontrarse como precursores de mayor tamafo
(18.5 kDa). Se ha descrito que lunasin podria tener un papel en el desarrollo de

la semilla pero los mecanismos no se conocen hasta el momento [55]

Para conocer si la proteina de Lunasin interactua con alguna otra proteina de
amaranto se realizé un Western blot mezclando un extracto total de proteinas de
amaranto con un extracto total de proteinas de soya. En la Figura 20 se puedo
observar que cuando las proteinas de amaranto son mezcladas con Lunasin de
soya la banda de Lunasin de soya aparece ligeramente arriba (7,8 kDa) del peso
molecular normal de Lunasin (5.4kDa), y la banda de 18.5 kDa aparece mas
marcada, sugiriendo que existe una interaccion entre la proteinas de amaranto y
Lunasin (Figura 20) [74].

Figura 20. Western blot de extractos totales de proteinas de amaranto
mezcladas con Lunasin de soya. A) Amaranto mas soya. B) Proteinas de
amaranto. Carriles S Marcador de peso molecular, 1 Criolla, 2 DGETA, 3
Gabiriela, 4 Nutrisol, 5 Lunasin de soya.
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5.2.2.3 PURIFIACION DEL PEPTIDO TIPO LUNASIN POR
INMUNOPRECIPITACION.

Se realizd un ensayo de inmunoprecipitacion con el objetivo de purificar el
péptido tipo lunasin de amaranto. Se emple¢ la fraccion de glutelinas para este
ensayo puesto que fue la que mostré tener la mayor concentracion del péptido
tipo lunasin de amaranto. Se empled como control del ensayo un extracto de
total de proteinas de una harina de soya enriquecida con lunasin. Como se
muestra en la Figura 21 se obtuvo solo una banda a 18.5 kDa que fue cortada

para la caracterizacién por MALDI-TOF.

Figura 21. Western blot después de la inmunoprecipitacion de glutelinas.
Carriles S marcador de peso molecular; 1 glutelinas; 2 extracto de harina de
soya enriquecida con lunasin.

5.2.2.4 IDENTIFICACION DEL PEPTIDO TIPO LUNASIN POR MALDI-TOF.

La Figura 22 presenta espectro de masas de ionizacién por desorcién de laser
(LDI por sus siglas en inglés) del resultado de la digestiéon con tripsina del
posible péptido tipo lunasin de amaranto obtenido a partir del ensayo de
inmunoprecipitacion. Las masas de los péptidos que concuerdan con los

fragmentos esperados de una digestion con tripsina realizada en una base de
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datos con 5 ppm de tolerancia, estan indicados en negritas en la secuencia que
se muestra abajo. Los datos mostraron que la secuencia del péptido tipo lunasin

de amaranto coincide en un 60% con la secuencia original de Lunasin de soya.

Intensity
-~

}

l
e

o
o
200

Masas monoisotdpicas Secuencia
655.991 HIMQK
1187.442 WQHQQDSCR
1312.620 WQHQQDSCRK
1327.504 QLQGVNLTPCEK

Secuencia de Lunasin de soya
SKWQHQQDSC RKQLQGVNLT PCEKHIMQKI QGRGDDDDDD DDD

Figura 22. Masas monoisotopicas de cuatro fragmentos detectados por
analisis de MALDI-TOF y sus secuencias esperadas. Las secuencias
coinciden con aquellas que fueron deducidas de una ruptura triptica

realizada en base de datos con 5 ppm de tolerancia.
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5.2.2.5 CARACTERIZACION DE LUNASIN EN GLUTELINAS DE AMARANTO
MEDIANTE ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL.

Se realiz6 una caracterizacion mediante electroforesis bidimensional y Western
blot para identificar si la proteina tipo lunasin corresponde a una sola proteina.
En la Figura 23 se muestra el gel de doble dimensién (A) y el Western blot (B)
para glutelinas de amaranto. La banda de 18.5 kDa correspondiente a la
proteina tipo lunasin en el analisis de una sola dimensién se separ6 en 4 puntos
principales de los cuales solo uno de ellos corresponde a la proteina tipo lunasin.
La proteina tipo lunasin permanece en un peso molecular de 18.5 kDa y tiene un

punto isoeléctrico de 5.8.

PH 3 pH 10

kDa =

Figura 23. Identificacién del péptido tipo lunasin mediante electroforesis
bidimensional. A) Gel bidimensional de glutelinas de amaranto variedad Criolla
pH 3-10, B) Western blot.

5.3 CARACTERIZACION DE ALMIDON DE AMARANTO.

5.3.1 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A
GRANULOS DE ALMIDON.

IBQ Cecilia Silva Sdnchez
66



V. RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de proteina después de la extraccién fue 1.6 mg/g de almidén de
amaranto. Para almidén de trigo el contenido promedio es 2.5 mg/g que puede
ser considerado libre de glutelinas, fraccion de proteinas que puede presentarse
como contaminante [60]. La electroforesis de primera dimension (Figura 24)
mostré una proteina de 50 kDa, perteneciente al grupo denominado “proteinas
asociadas al interior del granulo de almidén” y que corresponde a la isoforma de
la sintetasa de PAGA. Se observaron dos bandas de proteinas entre 20 y 30
kDa, y un grupo de bajo peso molecular (5, 8 y 12 kDa) que corresponden al las
proteinas denominadas “proteinas de superficie asociadas a granulos de
almidoén”. Las proteinas con peso molecular alrededor de 15 kDa se asocian con
un grupo de polipéptidos denominado friabilinas que son representativos de
PAGA [61].

s
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Figura 24. Patron electroforético de proteinas asociadas a granulos de
almidon. Carriles: S) Marcador de peso molecular, 1) variedad Criolla.

5.3.1.2 CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A
GRANULOS DE ALMIDON MEDIANTE ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL.

La electroforesis de doble dimension (Figura 25) mostré un patron muy similar a
la fraccién glutelinas. Se observaron tres grupos principales de proteinas,

aquellos que se encuentran en un alto peso molecular (arriba de 50 kDa), los
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que se encuentran entre 20 y 40 kDa y el grupo de proteinas de bajo peso

molecular. Los puntos 1, 2, 3 y 4 se cortaron y analizaron por MALDI-TOF.

pH 3 pH 10

kDa

50
40

30
25

20

15

Figura 25. Electroforesis bidimensional de proteinas asociadas a granulos de

almidén variedad Criolla.

5.3.1.3 ANALISIS DE PROTEINAS ASOCIADAS A GRANULOS DE ALMIDON
MEDIANTE MALDI-TOF.

Los puntos 1, 2, 3 y 4 se cortaron, digirieron con tripsina y analizaron mediante
MALDI-TOF. El punto tres dio como resultado la identificacion de una proteina
asociada a granulos de almidon (Figura 26). Se encontraron 3 fragmentos de
una sintetasa unida a granulos de almidén de Tiquila plicata, una planta

dicotiledoénea.
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Q3HSG2 9BORA Mass: 126989 Score: 16 Expect: 6.1e+03 Queries matched: 1
Granule-bound starch synthase (Fragment).- Tigquilia plicata.
Q3HSGE 9BORA Mass: 13529 Score: 16 Expect: 6.5e+03 Queries matched: 1
Granule-bound starch synthase (Fragment).- Tiquilia plicata.
Q3HSG6 9BORA Mass: 13529 Score: 16 Expect: 6.5e+03 Queries matched: 1
Granule-bound starch synthase (Fragment).- Tiquilia plicata.

Protein View

Match to: Q3HSG2_9BORA Score: 16 Expect: 6.1e+03
Granule-bound starch synthase (Fragment).- Tigmilia plicata.

Nominal mass (M ): 12699; Calculated pIl value: 5.90

NCBI BLAST search of Q3HSG2 9BORA against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Tiquilia plicata

Links to retrieve other entries containing this sequence from NCBI Entrez:
ABA61828 from Tiquilia plicata

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Number of mass values searched: 21

Number of mass values matched: 1

Sequence Coverage: 31%

Matched peptides shown in Bold Red

1 ASDRYIDVHY DITTVTEAKF LLEKEALQAEV GLPCDRNVFV IGFIGRLEEQ
51 KGSDILVAARI HKFIGMDVQI VVLGIGKKKF EQEIQQLEVL YPNKARGVAK
101 FNVPLAHMIT AGADY

Figura 26. ldentificacion de proteinas asociadas a granulos de almidén por
MASCOT.

Se realiz6é un BLAST proteina-proteina para la secuencia de la enzima sintetasa
unida a granulos de almidén de Tiquila plicata (Figura 27). Se puede observar
gue es una secuencia altamente conservada en plantas dicotiledéneas. El mayor
numero de entradas pertenece al género Solanum, entre ellos se destaca la
papa (Solanum tuberase), una fuente importante de almidén. Cabe destacar que
la mayoria de estas plantas son silvestres o crecen en condiciones de cultivo

extremas al igual que amaranto.
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Color key for alignment scores

doso JOEOEOCN o200 a0 |
- =
]

Quary !

Scoze E
=1 P ng significant alignments: i{Bits) Valus

| geranule-bound starch synthase [Tiquil 225 Se-58
1| grzanule-bound starch synthase [Tiguil le=57
granule-bound starch synthase [Solanu le-53
granule-bound stazch synthase [Solanu le=53
63 1gb | AATOL527.1 granule-bound starch synchase I [Vibu 177 le-43
10158 |gb| ABL3E300.1| granule-bound starch synthase [Glyei 177 le-43

Figura 27. Fragmento de los resultados de BLAST proteina-proteina para la
sintetasa unida a granulos de almidon.

5.3.2 CARACTERIZACION FISICA DE LOS GRANULOS DE ALMIDON DE
AMARANTO.

Después de la extraccion de almidon a partir de la harina de amaranto; se
realizé una caracterizacion fisica de los granulos de almidén mediante
Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Como se puede observar en la
Figura 28, los granulos tienen una forma geométrica regular. La morfologia y el
tamano del granulo de almidoén, esta relacionado directamente con la fuente
botanica del cual fue aislado. Los granulos de almiddén provenientes de
tubérculos son generalmente ovalados, aunque se pueden encontrar granulos
redondos, esféricos poligonales e irregulares [101]. Mas a fondo se sabe que la
morfologia esta regulada genéticamente. La biosintesis del almidén ocurre en el

amiloplasto y/o cloroplasto. La estructura membranosa y las caracteristicas
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fisicas de los plastidos pueden impartir morfologias muy particulares a los
granulos de almiddn, y pueden afectar el arreglo y la asociacion de las

moléculas amilosa y amilopectina dentro del granulo [102]

Figura 28. Microscopia Electronica de Barrido de granulos completos de almidén
de amaranto variedad Criolla. A) Morfologia una poblacién de granulos. B)
Morfologia detallada de un granulo de almidén.

Mediante Microscopia de Fuerza Atdémica (Figura 29), se observdé que su
tamafo varia de 1-3um. Los granulos de almidén de amaranto estan reportados
en el grupo de granulos de almidon muy pequefios, estos varian de 0.3 a 3.5
um. En este grupo se encuentran presentes los granulos de almidon de quinoa,
alpiste y taro entre otras [101]. La forma y tamano de los granulos de almidén
esta directamente relacionada con la fuente botanica. El tamafo de los granulos
puede ser afectado por condiciones ambientales; en cereales como la cebada se
ha observado que el estrés inducido por temperatura reduce el tamano de los
granulos tipo A y B asi como también el numero de granulos tipo B [103]. La
mayoria de las plantas estudiadas que cuentan con granulos de almidon muy

pequenos son silvestres.
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Figura 29. Imagenes de granulos enteros de almidon de amaranto mediante
Microscopia de Fuerza Atémica. A) Modo de topografia, B) Modo de fases para
realizar mediciones precisas de longitud y altura.

Se realizaron cortes transversales de los granulos de almidén para observar la
geometria de los granulos de almidén. La Figura 30 muestra las imagenes

obtenidas por MFA de los cortes transversales de los granulos de almidon.

1.00 um

B

Figura 30. Corte transversal de granulos de almidén de amaranto variedad
criolla mediante Microscopia de Fuerza Atomica. A) Granulos de almidon en
modo de topologia, B) Granulos medidos para determinar el tamafio promedio.
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Para calcular el diametro promedio de los granulos de almidon se realizé un
promedio entre el diametro menor y el mayor de cada granulo [101]. Se puede
observar que hay variacion en los tamafios de 0.98 a 1.97 um de diametro, con
un promedio de tamafo de granulo de 1.33 um. Los granulos de almidon tienen
forma hexagonal pero no simétrica (Figura 31). Se tomaron las distancias de las
caras opuestas del hexagono y se observo que hay una pequefa variacion. En
la Figura 31, la distancia | en promedio es 1.38 um, la distancia Il es 1.44 umy
la distancia Ill 1.61 um. Las mediciones demostraron que los lados del hexagono
son asimeétricos lo que podria suponer que son sintetizados del centro hacia los

extremos en forma concéntrica.

A

Figura 31. Geometria del granulo de almidéon de amaranto mediante
Microscopia de Fuerza Atdmica. A) Granulo de almidon de amaranto, B)
geometria hexagonal, C) Direcciones para medir distancias de las caras
opuestas del hexagono.

La mayor parte de las investigaciones acerca de la sintesis y morfologia se ha
desarrollado en trigo y cebada. Se ha postulado que la biosintesis de almidén en
cereales ocurre en dos procesos. El primero gobierna la relacion y la naturaleza
de los componentes de amilosa y la amilopectina, mientras que la forma y el
tamano son controlados independientemente, de manera que dependen del tipo
de cultivo [104].
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VI. CONLUSIONES.

6.1 CONCLUSIONES.

En este trabajo se evaluo la adaptabilidad de dos variedades nuevas, Criolla y
Nutrisol, de Amaranthus hypochondriacus comparadas con dos comerciales
DGETA y Gabriela, a condiciones adversas de cultivo. Los rendimientos en
campo tanto de las variedades comerciales como las nuevas fueron
comparables a los obtenidos para amarantos de la misma especie en
condiciones ideales. La variedad que mostré mejor rendimiento fue la Criolla
(1474.7 kg/ha). En cuanto a las caracteristicas bioquimicas, la variedad Gabriela
fue estadisticamente diferente mostrando el mayor contenido de proteina
(17.3%). El perfil de aminoacidos fue comparable a lo reportado en la literatura y
no se encontraron diferencias significativas entre variedades. Se encontré que
amaranto posee en proporciones equivalentes Albuminas, globulinas vy
glutelinas. El patron de glutelinas mostré una banda extra en 65 kDa, que
interesantemente solo se encuentra en las variedades con mayor rendimiento en
Campo. El estudio de péptidos bioactivos mostré6 que amaranto tiene un gran
potencial como alimento nutraceutico, puesto que los péptidos antihipertension
se encuentran en mayor proporcion. También se encontraron péptidos con
actividades opioide, inhibidor de proteasas. Se observé que en amaranto se
encuentra presente un péptido tipo Lunasin, que hasta el momento solo se habia
reportado en soya y cebada. Los contenidos de lunasin en amaranto son
ligeramente menores a los reportados para soya. Finalmente se logrd la
identificacion de una sintetasa unida a granulos de almidon, aislada a partir de
granulos de almidon de amaranto. La caracterizacién morfolégica del granulo de
almidon presenté que tienen un tamafo de 0.98 a 1.97 um y en los cortes

transversales mostraron tener una geometria hexagonal.
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amaranth sssds are rich in profeino with a high nutitional vabes, bt Be is known about teir bioach e
compounds that could benefit health. Tha objedtires of this ressanch were 1o rvestigabe ths pressnce,
characterization, and the articarcincgsnio properlies of the paptide lunosin in amananth sssds.
Furthemmors, bo predict and identify cther pepltides in amaranth sssd with pobertial biokegical activiies.
ELIS& showed an awsrags conosniration of 11.1 g lurasin aquivalsnt'y toisl sadracted protein in
four gsnotypes of mature amaranth seeds. Glutelin fraction had the highest uinasin conosnination
(3.0 iz'a). Lunazin was alss idertfied in albumin, pralamin and globulin smaranth protein fractions
and evan in popped amaranth sssds. 'Westsm blot analysis revealed a band a1 18.5 kDa, and MaLDi-
TOF analysiz showed that this paplide matched maors than G0% of the soybean Linasin paptids
sequerce, Ghoelin extracts digessbed with trgpsin, showed the induction of apopiosiz agairest Hels
cells. Pradiclion of other bioscltive peplidss in amaranth globulins and gluteling wers maindy
anlihypersnsivs. This is the first shudy that reparts the presence of a nasindke peplide and other
potertially bicachve psplides in amaranth probein frachiones.

EEYWORDE: Amaranth; resin; anboorcer pepikdes; anthyperienabs pepbdes; bloscwe pepbdes; Hela
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INTRODUCTION

Amaranih (Amamntks Spockesdrison] is o raditional
Mexican plani, which provides both grains and tasty leaves of
high niriticnal valoe, but it siill remains & an underutilized
crop. The Mational Academy of Sciences ha stabed tha
amaranth could be a grain with high potential for commencial
exploitarion because of ils superior noiritional quality (7% The
s2ad iz high in protzin { 179}, and its amino acid composition
is close to the optimum amine acid halance required in the
human dist (). The leaves alsa contain 2 high protein Jevel
€28 bto 499%), urpaburabed oil (45% lincleic acidy, fiber (11 io
23], and mirerals such as potassinm, iron, magnesiom, and
calcium {2}, Aside from these nuiritional componenis, amaranth
s2eds also contain otber substances that play various biclogical
roles in the dist, such as projzase inhibitors, aniimicrobial
peptides, lectins, and anticxidant compounds (353, Aqueous
exiracts of Amaramus paapeion leaves have besn repared
10 possess ankicancer activity an liwer, breast, and coloa cancer
cell lines £&). YVegetable paris of Asaranilan triceior have besn

* To whiom comespondeace shonld be addresssd. E-mail: edemefia &
niuc ad.

* Instilnm Polosins d= Investigacion Cleniifica y Tacooldgics.

¥ University of Califomin, Bercsley.

1 University of Tllinsis, Urbani-Champaizn.

likewise found o have antimmeor and aoticell proliferation
activities (7).

Lunasin is a unigue 43 amino acid peptides whoe cancer
preventive praperfies hove besn demonsiraied in & mammalian
cell culure madel and in a skin cancer mouse model against
chemizal carcincgens, oncoperes, and inactivators of tumar
suppreszor profeing (5. lis carboxyl-end coniains nine Asp (D
rasidues, an ArgOly Asp (RGIN eel] sdbesion matif, and o
helix with struciural homolegy o dwomatin-binding probeices.
Lunasin was faurd in the 25 albumin siorags protein of sovhean,
and ils appearance is reporied 1o coincide with the initiation of
mitatic arrest and DNA endoreduplication in the developing

cofyledon (E-7{). The pressnce of lumasin in barley
({1t aod wheal 1020 sugpests the possibility that lumasin or
lunasin-like compounds could be found in other grains. The
chjectives of this research were to iovestigale the presence,
characierizmtion, and the anficarcinopenic properies of the
peptide lunasio io amaranth s2eds and to predict and identify
other peplides in amaranth s=ed with polential hiclogical
activilies.

MATERIALS AMD METHODS

Biclogleal Maberial. ooz hioasis concenimtion vy depending
on jenoy pe ood degres: of matarity (131, maie anamail (Aassahas
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