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1. RESUMEN

En cereales, la movilizacion de reservas es estimulada y regulada por el acido giberélico (AG3;)
y todas las membranas celulares participan en esta respuesta. También se ha demostrado que
durante la pérdida de viabilidad y vigor de las semillas, la composicion proteica de los
microsomas se altera. Esto sugiere que algunas de las proteinas membranales participan en la
eficiencia de la movilizacién de reservas. Por lo anterior, en este trabajo se identificaron algunas
de las proteinas membranales inducidas por AG; en la aleurona, utilizando como herramienta a
la protedmica. Se identificaron 10 proteinas que participan en la respuesta a AG;: Isocitrato
liasa y MnSOD ambas localizadas en el glioxisoma; subunidad beta del proteasoma 20S;
B-alanina sintasa; glioxalasa I; oxalato oxidasa 2; una proteina de la familia de las cupinas;
dextrinasa limite, globulina del embrién y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Las enzimas
identificadas sugieren que el AG; incrementa, mucho antes de la secrecion de a-amilasa, la
actividad de diversas vias metabdlicas, como la gluconeogénesis, la B-oxidacion y el ciclo del
glioxilato. Con la finalidad de definir si alguna de las vias metabdlicas identificadas e inducidas
por AG; participaba en la eficiente movilizacion de reservas se utilizé semilla de un lote de bajo
vigor (1985) en las que la induccion de a-amilasa por AG; fue menor que en semilla control
(1998). Concomitantemente, en este lote, el comportamiento electroforético de las proteinas
microsomales se modifico; los endospermos presentaron un mayor nivel de radicales libres que
sus respectivos controles; y el ciclo del glioxilato fue menos activo. Esto sugiere que en las
aleuronas de la semilla de bajo vigor (1985) las vias que conducen a la utilizacién de los lipidos
como fuente de energia y de intermediarios carbonados se encuentran dafiadas y esto podria

incidir en la menor eficiencia con la que el tejido sintetiza a-amilasa.



2. INTRODUCCION

La movilizacién de reservas en semillas es el proceso fisioldgico que proporciona los sustratos
para que la plantula se desarrolle y adquiera la capacidad para establecerse como organismo
autétrofo. La eficiencia de este proceso, incide importantemente en el vigor de la semilla
(Bernal-Lugo, et. al. 1999) y por tanto en el éxito del establecimiento del cultivo. El vigor se
define como la capacidad, que en campo, presenta la semilla para germinar y establecerse
como organismo autétrofo y puede medirse determinando la actividad de a-amilasa (Ellis,
1992). Esta caracteristica varia de lote a lote, dependiendo de las condiciones de produccién y
manejo poscosecha.

En cereales, la movilizacion eficiente de reservas depende del adecuado funcionamiento
de la aleurona, a diferencia de la mayoria de los otros cereales, la cebada 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 y lipidos (Serna, 1996). La aleurona es un tejido vivo que rodea al
endospermo almidonoso y durante la germinacion, su funcion es la de sintetizar y secretar las
enzimas hidroliticas (a-amilasa, proteasas, ribonucleasas, a-galactosidasa; Jones y Jacobsen,
1990) necesarias para la degradacion del endospermo almidonoso (Lovegrove y Hooley, 2000).
Esto con el objetivo de proveer energia y nutrimentos necesarios para el desarrollo del embridn
(Jacobsen y Chandler, 1988).

Esta movilizacion de las reservas esta estimulada por el acido giberélico (AGs;) e inhibida
por el acido abscisico (ABA; Jacobsen y Chandler, 1988). Durante la germinacién, el embrion
sintetiza AGs;, el cual difunde hacia el endospermo almidonoso hasta llegar a la capa de
aleurona, donde desata una serie de respuestas fisiolégicas que permiten la hidrélisis de las
proteinas de reserva de estas células. Posteriormente, se inicia la sintesis de novo de enzimas

hidroliticas que son secretadas al endospermo almidonoso; sitio en que realizan la hidrolisis de



las reservas. Los productos de hidrdlisis eventualmente viajan hacia el embridon donde son

utilizados para su desarrollo (Jacobsen y Chandler, 1988).



3. ANTECEDENTES

La germinacién es un proceso fisiolégico que resulta en cambios significativos de la
composicion quimica y estructural de los granos. Estos cambios le permiten producir energia
necesaria requerida para el crecimiento y desarrollo del embrion en una nueva planta. La
germinacion empieza cuando la semilla se expone a factores favorables como son la presencia
de agua, la disponibilidad de oxigeno y la temperatura, que propician la sintesis de hormonas
vegetales (giberelinas) seguida por la generacién de enzimas que degradan los tejidos de
reserva, el endospermo y el escutelo.

Las giberelinas son sustancias organicas que son capaces de generar y regular una o
varias respuestas fisiolégicas a través de transmitir sefales especificas a lo largo de la planta.
Se sintetizan en casi todas las estructuras de la planta en diferentes proporciones, dependiendo
de los requerimientos del tejido donde se producen y de la planta en general. Producen
cambios profundos y diversos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, un ejemplo lo
constituye el acido giberélico (AGg; Fig. 1).

Muchos estudios han utilizado como sistema modelo la capa de aleurona de cereales. El
conocimiento de los eventos regulados por el AG; en las células de aleurona ha avanzado a
través de diferentes enfoques como lo son, la genética molecular, la biologia celular, la

electrofisiologia y la bioquimica (Gilroy y Jones, 1994).

Figura 1. Estructura del acido giberélico (AG3)



En este trabajo se utiliz6 como modelo a la cebada. El grano maduro de cebada es de
forma ahusada, mas grueso en el centro y disminuyendo hacia los extremos. Esta rodeado por
el pericarpio, una estructura que sirve de proteccion; por el embridén y el endospermo, donde se
almacenan carbohidratos (principalmente almidén) y proteinas que proveen la energia y
nutrimentos necesarios para el desarrollo del embrion. El endospermo comprende al
endospermo almidonoso, tejido de reserva no vivo, rodeado por un tejido vivo llamado capa de
aleurona.

La capa de aleurona consiste de una a tres capas de células que rodean al endospermo
almidonoso y cuya pared celular es muy rigida (Fig. 2). La especial rigidez de la pared celular se
debe probablemente a que éste es un tejido en el cual sus células no se reproducen, por lo que

deben estar bien protegidas de posibles dafos a su estructura.
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Figura 2. Micrografia que muestra la estructura del endospermo de cebada.

Durante el desarrollo de la semilla, ésta acumula reservas, que se almacenan en forma
de proteinas, polisacéridos, lipidos y minerales en el endospermo y en la aleurona. Durante la
germinacion, estas reservas son degradadas y movilizadas hacia el embrién, donde son
utilizadas como sustratos para su crecimiento (Lovegrove y Hooley, 2000). Esta movilizacion de
las reservas esta regulada por el AG; (Jacobsen y Chandler, 1988). La hidrdlisis del almidén del
endospermo de la semilla sucede a través de la accién de varias enzimas, la o-amilasa,
B-amilasa, glucosidasa, etc. (Fig. 3; Skadsen, 1998). Todas estas enzimas son sintetizadas por
la capa de aleurona durante la germinacién y su produccién también es regulada por el AG;

(Jacobsen y Chandler, 1988).
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Figura 3. Esquema de la estructura y movilizacion de reservas en una semilla de cebada

Existe evidencia que indica que en las células de la capa de aleurona, la membrana
plasmatica participa en la percepcion del AG; y las endomembranas en la biosintesis y
secrecion de las enzimas inducidas por este fitorregulador (Jones y Jacobsen, 1990; Hooley, et.
al. 1991).

La membrana plasmatica no funge sélo como delimitadora de los diferentes dominios
intra y extracelulares, sino que también regula la entrada y salida de distintos solutos a través
de diferentes mecanismos de transporte intrinsecos. La membrana puede tener alteraciones
debido a la perdida del vigor, dicha perdida es ocasionada por las condiciones de produccion y
de manejo poscosecha (Kigel y Galili, 1995).

Estas alteraciones en la integridad de la membrana pueden visualizarse a nivel
ultraestructural, también pueden llegar a manifestarse como un dafo en las propiedades

normales de permeabilidad de la célula. La incapacidad del plasmalema de contener solutos



durante el deterioro de la semilla tiene al menos dos consecuencias: la incapacidad de la célula
de responder osméticamente y la salida sustancial de los metabolitos de la semilla que favorece
el crecimiento de organismos patdgenos. La alteracién estructural de la membrana parece
incidir en una menor eficiencia de respuesta al AG; (Bernal-Lugo, et al. 1999).

La viabilidad de la semilla se mantiene por un periodo variable y depende del tipo de
semilla y de las condiciones de almacenamiento. Previo a la perdida de la viabilidad, el efecto
del envejecimiento se puede observar en la perdida gradual del vigor de la semilla.

Durante el almacenamiento prolongado existe una reduccién progresiva en la capacidad
de germinacion y en el crecimiento de la plantula. EI endospermo de semillas envejecidas
produce menos a-amilasa que las semillas frescas (Bernal-Lugo, et. al. 1994; Livesley y Bray
1991). Esto puede ser una expresion del proceso de envejecimiento relacionada con la

movilizacion de reservas en el endospermo (Priestley, 1986).

3.1 Transduccion de senales

La capa de aleurona ha sido utilizada como modelo de estudio de la transduccion de
sefiales en plantas. Existe evidencia que sugiere el Ca®', la calmodulina, las proteinas G
heterotriméricas, las cinasas, las fosfatasas y segundos mensajeros como el GMP ciclico y el
IP; estan involucrados en etapas tempranas de la transduccion de sefales de AG; (Kashem, et.
al. 2000, Kuo, 1996).

Se ha propuesto que la subunidad o de una proteina G podria ser el primer componente
de una via de transduccién en la aleurona (Jones, et. al. 1998). Se sabe que esta subunidad «
activa a la fosfolipasa C (PLC) que se encuentra en la membrana plasmatica. La presencia de
la PLC en la membrana y el incremento de IP; sugieren que existe un sistema de senalizacion
por fosfoinositidos en la aleurona. El IP; difunde rapidamente a otras partes de la célula (Chen,
et. al., 1997) y promueve la liberacién de Ca** de las reservas intracelulares (Fig. 4). Esto puede

estar involucrado en la expresion de genes que se inducen por AG,
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Figura 4. El fosfatidilinositol-4,5-bifosfato es hidrolizado por una fosfolipasa C de membrana en
respuesta a una sefial hormonal (AG3). Los dos productos de la hidrdlisis actian como segundos
mensaijeros.

El Ca*" es esencial en la expresion de la actividad enzimatica de o-amilasa en cereales
ya que ésta es una metaloenzima que requiere Ca** para su estabilidad, asi como también para
su expresion y secrecion (Kashem, et. al., 2000).

Existen estudios que demuestran que vesiculas de reticulo endoplasmico de aleurona
tratadas con AG; presentan alto nivel de transporte de Ca®". Se ha demostrado que un
incremento en el flujo de Ca® en reticulo endoplasmico es esencial para la accién de AG; en la
estimulacién de la produccién de hidrolasas (Chen, et. al., 1997).

Se han identificado proteinas que unen Ca®" como la calmodulina (CaM) que son
necesarias para mantener nivel altos de Ca?* dentro del reticulo endoplasmico. El AG; induce
el aumento en la sintesis de las proteinas que unen calcio (Bush, et. al., 1993). Los sistemas
dependientes de Ca®" y la CaM han probado ser elementos centrales en eventos que
mantienen la actividad secretoria en respuesta al AG; (Ritchie y Gilroy, 1998).

En la figura 5 se muestran algunos de los elementos que participan en la via de

transduccion de la sefal del AG; en la aleurona.
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Figura 5. Modelo de la via de senalizacién dependiente de AG; en células de aleurona. Ga,
subunidad a de una proteina G; PLC, fosfolipasa C; IP3, inositol-1,4,5-trifosfato; MP, membrana
plasmatica; RE, reticulo endoplasmico; V, vacuola; PP1, fosfoproteinfosfatasa 1; PP2A,
fosfoproteinfosfatasa 2A; OKA, acido ocadaico.

* OKA inhibe la expresién de los genes OsCa-atpasa y Osamy-c
< El rojo de Rutenio inhibe la expresion del gen Osamy-c

(Chen, et. al., 1997).




3.2 Proteémica

Para caracterizar la expresion de genes en los organismos, normalmente se estudia el ARNm o
las proteinas. Debido a su naturaleza intrinseca, los transcritos de ARNm no son buenos
indicadores de la expresion de las proteinas y su cantidad frecuentemente no se relaciona con
la cantidad de proteinas presentes en el sistema estudiado. Debido a esto, para caracterizar la
expresion de genes de una manera acertada también necesitamos estudiar las proteinas
expresadas (Skylas, et. al., 2005).

La protedmica es el estudio de todos los polipéptidos expresados por los genes de un
organismo, incluyendo las modificaciones post-traduccionales (Honoré, et. al., 2004), en un
tejido especifico, en una etapa particular del desarrollo y bajo condiciones especificas de
crecimiento.

Aunque la protedmica es una herramienta relativamente nueva se basa en técnicas
analiticas establecidas previamente (Skylas, et. al.,, 2005). Dos técnicas son fundamentales
para el andlisis protedmico: la electroforesis en gel de poliacrilamida en 2-D (2-D PAGE) que
puede separar miles de proteinas en sistemas complejos de proteinas y la espectrometria de
masas (MS) para la identificacion de proteinas y sus respectivas modificaciones post-
traduccionales (Honoré, et. al., 2004).

La protedmica ayuda a identificar partes del genoma que determinan la composicién de
proteinas, las actividades enzimaticas y la expresion de genes relacionados con el crecimiento.
Esta nueva tecnologia va mas alla de s6lo separar algunos polipéptidos de un tejido, pues es
capaz de cuantificar, caracterizar e identificar algunas de estas proteinas. Una de las
aplicaciones de la protedmica incluye el descubrimiento de proteinas especificas relevantes en
una cierta etapa del desarrollo de la semilla 0 que dependen de las condiciones ambientales

(Fig. 6; Skylas, et. al., 2005).
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2. INTRODUCCION

La movilizacion de reservas en semillas es el proceso fisioldgico que proporciona los sustratos
para que la plantula se desarrolle y adquiera la capacidad para establecerse como organismo
autétrofo. La eficiencia de este proceso, incide importantemente en el vigor de la semilla
(Bernal-Lugo, et. al. 1999) y por tanto en el éxito del establecimiento del cultivo. El vigor se
define como la capacidad, que en campo, presenta la semilla para germinar y establecerse
como organismo autoétrofo y puede medirse determinando la actividad de a-amilasa (Ellis,
1992). Esta caracteristica varia de lote a lote, dependiendo de las condiciones de produccion y
manejo poscosecha.

En cereales, la movilizacion eficiente de reservas depende del adecuado funcionamiento
de la aleurona, a diferencia de la mayoria de los otros cereales, la cebada 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 y lipidos (Serna, 1996). La aleurona es un tejido vivo que rodea al
endospermo almidonoso y durante la germinacioén, su funcién es la de sintetizar y secretar las
enzimas hidroliticas (a-amilasa, proteasas, ribonucleasas, a-galactosidasa; Jones y Jacobsen,
1990) necesarias para la degradacion del endospermo almidonoso (Lovegrove y Hooley, 2000).
Esto con el objetivo de proveer energia y nutrimentos necesarios para el desarrollo del embrion
(Jacobsen y Chandler, 1988).

Esta movilizacién de las reservas esta estimulada por el acido giberélico (AG;) e inhibida
por el acido abscisico (ABA; Jacobsen y Chandler, 1988). Durante la germinacién, el embrion
sintetiza AGs;, el cual difunde hacia el endospermo almidonoso hasta llegar a la capa de
aleurona, donde desata una serie de respuestas fisiologicas que permiten la hidrélisis de las
proteinas de reserva de estas células. Posteriormente, se inicia la sintesis de novo de enzimas

hidroliticas que son secretadas al endospermo almidonoso; sitio en que realizan la hidrolisis de



las reservas. Los productos de hidrdlisis eventualmente viajan hacia el embrion donde son

utilizados para su desarrollo (Jacobsen y Chandler, 1988).



3. ANTECEDENTES

La germinacidon es un proceso fisioldgico que resulta en cambios significativos de la
composicidon quimica y estructural de los granos. Estos cambios le permiten producir energia
necesaria requerida para el crecimiento y desarrollo del embrion en una nueva planta. La
germinacion empieza cuando la semilla se expone a factores favorables como son la presencia
de agua, la disponibilidad de oxigeno y la temperatura, que propician la sintesis de hormonas
vegetales (giberelinas) seguida por la generacion de enzimas que degradan los tejidos de
reserva, el endospermo y el escutelo.

Las giberelinas son sustancias organicas que son capaces de generar y regular una o
varias respuestas fisioldgicas a través de transmitir sefiales especificas a lo largo de la planta.
Se sintetizan en casi todas las estructuras de la planta en diferentes proporciones, dependiendo
de los requerimientos del tejido donde se producen y de la planta en general. Producen
cambios profundos y diversos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, un ejemplo lo
constituye el acido giberélico (AGg; Fig. 1).

Muchos estudios han utilizado como sistema modelo la capa de aleurona de cereales. El
conocimiento de los eventos regulados por el AG; en las células de aleurona ha avanzado a
través de diferentes enfoques como lo son, la genética molecular, la biologia celular, la

electrofisiologia y la bioquimica (Gilroy y Jones, 1994).

Figura 1. Estructura del acido giberélico (AG3;)



En este trabajo se utilizé como modelo a la cebada. El grano maduro de cebada es de
forma ahusada, mas grueso en el centro y disminuyendo hacia los extremos. Esta rodeado por
el pericarpio, una estructura que sirve de proteccién; por el embrién y el endospermo, donde se
almacenan carbohidratos (principalmente almidon) y proteinas que proveen la energia y
nutrimentos necesarios para el desarrollo del embrion. El endospermo comprende al
endospermo almidonoso, tejido de reserva no vivo, rodeado por un tejido vivo llamado capa de
aleurona.

La capa de aleurona consiste de una a tres capas de células que rodean al endospermo
almidonoso y cuya pared celular es muy rigida (Fig. 2). La especial rigidez de la pared celular se
debe probablemente a que éste es un tejido en el cual sus células no se reproducen, por lo que

deben estar bien protegidas de posibles dafos a su estructura.
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Figura 2. Micrografia que muestra la estructura del endospermo de cebada.

Durante el desarrollo de la semilla, ésta acumula reservas, que se almacenan en forma
de proteinas, polisacaridos, lipidos y minerales en el endospermo y en la aleurona. Durante la
germinacion, estas reservas son degradadas y movilizadas hacia el embrion, donde son
utilizadas como sustratos para su crecimiento (Lovegrove y Hooley, 2000). Esta movilizacion de
las reservas esta regulada por el AG; (Jacobsen y Chandler, 1988). La hidrdlisis del almidon del
endospermo de la semilla sucede a través de la accion de varias enzimas, la a-amilasa,
B-amilasa, glucosidasa, etc. (Fig. 3; Skadsen, 1998). Todas estas enzimas son sintetizadas por
la capa de aleurona durante la germinacion y su produccion también es regulada por el AG;

(Jacobsen y Chandler, 1988).
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Figura 3. Esquema de la estructura y movilizacién de reservas en una semilla de cebada

Existe evidencia que indica que en las células de la capa de aleurona, la membrana
plasmatica participa en la percepcion del AG; y las endomembranas en la biosintesis y
secrecion de las enzimas inducidas por este fitorregulador (Jones y Jacobsen, 1990; Hooley, et.
al. 1991).

La membrana plasmatica no funge sélo como delimitadora de los diferentes dominios
intra y extracelulares, sino que también regula la entrada y salida de distintos solutos a través
de diferentes mecanismos de transporte intrinsecos. La membrana puede tener alteraciones
debido a la perdida del vigor, dicha perdida es ocasionada por las condiciones de produccién y
de manejo poscosecha (Kigel y Galili, 1995).

Estas alteraciones en la integridad de la membrana pueden visualizarse a nivel
ultraestructural, también pueden llegar a manifestarse como un dafio en las propiedades

normales de permeabilidad de la célula. La incapacidad del plasmalema de contener solutos



durante el deterioro de la semilla tiene al menos dos consecuencias: la incapacidad de la célula
de responder osméticamente y la salida sustancial de los metabolitos de la semilla que favorece
el crecimiento de organismos patdgenos. La alteracion estructural de la membrana parece
incidir en una menor eficiencia de respuesta al AG; (Bernal-Lugo, et al. 1999).

La viabilidad de la semilla se mantiene por un periodo variable y depende del tipo de
semilla y de las condiciones de almacenamiento. Previo a la perdida de la viabilidad, el efecto
del envejecimiento se puede observar en la perdida gradual del vigor de la semilla.

Durante el almacenamiento prolongado existe una reduccion progresiva en la capacidad
de germinacién y en el crecimiento de la plantula. El endospermo de semillas envejecidas
produce menos a-amilasa que las semillas frescas (Bernal-Lugo, et. al. 1994; Livesley y Bray
1991). Esto puede ser una expresion del proceso de envejecimiento relacionada con la

movilizacién de reservas en el endospermo (Priestley, 1986).

3.1 Transduccion de senales

La capa de aleurona ha sido utilizada como modelo de estudio de la transduccion de
sefiales en plantas. Existe evidencia que sugiere el Ca®*, la calmodulina, las proteinas G
heterotriméricas, las cinasas, las fosfatasas y segundos mensajeros como el GMP ciclico vy el
IP; estan involucrados en etapas tempranas de la transduccion de sefales de AG; (Kashem, et.
al. 2000, Kuo, 1996).

Se ha propuesto que la subunidad a de una proteina G podria ser el primer componente
de una via de transduccion en la aleurona (Jones, et. al. 1998). Se sabe que esta subunidad o
activa a la fosfolipasa C (PLC) que se encuentra en la membrana plasmatica. La presencia de
la PLC en la membrana vy el incremento de IP; sugieren que existe un sistema de sefalizacion
por fosfoinositidos en la aleurona. El IP; difunde rapidamente a otras partes de la célula (Chen,
et. al., 1997) y promueve la liberacién de Ca®* de las reservas intracelulares (Fig. 4). Esto puede

estar involucrado en la expresion de genes que se inducen por AG,
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Figura 4. El fosfatidilinositol-4,5-bifosfato es hidrolizado por una fosfolipasa C de membrana en
respuesta a una senal hormonal (AG3;). Los dos productos de la hidrélisis actian como segundos
mensaijeros.

El Ca?* es esencial en la expresién de la actividad enzimatica de a-amilasa en cereales
ya que ésta es una metaloenzima que requiere Ca®" para su estabilidad, asi como también para
su expresion y secrecion (Kashem, et. al., 2000).

Existen estudios que demuestran que vesiculas de reticulo endoplasmico de aleurona
tratadas con AG; presentan alto nivel de transporte de Ca?*. Se ha demostrado que un
incremento en el flujo de Ca® en reticulo endoplasmico es esencial para la accion de AG; en la
estimulacién de la produccién de hidrolasas (Chen, et. al., 1997).

Se han identificado proteinas que unen Ca®* como la calmodulina (CaM) que son
necesarias para mantener nivel altos de Ca®* dentro del reticulo endoplasmico. El AG; induce
el aumento en la sintesis de las proteinas que unen calcio (Bush, et. al., 1993). Los sistemas
dependientes de Ca®* y la CaM han probado ser elementos centrales en eventos que
mantienen la actividad secretoria en respuesta al AG; (Ritchie y Gilroy, 1998).

En la figura 5 se muestran algunos de los elementos que participan en la via de

transduccion de la sefal del AG; en la aleurona.
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Figura 5. Modelo de la via de senalizacion dependiente de AG; en células de aleurona. Ga,
subunidad o de una proteina G; PLC, fosfolipasa C; IP3, inositol-1,4,5-trifosfato; MP, membrana
plasmatica; RE, reticulo endoplasmico; V, vacuola; PP1, fosfoproteinfosfatasa 1; PP2A,
fosfoproteinfosfatasa 2A; OKA, acido ocadaico.

* OKA inhibe la expresion de los genes OsCa-atpasa y Osamy-c
< El rojo de Rutenio inhibe la expresion del gen Osamy-c
(Chen, et. al., 1997).




3.2 Proteémica

Para caracterizar la expresion de genes en los organismos, normalmente se estudia el ARNm o
las proteinas. Debido a su naturaleza intrinseca, los transcritos de ARNm no son buenos
indicadores de la expresion de las proteinas y su cantidad frecuentemente no se relaciona con
la cantidad de proteinas presentes en el sistema estudiado. Debido a esto, para caracterizar la
expresion de genes de una manera acertada también necesitamos estudiar las proteinas
expresadas (Skylas, et. al., 2005).

La protedmica es el estudio de todos los polipéptidos expresados por los genes de un
organismo, incluyendo las modificaciones post-traduccionales (Honoré, et. al., 2004), en un
tejido especifico, en una etapa particular del desarrollo y bajo condiciones especificas de
crecimiento.

Aunque la protedmica es una herramienta relativamente nueva se basa en técnicas
analiticas establecidas previamente (Skylas, et. al., 2005). Dos técnicas son fundamentales
para el analisis proteémico: la electroforesis en gel de poliacrilamida en 2-D (2-D PAGE) que
puede separar miles de proteinas en sistemas complejos de proteinas y la espectrometria de
masas (MS) para la identificacion de proteinas y sus respectivas modificaciones post-
traduccionales (Honoré, et. al., 2004).

La protedmica ayuda a identificar partes del genoma que determinan la composicién de
proteinas, las actividades enzimaticas y la expresion de genes relacionados con el crecimiento.
Esta nueva tecnologia va mas alla de sélo separar algunos polipéptidos de un tejido, pues es
capaz de cuantificar, caracterizar e identificar algunas de estas proteinas. Una de las
aplicaciones de la protedmica incluye el descubrimiento de proteinas especificas relevantes en
una cierta etapa del desarrollo de la semilla o que dependen de las condiciones ambientales

(Fig. 6; Skylas, et. al., 2005).



Descubrimiento

L]

Bioinformatica

”7 TN

Genodmica Transcriptomica Proteémica

_| Transcripcién Traduccion
Replicacion DNA - RNA - Proteinas

]

Transcripcion
reversa

Glicomica Metabolomica

Figura 6. Tecnologias emergentes en continuo desarrollo, utilizadas para elucidar las interacciones entre las biomoléculas en
todas las etapas del flujo de informacién genética en sistemas bioldgicos y en relacién a condiciones de crecimiento especificas.
(Skylas, et. al., 2005)



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
v Identificar algunas proteinas membranales de aleurona de cebada involucradas en el

proceso eficiente de movilizacién de reservas.

4.2 Objetivo Particular

e Aislar, separar y detectar las proteinas membranales inducidas por AG; en aleuronas
aisladas de semillas de cebada con diferente vigor.

e Identificar dichas proteinas y relacionar su funcién con el sistema de movilizaciéon de

reservas.

5. HIPOTESIS

» Si las proteinas membranales participan en la respuesta de la aleurona de cebada al AGs;,
entonces un analisis protedmico de microsomas permitira identificar algunas de estas

proteinas.



6. MATERIAL Y METODOS
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Figura 7. Diagrama General de la Investigacion



Material biolégico
Se utilizd semilla de cebada Hordeum vulgare, variedad Himalaya cosecha 1998 y cosecha
1985, obtenidas del Departamento de Agronomia de la Universidad de Washington, Pullman,

WA. Ambos lotes fueron almacenados a 4°C y 40 % de humedad relativa.

Preparacion de las semillas

Las semillas se cortaron longitudinalmente eliminando el embrion. Las medias semillas sin
embridn se desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial al 1.2% (v/v), agitandolas durante
20 min. Se enjuagaron repetidamente con agua destilada estéril hasta eliminar los residuos de

hipoclorito.

Obtencién de las capas de aleurona

Previamente a la obtencién de las capas de aleurona, las medias semillas desinfectadas se
pusieron a embeber durante 96h a 25°C sobre dos circulos de papel filtro con aproximadamente
10 mL de agua destilada estéril con 20 ug/mL de cloranfenicol y 20 ug/mL de estreptomicina en
cajas Petri estériles. Al término de este tiempo, se elimind el endospermo almidonoso con la

ayuda de dos espatulas, todo en condiciones estériles.

Aislamiento de Ila fraccion microsomal y extraccion de la proteina de membrana

Cuatrocientas capas de aleurona aisladas se incubaron por 3 h a 28°C en buffer de incubacion
(10 aleuronas / mL, acido succinico 20 mM, pH 5.0, CaCl; 20 mM) con o sin 1 UM AG; (AG3
preparado en NaHCO; 0.01M). Después de este tiempo, el buffer de incubacion se elimind y las
capas de aleurona se secaron con papel absorbente. Las capas de aleurona se homogenizaron
en un mortero con 25 mL de buffer de homogenizacion frio (Sacarosa 330 mM, EGTA 2 mM,
Tris-HCI 100 mM, pH 5.0, con inhibidores de proteasas Boheringer) en presencia de 14.2 mM -

mercaptoetanol (B-ME). El homogenizado se filtrd a través de 6 capas de gasa y se centrifugo a



10,000 rpm a 4°C por 10 min (Centrifuga Sorvall Super T21). Se colectd el sobrenadante en
tubos de ultracentrifuga (Centrifugue Bottles Polycarbonate with Cap Assemblies Beckman, Cat.
BC355618) frios y se centrifugd a 55,000 rpm a 4°C por 1 h (Ultracentrifuga Beckman XL-
100K). El sobrenadante se descarté y las pastillas se resuspendieron en 200 uL de buffer de
resuspension (Tris-HClI 5 mM pH 7.0, EGTA 1 mM, CHAPS 2% y urea 4 M). Las muestras se
agitaron en un vortex y se centrifugaron en una microfuga a 14000 rpm/ 4°C/ 10min. Los
sobrenadantes se colectaron y las pastillas se re-extrajeron con otros 200 uL de buffer de
resuspension. Se repitié la centrifugacién y los sobrenadantes de cada muestra se juntaron

(Maya, 1997).

Cuantificacién de proteina
La concentracion de proteina de las muestras se determiné usando el Kit 2-D Quant (Amersham

Biosciences).

Electroforesis 2-D

Se precipitaron 500ug de proteina, con TCA 10% en acetona a —20°C. Se centrifugd la proteina
precipitada a 14000 rpm/ 15min/ 4°C, se elimind el sobrenadante y se anadieron 500 ulL de
acetona. Se disgregd en vortex y centrifugd a 14000 rpm/ 10min/ 4°C, se elimin6 el
sobrenadante y se repitid el procedimiento dos veces mas. Se evapord la acetona a
temperatura ambiente. Las muestras se solubilizaron en una solucion rehidratante (Urea 7 M,
Tiourea 2 M, CHAPS 4%, Buffer IPG 2% pH 4-7 (Amersham Biosciences), Azul de Bromofenol
0.002%, DTT 2.8 mg/mL) con intensa agitacion en vértex por aproximadamente 1 h. Cuando
estuvieron completamente solubilizadas las muestras se absorbieron por la noche en tiras de 13
cm de IPG pH 4-7 (Amersham Biosciences) a 20°C. El Isoelectroenfoque se realizé en un
Sistema Multiphor 1l con Immobiline DryStrip Kit (Amersham Biosciences) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. Las condiciones de enfoque fueron las siguientes: 500 V por 1 h



(step mode), 3500 V por 1.5 h (gradient mode) y 18100 V/h (5000 V/h cuando se usaron tiras de
7 cm), las tiras fueron guardadas en plastico adherente —80°C. Para el gel de segunda
dimensién, las tiras de gel se sacaron de —-80°C y se dejaron descongelar. Una vez
descongeladas se incubaron en tubos de ensayo de 25 mL con buffer de equilibrio A (Tris-HCI
50 mM pH 8.8, Urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, DTT 10 mg/mL y un poco de azul de
bromofenol) y buffer de equilibrio B (Tris-HCI 50 mM pH 8.8, Urea 6 M, glicerol 3 0%, SDS 2%,
iodoacetamida 25 mg/mL y un poco de azul de bromofenol) por 15 min cada uno y
subsecuentemente colocadas horizontalmente en un gel de Tris-glicina SDS poliacrilamida
(15%, Tabla 1). EI SDS-PAGE se realizé en una camara Vertical 25 X 25 cm (Slab Gel
Electrophoresis Unit SE600 Hoeffer) aplicando 30 mA por 15 min y 60 mA por 4.75 h. El gel 2-

D se tifié con Azul de Coomassie coloidal (Bradford, 1976).

Tabla 1. Preparacion del gel de acrilamida (15%)
Gel 15%

Tris HCI 1.5 M pH 8.8 20.0 mL

Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0.8% | 40.0 mL

SDS 10% 0.8 mL
H,O 18.78 mL

Persulfato de amonio 10% 400 pL
TEMED 26.4 uL

Tabla 2. Preparacion de Azul de Coomassie coloidal

Concentracion Final
(NH4).SO, 17%
H3:PO, 3%
Azul de Coomassie G-250 0.1%
Metanol 34%

Comparacion de Patrones electroforéticos de doble dimension
Las imagenes de los patrones de los geles 2-D se obtuvieron y compararon a través de un
Fluor-S Multimager (Quantity One, PD-QUEST Software) para identificar las manchas que

presentaran diferencias cuantitativas o cualitativas entre los geles de los distintos tratamientos.



Secuenciacioén por Espectrometria de masas (MS)
Para secuenciar las manchas seleccionadas se recurrio a la Unidad de Proteémica de la

Universidad de Missouri y a la Unidad de Protedomica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Identificaciéon por Bioinformatica
Para identificar las proteinas correspondientes se utilizaron los programas BLASTp del
NCBI  (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) y BLASTp del ExPASy/SWISS PROT

(http://au.expasy.org/sprot/), dos de las bases de datos publicas.

Determinacion de actividad de a-amilasa

La a-amilasa fue determinada usando el procedimiento del almidon-Kl / |, (Chrispeels y Varner,
1967). Se obtuvieron 60 capas de aleurona de la misma forma que se menciona en los puntos
anteriores, se colocaron las 60 aleuronas en matraces de 25 mL estériles (10 aleuronas/matraz)
y se incubaron en 2 mL de buffer de incubacién (acido succinico 20 mM pH 5.0, CaCl, 20 mM)
con o sin 1 uM AG; durante 3 h a 28°C. Se homogenizaron con ayuda de un mortero y arena,
en el mismo buffer y volumen en el que fueron incubadas las aleuronas; el homogenizado se
colocé en tubos de 1.5 mL. Se centrifugaron en microfuga a 14000 rpm durante 10 min a 25°C,
se colect6 el sobrenadante y se almacenaron a —20°C hasta su uso. Se prepararon 100 mL de
una solucién de Kl / I, con HCl y 50 mL de una solucion de almidén (0.125g) con 0.25 mL de
acetato de calcio 1.3 M, pH 6.0 y 0.25 mL de NaCl 0.1 M. Se colocaron 2 mL de H,O y 1 mL de
solucion de yodo en tubos de ensayo y se hizo una curva patrén de 130 uL a 180 pL de
almidén, se leyé a 620 nm y se determind la absorbencia. El volumen de almidén cuya
absorbencia fuera cercana a 1.0, se colocé en tubos de ensayo a 30°C. Se agregd un volumen
de 20-50 pL del extracto enzimatico durante 0.5- 2 min (el volumen de extracto y el tiempo de
incubacién de la reaccion debe ser tal que la absorbancia de la muestra sea entre 0.5-0.8 D.O

a 620 nm). La reaccion se detuvo con 1 mL de solucién de yodo, se agregaron 2 mL de H,O y



se midio la absorbencia a 620 nm. Una unidad (U) de actividad de a-amilasa se definié como la

cantidad de enzima que produjo un cambio de 1.0 unidad de absorbancia por minuto a 620 nm.

Ensayo de Viabilidad

Se obtuvieron 300 capas de aleurona de la misma forma que se menciona en los puntos
anteriores y se incubaron en buffer de incubacion (10 aleuronas / mL, acido succinico 20 mM
pH 5.0, CaCl; 20 mM) con o sin 1 uM AGs durante 0, 5, 14, 18 y 24 h a 28°C; 10 aleuronas por
cada matraz, 3 matraces por cada tiempo. Después de los respectivos tiempos, el buffer de
incubacién se elimind y las capas de aleurona se secaron con papel absorbente. Las capas de
aleurona se colocaron en frascos viales color ambar (10 aleuronas por cada frasco). Se
agregaron 2 mL de 2,3,5-trifeniltetrazolio 1% (TTC) en buffer de fosfatos 20 mM pH 5.8 y se
incubaron durante 1 h a 25°C. Transcurrido el tiempo, las aleuronas se lavaron 2 veces con
agua destilada estéril y el pigmento se extrajo con 1 mL de etanol absoluto a 70°C durante 30
min. El pigmento extraido se centrifugd a 14000 rpm por 10 min en microfuga y se determind la
absorbencia del sobrenadante a 485 nm. El porcentaje de viabilidad se calculé usando valores

de referencia de todas las células vivas y todas las células muertas (Kermode, 2003).

Determinacion de proteasas

Se realiz6 la extracciébn de la proteina de membrana de la forma que se menciond
anteriormente y se tomaron muestras de 200 uL de las fracciones llamadas homogenado total,
de la fraccion soluble y de la fraccion microsomal de aleuronas incubadas 3 h en buffer de
incubacién con o sin AG;. Se colocaron 20 uL de cada muestra en tubos de 1.5 mL por
triplicado, se agregaron 200 ul de Tris/HCI a diferentes pH (5.5, 7.0 y 8.8) a cada tubo y se
incubaron durante 5 min a 37°C. Transcurrido ese tiempo se agregaron 50 uL de azocaseina
1% (se disolvid en su respectivo buffer Tris/HCI pH 5.5, 7.0 y 8.8, se necesitd calentar

ligeramente) y se incubaron durante 30 min a 37°C. Una muestra de fraccion microsomal se



incubé con 200 pL de Tris/HCI pH 7.0 y 50 uL de azocaseina 1% durante 16 h a 25°C.
Transcurridos los tiempos, se agregé TCA 5.0% para detener la reaccion, posteriormente se
agregaron 500 uL de NaOH 500 mM para neutralizar. Se elimind la proteina precipitada
centrifugando durante 15 min a 14,000 rpm a 4°C y el sobrenadante se midi6 a 366 nm. El
coeficiente de extincion molar de la azocaseina al 1% en NaOH es 37 g/L (Garcia-Carrefio,

1992).

Determinacién de carbohidratos
Se extrajo la proteina de membrana de la forma mencionada anteriormente y se prepararon
tubos con los reactivos que se indican en la siguiente tabla:

Tabla 3. Sistema de reaccion para la cuantificacion de carbohidratos

Tubos 1(mL)[2(mL) |3 (mL)|4 (mL)|5(mL)|6 (mL)|7 (mL)
Soluciéon Patron Glucosa
(200ug/mL) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4
H,O Destilada 0.95 0.9 0.8 0.7 0.6 0.9 1.0
Extracto 0.1

Se agitaron los tubos en un vértex para mezclar los reactivos. En la campana de extraccion se
agregaron 0.3 mL de Fenol 5% a todos los tubos y se agitaron en voértex. Posteriormente se
agrego 1.8 mL de H,SO, concentrado todos los tubos, agitando en vortex cada tubo después de
agregar el H,SO, (se agitd con cuidado pues la reaccion es exotérmica). Se dejaron enfriar los
tubos a temperatura ambiente. Se leyd la absorbancia a 485 nm. Los tubos 1, 2, 3, 4y 5
corresponden a la curva patréon de glucosa, el tubo 7 corresponde al blanco de reactivos

(Dubois, et al. 1956).

Tincién de glicoproteinas
La glicoproteinas presentes en los geles de 1D se tifieron con el kit GelCode Glycoprotein

Staining Kit (Pierce).



Determinacion de la actividad de Isocitrato Liasa (ICL)

Se obtuvieron 50 capas de aleurona de la forma mencionada anteriormente y se incubaron en
buffer de incubacion (10 aleuronas / mL, acido succinico 20 mM pH 5.0, CaCl, 20 mM) con o sin
1 uM AG; durante 3 h a 28°C. Después de los respectivos tiempos, el buffer de incubacién se
elimind y las capas de aleurona se secaron con papel absorbente y se homogenizaron en un
mortero con 15 mL de buffer de fosfatos 0.05 M pH 7.6 con inhibidores de proteasas
Boheringer. EI homogenizado se filtré por 6 capas de gasa y se centrifugo a 10,000 rpm por 20
min. Posteriormente se agregaron 100 ulL del extracto obtenido a la mezcla de reaccion (300 uL
Buffer de Fosfatos pH 7.6 10 uM, 300 puL Glutation 2.5 uM, 300 uL MgSO4 5 uM, 300 pL
Isocitrato trisddico 5 uM) y se incubaron durante 20 min a 30°C. Transcurrido el tiempo se
agregaron 300 uL de TCA 50% para detener la reaccion, se removio la proteina precipitada
centrifugando 5 min a 14,000 rpm. Se tomé 1 mL del sobrenadante y se agregaron 660 uL de
2,4-Dinitrofenilhidracina 0.1% (disuelta en HCI 2 N), se incubd durante 20 min a temperatura
ambiente. Después de la incubacion, se agregaron 3.35 mL de NaOH 2.5 N, se agit6é y se midio

la absorbencia a 445 nm (Singh, et. al., 1981).

Resonancia Paramagnética Nuclear (RPE)
Los estudios de RPE se mandaron hacer a la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion

(USAI) de la Facultad de Quimica de la UNAM.



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Comparacion de patrones electroforéticos de semillas control (1998) con
diferentes tratamientos de AG3;

7.1.1 Analisis cualitativo

En la figura 8 se muestra la imagen digitalizada de los patrones 2-D de proteinas membranales
aisladas de capa de aleurona lote 1998. El nimero de péptidos detectados fue menor en el
tejido proveniente de aleuronas tratadas con el fitorregulador (648 manchas) que en su
respectivo control (701 manchas; Ver Tabla 4). La comparacion de los patrones electroforéticos
indicd que 344 proteinas se encontraban en ambos tratamientos, aunque en algunos casos la
cantidad varié (ver andlisis cuantitativo). A este conjunto se le denomindé subproteoma
constitutivo (rectangulos en color azul). También se observé que el tratamiento con AG;
provoco la pérdida de 33 proteinas (7.6 % del total). Se detectaron 271 nuevas proteinas debido
al tratamiento con AG; (Figura 8, circulos color rojo). De las 271 manchas que se indujeron
por AGs;, se seleccionaron 32 de ellas, en funcién de su intensidad relativa y su presencia en la
mayoria de los geles, ademas tenian que estar perfectamente aisladas; de estas 32 manchas,
se seleccionaron 10 con un criterio similar al anterior pero mas riguroso. Se mandaron
secuenciar por espectrometria de masas (MS) a la Universidad de Missouri. También se

selecciond una mancha y se mando secuenciar a la Unidad de Protedmica del IBT.

Tabla 4. Namero de proteinas totales que aparecen en los patrones electroforéticos para la semilla fresca
con diferentes tratamientos

1998
-AG; +AG;
701 648




(kDa) 4

(kDa)

50 —




7.1.2 Analisis cuantitativo del subproteoma constitutivo

Las proteinas que se denominaron constitutivas son aquellas que se encuentran en los
patrones electroforéticos independientemente del tratamiento. A estas se les realizé un analisis

cuantitativo para determinar cuales aumentaban, disminuian o no presentaban ningun cambio.

Para hacer el andlisis cuantitativo se tomaron las intensidades relativas de las manchas
constitutivas, que proporcionaba el programa con el que fueron analizados los geles (PD-
QUEST). Se sumaron las intensidades de todas las manchas y se calculd el porcentaje que
representaba cada una del total. Esto se realizé de forma independiente para cada tratamiento.

Finalmente, se compararon los porcentajes de intensidad entre los distintos tratamientos.

El criterio que se tomd en cuenta para distinguir las proteinas que aumentaron por efecto
del AG;, fue que su intensidad fuera por lo menos del doble. Para decir que las proteinas
habian disminuido se considerd que la intensidad relativa fuera por lo menos de la mitad. En la
tabla 9 y 10 se presentan los valores de las contribuciones de las manchas y el porcentaje de
inhibicion y las veces que aumenta la intensidad de las mismas por la presencia de AG; (Ver

Anexo ).

En la figura 9 podemos apreciar el analisis cuantitativo de las proteinas constitutivas de
la semilla fresca, se observa que por efecto del AG; 12.8% de las proteinas constitutivas

disminuyen, 27.0% aumentan y 60.2% no presentan ningun cambio.



Pocentaje de proteinas que sufren cambios por efecto del
tratamiento con AG; en semilla fresca (1998)

B Aumentan

Bl Disminuyen
O Sin Cambio
60.2%

Figura 9. Analisis cuantitativo del grupo de proteinas constitutivas de semilla fresca (1998) que sufrieron cambios
debido al tratamiento con AG;

7.2 Identificacion de las proteinas Inducidas por AG3

Sélo las proteinas inducidas por AG; se recortaron y se mandaron secuenciar. Las
secuencias de los oligopéptidos, de cada proteina, obtenidas por espectrometria de masas
(MS) fueron utilizadas para identificar la proteina correspondiente utilizando las herramientas
BLASTp del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y BLASTp del ExPASy/SWISS PROT

(http://au.expasy.org/sprot/), dos de las bases de datos publicas.



Los resultados se presentan a continuacion.

Tabla 5. Resultados de las secuencias de oligopéptidos y su identificacion en bases de datos publicas

. Teo Exp . No.
Proteina PM(KD)/pl | PM(kD)/pl Secuencia € Acceso
Mn Superéxido FNGGGHVNHSIFWK 1x10° | 2'522;37
Dismutasa 25.3/7.9 11.9/4.3 Swiss Prot
(EC 1.15.1.1) IDVWEHAYYLQ 0.001 s
Isocitrato Liasa 64.3/6.9 11.3/4.4 PFVDYLKPIIADG- 251078 21'\2%?27
(EC 4.1.3.1) -3/6. -3/4. GTGFGGTTATVK .
Swiss Prot
P25248
208 EEGIQLVAEAIR 0.008 NCBI
Proteasoma NDLGSGSNVDVCVITK 2x10° 50933089
(Subunidad | 22:0/6:5 | 11.1/4.9 RNHQLPNPR 0.84 | Swiss Prot
beta) AADTEAVT 111 QILST8
Beta alanina AAVQFACTDTVADNVAAAER |  0.002 50’;5(33%39
sintasa 33.4/53 | 44.3/48 VQELFEGQYFCQAQR 7x107 | 2029905
(EC 3.5.1.6) GNSFLAGPT 125 o
Proteing de la VTYLQEGGSETSSLEVQR 0.020
N YLQEGGSETSSLEVQ 13 NCBI
FSL“"i'ﬁa‘ie 74.3/6.0 | 22.6/50 | \xA| FTSNALNCDDPSHP 0.087 |108706671
P SEAGTVTATDVADAAGTVYR|  2x10°
Gliceraldehido 0.77 NCBI
3-Fosfato AGIALNDHFVK T7, | 34787348
Deshidrogenasa| 44021 | 36.5/5.7 DAPMFVVGVNEDK %8_4 Swiss Prot
(EC 1.2.1.12) VPTVDVSVVDLTVR P26517
Lactoilglutation AFAQDPDGYLFELLQR 2x10° NCBI
liasa SFLDPDGWK 0.93 16580747
(EC4.4.15 | 32657 | 31752 VVLVDYADFLK 23 | Swiss Prot
Glioxalasa ) GNAYAQVALGTD 1.2 Q948T6
Dextrinasa Identidad determinada por NCBI
Limite 99.1/5.0 104/5.6 espectrometria de masas ) 2677837
Precursor VTEFPGENTQGVSMNR 0.51 1 1'\'7?5'37
Oxalato 235/6.1 | 39.4/57 DFCVADLD 13 1T
Oxidasa 2 AGETFLIPR 52 P45851
(EC 1.2.3.4)
. NCBI
Globulinadel | 2,368 | 12.1/5.8 SPAQELTFGR 0.57 167004
Embridn :
Swiss Prot

Q03678




7.3 Funcion de las proteinas inducidas por AG;

7.3.1 Activacion de la transcripcion dependiente de AG;

Una de las proteinas identificadas que se regulan por AG; es la subunidad B del proteasoma
20S. Una estructura altamente ordenada de subunidades B y «, llamada subunidad 20S al
unirse a dos subunidades regulatorias llamadas 19S forman un complejo proteasa
multicatalitico llamado Proteasoma 26S (Moon, et. al., 2004). Este complejo remueve proteinas
anormales, mal plegadas o de vida corta (Chen, et. al., 2004) mediante la via de
poliubiquitinacion en la cual las proteinas son conjugadas con multiples subunidades de
ubiquitina y de esta forma quedan sefalizadas para la degradacién por el proteasoma (Smalle,
et. al., 2003; Smalle y Vierstra, 2004). Entre las proteinas que puede degradar el proteasoma
se encuentran factores de transcripcion, enzimas del metabolismo y proteinas que participan en
la transduccién de senales (Moon, et. al., 2004).

Se demostrod recientemente en semillas de cebada que la respuesta a AG; es regulada
negativamente por una proteina represora llamada SLN1 (SLENDER1; Peng y Harberd 1997;
Fu, et. al., 2004) que es rapidamente degradada en respuesta al AG; por la via de 26S
Proteasoma (Fu, et. al., 2002). La remocion de la SLN1, lleva a eliminar la represién de varios
procesos caracteristicos de la respuesta al AG;, incluyendo la produccidon y secrecion de
hidrolasas (Eastmond y Jones, 2005).

El hecho de que hayamos encontrado un fragmento de la subunidad 8 del proteasoma
20S sugiere que a las 3 h de incubaciéon con AG; este sistema ya esta inactivo y muy
probablemente esta inactivacion es a través de la protedlisis de sus componentes. En este
tiempo la represion que tenia el sistema es eliminada y se pueden llevar a cabo todos los

procesos necesarios para la movilizacion de reservas como los que se sugiere a continuacion.



7.3.2 Metabolismo de Lipidos y Carbohidratos

Se sabe que la composicidon de las reservas de almacenamiento de la aleurona de la cebada es
similar a la de muchas oleaginosas, constituyentes lipidicos (Jones, 1969). El AG; estimula la
gluconeogénesis asi como la actividad enzimatica de la B-oxidacién de acidos grasos y del ciclo
del glioxilato (Doig, et al., 1975), por lo que se especula que el catabolismo de lipidos en la
capa de aleurona debe iniciarse primero. El catabolismo de lipidos se requiere para producir
energia y esqueletos carbonados para poder iniciar la produccién y secrecion de hidrolasas por
la aleurona. Debido a que las proteinas encontradas se aislaron después de 3 horas de
incubacién con AGs;, la gluconeogénesis, alimentada por los productos del ciclo del glioxilato,
esta muy activa y por esto encontramos inducida a la isocitrato liasa (ICL), enzima esencial para
el ciclo del glioxilato (Eastmond y Jones, 2005) y regulada por AGs;, aunque con un peso
molecular menor que el reportado. Una posibilidad es que si bien la expresién del gen de la ICL
se induce por AG; también se podria incrementar su recambio.

La ICL se encuentra asociada a los glioxisomas en los cuales se genera H,O, durante la
-oxidacion, este metabolito inactiva a la enzima (Yanik y Donaldson, 2005). Ya que la catalasa,
enzima que degrada al H,O,, alcanza su maxima actividad hasta las 12h de tratamiento con
AG; (Kermode y Palma, 2003) podria ser que el H,O, sobrepase la actividad detoxificante del
sistema, acumulandose y causando la inactivacion de la ICL y por lo tanto, su degradacion.
Para demostrar que a este tiempo la velocidad de expresion de esta enzima era mayor que su
inactivacion, se cuantifico la actividad de la enzima en las mismas condiciones de incubacion

con AGs; que se realizaron los geles de 2D y se obtuvo lo siguiente.
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Como se puede observar en la figura 10, la actividad de la ICL en semillas 1998, se
incrementa un 60% aproximadamente en presencia de AGj;, por lo que concluimos que
efectivamente la ICL es una de las proteinas inducidas a las 3 h.

Otra enzima que encontramos fue la B-alanina sintasa, la cual puede estar asociada al
metabolismo de lipidos. Ya que la p-oxidacién en los glioxisomas debe ser muy activa se
necesitarian grandes cantidad de CoA, la B-alanina sintasa proporciona B-alanina, que es un
componente esencial del pantotenato de la coenzima A, mediante el catabolismo de las
pirimidinas (Rathinasabapathi, et. al., 2000). EI AG; acelera la hidrdlisis de acidos nucléicos
durante las primeras horas de la germinacion (Brown y David, 1986), de modo que se
tendrian los sustratos necesarios para la formacién de CoA.

La gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa es otra de las enzimas encontradas, la cual
participa activamente en la gluconeogénesis ya que cataliza la oxidacion y fosforilacién del

D-gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato.



Ademas de la gluconeogénesis y la B-oxidacion, el metabolismo de carbohidratos
también debe estar muy activo de modo que se generan gran cantidad de triosas como la
dihidroxiacetona fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato, formados por la triosa fosfato isomerasa
de la glucdlisis, en esta reaccion se forma un subproducto citotéxico, el metilglioxal (MG) que
reacciona con el DNA y las proteinas (Kumar, et. al. 2005). La aleurona tiene un sistema de
detoxificacion para este subproducto, el sistema de la glioxalasa que convierte el MG en acido
lactico; este sistema esta formado por la glioxalasa | y Il. Se encontré a la glioxalasa | como una
enzima que se induce por AG;. Para demostrar que este sistema esta activo, seria deseable
demostrar la presencia de la glioxalasa Il.

Otra de las enzimas que encontramos, se trata de una dextrinasa limite que también es
regulada por AG; (Schroeder y MacGregor, 1998). Aunque no se sabe cdmo es que esta
enzima es liberada de la aleurona puede estar implicada en la sintesis de almidon, elementos
de respuesta al AG; encontrados en la region del promotor del gen sugieren que la enzima

participa en la hidrdlisis del almidén durante la movilizacién de reservas (Burton, et. al., 1999).

7.3.3 Metabolismo de especies reactivas de oxigeno (EROs)

La formacién del radical superoxido, O,", una de las especies reactivas de oxigeno, puede
ocurrir en diferentes compartimentos de la célula (Elstner, 1991). En las membranas de los
cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas es donde se piensa que se generan las cantidades
mas importantes de radicales superoxido (Fridovich, 1986). La cantidad de estas especies se
incrementa con la actividad metabdlica del organelo. Takahashi y Asada (1983) demostraron
que las membranas eran impermeables a moléculas de O,  Cargadas. Por lo tanto las
superoxido dismutasas (SODs), que catalizan la conversién de radicales superoxido a perdxido
de hidrégeno, deben estar presentes en las membranas de compartimentos donde los radicales
superoxido se forman o en la matriz de los organelos donde se producen para poder eliminarlos

(Takahashi y Asada, 1983). En algunos casos la cantidad de EROs sobrepasa la capacidad



antioxidante de la célula. Este exceso de EROs es danino para muchos compontentes
celulares, incluyendo los lipidos de la membrana. Las EROs en exceso provocan la
peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de las membranas y éstas pierden sus
propiedades bioldgicas de manera parcial o total dependiendo de la magnitud de la
lipoperoxidacion. Se ha demostrado que las aleuronas de cebada contienen al menos dos
diferentes isoformas de SOD, una Cu-ZnSOD y una MnSOD (Fath, et. al., 2001). La MnSOD se
encuentra principalmente en mitocondrias y en algunos trabajos se ha demostrado que esta
asociada a las membranas de los glioxisomas (Sandalio y Del Rio, 1988). Debido a que en la
metodologia utilizada para extraer proteinas de membrana, se eliminan las mitocondrias por
centrifugacion diferencial y el tejido tiene una gran cantidad de glioxisomas suponemos que la
enzima que nosotros encontramos es una MnSOD que se encuentra unida a glioxisomas.
Recientemente se ha encontrado que el AG; disminuye la actividad de la MnSOD soluble (Fath,
et. al., 2001), esta disminucion puede deberse a que el AG; provocara una redistribucién de
esta enzima, de forma tal que la disminucion en la actividad de la MnSOD soluble reportada por
Fath, et. al. (2001) coincidiera con un incremento en la actividad de MnSOD en la membrana
glioxisomal. La posibilidad de que esta enzima sea contaminacién mitocondrial no puede ser

descartada con los experimentos realizados.

7.3.4 Procesos en la pared celular de aleurona

La aleurona tiene una alta capacidad para acidificar el medio que la rodea (Hamabata, et. al.,
1998; Martinez-Camacho, 2004) y esta capacidad se incrementa cuando el tejido es tratado con
AG;. A diferencia de otros tejidos en los que ésta actividad participa en la relajacion de la pared
celular, en la aleurona favorece la rigidizacién de la pared celular acompanada de la
solubilizacién del calcio (Morales, et, al., 2000). La rigidizacion de la pared celular se puede
realizar por diversos mecanismos: interaccion de pectinas con calcio o el entrecruzamiento de

polisacaridos a través de fenoles o de proteinas ricas en tirosina, para lo cual se requiere H,0..



Dado que durante la rigidizacion de la pared celular de la aleurona el calcio se solubiliza
(Morales, et. al., 2000) el primer mecanismo los constituye el hecho de que entre las proteinas
inducidas por AG; hayamos identificado a la oxalato oxidasa (OX02), enzima localizada en el
apoplasto y que produce CO,, H,O, y Ca®" si se utiliza oxalato de calcio como sustrato o sélo
los dos primeros metabolitos si el sustrato es oxalato. El H,O, y el Ca®* liberados (Svedruzic, et.
al., 2005) difunden rapidamente y se comportan como segundos mensajeros que participan en
el proceso de transduccién de senales (Kotsira y Clonis, 1998). El H,O, generado se puede
combinar con cloro y formar hipoclorito, un fuerte oxidante que participa en la resistencia de los

cereales a las toxinas (Kotsira y Clonis, 1998).

7.3.5 Proteinas de reserva

Debido a que la familia de las cupinas es muy extensa no podemos asignar una funcién a esta
proteina en el proceso de movilizacion de reservas ya que las cupinas tienen una gran
diversidad de funciones. Las globulinas son proteinas de reserva presentes en el embrion y en
la aleurona de las semillas de cebada. Se utilizan para proporcionar energia durante la

germinacion (Heck, et. al., 1993).



En resumen, en la Figura 11 se muestra un esquema que representa el metabolismo
que estaria activo durante las primeras 3 h de incubacién con AG;. En las primeras etapas de
incubacion con AGs;, el proteasoma 26S elimina la represion de varios procesos caracteristicos
de la respuesta al AG; y remueve proteinas mal plegadas. Posteriormente se lleva a cabo la
movilizacion de lipidos de la aleurona. Los acidos grasos liberados de los triglicéridos por medio
de lipasas son transportados hacia el glioxisoma. Mediante la -oxidacion los acidos grasos se
convierten en acetilCoA que entra al ciclo del glioxilato y posteriormente a la gluconeogénesis
con el objetivo de producir energia y esqueletos carbonados que son necesarios para la
produccién y secrecion de hidrolasas. Durante la movilizacién de los lipidos, se generan
radicales superéxido que son detoxificados por la MnSOD y durante la gluconeogénesis se

genera metilglioxal, toxico para la célula, que se elimina por la via de la Glioxalasa.



Figura 11. Proteinas involucradas en metabolismo de la aleurona. Las proteinas en cuadros rojos
corresponden a las proteinas inducidas por AGs;.




7.4 Actividad de Proteasas

Ya que algunas de las proteinas presentaron un menor peso molecular que el reportado
se determind la actividad de proteasas que posiblemente pudieran estar degradando a las
proteina. La actividad de proteasas se determiné a diferentes pH y en 3 etapas diferentes de la
extraccién de proteinas de membrana, el homogenado total, la fraccion soluble y en la fraccion

microsomal. Los resultados se presentan a continuacion.

Tabla 6. Determinacion de la actividad de proteasas en tres fracciones diferentes de aleuronas
1998 en ausencia de AGs,

Actividad Proteasas* Actividad Proteasas* Actividad Proteasas*
pH Homogenado Total Fraccion Soluble Fraccion microsomal
(g/L) (g/L) (g/L)
55 1.41x107 1.29x107 1.22x107
7.0 6.76x10™ 7.57x10™ 1.09x107
8.8 5.54x10™ 4.32x10™ 1.28x107

*Coeficiente de extincion molar de la azocaseina al 1% en NaOH es 37 g/L. La actividad esta dada en funcion de las condiciones
del ensayo (Ver material y métodos)

Como se observa en la tabla 6, a pesar de que a pH 8.8 hay mayor actividad de
proteasas en la fraccion microsomal, la actividad de proteasas en las 3 fracciones y a los
diferentes pH es minima, de modo que no pudo haber degradacién de las proteinas durante el
proceso de extraccién de proteinas de membrana.

Una vez demostrado que durante la extraccion de proteinas membranales no hubo
degradacion se penso que alguna proteasa pudiera estar degradando a las proteinas durante la
imbibicién de las proteinas para el IEF, ya que las proteinas se embeben durante 16 h a 20°C y

si alguna proteasa no hubiera sido inhibida podria estar ocasionando la degradacion.

Tabla 7. Determinacion de proteasas en fraccién microsomal en ausencia y presencia de AGs.
(Incubacién de 16h en presencia de azocaseina)

*Coeficiente de extincion molar de la azocaseina al 1% en NaOH es 37 g/L. La actividad esta dada en funcion de las condiciones

Actividad Proteasas*
-AG; (g/L)

Actividad Proteasas*
+AG; (g/L)

9x10™

1.3x10°°

del ensayo (Ver material y métodos)




Como se observa tampoco hay una actividad relevante de proteasas durante el tiempo
en que las proteinas se embebebieron en las tiras para el IEF, por lo que el menor peso
molecular obtenido para algunas proteinas se puede deber a una degradacion anterior o

durante la incubacion con AG; o a factores ya mencionados anteriormente.



7.5 IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEMBRANALES INDUCIDAS POR AG; CON
POSIBLE PARTICIPACION EN LA MOVILIZACION DE RESERVAS

Con la finalidad de definir si alguna de las proteinas identificadas e inducidas por AG;
participaba en la movilizacién de reservas se utilizé un lote de bajo vigor (1985), debido a que
se ha reportado que el almacenamiento de semillas disminuye la eficiencia de la movilizacion
de reservas en cereales. Para demostrar que el lote de bajo vigor (1985) presentaba estas
caracteristicas se compardé la actividad de a-amilasa inducida por AG; en este lote y su control,
el lote 1998.

En ausencia de AG; se observd (Figura 12B) que las semillas de ambos lotes
presentaron actividades enzimaticas similares (4.60 y 3.93 U de o-amilasa/ aleurona,
respectivamente). En presencia de AG;, la actividad de o-amilasa se incrementé en ambos
lotes de semillas. Sin embargo, el incremento fue mayor en el lote control (1998) que en el de
bajo vigor (1985). En este ultimo caso la actividad de la a-amilasa incrementoé solo 2 veces con
respecto a su control, mientras que en la semilla control (1998) la actividad aumentd 5.2 veces
con respecto al tejido sin tratamiento. Esto nos sugiere que en efecto, las semillas almacenadas
por largo tiempo mostraron una menor eficiencia en la movilizacion de reservas.

Estos resultados se podrian explicar de dos maneras: La viabilidad de las células de la
aleurona en las semillas de bajo vigor (1985) era menor que en el lote control (1998) o bien que
las proteinas membranales que participan en la movilizacion de reservas estuvieran danadas.
Para decidir entre estas dos posibilidades se cuantificé la viabilidad de las células de la
aleurona en cada uno de los lotes.

En el ensayo de viabilidad (Figura 12A) se observé que tanto en la semilla control (1998)
como en la semilla de bajo vigor (1985) incubadas en ausencia de AG; presentaron porcentajes
de viabilidad similares, lo cual indica que la viabilidad de ambos lotes era similar y por lo tanto
ésta no era la causa de la diferencia observada en la eficiencia de movilizacién. Sin embargo, la

velocidad de muerte celular inducida por AG; fue diferente entre los lotes (el AG; induce muerte



celular), sugiriendo fuertemente que las proteinas membranales presentes en la aleurona y que
participan en la respuesta al AG; se hubieran dafiado o que el sistema fuese incapaz de inducir

la sintesis de proteinas especificas.
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Para evaluar entre estas posibilidades se generaron los patrones electroforéticos 2-D de las

proteinas membranales del lote de bajo vigor (1985).

7.5.1 Patrones electroforéticos semilla de bajo vigor (1985)

Desafortunadamente no se logré el electroenfoque de las proteinas de la semilla de bajo
vigor (1985), ni en presencia ni en ausencia de AG; (Figura 13), lo que de nuevo sugiere que
las proteinas aisladas del lote 1985 se modificaron durante el almacenamiento. En la literatura
se reportan diversas causas por las cuales las proteinas en una muestra no se pueden enfocar.
A continuacion se describen los diferentes experimentos realizados para tratar de definir la

causa por la cual estas proteinas no pudieron ser enfocadas.
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Figura 13. Patrones de proteinas membranales de aleuronas de semillas de bajo vigor (1985).
A) En ausencia de AG;. B) en presencia de AGs;.

La primera posibilidad explorada para definir la causa de porque las proteinas aisladas
de aleuronas de bajo vigor (1985) no se enfocaran, fue disminuir la cantidad de muestra
cargada en la primera dimension. Se ha reportado que el exceso de proteina cargada es una
causa para que haya un deficiente enfoque (Berkelman y Stensteat, 1998). De manera rutinaria,
nosotros cargamos 500 ug de muestra, por lo que se decidié disminuir diez veces la cantidad de
muestra, asi que se corrieron geles 2-D con 50 pug de muestra. El resultado de estos

experimentos (Figura 14) indica que el patron de enfoque no mejoro.
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Figura 14. Patrones de proteinas membranales de aleuronas de semillas de bajo vigor (1985).
A) En ausencia de AG;. B) En presencia de AG3. Cantidad de muestra 50ug

Otra posibilidad que impide un buen enfoque de las proteinas es que la muestra de
proteinas aisladas del lote 1985 contuviera proteinas o impurezas que no fueran solubles en el
buffer de resuspension utilizado para cargar la muestra en las tiras de IPG y esto constituyera
un factor que determine que las proteinas no se enfoquen. Por lo que se probd incrementar el
tiempo de resuspension de la muestra de 45 min a 1.5h y posteriormente centrifugar durante 30
min a 14000 rpm. La formacion de una pastilla indicaria la presencia de proteinas insolubles o
impurezas. No se observé ningun precipitado en las muestras analizadas, por lo que se infiere
que toda la muestra fue resuspendida. Este resultado indicoé que las proteinas aisladas del lote
1985 son totalmente solubles en el buffer de resuspension. Por lo que la insolubilidad de las
proteinas o impurezas tampoco es una razén por la cual las proteinas no se enfocan en los
geles 2D.

Otra causa que puede impedir el enfoque de las proteinas es que durante el
almacenamiento las proteinas se hubiesen glicosilado o que en la preparacién de la muestra se
estuviesen arrastrando polisacaridos de la pared celular. Se tiene conocimiento de que los
carbohidratos (especialmente los que estan cargados) pueden interactuar con las anfolinas y
las proteinas, ocasionando que las proteinas no se enfoquen correctamente y se obtengan
geles como los de la figura 13 (Berkelman y Stensteat, 1998). Para poder comprobar si ésta era

la causa del problema, se determinaron carbohidratos por el método del fenol-sulfurico.



También se corrieron geles de 1D y se tineron para detectar glicoproteinas (GelCode

Glycoprotein Staining Kit).

Tabla 8. Cantidad de carbohidratos presentes en las proteinas de semillas control (1998) y de bajo
vigor (1985), inducidas y no inducidas por AG3 utilizando la técnica del fenol-sulfurico.

Semilla Tratamiento ug Glu / ug Proteina
-AG; 1.00
1998 +AG; 0.74
-AG3 0.60

II-—!
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Figura 15. Geles de poliacrilamida 15% 1-D. El carril 1 corresponde al control positivo, peroxidasa, el
carril 2 es el control negativo, inhibidor de tripsina. Carril 3y 4: 1985 +AG;. Carril 5y 6: 1985 -AGs.
Carril 7: 1998 +AG;. Carril 8: 1998 —AGs.

A) Tincion con Azul de Coomasie. B) Tincion de glicoproteinas.

A pesar de que la cuantificacion quimica de carbohidratos indica la presencia de
azucares en las muestras independientemente del lote o del tratamiento, no se logré detectar la
presencia de glicoproteinas (Figura 15B). Este resultado negativo no es un error pues la tincion
se realizd correctamente ya que en el gel se observo la banda del control positivo, peroxidasa,
que si presenta carbohidratos en su estructura. Para comprobar que el resultado negativo de la
tincion de glucoproteinas tampoco se debia una insuficiente carga de proteina, el gel se tifio
con azul de Coomassie coloidal. En la figura 15A se observan las proteinas cargadas en cada
carril. Estos resultados nos indican que los carbohidratos no son la razén por la cual las

proteinas no se enfocan en los geles.



Se ha reportado que durante el almacenamiento, las reacciones que producen
lipoperdxidos se producen continuamente (Narayana y Sun, 2000). Estas especies quimicas
son altamente reactivas, por lo que existe la posibilidad de que reaccionen con proteinas
cercanas a su sitio de produccion de forma tal que en las proteinas membranales del lote 1985
fuese mayor la abundancia de proteolipidos que en las del lote control (1998). Esto podria ser
una de las posibles causas de este problema, ya que los lipidos unidos a proteinas pueden
interferir en el enfoque de las mismas. Por lo que extrajimos los proteolipidos de la muestra de
proteinas membranales con cloroformo-metanol (2:1) y se corrieron geles 2D, esperando que al
eliminar los proteolipidos se enfocaran adecuadamente las proteinas. Efectivamente después

de este tratamiento, la muestra se enfoc6 mucho mejor (Figura 16).

A) B) - . o -

Figura 16. Patrones electroforéticos de proteinas membranales de aleuronas de semillas de
diferente vigor, en presencia de AG;. A) Proteinas membranales aisladas de aleuronas de semilla
de bajo vigor (1985) a las que se le eliminé la fraccion lipidica B) Proteinas membranales aisladas

de aleuronas de semilla de bajo vigor (1985).



Figura 17. Patrones electroforéticos de proteinas membranales de aleuronas de semillas de
diferente vigor, en presencia de AG;. A) Proteinas membranales aisladas de aleuronas de semilla
de bajo vigor (1985) enfocadas a 7500Vh B) Proteinas membranales aisladas de aleuronas de
semilla control (1998) enfocadas a 7500Vh.

La mejoria del electroenfoque de las proteinas debido al tratamiento de las muestras
con cloroformo metanol (Figura 16A) sugeria que la muestra del lote 1985 era diferente de la
1998, por lo que decidimos variar las condiciones de electroenfoque. Cuando las proteinas de
la semilla de bajo vigor (1985) se electroenfocaron en tiras de 7cm de IPG durante un mayor
tiempo (7500Vh), los patrones en la segunda dimension presentaron proteinas bien enfocadas
aunque la abundancia de las proteinas en el control (1998) fue menor (Figura 17B). La
comparacion entre los patrones de proteinas de aleuronas de semillas de bajo vigor (1985;
Figura 16A y Figura 17A) muestra la existencia de un nimero de manchas notablemente menor
en la muestra obtenida al extraer con cloroformo metanol que en la muestra electroenfocada
por mas tiempo, sugiriendo que efectivamente algunas de las proteinas fueron extraidas en la
mezcla cloroformo-metanol.

Desafortunadamente no se puede hacer la comparacion de estos patrones ya que como
se observa en la figura 17, el patrén electroforético de la semilla mejoré pero el patrén del

control (1998) se modificé de tal forma que redujo la cantidad de proteinas.



Aparentemente, las proteinas membranales de la aleurona de bajo vigor se modificaron;
y esta modificacion parece deberse a la formacion de lipoperéxidos, los cuales junto con otros
radicales pueden ser detectados por Resonancia Paramagnética Electronica (RPE). Con la
finalidad de demostrar si se dan las condiciones, presencia de radicales libres, para que se
modifiquen las proteinas membranales en la semilla de bajo vigor (1985), se mandaron hacer
estudios de RPE (Resonancia Paramagnética Electrénica) a la Unidad de Servicios de Apoyo a
la Investigacion (USAI). Se sabe que al haber radicales libres, estos pueden interferir en el
enfoque de las proteinas, ya que los radicales podrian inducir el entrecruzamiento de proteinas,
o acomplejar las proteinas con las anfolinas, lo cual no permitiria la formacion 6ptima del
gradiente de pH en el Isoelectroenfoque, y por tanto las proteinas no lograrian alcanzar su pl y

se obtendrian geles 2D como los de la figura 13.
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Figura 18. Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) de medias semillas de
cebada de vigor contrastante



En la figura 18 se muestra que, cualitativamente, la semilla de bajo vigor (1985) contiene
una mayor cantidad de radicales libres que su control debido al almacenamiento, por lo que nos
propusimos determinar si la imbibicion de las semillas durante 96 h contribuia al aumento en la

cantidad de radicales libres o a su disminucion.
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Figura 19. Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) de medias semillas de cebada de
vigor contrastante y aleuronas extraidas de semillas embebidas durante 96h.

El tratamiento de imbibicion para aislar las aleuronas produjo en el lote control (1998) un
aumento en la cantidad de radicales. Este incremento fue de tal magnitud que el contenido de
radicales fue similar en aleuronas aisladas de ambos lotes de semillas (Figura 19). Una vez
hecha esta comparacion se determindé si el tratamiento con AG3, modificaba este contenido de

radicales libres.
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Figura 20. Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) de aleuronas aisladas de
semillas de vigor contrastante en ausencia y presencia de AGs.

En la figura 20, observamos que el tratamiento con AG; disminuyé los niveles de
radicales libres en las aleuronas, de modo que después de 3h de incubacion con la hormona,
las aleuronas de las semillas de vigor contrastante presentaron la misma cantidad de radicales
pero menor que la presente en las aleuronas que no fueron tratadas con el fitorregulador. Este
resultado sugiere que la capacidad metabdlica para inactivar radicales fue similar en ambos
lotes. Por lo tanto, la posible diferencia en el comportamiento eléctrico de ambas muestras de
proteinas no fue causada por diferencias en niveles de radicales libres durante la incubacion de
aleuronas aisladas. Aunque, la diferencia bien pudo establecerse durante el periodo de
almacenamiento o durante la homogenizacién del tejido. Para distinguir entre estas dos
posibilidades la muestra se homogenizé en presencia de un antioxidante (BHT) y los patrones

2-D obtenidos fueron los siguientes.
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Figura 21. Patrones electroforéticos de proteinas membranales de aleuronas de semillas de bajo
vigor que se obtuvieron realizando la homogenizacion en presencia de un antioxidante (BHT). A)
Ausencia de AG; B) Presencia de AGs;.

A pesar de que se tienen patrones electroforéticos con proteinas bien enfocadas (Figura
21), se tiene un numero menor de proteinas comparado con el patréon de la semilla control,
(1998), de modo que la diferencia en el comportamiento de la muestra no se estableci6é durante
la homogenizacion de las aleuronas, ya que el antioxidante no mejor6 los patrones
electroforéticos, por lo que se sugiere que la modificacion se haya dado en el periodo de
almacenamiento.

En resumen, no fue posible identificar por proteémica en el lote de bajo vigor (1985) cual
de las enzimas inducidas por AG; participaba en la movilizacion reservas. Tomando en cuenta
que la actividad de la ICL es la enzima que regula la actividad del ciclo del glioxilato, y éste a su
vez regula la velocidad de la via que lo alimenta y la de la que utiliza su producto, la B-oxidacion
y la gluconeogénesis respectivamente, cuantificamos la actividad de la ICL en aleuronas
provenientes del lote 1998 y 1985 en presencia y ausencia de AG; (Figura 10). En aleuronas
provenientes del lote control (1998), el AG; incrementa la actividad de ICL cerca de dos veces
respecto del tejido no tratado. En cambio en aleuronas del lote de bajo vigor (1985), la actividad
basal de la ICL fue menor que la que presenta el tejido control (1998) y el AG3 no tuvo efecto.
Esto sugiere que en las aleuronas de bajo vigor (1985) las vias que conducen a la utilizacién de
los lipidos como fuente de energia y de intermediarios carbonados se encuentran dafadas.

Esto podria incidir en la eficiencia con la que el tejido sintetiza a-amilasa.






. CONCLUSIONES

El AG; modifica la composicion proteica en los microsomas de aleurona provenientes del
lote control (1998).

El almacenamiento prolongado de semillas de cebada, aun en condiciones de baja
humedad relativa (40%) y 4°C, modifica el comportamiento electroforético de las proteinas
microsomales.

La cantidad de muestra cargada, proteinas o impurezas no solubles, los carbohidratos y los
proteolipidos no es la razén por la cual no se logra el electroenfoque de las proteinas
membranales de semillas de bajo vigor (1985).

Se logra el electroenfoque de las proteinas membranales de semilla de bajo vigor (1985) al
eliminar los proteolipidos y aumentar las condiciones de electroenfoque (7500Vh), pero se
obtienen patrones de proteinas totalmente diferentes comparado con sus respectivos
controles (semilla 1998).

El AG; incrementa, mucho antes de la secrecion de a-amilasa, la actividad de diversas vias
metabdlicas, entre las que se encuentra el ciclo del glioxilato, la p-oxidacion, y la
gluconeogénesis.

El ciclo del glioxilato es menos activo en las aleuronas aisladas de semillas de bajo vigor
(1985).

Los endospermos provenientes de semillas de bajo vigor (1985) contienen mas radicales

libres que sus respectivos controles.



9. PERSPECTIVAS

< Encontrar las condiciones experimentales para obtener los patrones electroforéticos de las
aleuronas de semillas de bajo vigor (1985) y hacer la comparacion con los patrones
electroforéticos de las aleuronas de semillas control (1998) para identificar de manera

fehaciente las proteinas que participen en la movilizacion de reservas eficiente.

< De no conseguir lo anterior, utilizar el acido abscisico (ABA) para revertir el efecto del AG;
esperando que el patrén electroforético de las proteinas involucradas en la movilizacién de
reservas eficiente se modifique cuando las aleuronas se incuben en presencia de AG; y

ABA simultaneamente.
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11. ANEXOS
11.1 Anexo I. Intensidad relativa de proteinas constitutivas

Tabla 9. Intensidades relativas de las manchas del subproteoma constitutivo presentes en los patrones electroforéticos de
semilla control en presencia o ausencia de AG; y el porcentaje de inhibicion de las manchas debido al tratamiento +AGs.

No.deMancha | 7GSifoteen | % fe toeien %Inhibicién
802 0.09 121 93
1202 0.13 0.34 60
1206 0.02 0.15 88
806 0.25 0.55 55
805 0.08 0.43 82
2208 0.17 0.34 51
2304 0.10 0.26 60
2403 0.03 0.08 58
2406 0.10 0.19 49
2504 0.02 0.07 63
2410 0.05 0.11 52
2502 0.10 0.28 64
2803 0.13 0.34 61
3202 0.24 0.63 61
2412 0.11 0.28 60
3506 0.25 126 80
3804 0.19 0.42 56
3707 0.19 0.40 53
3906 0.06 0.15 52
4402 0.12 0.33 63
4801 0.14 0.59 77
5207 0.21 0.75 72
5208 0.12 0.61 81
5712 0.08 0.81 90
5705 0.34 131 74
5805 0.07 0.18 59
6307 0.11 0.35 69
6805 0.04 0.28 86
7406 0.02 0.06 65
7505 0.59 167 65
7607 0.05 0.16 71
8408 0.20 0.71 72
8504 0.02 0.12 86
9807 0.14 0.52 72
5301 0.08 0.28 73
5203 0.08 0.75 89
5202 0.24 1.04 77
5501 0.13 0.26 52
4609 0.08 0.46 83
5801 0.10 0.72 87
5305 0.19 0.72 73
6302 0.20 0.52 61
9311 0.03 0.10 68
3101 0.04 0.09 58




Tabla 10. Intensidades relativas de las manchas del subproteoma constitutivo presentes en los patrones
electroforéticos de semilla control (1998) en presencia 0 ausencia de AG; y el nimero de veces que
aumenta la intensidad de las manchas debido al tratamiento +AG;.

No. de % del total en | % del total en No. Veces No. de % del total en| % del total en No. Veces que
Mancha 1998 +AG; 1998 -AG; que aumenta Mancha 1998 +AG; 1998 -AG; aumenta
201 1.20 0.15 7.91 5706 0.08 0.04 1.89
904 0.41 0.13 3.05 6003 0.13 0.06 2.27
1307 0.13 0.05 2.67 6202 0.19 0.10 1.90
508 0.81 0.19 4.29 6104 0.15 0.05 2.85
1705 0.80 0.13 6.17 6103 0.09 0.05 2.08
1703 0.16 0.06 2.50 6203 0.30 0.15 1.95
1803 0.21 0.06 3.64 6303 0.26 0.07 3.76
907 0.75 0.21 3.48 6403 0.28 0.11 2.60
1901 0.20 0.02 8.04 6306 0.28 0.12 242
1905 0.93 0.25 3.66 6402 0.19 0.07 2.69
2201 0.71 0.36 1.98 6502 0.21 0.08 2.67
2307 0.06 0.02 4.06 6503 0.09 0.02 4.21
2407 0.17 0.08 2.06 6602 0.29 0.05 5.22
2306 0.15 0.06 2.46 6704 0.12 0.03 4.64
2701 0.59 0.26 2.28 6902 0.19 0.03 5.87
2704 0.76 0.13 5.80 6903 0.04 0.01 2.56
3102 0.10 0.02 4.52 7205 0.12 0.06 1.95
3106 0.15 0.04 3.47 7302 0.07 0.04 1.89
3205 0.32 0.03 9.95 7405 0.74 0.24 3.16
3303 0.10 0.02 4.46 7605 0.04 0.02 1.93
2413 0.31 0.16 2.00 7705 0.08 0.02 3.15
3302 0.06 0.03 2.18 7803 0.10 0.01 6.90
3403 0.45 0.21 2.11 7806 0.29 0.10 2.83
3409 0.13 0.04 3.38 7905 0.62 0.26 2.38
3505 1.18 0.35 3.36 7907 0.32 0.13 2.58
3802 0.27 0.12 2.23 8005 0.21 0.01 21.61
3801 0.65 0.25 2.58 8104 0.13 0.06 2.19
3901 0.13 0.05 2.48 8107 0.19 0.10 1.88
3902 0.09 0.02 4.63 8008 0.18 0.05 3.61
3904 0.14 0.04 3.93 8009 0.97 0.46 2.13
4104 0.34 0.17 1.94 8405 0.09 0.04 2.28
4102 0.11 0.06 1.99 8410 0.51 0.03 15.05
4204 0.12 0.03 4.95 8701 0.05 0.02 2.69
4401 0.18 0.09 1.93 8803 0.33 0.05 6.15
4404 0.12 0.04 3.10 9308 0.09 0.03 2.93
4508 0.34 0.18 1.92 9802 0.40 0.14 2.87
4704 0.14 0.05 2.64 2903 0.06 0.02 2.41
5102 0.13 0.04 3.50 4304 0.18 0.09 1.95
5103 0.14 0.07 2.00 5303 0.12 0.04 3.03
5209 0.45 0.21 2.12 5701 0.07 0.03 2.08
5308 0.15 0.04 4.30 6201 0.11 0.05 2.00
5504 0.13 0.07 1.92 7602 0.14 0.04 3.21
5405 0.39 0.05 8.09 8402 0.30 0.09 3.41
5509 0.24 0.12 2.06 8601 0.04 0.02 2.36
5608 0.09 0.02 5.07 8306 0.27 0.05 5.94
5609 0.38 0.11 3.62 8307 0.11 0.03 3.57

5704 0.22 0.09 2.47




11.2 Anexo Il. Datos de viabilidad y actividad de a-amilasa

Tabla 11. Porcentaje de viabilidad de semillas de cebada control (1998)
en presencia o ausencia de AG; a diferentes tiempos de incubacion.

Cebada 1998
t(h) % Viabilidad s % Viabilidad o
-AG; +AG;
0 100 0 100 0
5 99.705 0.799 93.965 1.195
14 98.26 1.216 86.94 1.499
18 95.9 0.707 44.155 3.231
24 93.75 0.382 27.805 8.789

Tabla 12. Porcentaje de viabilidad de semillas de cebada de bajo vigor (1985)
en presencia o ausencia de AG; a diferentes tiempos de

incubacion.
Cebada 1985
t(h) % Viabilidad - % Viabilidad o
-AG; +AG;

0 100 0 100 0

5 99.42 0.354 99.18 0.198
14 98.005 0.205 88.025 1.450
18 97.135 0.559 67.9 2.942
24 93.65 1.683 56.14 0.453

Tabla 13. Determinacion de la actividad de a-amilasa para semillas control (1998) y

de bajo vigor (1985) con diferentes tratamientos.

Tratamiento 1998 1985
23.95 8.19
+AG; U Act a-amilasa/ U Act a-amilasa/
aleurona aleurona
4.60 3.93
-AG; U Act a-amilasa/ U Act a-amilasa/
aleurona aleurona




11.3 Anexo lll. Caracteristicas de proteinas Identificadas

Manganeso Superéxido Dismutasa
[Triticum aestivum] NCBI 1654387, SWISS PROT Q56DH8
PM 25.3 KDa, pl 7.9

Secuencia (231 aa)

MALRTLAAKKTLGLALGGARPLAAARGVATFTLPDLPYDFGALEPAVSGEIMRLHHQKHHATYV
ANYNKALEQLDAAVSKGDASAVVHLQSAIKENGGGHVNHSIFWKNLKPISEGGGEPPHGKLGW
AIDEDFGSIEKLIKKMNAEGAALQGSGWVWLALDKEAKKLSVETTPNQDPLVTKGSNLYPLLGID
VWEHAYYLQYKNVRPDYLTNIRKVVNRKYAGEEYEKVLA

Manganeso Superoxido Dismutasa (MnSOD; EC 1.15.1.1)

Las superdxido dismutasas (SODs) catalizan la conversién de los radicales superdxido a

oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno:

20,"+ 2H" = O, + Hy0,

En base al cofactor (metal) de estas enzimas, las SODs se clasifican en 3 grupos: hierro
SOD (FeSOD) que se localizan en los cloroplastos, manganeso SOD (MnSOD) que se
encuentran en las mitocondrias y peroxisomas, y cobre-zinc SOD (Cu-ZnSOD) que se pueden

encontrar en cloroplastos, citosol y posiblemente en el espacio extracelular (Grene 2002)

Isocitrato Liasa Glioxisomal
[Brassica napus] NCBI 2143227, SWISS PROT P25248
PM 64.3, pl 6.9

Secuencia (576 aa)

MAASFSVPSMIMEEEGRFEAEVAEVQTWWSSERFKLTRRPYTARDVVALRGHLKQGYASNEM
AKKLWRTLKSHQVNGTASRTFGALDPVQVTMMAKHLDTIYVSGWQCSSTHTSTNEPGPDLAD
YPYDTVPNKVEHLFFAQQYHDRKQREARMSMSREERAKTPFEVDYLKPIIADGGTGFGGTTATV
KLCKLFVERGAAGVHIEDQSSVTKKCGHMAGKVLVAVSEHINRLVAARLQFDVMGTETVLVART
DAVAPTLIQSNIDSRDHQFILGVTNPNLRGKSLSSLLAEGMAVGNNGPALQAIEDQWLSSARLM
TFSDAVVEALKRMNLSENEKSRRVTEWLIHARYENCLSNEQGRELAAKLGVTDLFWDWDLPRT
REGFYRFQGSVTAAVVRGWAFAQIADLIWMETASPDLNECTQFAEGVKSKTPEVMLAYNLSPS
FNWDASGMTDQQMMEFIPRIARLGYCWQFITLAGFHADALVVDTFAKDYARRGMLAYVERIQR
EERSNGVDTLAHQKWSGANYYDRYLKTVQGGISSTAAMGKGVTEEQFKETWTRPGAAGMGE
GTSLVVAKSRM

Isocitrato Liasa Glioxisomal (ICL; EC 4.1.3.1)

La isocitrato liasa (ICL) es la enzima que cataliza la conversién de isocitrato a succinato y
glioxilato:

Isocitrato = Succinato + Glioxilato



La ICL se encuentra en los glioxisomas de las células. Se sabe que es una enzima
esencial para la gluconeogénesis (Eastmond y Jones, 2005) y que su actividad es inducida por
AG; e inhibida por ABA, ésta regulacion de la ICL se da a nivel transcripcional. La actividad de
esta enzima aumenta en los primeros dias de la germinacion a la par de un incremento en el
numero de glioxisomas (Vigil, 1970).

El metabolismo oxidativo genera EROs, radicales superéxido e hidroxilo y peréxido de
hidrégeno, en los peroxisomas y glioxisomas. Los glioxisomas se caracterizan por la presencia
de catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) la cual protege a las células del estrés oxidativo. Estudios de
inmunoprecipitacién indican que la CAT se asocia fisicamente con una proteina glioxisomal, la
isocitrato liasa (Yanik y Donaldson, 2005). También se sabe que el H,O, inactiva a la ICL y
degrada el producto de su reaccion, el glioxilato, cuando la CAT esta inactiva, por lo tanto, se
piensa que la asociacion de la CAT con la ICL podria darle proteccion contra el H,O,.
Interacciones enzima-enzima se han demostrado entre las enzimas del ciclo del glioxilato en
glioxisomas (Yanik y Donaldson, 2005). Hay evidencia acumulada de que las enzimas de
peroxisomas y glioxisomas estan organizadas en grupos de enzimas que permiten a los
sustratos ser transportados (channeling) para disminuir el tiempo de transito de intermediarios,

previniendo la pérdida de los intermediarios y ademas protegerlos.

20S Proteasoma subunidad beta
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)] NCBI 50253039, SWISS PROT Q9LST8
PM 29.0 KDa, pl 6.5

Secuencia (272 aa)

MAGATDLPPKGGFSYDNCARNAMLVEKGLKMPGFLKTGTTIVGLVFQDGVVLGADTRATEGPI
VADKNCEKIHYMAPNIYCCGAGTAADTEAVTDMVSSQLQLHRYATGRESRVVTSLTLLKSHLFS
YQGHVSAALVLGGVDVTGPHLHTVYPHGSTDTLPFATMGSGSLAAMSVFESKYKEGLTREEGI
QLVAEAIRGGIFNDLGSGSNVDVCVITKGKTEYLRNHQLPNPRTYVSSKGYNFTKGQTVVLSTK
ITQLKPKVEVTEGDAMEE

20S Proteasoma subunidad beta
El Proteasoma (macropaina) (EC 3.4.25.1) es un complejo proteinasa multicatalitico que esta

involucrado en una via proteolitica no lisosomal dependiente de ATP/ubiquitina, que degrada la
mayoria de las proteinas intracelulares de vida corta.

El 26S Proteasoma es un complejo con multiples subunidades que consiste en un
nucleo proteasa 20S cilindrico y que tiene 2 particulas regulatorias 19S en sus extremos,
llamadas tapaderas (Groll y Huber, 2003). La particula regulatoria sirve como una puerta al

interior del nucleo de la proteasa. El nucleo de la proteasa consiste en una serie de unidades o



y B proteoliticas, rodeando una estrecha camara (Voges, et al., 1999). El nucleo del complejo
20Ss del proteosoma estd compuesto por 28 distintas subunidades, las cuales forman una
estructura altamente ordenada en forma de 4 anillos de alrededor de 700kDa. Los 2 anillos
exteriores estan formados por subunidades a, y son proteoliticamente inactivos. Los dos anillos
internos estan formados por subunidades B, que tienen la actividad proteolitica. La treonina de
N-terminal, creada por un modificacion post-traduccional es la responsable directa de la
protedlisis. Es aqui donde el sustrato es finalmente degradado en pequefios péptidos (8-9
aminoacidos), para que después sus aminoacidos puedan ser reciclados.

205 Proteasome
P, [ g

Figura 22. Representacién de la estructura de la 20S Proteasoma subunidades o y 3 (Derecha).

Beta alanina sintasa
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)] NCBI 50253039, SWISS PROT Q93XI4
PM 33.4 KDa, pl 5.3

Secuencia (301 aa)

MAGGGGAGSKVSVAAVQFACTDVESENVDTAERLIREAHKKGANIVLVQELFEGQYFCQAQR
LDFFQRAKPYKGNPTIIRFQKLAKELEVVIPVSFFEEANNAHYNSVAIIDADGTDLGLYRKSHIPD
GPGYQEKFYFNPGDTGFKAFKTKYATIGVGICWDQWFPECARAMVLQGAEILFYPTAIGSEPQ
DNNLDSREHWKRVMQGHAGANLVPLVASNRIGRETVETEHGESTITFFGNSFIAGPTGEIVKLA
NDKDEDVLVAEFDLDEIKSTRHGWGIFRDRRPDLYKVLLTLDGEKS

Beta alanina sintasa (EC 3.5.1.6)

La p-alanina sintasa, también Illamada p-ureidopropionasa o N-carbamil-B-alanina
amidohidrolasa (EC 3.5.1.6) cataliza el ultimo paso del catabolismo de pirimidinas. La enzima

cataliza la conversioén de N-carbamil-p-alanina a -alanina, amoniaco y CO,:



o o oL o
Ho + €O
* NH, \ ' ?
)\\6 N
o N * HN

M-carbamyl- p-alanine
p-alanine

Figura 23. Reaccién que cataliza la B-alanina sintasa dentro de la via catabdlica de las pirimidinas

La B-alanina sintasa puede usar como sustrato la N-carbamil-B-alanina derivada del
uracilo o la (2-metil)-N-carbamil-beta-alanina de la timina, los productos de esta reaccion son -
alanina o acido B-aminoisobutirico, amoniaco y CO, (Van Kuilenburg, et. al., 1999).

Las células de plantas pueden catabolizar eficientemente uracilo, timina, uridina y
timidina a CO,, amoniaco y pequefnos aminoacidos (Barnes y Naylor, 1962). Aunque existen
vias para recuperar las bases pirimidicas y nucleésidos, su destino metabdlico en células de
plantas parece ser catabdlico (Ashihara, et. al., 2000).

Aunque la via se caracteriza generalmente por ser catabdlica, también es una fuente
biosintética de B-alanina. En plantas la f-Ala es un componente esencial del pantotenato de la
coenzima A y de la proteina acarreadora de acilos. La betaina que se deriva de la B-Ala es
también un osmoprotector primario en algunas familias de plantas (Rathinasabapathi, et al.,
2000). La via catabdlica de las bases pirimidicas tal ves sea una fuente significativa de B-Ala
para estos compuestos de proteccién que son muy importantes para el adecuado desarrollo de
las plantas. El aminoacido derivado de la timina, pB-ureidoisbutirato, no ha mostrado funcion

metabdlica significativa.

Lactoilglutation liasa (Glioxalasa I)
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)] NCBI 16580747, SWISS PROT Q948T6
PM 37.7 KDa, pl 5.2

Secuencia (291 aa)

MASGSEAEKSPEVVLEWPKKDKKRLLHAVYRVGDLDRTIKCYTECFGMKLLRKRDVPEEKYTN
AFLGFGPEDTNFALELTYNYGVDKYDIGAGFGHFAIATEDVYKLAEKIKSSCCCKITREPGPVKG
GSTVIAFAQDPDGYMEELIQRGPTPEPLCQVMLRVGDLDRSIKFYEKALGMKLLRKKDVPDYKY
TIAMLGYADEDKTTVIELTYNYGVTEYTKGNAYAQVAIGTEDVYKSAEAVELVTKELGGKILRQP
GPLPGLNTKIASFLDPDGWKVVLVDNADFLKELQ

Lactoilglutation liasa (Glioxalasa I; EC 4.4.1.5)

La glioxalasa | pertenece a la via del glioxal y cataliza la conversién de metilglioxal (MG) a D-
lactoilglutation utilizando como factor al glutation.

Metilglioxal + Glutation = D-Lactoilglutation



El metilglioxal (MG) es un subproducto citotoxico (reacciona con el DNA vy las proteinas)
producido por el catabolismo de las treonina y la acetona, también es un intermediario de
transicion de la dihidroxiacetona fosfato y del gliceraldehido-3-fosfato de la via de la glucdlisis.
También se acumula en las células por la salida del intermediario 1,2 enediolato del sitio activo
de la triosa fosfato isomerasa. Puede ser detoxificado usando la via del glioxal, el sistema
comprende dos enzimas, la glioxalasa | y la glioxalasa Il, que catalizan la detoxificacion de MG
a D-Lactato usando glutation reducido (GSH) como cofactor (Kumar, et. al. 2005; Skypsey,
2000).

Metilglioxal + Glutation = D-Lactoilglutation + H,O = D-Lactato + GSH

También existe evidencia bioquimica de la modulacion de la actividad de la glioxalasa |
por calcio/calmodulina (Ca?*/CaM; Deswal y Kumar, 1999), estos son elementos centrales que
participan en la via de transduccion de sefales de AG; ya que participan en la activacion de
proteinas cinasas, las cuales fosforilan a la glioxalasa | (Karim, et al., 2005) posiblemente para
activar o incrementar su actividad; la enzima no muestra ningun cambio a nivel transcripcional
debido al tratamiento con AGs.

La fosforliacion de la glioxalasa | durante el tratamiento con AG; indica que esta proteina

esta involucrada en la via de senfalizacion por AG; (Karim, et al., 2005).

Proteina de la Familia de las Cupinas
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)] NCBI 108706671
PM 74.3 kDa, pl 6.0

Secuencia (656 aa)

MHGDTTPRHPHVARAPPIACLYIIDRRGLSASPRIAPHTAGRSIGQKKRAERWGRMAVAAATVR
WLVLLLAVSAAATASREKWWHGAGGEASGGGHLVQKEWRRVVAASDAGLVTAVDVADAAGT

YIQSNACGTRERLQIYAIFTSDSINADDPRHPTSEVYSFVSDLLKGFEVEVLRPGFGVPREVVESI
KSTKTPPAIIPYNPEEEDEDDSSNWTEEITDALWGVRDPHFLNKKKKDKQKDKHKGKDKKSKSK
AFNFYSGKPDVENCYGWSRSMTNRDLETLRGSNIGMFMVNLTTGAMMGPHWNPRATEIAVVT
QGAGMVQIVCPSIPSGESKKHHHDEEGGRGDHGHGGGGVRCKNSLFRVKEGDVLVVPRFHP
MAQISFNNDSFVFVGFSTDMGHNHPQFLAGRHSVLQVIGKEILARSLGQDNSTNVGRLLSSQR
ESTIMACTSCAEELERKAEEEEEGGGGKGEKEREEEERRQREKEEEERRRQEEERKRREEEE
KERREREEEERRQREKEEKKRREEEEQRREEEEEERRREEEEEEQEDGRGDEPKPRREEEE

GDWGERQIRLPRSLKKRFIGIKGRLSSG

Proteina de la Familia de las Cupinas

El término cupina (del latin cupa, pequefo barril) ha sido asignado a los dominios estructurales

de barril B que han sido identificados en una superfamilia de proteinas que incluye muchas



enzimas, factores de unidn a azlcares, proteinas de reserva y compuestos no enzimaticos que
tienen uno o dos dominios de cupina.

La superfamilia de las cupinas se encuentra entre las familias de proteinas mas
funcionales que se hayan descrito hasta la fecha, se ha propuesto que la estructura compacta
de barril  hace que la base de cupina tenga muchas funciones, muchas de los cuales requieren
termoestabilidad, resistencia a pepsina, etc. Dentro de la estructura conservada la variedad de
funciones es provista por variaciones en los residuos del sitio activo y el tipo de metal que tiene
unido (Dunwell, et. al., 2004). Las cupinas se pueden clasificar de la siguiente forma (Dunwell,
et. al., 2000):

- Monocupinas: Dioxigenasas (2-Oxoglutarato dioxigenasa y Acireductona dioxigenasa),
Germina (Oxalato Oxidasa EC 1.2.3.4) y Proteinas parecidas a la germina (GLP's),
Fosfomanosa isomerasa (EC 5.3.1.8), Proteinas de unién a auxinas, Proteinas nucleares,

Epimerasas, Monocupinas con multidominios (Factor de transcripcién tipo AraC).

- Bicupinas: Dioxigenasas (Quercitina dioxigenasa EC 1.13.11.24, Gentisato 1,2-dioxigenasa
EC 1.13.11.5, Homogentisato dioxigenasa EC 1.13.11.5, 1-hidroxi-2naftoato dioxigenasa EC
1.13.11.38), Oxalato descarboxilasa (EC 4.1.1.2), Globulinas (proteina de reserva), Proteina de

unién a sacarosa (proteina de reserva).

Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa
[Hordeum vulgare] NCBI 34787348, SWISS PROT P26517
PM 25.3 KDa, pl 7.9

Secuencia (337 aa)

MGKIKIGINGFGRIGRLVARVALQSDDVELVAVNDPFITTEYMTYMFKYDTVHGHWKHSDIKLKD
DKTLLFGEKPVTVFGVRNPEEIPWGEAGADYVVESTGVFTDKDKAAAHLKGGAKKVVISAPSKD
APMFVVGVNEDKYTSDVNIVSNASCTTNCLAPLAKVINDNFGIEGLMTTVHAITATQKTVDGPS
SKDWRGGRAASFNIIPSSTGAAKAVGKVLPELNGKLTGMSFRVPTVDVSVVDLTVRTEKAASY
DDIKKAIKAASEGKLKGIMGYVEEDLVSTDFVGDSRSSIFDAKAGIALNDHFVKLVSWYDNEWG
YSNRVVDLIRHMAKTQ

Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH; EC 1.2.1.12)

La gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) juega un papel importante en la glucélisis
y la gluconeogénesis porque cataliza reversiblemente la oxidacion y fosforilacion del D-

Gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato. Esta enzima es un tetramero de subunidades



idénticas, cada una contiene dos dominios funcionales conservados: un dominio de unién a
NAD" y un dominio catalitico altamente conservado.

Se ha encontrado que la enzima esta unida a actina y tropomiosina y que tal ves tenga
un papel en el ensamble del citoesqueleto. El citoesqueleto proporciona una estructura para el
adecuado posicionamiento de las enzimas glicoliticas, esto permite un eficiente transporte de
metabolitos de una enzima a otra.

La G3PDH muestra diversas funciones no glicoliticas, dependiendo de su localizacion
subcelular. La traslocacion de la G3PDH al nucleo actiua como un mecanismo de sefializacion
para iniciar la apoptosis. La acumulacion de la G3PDH en el nucleo esta involucrada en la
induccidn de apoptosis donde interviene en la activacion de la transcripcion. La presencia de
esta enzima también esta asociada con la sintesis de proteinas pro-apoptéticas como la BAX, c-
JUN y la GAPDH por si misma.

Dextrinasa Limite
[Hordeum vulgare] NCBI 2677837 SWISS PROT 048541
PM 99.1 KDa, pl 5.0

Secuencia (904 aa)

MAVGETGASVSAAEAEAEATQAFMPDARAYWVTSDLIAWNVGELEAQSVCLYASRAAAMSLS
PSNGGIQGYDSKVELQPESAGLPETVTQKFPFISSYRAFKVPSSVDVASLVKCQLVVASFGADG
KHVDVTGLQLPGVLDDMFAYTGPLGAVFSEDSVSLHLWAPTAQGVSVCFFDGPAGPALETVQL
KESNGVWSVTGPREWENRYYLYEVDVYHPTKAQVLKCLAGDPYARSLSANGARTWLVDINNE
TLKPASWDELADEKPKLDSFSDITIYELHIRDFSAHDGTVDSDSRGGFRAFAYQASAGMEHLRK
LSDAGLTHVHLLPSFHFAGVDDIKSNWKFVDECELATFPPGSDMQQAAVVAIQEEDPYNWGYN
PVLWGVPKGSYASDPDGPSRIIEYRQMVQALNRIGLRVVMDVVYNHLDSSGPCGISSVLDKIVP
GYYVRRDTNGQIENSAAMNNTASEHFMVDRLIVDDLLNWAVNYKVDGFRFDLMGHIMKRTMVT
KSALQSLTTDAHGVDGSKIYLYGEGWDFAEVARNQRGINGSQLNMSGTGIGSFNDRIRDAING
GNPFGNPLQQGFNTGLFLEPNGFYQGNEADTRRSLATYADQIQIGLAGNLRDYVLISHTGEAKK
GSEIHTFDGLPVGYTASPIETINYVSAHDNETLFDVISVKTPMILSVDERCRINHLASSMMALSQG
IPFFHAGDEILRSKSIDRDSYNSGDWFNKLDFTYETNNWGVGLPPSEKNEDNWPLMKPRLENP
SFKPAKGHILAALDSFVDILKIRYSSPLFRLSTANDIKQRVRFHNTGPSLVPGVIVMGIEDARGES
PEMAQLDTNFSYVVTVFNVCPHEVSMDIPALASMGFELHPVQVNSSDTLVRKSAYEAATGRFT
VPGRTVSVFVEPRC

Dextrinasa Limite (EC 3.2.1.41)

La dextrinasa limite es una enzima desramificante que cataliza la hidrdlisis de enlaces o 1> 6
de las dextrinas limite, productos de la degradacién del almidén, liberando maltosa.

La dextrinasa limite existe en una forma libre y activa, asi como bajo una forma soluble e
inhibida (latente) que ya han sido descritas (Burton, et. al., 1999) parece estar parcialmente

unida a materiales insolubles en la semilla pero puede ser activada en presencia de grupos



reductores. Dos hipotesis han sido propuestas para la liberacién de la enzima. En la primera
hipétesis se propone que agentes reductores como la L-Cisteina actuan sobre la dextrinasa
limite reduciendo sus puentes disulfuro, esto implica que la dextrinasa limite tiene sulfhidrilos

que requiere tener libres para su actividad.

-S-S-Dextrinasa Limite = -SH HS-Dextrinasa Limite
(Unida) (Libre)

En la segunda hipétesis se sugiere que una proteasa de sulfhidrilos es activada por
agentes reductores a través de la reduccion de puentes disulfuro o que mantiene su actividad al
impedir la formacion de puentes disulfuro, esta enzima libera o activa la dextrinasa limite por

una modificacion proteolitica (Longstaff y Bryc, 1993).

Globulina del embrion
[Hordeum vulgare] NCBI 167004 SWISS PROT Q03678
PM 72.3 KDa, pl 6.8

Secuencia (637 aa)

MATRAKATIPLLFLLGTSLLFAAAVSASHDDEDDRRGGHSLQQCVQRCRQERPRYSHARCVQE
CRDDQQQHGRHEQEEEQGRGRGWHGEGEREEEHGRGRGRHGEGEREEEHGRGRGRHGE
GEREEERGRGHGRHGEGEREEERGRGRGRHGEGEREEEEGRGRGRRGEGERDEEQGDSR
RPYVFGPRSFRRIIQSDHGFVRALRPFDQVSRLLRGIRDYRVAIMEVNPRAFVVPGFTDADGVG
YVAQGEGVLTVIENGEKRSYTVKEGDVIVAPAGSIMHLANTDGRRKLVIAKILHTISVPGKFQFLS
VKPLLASLSKRVLRAAFKTSDERLERLFNQRQGQEKTRSVSIVRASEEQLRELRREAAEGGQG
HRWPLPPFRGDSRDTFNLLEQRPKIANRHGRLYEADARSFHALANQDVRVAVANITPGSMTAP
YLNTQSFKLAVVLEGEGEVQIVCPHLGRESESEREHGKGRRREEEEDDQRQQRRRGSESESE
EEEEQQRYETVRARVSRGSAFVVPPGHPVVEISSSQGSSNLQVVCFEINAERNERVWLAGRN
NVIGKLGSPAQELTFGRPAREVQEVFRAQDQDEGFVAGPEQQSREQEQEQERHRRRGDRGR
GDEAVETFLRMATGAI

Globulina del embrion

Durante el desarrollo de las semillas hay una acumulacién masiva de reservas de nitrogeno y
carbono en forma de proteinas que pueden ser usadas como una fuente de energia para la
germinacion del embrién. Las globulinas son proteinas de reserva que se encuentran en el
embridn y representan una pequena proporcion del total de las reservas de proteinas de todo el
grano.

En el caso de leguminosas, las globulinas consisten en dos grandes familias de
proteinas que difieren en peso molecular y que se clasifican por su coeficiente de
sedimentacion en 7S (grupo de las vicilinas) y 11S (grupo de las leguminas), son holoproteinas

formadas por subunidades.



Las globulinas 11S, son complejos hexaméricos de 320-400kDa compuestos por 6
subunidades diferentes (52-65kDa). Cada subunidad tiene un polipéptido acido (pl 6.5) de 33-
42kDa y un polipéptido basico (pl 9) de 19-23kDa unidos por un puente disulfuro.

Las globulinas 7S, se encuentran como complejos triméricos de 149-190kDa
compuestos por 3 polipéptidos diferentes de 48-83kDa y no se encuentran unidos por puentes

disulfuros.

Oxalato Oxidasa 2 (Precursor)
[Hordeum vulgare] NCBI 1171937, SWISS PROT P45851
PM 39.4 KDa, pl 5.7

Secuencia (224 aa)

MGYSKTLAVSLFAVLLLAPAVLASDPDPLQDFCVADLDGKAVSVNGHPCKPMSEAGDDFLFSS

KLAKAGNTSTPNGSAVTELDVAEWPGTNTLGVSMNRVDFAPGGTNPPHVHPRATEIGIVMKGE
LLVGILGSLDSGNKLYSRVVRAGETFLIPRGLMHFQFNVGKTEASMVVSFNSQNPGIVFVPLTLF
GSNPPIPTPVLTKALRVEAGVVELLKSKFAAGF

Oxalato Oxidasa 2 (EC 1.2.3.4; OX02)

La OXO2 cataliza la oxidacion, dependiente de oxigeno, del oxalato a diéxido de carbono,

reaccion en la cual se forma peréxido de hidrégeno.

i 0y, H' .
Ho. A, - 200, + Hy(h

)

La OX0O2 es comunmente llamada germina y se trata de la proteina mejor caracterizada
del grupo de las cupinas, en términos de bioquimica, funcién y patrones de expresion.

Estudios de peso molecular han demostrado que la enzima es inactiva como mondémero
y que forma complejos multiméricos. Aunque estudios de sedimentacion y SDS-PAGE sugieren
que se trata de homopentameros, la cristalografia de rayos X demuestra que la enzima es un
hexamero (Svedruzic, et. al., 2005).

La OXO tratada con B-mercaptoetanol pierde el 83% de su actividad catalitica en 5min.
Esto sugiere que algunas cisteinas preservan la actividad catalitica de la OXO al mantener la
integridad de su estructura terciaria mediante la formacion de puentes disulfuro (Kotsira y
Clonis, 1997).



ABREVIATURAS

ABA Acido abscisico

AG; Acido giberélico

ARNmM Acido ribonucléico mensajero
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
CaM Calmodulina

CAT Catalasa

CoA Coenzima A

DTT Ditiotreitol

EROs Especies reactivas de oxigeno
G3PDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
ICL Isocitrato liasa

IEF Isoelectroenfoque

P Inositol 1,4,5-trifosfato

IPG Immobilized pH gradient

MG Metilglioxal

MnSOD Manganeso superoxido dismutasa
MS Espectrometria de masas

Oy~ Radical superéxido

OKA Acido ocadaico

OXO Oxalato oxidasa

PLC Fosfolipasa C

RPE Resonancia paramagnética electrénica
TCA Acido tricloroacético

TTC 2,3,5-trifeniltetrazolio
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