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Resumen
ProteOmica comparativa de especies silvestres y domesticadas de
Amaranthus: A. hybridus, A. powellii, A. cruentus y A. hypochondriacus

El amaranto es un cultivo valorado por la buena calidad de la proteina de su
semilla. EI género Amaranthus esta formado por 70 especies con gran variabilidad
genética, y existen numerosos reportes enfocados en la descripcion de su
filogenia con base en sus secuencias de DNA, sin embargo no se han reportado
estudios relacionados al analisis de las proteinas de sus semillas. Este trabajo
reporta la comparacion protedmica y glicoprotedmica mediante electroforesis en
una dimension y espectrometria de masas, de las semillas de las especies
domesticadas A. cruentus y A. hypochondriacus y sus ancestros silvestres A.
hybridus y A. powellii. EI mayor contenido de proteina total se obtuvo para la
especie silvestre A. powellii. Se emple6 un enfoque de extraccion diferencial para
analizar las proteinas de las semillas de las cuatro especies de amaranto. En la
fraccion hidrofilica se encontraron acumuladas diferencialmente proteinas
relacionadas con mecanica y estructura celular, proteinas involucradas con
resistencia a estrés por choque térmico, estrés oxidante y proteinas tipo LEA, mas
abundantes en las especies silvestres de amaranto. En la fraccion hidrofobica de
las cuatro especies se encontraron isoformas distintas de sintasas de almidén
acopladas a granulo, enzimas clave en la determinacion de la calidad de los
granulos de almidén. No se encontraron diferencias en los perfiles electroforéticos
de glicoproteinas aisladas a partir de la fraccion hidrofilica de las semillas de las
cuatro especies de amaranto mediante cromatografia de afinidad a lectinas en
paralelo. La identificacidbn de estas glicoproteinas indica que una fraccion de la
globulina 11S de amaranto esta glicosilada, proteina que ademas fue identificada
en distintas bandas de las fracciones hidrofilica e hidrofébica de las cuatro
especies de amaranto. Estos resultados indican que la variabilidad en las semillas
de las especies de amaranto no se limita a un nivel genético, sino que también
existe a nivel proteémico, debido probablemente, ademas de las diferencias en el
genoma, a mecanismos distintos de acumulacibn e incorporacién de
modificaciones postraduccionales.

Palabras clave: Acumulacién diferencial, variabilidad genética, resistencia a estrés
abidtico, sintasas de almidén acopladas a granulo, glicoprotedmica.



ABSTRACT
Comparative proteomics of wild and cultivated Amaranthus species: A.
hybridus, A. powellii, A. cruentus and A. hypochondriacus

Amaranth is a highly valued crop due to its good seed-protein quality. The
Amaranthus genus is composed of 70 species with high genetic variability among
its members. There are numerous reports focused on describing their phylogeny
based on their DNA sequences, but there are no published studies related to the
analysis of amaranth seed proteins. Here reports comparative proteomics and
glycoproteomics carried out by one-dimensional electrophoresis and mass
spectrometry analysis of seed proteins of domesticated amaranth species A.
cruentus and A. hypochondriacus, and their wild ancestors A. hybridus and A.
powellii is reported. The highest content of total protein was obtained for the wild
species A. powellii. Differential extraction approach was used to analyze the seed
proteins from the four amaranth species. The hydrophilic fraction contains
differentially accumulated proteins related to structure and cell motion, resistance
to heat shock stress, oxidative stress and LEA-like proteins, which were more
abundant in wild amaranth species. Whereas in the hydrophobic fraction of all four
amaranth seed species, different isoforms of granule bound starch synthases, key
enzymes in determining the quality of the starch granules were found. No
differences were found in the electrophoretic profiles of glycoproteins isolated by in
parallel lectin affinity chromatography from the four species hydrophilic fraction.
Amaranth 11S globulin was found glycosylated, and also identified in different
bands in both hydrophilic and hydrophobic fractions of the four seeds species. The
results indicate that variability in seeds of amaranth species is not limited at the
genetic level, but also at proteomic levels, probably due, in addition to genomic
differences, to different protein accumulation mechanisms and posttranslational
modifications.

Key words: Differential accumulation, genetic variability, abiotic stress resistance,
granule bound starch synthase, glycoproteomics.
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1. Introduccién

El amaranto fue un cultivo de gran importancia para los pueblos azteca, maya e
inca, pero su produccion declind con el colapso de estas civilizaciones después de
la llegada de los espafioles, pues su cultivo fue prohibido al verse vinculado con la
realizacion de ceremonias paganas. Sin embargo, en las dos Ultimas décadas ha
renacido como un cultivo alternativo por sus caracteristicas nutricionales y
nutracéuticas (Silva-Sanchez et al. 2008; Barba de la Rosa et al.,, 2010;
Maldonado-Cervantes et al., 2010; Velarde-Salcedo et al., 2013). La relevancia del
amaranto como un cultivo atractivo para la alimentacion humana, radica
principalmente en la calidad de su proteina ya que a diferencia de los cereales, su
contenido de prolaminas, las proteinas de reserva responsables de la
manifestacion de la enfermedad celiaca, es minimo o practicamente nulo. La
semilla de amaranto es particularmente rica en lisina, aminoacido deficiente en
cereales y contiene niveles adecuados de aminoacidos esenciales respecto a los
requerimientos nutricionales establecidos por la FAO y la OMS, mejor
balanceados que los contenidos de aminoacidos esenciales de cereales y
leguminosas (Bressani y Garcia-Vela, 1990; Albarez-Jubete et al., 2010; Huerta-
Ocampo y Barba de la Rosa, 2011; Valcarcel-Yamani y Caetano da Silva Lannes,
2012). Ademés de la buena calidad nutricional de sus semillas, la planta de
amaranto es naturalmente resistente a diversos tipos de estrés abidtico como
sequia, calor y salinidad (Aguilar-Hernandez et al., 2011; Huerta-Ocampo et al,
2010; 2014). El género Amaranthus consta de alrededor de 70 especies, de las
cuales 40 son nativas del continente Americano, y se distribuyen en habitats muy

diversos en cuanto a condiciones climaticas y ubicacion geografica (Escobedo-
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Lépez et al.,, 2012). La variabilidad del germoplasma entre las especies de
amaranto es tal que poseen numeros cromosomicos distintos (2n=32, 2n=33 o
2n=34) (Palomino et al, 2012). Esto coloca al amaranto como un sistema
prometedor para la busqueda de genes de interés agrobiotecnoldgico, que
permitan el mejoramiento de cultivos a nivel nutricional y en lo referente a sus
capacidades para desarrollarse en ambientes adversos. Existen estudios
filogenéticos enfocados a describir la historia evolutiva de las especies de
amaranto y recientemente se publicé el genoma de A. hypochondriacus. Estos
estudios reflejan el gran interés que se tiene actualmente a nivel mundial por
impulsar la produccién de en este cultivo (Kietlinski et al., 2014; Sunil et al., 2014).
Sin embargo, no existen estudios que evalien o confirmen la presencia de
caracteristicas diferenciales a nivel de proteinas entre las semillas de distintas
especies amaranto. Existe la teoria de que A. cruentus es descendiente directo de
A. hybridus a partir de un evento de domesticacién, y que A. hypochondriacus fue
resultado de una cruza entre A. powellii y A. cruentus, esto se sustenta a partir de
muestreos de semillas de distintas especies de amaranto en diferentes zonas
geograficas de la republica mexicana, donde se demuestra que existe una
correlacion entre los lugares donde A. powellii, A. cruentus y A. hypochondriacus
convergen (Escobedo-Lépez et al., 2012). Por esta razdn, este trabajo ofrece la
primera aproximacion mediante protedmica comparativa de las semillas maduras
de cuatro especies de amaranto, para identificar las proteinas mas abundantes y
las variaciones presentes entre los perfiles electroforéticos, incorporando al
estudio dos especies silvestres A. hybridus y A. powellii, y dos especies

ampliamente cultivadas para consumo humano A. cruentus y A. hypochondriacus.
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2. Materiales y métodos

2.1 Material bioldgico

Las semillas de amaranto de especies silvestres (A. hybridus y A. powellii) y
especies domesticadas (A. cruentus cv. amaranteca y A. hypochondriacus cv.
nutrisol) (Figura 1), fueron proporcionadas por el Dr. Eduardo Espitia Rangel del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
Para la obtencién de harina las semillas fueron congeladas en nitrégeno liquido y
procesadas por 2 min en un molino KRUPS GX4100 por 2 min. Las muestras

fueron almacenadas en tubos de plastico a -80 °C hasta su uso.

2.2 Extraccién de proteina

Las harinas de las cuatro especies de amaranto fueron desgrasadas con hexano
en relacién 1:10 (p/v). La mezcla se homogenizé empleando agitacion por vortex a
méaxima velocidad a 4 °C durante 15 min, posteriormente la mezcla fue
centrifugada a 15,000xg por 30 min, a 4 °C en una centrifuga Beckman Avanti J-
26S XPI (Berea, California, EUA). El sobrenadante fue descartado y el precipitado
secado por aireacion en campana de extraccion. Las proteinas de naturaleza
polar, proteinas solubles, fueron extraidas empleando una solucién de Tris 0.1 M,
pH 8.5, conteniendo glicerol 10% (v/v) y PMSF 2 mM. La extraccién se realizé en
relacion 1:10 (p/v) mezclando con vortex a velocidad maxima por 15 min a 4 °C.
La proteina soluble se obtuvo por centrifugacion (15,000 g, 4 °C, 30 min). El
residuo fue suspendido en la misma solucién en relacion 1:5 (p/v), y se procedio
de la forma antes mencionada. Este ultimo paso fue repetido nuevamente. Los

tres extractos obtenidos se mezclaron para constituir una sola muestra a la que se
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Figura 1. Semillas de las cuatro especies de amaranto
Cada semilla cultivable es de un tamafio similar al de su posible ancestro. Las
semillas de A. hybridus y A. cruentus son de mayor tamafio que las semillas de A.

powellii y A. hypochondriacus.



denomind fraccion hidrofilica. Para la extraccion de las proteinas de naturaleza
apolar, proteinas asociadas a membrana y pared celular (proteinas hidrofébicas),
el residuo resultante del proceso de extraccion de la fraccion hidrofilica fue tratado
con una solucién constituida de urea 7 M, tiourea 2 M, 3-[(3-Colamidopropil)-
dimetilamonio]-propanosulfonato (CHAPS) 2% (p/v), Triton X-100 2% (v/v)] de la
forma mencionada anteriormente para la obtencion de la fraccién hidrofilica, por lo
que también se obtuvieron tres extractos de esta fraccion, a los cuales una vez
mezclados se les llamé fraccion hidrofdbica, para cada muestra se realizaron tres
replicas bioldgicas. La concentracion de proteina de los extractos se determind
usando el reactivo Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), el cual se basa en
el método de Bradford y empleando albumina de suero bovino (BSA) como
estandar. Posterior a las determinaciones se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) utilizando una prueba de Holm-Sidak con el médulo de analisis del
software SigmaPlot v12.3 (Systat Software, Inc., San José, California, EUA) para
analisis pareado y considerando una p<0.05 para diferencias estadisticamente

significativas.

2.3 Separacion electroforética de las proteinas de amaranto

Los extractos de proteina de las fracciones hidrofilica e hidrofébica de las semillas
de las cuatro especies de amaranto, fueron analizados mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en un sistema
discontinuo Tris-Glicinia de acuerdo al método de Laemmli (1970), empleando una
concentracion de acrilamida del 4% para el gel concentrador y una concentracion

de acrilamida del 13.5% para gel separador. Para minigeles se aplicaron 10 ug de



proteina de cada muestra, y fueron se paradas en una camara Mini-PROTEAN 3
Cell (Bio-Rad) a 100 V por 100 min. Para geles preparativos se utilizé6 una camara
SE 600 Ruby (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido), se
aplicaron 50 ug de proteina de cada muestra y fueron separadas a 10 mA/gel por
1 h, seguido de 25 mA/gel durante 4 h. Concluida la electroforesis, los geles
fueron tefiidos con una solucion de azul de Coomassie R-250 (USB Corporation,
Cleveland, OH, EUA) [azul de Coomassie 0.05% (p/v), metanol 40% (v/v), &cido
acético glacial 10% (v/v), agua destilada 50% (v/v)], y después fueron colocados
en solucion de destefiido [acido acético glacial: metanol: agua, 10:40:50 (v/v/Vv)]

hasta observar la presencia de bandas y el fondo claro.

2.4 Aislamiento y tincién de glicoproteinas

El aislamiento de glicoproteinas se realiz6 mediante un enfoque de cromatografia
de afinidad a lectinas en paralelo (Ruiz-May et al., 2012). Para esto se utiliz6 el
Glycoprotein lIsolation Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) que contiene
concanavalina A (ConA) que reconoce manosa y en menor medida glucosa, y
aglutinina de germen de trigo (WGA) que reconoce N-acetil glucosamina y acido
sidlico. Cada una de las fracciones hidrofilica e hidrofébica de las cuatro especies
de amaranto fue probada contra ambas lectinas. A una columna con 200 pL de
resina de ConA o WGA se aplicé 1 mg de proteina de cada una de las muestras, y
se procedio de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las glicoproteinas
obtenidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE de la forma mencionada
anteriormente para minigeles. Después de la separacion electroforética, los geles

fueron sometidos a tincion de glicoproteinas con el Pierce Glycoprotein Staining



Kit (Thermo Scientific), basado en el método del acido peryddico-Schiff (PAS,
Periodic acid Schiff), mediante el cual los grupos hidroxilo de los residuos de
carbohidratos presentes en las glicoproteinas, son oxidados a aldehidos por efecto
del 4cido peryddico y se tifien al formar una base de Schiff, produciendo bandas
color magenta (Packer et al., 2002). Como controles positivo y negativo se
emplearon 10 pg de peroxidasa de rabano (40 kDa) e inhibidor de tripsina de soya
(21.5 kDa), respectivamente. Una vez detectadas las bandas de glicoproteinas, los
geles fueron tefiidos con azul de Coomassie R-250 de la forma mencionada en el
apartado 2.3.

2.5 Digestion en gel y analisis por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

Las bandas diferenciales acumuladas observadas en los perfiles electroforéticos
de las fracciones hidrofilica e hidrofobica de las cuatro especies de amaranto, y las
bandas de glicoproteinas detectadas fueron cortadas manualmente, destefiidas y
reducidas con DTT 10 mM en bicarbonato de amonio 25 mM, seguido de
alquilacién con iodoacetamida 55 mM. La digestion de proteinas se realizé durante
toda la noche a 37 °C con tripsina grado secuenciacion (Promega, Madison, WI,
EUA). Los péptidos obtenidos fueron separados en un nanoACQUITY UPLC
System (Waters, Milford, MA, EUA) equipado con una precolumna Symmetry C18
(5 um, 20 mm x 180 um, Waters) y separados en una columna analitica BEH130
C18 (1.7 um, 100 mm x 100 um, Waters). Los péptidos se eluyeron de la columna
analitica mediante un gradiente lineal (3-50%) de fase movil B (acetonitrilo con
0.1% de &cido férmico) durante 30 min a un flujo de 600 nL/min, seguido de un

lavado durante 3 min con 85% de fase movil B. La columna se re-equilibré durante
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15 min con fase movil A (agua con 0.1% de &cido formico). El analisis de MS se
realiz6 en un equipo SYNAPT HDMS Q-TOF (Waters, Wilmslow, Reino Unido) en
el Laboratorio Nacional de Investigaciones en Nanociencias y Nanotecnologia
(LINAN) del IPICYT. El sistema fue operado en modo V y los andlisis se realizaron
en modo positivo. EI compuesto utilizado para la correccion de masas, [Glul]-
Fibrinopeptide B (Sigma-Aldrich) fue aplicado cada 30 s mediante la interfase
Nano-Lock-Spray del sistema a un flujo de 200 nL/min y a una concentracion de
100 fmol/mL. La radio frecuencia aplicada al cuadrupolo se ajusté de tal manera
que solo se transmitieran los iones con un rango de m/z de 50-2000. Los datos de
masas exactas fueron colectados en un modo alternado DDA (Data Dependent
Acquisition). Los datos de los iones precursores fueron colectados a una energia
de colision constante de 3 eV en modo de baja de energia, para generar iones
fragmento se establecié una rampa de voltaje (15 a 45 eV) durante 8 s de

integracion.

2.6 ldentificacion de proteinas

Los datos generados mediante espectrometria de masas fueron contrastados
contra el subconjunto Viridiplantae (3 045 315 secuencias) de la base de datos de
proteinas NCBInr con el motor de busqueda MASCOT v2.5.1 (Matrix Science,
London, Reino Unido). Los parametros de busqueda establecidos fueron los
siguientes: tripsina como proteasa especifica, permitiendo la omisién de un sitio de
corte; la tolerancia de masa para los iones de los péptidos precursores y sus
fragmentos fue de 10 ppm y 0.1 Da, respectivamente; carbamidometilacion de

cisteina como modificacion fija y oxidacion de metionina como modificacion



variable. Las identificaciones fueron consideradas satisfactorias al obtener un valor

de p<0.05 en MASCOT, indicando identidad o extensa homologia.

2.7 Microscopia electronica de barrido

Mediante microscopia electrénica de barrido, se capturaron imagenes de cortes
transversales de las semillas de las cuatro especies de amaranto, con un equipo
ESEM modelo Quanta 200 (FEI, Hillsboro, OR, EUA) del Laboratorio Nacional de

Investigaciones en Nanociencias y Nanotecnologia (LINAN), IPICYT.

2.8 Electroforesis 2D

El isoelectroenfoque se realizd en tiras con un gradiente lineal de pH inmovilizado
en rangos de 3-10 (24 cm) y 4-7 (7 cm) (GE Healthcare), rehidratadas con 1.2y
0.3 mg de proteina, respectivamente, de la fraccion hidrofilica de las cuatro
especies de amaranto. La primera dimension se llevo a cabo en un equipo Ettan
IPGphor 3 (GE Healthcare) empleando el siguiente método: Paso 1, Gradiente a
500 V hasta 10 Vh; Paso 2, Gradiente a 4000 V hasta 5600 Vh; Paso 3, Step and
Hold a 8000 V hasta 60000 Vh. Una vez finalizado el isoelectroenfoque, las tiras
fueron incubadas en solucion de equilibrio (urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, Tris-
HCI 50 mM pH 8.8, DTT 1%) por 15 min y aplicadas a SDS-PAGE en geles con
una concentracion de acrilamida del 13.5 %. Paras las tiras de 24 cm se utilizé una
camara Ettan Daltsix (GE Healthcare), las proteinas fueron separadas a una
corriente constante de 10 mA/gel durante 27 h. Para las tiras de 7 cm se empled
una camara Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad), las proteinas fueron separadas a
100 V por 100 min. Concluida la electroforesis, los geles fueron tefidos con azul

de Coomassie R-250 de la forma mencionada en el apartado 2.3.
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3. Resultados y discusién

3.1 Extraccién y cuantificacién de proteina

El valor nutricional de los pseudocereales esta relacionado principalmente con su
contenido de proteina, ya que estas biomacromoléculas estan involucradas en una
gran diversidad de funciones fisiologicas (Gorinstein et al., 2002). Con la finalidad
de lograr una mayor cobertura en la obtencion de las proteinas presentes en el
grano de amaranto, se empled un enfoque de fraccionamiento secuencial basado
en solubilidad, mediante el cual se extrajeron primero las proteinas de naturaleza
polar o hidrofilicas, seguido de la obtencion de las proteinas de naturaleza apolar
o hidrofébicas (Komatsu y Ahsan, 2009; Silva-Sanchez et al., 2013).

Para la fraccion hidrofilica, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el contenido de proteina de A. hybridus (43.27 mg/g) con
el de A. powellii (42.53 mg/g) (Figura 2, Tabla Suplementaria S1). A. cruentus
presentd un contenido de proteina significativamente mayor (46.27 mg/g) que el
de A. powellii en esta fraccion. La especie con mayor contenido de proteina en
fraccion hidrofilica fue A. hypochondriacus con 49.7 mg/g (Figura 2). En la fraccion
hidrofébica, la especie con menor contenido de proteina fue A. cruentus (49.67
mg/qg), y la especie con mayor contenido de proteina fue A. powellii (89.07 mg/qg).
No se encontré diferencia estadisticamente significativa en el contenido de
proteina de la fraccion hidrofobica entre A. hybridus y A. hypochondriacus (Figura
2, Tabla Suplementaria S1). El alto contenido de proteina en la fraccion
hidrofobica, hace de A. powellii la especie con mayor contenido de proteina total
(131.60 mg/g), seguido de A. hypochondriacus (111.67 mg/g), A. hybridus (109.87

mg/g) y finalmente A. cruentus (95.93 mg/g). Se ha reportado recientemente que
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Figura 2. Contenido de proteina de las semillas de las cuatro especies de
amaranto determinado por el método de Bradford.

A. hypochondriacus es la especie con mayor contenido de proteina en la fraccién
hidrofilica, sin embargo, A. powellii es la especie con mayor contenido de proteina
en la fraccién hidrofébica, lo que la posiciona como la especie con el mayor
contenido de proteina total. Las barras de error indican £SD de tres replicas
biologicas. *, **, ***; No existe diferencia estadisticamente significativa (p>0.05).
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los granos de las especies silvestres de arroz (género Oryza), presentan un
contenido de proteina mayor que las especies domesticadas (Jiang et al., 2014).
Las diferencias en el contenido de proteina total entre las especies silvestres y
domesticadas de arroz, se deben a la elevada proporcion que representa la
fraccion glutelinas, la cual estd conformada principalmente por proteinas de
reserva que se caracterizan por su baja solubilidad en condiciones de pH neutro y
fuerza idnica moderada, por lo que solo pueden ser extraidas mediante acidos o
alcalis diluidos, o en condiciones desnaturalizantes empleando detergentes
(Miernyk y Hajduch, 2011; Jiang et al., 2014). Esto concuerda con el resultado
obtenido en este trabajo, donde las proteinas de la fraccién hidrofébica hacen del
ejemplar silvestre A. powellii, la especie con mayor contenido de proteina total.
Con base en esto, se puede sugerir a A. powelli como una opcién interesante
para generar variedades de amaranto con mayor contenido de proteina en su
grano.

3.2 Electroforesis comparativa de las proteinas de las cuatro especies de
amaranto

El patron electroforético obtenido de la fraccion hidrofilica de las cuatro especies
de amaranto, muestra bandas en todo el rango de separacion, por debajo de 10
kDa hasta por arriba de 220 kDa (Figura 3A). Las bandas mas intensas en esta
fraccién se observan a bajo peso molecular y en una banda entre 30 y 40 kDa. Por
el contrario, la fracciébn hidrofébica muestra un nimero menor de bandas, que
estan representadas principalmente por tres grupos cercanos a 20, 30 y 50-70 kDa
(Figura 3B). En ambas fracciones pueden observarse diferencias evidentes en

cuanto a intensidad y a presencia/ausencia de bandas entre las cuatro especies,
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Figura 3. Perfil electroforético comparativo de las fracciones hidrofilica e
hidrofébica de las cuatro especies de amaranto.

Las diferencias entre las especies son muy notorias en cuanto a intensidad y a
presencia/ausencia de bandas a lo largo de todo el rango de peso molecular en
ambas fracciones. A, Fraccion hidrofilica; B, Fraccion hidrofébica. Carriles: M,
Marcador de peso molecular (kDa); 1, A. hybridus; 2, A. powellii; 3, A. cruentus; 4,
A. hypochondriacus. Se aplicaron 10 ug de proteina por carril.
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por lo que se procedié a resolver los extractos en un formato electroforético de
mayor tamafio, asignando un numero de identificacion a cada una de las bandas
diferenciales y de mayor abundancia (Figura 4), las cuales fueron cortadas

manualmente y analizadas por LC-MS/MS.

3.3 Identificacion de proteinas

3.3.1 Proteinas identificadas en la fraccion hidrofilica

3.3.1.1 Estructura y mecanica celular

En la banda 1, con mayor abundancia en A. hybridus, se identificé una clatrina
(Figura 4, Tabla 1, Tabla Suplementaria S2). Esta proteina regula la endocitosis,
es responsable de la internalizacion celular de nutrientes, patdégenos, antigenos,
factores de crecimiento y receptores, y tiene la capacidad de reensamblarse in
vitrio para formar estructuras semejantes a las capsides de virus. Las plantas con
una funcionalidad deficiente de clatrina presentan defectos en la endocitosis, lo
gue ocasiona alteracion de los patrones de acumulacién de auxinas, y como
consecuencia, deformaciones morfolégicas durante el desarrollo embrionario,
alteraciones del crecimiento gravitréfico y desarrollo de raices laterales (Le Roy y
Wrana, 2005; Kitakura et al., 2011; Kirchhausen et al., 2014).

3.3.1.2 Respuesta a estrés oxidante

En el metabolismo aerobico, constantemente se producen especies reactivas de
oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) como oxigeno singulete (*O,), peréxido
de hidrégeno (H,0,), radical superéxido (O,") y radical hidroxilo (OH") a niveles
basales, incapaces de producir dafio al ser neutralizadas mediante distintos

mecanismos antioxidantes. Sin embargo, este equilibrio puede romperse a causa
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Figura 4. Resolucion de los extractos proteinicos de las semillas de las
cuatro especies de amaranto en un formato electroforético de mayor tamafo.
A la izquierda de cada una de las bandas analizadas se encuentra el nimero de
identificacion asignado indicado por una flecha. A, Fraccion hidrofilica; B, Fraccion
hidrofébica. Carriles: M, Marcador de peso molecular (kDa); 1, A. hybridus; 2, A.
powellii; 3, A. cruentus; 4, A. hypochondriacus. Se aplicaron 50 ug de proteina por
carril.
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Tabla 1. Proteinas identificadas con relacion a estructura y mecéanica celular

No ) - _ Numero de
1 Proteina Identificada Organismo ,
Banda acceso
1A hyb Clathrin, heavy chain A. thaliana 0i|30681617

! Numero de banda correspondiente al indicado en la Figura 4 y especie de
amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii; A. cru, A.
cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.? Numero de acceso de acuerdo a
NCBI.
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de distintos tipos de estrés como salinidad, sequia, temperaturas extremas,
metales pesados, contaminacién, radiacion elevada y organismos patégenos. La
exposicion a estas condiciones puede incrementar los niveles de ROS en la célula,
las cuales ocasionan dafios severos a proteinas, lipidos y DNA, afectando las
funciones celulares y provocando la disminucion en el rendimiento de cultivos.
Para contrarrestar la sobreproduccion de ROS las plantas poseen un arsenal
enzimatico constituido por superdxido dismutasas (SOD), ascorbato peroxidasas
(APX), guayacol peroxidasas (GPX), glutation-S-transferasas (GST), catalasas
(CAT), tiorredoxinas (TRX) y glutation reductasas (GR) (Apel y Hirt, 2004; Das y
Roychoudhury, 2014).

En las semillas de amaranto fueron identificadas tres de estas proteinas de
respuesta a estrés oxidante. La primera de ellas correspondié a una CAT, en las
bandas 1 y 7 (Figura 4, Tabla 2, Tabla Suplementaria S2), la banda 1 es mas
abundante en A. hybridus, mientras que la banda 7 es mas abundante en A.
cruentus. El peso molecular experimental de la CAT en la banda 7 es de 56.7 kDa,
valor muy cercano al reportado para una CAT de Arabidopsis thaliana que se
acumula durante la germinacion (Gallardo et al., 2001). La CAT de la banda 1
presenta un peso molecular experimental inusual de 193.3 kDa, poco comun para
estas proteinas, cuyos monémero varian entre 50 y 70 kDa (Switala y Loewen,
2002; Mhamdi et al., 2010), sin embargo, al realizar un BLASTP de los péptidos
obtenidos de la identificacion de esta CAT, contra la base de datos de proteinas
NCBInr y restringiendo la busqueda al subconjunto Viridiplantae (datos no

mostrados), el resultado indica que efectivamente se trata de una CAT. Esto
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Tabla 2. Proteinas identificadas con relacion a respuesta a estrés oxidante

1 i o _ Numero de
No Banda Proteina Identificada Organismo ,
acceso
1 A. hyb Catalase Beta vulgaris 0i|731361773
7 A.cru Catalase Beta vulgaris 0i|731361773

Glutathione reductase o .
Spinacia oleracea 0i|529375
precursor

22 A. hyp Thioredoxin Capsicum annuum gi|[40287476

! Numero de banda correspondiente al indicado en la Figura 4 y especie de
amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii; A. cru, A.
cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.? Numero de acceso de acuerdo a
NCBI.
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sugiere gue las semillas de amaranto poseen al menos dos paralogos de catalasa.
Otra enzima de respuesta estrés oxidante identificada en la banda 7, la cual es
mas intensa en A. cruentus, fue una GR. GR es la enzima principal del ciclo
ascorbato-glutation pues media la conversion de glutation oxidado (GSSG) a
glutatién reducido (GSH). Se han caracterizado GR’s citosélicas, cloroplasticas y
mitocondriales en diversas especies de plantas como Nicotiana tabacum, Spinacia
oleracea, Pinus strobus, Vigna unguiculata, Pisum sativum, Chlamydomonas
reinhardtii, Glycine max, A. thaliana, Oryza sativa, Brassica campestris, Triticum
aestivum y Pennisetum glaucum (Achary et al., 2015). La sobreexpresion de una
GR de 53 kDa de Pennisetum glaucum en Escherichia coli, incrementa la
tolerancia de esta bacteria ante estrés oxidante inducido por metales pesados,
mientras que la delecién de la GR3 de O. sativa incrementa considerablemente la
sensibilidad de la planta ante estrés salino (Achary et al., 2015; Wu et al., 2015).
La tercera enzima relacionada con resistencia a estrés oxidante fue identificada en
la banda 22, presente Unicamente en A. hypochondriacus, y corresponde a una
TRX, una proteina ubicua de bajo peso molecular, que desempefa un papel
indispensable en la regulacién redox de los grupos tiol de las cisteias de ciertas
proteinas blanco, altamente sensibles a la oxidacion por efecto de ROS, por
ejemplo, mantienen el estado redox necesario para que ciertos factores de
transcripcion puedan unirse a su promotor respectivo (Sevilla et al., 2015; Yoshida
et al., 2015). Ademas, evidencias recientes sugieren que las TRX estan implicadas
en la regulacion de procesos metabdlicos de suma importancia, como el ciclo de
los acidos tricarboxilicos, al modular la actividad de las enzimas fumarasa y

succinato deshidrogenasa (Daloso et al., 2015).
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3.3.1.3 Respuesta a estrés térmico

Las proteinas de respuesta a choque térmico (HSP's, Heat Shock Proteins), o
chaperonas moleculares, son sintetizadas cuando las plantas son expuestas a
altas temperaturas e intervienen durante el ensamble de complejos, plegamiento y
transporte de proteinas a organelos celulares, en el control de la sefializacion del
ciclo celular, asi como en la proteccion de la célula ante distintos tipos de estrés.
Las HSP’s més estudiadas presentan pesos moleculares de 100, 90, 70, 60 y 12-
40 kDa, y se denominan familias HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y sHSP's
(Small Heat Shock Proteins), respectivamente (Timperio et al., 2008; Usman et al.,
2014).

En este trabajo se encontraron tres HSP's presentes en las semillas de amaranto.
La primera con un peso molecular experimental de 135.2 kDa, identificada como
chaperona ClpB1 perteneciente a la familia HSP100, con mayor intensidad en A.
powellii (Banda 2 Figura 4, Tabla 3, Tabla Suplementaria S2) (Nieto-Sotelo et al.,
1999). Esta familia de HSP’s sobresale por su capacidad de reactivar proteinas
agregadas o mal plegadas, resolubilizacibn de agregados proteinicos no
funcionales y contribuye con la degradacién de polipéptidos que han sufrido un
dafio irreversible (Usman et al., 2014). Ademas de Z. mays, las HSP100 han sido
estudiadas en distintas especies como A. taliana, O. sativa y T. aestivum (Agarwal
et al., 2001; Campbell et al., 2001; Batra et al., 2007). El hecho de que las HSP100
son cruciales para la termotolerancia de plantas sugiere que, mediante la
sobreacumulacion de estas proteinas puedan obtenerse cultivares con capacidad
de resistencia a periodos prolongados de estrés (Usman et al., 2014). La familia

HSP70 esta presente en practicamente todas las plantas, con proteinas
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Tabla 3. Proteinas identificadas con relacion a respuesta a estrés térmico

1 . . , Numero de
No Banda Proteina Identificada Organismo )
acceso

2 A. pow Chaperone protein Citrus sinensis gi|568847666

ClpB1-like isoform X1
4 A. hyb Heat shock 70 protein Spinacia oleracea 0i|2654210

4 A. pow Heat shock 70 protein  gpjinacia oleracea 0i|2654210

19 A.cru  Small heat shock protein Musa acuminata 0i|376341420

! Numero de banda correspondiente al indicado en la Figura 4 y especie de
amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii; A. cru, A.
cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.? Numero de acceso de acuerdo a

NCBI.
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homologas organelo especificas en citoplasma, mitocondria, cloroplasto y reticulo
endoplasmico. Su principal funcion es estabilizar proteinas a medida que son
liberadas por los ribosomas, para prevenir que los polipéptidos recién sintetizados
sufran perdida de plegamiento o formen agregados incluso antes de finalizar su
sintesis (Fink, 1999). También intervienen en la modulacion de transductores de
sefales como cinasas y fosfatasas, por lo que podrian tener un campo de accién
muy amplio al participar en la regulacion de diversos genes durante estrés, e
incluso, en condiciones normales (Vigh et al., 2007; Richter et al., 2010). La banda
en la que se identific6 esta proteina (Banda 4 Figura 4, Tabla 3, Tabla
Suplementaria S2) es mas abundante en las especies silvestres de amaranto que
en las especies domesticadas, lo que sugiere que las especies silvestres
sintetizan niveles basales mas elevados de esta proteina que sus descendientes y
por lo tanto, estdn mas preparadas para contrarrestar el dafio causado por estrés,
ya sea mediante el desempefio directo de HSP70 como chaperona molecular, o
mediante su intervencion en mecanismos de regulacion de rutas de transduccion
de sefiales. Sin embargo, la proteina detectada como sHSP en la banda 19
(Figura 4, Tabla 3, Tabla Suplementaria S2), es notablemente mas abundante en
A. cruentus. Las plantas sintetizan cantidades significativas de sHSP’s al ser
expuestas a altas temperaturas, sequia, estrés oxidativo, frio o salinidad. La
diversidad funcional de las sHSP’s se ve reflejada en que cada una posee una
secuencia unica y su abundancia es inusual en plantas. A pesar de que no pueden
replegar proteinas no nativas, pueden unirse a aquéllas parcialmente plegadas o
desnaturalizadas, para prevenir un despliegue irreversible o agregacion, y facilitar

la accion de HSP70 y HSP100 (Mogk et al., 2003; Nakamoto y Vigh., 2007). Esta
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variabilidad de HSP’s entre las especies de las semillas de amaranto sugiere que
cada especie ha desarrollado un perfil distinto de respuesta a estrés abidtico en
funcion de sus condiciones de cultivo y desarrollo.

3.3.1.3LEA

Las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) se acumulan durante el ultimo
periodo del desarrollo de semillas, caracterizado por desecacion. En semillas su
principal desempefio se enfoca a otorgar tolerancia a la desecacion, mientras que
en una planta completa estan involucradas con la resistencia a estrés salino, frio y
sequia. Son proteinas pequefias con pesos moleculares de 10 a 30 kDa y han
sido estudiadas en diversas especies de plantas, y clasificadas en siete grupos
con base en similitud de sus secuencias de aminoacidos y en la presencia de
motivos conservados distintivos (Hong-Bo et al., 2005; Battagalia y Covarrubias,
2013). Se ha observado que la sobreexpresion de genes que codifican para
proteinas LEA incrementa la tolerancia a distintos tipos de estrés abi6tico en
diversas plantas como sequia en arroz y trigo, frio en tabaco y congelamiento en
fresa y A. thaliana (Hundertmark y Dirk, 2008).

En este trabajo se identificaron dos proteinas LEA en A. hybridus, con pesos
moleculares experimentales de 65.9 y 11.2 kDa (Bandas 4 y 21, Figura 4, Tabla 4,
Tabla Suplementaria S2). Previamente se report6 la presencia de tres proteinas
LEA en las semillas de A. cruentus (Maldonado-Cervantes et al., 2014), una de
ellas, con peso molecular experimental de 53.3 kDa, y al igual que la LEA de 65.9
kDa aqui reportada para A. hybridus, el ortélogo identificado fue una LEA del
grupo 3 de Brassica napus (gij213053669), por lo que probablemente se trate del

ortélogo correspondiente entre ambas especies. En A. powelli, A. cruentus y A.
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Tabla 4. Proteinas LEA identificadas

No ] L _ Numero de
1 Proteina Identificada Organismo ,
Banda acceso
4 A. hyb LEA protein group 3 Brassica napus  gi|213053669
Late embryogenesis- _ )
21 A. hyb _ Glycine max 0i|1762955
abundant protein
Late embryogenesis- . )
24 A. pow _ Glycine max 0i|1762955
abundant protein
Late embryogenesis- _ )
24 A. cru _ Glycine max 0i|1762955
abundant protein
Late embryogenesis-
25 A. hyp ) Glycine max 0i|1762955
abundant protein
Late embryogenesis- _ )
27 A.pow Glycine max 0i|1762955

abundant protein

! Numero de banda correspondiente al indicado en la Figura 4 y especie
de amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii;
A. cru, A. cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.” Numero de acceso de
acuerdo a NCBI. LEA (Late Embyogenesis Abundant Protein)
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hypochondriacus se identifico una LEA con peso molecular experimental de 10,
9.9 y 9.7 kDa, respectivamente (Bandas 24 y 25 Figura 4, Tabla 4, Tabla
Suplementaria S2). La LEA de 11.2 kDa de A. hybridus fue identificada como el
mismo ortologo de LEA de G. max (gi|1762955) que en A. powelli, A. cruentus y A.
hypochondriacus, y en las cuatro especies esta presente el péptido
K.SLEAQQHLAEGR.S. En este caso también podria tratarse de la proteina
ortéloga equivalente entre las tres especies, sin embargo, es posible que exista
una diferencia considerable entre las secuencias de estas proteinas, sugerida por
la diferencia observada del peso molecular experimental, y posiblemente posean
propiedades distintas de proteccién ante estrés abidtico.

3.3.2 Proteinas identificadas en la fraccién hidrofébica

3.3.2.1 Sintasas de almidon acopladas a granulo

Las proteinas diferenciales mas evidentes de la fraccion hidrofébica de las cuatro
especies de amaranto se observan entre 50 y 70 kDa (Figuras 3 y 4). En las
bandas 30, 31 y 32 fueron identificadas sintasas de almidon acopladas a granulo
(GBSS, Granule-bound starch synthase) (Tabla 5, Tabla Suplementaria S3), las
cuales se encargan de la sintesis de amilosa (Ortega et al., 2014; Guzman el al.,
2015; Nakamura, 2015). La banda 30 solo estd presente en las especies
silvestres, la banda 31 es compartida entre A. powellii y A. cruentus, aunque
también se encuentra en A. hybridus pero en mucha menor proporcion, y la banda
32 esta presente en las cuatro especies, pero sobresale entre A. hybridus y A.
hypochondriacus. Estos resultados indican que cada una de las especies de
amaranto presenta una maquinaria enzimatica distinta para la sintesis de almidon,

y mas aun, el perfil electroforético sugiere que las especies silvestres poseen dos
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Tabla 5. Sintasas de almidén acopladas a granulo identificadas en las
semillas de amaranto

No ] - _ Numero de
1 Proteina Identificada Organismo )
Banda acceso
30 A. hyb Granule-bound starch Amaranthus gi|260268387
synthase | cruentus
30 A. pow  Granule-bound starch Amaranthus 4260268387
synthase | cruentus
31 A. hyb Granule-bound starch Amaranthus gi|260268387
synthase | cruentus
31 A.pow  Granule-bound starch Amaranthus ,
P synthase | cruentus 91260268387
Granule-bound starch _ _
32 A. pow Cucurbita moschata @i|343410565
synthase

! Numero de banda correspondiente al indicado en la Figura 4 y especie de
amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii; A. cru,
A. cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.? Numero de acceso de acuerdo a
NCBI.
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paralogos o isoformas de GBSS’s principales de gran abundancia, mientras que
las especies domesticadas solo una.

Mediante la manipulacién de la expresion de esta enzima y de su equivalente
soluble, encargada de la sintesis de amilopectina, pueden obtenerse cultivos
cuyos granos presentan distintas relaciones de amilosa/amilopectina y por lo tanto,
almidon con propiedades fisicoquimicas distintas (Guzman et al., 2015; Nakamura,
2015). La delecion de GBSS no altera de forma significativa la cantidad de almidén
total, sin embargo las plantas mutantes de arroz, maiz, cebada y trigo, producen
granos con un contenido reducido, e incluso, por completo carentes de amilosa
(Jeon et al.,, 2010). El interés por la obtencion de cultivos con almidones
modificados, se ve reflejado en las recientes publicaciones relacionadas con la
bdsqueda y manipulacién de nuevos genes de sintasas de almidén (Hanashiro et
al., 2008; Izumo et al., 2011; Ortega et al., 2014; 2015; Guzman et al., 2015). Se
ha visto que al modificar la actividad de las GBSS, es posible generar variaciones
en la morfologia de los granulos de almidén (Fulton et al., 2002; Izumo et al.,
2011). Con esto en cuenta, y con la finalidad de indagar si las diferencias
observadas en los perfiles electroforéticos entre las especies, representan también
variaciones a nivel morfologico de los granulos de almidon, se realizaron cortes
trasversales de las semillas de las cuatro especies de amaranto y se analizaron
mediante microscopia electronica de barrido. En la micrografia de la Figura 5
pueden observase estructuras poliédricas en el perisperma de las semillas de A.
hyridus y A. powellii, semejantes a las reportadas previamente para granulos de

almiddn aislados (Kong et al., 2009; Valcarcel-Yamani y Caetano da Silva Lannes,

27



Cotiledones

Perisperma

Radicula

HV mag |spot| WD 500 pm det | HV | mag|spot| WD 500 pm
A DualBSD|25.00 kV|100 x| 5.0 | 9.6 mm A powellii (IPICYT-LINAN)

det

DuaIBSD|25 00 kV|100 x| 5.0 {10.0 mm hybridus  (IPICYT-LINAN)
. 4

Coti!edoneé

Radicula Radicula

wD ——————500 ym
10.0 mm A hypochondriacus (IPICYT-LINAN)

Figura 5. Micrografias tomadas mediante microscopia electronica de barrido
de cortes transversales de las semillas de las cuatro especies de amaranto.
Solamente en el perisperma de A. hybridus y A. powellii se observan estructuras
poliédricas caracteristicas de granulos de almidon. 1, A. hybridus; 2, A. powellii; 3,
A. cruentus; 4, A. hypochondriacus.
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2012). Estas estructuras no se aprecian en las semillas de A. cruentus y A.
hypochondriacus, lo que habla de una brecha estructural entre los granulos de
almidén de especies silvestres y domesticadas, debida probablemente a la
diferencia entre sus GBSS.

3.3.3 Proteinas de reserva

Las proteinas de reserva de semillas (SSP, Seed Storage Proteins) son de
particular importancia, pues al estar presentes en altas cantidades impactan
considerablemente en la calidad de la proteina, e influyen en las caracteristicas de
varios parametros nutricionales y fisicoquimico-funcionales, por ejemplo, en
semillas de girasol las SSP representan alrededor del 85% de la proteina total
(Shewry et al., 1995; Gonzalez-Pérez y Vereijken, 2007).

Las globulinas 11S o leguminas, son las SSP méas abundantes en leguminosas, en
soya representan el 40% de la proteina total, y en algunos cereales como avena 'y
arroz constituyen el 70-80% (Shewry y Halford, 2002; Tandang et al., 2005). En A.
hypochondriacus conforman el 18.6% de las proteinas de la semilla madura
(Barba de la Rosa et al. 1992; Osuna- Castro et al., 2000). Los monémeros de las
globulinas 11S presentan pesos moleculares de 50-60 kDa, formados a su vez de
una subunidad acida (a, 30-40 kDa) y una basica (B, 20-25 kDa) unidas por un
enlace disulfuro, denominadas de tal forma por el valor de sus respectivos puntos
isoeléctricos (Tandang-Silvas et al., 2011).

Resulta muy interesante que en un gran numero de las bandas analizadas se
hayan identificado globulinas 11S. Las bandas 12, 14-17 de la fraccion hidrofilica y
38-40 de la fraccion hidrofobica empatan con el peso molecular esperado para la

subunidad a de una globulina 11S, al igual que las bandas 18 de la fraccion
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hidrofilica y 41-45 de la fraccion hidrofobica para la subunidad B. La presencia de
multiples isoformas para una SSP y diferencias en su abundancia, se ha
observado previamente en estudios de protedmica comparativa de semillas de
especies silvestres y domesticadas de arroz, y entre distintos cultivares de soya,
cacahuate y girasol (Hajduch et al., 2007; Natarajan et al., 2007; Kottapalliet al.,
2008; Gomeset al. 2014; Jiang et al., 2014)

Propiedades como hidrofobicidad superficial y potencial electrostético, que a su
vez afectan caracteristicas como solubilidad o capacidad para formar emulsiones,
estan determinadas por el orden y la proporcién en que se encuentran los distintos
tipos de aminoacidos que constituyen a una proteina, por lo que al modificar la
secuencia de aminodcidos es posible incidir en estas caracteristicas fisicoquimicas
(Carrazco-Pefia et al.,, 2013). La heterogeneidad de los perfiles electroforéticos
correspondientes a globulinas 11S en las cuatro especies de amaranto, asi como
la presencia de versiones hidrofilicas e hidrofébicas de esta proteina, indican la
existencia de una gran variabilidad genética, por lo que representan una fuente
valiosa de germoplasma para la obtencion de SSP con propiedades nutricionales y
fisicoquimicas distintas con aplicacion potencial en tecnologia de alimentos.

Es importante destacar la identificacién de globulinas 11S en bandas con pesos
moleculares inusualmente bajos para este tipo de proteinas (bandas 21, 22 y 24
fraccion hidrofilica y banda 49 fraccion hidrofébica), por lo que podria tratarse de
otras proteinas de reserva que comparten secuencias conservadas con la
globulina 11S, ya que las SSP son codificadas por familias multigénicas con

niveles elevados de polimorfismo (Shewry et al., 1995).
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3.3.4 Glicoproteinas

El desarrollo de los mecanismos de glicosilacién se considera como la tercera
revolucién evolutiva, sumamente compleja, ya que a diferencia de los &acidos
nucleicos y las proteinas, su sintesis no depende un molde molecular,
caracteristica que le permite crear nuevas estructuras sin la necesidad de alterar
la informacion genética existente (Lauc et al., 2014). La mayoria de las proteinas
de eucariotas son modificadas postraduccionalmente mediante la incorporacion de
oligosacaridos complejos. Existen dos formas de glicosilacion, O-glicosilacion y N-
glicosilaciéon. En las O-glicosilaciones, los carbohidratos estan unidos al atomo de
oxigeno del grupo hidroxilo en la cadena lateral de serina o treonina, y en las N-
glicosilaciones, los glicanos se encuentran unidos al atomo de nitrégeno de la
cadena lateral de un residuo de asparagina, ubicado en la secuencia consenso N-
X-SIT, donde X puede ser cualquier amino&cido excepto prolina (Song et al., 2011;
Lauc et al.,, 2014). Las N-glicosilaciones son una de las modificaciones
postraduccionales mas comunes y heterogéneas, estan involucradas en el control
del plegamiento y estabilidad estructural de proteinas, localizacion organelo
especifica de proteinas, unién a ligandos, endocitosis, reconocimiento inmune,
sefializacion y movilidad celular (Song en al., 2013; Ruiz-May et al. 2014).

Al considerar la gran relevancia biolégica que representan estas modificaciones
postraduccionales, se decidi6 analizar el glicoproteoma de las semillas de
amaranto mediante un enfoque de cromatografia de afinidad a lectinas en
paralelo, utilizando ConA y WGA. En las Figuras 6 y 7 puede observarse el perfil
electroforético resultante de las glicoproteinas aisladas para las fracciones

hidrofilica e hidrofobica de las cuatro especies de amaranto, respectivamente. Al
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Figura 6. Glicoproteinas aisladas de la fraccién hidrofilica de las cuatro
especies de amaranto mediante cromatografia de afinidad a lectinas.

Existe redundancia en la afinidad de ConA y WGA por las glicoproteinas de las
diferentes especies de amaranto. A, Tincion para deteccion de glicoproteinas; B,
Tincién con azul de Coomassie R-250. Carriles: M, Marcador de peso molecular
(kDa); 1. A. hybridus hidrofilica ConA; 2. A. hybridus hidrofilica WGA; 3. A. powellii
hidrofilica ConA; 4. A. powellii hidrofilica WGA; 5. A. cruentus hidrofilica ConA; 6.
A. cruentus hidrofilica WGA; 7. A. hypochondriacus hidrofilica ConA; 8. A.
hypochondriacus hidrofilicA WGA,; 9. Controles. Positivo peroxidasa de rabano (40
kDa); Negativo inhibidor de tripsina de soya (21.5 kDa).
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Figura 7. Glicoproteinas aisladas de la fraccién hidrofébica de las cuatro
especies de amaranto mediante cromatografia de afinidad a lectinas.

Una fraccién de las GBSS y de globulinas 11S estan glicosiladas. A, Tincion para
deteccion de glicoproteinas; B, Tincion con azul de Coomassie R-250. Carriles: M,
Marcador de peso molecular (kDa); 1. A. hybridus hidrofobica ConA; 2. A. hybridus
hidrofébica WGA; 3. A. powellii hidrofébica ConA; 4. A. powellii hidrofébica WGA;
5. A. cruentus hidrofilica ConA; 6. A. cruentus hidrofébica WGA; 7. A.
hypochondriacus hidrofébica ConA; 8. A. hypochondriacus hidrofébica WGA; 9.
Controles. Positivo peroxidasa de rabano (40 kDa); Negativo inhibidor de tripsina
de soya (21.5 kDa).
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realizar tincidon especifica para glicoproteinas (Figuras 6A y 7A), el numero de
bandas observado es muy reducido comparado con que el que se obtiene
después de someter el mismo gel a tincion con azul de Coomassie (Figuras 6B y
7B). Esto puede deberse a que la cantidad individual de cada una de las
glicoproteinas presentes en el gel no es suficiente para cumplir con el umbral de
deteccion mediante el método PAS. La tincion con azul de Coomassie permite
apreciar que, a pesar de que cada una reconoce residuos de carbohidratos
distintos, la afinidad de las lectinas utilizadas ConA y WGA es redundante. Sin
embargo, es evidente que la ConA posee una capacidad de uniébn mayor que la
WGA para las proteinas analizadas. Esto es contrastante con lo reportado para el
al andlisis del glicoproteoma de pericarpio de tomate, done a pesar de utilizar
cuatro lectinas distintas con afinidad por el mismo tipo de carbohidrato, los
patrones electroforéticos de las glicoproteinas que interactian con cada una de
ellas es distinto (Ruiz-May et al., 2014). Un aspecto notable es que a pesar de las
grandes diferencias apreciadas en el perfil electroforético de la fraccion hidrofilica
integra (Figuras 3 y 4) de las semillas de las cuatro especies de amaranto, el perfil
de las glicoproteinas es el mismo para todas las especies, |0 que sugiere un
mecanismo de glicosilacion muy conservado en cuanto a las proteinas blanco
susceptibles de ser glicosiladas. Dentro de las glicoproteinas identificadas
mediante espectrometria de masas (Tabla 6, Tabla Suplementaria S4) se
encuentran HSP’s previamente mencionadas, proteinas involucradas en el ciclo
de los acidos tricarboxilicos como piruvato descarboxilasa, enzimas relacionadas
con el plegamiento de proteinas como disulfuro isomerasas, y glucosiltransferasas

encargadas de la sintesis de pared celular (Chakravarthi et al., 2006; Zeng et al.,
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Tabla 6. Identificacion de glicoproteinas en las fracciones hidrofilica e
hidrofobica de las semillas de las cuatro especies de amaranto

No Proteina . Numero de
1 . Organismo )
Banda Identificada acceso
1 Heat shock protein 90  Catharanthus roseus 0i|348696
2 HSP70 Triticum aestivum gi|2827002
Pyruvate _ .
3 Fragaria x ananassa 0i|10121330
decarboxylase
5 Protein disulfide- Beta vulgaris 0i|731312437
iIsomerase
7 Globulin-like protein Daucus carota 0i|1276946
8 PreproMP27-MP32  Cucurbita cv. Kurokawa 0i|691752
Amakuri
_ Amaranthus .
10 11S globulin _ 0i|558149
hypochondriacus
14 _ Amaranthus .
11S globulin ) 0i|558149
A. hyb hypochondriacus
15 _ Amaranthus _
11S globulin ) 0i|558149
A. hyb hypochondriacus

! Numero de banda correspondiente al indicado en las Figura 6 y 7 y especie
de amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii; A.
cru, A. cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.? Numero de acceso de
acuerdo a NCBI.
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2010).

Es muy comun que las SSP presenten glicosilaciones durante su paso a través del
reticulo endoplasmico. En ocasiones, las N-glicosilaciones son removidas durante
su procesamiento y deposicion, sin embargo, en otros casos éstas persisten y
estan presentes en la SSP madura (Tandang-Silvas et al., 2011). Generalmente
las globulinas 11S no presentan glicosilaciones, pero existen excepciones a esta
caracteristica, como la a-conglutina de lupino (Duranti et al., 2008), la cocosina de
coco (Garcia et al., 2005) y la legumina Cal-1 de café (Coffea arabica) (Batista-
Coelho et al., 2010). En este trabajo se encontr6 que una fraccién las globulinas
11S de amaranto presenta glicosilaciones en su subunidad  (Bandas 10, 14 y 15
Figuras 6B y 7B, Tabla 6, Tabla Suplementaria S4). Estas modificaciones
postraduccionales repercuten en las propiedades fisicoquimicas y de superficie de
las proteinas como solubilidad, y estan vinculadas con el mantenimiento de la
estructura tridimensional nativa. Sin embargo, en proteinas de reserva de semillas,
las glicosilaciones estan involucradas con el desencadenamiento de reacciones
alérgicas (Lauc et al., 2014; Ogawa y Date, 2014). Asi, las globulinas 11S de las
especies silvestres y domesticadas de amaranto, constituyen un sistema
interesante para el estudio del impacto de las glicosilaciones en estas
propiedades, tanto las relacionadas a incrementar la aplicabilidad de las proteinas
de reserva de estas semillas en sistemas alimentarios, como las relacionadas a la

respuesta inmune y que podrian incidir en el posible desarrollo de alergias.
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4. Perspectivas

A raiz de los resultados obtenidos, se ha decidido proceder con la realizacion de
un analisis protedbmico méas fino mediante electroforesis 2D. Los resultados
preliminares obtenidos (Figura 8 y Figuras Suplementarias S1, S2 y S3), muestran
un universo aun mayor de posibles recursos biotecnolégicos contenidos en las

semillas de las distintas especies de amaranto.
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Figura 8. Perfil 2DE de la fraccion hidrofilica de A. hybridus en rangos de pH
3-10y 4-7.
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5. Conclusiones
Este trabajo representa la primera aproximacion desde un enfoque proteémico al

estudio de las semillas de distintas especies de amaranto. El primer resultado
obtenido demuestra que la especie silvestre A. powellii es el ejemplar con mayor
contenido de proteina total, lo que la hace atractiva para su aplicacion en
programas de mejoramiento agricola, para incrementar el contenido de proteina
de las especies domesticadas destinadas a consumo humano. Existen diferencias
evidentes entre los patrones electroforéticos de las proteinas hidrofilicas e
hidrofébicas de las semillas de las cuatro especies de amaranto estudiadas.
Dentro de estas diferencias existen proteinas relacionadas con mecanica y
estructura celular, lo que puede sugerir que cada especie responde y se comporta
de forma especifica a procesos dinAmicos como como la germinacién o transporte
intra e intercelular. La identificacion de HSP’'s, proteinas de resistencia a estrés
oxidante y proteinas LEA, acumuladas mayoritariamente en semillas de las
especies silvestres, indica que A. hybridus y A. powelli estdn mejor
acondicionadas para desarrollarse en ambientes adversos expuestas a diversos
tipos de estrés abiotico, debido a que se ven en la necesidad de sobrevivir y
perpetuarse en la naturaleza. Cada una de las especies de amaranto estudiadas
presentd isoformas distintas de GBSS’s, esto sugiere que la calidad del almidon
puede variar entre especies, lo cual ademas es soportado por las distintas
estructuras observadas para los granulos de almidén, por lo que seria interesante
evaluar el desempefio de las GBSS’s de forma individual. Existe una gran
diversidad de proteinas de reserva entre las semillas de las cuatro especies de

amaranto, especialmente variaciones de globulinas 11S, ocasionado posiblemente
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por la presencia de mdltiples genes que codifican para esta proteina o a
modificaciones postraduccionales realizadas diferencialmente entre las especies,
lo que representa una fuente muy extensa de proteinas con caracteristicas
nutricionales, nutracéuticas y fisicoquimicas distintas para su incorporacién en
tecnologias de alimentos. El patrén electroforético de las glicoproteinas aisladas a
partir de la fraccion hidrofilica de las semillas de las cuatro especies de amaranto,
es practicamente el mismo, a pesar de la gran variabilidad observada en el patrén
electroforético de la fraccion hidrofilica integra. Esto indica que los mecanismos de
glicosilacién estan muy conservados entre especies silvestres y domesticadas, lo
cual invita a estudiar este proceso mas a detalle. Los resultados generados en
este trabajo evidencian que la diversidad del germoplasma del amaranto, no se
limita a variaciones a nivel de secuencia de DNA, sino también a nivel proteémico,
tanto en contenido como en perfiles de acumulacion de proteinas, lo que deja en
claro la riqueza contenida en las distintas especies de esta planta para la

bldsqueda y obtencién de proteinas con amplia aplicabilidad agrobiotecnoldgica.
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ANEXOS
Tabla Suplementaria S1. Analisis estadistico del contenido de proteina de las

semillas de las cuatro especies de amaranto determinado por el método de
Bradford

Tabla Suplementaria S2. Identificacion de proteinas en la fraccidon hidrofilica de
las semillas de A. hybridus, A. powellii, A. cruentus y A. hypochondriacus

Tabla Suplementaria S3. Identificacién de proteinas en la fraccion hidrofobica de
las semillas de A. hybridus, A. powellii, A. cruentus y A. hypochondriacus

Tabla Suplementaria S4. Identificacion de glicoproteinas en las fracciones
hidrofilica e hidrofébica de las semillas de A. hybridus, A. powellii, A. cruentus y A.
hypochondriacus

Figura Suplementaria S1. Perfil 2DE de la fraccion hidrofilica de A. powellii en
rangos de pH 3-10 y 4-7.

Figura Suplementaria S2. Perfil 2DE de la fraccion hidrofilica de A. cruentus en
rangos de pH 3-10y 4-7.

Figura Suplementaria S3. Perfl 2DE de la fraccion hidrofilica de A.

hypochindriacus en rangos de pH 3-10y 4-7.
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Tabla Suplementaria S1. Anélisis estadistico del contenido de proteina de las
semillas de las cuatro especies de amaranto determinado por el método de
Bradford

Fraccién hidrofilica

Diferencia Diferencia
Comparacion t P
de Medias significativa
A. hybridus vs. A. powellii 0.733 0.847 0.421 No
A. hybridus vs. A. cruentus 3 3.467 0.017 Si
A. hybridus vs. A. hypochondriacus 6.467 7.473 <0.001 Si
A. powellii vs. A. cruentus 3.733 4.314 0.01 Si
A. powellii vs. A. hypochondriacus 7.2 8.32 <0.001 Si
A. cruentus vs. A. hypochondriacus 3.467 4.006 0.012 Si

Fraccién hidrofébica

Diferencia Diferencia
Comparacién t P
de Medias significativa
A. hybridus vs. A. powellii 22.467 9.033 <0.001 Si
A. hybridus vs. A. cruentus 16.933 6.808 <0.001 Si
A. hybridus vs. A. hypochondriacus 4.667 1.876 0.097 No
A. powellii vs. A. cruentus 39.4 15.84 <0.001 Si
A. powellii vs. A. hypochondriacus 27.133 10.909 <0.001 Si
A. cruentus vs. A. hypochondriacus 12.267 4.932 0.002 Si

Proteina total

Diferencia Diferencia
Comparacién t P
de Medias significativa
A. hybridus vs. A. powellii 21.733 6.711 <0.001 Si
A. hybridus vs. A. cruentus 13.933 4.303 0.005 Si
A. hybridus vs. A. hypochondriacus 1.8 0.556 0.594 No
A. powellii vs. A. cruentus 35.667 11.014 <0.001 Si
A. powellii vs. A. hypochondriacus 19.933 6.155 0.001 Si
A. cruentus vs. A. hypochondriacus 15.733 4.858 0.004 Si
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Tabla Suplementaria S2. Identificacion de proteinas en la fraccidon hidrofilica de las semillas de A. hybridus, A. powellii, A. cruentus y A.

hypochondriacus

No
Banda®

Proteina Identificada

Organismo

NUmero de
acceso 2

Masa
(kDag
EXp.

Masa
(kDa)
Tedrica®

Score®

NP/%C °©

Secuencias de péptidos

1
A. hyb

Clathrin, heavy chain

Catalase

Arabidopsis thaliana

Beta vulgaris

0i[30681617

0i[731361773

193.3

194.4

57.2

186

65

5/3%

3/8%

R.GNLPGAENLVVQR.F
R.FQELFAQTK.Y
R.QLIDQVVSTALPESK.S
R.EGLVSDAIESFIR.A
K.VDSELIYAYAK.|
R.GSPETLRDPR.G
R.EGNFDIVGNNFPVFFTR.D
R.LGINYLQLPVNAPK.C

A. pow

Chaperone protein ClpB1-
like isoform X1

Citrus sinensis

0i[568847666

135.2

1014

196

6/10%

R.LIALDMGALVAGAK.Y
R.ALVVAAQLSAR.Y
R.VQLDSQPEEIDNLER.K
R.AGLGRPQQPTGSFLFLGPTGVGK.T
K.ALAEQLFDDENLLVR.I
R.LDEIVVFDPLSHEQLR.K

A. hyb

Pollen allergen MetE, partial

5-methyltetrahydropteroyl
triglutamate--homocysteine
methyltransferase

Amaranthus
retroflexus

Eucalyptus grandis

0i[309756515

gi|702246375

73.7

84.0

85.1

280

193

5/8%

4/6%

K.SFSLLSLLPK.I
K.GVTGFGFDLVR.G
K.FALESFWDGK.S
K.AGINVIQIDEAALR.E
K.AAGASWIQLDEPLLVR.D
K.FALESFWDGK.S
K.GVTGFGFDLVR.G

K.GMLTGPVTILNWSFVR.N + Oxidation (M)

K.AGINVIQIDEAALR.E

A. hyb

Agglutinin

Phosphoglucomutase 2

LEA protein group 3
Heat shock 70 protein

Amaranthus
hypochondriacus

Arabidopsis thaliana

Brassica napus
Spinacia oleracea

0i[4929263

0i|15223226

0i[213053669
0i[2654210

65.9

35.2

63.3

43.5
72.6

175

44

41

3/12%

2/3%

1/2%
2/3%

R.ETNEAAALFR.S
K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
K.FFEVPTGWK.F
K.LVTVEDIVR.Q
K.AGEYKDYTVEK.A
K.EIEDAVSDLR.S
K.AVVTVPAYFNDAQR.Q

A. pow

Agglutinin

Heat shock 70 protein

V-type proton ATPase
catalytic subunit A

Amaranthus
hypochondriacus

Spinacia oleracea

Setaria italica

0i[4929263

0i[2654210

0i[514709242

66.8

35.2

72.6

68.6

122

115

111

3/12%

3/5%

3/6%

R.ETNEAAALFR.S
K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
K.EIEDAVSDLR.S

K. AVVTVPAYFNDAQR.Q

K.MLGEFELQGIPPAPR.G + Oxidation (M)

R.VGHDNLIGEIIR.L
K.IAADTPLLTGQR.V

R.TTLVANTSNMPVAAR.E + Oxidation (M)

A. hyb

Granule-bound starch
synthase |

Amaranthus cruentus

0i[260268387

63.5

50

67.6

376

9/20%

K.TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
K.AGADYEDNQLR.F



R.VVTVSPYYAQELISGVER.G
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L
K.GSDILAEAIPR.F
K.ENVQIVVLGTGK.E
K.QIEQLEILYPEK.A
R.YGTVPVVASTGGLVDTVK.E

A. pow

Granule-bound starch
synthase |

Phosphoglucomutase

Amaranthus cruentus

Arabidopsis thaliana

0i[260268387

0i[2829893

63.1

67.6

63.2

193

79

4/8%

1/12%

K. TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
R.IFVDHPLFLAR.V
K.EALQAEVGLPVDR.N
K.EGYTGFHMGR.F + Oxidation (M)
R.LSGTGSEGATIR.L

6
A.hyb

Granule-bound starch
synthase |

Chaperonin CPN60-2

Amaranthus cruentus

Beta vulgaris

0i[260268387

0i|731372887

60.8

67.5

61.3

130

99

3/6%

4/8%

K. TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
K.ENVQIVVLGTGK.E
K.QIEQLEILYPEK.A
K.GIEELADAVK.V
K.TLFNELEVVEGMK.L + Oxidation (M)
K.IGGASEAEVGEK.K
R.GYISPYFITNQK.T

A. cru

ATP synthase subunit alpha

Catalase

Glutathione reductase
precursor, partial

Phaseolus vulgaris

Beta vulgaris

Spinacia oleracea

0il114411

0i|731361773

0i[529375

56.7

55.6

57.2

53.0

223

104

42

5/11%

4/8%

1/3%

RAAELTTLLESR.M
R.VVSVGDGIAR.V
R.VVDALGVPIDGR.G
R.EAFPGDVFYLHSR.L
K.QPQYAPLPIEK.Q
K.NLLEEEAIR.
R.TFAYADTHR.Y
R.LGINYLQLPVNAPK
R.DEEIDYFPSR.F
R.TSVPSIWAIGDVTNR.M

A. hyb

Enolase

Adenosylhomocysteinase

Beta vulgaris

Phalaenopsis sp

0i[731345370

0i|1710841

50.9

48.3

53.8

198

83

3/11%

2/4%

R.GNPTVEADVHLDDGTYAR.A
K. AVQNVNEIGPALVGK.D
K.VNQIGSVTESIEAVK.M
K.VKDLSQADFGR.L
R.LVGVSEETTTGVK.R

A. pow

Enolase

Adenosylhomocysteinase

Spinacia oleracea

Phalaenopsis sp

0i|8919731

0i|1710841

51.4

48.4

53.8

248

50

4/13%

2/3%

R.AGWGVMASHR.S + Oxidation (M
R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
K.AVQNVNEIIGPALVGK.D
K.VQIVGDDLLVTNPK.R
R.TEFGPSQPFK.G
R.HSLPDGLMR.A + Oxidation (M)

A. cru

Enolase

Solanum lycopersicum

0i[1161573

50.9

35.3

114

2/10%

K.VQIVGDDLLVTNPK.R
K.LVLPVPAFNVINGGSHAGNK.L

A. hyb

Elongation factor 1-alpha

Malus domestica

0i]9802384

49.8

168

4/14%

R.VETGIVKPGMVVTFGPTGLTTEVK.S +
Oxidation (M)
K.MLPTKPMVVETFSEYPPLGR.F + 2
Oxidation (M)
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K.IGGIGTVPVGR.V
R.STNLDWYK.G

A. pow

Translation elongation factor
1A-9

Gossypium hirsutum

gil74486744

49.3

49.7

67

2/6%

K.IGGIGTVPVGR.V
K.MVPTKPMLVETFSEYPPLGR.F + 2
Oxidation (M)

A.cru

Elongation factor 1-alpha

Panax notoginseng

0i|721685073

49.4

49.7

183

3/12%

R.EHALLAFTLGVK.Q
R.VETGTLKPGMVVTFGPTGLTTEVK.S +
Oxidation (M)
K.MIPTKPMVVETFSEYPPLGR.F + 2
Oxidation (M)

A. hyp

Elongation factor 1-alpha

Saccharum
officinarum

0i[9802384

49.3

49.6

159

3/12%

R.EHALLAFTLGVK.Q
R.VETGVLKPGMVVTFGPTGLTTEVK.S +
Oxidation (M)
K.MIPTKPMVVETFSEYPPLGR.F + 2
Oxidation (M)

10
A. hyb

Malate dehydrogenase

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

Medicago sativa

Medicago truncatula

0i[11133373

0i|357477179

39.8

35.6

36.8

237

216

3/14%

4/15%

R.VLVTGAAGQIGYALVPMIAR.G +
Oxidation (M)

K.MELVDAAFPLLK.G
K.VLVVANPANTNALILK.E
K.YDSVHGQWK.N
R.FGIVEGLMTTVHSITATQK.T + Oxidation
(M)

R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.AGIALNDNFVK.L

10
A. pow

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase
Malate dehydrogenase

Manihot irwinii

Mesembryanthemum
crystallinum

0i[262316938

0i|12229778

39.8

13.3

35.9

310

149

2/26%

4/17%

R.FGIVEGLMTTVHSITATQK.T
R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.EFAPSIPEK.N
K.MELVDAAFPLLK.G
K.MELVDAAFPLLK.G + Oxidation (M)
K.VLVVANPANTNALILK.E
R.VLVTGAAGQIGYALVPMIAR.G +
Oxidation (M)

10
A.cru

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase
Malate dehydrogenase

Manihot irwinii

Medicago sativa

0i[262316938

0i|11133373

39.8

13.3

35.9

172

81

2/26%

3/14%

R.FGIVEGLMTTDHSITATQK.T
R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.MELVDAAFPLLK.G
K.VLVVANPANTNALILK.E
R.VLVTGAAGQIGYALVPMIAR.G +
Oxidation (M)

10

A. hyp

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Malate dehydrogenase

Cicer arietinum

Gossypium hirsutum

0i|502135422

0i[211906490

39.8

52

37.1

35.9

261

208

6/22%

4/18%

K.YDTVHGQWK.H
R.FGIVEGLMTTVHSITATQK.T
R.AASFNIIPSSTGAAK.A
R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.AAIKEESEGK.L
K.AGIALNDNFVK.V
K.MELVDAAFPLLK.G + Oxidation (M)
K.SQASALEQHAAPNCK.V
K.VLVVANPANTNALILK.E



R.VLVTGAAGQIGYALVPMIAR.G +
Oxidation (M)

11 Glyceraldehyde-3- Panax ginseng gi|34099812 38.0 31.9 231 4/19% K.YDTVHGQWK.H
A. hyb phosphate dehydrogenase R.AASFNIIPSSTGAAK.A
R.VPTVDVSVVDLTVR.L
R.FGIVEGLMTTVHSITATQK.T + Oxidation
M)
11 Glyceraldehyde 3-phosphate Antirrhinum majus gi|120666 38.4 36.8 183 3/13% K.AGIALNDNFVK.L
A. pow dehydrogenase R.VPTVDVSVVDLTVR.L
R.FGIVEGLMTTVHSITATQK.T + Oxidation
(M)
Malate dehydrogenase Medicago sativa 0i|11133373 35.9 123 3/14% K.MELVDAAFPLLK.G + Oxidation (M)
K.VLVVANPANTNALILK.E
R.VLVTGAAGQIGYALVPMIAR.G +
Oxidation (M)
11 Glyceraldehyde-3- Antirrhinum majus 0i|120666 38.4 36.8 142 2/9% R.VPTVDVSVVDLTVR.L
A.cru phosphate dehydrogenase R.FGIVEGLMTTVHSITATQK.T + Oxidation
(M)
Malate dehydrogenase Medicago sativa 0i|11133373 35.9 63 2/10% K.VLVVANPANTNALILK.E
R.VLVTGAAGQIGYALVPMIAR.G +
Oxidation (M)
12 Agglutinin Amaranthus 0i|4929263 33.7 35.2 164 4/16% R.ETNEAAALFR.S
A. hyb hypochondriacus K.DVFHVIDWK.S
K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.SDVHDFNVISLLNMQK.T + Oxidation (M)
Chain A, Structure Of Amaranthus gi|371927419 52.9 71 2/6% R.VQEGLHVIKPPSR.A
Amaranth 11s Proglobulin hypochondriacus R.FYLAGKPQQEHSGEHQFSR.E
Seed Storage Protein
13 Agglutinin Amaranthus gi|4929263 32.0 35.2 214 4/15% R.ETNEAAALFR.S
A.hyb hypochondriacus K.DVFHVIDWK.S
K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
14 Agglutinin Amaranthus 0i|4929263 31.1 35.2 144 4/17% K.DVFHVIDWK.S
A.cru hypochondriacus K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
R.SDVHDFNVISLLNMQK.T + Oxidation (M)
14-3-3 protein homologue Solanum lycopersicum gi|1168191 294 132 2/10% K.DSTLIMQLLR.D
K.SAQDIALAELAPTHPIR.L
Globulin-like protein| Daucus carota 0i|1276946 53.9 97 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
15 60S ribosomal protein L6-1 Vitis vinifera 0i|225441385 30.2 25.9 85 4/16% K.QLSSGLLLITGPFK.I
A. pow R.RVNQAYVIATSTK.
R.VNQAYVIATSTK.V
K.SGMKPHELVF.- + Oxidation (M)
Globulin-like protein Daucus carota gi|1276946 53.9 60 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
16 Globulin-like protein Daucus carota 0i|1276946 30.4 53.9 97 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
A. hyb
17 Amarandin-1, partial Amaranthus viridis gi|2735656 27.7 28.1 151 2/5% K.LALMVIQTIAEAAR.F
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A. hyb

K.KLALMVIQTIAEAAR.F

Globulin-like protein Daucus carota gi|1276946 53.9 101 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
17 Amarandin-1, partial Amaranthus viridis gi|2735656 27.4 28.1 137 3/10% R.ASVGLGAKPLNK.F
A. cru K.LALMVIQTIAEAAR.F
K.KLALMVIQTIAEAAR.F + Oxidation (M)
Globulin-like protein Daucus carota gi|1276946 53.9 100 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
18 11S globulin Amaranthus 0i|558149 20.1 57.0 190 3/8% R.LTTVNSFNLPILR.H
A.cru hypochondriacus R.GQLVVVPQNFAIVK.Q
R.SLPIDVVSNIYQISR.E
19 Small heat shock protein Musa acuminata 0i|376341420 15.1 17.9 93 1/9% K.ASMEDGVLTVTVPK.Q
A. cru
21 Late embryogenesis- Glycine max gi|1762955 11.2 11.5 58 1/11% K.SLEAQQHLAEGR.S
A. hyb abundant protein
11S globulin Amaranthus gi|122726601 55.4 55 1/1% R.LTALEPTNR.I
hypochondriacus
22 11S globulin Amaranthus 0i|122726601 55.4 64 1/1% R.LTALEPTNR.I
A. hyp hypochondriacus
Thioredoxin Capsicum annuum 0i|40287476 13.9 43 1/8% R.FIAPILADIAK.K
24 Late embryogenesis- Glycine max gi|1762955 10.0 11.5 77 2/23% R.QGETVVPGGTGGK.S
A. pow abundant protein K.SLEAQQHLAEGR.S
11S globulin Amaranthus 0i|122726601 55.4 45 1/1% R.LTALEPTNR.I
hypochondriacus
24 Late embryogenesis- Glycine max gi|1762955 11.5 41 1/11% K.SLEAQQHLAEGR.S
A. cru abundant protein
25 Histone H4 Arabidopsis thaliana gi|166740 9.7 11.4 98 3/31% R.DAVTYTEHAR.R
A.hyp R.ISGLIYEETR.G
R.DNIQGITKPAIR.R
Nucleoside diphosphate Spinacia oleracea gi|218275 16.3 82 3/17% R.GDFAIDIGR.N
kinase | K.LIGATNPLASEPGTIR.G
R.KLIGATNPLASEPGTIR.G
Late embryogenesis- Glycine max gi|1762955 11.5 36 2/23% R.QGETVVPGGTGGK.S
abundant protein K.SLEAQQHLAEGR.S
27 Late embryogenesis- Glycine max gi|1762955 7.7 11.5 81 1/11% K.SLEAQQHLAEGR.S
A.pow abundant protein
Glutaredoxin type 1 Fritillaria agrestis 0i|2708324 11.3 36 1/9% R.TVPNVFIGGK.H

' Numero de banda correspondiente al indicado en la Figura 4 y especie de amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii; A. cru,
A. cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.” Numero de acceso de acuerdo a NCBI. * Peso molecular experimental. * Peso molecular teérico. > MASCOT
score, iones individuales con valores de score > 35 son estadisticamente significativos (p<0.05). ® Numero de péptidos/Porcentaje de cobertura de la
secuencia.
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Tabla Suplementaria S3. Identificacion de proteinas en la fraccién hidrofébica de las semillas de A. hybridus, A. powellii, A. cruentus y A.
hypochondriacus

No

Banda'

Proteina Identificada

NUmero de
acceso 2

Secuencias de péptidos

29
A. hyb

Granule-bound starch
synthase |

Alpha-glucan phosphorylase

Amaranthus cruentus

Spinacia oleracea

0i[260268387

0i|1514639

K. TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
K.AGADYEDNQLR.F
R.FALADYPR.L
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L

K.GSDILAEAIPR.F
R.DAALGNGGLGR.L
K.DGQEEVAENWLEIANPWELVR.N
R.TVAYTNHTVLPEALEK.W
K.AFATYVQAK.R

30
A. hyb

Granule-bound starch
synthase |

Amaranthus cruentus

0i[260268387

K.TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
R.VMTVSPR.Y + Oxidation (M)
R.DGWDTSVTVEFQVGNR.T
R.IFVDHPLFLAR.V
K.AGADYEDNQLR.F
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L
K.ENVQIVVLGTGK.E
K.QIEQLEILYPEK.A
K.FNSPLAHMIVAGADFMLIPSR.F
R.ALTTYNSPAMR.E

30
A. pow

Granule-bound starch
synthase |

Amaranthus cruentus

0i[260268387

K.ERFHAPFIR.S
R.SGMNVVFVGAEVAPWSK.T
K.TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
R.DGWDTSVTVEFQVGNR.T
R.IFVDHPLFLAR.V
K.AGADYEDNQLR.F
R.FSLLCQAALEAPR.V
R.VVTVSPYYAQELISGVER.G
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L
K.GSDILAEAIPR.F
K.ENVQIVVLGTGK.E
K.QIEQLEILYPEK.A
K.FNSPLAHMIVAGADFMLIPSR.F

31
A. hyb

Granule-bound starch
synthase |

Amaranthus cruentus

0i[260268387

K. TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
R.IFVDHPLFLAR.V
K.AGADYEDNQLR.F
R.FSLLCQAALEAPR.V
R.LHLPEELRPVFEFMDGYDRPIK.G +
Oxidation (M)
R.VVTVSPYYAQELISGVER.G




R.GVELDDVVR.Q
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L
K.GSDILAEAIPR.F
K.ENVQIVVLGTGK.E
K.QIEQLEILYPEK.A
R.ALTTYNSPAMR.E

31
A. pow

Granule-bound starch
synthase |

Amaranthus cruentus

0i[260268387

53.6

67.6

599

11/26%

R.SGMNVVFVGAEVAPWSK.T + Oxidation
M)

K.TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
R.DGWDTSVTVEFQVGNR.T
R.LHLPEELRPVFEFMDGYDRPIK.G
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L

K.GSDILAEAIPR.F
K.ENVQIVVLGTGK.E
K.FNSPLAHMIVAGADFMLIPSR.F
K.EGYTGFHMGR.F + Oxidation (M)
R.ALTTYNSPAMR.E

32
A. pow

Vitronectin-like adhesion
protein

Elongation factor

Agglutinin

Granule-bound starch
synthase

Nicotiana tabacum

Saccharum
officinarum

Amaranthus
hypochondriacus
Cucurbita moschata

0i|439577

0i|9802384

0i|4929263

0i[343410565

52.0

49.6

49.7

35.2

68.5

176

176

140

86

4/14%

4/14%

2/7%

3/6%

K.STTTGHLIYK.L

R.EHALLAFTLGVK.Q
K.MIPTKPMVVETFSEYPPLGR.F + 2
Oxidation (M)
R.VETGVLKPGMVVTFGPTGLTTEVK.S +
Oxidation (M)

K.STTTGHLIYK.L

R.EHALLAFTLGVK.Q
K.MIPTKPMVVETFSEYPPLGR.F + 2
Oxidation (M)
R.VETGVLKPGMVVTFGPTGLTTEVK.S +
Oxidation (M)

R.ETNEAAALFR.S
K.ILDPLAQFEVEPSK.T

R.NIPLIGFIGR.L

K.EALQAEVGLPVDR.N
K.TGGLGDVLGGLPPALAAR.G

34
A. hyb

Agglutinin

Amaranthus
hypochondriacus

0i[4929263

43.0

35.2

73

2[7%

K.DVFHVIDWK.S
K.ILDPLAQFEVEPSK.T

A. hyb

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

Oryza sativa

0i(968996

40.6

36.6

105

3/11%

K.AGIALNDNFVK.L
R.AASFNIIPSSTGAAK.A
R.VPTVDVSVVDLTVR.L

35
A.cru

Malate dehydrogenase

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

Zea mays

Oryza sativa

0i|195626292

0i|968996

394

41.4

36.6

58

41

1/3%

2/7%

K.GVDVVVIPAGVPR.K

R.AASFNIIPSSTGAAK.A
K.AGIALNDNFVK.L

37
A. hyb

Agglutinin

Amaranthus
hypochondriacus

0i[4929263

34.3

35.2

194

6/27%

R.ETNEAAALFR.S
K.DVFHVIDWK.S

56



K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
R.SDVHDFNVISLLNMQK.T + Oxidation (M)
R.WSPNHYWITASANEPDENK.S

37 Agglutinin Amaranthus 0i[4929263 343 35.2 170 4/19% R.ETNEAAALFR.S
A. hyp hypochondriacus K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
R.WSPNHYWITASANEPDENK.S
11S globulin Amaranthus gi|558149 55.4 138 3/8% R.LTALEPTNRL.I
hypochondriacus R.IQAEAGLTEVWDSNEQEFR.C
R.LLAESFGVSEEIAQK.L
38 11S globulin Amaranthus gi|558149 32.0 55.4 145 3/8% R.LTALEPTNRL.I
A. hyb hypochondriacus R.LLAESFGVSEEIAQK.L
R.IQAEAGLTEVWDSNEQEFR.C
Agglutinin Amaranthus gi|4929263 35.2 83 1/4% K.ILDPLAQFEVEPSK.T
hypochondriacus
38 11S globulin Amaranthus gi|558149 32.0 55.4 202 3/8% R.LTALEPTNRL.I
A. hyp hypochondriacus R.LLAESFGVSEEIAQK.L
R.IQAEAGLTEVWDSNEQEFR.C
Agglutinin Amaranthus gi|4929263 35.2 78 1/4% K.ILDPLAQFEVEPSK.T
hypochondriacus
Putative glucose and ribitol Arabidopsis thaliana gi|6729036 31.2 46 1/4% K.VALVTGGDSGIGK.A
dehydrogenase homolog
39 Globulin-like protein Daucus carota 0i|1276946 29.6 53.9 101 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
A.cru
11S globulin Amaranthus gi|558149 55.4 83 3/7% R.LTALEPTNR.I
hypochondriacus R.LTTVNSFNLPILR.H
R.LLAESFGVSEEIAQK.L
40 Amarandin-1, partial Amaranthus viridis gi|2735656 28.6 28.1 142 2/9% R.FTYIEGEIVSK.F
A.cru K.LALMVIQTIAEAAR.F
Globulin-like protein Daucus carota gi|1276946 53.9 91 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
41 11S globulin Amaranthus gi|558149 21.6 55.4 109 1/2% K.TSENAMFQSLAGR.T + Oxidation (M)
A. hyb hypochondriacus
42 11S globulin Amaranthus gi|558149 20.9 55.4 391 7118% K.FNRPETTLFR.S
A. hyb hypochondriacus R.LTTVNSFNLPILR.H
R.GQLVVVPQNFAIVK.Q
K.QAFEDGFEWVSFK.T
R.SLPIDVVSNIYQISR.E
R.LAVNVDDPSKADVYTPEAGR.L
R.SLPIDVVSNIYQISREEAFGLK.F
42 11S globulin Amaranthus gi|558149 20.9 55.4 114 3/7% K.FNRPETTLFR.S
A. pow hypochondriacus K. TSENAMFQSLAGR.T
R.GOLVVVPQNFAIVK.Q
42 11S globulin Amaranthus gi|558149 20.6 55.4 300 5/13% R.SSGQGEYR.R
A. cru hypochondriacus K.FNRPETTLFR.S
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R.LAVNVDDPSKADVYTPEAGR.L

42 11S globulin Amaranthus gi|558149 21.4 55.4 215 4/10%  K.FNRPETTLFR.S
A. hyp hypochondriacus K.TSENAMFQSLAGR.T
K. TSENAMFQSLAGR.T + Oxidation (M)
R.GQLVVVPQNFAIVK.Q
R.SLPIDVVSNIYQISR.E

43 11S globulin Amaranthus gi|558149 19.1 55.4 90 2/5% R.LTTVNSFNLPILR.H
A. hyb hypochondriacus R.GOQLVVVPQNFAIVK.Q
44 11S globulin Amaranthus 0i|558149 171 55.4 70 2/5% K. TSENAMFQSLAGR.T + Oxidation (M)
A. cru hypochondriacus R.LTTVNSFNLPILR.H
45 11S globulin Amaranthus gi|558149 145 55.4 83 3/7% R.LTALEPTNR.I
A. pow hypochondriacus R.VQEGLHVIKPPSR.A
R.LLAESFGVSEEIAQK.L
49 Agglutinin Amaranthus gi|4929263 8.4 35.2 206 5/21% R.ETNEAAALFR.S
A. hyp hypochondriacus K.DVFHVIDWK.S

K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
R.SDVHDFENVISLLNMQK.T + Oxidation (M)

" Numero de banda correspondiente al indicado en la Figura 4 y especie de amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii; A. cru,
A. cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.? Numero de acceso de acuerdo a NCBI. * Peso molecular experimental. * Peso molecular teérico. > MASCOT
score, iones individuales con valores de score > 35 son estadisticamente significativos (p<0.05). ® NGmero de péptidos/Porcentaje de cobertura de la
secuencia.
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Tabla Suplementaria S4. Identificacion de glicoproteinas en las fracciones hidrofilica e hidrofébica de las semillas de A. hybridus, A. powellii,

A. cruentus y A. hypochondriacus

No Proteina Identificada Organismo Ndmero de Masa Masa Score®  NP/%C° Secuencias de péptidos
Banda® acceso ? (kDa) (kDa)
EXp. Teérica®
1 Heat shock protein 90 Catharanthus roseus 0i|348696 117.2 93.6 56 3/4% K.LGIIEDAANR.N
K.LTSLDQYISR.M
K.GLVDSDTLPLNVSR.E
2 HSP70 Triticum aestivum 0i|2827002 97.0 71.4 321 7/111% R.VEIIANDQGNR.T
R.FSDPSVQSDMK.L + Oxidation (M)
K.NALENYAYNMR.N + Oxidation (M)
K.VQQLLQDFFNGK.E
R.TTPSYVAFTDTER.L
R.IINEPTAAAIAYGLDK.K
R.IINEPTAAAIAYGLDKK.A
Putative Luminal binding Oryza sativa 0i|46391140 74.4 241 4/5% K.FDLTGIAPAPR.G
protein R.VEIIANDQGNR.I
R.IINEPTAAAIAYGIDK.K
R.IINEPTAAAIAYGIDKK.G
3 Pyruvate decarboxylase Fragaria x ananassa 0i|10121330 86.2 66.1 72 2/3% R.EPVPFSLSPK.L
R.VSAANSRPPNPQ.-
4 Pyruvate decarboxylase Fragaria x ananassa 0i|10121330 73.5 66.1 62 2/3% R.EPVPFSLSPK.L
R.VSAANSRPPNPQ.-
5 Protein disulfide-isomerase Beta vulgaris 0i|731312437 67.4 56.6 206 5/8% K.FIEESSVPTLTLFSK.D
K.FFNSPNAK.A
K.SKYEQVAAEYK.S
K.YEQVAAEYK.S
K.GYPTLYFR.S
7 Agglutinin Amaranthus 0i|4929263 35.3 35.2 109 2/7% R.ETNEAAALFR.S
hypochondriacus K.ILDPLAQFEVEPSK.T
Globulin-like protein Daucus carota gi|1276946 53.9 82 1/2% K.VNEGDVFWIPR.Y
8 PreproMP27-MP32 Cucurbita cv. 0i|691752 29.6 57.2 67 2/5% R.YFPFCQIASR.
Kurokawa Amakuri R.ILDRPMHIGFITMEPK.S + 2 Oxidation (M)
9 PreproMP27-MP32 Cucurbita cv. gi|691752 26.2 57.2 52 1/2% R.YFPFCQIASR.T
Kurokawa Amakuri
10 11S globulin Amaranthus gi|558149 21.81 55.4 353 5/11% R.LAVNVDDPSK.A
hypochondriacus K.ADVYTPEAGR.L
K.FNRPETTLFR.S
K. TSENAMFQSLAGR.T
R.LTTVNSFNLPILR.H
11 Granule-bound starch Amaranthus cruentus 0i|260268387 63.5 67.6 424 12/27%  K.LTLANNALK.S
A. hyb synthase | R.SGMNVVFVGAEVAPWSK.T + Oxidation

M)
K.TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
R.IFVDHPLFLAR.V
R.FSLLCQAALEAPR.V
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R.VVTVSPYYAQELISGVER.G
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L
K.FNSPLAHMIVAGADFMLIPSR.F + 2
Oxidation (M)
R.YGTVPVVASTGGLVDTVK.E
K.EGYTGFHMGR.F + Oxidation (M)
R.ALTTYNSPAMR.E

11
A. pow

Granule-bound starch
synthase |

Amaranthus cruentus

0i[260268387

66.1

67.6

464

10/19%

K. TGGLGDVLGGLPPALAAR.G
R.IFVDHPLFLAR.V
K.AGADYEDNQLR.F
R.FSLLCQAALEAPR.V
K.AGILQSDR.V
K.EALQAEVGLPVDR.N
R.NIPLIGFIGR.L
K.GSDILAEAIPR.F
K.EGYTGFHMGR.F + Oxidation (M)
R.ALTTYNSPAMR.E

12
A. hyb

Granule-bound starch
synthase |

Amaranthus cruentus

0i[260268387

51.3

67.6

77

2/3%

K.ENVQIVVLGTGK.E
R.ALTTYNSPAMR.E + Oxidation (M)

A. hyb

Agglutinin

Amaranthus
hypochondriacus

0i[4929263

34.8

35.2

164

5/21%

K. TYDGLVHIK.S
R.ETNEAAALFR.S
K.ILDPLAQFEVEPSK.T
R.LSTDNWILVDGNDPR.E
R.YQSDNIQQYGLLQFSADK.|

14
A. hyb

11S globulin

Amaranthus
hypochondriacus

0i|558149

23.3

55.4

337

5/13%

KADVYTPEAGR.L

K. TSENAMFQSLAGR.T

K. TSENAMFQSLAGR.T + Oxidation (M)
R.LTTVNSFNLPILR.H
R.GQLVVVPQNFAIVK.Q
R.SLPIDVVSNIYQISR.E

15
A. hyb

11S globulin

Amaranthus
hypochondriacus

0i|558149

21.6

55.4

247

7117%

R.LTALEPTNR.I

K.FNRPETTLFR.S
K.TSENAMFQSLAGR.T + Oxidation (M)
R.LTTVNSFNLPILR.H
R.GQLVVVPQNFAIVK.Q
K.QAFEDGFEWVSFK.T
R.SLPIDVVSNIYQISR.E

" Numero de banda correspondiente al indicado en las figuras 5B y 6B y especie de amaranto correspondiente; A. hyb, A. hybridus; A. pow, A. powellii;
A. cru, A. cruentus; A. hyp, A. hypochondriacus.2 Numero de acceso de acuerdo a NCBI. * Peso molecular experimental. * Peso molecular tedrico. °
MASCOT score, iones individuales con valores de score > 35 son estadisticamente significativos (p<0.05). ® Numero de péptidos/Porcentaje de
cobertura de la secuencia.
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Figura Suplementaria S1. Perfil 2DE de la fraccion hidrofilica de A. powellii
en rangos de pH 3-10y 4-7.
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Figura Suplementaria S2. Perfil 2DE de la fraccion hidrofilica de A. cruentus
en rangos de pH 3-10y 4-7.
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Figura Suplementaria S3. Perfil 2DE de la fraccién hidrofilica de A.
hypochondriacus en rangos de pH 3-10 y 4-7.

63



