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RESUMEN

Las membranas de la capa de aleurona estan involucradas en la sintesis y secrecion de
hidrolasas inducidas por el acido giberélico (AG3). A la fecha no se han identificado las
proteinas membranales responsables de formar los complejos proteicos para que este
conjunto de respuestas moleculares se realicen con éxito.

Con la finalidad de conocer los cambios que el AG3 provocé en la composicion proteica de
las membranas y clasificar las proteinas involucradas es este cambio, en este trabajo se
optimizaron las condiciones de extraccion y de elaboracion de mapas proteicos de las
membranas de aleurona de semillas de cebada provenientes de dos cosechas, una reciente o
fresca (1998) y otra envejecida o almacenada (cosecha 1974). Ambos objetivos se lograron.
Los cambios de composicion proteica de las membranas como consecuencia de los
tratamientos se pueden agrupar en subproteomas. El subpreotoma constitutivo, proteinas no
modificadas por los tratamientos; subproteoma de nuevas proteinas, formado por un
conjunto de proteinas detectadas por efecto de los tratamientos; el subproteoma
desvanecido, formado por las proteinas que ya no fueron detectadas por efecto del
tratamiento. Este tltimo representé el mayor cambio del proteoma membranal.

En las membranas provenientes de aleuronas aisladas de semillas envejecidas, el
subproteoma constitutivo no estuvo presente y no se presentaron los otros dos
subproteomas, por lo tanto sugerimos que la aleurona envejecida no fue capaz de promover
la sintesis, reclutamiento o modificacion de las proteinas del nuevo subproteoma detectado

por efecto del tratamiento.



1. INTRODUCCION.

La cebada es un cereal que se produce en poca cantidad en México. Cuenta con una
superficie establecida de 370 mil hectireas de cebada maltera y una produccién de
alrededor de 770 mil toneladas al afio, esto es, una participacion del 0.3% a nivel mundial.
Tradicionalmente la produccién nacional de cebada maltera es suficiente para satisfacer la
demanda anual que tiene la industria cervecera por lo que la importacion de este cereal fue
de 32 % en el afio 2000 participa de manera complementaria.
(www.chapingo.mx/investigacion/pronisea).

La cebada en la industria cervecera se utiliza principalmente para la obtencion de la malta.
El proceso de malteo se puede definir como la germinacion parcial del grano bajo
condiciones controladas de temperatura y humedad seguido por un secado lento y
cuidadoso, esto con el objetivo de obtener y preservar la maxima actividad enzimatica
posible. Posteriormente, se realiza el proceso de maceracion donde, los almidones que
contiene la cebada se convierten en azicares fermentables para la levadura produciendo,
entre otros compuestos, alcohol (Aastrup,1989).

La cebada, a diferencia de la mayoria de los otros cereales posee una capa de aleurona
conformada por multiples estratos, su composicion y estructura es totalmente distinta a la
del resto del endospermo, sus células no contienen granulos de almidén, en cambio tienen
alto contenido de proteina (Serna, 1996).

La capa de aleurona juega un papel muy importante durante el malteo porque sintetiza las
enzimas indispensables para hidrolizar a los compuestos del endospermo. La mayoria de

estas enzimas son amiloliticas que migran paulatinamente de la periferia hacia el centro del



cariopside, ocasionando a su vez desdoblamiento gradual del almidén. Esta movilizacion de
reservas esta regulada por el 4cido giberélico (AG3) (Serna, 1996).

El AG; es una clase de hormona vegetal que produce diversos cambios en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. La quimica y metabolismo de estos compuestos han sido
estudiados por mucho tiempo por lo que se ha llegado a comprender las vias involucradas
en su biosintesis y catabolismo. Sin embargo, los mecanismos de accion por los que el AG;
desata una serie de eventos celulares en las plantas, es decir, la comprension de las vias de
percepcion-transduccion-respuesta aiin permanecen en sus primeras etapas (Sian, 2000).
Existe evidencia indicando que en la percepcion del AG; en las células de la capa de
aleurona, asi como en la biosintesis y secrecion de las enzimas inducidas por este
fitorregulador participan las membranas celulares, la plasmatica en la percepcion y las
endomembranas en la biosintesis y secrecion (Jones & Jacobsen,1990).

También se ha demostrado que las semillas almacenadas inadecuadamente producen una
menor cantidad de c-amilasa que las semillas frescas (Bernal, ef al., 1999). Una posibilidad
para explicar estos resultados es que en semillas almacenadas, las proteinas membranales
hayan sufrido cambios fisicoquimicos y esto haya alterado la respuesta de la aleurona al
AGs;.

Para demostrar si las proteinas membranales sufren cambios por causa de un
almacenamiento inadecuado, en este trabajo se propone usar como herramienta de analisis
la Protedmica y asi visualizar los cambios en el proteoma de la fraccion membranal,

producidos por el envejecimiento.



2. ANTECEDENTES

A nivel mundial, la cebada ocupa el quinto lugar en produccion dentro de los cultivos
basicos. Los principales paises productores son: Rusia, Canada, Alemania, Francia, Espafia,
Turquia y Estados Unidos, concentrando el 52% del volumen mundial, en tanto que la
produccion de México, tan sélo tiene una participacion del 0.3%. A nivel nacional, los
estados de Hidalgo y Tlaxcala ocupan el primer y segundo lugar en produccion, con el
25.5% y 16.2%, respectivamente, concentrando el 41.7% de la produccioén nacional. En
Tlaxcala los principales municipios productores de cebada son; Tlaxco, Calpulalpan, y
Hueyotlipan, produciendo el 66.23% de la entidad. La tecnologia de produccion
predominante es la de temporal, mecanizado, fertilizado y semilla mejorada (TMF), con un

rendimiento promedio de 2.5 ton/ha. (www.sagarpa.gob.mx).

La produccion y comercializacion de la cebada en nuestro pais juega un papel importante
entre las actividades agricolas, de las que dependen miles de familias del campo mexicano.
Se trata de una actividad estable y dindmica que en los afios recientes ha cobrado cada vez
mayor importancia por sus volimenes de produccién y por su relacion indirecta con el

mercado externo a través de la venta de cerveza. (www.procampo.gob.mx)

Sin embargo, hay que decir que la mayoria de los productores de cebada dependen de
forma significativa de los subsidios que reciben por la via del PROCAMPO. Las
condiciones de la produccion en la mayor parte de los casos estdn marcadas por su caracter
temporalero, es decir estan influidas seriamente por factores naturales que hacen un tanto

incierto el volumen y la calidad de las cosechas. (www.funcionpublica.gob.mx/scagp).



El uso de la cebada en México. se da principalmente por la industria cervecera para la
obtencion de la malta. El malteo comienza agregando agua al grano hasta que alcanza un
45% de humedad, durante 5 dias se permite su germinacion y el proceso de germinacion se
detiene mediante el secado y tostado lento y cuidadoso, esto con el objetivo de obtener y
preservar la maxima actividad enzimatica posible y producir el aroma tipico de la cerveza.

La malta como se mencioné anteriormente es la que provee las enzimas que convierten el
almidon del grano en aztcares fermentables para la levadura en el proceso de fermentacion

(Serna, 1996).

2.1 Morfologia y estructura del grano de cebada:
El grano o la cariépside se subdivide en tres partes fundamentales: pericarpio, endospermo
y germen (Serna, 1996).
Pericarpio: El pericarpio encierra a la semilla y estd compuesto de varias capas de células.
Basicamente, ésta estructura se divide en epicarpio, mesocarpio y endocarpio. Su funcién
primordial es evitar que la humedad conducida por las células tubulares se pierda, se puede
decir que actiian como un sello o empaque. Estas células tienen una funcién importante
pues sirven de medio de conduccion y distribucion del agua que se absorbe a través del
germen durante el proceso de germinacion.
Las funciones primordiales del pericarpio son proteger el grano contra agentes bidticos
externos, impedir la pérdida de humedad y conducir y distribuir el agua y otros
nutrientementos durante la germinacién (Serna, 1996).
Endospermo: el endospermo se subdivide en las siguientes partes:

a) La aleurona, en cebada tiene de dos a cuatro estratos, la composicion y estructura

de la capa de aleurona es totalmente distinta al resto del endospermo: las células no



b)

c)

d)

contienen granulos de almidoén, en cambio tienen un alto contenido de proteina
concentrada en granulos de aleurona, aceite contenido en los esferosomas y
minerales como el 4cido fitico que se halla en los granulos de aleurona y cuerpos
fiticos. Las paredes de estas células son gruesas con alto contenido de fibra.
Endospermo periférico se caracteriza por su alto contenido proteico y por contener
unidades de almidon pequefas, angulares y compactadas.

Endospermo vitreo: las células maduras del endospermo maduro contienen
basicamente cuatro estructuras: paredes celulares, granulos de almidén. y cuerpos
proteicos. Las paredes celulares son delgadas y encierran a los demas componentes.
En ellas hay un alto contenido de fibra insoluble y soluble. Los granulos de almidon
ocupan la mayoria del espacio celular y estdn rodeados y separados por la matriz
proteica que sirve como pegamento para mantener la estructura interna de la célula.
Los cuerpos proteicos son redondos y muy pequefios si se comparan con las
unidades de almidén. Estan dispersos en el espacio celular y en su mayoria
incrustado en la membrana de los granulos de almidon. En las células del
endospermo vitreo no existen espacios de aire y los granulos de almidén estan bien
recubiertos por la matriz proteica, por lo que adquieren formas angulares
(poligonales). Esta estructura tiene una apariencia vitrea o traslicida debido a que la
luz no es difractada cuando pasa a través del endospermo.

Endospermo almidonoso: El endospermo almidonoso se encuentra encerrado por el
vitreo. Es decir, se encuentra en la parte mas céntrica del grano. Contiene las
mismas estructuras del endospermo vitreo pero las unidades de almidon son de
mayor tamafio y menos angulares las paredes celulares en general son mas delgadas

que las del endospermo vitreo (Serna, 1996).



Germen: Basicamente el germen encierra el eje embrionario y el escutelo o escudo. Esta
estructura se encuentra adherida o fusionada al endospermo por medio del escudo. Este
tejido y su epitelio son morfolégicamente el unico cotiledon de las gramineas. Sirve como
almacén de nutrientes y como puente de comunicacion entre la plantula o embrion en
desarrollo y el gran almacén de nutrientes del endospermo. El eje embrionario resulta de la
diferenciacion del embrion y esta formado por la radicula y la plimula, que formaran las
raices y la parte vegetativa de la planta, respectivamente. El germen se caracteriza por
carecer de almidén y por su alto contenido de aceite, proteina, azucares solubles y cenizas.

Ademas, es alto en vitaminas B y E (Serna, 1996).

Figura 1. Diferentes regiones de una semilla de cebada.

2.2 Germinacién.

Este proceso fisiologico resulta en cambios significativos de la composicién quimica y
estructural 'de los granos. Estos cambios le permiten producir la energia necesaria requerida
para el crecimiento y desarrollo del embrién en una nueva planta. El mecanismo de

germinacién empieza cuando la semilla se expone a factores favorables, como son la



presencia de agua, la disponibilidad de oxigeno y temperatura, que propician la sintesis de
hormonas (Giberelinas) seguida por la generacion de enzimas degradadoras de los tejidos
de reserva: el endospermo y el escutelo.

Durante la germinacion, la semilla germinante produce &cido giberélico (AGs) en el
embrion, el cual difunde hacia el endospermo, induciendo a su paso la produccion de
enzimas hidroliticas tanto en el germen mismo como en la capa de aleurona. (Gilroy &
Jones, 1992). La accion de estas enzimas desdobla gradualmente al almidon, a los lipidos y
a la proteina del grano. Esto con el objetivo de proveer energia y nutrimentos necesarios
para el desarrollo del embrion (Jacobsen, et al., 1988).

Durante la germinacion ocurren cambios importantes en la estructura y composicion
quimica de los cereales. El agua se absorbe rapidamente por el germen y se transfiere al
endospermo a través de las células tubulares del pericarpio. El germen tiene mayor
capacidad de retencion de agua que el endospermo. La generacion o sintesis de acido
giberélico por el embrion es el mecanismo mas importante para la movilizacion de reservas
de la germinacion, debido a que induce a la capa de aleurona a producir las enzimas
degradadoras de almidon, proteina y fibra. Este tipo de hormona se sintetiza en mayor
cantidad durante los primeros dos dias después de que empieza la germinacion. Las
giberelinas también estimulan directamente el desarrollo del eje embrionario mediante
mecanismos que aceleran la division celular (Jones, et al., 1990).

Las giberelinas aparecen envueltas en la regulaciéon de numerosos aspectos de la
germinacion y desarrollo de las plantas. La accién bioquimica y molecular del AG3 se

estudia principalmente en la capa de aleurona (Hooley, et al., 1991).



2.3 Movilizaciéon de reservas

Durante el desarrollo, la semilla acumula reservas, las cuales se almacenan en forma de
proteinas, polisacaridos, lipidos y minerales, en el endospermo almidonoso y en la
aleurona. Durante la germinacion, estas reservas son degradadas y movilizadas via escutelo,
hacia el embrion, donde son utilizadas como substratos para su crecimiento. Las enzimas
responsables de la hidrélisis de las reservas son suplidas por la aleurona bajo el control de
AG; (Lovegrove & Hooley, 2000).

En la Fig. 2 se muestra un esquema de la movilizacion de reservas en cebada y de los

procesos que comprende.

Figura 2. Esquema sobre la movilizacién de reservas.

Primeramente se deben degradar las paredes celulares de las células del endospermo ya que
con esto se facilita el acceso de las enzimas al almidon del grano y a la matriz de proteinas
circundantes del endospermo.

Los arabinoxilanos y los (1-3) (1-4)-f—Glucanos son los polisacaridos que se encuentran
presentes en mayor proporcion en las paredes celulares de aleuronas y del endospermo por

lo que, en repuesta al AGs, las enzimas que se sintetizan e inician la degradacion de las



paredes celulares son las endo 1-4 B—xilanasas y las (1-3) (1-4) B—glucanasas (Jacobsen, et
al., 1988).

La hidrolisis de almidén, el polisacarido de mayor abundancia en el endospermo de la
semilla, procede a través de la accion de varias y numerosas enzimas, la o-amilasa,
endohidrolasa, inicia la degradacion de amilosa y amilopectina. La B-amilasa y la a-
glucosidasa, exohidrolasas que sirven para degradar los residuos de maltosa y glucosa.
Todas las enzimas antes mencionadas son sintetizadas por la capa de aleurona durante la
germinacion y su produccion es controlada por el AG3 (Jacob‘_sen, et al., 1988).

La capacidad de la aleurona para producir las enzimas anteriores varia extensivamente
dependiendo del genotipo, las condiciones de crecimiento, la edad del grano y muchos

otros factores (Jones, ef al., 1990).

2.4 Control en la sintesis de a-amilasa por AG;.

Muchos trabajos han tenido como objetivo describir los diferentes efectos causados por el
AG; a nivel celular y genético en la capa de aleurona. Es decir, se han estudiado varios
eventos moleculares que se inducen o modifican por la presencia del fitorregulador, pero el
mas estudiado y representativo es la regulacion de los genes de o-amilasa por el AGs,
debido a que la o-amilasa constituye la principal enzima sintetizada de novo como
respuesta a este fitorregulador (Jones, et al., 1990).

La o-amilasa de cereales presenta dos grupos de isoenzimas con diferentes puntos
isoeléctricos (pl), el primer grupo presenta un pl de 4.6 y el otro alrededor de 5.9, los cuales

son denominados AMY 1 y AMY 2 respectivamente (Jones, ef al., 1990).



Aislando capa de aleurona, se puede observar que la sintesis de las isoformas AMY |
pueden ser detectadas antes de la adicion de AGs, pero la sintesis de la isoformas AMY 2
no. Después del tratamiento con AGs, la proporcion en la sintesis de ambos grupos
incrementa aunque primero se observa el incremento en AMY 1 (Jones, ef al., 1990).

Las demostracion de la regulacion diferencial de éstos grupos se realizo tanto a nivel de
traduccion como de transcripcion. Para el caso de la traduccion se evaluo la abundancia de
cada una de las isoformas de «-amilasa, esto es por cantidad de proteina; desde el punto de
vista transcripcional se comparé la abundancia ARNm. En ambos experimentos se
incubaron las aleuronas en presencia de AG; por diferentes tiempos. Para el caso de
proteinas, las aleuronas fueron marcadas radiactivamente en la tltima hora de incubacién,
los polipéptidos fueron extraidos y visualizados por fluorografia, y se observé que en las
primeras horas existe una mayor cantidad de AMY 1 y conforme pasa el tiempo se va
incrementando, sin embargo para el caso de AMY 2 en los primeros tiempos de incubacién
existe en muy poca cantidad, a las 16 hrs. alcanza un maximo de sintesis y posteriormente
decrece muy lentamente. Para el caso del ARNm se usaron sondas especificas para cada
isoforma, el ARNm fue aislado de las aleuronas después del termino del periodo de
incubacion y marcado radiactivamente para cada isoforma y los resultados correspondieron
a lo ya obtenido en la sintesis de proteinas del experimento anterior. (Jones, ef al., 1990).
Con base a los resultados de muchos estudios, se ha determinado que el ARNm de la a-
amilasa se acumula en presencia de AG; y que el ABA inhibe esta acumulacién (Jacobsen
& Chandler, 1988). También se ha observado que el ARNm de la a-amilasa de bajo pl se
encuentra presente en la aleurona hidratada, se incrementa de 10 a 20 veces como respuesta

al AG; durante las primeras 24 horas y responde a niveles bajos del fitorregulador



aproximadamente de 10 M. Por otra parte, el ARNm de la a-amilasa, de alto pl esta en
muy baja concentracion en el tejido hidratado, se incrementa de 50 a 100 veces de las 12 a
las 16 horas como respuesta al AG; decreciendo mas tarde y responde al AG; en altas
concentraciones aproximadamente de 10° M . Todo esto refuerza la idea de que los genes
de los diferentes grupos de a-amilasa son regulados diferencialmente (Rogers, 1985).

En la actualidad, la capa de aleurona es uno de los pocos sistemas con familias de genes
bien identificados que son regulados positivamente por el acido giberélico y cuyos
productos estdn bioquimicamente identificados como la a-amilasa. Por ello, ha servido
como un modelo importante para el estudio de la regulaciéon hormonal de la expresion

génica en plantas.

2.5 Percepcion de la hormona.

La membrana plasmética no funge sélo como delimitadora de los diferentes dominios intra
y extracelulares, sino que también regulan la entrada y salida de distintos materiales a
través de diferentes mecanismos de transporte intrinsecos. Por otra parte también, controla
las interacciones célula-célula a través de diferentes receptores de membrana, y percibe los
niveles externos de mensajeros quimicos.

Los receptores de la membrana plasmatica son proteinas transmembranales, con sitios de
enlace en la porcién de la proteina expuesta al exterior de la célula. En general, la
ocupacion de estos sitios por moléculas que pueden inducir una respuesta del receptor
causard un cambio conformacional en la proteina receptora que sera propagado de la region

expuesta al interior de la célula. En la parte de la membrana plasmatica en contacto con el
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citoplasma, puede haber diferentes interacciones entre el receptor y otras proteinas que
eventualmente lleven a distintos estadios del proceso de transduccion.

En las plantas, el mecanismo por el cual se lleva acabo la percepcion- transduccion de las
sefiales emitidas por los fitorreguladores no se conoce todavia. Sin embargo, los modelos
de percepcion-transduccion de sefiales para hormonas animales, han influido de manera
importante en el estudio de estos sistemas en plantas.

Algunos fitorreguladores pueden atravesar membranas bioldgicas por lo que pueden
interactuar con receptores citoplasmaticos, como en el caso de algunas hormonas esteroides
en animales. Por otra parte, también es posible que interactien con receptores que se
encuentren en algin lugar de la parte externa de la membrana plasmatica.

Un receptor se define como una proteina (generalmente enlazada a un glucésido) capaz de
enlazarse especifica y reversiblemente a un compuesto quimico que lleva un mensaje a la
célula, sin transformarlo quimicamente. Después de que se da la uniéon mensajero quimico
— receptor, éste Gltimo sufre un cambio conformacional que provoca el desencadenamiento
de una serie de reacciones que producen eventualmente una respuesta fisiolégica en la
célula (Devlin, 1982).

Existen experimentos que demuestran que la percepcion del dcido giberélico en células de
capa de aleurona se da a nivel de membrana plasmatica, uno de ellos hecho en avena. Estos
investigadores aislaron protoplastos de aleurona, demostraron que cuando se une
covalentemente esferas de sefarosa al AG4 con lo cual la molécula se vuelva mas grande y
por lo tanto impermeable a la membrana, y se le adiciona al medio de incubacion
conteniendo protoplastos de aleurona, existe una respuesta al estimulo que es la secrecion

de a-amilasa (Hooley, et al.,1991).
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El segundo experimento se realizé en cebada, aislaron también protoplastos de aleurona,
microinyectaron con AGs; dentro del protoplasto y fue incubado por 24 hrs. y se determiné
la respuesta al AG; por medio de la secrecion de a-amilasa pero no hubo respuesta, solo
existié secrecion de esta enzima cuando el AG; estaba presente en el medio de incubacion.
De la misma manera probaron con acido abscisico (ABA), que es antagonista del AG; y
observaron que cuando se incubaban los protoplaston en presencia de AGs; y ABA no habia
secrecion de o-amilasa (Gilroy & Jones,1994). Como conclusion de los experimentos antes
mencionados se puedo definir que en efecto el AG; se percibia a nivel de membrana

plasmitica.

2.6 Papel de las endomembranas en el transporte intracelular y en la secreciéon de
proteinas.

Después de su sintesis, la a-amilasa se secreta por exocitosis de las células de la aleurona
hacia el endospermo almidonoso. En células animales la secrecion de proteinas que son
sintetizadas por el reticulo endopldsmico rugoso, pasan a través del Golgi y se secretan
dentro de vesiculas las cuales atraviesan las membranas. Se cree que los eventos de sintesis
y de transporte en vegetales pueden ser similares (Bush, e al.,1992).

La actividad de los transportadores de Ca** especialmente en membranas y endomembranas
como reticulo endoplasmico y vacuolas mantiene bajos niveles de Ca>* en el citosol y altos
niveles dentro de los organelos (Gilroy & Jones,1992). La importancia de mantener bajos
niveles en el citosol aun no es conocida pero recientes estudios indican que una
concentracion alta dentro de los organelos es importante para su funcion. Elevados niveles

de concentracion de Ca’* en el RE particularmente parecen necesarios para tener una



actividad secretoria (Gilroy & Jones,1992). En la literatura se reporta que se ha encontrado
que las vesiculas de RE aisladas de la capa de aleurona muestran niveles elevados de
transporte de Ca’* cuando la aleurona ha sido tratada previamente con AG3, como sabemos
el AG; incrementa la sintesis y secrecion de hidrolasas principalmente de o-amilasa, por lo
tanto el incremento del flujo de Ca’* dentro del RE es una parte esencial por la
estimulacién de AG3 y por lo tanto de la produccién de hidrolasas (Bush & Jones, 1992).
Como podemos observar en este proyecto los sistemas membranosos estan involucrados en
la funcionalidad de este proceso y las proteinas son las responsables de la mayoria de los
procesos dinamicos que se llevan acabo dentro de ellas.

Resumiendo sabemos que la degradacion del almidon por enzimas sintetizadas durante la
germinacion es importante para el desarrollo del embrion y el crecimiento de la planta.

En la industria cervecera, este proceso de sintesis de hidrolasas por la aleurona juega un
papel importante para la obtencién de una malta de buena calidad, especialmente la
actividad de las enzimas que degradan al almidén. Las cuales durante el proceso de
maceracion son determinados en términos del poder diastasico, el cual determina la
capacidad de hidrélisis de almidén en azicares fermentables (Kraemer, et al., 2001).

La cebada en México se siembra durante el periodo de otofio-invierno, cosechandose
durante el periodo de primavera-verano, por lo que la semilla se mantiene en
almacenamiento durante casi todo el afio.

Si la semilla de cebada, es almacenada inadecuadamente (altas temperaturas y humedades
relativas altas) o por tiempos muy prolongados la semilla se deteriora. Una de las
manifestaciones de este envejecimiento es la baja capacidad de produccion de enzimas

hidroliticas, lo que conlleva a la obtencion de maltas de baja calidad.



3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo general:
Evaluar el efecto del envejecimiento y del AGs en la composicion proteica de

membranas aisladas de aleurona de cebada.

3.2 Objetivos particulares:

e Optimizar la metodologia para la extraccion y separacion en dos
dimensiones de proteinas de membrana.

e Elaborar y analizar patrones electroforéticos de doble dimension de
proteinas membranales de aleuronas frescas y envejecidas tratadas en
ausencia y en presencia de acido giberélico.

e Seleccionar las manchas de proteina que presenten diferencias cualitativas
y/o cuantitativas

e Hacer una identificaciéon parcial por peso molecular (PM) y punto
isoeléctrico (pl) de proteinas involucradas en la respuesta al dcido giberélico

y que se afectan por el envejecimiento
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAL BIOLOGICO:
Se utilizaron semillas de cebada Hordeum vulgare, variedad Himalaya, cosecha 1998 y
1974, obtenidas del Departamento de Agronomia de la Universidad de Washington,

Pullman, WA.

4.2 PREPARACION DE LAS SEMILLAS:

Las semillas de cebada se cortaron transversalmente eliminando el embrién. Las medias
semillas sin embrion se desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial al 20% (v/v),
agitandolas en esta disolucion durante 20 minutos. Se enjuagaron, de seis a ocho veces con

agua destilada estéril, hasta eliminar el olor a hipoclorito.

4.3 OBTENCION DE LAS CAPAS DE ALEURONA:

Las medias semillas desinfectadas se colocaron a embeber durante 72 hr a 30-32 °C sobre 2
circulos de papel filtro grueso y 7 ml de agua destilada estéril que contenia estreptomicina y
clorafenicol, ambos a una concentracion de 20 pg/ml de agua de imbibicion de cada uno de
éstos antibidticos, en cajas Petri de vidrio estériles. Al término de este tiempo, se eliminé el
endospermo almidonoso con ayuda de un par de espatulas. Todas las manipulaciones con

las semillas desinfectadas se realizaron en condiciones estériles.

4.4 OBTENCION DE MICROSOMAS.
Lotes de 300 aleuronas aisladas se depositaron en un matraz Erlenmeyer de 125 ml y se les

agregaron 5 ml de buffer de incubacion (Succinico 20 mM y cloruro de calcio 20 mM a pH

17



5), adicionando 6 no, acido giberélico 10® M. Los matraces se cubrieron con parafilm y se
incubaron por 3 hra 25 +3 °C con agitacion constante (200 rpm).

Después del tiempo de incubacién se decanté el amortiguador y con ayuda de una toalla de
papel, las aleuronas, se secaron extrayendo la mayor cantidad de agua posible. Las
aleuronas se homogenizaron con arena de mar, en hielo.

Poco a poco se agregaron 30 ml de amortiguador de homogenizacion (sacarosa 330 mM
Tris HCI 100 mM, EDTA 5 mM, pH 5.5) y B-mercaptoetanol, 1 pl por ml de buffer, directo
de la botella del reactivo, este se agregd en el momento de utilizar el amortiguador. El
homogenado se filtré por 4 capas de gasa y se recolect6é en un vaso de precipitados. El
filtrado se pasé a un tubo de centrifuga. El homogenado se centrifugo a 10,000 xg por 10
minutos a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se deposité en otro tubo y se centrifugd
a 112,000 xg por 1 hr a 4°C. Se utilizé una centrifuga marca Beckman, modelo OPTIMA
™ TIX y un rotor de 60T; completado el tiempo de centrifugacion se tiré el sobrenadante,
y con cuidado para no desprender la pequeiia pastilla del tubo, se secé para retirar el exceso
de liquido que quedé en las paredes y se resuspendid, con ayuda de un pincel, en 650 pl de
amortiguador de resuspension (Tris base 40 mM. pH 7.4, EGTA 2 mM y MgCl; 2 mM,

conteniendo PMSF 1 mM , CHAPS al 2 % y urea 4 M.).

4.5 DETERMINACION DE PROTEINA:
La determinacion de proteina se realizo por el método de Lowry (Lowry, et al, 1951)
En un tubo de ensayo se agregaron los reactivos indicados a continuacion:

- 1 ml de agua

- Lamuestra(5al0pL)

- 3 ml de solucion C agitar en vortex
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- Reposar 5-10 min.

- Aniadir 300 pL de solucién D, agitar en vortex

- Reposar 30 min, desarrollo de color.

- Leer en espectofotémetro a 660 nm,

La curva patrén se realizé con una solucion estindar de seroalbimina de bovino (1 mg /

ml). El rango lineal fue de 20 a 80 pg de proteina.

Solucién A: carbonato de sodio al 2 %

hidréxido de sodio al 0.4 %

tartrato de sodio y potasio al 0.16 %

SDS al 1 %

Solucion B: Sulfato de cobre pentahidratado al 4 %

Solucién C: A + B en proporcién 100:1

Solucién D: Folin concentrado 1:1 con agua

4.6 ELECTROFORESIS EN SDS/ PAGE

Para la preparacion del gel se tomaron las siguientes cantidades de las soluciones patron

preparadas con anterioridad.

GEL SEPARADOR
Soluciones Patrén Gel al 10 %
TrisHCI3MpH 8.8 2.81 ml
SDS 10% 0.075 ml
Soln. A al 30 % de Acrilamida/ Bis- 249 ml
Acrilamida
H,0 -
Persulfato de amonio al 30 % 16 pl
TEMED 5pl
GEL CONCENTRADOR AL 4%
Tris HCL 1 M pH 6.8 0.250 ml
SDS al 10% 0.035 mi
Soln. al 30% de Acrilamida/ Bis- 0.333 ml
Acrilamida
H.0 1.88 ml
Persulfato de amonio al 30 % Jul
TEMED 12l




® Las soluciones, tanto del gel concentrador como del gel separador, se desgasificaron

alrededor de 10 a 15 min. El persulfato de amonio y el TEMED se agregaron a las
soluciones después de la desgasificacion, justo antes de ser depositados a las placas.
Una vez vertida la solucion en la placa de vidrio se esperé a que el gel polimerizara.
Primero se vertio el gel separador y se le adiciona agua en la parte superior, se dej6
a temperatura ambiente sin perturbacion hasta que gelifico y luego se vertio el gel
concentrador y se ajusto el peine.

Una vez que el gel polimerizo, el peine se retiré y los pozos se lavaron con
amortiguador de corrida. En cada pozo se cargaron 15 pg de proteina de la muestra,
(se realizo el calculo para definir el volumen de muestra que contenian 15 pg de
proteina).

El soporte del gel cargado se depositd en la camara para electroforésis y se corrié
durante 2:30 hr a 90 volts.

Los geles se tifieron con el reactivo de nitrato de plata.

4.7 IEF/SDS-PAGE

La proteina recuperada en los microsomas, se determiné por el método de Lowry.
(Lowry, et al., 1951).

Una alicuota de la suspension de microsomas conteniendo 600 pg de proteina, se
transfirid a un tubo eppendorf y se precipité con acetona conteniendo 10% de acido
tricloroacético (TCA) por 24 hr a una temperatura de —20°C. Posteriormente se
centrifugé a 14000 rpm en microfuga para eppendorff por 10 min. El sobrenadante

se elimino y la paslil]a'se resuspendi6 en acetona al 80% y se centrifugd por 5 min.
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a 14000 rpm en una centrifuga para eppendorf modelo 5415 C. Este procedimiento
se repitié 3 veces. La pastilla se sec6 al vacio.

e La muestra de microsomas precipitada y seca, se rehidraté en 125 pl de
amortiguador conteniendo: 8 M de urea, 4 %de CHAPS, 0.3 % de DTT. 1 pl de
anfolinas pH 4-7 y 0.002% de azul de bromofenol.

e Los 125 pl de muestra se utilizaron para cargar la tira de acrilamida con gradiente
de pH de 4 a 7, inmovilizado (IPG-strips, Amerscham Biosciences).

e La hidratacion de la tira con la muestra se realizo por 16 hrs. a 20 °C, en el equipo
Multiphor II.

e Después del tiempo de hidratacion, se corrié la primera dimension IEF, en el
Multiphor, aplicando primero una corriente de 500 V por 1 hr y después un
gradiente de voltaje 500 V a 3500 V en 1.5 hr, por ultimo una corriente de 5000
V/hr.

e Una vez terminada la separacién por punto isoseléctrico (IEF). se retir6 la tira del
equipo y se depositdé en un amortiguador de equilibrio antes de continuar con la
separacion por peso molecular, SDS-PAGE. El amortiguador de equilibrio contenia:
Tris HC] pH 8.8 50 mM, urea 6 M, glicerol 30 %, SDS 2 % y azul de bromofenol al
0.002 % y se agregd DTT al 1%, el lavado en este amortiguador se hizo por 20 min,
después se realizo6 otro lavado también por 15 min pero en lugar de agregar DTT se
agrego yodoacetamida al 2.5 %.

Después del equilibrio, la tira se deposité en un gel de acrilamida al 10% y se corrio a 20

mA por 15 min y después 40 mA por 2 hr. Los geles fueron tefiidos por nitrato de plata.
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4.8 TINCION POR NITRATO DE PLATA.

Para fijar la proteina, el gel se sumergio toda la noche y con agitacion continua en

50 ml de solucion fijadora ( 4cido acético al 10% y etanol 30% ).
e La solucion fijadora se retird y el gel se enjuago, con 50 ml de etanol al 30%, 3
veces por 20 min cada una, y 2 veces con agua destilada por 15 min, cada una.
e Para sensibilizar el gel se utilizaron 50 ml de una solucion que contenia, ditionita al
0.025 %, en la cual se sumergio el gel y se agité durante 1 min.
e El gel se enjuagé en 50 ml de agua destilada 2 veces por 1 min, también en
agitacion constante.
e La tincion con nitrato de plata se llevo acabo en 50 ml de una solucién de nitrato de
plata al 0.2 % recién preparada, por 30 min en agitacion.
e El gel se enjuagé con 50 ml agua destilada por 1 min también en agitacion
constante.
Para revelar se mantuvo el gel en agitacion con 50 ml de una solucién de Na;CO; al 6 %,
20 mM de Na,SO; y 48 ul de formaldehido por 5 min., y se detuvo la reaccion con 1.75 ml

de acido acético, directo de botella.
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4.9 METODOLOGIA BIOINFORMATICA.

Una vez que se obtuvieron los geles, éstos fueron escaneados y guardados en archivos con

formato TIF ya que es la unica forma que el programa PDQUEST los puede reconocer y

abrir, para poder trabajar en ellos.

USO DE PDQUEST.

4.9.1 Edicion de imagen:

Este es el primer paso que utilizamos para empezar el analisis en PDQUEST, gracias a la

edicion se optimizaron las imagenes escaneadas de los geles.
1.1 La opcion Transform permitio ajustar la imagen en cuanto al brillo y al contraste
disminuyendo asi el fondo.
1.2 La opcion de cortado, Crop se utilizé para reducir el tamafio del archivo que
ocupaba la imagen, ya que el escaneo original de los geles arroja archivos muy
extensos, un primer beneficio es que, se puede seleccionar una drea del gel donde se
encuentra la mayor parte de las manchas y eliminar zonas del borde. Los parametros
de area seleccionada se guardan para que todos los siguientes geles sean cortados de
la misma manera y del mismo tamafio quedando todos con éreas iguales y bien

definidas.

4.9.2 Deteccion y edicién de manchas (spots):

En esta parte se seleccionan los pardmetros para la deteccion de las manchas en los geles
escaneados. Dadas las variaciones entre geles por la tincion (intensidad en las manchas
diferentes, o quizis un fondo rayado que resulta en una imagen con poca claridad). Se

eligio el gel que presentara menos fondo y el que contenia mayor nimero de manchas.
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2.1 Pardmetros de seleccion, opcion Spot detection wizard: una vez seleccionado el
gel. se marcaron bajo criterio personal las siguientes manchas, la que se considerara
mas tenue. la mas pequefa, la mas grande y por ultimo se dibuja un recuadro
abarcando la region mas representativa del gel.
2.2 Prueba gaussiana opcion Gaussian model during test: Esta opcion del programa
delimita automaticamente el contorno circular de las manchas en automatico lo que
ayuda a distinguir dos manchas en una mancha larga, cuando hay un traslape. Con esto
la deteccion de las manchas se hard mas exacta.
2.3 Conteo del total de manchas opcion Find spot center: Con los parametros
establecidos anteriormente esta funcion realiza el conteo de las manchas en el gel por
lo que solo contard las manchas que cumplan con las caracteristicas de intensidad y
contorno circular seleccionadas.
Todos los demas parametros u opciones que presenta el programa en esta parte se dejaron
tal como sugeria el programa.
Por ultimo se procedié a detectar las manchas en los demds geles con los mismos
parametros, con la opcion Processing gels.

Cuando las manchas son detectadas en PDQUEST se arrojan 3 diferentes tipos de

imagenes:

Imagen escaneada Imagen Imagen
(escaneo del gel Filtrad G i
original) S litrada > aussiana
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Para realizar las comparaciones, el programa recomienda utilizar las imagenes Gaussianas
ya que las manchas en este tipo de imagen se ven mas claras y se logran distinguir cuando

las manchas estan superpuestas.

4.9.3 Comparacion de imagenes opcion Matchset del programa.

Después de haber realizado la deteccion de las manchas en todos los geles se hacen las

comparaciones de las manchas a través de los matchsets. Un matchset en PDQUEST es el

mecanismo para comparar y analizar las manchas en el experimento, entre repeticiones, por

lo que, puede consistir en uno o mas geles, en este caso fueron 6 geles por cada tratamiento.
3.1 Seleccion de imagenes opcion Creating matchset : Los matchsets son creados
con las imagenes gaussianas de los geles que forman parte de cada tratamiento que
para este caso fueron 6.
3.2 Seleccién de un estindar opcién Selecting the standard template: Cuando se
crea el matchset el programa solicita la seleccion de una imagen que servird como
templado y se tomara como el estandar, la imagen que se elige como la estandar es

aquella donde se detecté el mayor niimero de manchas.

4.9.4. Alineacion de imagen.
Después de seleccionar la imagen que sera nuestro estindar se comienza por ajustar las
imagenes de acuerdo a las manchas que se tienen en todos los geles, para después adicionar
las manchas que no estén en el estandar, pero si se encuentren en minimo tres miembros del
matchset.

4.1 Guias, opcion Landmark: Los landmarks son manchas de referencia que el

programa usa para alinear las posiciones de todas las demas en cada gel. Para
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marcar una mancha ésta debe estar en el estandar y el programa automaticamente
seifiala si se encuentra en los demds miembros del matchset.
4.2 Emparejar, opcion Matching: Para terminar la alineacion se marcaron como
landmarks por lo menos 70 manchas que se encontraran en los 6 geles. Finalmente
se utilizo la opcion de automatching.
4.3 Adicion de manchas, opcion Adding spots to estandard: una vez que se termind
de alinear los geles, se localizaron las manchas que se encontraban en por lo menos
3 geles del matchset y no se encontraban en el estandar y se procedio a adicionarlas
para tener en el estandar todas las proteinas que posiblemente deba tener la muestra.
4.4 Asignacion de PM y pl opcién Mr pI Data: El siguiente paso fue asignarle
valores de PM y pl a 4 manchas (proteinas) , preferentemente que estuvieran en los
extremos tanto de PM como de pl con la opcion de Enter Mrpl data del menu de
Andlisis. Se asignaron sélo 4 valores ya PDQUEST puede calcular los valores de
todas las manchas del estandar tomando esos 4 valores como referencia.

Una vez que se crearon los estandares de cada uno de nuestros tratamientos lo siguiente fue

pasar al analisis.

4.9.5 Analisis comparativo de tratamientos.

El primer paso de nuestro anélisis fue crear un High level maitchset que en PDQUEST
significa crear un matchset a partir de los estandares de cada tratamiento, para comparar los
patrones electroforéticos, resultados de una serie de experimentos o de tratamientos

diferentes.
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5.1 Guias (Landmark): Se utilizarén por lo menos 70 landmaks nuevamente para
alinear los estdndares y no se adicionaron manchas ya que se utilizaron los
estandares.

5.2 Funcién estadistica opcién Spot Review tool: esta herramienta de anélisis
despliega un histograma por cada mancha. Cada barra del histograma representa la
intensidad de la mancha en unidades arbitrarias. Asimismo, PD QUEST asigna un
numero a cada macha de acuerdo a la zona en que se encuentre. También se indican
las manchas que se encuentran en un tratamiento y no en el otro con su respectiva
informacion de nimero e intensidad.

5.3 Parametros opcion Spot parameters (opcion del menu de Spofs) una vez que se
identificaron las manchas que estaban ausentes en cada tratamiento lo que se hizo
fue obtener sus PM y sus pl, para complementar nuestra informacion.

5.4 Exporting Images: Finalmente lo que se realizé fue exportar la imagen, a Word

para presentar el resultado, esta opcion se encuentra en el menu File.

27



5. RESULTADOS y DISCUSION

5.1 Optimizacion de la metodologia para la extraccién y solubilizacién de proteinas
membranales.

Dadas las caracteristicas hidrofobicas de las proteinas membranales, su estudio se ha visto
impedido, debido a los problemas que se presentan en la extraccion para mantenerlas en
estado soluble. Por esto, en primera instancia se realiz6 la optimizacion de las condiciones
de extraccion y solubilizacién de proteinas membranales de la capa de aleurona. El
procedimiento general utilizado para solubilizar las proteinas membranales se muestra en la
figura 3.

Este procedimiento se utilizé para aislar proteina membranal de aleuronas de semillas de
cosecha 1998 y de cosecha 1974. En este trabajo sélo se reporta la optimizacién con el

ultimo sistema, pues el primero fue optimizado por una compafiera de laboratorio.

Incubacién

3h
-ﬂ.
R — ‘.L,’a —O0——Q0— -—
Aleuronas was» - Filtra por 10000xg 112000xg
i gasa
/ Elimina SN

Proteina membranal
solubiliuda: [ \‘ 8 _ Resuspensitn
. 14000rpm
iminae Fraccién Amortiguador
Eroioes insoluble | detergentes y ureay

Reextraccitn

Figura 3. Diagrama del procedimiento general para la obtencién de proteinas

membranales solubilizadas (PMS).
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La etapa critica del procedimiento es la solubilizacion de la proteina de los microsomas y
que en la figura 3 esta representada por la resuspension. Las proteinas membranales son
liposulobles por lo que una forma de solubilizarlas consiste en reemplazar los fosfolipidos
que las rodean por detergentes, ademas del uso de agentes caotr6picos.

Para la solubilizacion de las proteinas de la fraccién microsomal se utilizaron en diferentes
combinaciones dos detergentes no idnicos, el Triton X-100 y CHAPS (Figura 4) y como
agente caatropico, la urea. Se eligié el uso de estos dos detergentes debido a que son

detergentes que no interfieren con el isoelectroenfoque de las proteinas.

CH,

CH;  CH;
CH,~(|:—CI—I;—(%- (O - CH, ~CH,), - OH
CH, CH,
o « TRITON X-100
n=10
CHAPS
X =0H,

Y = CO-NH- (CH;); — N" (CH;);- SOy’

Figura 4. Detergentes utilizados para la extraccion y solubilizacién de proteinas.

La eficiencia de cada tratamiento se cuantificé como el porcentaje de proteina solubilizada.
respecto al total de proteina presente en la preparacion microsomal (Tabla 1).
El porcentaje de proteina microsomal solubilizada fue similar, del orden del 50%, con

ambos tipos de detergentes (comparar renglones 1 y 2, Tabla 1). El utilizarlos en forma
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conjunta como agentes solubilizantes no mejoré de manera sustancial la solubilizacion de
proteina microsomal (comparar renglones 3 con 1 y 2 Tabla 1). En contraste, la eficiencia
de los detergentes como agentes solubilizantes de la proteina microsomal se increment6 por
la adicion de urea (comparar renglones 4 con 1 6 renglones 5 con 2 Tabla 1).
Independientemente del detergente utilizado o de la concentracion de urea, la proteina
solubilizada fue de cerca del 70 % de la proteina microsomal (comparar los renglones 6, 7
con los renglones 8 con 1, 2 y 3. Tabla 1). Sin embargo, sélo se obtuvieron resultados
reproducibles al utilizar CHAPS y urea como agentes solubilizadores (comparar los Exp 1
y 2 en los renglones 4 y 7 Tabla 1). Dado que ni la mejor combinaciéon de agentes
solubilizantes logré solubilizar toda la proteina microsomal, surge la duda de si la proteina
solubilizada representa el total de las proteina microsomales. Para resolver esta duda se
compard el patrén electroforético de proteinas tanto de la proteina solubilizada como la
presente en la pastilla (Figura 5). Las proteinas solubilizadas fueron similares a las que

permanecen en la fraccion insoluble.

Tabla 1. Efectividad de diversos agentes solubilizantes de proteina en la extraccion de

proteinas membranales

Agentes solubilizadores % del total
proteina solubilizada
CHAPS Tritén X-100 urea Exp. 1 Exp. 2

2% - - 50.4 86.2

2% - 48.1 474
2% 2% - 59.8 59.9
2% - 4M 67.6 68.3

2% 4M 83.1 68.3
2% 2% 4M 68.4 82.0
4% - §M 70.4 826
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75Kda
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\ S L S I, S = Proteina soluble
CHAPS 4% CHAPS 2% | = Proteina insoluble
UREA 8M UREA 4M

Figura 5. Reparto de la proteina microsomal en fracciéon soluble y fraccién insoluble,
después de la extracciéon con CHAPS y Urea. Muestra: 15 pg de proteinas membranales

de capa de aleurona de tejido recién aislado en semilla envejecida.

A excepcion de 2 bandas que se logran observar notablemente en la fraccion insoluble
cuando se utiliza CHAPS 2% y Urea 4M, esto quiere decir que pueden existir proteinas de
alto peso molecular que no se est4n extrayendo.

Sabemos que los detergentes ayudan al rompimiento de las interacciones entre lipidos y
proteinas; sin embargo, los detergentes con centros aromaticos como es el caso del Tritén
X~ 100, no remueve lipidos eficientemente, pero son mas eficientes rompiendo agregados
proteicos. Por el contrario, detergentes que quitan lipidos eficientemente son los que tienen
cadenas lineales, sin embargo no rompen agregados (Santoni, et al, 2000). Esto puede
explicar el hecho de que la solubilizacién de las proteinas hidrofobicas fuese un poco
menor con Tritén X-100 que con CHAPS. En los ultimos afios se ha demostrado que los
detergentes no idnicos como el Triton X-100 son utiles en la separacion de proteinas

membranales; sin embargo ahora el uso de detergentes zwiterionicos como el CHAPS han
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sido mas eficientes, debido a que evitan la formacion de agregados de proteinas, lo que
hace que haya menor nimero de interacciones hidrofébicas y permitiendo asi su
solubilizacion (Molloy, 2000).

Hay algunos compuestos que ayudan a mantener la estabilidad de una proteina;
sin embargo a concentraciones altas se pueden utilizar como desnaturalizantes tal es el caso
de la urea, que es una molécula que ayuda a aumentar la solubilidad de las sustancias no
polares en el agua induciendo su desnaturalizacion. Su eficacia como desnaturalizante
radica en su capacidad para romper las interacciones hidrofébicas (Voet,1992). Asi la urea
solubiliza y ayuda a desdoblar méas a las proteinas, lo que provoca que haya mayor
interaccion de las proteinas con el detergente y por lo tanto una mejor solubilizacion. Esto
explica que cuando se utilizo a la urea en la metodologia para la extraccion y solubilizacion
de proteinas se observan aumentos en el porcentaje de proteina solubilizada en todos los
€asos.

Los fosfolipidos al igual que las proteinas membranales se solubilizan en detergentes y
urea. Sin embargo, los fosfolipidos interfieren en la separacion de las proteinas por
isoelectroenfoque por lo que es necesario eliminarlos del sistema. Esto se logra adicionando
acido tricloacético (TCA) al medio, una vez que la proteina microsomal ha sido
solubilizada. En presencia de TCA la proteina se insolubiliza mientras que los fosfolipidos
son solubles en este medio. Por tanto la proteina se recupera en la pastilla después de
centrifugar y se redisuelve en CHAPS y urea.

Los tratamientos mas eficientes para solubilizar proteina microsomal fueron: 2 % CHAPS y
4 M de urea; y 4 % CHAPS y 8 M urea, por lo que fueron tratadas con TCA para
determinar cual era el mas adecuado para una buena recuperacion de proteina microsomal

libre de fosfolipidos. En la Tabla 2 se observa que la combinacion de CHAPS al 2% y
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urea 4 M constituyen el mejor disolvente para obtener proteina microsomal libre de
fosfolipidos. Este mismo tratamiento fue también el Optimo para aleuronas aisladas de
semillas de cosecha reciente. Aunque en este caso se recuperé un mayor porcentaje de la

proteina microsomal.

Tabla 2. Efectividad de la precipitacion con TCA 10% en acetona en presencia de
diversos agentes solubilizantes de proteina.

% de recuperacion después de la precipitacion

Tratamiento Semilla envejecida Semilla fresca

CHAPS 2% 48.2 72.2
Urea 4M

CHAPS 4% 15.34 19.4
Urea 8M

La cantidad recuperable de proteinas en semillas de reciente cosecha fue mayor que en
semillas envejecidas. Esto pudo deberse al hecho de que una porcién de proteinas de las
membranas de aleurona envejecida ya no precipitan con TCA, posiblemente porque su
interaccién con lipidos se hace més fuerte. En cambio en una semilla fresca esta interaccién
es débil y puede ser destruida por el detergente.

Una vez establecida la condicion 6ptima para la obtencion de la proteina membranal
solubilizada y libre de fosfolipidos se procedi6 a establecer las condiciones adecuadas para
su separacion por IEF/SDS-PAGE. En la figura 6 se muestra un diagrama general del

procedimiento utilizado.
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5.2 Optimizacién para la separacién en dos dimensiones de proteinas de membrana de

aleurona de cebada.

Gel pH 4-7

Solubilizacién : . R .d-’

—— - "

E:tl;ﬁ :;ﬁ = % i P Hidratacién
- 16 h

Anfolinas pH 4-7

1h 500V

15min 20mA o N ' -
Ih 3mA hdh i%
IEF
3 - Equilibracion REGE
S i T
T =
SDS-PAGE
___, Tincién por Comparacién y anilisis
AgNO. p_—_. De patrones electroforéticos
e Por PD-QUEST

Figura 6. Diagrama del procedimiento para la separacién de proteinas por IEF/SDS-
PAGE

Los patrones electroforéticos que se utilizan para el andlisis proteémico se obtienen
separando las proteinas por punto isoidénico seguido de una separacion por peso molecular.
Para estas separaciones se utilizan geles de acrilamida con un gradiente de pH (IPG-strips,
Amerscham Biosciences) y geles de acrilamida con diferentes grados de entrecruzamiento
respectivamente. En cada caso se deben optimizar las condiciones para que el gel donde se
observe el patron de proteinas presente poco fondo, proteinas distribuidas a lo largo y

ancho del gel y cada mancha, representado una proteina, sea esférica.
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Para lograr lo anterior las proteinas microsomales se separaron por isoelectroenfoque en
dos gradientes de pH , uno de 3 a 10 y otro de 4 a 7. La separaciéon por peso molecular se
realizé a dos concentraciones de acrilamida 12% y 10% y se utilizaron dos protocolos de
tincion por AgNO3;, para visualizar las proteinas. En el primero se utilizé un complejo de
AgNO; con NH4OH y el revelado se realizé con citrato de sodio y el segundo
procedimiento incluyo una sensibilizacién con ditionita , previa a la tincién con AgNO; y el

revelado se llevé acabo con Na;CO; y NayS,0s.

pH 3 4 7 10

PM

Figura 7. IEF/SDS-PAGE de proteina membranal solubilizada. A, gel 12.5%
acrilamida y tincion con AgNO3/NH4OH. B, gel 10% de acrilamida y tincién con
sensibilizacion con ditionita. Muestra: proteinas membranales de capa de aleurona de

tejido recién aislado de semilla envejecida.

El gel A y B de la figura 7 muestran los resultados de tales experimentos. En el gel 7 A se
observa que cuando en el isoelectroenfoque se utiliza una tira con gradiente de pH de 3 a
10, y las proteinas enfocadas se separan en un gel al 12.5% de acrilamida y se utiliza el
protocolo de tincion mas sencillo, las proteinas se localizan en una region discreta del gel,
que comprende desde pH 4 a 7, una situacién similar ocurrié cuando se utilizé una

concentraciéon de 12.5% de acrilamida. En este caso se observd que en la migracion de
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proteinas por peso molecular, hubo muy poca separacién en la region de mayor peso
molecular, esto es, en la zona superior del gel. Respecto a la tincién, el fondo resulté muy
intenso con el método en que se utilizé AgNO; y NH4;OH, revelando con citrato de sodio.
Por lo anterior se decidio utilizar un gradiente de pH de 4 a 7 para separar las proteinas por
pl, un gel al 10% para separarlas por peso molecular y sensibilizar con ditionita antes de la
tincién con plata y revelar con NayCO; y Na;S;0;. Cuando se cambiaron todas las
condiciones antes descritas (gel B figura 7), las proteinas se distribuyeron en todo el gel y
el fondo fue mas claro.

Por lo que los siguientes geles se corrieron en gradiente de 4 a 7 para el isoelectroenfoque,

gel de acrilamida al 10 % y tincién por plata con previo tratamiento con ditionita.

Li 50 ug

Figura 8. Efecto de la cantidad de proteina cargada en la resolucién de manchas de
proteina en el IEF/SDS-PAGE. Muestra: proteinas membranales de capa de aleurona de

tejido recién aislado de semilla envejecida.

También se observé que en los primeros geles realizados presentaban un alargamiento
vertical y se veian superpuestas las manchas de proteina, lo que sugeria que habia un

problema con el enfoque de las proteinas, o bien, la presencia de algun contaminante en los

36



amortiguadores del SDS-PAGE (Fig. 8C). Sin embargo, al correr muestras con menor
cantidad de proteina, se observé que el alargamiento se debia a un exceso en la cantidad de
proteina cargada. En la figura 8 se muestra un ejemplo de esto. En el recuadro de la figura 8
B, se observa una mancha alargada verticalmente; no obstante, al correr la misma muestra
en menor cantidad (8 A) se puede ver que en realidad son dos manchas de proteina, que
ahora se definen mejor. Por ello, en los subsecuentes experimentos se utilizaron 50 pg de
proteina.

Una vez establecidas las condiciones oOptimas para la separacion de proteinas por IEF/SDS-
PAGE, se procedi6 a elaborar los patrones electroforéticos de proteinas membranales de
aleuronas incubadas en ausencia y en presencia de AGs.

En la figura 9 A se muestra la imagen digitalizada de un gel original en el que se separaron
las proteinas membranales de aleuronas aisladas de semillas envejecidas. Utilizando las
iméagenes digitalizadas de tres repeticiones independientes corridas por duplicado cada una
y el programa PD QUEST (su utilizacién se narra en metodologia bioinformatica) se
gener6 un gel estdndar o master para cada tratamiento (Figura 9B), donde el fondo ha sido

filtrado de forma tal que se aprecian mejor las manchas de proteinas.

Figura 9A. Separacion por IEF/SDS-PAGE de proteinas membranales
de capa de aleurona de tejido recién aislado de semilla envejecida, y
Figura 9B el estindar generado por el programa.
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En un principio lo que se hizo fue verificar si existian diferencias en los mapas proteicos de
membranas aisladas de aleurona de cebada de las cosechas 1998 y 1974 por cualquiera de
las manipulaciones esto es, por la incubacién, por la induccién con AG; y por el
envejecimiento. En la Figura 10 se muestran los geles plantilla o mapas proteicos para cada
uno de los tratamientos. El nimero de proteinas en cada patron electroforético fue muy
grande (Tabla 3) debido a que el programa PD-QUEST detecta como proteina todas las
manchas independientemente de su intensidad. Al revisar manualmente la reproducibilidad
de algunas de las proteinas (en cuantos de los seis geles de un mismo tratamiento, la
proteina estaba presente) nos dimos cuenta que sdlo las manchas con intensidad mayor a
20,000 unidades arbitrarias (UAI) se detectaban en las seis replicas. Esto fue interpretado
como que, para considerar reproducible un mapa proteico solo debiamos considerar
proteinas cuya intensidad fuese igual o mayor de este limite. También establecimos que
para que existiera un cambio cuantitativo inducido por un tratamiento s6lo era confiable, si

el cambio era igual o mayor a 10,000 UAL

Tabla 3. Nimero de manchas detectadas en los mapas proteicos, plantilla de semillas

JSrescas y envejecidas con diferentes tratamientos

Tratamiento No. total de proteinas
Recien aislada
Semilla fresca 259
Semilla envejecida 214
Incubacion
Semilla fresca 219
Semilla envejecida 186
Induccion con AG3
Semilla fresca 185
Semilla envejecida 184
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5.3 Mapas proteicos, plantilla de semillas frescas y envejecidas.
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Figura 10. Proteomas de la fraccion microsomal de aleurona de cebada en semilla

frescas y envejecidas
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Utilizando los criterios anteriores, el nimero de proteinas presentes en el mapa de cada
tratamiento fue evaluado y el porcentaje de similitud fue calculado, como el porcentaje que
se modificé respecto del total de las proteinas que permanecieron sin cambio en los
diferentes tratamientos. En las tablas Tabla 4 y 5 se observan estos resultados. En semilla
fresca se detectaron un nimero muy importante de cambios (Tabla 4); mientras que en
semilla envejecida bajo estos mismos criterios no se observaron cambios salvo por dos
proteinas en el tratamiento con AG; y cuatro que ya no se detectaron por efecto de la

incubacion.

Tabla 4. Proteinas que sufren cambios por efecto de los diversos tratamientos

Semilla fresca Recién aislada Incubacién Induccién con AG;
—1 19 se desvanecen

8 no cambian, esto es, se
39 iniciales 14 se mantienen mantienen desde el inicio
No. de proteinas 6 se desvanecen

6 presentan cambios en :I 4 se desvanecen
intensidad 2 se mantienen

5 no cambian
26 nueva deteccién:I 4 cambian de intensidad
17 se desvanecen
13 nueva deteccion

% de similitud 35.9 (RA vs Incubacicn)

33.3 (Incubacion vs Induccién con AG,)
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Tabla 5. Similitud en los proteomas iniciales de la aleurona de cebada envejecida y

Sfresca.
Tratamiento No. total de proteinas % de similitud
Recién aislada
Semilla fresca 39 58.9
Semilla envejecida 22

5.4 Proteinas membranales de capa de aleurona de cebada que presentan cambios
cualitativos por los diversos tratamientos en una semilla fresca.

El nimero total de proteinas en los mapas de los diferentes tratamientos varié de 39
iniciales a s6lo 8 que se mantuvieron constantes independientemente del tratamiento esto
quiere decir que mas del 79% de la composicién proteinica membranal se modifico por los
tratamientos utilizados en este trabajo. Como se indica mas adelante estos cambios fueron
especificos para cada tipo de tratamiento. Las aleuronas de cada uno de los lotes, control y
envejecido, se sometieron a dos tratamientos: incubacion e induccién con AG; Por claridad
en lo sucesivo llamaremos membranas no inducidas o sin tratamiento a las membranas
provenientes de aleuronas incubadas sin AG3; y membranas inducidas o tratadas con AG; a
las aisladas de aleuronas inducidas con AGs. Para evaluar el cambio que este fitorregulador
realizaba en el mapa proteico, se compararon los mapas de proteinas membranales
obtenidos de los tratamientos antes mencionados (Fig. 11). Veintisiete proteinas, ya no
fueron detectadas en el mapa de proteinas de membranas inducidas (Tabla 6), al mismo

tiempo, trece nuevas proteinas fueron detectadas (Tabla 7).
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Tabla 6. Proteinas que por efecto del AG; dejan de detectarse en las membranas de
aleuronas

No. de mancha PM pl No. de mancha PM pl
6001 13.1 59 1501 385 4.6
5002 13.2 5.5 7504 43.8 6.2
6105 13.7 5.8 8505 45.3 6.6
2103 15.3 49 5705 48.9 5.5
2104 17.9 49 3802 61.4 5.1
6201 21.1 5.8 7803 61.5 6
7201 224 5.9 4701 61.6 5.2
5202 249 5.6 4803 61.8 53
7301 26.2 6.1 5805 62.3 5.6
201 26.8 4.4 7804 62.6 6.1
2301 28.8 4.9 2901 69.9 4.9
3401 344 5 6903 67.2 5.9
1304 34.8 4.8 6901 67.5 5.8
5401 36.4 5.5

De las no detectadas ante la induccion, cuatro (2901, 4701, 6001, 8505) aumentaron su
abundancia durante la incubacion. Podria suponerse que se tratan de proteinas de ajuste
durante el periodo de incubacion, pero que tal vez también son importantes para la
inducciéon con AG; porque finalmente ya no se detectan. Sin embargo también de este
mismo grupo hay seis proteinas (201, 1304, 1501, 2104, 3802, 7504) que no presentan
cambios durante la etapa de incubacion pero dejan de detectarse por el AGs lo cual puede
significar que sean importantes en la respuesta o para la preparacion de la accién del
fitorregulador.

Tabla 7. Nuevas proteinas detectadas en el mapa proteico de membranas aisladas de
aleuronas tratadas con AG;

No. de mancha PM pl No. de mancha PM pl
4105 18.9 54 8504 30.7 6.3
9202 20.5 6.7 3604 51.1 5.3
4301 21.7 5.6 1902 67.2 5.1
8301 243 6.1 2804 67.7 5.2
8201 24.6 6.3 5901 72.9 5.8
5402 26.4 5.8 2904 78.4 5.4
1401 28.8 5
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A vs B: ejemplos de
proteinas que
cambian por efecto
del AG_L

En rojo disminuyen
de intensidad por

AG;
En verde se
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efecto del AG;

En azul se inducen
por efecto del AG;
En  naranja las
proteinas que no se
vieron modificadas
por causa del AG;

C vs D: ejemplos de
proteinas que
cambian por efecto
de la incubacion.

En rojo aumentan de
intensidad por |la
incubacién

En verde se

desvanecen por
efecto de la
incubacion

En azul se inducen
por efecto de la
incubacion

En  naranja las
proteinas que no se
vieron modificadas
por causa del la
incubacion

Figura 11. Geles master 0 mapas proteicos para cada uno de los tratamientos y cambios

presentados por las diferentes manipulaciones.

La incubacion del tejido fresco recién aislado también produjo cambios en el mapa proteico

de membranas (Tabla 8). Por efecto de este tratamiento, diecinueve proteinas presentes en

el mapa proteico de membranas provenientes de tejido recién aislado ya no se detectaron en

43



el mapa proteico de aleuronas incubadas, al mismo tiempo durante la incubacién se
detectaron 26 nuevas proteinas (Tabla 9).

Es posible que estas proteinas que SE desvanecen por efecto de la incubacién sean del tipo
de las dehidrinas ya que se ha descrito que el estrés por falta de agua induce acumulacion
de un gran namero de proteinas denominadas como dehidrinas; sin embargo su funcién
exacta no es clara.

Se ha propuesto que forman parte de la osmoadaptacion, ya que durante la desecacion de la

semilla hay una acumulacion de estas proteinas (Chourey, ef al., 2003).

Tabla 8. Proteinas no detectadas en las membranas de aleuronas frescas incubadas

No. de mancha PM pl No. de mancha PM pl
2001 16.1 4.9 8506 43 6.6
5102 19.7 5.6 7501 44 6
5101 19.8 5.5 7502 44 6.1
6103 203 5.7 3604 44.8 5.2
6106 21.2 59 6703 59.5 59
9301 27.1 6.8 4801 60.5 52
3303 32.1 52 5804 61.3 5.5
7401 375 6.1 3804 64.6 52
6402 38.2 5.8 4802 64.9 5.3
3502 43 5.2

Se sabe que los niveles de dehidrinas se incrementan en respuesta a las bajas temperaturas,
sequedad, estrés osmoético o por dcido absicico. En Arabidopsis, las dehidrinas han sido
caracterizadas por tener pl de 4.6-6.4. A través de muchos estudios bioquimicos y
fisiolégicos se ha sugerido que las dehidrinas juegan un papel importante en la
estabilizacién de la estructura en las proteinas, en la estructura de las membranas bajo

condiciones adversas (estrés en el medio ambiente), a través de la interaccioén con la parte
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alifatica de la alfa hélice. El posible papel de las dehidrinas es estabilizar a las membranas
bajo condiciones de estrés (Alsheikh, er al., 2003).

En cambio, las proteinas que se detectan por efecto de la incubacion pueden tratarse de
proteinas de ajuste debido al nuevo ambiente en las que se encuentran la aleuronas.
Recientes estudios indican que bajo un estrés hiperosmoético se inducen genes involucrados
en la sintesis y el mantenimiento de paredes celulares y membranas, asi como también

genes de factores involucrados con la transduccion de sefiales (Mikami & Murata, 2003).

Tabla 9. Proteinas que se inducen por efecto de la incubacion en una semilla fresca.

No. de mancha PM pl No. de mancha PM pl
5002 13.2 55 8502 435 6.3
6105 13.7 5.8 6602 43.6 5.8
2103 153 49 3603 474 5.1
6201 21.1 5.8 5705 48.9 5.5
8202 223 6.4 6803 61.4 5.8
7201 224 59 7803 61.5 6
6202 24.6 5.8 4803 61.8 5.3
5202 24.9 5.6 5805 62.3 5.6
7301 26.2 6.1 7804 62.6 6.1
2301 28.8 49 3803 67.2 5.1
9402 34.2 6.7 6903 67.2 5.9
3202 344 5 6701 67.5 5.8
4109 36.4 5.5 2903 70.1 4.8

5.5 Proteinas membranales de capa de aleurona de cebada, que presentan cambios
cuantitativos por los diversos tratamientos en una semilla fresca.

También se detectd un grupo pequefio de proteinas que con los tratamientos sufrieron
cambios cuantitativos. En el caso del tratamiento con AGj3, cuatro proteinas disminuyeron

su intensidad en un 50% (Tabla 10), mientras que en el caso de la incubacion, seis proteinas

45



incrementaron su intensidad (Tabla 11), de las cuales dos (5201, 8204) permanecieron sin
cambio al tratarlas con AGj; y las otras cuatro ya no se detectaron. Lo anterior sugiere que
el metabolismo de membranas de aleurona aisladas fue muy dindmico.

Sorprendentemente, solo ocho proteinas se mantuvieron sin modificacion en todos los

tratamientos (Tabla 12).

Tabla 10. Proteinas que diminuyen en un 50% su abundancia por efecto del AG;, con
respecto al control (aleuronas sin AG; ).

No. de mancha PM pl No. de mancha PM pl
9401 34.2 6.7 3803 67.2 5.1
8502 43.5 6.3 1902 70.1 4.8

Tabla 11. Proteinas que presentan un aumento de un 50% en su abundancia durante el
periodo de incubacidn.

No. de mancha PM pl No. de mancha PM pl
8204 224 6.6 4701 59 5.2
5201 24.9 5.5 6001 17.1 6
2901 68.2 4.9 8505 44 6.6

Tabla 12. Proteinas presentes en todos los tratamientos.

No. de mancha PM pl No. de mancha PM pl
1002 12.4 4.7 2302 34.7 4.9
3104 15.3 5.1 9401 44.6 6.9
7302 25.7 6.1 6601 46.8 5.7
8303 26.2 6.5 4603 46.9 5.2

5.6 Proteinas membranales de capa de aleurona de cebada, que presentan cambios

por los diversos tratamientos en una semilla envejecida.

En las aleuronas envejecidas, el mapa de proteinas fue similar entre membranas inducidas o

no (Figura 12 B vs C). En este caso sélo dos proteinas (8204, 9401) se desvanecen por
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efecto del AG;. Ambas fueron analizadas en semilla fresca y se encontré que la proteina

8204 no se modificaba por efecto del fitorregulador y la 9401 disminuia en un 50% de su

abundancia por el mismo efecto (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto del envejecimiento en el mapa proteico de la aleurona

Proteinas que se desvanecen por la induccién con AG; y que se encuentran en una semilla

envejecida
No. De mancha PM pl
8204 22.1 6.7
9401 33.6 6.8

Proteinas que se desvanecen por la incubacion en una semilla fresca y que se encuentran en una

semilla envejecida

No. De mancha PM pl
6402 274 5.8
7501 34.3 6.1
6601 37.5 5.7
4603 39.8 5.2

En cuanto a los mapas proteicos de membranas de aleuronas recién aisladas e incubadas de
semillas envejecidas, s6lo cuatro proteinas estuvieron presentes en membranas de aleuronas

recién aisladas y pudieron ser detectadas en membranas incubadas. De nuevo, solo dos de

estas proteinas se desvanecieron en tejido fresco, la 6402 y la 7501 (Figura 12 A vs B).

ceotblbe A

"

Aleuronas recién aisladas de semilla envejecida

Aleruonas de semilla envejecida, 3hrs de
Incubacién (-AG;)

Ejemplos de proteinas
que cambian por efecto
de la incubacién en una

@, 't -] " . o LI | semilla envejecida
want .mg K‘é > tae ’ o ¥ £ .F mu
g | ! i | En verde desparecen por
' . ' . LB ty, H 4! efecto de la incubacién
L 1 . 1 ¢ L8 '
e ¥ A s ' En azul desaparecen por
x ! efecto de la induccién

con AG;

Figura 12. Geles master o mapas proteicos y cambios presentados por la

incubacion en una semilla envejecida.
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Figura 13. Geles master o mapas proteicos y cambios presentados por la induccion con

AG; en una semilla envejecida.

5.7 Comparacién de los proteomas iniciales de las proteinas membranales de capa de

aleurona de cebada de una semilla fresca y una semilla envejecida.

Debido a que en el mapa proteico de membranas aisladas de aleurona envejecida los

tratamientos no produjeron los mismos cambios que cuando se utilizé tejido fresco, lo que

se hizo fue comparar los patrones de proteinas recién aisladas en ambas semillas y observar

las diferencias (Tabla 14 y Figura 14).
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Tabla 14. Proteinas que se afectan por causa del envejecimiento.

No. De Intensidad Intensidad PM pl | No. De Intensidad Intensidad PM pl
mancha tejido en tejido mancha en tejido en tejido
fresco  envejecido fresco  envejecido

9002  -eemeeeeeee- 20778 15 6.9| 3502 21448  ---memeeeee- 43 52
1002 86998  -----oooeee- 16 4.6| 7504 42459 26978 43.8 6.2
2001 20053  ————-eeemee- 16.1 49| 8501 --------—-- 21145 43.8 6.3
5804 24855  -eeememeeeee 17.1 6 | 7501 25341 48040 44 6
6001 24972 - 17.1 6 | 7502 28274  -————-- 44 6.1
3104 44704  ---eeeeeeee- 17.8 5.2| 8505 30557 36703 44 6.6
2104 23407 - 19.6 49| 8502 -—----m- 23050 44.1 6.4
5102 34910  -———---- 19.7 5.6] 9401 70365  —---—-——- 44.5 6.9
5101 58910 ————--- 19.8 55| 6602 - 31036 446 5.9
6103 24206  ----mmmmm 20.3 5.7| 3604 22630  -———--—-—- 448 5.2
6101 20229  —--eeeeee- -- 21.2 59| 6601 20906 22789 486 5.8
6001 -- 37779  21.2 6.1| 4603 51897 37009 492 53
7202 - 57878 22 6.1| 3603 ---———-- 26372 494 5.1
8204 45417 - 224 6.6] 6603 ------eeem- 29763 499 6
201 49416  -—---—-m-- 249 43| 7601 ------—--—- 21491 50.5 6.1
5201 40882  -—memememee- 249 55| 6701  -memeeee—eee 27586 52 5.7
7302 57494  —-eeemeeeee- 25.2 6.1 1702 26454  --emeeeeee- 533 4.7
8303 37301 —memeemeee- 25.7 6.5| 4701 23853  —ememeeeeee- 59 5.2
9301 32653  ---mmeeeeee- 27.1 6.8 6703 20409  ----meemeee- 59.5 5.9
2302 109357  —=-emememem- 31.1 4.9 3802 40545  ---memeee- -- 60.1 5.1
1304 25291  m—eeeee- -- 31.8 4.8 4801 30707  —-eemmeee- -- 60.5 5.2
3303 25898  -mememeeeee- 32.1 5.2] 6802 --meeeeem- -- 24131 642 5.8
5301 e - 24710 33.2 5.7] 3804 39982  —c-eeeemee- 64.6 5.2
4402 - 22539 353 56| 6805 ——-—--——-- 37396 64.7 6.2
7401 25110 - 375 6.1 4802 23012 -———-——- 649 53
6402 29200 21213 382 5.8| 7803 ------—--- -- 25908 65.3 6.1
1501 46593 - 39.4 46| 6902 ---——--o- 24868 67.5 6
9503 45704 59610 423 6.9| 6804 --—---mem- 20618 67.9 6.2
8506 25661  ----eeee-- - 43 6.6] 2901 29023 - 68.2 49
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Figura 15. Zonas en las que se encuentran el mayor niimero
de cambios en el mapa proteico, por causa del
envejecimiento. A,B,C,D,E, zona del proteoma de aleurona
fresca, A’,B’,C’.D’,E’, zona del proteoma de aleurona
envejecida

Para que resulte mas fécil
la comparacién se tomaron
algunas manchas de
referencia las cuales estan
encerradas en un circulo.

En la zona A se observa
que un gran nimero de
manchas que se desvanecen
y las que estdn presentes
disminuyen en su
intensidad , en la zona B se
observan manchas que
aparecen ©0 que migran
hacia el lado basico en una
semilla  envejecida, asi
como muchas se
desvanecen por efecto del
envejecimiento, en la zona
C también se observa una
baja de intensidad y una
pérdida de proteinas al
igual que en la zona E. Y
por ultimo en la zona D se
observan proteinas que
aumentan de intensidad por
efecto del envejecimiento,
asi como la aparicién de
otras, que en el patrén de la
semilla fresca no se
encontraban.
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La movilizacion de reservas durante la germinacion involucra la sintesis en la aleurona de
diversas hidrolasas que son secretadas al endospermo almidonoso; donde degradan las
diversas macromoléculas de reserva (almidon, proteinas, acidos nucleicos, polimeros de
pared celular etc.), hasta moléculas de bajo peso molecular, las cuales son utilizadas por el
embrion para su crecimiento (Ritchie, ef al., 2000).

El malteo de la cebada para la fabricacién de cerveza consiste en proporcionarle a la
semilla las condiciones para que se realice la funcion de la aleurona. Sélo que en este caso,
la glucosa producida por la hidrélisis del almidén, por accion de la o-amilasa y las
glucosidasas, es femen@a por las levaduras.

En ambos sistemas, la sintesis y secrecion de las hidrolasas es regulada por la accion del
acido giberélico (Fincher,1989). Este mensajero quimico, es percibido en la membrana
plasmatica (Gilroy & Jones, 1994), y la transmision de esta sefial hacia el nucleo se realiza
con la participacién de un conjunto de proteinas presentes en la membrana plasmatica
(Lovegrove, 2000). Una vez que esta sefial llega al nucleo se inicia la sintesis de los ARNm
que codifican para las hidrolasas. Estos ARN mensajeros, por codificar para proteinas que
se secretan, se traducen en reticulo endoplasmico rugoso. Para su secrecion, estas proteinas
requieren de una maquinaria especializada que involucra la produccion de vesiculas
membranales que contienen a las hidrolasas y el citoesqueleto que permite su trafico desde
el reticulo endoplasmico rugoso, sitio donde son producidas, hasta la membrana plasmética,
a la cual se fusionan permitiendo la salida de las hidrolasas hacia el endospermo
almidonoso (Ritchie, er al., 2000).

Para que este conjunto de respuestas moleculares se realicen con éxito, el AG; debera

orquestar la organizacion de proteinas membranales en diferentes conjuntos funcionales. La
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modulacién de esta arquitectura molecular es la base para la respuesta fisiolégica de la
aleurona y cualquier modificaciéon en esta arquitectura se podria reflejar como una
disminucion de la magnitud de respuesta de la aleurona al AG;.

Una de las metodologias utilizadas para un analisis total de proteinas ya sea a nivel de
organo, célula o de organelo es la espectometria de masas de las proteinas presentes en un
mapa proteico o proteoma del sujeto en estudio. En el mapa proteico de las membranas de
aleuronas recién aislada de semilla fresca (cosecha 1998) se distinguen tres subconjuntos de
proteinas. Aquel que no cambié por los tratamientos (Tabla 12) denominado subproteoma
estructural de la aleurona; un segundo conjunto de proteinas que dejo de detectarse, (Tabla
8), llamado subproteoma desvanecido donde se incluyeron a las proteinas cuya intensidad
fue por abajo del limite de deteccion una vez que las aleuronas se incubaron en presencia
(Tabla 6) o ausencia de AG; (Tabla 8).

En el mapa proteico de las membranas de aleuronas tratadas con AGs se distinguen el
subproteoma estructural y el subproteoma de las nuevas proteinas, caracterizadas porque un
subconjunto fue producto de la incubaciéon (Tabla 9) y el otro por efecto del AG; (Tabla 7).
La mayoria de las proteinas estructurales asi como las que formaban el subproteoma
desvanecido por efecto de la incubacion no pudieron ser detectadas en las membranas de la
aleurona envejecida recién aislada (Tabla 14). Lo que sugiere que este conjunto de
proteinas es indispensable para que la aleurona responda metabolicamente a los
tratamientos de incubacion y con AGs. esta sugerencia se ve apoyada por el hecho de que
en los mapas proteicos de membranas aisladas de las aleuronas envejecidas tratadas con
AG;, tampoco se detecté el subproteoma de las nuevas proteinas. Indicando que en la
aleurona envejecida, el sistema no fue capaz de realizar los cambios que la membrana

requeria para inducir la respuesta a la incubacién y al tratamiento con AGj.
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Resulta sorprendente el hecho de que el cambio mas espectacular en los mapas proteicos de
membranas frescas fuese el conjunto de proteinas que ya no se detectaron después de los
tratamientos. Una posibilidad es que este conjunto de proteinas estuviese involucrado en
proteger la funcionalidad de las membranas durante la fase de desecacion de la formacion
de la semilla. Se ha reportado que durante la desecacion de las semillas se sintetizan
proteinas cuya funcion es la de preservar la estructura de las membranas, a través de formar
puentes de hidrégeno con los componentes membranales, permitiendo que aiin a contenidos
de agua de 12% o menos, la viabilidad de la semilla se mantenga (Leopold,1986). Una vez
que el metabolismo de la semilla se activa por efecto de la hidratacion, estas proteinas ya
no serian requeridas, pues la funcionalidad membranal se mantendria a través de los
puentes de hidrégeno que formarian con el agua. Entonces las proteinas del subproteoma
desvanecido podrias ser utilizadas como fuente de aminodcidos para la sintesis de otras
proteinas. Estos cambios podrian ser producto de la degradacion, de la remociéon o de
modificaciones de las proteinas membranales.

Por otro lado, el subproteoma de las nuevas proteinas puede ser el resultado de la
biosintesis, el reclutamiento o la modificacion de proteinas ya existentes o combinaciones
de estos mecanismos. Las nuevas proteinas detectadas por la incubacién del tejido fresco
parecerian mas importantes para la funcionalidad de la membrana durante la incubacion.
Esta niltima propuesta se apoya en el hecho de que la incubacién de la aleurona, en este
trabajo, se realizo6 en amortiguador, mientras que, en condiciones fisiologicas, la aleurona
estd en contacto con el endospermo almidonoso. Las diferencias de presiéon que ejercen
estos medios sobre la célula pueden influir en la turgencia celular. Por lo que una
posibilidad es que las aleuronas incubadas en agua requieran de estas proteinas para

mantener, en este medio, la turgencia y por lo tanto la funcionalidad. Por lo que si estas
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proteinas no se sintetizaran cuando el tratamiento con AGs; se realizara en medias semillas
seria la prueba de que efectivamente la aleurona las requiere para ajustarse al nuevo medio
externo.

Respecto al subconjunto de nuevas proteinas que se detectan por el tratamiento con AGs,
podrian ser las que formaran los nuevos complejos requeridos por la aleurona para
coordinar todos los eventos membranales que conducen a la sintesis y secrecion de las
hidrolasas. Estas serian las proteinas que estuvieran involucradas de manera directa en la

movilizacidn de reservas.
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6. CONCLUSIONES.

Se logro la extraccion y solubilizacion de una fraccion de proteinas representativa de las
presentes en las membranas de capa de aleurona de cebada.

El proteoma membranal de la aleurona proveniente de semilla fresca (Cosecha 1998) se
modific6 por efecto de los tratamientos.

El proteoma membranal de la aleurona proveniente de semilla envejecida (cosecha 1974)
fue diferente del proveniente de semilla fresca (cosecha 1998). Estas diferencias fueron
cualitativas y cuantitativas.

La aleurona envejecida no fue capaz de promover la sintesis, reclutamiento o modificacion

de las proteinas del nuevo subproteoma detectado por efecto de los tratamientos.
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7. PERSPECTIVAS

® Para identificar las proteinas membranales requeridas para la movilizacion de
reservas se debera mandar secuenciar las proteinas membranales de capa de
aleurona de cebada que fueron de nueva deteccion durante la induccién con
AG;. Esta secuencia se utilizara para ser comparada en bancos de datos. Una
vez localizada su posible identidad y funcién: se analizard su probable
participacion en los eventos membranales que conducen a la sintesis y secrecién
de las hidrolasas.

® Para identificar a las proteinas importantes para la movilizacion de reservas que
se alteran por efecto del envejecimiento se debera secuenciar las diecisiete
proteinas membranales de capa de aleurona de cebada que se perdieron en la
aleurona de semilla envejecida, su posible identidad sera asiganada a través de
la bisqueda en banco de datos.

® [dentificar en que etapa del almacenamiento inadecuado se pierde la

funcionalidad de la aleurona.
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ANEXO 1. Informacion general sobre las proteinas que se modificaron por los diferentes

tratamientos

Presenta Presenta

En 74

#de RA 98 -AG 98' cambiosen +AG 98 cambios en
mancha intensidad intensidad PM  pl abundancia intensidad abundancia PM  pl intensidad PM pl
CONSTITUTIVAS

1002 86998 50172 16 4.6 - 50196 - 124 47 —-

2302 109357 91559 31.1 4.9 - 68988 - 347 49 -

3104 44704 37483 17.8 5.2 - 25232 - 153 51 ——

4603 51897 41162 492 53 - 24735 - 469 52 37009 39.8 52
7302 57494 69882 25.2 6.1 - 42727 - 257 6.1 ——

8303 37301 44055 257 6.5 - 34787 - 262 6.5 ———

9401 70365 41961 445 6.9 - 42379 - 446 6.9 ——

6601 20906 27993 486 58 - 39383 - 46.8 57 22789 375 57
No sufren cambios por la incubacion pero Ya no se detectan por AG;

201 49416 37870 249 43 - - 268 44 —— — —
1304 25291 22022 318 48 - - ————— 348 48 —— — —
1501 46593 24318 394 46 - — e 385 46 - — —
2104 23407 32168 196 4.9 - — 179 49 —— — —
3802 40545 31245 60.1 5.1 - —_— 614 51 —— — —
7504 42459 41469 438 6.2 e 438 6.2 ———— e —
Aumentan de intensidad por la mcubamén va no se detectan por AG;

2901 29023 141552 68.2 4.9 * —— 699 49 ———r — —
4701 23853 98779 59 52 * R 616 52 ——ee  — —
6001 24972 110558 17.1 6 + - 131 69 v — —
8505 30557 54339 44 66 + -——— 453 66 — — —
Aumentan de intensidad por la incubacién pero no sufren cambios con AG;

5201 40882 84711 249 55 + 52623 - 259 54 —— — —
8204 45417 71602 224 66 + 40196 - 223 66 29919 221 6.7
Desaparecen por la incubacion

2001 20053 16.1 4.9 _——— — —
3303 25898 -——— 321 5.2 —_— = — —
3502 21448 ——— 43 52 —_— e e —
3604 22630 ——— 448 52 —— e e
3804 39982 ——— 646 52 —_ e ——— — e
4801 30707 -——— 605 5.2 —— e e e e
4802 23012 ——— 649 53 —_— e —— e —
5101 58910 —— 198 55 —— e —— e —
5102 34910 ——— 19.7 56 — e — — —
5804 24855 -——— 613 55 —_ e —— —
6103 24206 ———— 20.3 5.7 o e e e
6106 20229 -———— 212 5.9 —_— — —
6402 29200 —— 382 58 — — 21213 274 58
6703 20409 ——— 595 59 e e e
7401 25110 ——— 375 6.1 —_— e —— ——
7501 25341 ——— 44 6 —— -— 48040 343 6.1
7502 28274 ——— 44 61 —_— o m—— e —
8506 25661 ——— 43 6.6 —_—— —— —
9301 32653 -———- 27.1 6.8 —— e e —




RA 98' Presenta
#de -AG98' +AG98 cambios en En74

mancha intensidad intensidad abundancia PM pl  intensidad PM
Se inducen por la incubacion pero no sufren cambios por AG;
——— 3603 43227 59049 - 474 5.1
————— 6202 36499 23492 - 246 58
------ -~ 6602 20063 20451 - 43.6 5.8
------ -- 6803 32549 23675 - 61.4 58
- 8202 21554 25901 223 6.4
Se inducen por la incubacién y dlsmmuyen de intensidad por el AG3
-—-===== 2903 71659 27700 + 70.1 48
-=-==--- 3803 114346 32804 + 67.2 51
souoeeer 8502 44128 20034 + 43.5 6.3
- 9402 76784 35418 + 342 6.7 23383 6.8
Se inducen por la incubacién y ya no se detectan por efecto del AG;
----- -~ 2103 29971 - - 153 49
------ 2301 23128 28.8 4.9
------ 3202 AVBE  osnnie s 34.4 5
-----——-- 4803 42446 61.8 53
-——--- 5002 26056  --------- e 13.2 55
""""" 5202 62338 249 56
- 4109 22879 e e 36.4 55
seusx G705 28416 48.9 5.5
----- 5805 2B762 S el 62.3 56
-------- 6105 108872 13.7 58
= G201 30361 ——— — 211 5.8
- 6701 33438 67.5 5.8
————— 6903 20131 - - 672 59
------- 7201 46400 224 59
seeeees 7301 31320 e s 262 6.1
————— 7803 49867 615 6
e 7804 27331 - cmmmeemeen 626 6.1
Se inducen por AG;
''''' 1802 - 20497 s 67.2 5.1
mm— 2804  -----ee-- 38643 « ----mmee- 67.7 52
-—-—---- 3604 --—-———--— 41583 SRR 51.1 5.3
wpmgie 10D  seowses 40372  --eeeee- 18.9 54
8201 e 34063 o 2486 6.3
------ -- 1401  --—-—--- 58603 mrmmmm 28.8 5
------- 2904 ---—--—---—- 55821 T 78.4 54
-------- 4301 —-———- 52623 ot 2.7 56
------- 5402 ---—---—--- 25375 —— 26.4 58
------- 5901 ————-—-- 31813 RS, 72.9 58
------- 8301 -----—--—-- 40382 o 243 6.1
------- 8504  --------- 25830 s 30.7 6.3
-------- 9202 ----—----- 30857 e 20.5 6.7
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Abreviaturas

Significado

PM

pl
intensidad

Peso molecular

Punto isoeléctrico

En unidades arbitrarias

No presenta cambios en abundancia en un 50 %
Presenta cambios de abundancia en un 50 %

No existe
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