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RESUMEN

El acido giberélico (AGs) regula la movilizacién de reservas en cebada, a través de
estimular la sintesis y secrecion de enzimas hidroliticas en la aleurona, asi como la
degradacién de proteinas de reserva (Jacobsen et al., 1988). El acido abscisico (ABA)
inhibe estas respuestas y al mismo tiempo induce otros cambios especificos de esta
hormona (Bethke et al., 1997).

Con la finalidad de estudiar proteinas involucradas en la movilizacion de
reservas, en este trabajo se identificaron proteinas inducidas por cada fitorregulador y
el efecto antagénico de ABA en las proteinas inducidas por AG;. Para lo cual se
compararon patrones electroforéticos 2-D de proteinas aisladas de aleuronas de
semilla de cebada tratadas con ABA o con AGs. Asi como con AG3 y ABA de manera
simultanea (AG3z + ABA).

Entre las proteinas inducidas por AG; y que probablemente participan en la
movilizacién de reservas se identificaron: proteinas antioxidantes (la superoxido
dismutasa dependiente de manganeso; MnSOD), proteinas que participan en el ciclo
del glioxilato (la Isocitrato liasa; ICL), proteinas de reserva (la globulina del embrién),
proteinas que participan en la degradacién de pared celular (la arabinoxilan-
arabinofurano hidrolasa; AXAH-I) y proteinas reguladoras (una proteina perteneciente
a la familia de las 14.3.3) que participan en diversos procesos metabdlicos y
fisiologicos.

Sorprendentemente, algunas de las proteinas que participan en la movilizacion
de reservas estan presentes en los tratamientos de ambos fitorreguladores, pero su
intensidad en los patrones electroforéticos fue diferente. Tal es el caso de las
proteinas que participan en las vias metabdlicas como oxidacion de la glucosa (la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa; 6PGDH), glucdlisis (la Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa; G3PDH), destoxificacion de subproductos metabdlicos téxicos (la
lactoilglutation liasa), degradacion o reforzamiento de pared celular (la glicosil
hidrolasa u oxalato oxidasa 2), mantenimiento de funcionalidad y energia (la
subunidad a de la ATP sintasa, la B-alanina sintasa), regeneracién de metabolitos
compatibles en el estrés (la aldehido deshidrogenasa, espermidina sintasa), proteolisis
(profitepsina) y regulacién en la sefalizacion (proteina con dominio C2).

Ademas se identificaron proteinas a las que no fue posible asumirles una
funcién metabdlica (dextrinasa limite y una proteina de la familia de las cupinas). Por
otro lado, entre las proteinas inducidas por ABA se identificaron proteinas de
respuesta a condiciones anaerobias (piruvato deshidrogenasa), proteinas auxiliares en
la sintesis de biopolimeros (la amilogenina y la HSP70), proteinas que proveen
energia y mantienen la funcionalidad del sistema en condiciones de estrés (la

subunidad B de la ATP sintasa y la piruvato descarboxilasa).



INTRODUCCION

En las semillas de cereales, las membranas celulares estan involucradas de manera
importante en la movilizacion de reservas a través de su participacién en dos de las
funciones inducidas por el acido giberélico (AGs) en la aleurona: sintesis de hidrolasas
y secrecion de diversas moléculas. También se sabe que la funcionalidad de las
membranas se debe principalmente a las proteinas que la constituyen. Por lo que en el
laboratorio se desarrolla un programa de proteémica que tiene como finalidad
identificar proteinas membranales involucradas en la movilizacién de reservas.

En un proyecto realizado previamente, se localizaron 271 proteinas inducidas
por AG3y 83 cuya intensidad disminuyd por el tratamiento con el mismo fitorregulador.
De las primeras se identificaron las 10 mas conspicuas (Zamudio, 2007). Con la
finalidad de definir cuales de las proteinas inducidas eran estimuladas por AGs y por
tanto posiblemente involucradas en la movilizacién de reservas, se utilizé como
herramienta al acido abscisico (ABA). Este fitorregulador se utiliz6 debido a que inhibe
los procesos que conducen a la movilizacion de reservas.

La estrategia fue generar los patrones electroforéticos-2D de las proteinas
microsomales de aleuronas tratadas con ABA y con AGs; y ABA simultaneamente
(AG3+ABA). Estos patrones se compararon entre si y con los generados del
tratamiento con y sin AGjs, elaborados por Zamudio (2007). Esto permitié localizar
proteinas especificas de cada fitorregulador y aquellas que forman parte de la
reorganizacién que el metabolismo del tejido debe sufrir para apoyar la accion

fisiolégica que evoca cada uno.



ANTECEDENTES

SISTEMA BIOLOGICO

La aleurona

La aleurona esta formada por una (avena, maiz, trigo) o varias (arroz, cebada) capas
uniformes de células altamente diferenciadas. La capa de aleurona puede ser
removida y desprendida del endospermo almidonoso. Este tejido aislado mantiene su
viabilidad y funcionalidad. Las células de aleurona del grano de cebada maduro y seco
estan rodeadas por una pared gruesa, rica en hemicelulosa. El citoplasma de estas
células se caracteriza por sus numerosas vacuolas de almacenamiento (PVS; figura 1)
que contienen proteinas de reserva y complejos cristalinos de minerales como fosfato
(PO,*), potasio (K*), magnesio (Mg®*) y calcio (Ca®*) asociados al 4cido fitico. Otro de
los organelos en este compartimento son los cuerpos lipidicos u oleosomas, los cuales
son muy abundantes (ocupan el 30% del volumen) y contienen las reservas de lipidos
neutros. Los oleosomas se encuentran unidos al reticulo endoplasmico, del cual se
originan, y a la superficie de las PVS. Las células de aleurona también contienen

numerosos glioxisomas que presentan actividad (Bethke et al., 1997).
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Figura 1. Capas de aleurona de la semilla de cebada y acercamiento de la estructura
celular.



MOVILIZACION DE RESERVAS

Fisiologia y bioquimica de la movilizacion de reservas

Durante el desarrollo de la semilla, ésta acumula reservas, las cuales se almacenan en
forma de proteinas, polisacaridos, lipidos y minerales en el endospermo y en la
aleurona (Lovegrove y Hooley, 2000). Durante la germinacién, las reservas de estos
compartimentos son degradadas. Los productos de esta degradacién son utilizados en
la aleurona para la sintesis de hidrolasas; mientras que los del endospermo son
transportados hacia el escutelo para la nutricién y el crecimiento del embrién (Bethke
et al., 1997). Trabajos anteriores demuestran que algunas reservas de la aleurona son
secretadas al endospermo y se propone, aunque no esta demostrado, que también
son sustratos para el crecimiento del embrién (Caspers et al., 2001). La hidrolisis y la
difusién de las reservas hacia el embrion, para proveer energia y nutrimentos
necesarios para su desarrollo, constituyen el proceso de movilizacién de reservas

(Jacobsen et al., 1988).

Regulacion del proceso de movilizacion de reservas.

La hidrdlisis de las reservas es la fase del proceso de movilizaciéon que esta finamente
regulado por fitohormonas como el &cido giberélico (AGsz). Este es un tipo de
giberelina, que se distingue por tener como estructura, un &cido carboxilico
diterpenoide tetraciclico con un grupo hidroxilo como sustituyente en cada radical (R1
y R2; figura 2). El AG; es sintetizado de novo por el escutelo (Chen et al.,, 1997) y
difunde hacia la aleurona. El fitorregulador estimula a las células de la aleurona para
sintetizar de novo enzimas hidroliticas (como a-amilasa, B-amilasa, glucosidasa, etc.;
Skadsen, 1998). Estas participan en la ruptura del almidén, proteinas, lipidos vy
paredes celulares del endospermo almidonoso (figura 3). También, el AGs regula la
secrecion de las hidrolasas, asi como otras enzimas y moléculas de bajo peso

molecular (Caspers et al., 2001).
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Figura 2. Estructura quimica del acido giberélico* (AGs).
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Figura 3. Esquema de la movilizacion de reservas en la semilla.



Ademas de estos cambios bioquimicos, el AGs; induce modificaciones
estructurales en los organelos de la aleurona. En presencia del AG; la velocidad de
fusién de las PVS, para la formacién de una gran vacuola central se incrementa.
Asimismo, las proteinas de reserva que se encuentran en estas vacuolas comienzan a
hidrolizarse suministrando aminoacidos, utilizados en la sintesis de las hidrolasas.
Mientras que los minerales de los complejos cristalinos son liberados por las fitasas,
enzimas cuya actividad también es regulada por AGs. El reticulo endoplasmico esta
altamente organizado como sacos aplanados llenos de ribosomas (caracteristico de un
sistema secretor). El aparato de Golgi es prominente, incrementado tanto el tamano de
las cisternas como el nimero de vesiculas asociadas a él (Bethke et al., 1997).

Debido a que, como antes se menciond, la capa de aleurona puede ser
removida y desprendida del endospermo almidonoso sin perder su viabilidad y
funcionalidad, este tejido se ha establecido como un sistema modelo para el estudio
de la regulaciéon hormonal (Gilroy y Jones, 1994). Existe evidencia de que tanto en la
percepcion del AGz, como en la biosintesis y secrecion de las enzimas inducidas por
este fitorregulador, participan las membranas celulares. En particular, en la membrana
plasmatica se lleva a cabo la percepcion y en las endomembranas, la biosintesis y
secrecion (Jones y Jacobsen, 1990; Hooley et al, 1991).

Estos efectos biosintéticos y secretores son inhibidos por el acido abscisico
(ABA). El ABA es un serquiterpenoide (15 carbonos; figura 4) derivado de la ruta de

acido mevalénico.

Figura 4. Estructura quimica del acido abscisico (ABA).



A lo largo de toda la vida de la planta, el ABA controla diversos procesos
fisiolégicos (estrés abibtico, Finkelstein et al., 2002; acumulacién de reservas, Grill y
Himmelbach, 1998). En este trabajo se explor6 su efecto inhibitorio sobre la
germinacion (Merlot y Giraudat, 1997). Esta inhibicién se establece tanto a nivel de la
aleurona como del embrion. En el primer tejido inhibe la sintesis y secrecion de
hidrolasas con lo cual no se realiza la movilizacién de reservas (Jacobsen y Chandler,
1988). Mientras que en el segundo, inhibe la elongaciéon (Domash et al., 2006) del eje

embrionario.

Senalizacion de acido giberélico y abscisico en la sintesis de hidrolasas

La interaccion entre los fitorreguladores, AG; y ABA, constituye un factor de control
importante desde la formacion hasta la germinacién de la semilla ya que muchos de
sus efectos son antagoénicos (Bethke et al., 1997). Se ha propuesto que la membrana
plasmatica de la aleurona posee los receptores para ambos fitorreguladores (figura 5;
Lovegrove y Hooley, 2000). EI mecanismo de percepcién y uniéon de ambos
fitorreguladores al receptor, es independiente. Cuando ambos receptores se
encuentran ocupados por su ligando, la respuesta del AGs; es inhibida por ABA. En la
figura 5 se observan dichos eventos marcados por una cruz roja, indicando la
inhibicion por ABA. Una de las respuestas rapidas del AG; (2-5 min) en este sistema
es el incremento en la concentracién de calcio citoplasmico ([Ca®7). El cual proviene,
tanto del calcio externo como de los reservorios internos (Bethke et al., 1997).

A continuaciéon se describe el mecanismo propuesto para la transduccion de
sefales dependientes de AGs. El primer componente de la cascada de sefales que se
activa en respuesta al AG; es la proteina G heterotrimérica la cual una vez activada
interacciona con la fosfolipasa C (PLC), en la membrana plasmatica, activandola. La
accién de la PLC resulta en la producciéon del inositol-1,4,5-trifostato (InsP3) que
rapidamente se difunde a otras partes de la célula, uniéndose y activando a los

transportadores endomembranales de calcio. Con lo cual, el calcio secuestrado en el



reticulo endoplasmico y la vacuola (Bush et al., 1993) se libera produciendo un
incremento en la [Ca®"]. Ademés de esta fuente interna de calcio se activa el canal de
calcio de la membrana plasmatica con lo cual el calcio externo también contribuye al
incremento en la concentracion de este ion, en el citoplasma. Esta alta concentracion
de calcio actla como un segundo mensajero que activa proteinas cinasas y proteinas
fosfatasas que a su vez modulan la actividad de enzimas o transportadores requeridos
para la sintesis y secrecién de hidrolasas como a-amilasa, proteasas, nucleasas y
enzimas que degradan la pared celular (Chen et al., 1997).

El mecanismo de inhibicién por ABA se caracteriza por la activaciéon de una
Ca?*-ATPasa de la membrana plasmaética, lo que previene el incremento en la [Ca®];
estimulado por AG;. Ademés el ABA estimula la sintesis de una proteina
serina/treonina cinasa, PKABA1, la cual suprime la induccién de la a-amilasa
(metaloenzima que requiere de Ca** para su actividad y estabilidad enzimatica; Bush
et al.,, 1993; Kashem et al., 2000) y otras enzimas hidroliticas (figura 5; Gémez-
Cadenas et al., 2001). Otro parametro fisiologico que ABA modifica es el pH
citoplasmico. Este se incrementa en 0.14 unidades, mientras que el AG; lo disminuye
en 0.18 unidades. Cuando ambos fitorreguladores se adicionan simultaneamente el pH
no varia significativamente. Este bloqueo en el cambio de pH pareceria estar
involucrado en el antagonismo del ABA en la respuesta inducida por AGs.

Algunos otros elementos de sefalizacion que se encuentran rio abajo ya han
sido descritos, pero dado que el efecto antagdnico del ABA no los involucra, se decidio

no describirlos.
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Figura 5. Modelo de la sefalizacion inducido por los fitorreguladores AG; y ABA en
células de aleurona. Ga, subunidad a de una proteina G; PLC, fosfolipasa C; InsPs,
inositol-1,4,5-trifosfato; RE, reticulo endoplasmico; V, vacuola; PP1, fosfoproteina
fosfatasa 1; PP2A, fosfoproteina fosfatasa 2 A; PKABA1, proteina cinasa.

x Representa los eventos inhibidos por ABA en aleuronas de cebada tratadas con
AG;.



PROTEOMICA

El proteoma es el conjunto de proteinas expresadas por un organismo (0 por
un tejido, en este caso la aleurona) bajo ciertas condiciones. Tiene un caracter
dinamico: la expresion de proteinas experimenta numerosas modificaciones en las
diferentes etapas del desarrollo del organismo; asi como también en respuesta a
estimulos externos. Al conjunto de herramientas que se utilizan para estudiar los

proteomas se le denomina proteémica.

A diferencia de las técnicas clasicas utilizadas en la bioquimica, la protedbmica
se basa en la separacion, localizacién y cuantificacién de la magnitud en los cambios
de muchas proteinas, de manera simultanea; y su posterior identificacion. Para lograr
lo anterior, las proteinas se separan por electroforesis bidimensional. Iniciando con
una separacion por punto isoeléctrico (pl; gradientes de pH) y posteriormente con una
separacion por peso molecular (PM; SDS PAGE). Las proteinas obtenidas en estas
separaciones son cortadas de los geles, digeridas y analizadas por espectrometria de
masas (MS). La identidad de las proteinas se consigue comparando las secuencias de
aminodacidos obtenidas de MS contra una base de datos publica (NCBI y
ExPASy/SWISS PROT). Para confirmar la identidad de las proteinas, se realizan
diversas pruebas, entre las que se encuentra la caracterizacién de su actividad
biolégica (Castellanos et al., 2004). Una manera de establecer las diferencias en el
patrén de expresion proteico entre diversas condiciones es comparar los proteomas

obtenidos en cada condicién



ESTUDIOS PREVIOS

El subproteoma microsomal de la aleurona esta constituido por 271 proteinas que son
inducidas por AG; y 83 que disminuyen su intensidad (Zamudio, 2007). Con la
finalidad de identificar en este subproteoma, algunas de las proteinas involucradas en
la movilizacion de reservas, se utilizé como herramienta al ABA, ya que algunos de los
procesos que conducen a la movilizacion de reservas son inhibidos por este
fitorregulador. De forma tal que los cambios observados en el subproteoma del AGs,
estarian ausentes en el subproteoma de AG; + ABA. Asimismo, en el subproteoma de
ABA se localizarian los cambios especificos de este fitorregulador ademas de los

compartidos con AGs.



OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar proteinas del subproteoma microsomal de aleuronas de cebada que

pudieran estar involucradas en la movilizacion de reservas.

Objetivos Particulares

A) Detectar e identificar algunas de las proteinas microsomales inducidas por
AG; y por ABA en aleuronas de cebada.

B) Definir si las proteinas identificadas en A se encuentran o no presentes en
los patrones electroforéticos 2-D obtenidos de microsomas aislados de
aleuronas tratadas con AGs; + ABA.

C) Cuantificar la magnitud del cambio, si existe alguno, en los patrones
electroforéticos de A.

D) Sugerir los procesos metabdlicos comunes y especificos para cada

fitorregulador.



HIPOTESIS

La movilizacion de reservas es regulada antagonicamente por AGz y ABA. Por lo que
la comparacién de los subproteomas microsomales aislados de tejido tratado con o sin
estos fitorreguladores y su combinacién, permitira identificar proteinas involucradas en

dicho proceso fisioldgico.



METODOLOGIA

Cebada (Hordeum vulgare variedad Himalaya
cosecha 1998)

Preparacion de las medias semillas
Obtencién de las capas de aleurona

Aislamiento de la fraccion
microsomal

Extracciéon de la Proteina de
membrana

A

ABA
AGsz+ABA

Cuantificaciéon de Proteina
Separacion por
ply PM Electroforesis en 2-D

Analisis de imagenes de geles
(comparacién de patrones
electroforéticos)

Seleccidn de proteinas de
interés (manchas)

Digestion de proteinas con proteasa especifica,
analisis de los péptidos por espectrometria de
masas (MS)

Identificacion en las bases de datos de proteinas

Figura 6. Metodologia General de la investigacion.




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

WA, almacenadas a 40% de H.R. y 4°C.

Preparacion de las semillas

Lavado: Las semillas se cortaron transversalmente eliminando el embrién. Las medias
semillas sin embrién se desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial (CLORALEX)
al 20% (v/v), agitandolas durante 20 min. Se enjuagaron repetidamente con agua
estéril hasta eliminar los residuos de hipoclorito.

Imbibicion: Se colocaron las medias semillas en cajas petri con dos circulos de
papel filtro estéril humedecidos con 20 ml de agua estéril y antibidticos (Estreptomicina
20 pg / mly Cloranfenicol 20 ug / ml). Se incubaron a 25°C por 96 h.

Obtencion de capas de aleurona: Al término de este tiempo, se elimin6 el
endospermo almidonoso con la ayuda de dos espatulas en condiciones de esterilidad
(campana de flujo laminar).

Induccién hormonal: Se colocaron las aleuronas en matraces de 125 ml
estériles (400 aleuronas / matraz) y se incubaron en 25 ml de solucién amortiguadora
de incubacion (acido succinico 20 mM pH 5.0, CaCl, 20 mM) més ABA (50 uM) con y
sin AG3 (5 uM) por 3 h a 25°C.

Aislamiento de la fraccion microsomal. Después de este tiempo de incubacién,
la solucion amortiguadora de incubacién se decant6 y con papel absorbente se elimino
la humedad en exceso de las capas de aleurona. Las capas de aleurona se
homogeneizaron en un mortero con 25 ml de solucién amortiguadora de
homogeneizacién 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 B-mercaptoetanol (f3-
ME) y un poco de arena. El homogeneizado se filtré a través de 6 capas de gasa

absorbente (de hilo de algodén con tejido de 12 x 20) y se centrifugd a 10,000 rpm a



4°C por 10 min con rotor SL-50T en una Centrifuga Sorvall Super T21. Se colecté el
sobrenadante en tubos de ultracentrifuga (Centrifugue Bottles Polycarbonate with Cap
Assemblies Beckman, Cat. BC355618) previamente frios y se centrifugé a 55,000 rpm
a 4°C por 1 h en una Ultracentrifuga Beckman XL-100K en un rotor 60Ti (Maya, 1997).

Extraccion de proteina membranal: El sobrenadante resultado de esta
centrifugacion se descarté y la pastilla se resuspendid en 200 pl de solucién
amortiguadora de resuspension (Tris-HCl 5 mM pH 7.0, EGTA 1 mM, CHAPS 2% y
urea 4 M). La muestra se agitdé en un vértex y se centrifugd en una microfuga a 14,000
rpm a 4 °C por 10 min. El sobrenadante se colecté en un tubo eppendorff y la pastilla
se re-extrajo con otros 250 pl de solucién amortiguadora de resuspension. Se repitié la
centrifugacion y se colectaron los sobrenadantes en el mismo tubo (Maya y Bernal,

2006).

Cuantificacion de proteina
La concentracién de proteina de las muestras se determiné usando el Kit 2-D Quant

(Amersham Biosciences).

Electroforesis 2-D
Se precipitaron 500 ug de proteina con TCA al 10% en acetona. Se centrifugo la
proteina durante 15 minutos a 14,000 rpm a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante. Se
realizaron tres lavados de la muestra con 500 ul de acetona cada uno. Se disgreg6 la
pastilla, centrifugando y decantando el sobrenadante. La muestra se seco
completamente evaporando la acetona residual.

Las muestras se solubilizaron en una solucién rehidratante (urea 7 M, tiourea 2
M, CHAPS 4%, solucién amortiguadora IPG 2% pH 4-7 (Amersham Biosciences), azul
de bromofenol 0.002%, DTT 2.8 mg/ml) con intensa agitacién 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 (primera dimension) se realizé en un Sistema Multiphor I



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, las tiras fueron guardadas en
plastico adherente —80°C. Para el gel de segunda dimension (separacion por peso
molecular, PM) las tiras de gel se sacaron de —80°C y se dejaron descongelar. Una
vez descongeladas se incubaron en tubos de ensaye de 25 mL con 10 mL de solucién
amortiguadora de equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 8.8, urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2% y
1% de azul de bromofenol) adicionado con DTT 10 mg/ml y se agité en un agitador
orbital durante 15 min. Pasado este tiempo, la solucidon se decanté y se le adicionaron
10 mL de solucién amortiguadora de equilibrio conteniendo iodoacetamida 25 mg / ml.
Este tratamiento también se realizé con agitacion durante 15 minutos.
Subsecuentemente, las tiras hidratadas fueron colocadas horizontalmente en un gel de
Tris-glicina SDS poliacrilamida (15%). La electroforesis del SDS-PAGE se realiz6 en
una camara de electroforesis vertical (Slab Gel Electrophoresis Unit SE600 Hoeffer)
aplicando 30 mA por 15 minutos y 60 mA por 4.75 h. El gel 2-D se tifié con una
solucién de azul de Coomasie coloidal (Bradford, 1976) por tiempo variable segun la

cantidad de proteina en el gel.

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

Descripcion Volumen

acrilamida 30% / bisacrilamida 0.8% 40.0 ml
solucion F (Tris HCI 1.5 M pH 8.8) 20.0 ml
SDS 10% 0.8 ml

H.O 18.8 ml
persulfato de amonio 10% 400 pl
TEMED (N,N,N,N'-tetrametilendiamina) 26.4 pl

Analisis de imagenes de geles (Comparacion de Patrones electroforéticos)
Las imagenes de los patrones de manchas de proteinas (spots) de los geles se
adquirieron con un equipo Fluor-S Multiimager (Bio-Rad). Para identificar los cambios

en el patrén de proteinas entre las diferentes condiciones experimentales se utilizé el



programa Quantity One Software, PD-QUEST (Bio-Rad). Las manchas que se
presentaron diferencialmente de forma cuantitativa o cualitativa entre ambos geles se

seleccionaron y se recortaron pequefios cilindros de gel conteniendo dichas proteinas.

Digestion de la proteina y Secuenciacion por Espectrometria de masas (MS)
Para la digestién y secuenciacién (Ms/Ms-MALDITOF) de las manchas seleccionadas
se solicitd el servicio de la Unidad de Protedmica de la Universidad de Missouri y de la

Unidad de Prote6mica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Identificacion por comparacion con las bases de datos de proteinas
La identificacion de las proteinas se realizd in silico por medio de la comparacién de
las secuencias parciales obtenidas o del espectro de masas, en dos de las bases de

datos publicas; NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y ExPASY/SWISS PROT

(http://au.expasy.org/sprot/).




RESULTADOS YDISCUSION

Las proteinas membranales de la aleurona participan en la elaboraciéon de la respuesta al
AGjs y con esto en la movilizacion de reservas durante la germinacion (Hooley et al., 1991;
Gilroy y Jones, 1994).

Estudios recientes de protedmica han demostrado que el AG; modifica la composicion
proteica de los microsomas aislados de aleurona de cebada. Algunas de estas proteinas son
enzimas y su presencia se induce con el tratamiento hormonal mientras que en otros casos,
el tratamiento sélo incrementa o disminuye su intensidad, respecto a la detectada en la
aleurona sin tratamiento alguno (-AGs) o bien, modifica su estado REDOX (Maya y Bernal,
2006; Zamudio, 2007). Sin embargo, no se ha determinado si alguna de estas proteinas
participa de manera directa en la movilizacion de reservas.

Para lograr este objetivo se pueden emplear cuando menos dos estrategias: la primera,
utilizar aleuronas que muestren una menor respuesta al AG; y la segunda utilizar como
herramienta el tratamiento con ABA que tiene un efecto antagénico sobre el AG; (Bethke et
al., 1997). La primera estrategia se explord utilizando aleuronas aisladas de semillas que
presentaban solo el 50% de la respuesta al AG3, cuantificada como actividad de a-amilasa.
Desafortunadamente, en este sistema no fue posible obtener los patrones electroforéticos,
debido a que la composicién de la muestra no permiti6 el enfoque adecuado de las
proteinas (Zamudio, 2007). Por tanto no fue posible identificar cambios cualitativos o
cuantitativos respecto de su control. En este trabajo, se desarrollé la segunda estrategia.
Inferimos que los cambios cualitativos y cuantitativos inducidos por AGs, en algunas de las
proteinas, serian revertidos por ABA cuando los microsomas se obtuviesen de aleuronas
tratadas con AGz; + ABA. Identificando asi, proteinas que responden especificamente al
tratamiento con AGj;, que podrian participar en la movilizacién de reservas, asi como
proteinas comunes a los tratamientos con AGs y ABA. En otros tejidos, ambos
fitorreguladores afectan procesos metabdlicos comunes, como son la sintesis de proteinas,

el metabolismo de carbohidratos, la remodelacién de la pared celular, etcétera, por lo que



planteamos la hipétesis que el efecto de ambos fitorreguladores sobre la movilizacién de
reservas acumuladas en las semillas de cebada, puede ser el resultado de efectos
antagonicos sobre procesos metabdlicos comunes. Con la comparaciéon de los patrones
electroforéticos 2-D de aleuronas tratadas con ABA y las tratadas con o sin AG; o con la
mezcla de ambos fitorreguladores, se pueden identificar proteinas pertenecientes a dichos
procesos.

En la figura 7, se pueden observar las imagenes digitalizadas de los patrones
electroforéticos de proteinas membranales aisladas de aleurona de semilla de cebada,

obtenidas en los diversos tratamientos.
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Figura 7. Patrones electroforéticos de proteinas membranales aisladas de aleuronas incubadas por 3h en
presencia de AGs, ABA, AG3+ABA o ningln fitorregulador (control;-AGs). PROTEINAS ESPECIFICAS; Cruces
moradas: Proteinas de AGs; Triangulos azules: Proteinas de ABA; PROTEINAS COMUNES; Cuadros verdes:
Proteinas inducidas por ambos fitorreguladores de manera independiente; Circulos rojos: Proteinas
pertenecientes al subproteoma constitutivo modificadas por los fitorreguladores.




De las proteinas detectadas en dichos patrones, se seleccionaron 14, en funcién de su
intensidad relativa y su presencia en la mayoria de los geles, ademas de estar aislada de
otras proteinas para poder recortarla, sin problema de contaminacién o mezcla de la
muestra. Otras 10 proteinas detectadas, secuenciadas e identificadas anteriormente
(Zamudio, 2007) también fueron incluidas en este trabajo para su analisis.

Con ayuda del programa PD-QUEST, se realiz6 el analisis cualitativo, comparando los
patrones electroforéticos de cada tratamiento. De las proteinas localizadas, aquellas que no
fueron detectadas en el tratamiento control (-AGs), las consideramos inducidas o que
modifican su intensidad por AGs; (cruces moradas) o por ABA (triangulos azules). Mientras
que las proteinas presentes en ambos fitorreguladores, ya sea inducidas (cuadros verdes) o
constitutivas (circulos rojos), pero con distinta intensidad, las consideramos comunes (figura
7).

Tabla 2. Clasificacion de las proteinas aisladas segun su comportamiento.

Induccién y Abundancia de las proteinas en los diversos
tratamientos
No. ID -AG; +AG; ABA AG;+ABA
4
5
25
14 * 0.18*
49 0.053* *
50 0.046* *
74
78
82 * 0.22*
84 * 0.05*
71 0.094* *
13 * 0.25*
17 * 1.7*
10 * 0.28*
15 * 0.84*
16 * 2.2*
24 * 0.26*
12 * 0.09* 0.26*
22 8 0.23* 0.51
67 1.75* 2.6* *
48 0.9* [ § §
70 0.05* 0.1* *
72 0.014* 0.02* *
19 0.9* 0.18* 3.05* 1.91"
] Tratamiento del cual se aislaron e identificaron por secuenciacion las proteinas
* Intensidad relativa de la mancha de proteina en el subproteoma




El andlisis cuantitativo se realiz6 de forma independiente, con el programa antes
mencionado, para cada tratamiento, utilizando las intensidades relativas de las manchas
seleccionadas y calculando el porcentaje que cada una de estas representaba del total.
Finalmente, se compararon los porcentajes de intensidad entre los distintos tratamientos
(tabla 2).

En la tabla 3 se muestran los tratamientos de donde se seleccionaron las proteinas para
su secuenciacion. En esta tabla, también se puede observar que dos manchas semejantes,
en su posicién (pl y PM), fueron aisladas de distintos tratamientos y secuenciadas, tal es el

caso de la proteina 22 y la 48.

Tabla 3. Aislamiento de las proteinas para su secuenciacion.

Tratamientos Tratamientos
"o | +AG: | ABA | AGi+aBA | N | 4AG; | ABA | AG.+ABA
4 X 49 X
5 X 50 X
10 [ X B[ K X
12 X 67 X
13 X 70 X
14 X 71 X
15 X 72 X
16 X 74 X
17 X 78 X
| B | X X 82 X
24 X 84 X
25 X 19 X
] Proteinas idénticas aisladas en distintos tratamientos

Una vez obtenidas las secuencias de los oligopéptidos, de cada proteina, estas se
identificaron utilizando las bases publicas de datos. En la tabla 4 se muestran los dos
conjuntos de proteinas secuenciadas e identificadas, las que fueron identificadas por
Zamudio (2007) y las obtenidas en este trabajo. Sélo para estas Ultimas se muestran todos

los parametros.




Tabla 4. Identificacién de las proteinas in silico.

. Exp Teo .
No. ID Proteina PM(kDa)/ p! | PM(kDa)/pl No. Acceso Secuencia Valor / €
4 Mn Superoxido Dismutasa . - - - .
glioxisomal (MnSOD)
5 Isocitrato liasa (ICL) ** > * o **
10 20S proteasoma (sub B) ** > * * **
12 B- alanina sintasa ** > i * **
NGCBI
13 glicosil hidrolasa 735/4.8 [114.44/5.84) L2200 . 1956/0.0
Q2R3E0
14 Proteina de la Fam. Cupinas ** > i * **
Gliceraldehido 3-Fosfato
15 Deshidrogenasa (G3PDH) ** > i * **
16 lactoilglutation liasa ** > * o **
NCBI
. : 81176509
17 subunidad o ATP sintasa 72.9/51 55.56/5.70 Swiss Prot + 984/0.0
Q332R4
22 dextrinasa limite ** ** i o **
24 precursor Oxalato oxidasa 2 ** > * o **
25 globulina de embrién ** > * o **
. . NCBI
isoenzima | 13398412
49 arabinoxilan arabinofurano 81.1/5.6 72.56/5.05 Swiss Prot + 1295/0.0
hidrolasa QoATVE
(AXAH-I)
NCBI
50 14.3.3 33558 |29.36/4.83 | 10022t MGDYSLPALNSR 508/E-143
P29305
NCBI LDVVHADAADGTKPLVESAR
48 Prot. Con dominio C2 44.6/58 | 3268558 | o188937 VYOPYPPPYEOSAR 250/8E-68
Q5DVL6 YEVEVTVTNR




No. ID

Tabla 4 Continuacion...
Proteina

Exp
PM(kDa)/ pl

Teo
PM(kDa)/pl

No. Acceso

Secuencia

Valor / ¢

67

70

71

72

74

78

82

84

19

cadena A de profitepsina

6 —fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGDH)

Subunidad E1  Piruvato
Deshidrogenasa

espermidina sintasa

amilogenina

piruvato descarboxilasa

sub B ATP sintasa

HSP 70

Aldehido Deshidrogenasa

36.3/5.7

65.1/5.2

53.1/5.6

43.9/5.7

50.7/4.8

45.1/5.4

67.7/5.5

57.4/6.0

69.8/5.4

51.93/5.28

53.31/5.92

40.23/5.56

34.79/4.95

39.24/6.19

65.76/5.53

59.33/5.56

71.93/5.30

59.28/6.25

NCBI
5822248
Swiss Prot
P42210
NCBI
3342800
Swiss Prot
081237
NCBI
3851001
Swiss PRot
Q9zQy2
NCBI
49425361
Swiss Prot
Q4LOW6
NCBI
4158230
Swiss Prot
Q9ZR34
NCBI
115452421
Swiss Prot
P51848
NCBI
525291
Swiss Prot
Q41534
NCBI
115452237
Swiss Prot
Q10NA1

NCBI
BAB62757.1
Swiss Prot
Q93XI6

MAVPQVDDIVR
Mascot

QFPHLAVGFEDPR
Mascot

SDIDGLLGATTINFSGHSCR
TAVTVDDCVKELAGIVK
Mascot

VPEGHPLQGEANEPLR
VALGLPFFPR

MDKTQVHELVLVEESTR

SGVDSGATLVTGGDK
VGPALACGNTIVLK
TAEQTPLSALYVSK

RANASQYGLAAGVFTNNLDTANTLTR
IAQEEIFGPVQSIFK

LLHEAGLPEGVLNIISGFGPTAGAALAGHMDVDK

946/0.0

961/0.0

729/0.0

625/E-178

715/0.0

1160/0.0

1011/0.0

1135/0.0

1003/0.0

** Véase Zamudio, 2007.
+ |ldentidad obtenida por comparacion de espectros en la base de datos de Mascot




Las proteinas aisladas de distintos tratamientos pero en la misma posicion (PM y pl)
resultaron ser la misma proteina al identificarlas in silico. Tal es el caso de la dextrinasa
limite y la proteina con dominio C2. Por tanto, se asumi6é que las proteinas que compartian
PM y pl en los distintos tratamientos también tendrian la misma identidad.

Obsérvese que el PM y pl determinados experimentalmente, son mayores 0 menores
que los valores tedricos reportados (tabla 4). Es posible que sean fragmentos de proteinas
en formacién, obtenidas del RE o de una actividad proteolitica especifica del sistema.
También estas diferencias podrian deberse a un error en la alineacion de los geles al
determinar estos parametros.

Por todo lo anterior, las proteinas propuestas como candidatas a participar en la
movilizacién de reservas, son las proteinas identificadas consideradas como especificas de
AG3, debido a que fueron inducidas o modificadas en intensidad por este fitorregulador y
este efecto fue revertido por ABA. Asi como aquellas constitutivas revertidas por ABA. En el
grupo de las proteinas comunes, también se pudieron detectar proteinas que participan en

la movilizacién de reservas, aunque no de manera especifica (tabla 5).

Tabla 5. Proteinas especificas de AG; involucradas en una eficiente movilizacion de

reservas.
No. ID Proteina
4 MnSOD glioxisomal
5 ICL
49 AXAH-I
50 14.3.3

Tabla 6. Proteinas comunes que participan en la movilizacion de reservas.

No. ID Proteina
13 Glicosil hidrolasa
15 G3PDH
16 Lactoilglutation liasa
24 Precursor oxalato oxidasa 2
48 Proteina con dominio C2
67 Cadena A de profitepsina
70 6PGDH




Las proteinas comunes identificadas que sobresalen por su comportamiento ante los
fitorreguladores, son aquellas que pudieran ser indispensables para el mantenimiento del
sistema, y lograr que la célula responda de una manera metabdlica adecuada a sus
requerimientos basicos desembocando en una efectiva sintesis y secrecion de enzimas
hidroliticas (tabla 6).

Adicionalmente, las proteinas identificadas especificas de ABA que se destacan en
este trabajo, posiblemente estan involucradas en la respuesta del sistema a actividades

propias de este fitorregulador (tabla 7).

Tabla 7. Proteinas especificas de ABA.

No. ID Proteina
71 Sub B piruvato deshidrogenasa
74 Amilogenina
78 Piruvato descarboxilasa
84 HSP 70

Tomando en cuenta las enzimas y las proteinas que fueron identificadas, podemos proponer
las vias metabolicas y los procesos activos que posiblemente estan involucrados en la
respuesta fisioldégica evocada en la capa de aleurona y cuya funciéon puede modificarse por
la presencia de AGs, ABA o ambos.

En un estudio paralelo realizado en el laboratorio, se analizaron aleuronas de semilla
de cebada del lote 1998 tratadas con AGj, determinando la actividad de las enzimas
Fosfofructocinasa-1 (PFK-1) y Fructuosa-1,6 bifosfato fosfatasa (FBPasa), lo cual sugiere
que la gluconeogénesis permanecia activa hasta las seis horas de incubacién, mientras que
la glucolisis se activa después de este tiempo. Por otro lado, también se analizo la actividad
del ciclo del glioxilato, después de tres horas de incubacién con AGs. El catabolismo de
lipidos en la capa de aleurona, produce energia y esqueletos carbonados para poder iniciar
la produccién y secrecién de hidrolasas, manteniendo activa a la gluconeogénesis. Se

observé que la actividad de la Isocitrato liasa (ICL), una enzima regulada por AGs e inducida




a tiempos cortos, se incrementa en un 60% por presencia del fitorregulador (Zamudio,

2007).

Regulacion metabdlica en aleuronas tratadas con AG;

Una de las respuestas promovidas por AGz, es la modificacion de la pared celular de las
células de la aleurona, integrada por hemicelulosas y arabinoxilano. Estos polimeros
mayoritarios son capaces de crear enlaces entrecruzados entre las microfibrillas a través de
puentes de hidrégeno. La pared celular debe hidrolizarse y en esta hidrélisis participa la
enzima glicosil hidrolasa sobre enlaces glicosidicos (Davies y Henrissat, 1995) y removilizar
los carbohidratos de la pared celular (Lee et al., 2001). La AXAH-II cuya funcién es la de
hidrolizar el arabinoxilano, colaborando en la hidrélisis de la pared celular (Lee et al., 2001).
La hidrolisis de este polimero facilita la secrecion de las hidrolasas. Sin embargo esta
hidrélisis impide la capacidad de la célula para retener su turgor y por tanto su viabilidad.
Una manera de compensar esta incapacidad seria el reforzar la pared celular a través del
entrecruzamiento de los residuos de arabinosa y acidos ferulicos presentes en algunos de
los polimeros de la pared celular. En este entrecruzamiento participaria la Oxalato Oxidasa
2, cuya actividad de peroxidasa ayudaria a polimerizar los productos de la condensacién
inicial de los monolignoles, restableciendo las propiedades de la pared celular, manteniendo
la rigidez y la viabilidad (Buchanan et al., 2000).

Al igual que otros autores, con los datos obtenidos podemos sugerir que una de las
vias que se encuentra activa en este tejido es la gluconeogénesis, debido a que es
alimentada por sustratos que se obtienen a partir del ciclo del glioxalato, dado que la
Isocitrato liasa esta presente (Eastmond y Jones, 2005). En la mayoria de los tejidos
vegetales, las hexosas formadas a partir de la degradacion de los acidos grasos se utilizan
principalmente para la formaciéon de sacarosa, que las aleuronas secretan mediante un
proceso regulado por AG3 (Eastmond et al., 2000). Sin embargo, los resultados obtenidos

indican que la célula debe tener otra fuente alterna de sacarosa y ésta podria provenir del




ciclo de las pentosas fosfato, ya que el hecho de haber identificado a la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa permite sugerir que la transformacion de 6-fosfogluconato a ribulosa 5-
fosfato la cual es catalizada por esta enzima, sostiene dicha propuesta. El ciclo podria estar
sostenido por las pentosas (fuente de carbono) provenientes de la hidrolisis de la pared
celular, antes mencionada. Ademas se ha demostrado que la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa es fuente de la coenzima reducida NADPH que se utiliza para la sintesis de
nucleétidos, acidos nucleicos, acidos grasos, al mismo tiempo que mantiene un mecanismo
de proteccién contra el estrés oxidativo (Corpas et al., 1998), de esta manera se explica el
incremento de esta proteina en el tratamiento con ABA en comparacion al de AGs.

En este tejido rico en ftriacilgliceroles, la gluconeogénesis se realiza con la
participacién del ciclo del glioxalato por lo que no fue sorprendente la identificacion de
algunas otras enzimas complementarias a esta actividad, tal es el caso de la superéxido
dismutasa dependiente de Manganeso (Mn®), asociada a las membranas de los
glioxisomas (Sandalio y Del Rio, 1988). Esta enzima se encarga de la inactivacién del
radical superoxido (O,’; catalizando su conversiéon a H.O,) formado durante la degradacién
de los acidos grasos por la B-Oxidacién (Takahashi y Asada, 1983).

Otra enzima que incrementé sus niveles en el tratamiento con AGs, fue la B-alanina
sintasa, la cual puede estar asociada al metabolismo de lipidos. Para que la B-oxidacion en
los glioxisomas se lleve a cabo, 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). El
AG; podria acelerar la hidrélisis de acidos nucleicos durante las primeras horas de la
germinacion (Brown y David, 1986), de modo que se tendrian los sustratos necesarios para
la formacién de CoA, quiza esta sea la razén por la que en el tratamiento con AGs se detecto
una mayor intensidad con respecto al de ABA.

Alusién especial merece la proteina Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, ya que
también participa activamente en la gluconeogénesis catalizando la oxidacion y fosforilacién

del D-gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato y ain cuando se ha reportado que es




una enzima soluble, en este trabajo la encontramos unida a membranas. Si bien es cierto
que esta localizacion celular podria ser producto de una contaminacién citoplasmica, se ha
demostrado que esta proteina se une por interacciones electrostaticas a la porcion
citoplasmatica de una proteina de membrana (Rich et al., 1984) y su funcién esta
relacionada con el transporte de vesiculas del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi,
involucrando la via de secrecion temprana en células de riidn de rata (Tisdale, 2001). En
este caso, se ha demostrado que la proteina transfiere el fosfato del 1,3-bifosfoglicerato a
una de las proteinas de la vesicula y asi permite la adhesién de la vesicula a membrana
plasmatica y la secrecion de su contenido (Tisdale et al., 2004). Dado que la aleurona es un
sistema secretor, la Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa podria desempefar una
funcién similar en la secrecién temprana inducida por AGs.

Otra proteina identificada fue una Aspartico proteasa de vacuola (Cadena A de la
profitepsina). Esta proteina indica que el tejido esta realizando protedlisis en la que participa
de manera activa. Se une a un receptor de membrana del aparato de Golgi. Después es
envuelta en una vesicula y es transportada a una vacuola litica. También se ha encontrado
en vacuolas que contienen proteinas de reserva (Kervinen et al., 1999; Neuhaus y Rogers,
1998). Ambas localizaciones reportadas para esta proteina serian posibles en la capa de
aleurona, puesto que en este tejido, el AG; induce la formacion de una gran vacuola central
a partir de los cuerpos proteicos, en donde se realiza la proteodlisis de las proteinas de
reserva que proporcionan los aminoacidos para la sintesis de las hidrolasas. Evidencia
adicional a esta actividad proteolitica, la complementa el haber identificado un fragmento de
las proteinas de reserva de este tejido (globulina de embrion; Heck et. al., 1993).

Al mismo tiempo pudimos identificar dos proteinas cuyas funciones descritas en la
literatura son de tipo regulatorio. Por ejemplo, la proteina con dominio C2 identificada en
este trabajo podria desempefiar funciones similares a las descritas en la literatura para otras
proteinas que presentan este dominio y que son relevantes para el sistema de la aleurona.
Los dominios C2 estan involucrados en la unién a fosfolipidos regulada por Ca®*, por esta

razén son denominados como dominios de unién a lipidos dependientes de calcio (Rizo y




Sudhof, 1998), sin embargo no son obligatoriamente moédulos de unién a Ca* o a
fosfolipidos. Este dominio intracelular representa a una familia de proteinas versatiles con
diversas funciones y propiedades, como el reclutamiento de proteinas hacia la membrana
dependiente de calcio (se induce un cambio en el potencial electrostatico, en la carga de la
superficie y/o cambio conformacional en la membrana de la proteina, regulando la
interaccion con los fosfolipidos; (Rizo y Sidhof, 1998), la hidrdlisis en el enlace terminal del
fosfodiéster de fosfolipidos membranales generado glicerofosfolipidos (las fosfolipasas;
Zheng et al., 2000), la transduccion de sefales promoviendo la hidrélisis de lipidos
obteniendo segundos mensajeros (proteinas cinasas; Newton, 1995), asi como el trafico
vesicular dependiente de calcio (proteinas sensoras de calcio para trafico vesicular; Rizo y
Sudhof, 1998).

La otra proteina regulatoria identificada fue la 14.3.3. Esta pertenece a una extensa
familia cuyas funciones son la regulacion de la actividad de ATPasas de membrana
plasmatica en el proceso de germinacion de las semillas, auxiliar en la regulaciéon de la
sintesis de almiddn, asi como integrar el metabolismo de Carbono y Nitrégeno para su
asimilacién en diversos sistemas celulares (Fulgosi et al., 2002). A través de la interaccién
con algunas enzimas citosélicas de las vias metabdlicas mediante la fosforilacién, evita su
degradacién por proteasas vacuolares no selectivas (Moorhead et al., 1999; Cotelle et al.,
2000). El caso particular de la aleurona se ha demostrado que el AG; regula la actividad de
una ATPasa de membrana, que a su vez regula la actividad de los canales de calcio (Chen

et al., 1997; Hetherington y Brownlee, 2004).

Regulacion metabdlica en aleuronas tratadas con ABA

El tratamiento con ABA podria activar: la oxidacion de la glucosa para la formacién de

NADPH (poder reductor en el sistema), la via de respuesta a condiciones de estrés y la

biosintesis de productos para reserva.




Dado el aumento en intensidad con ABA de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
anteriormente mencionada, sugiere que la formacion del NADPH citoplasmatico (nucleétido
reducido) es mas importante en el tratamiento con ABA para mantener el balance del
sistema en comparacién con el de AGs, ya que la intensidad de esta enzima es mayor en el
primer caso (tabla 4). La formacién del NADPH sumado a la identificacion de la subunidad
E1B de la Piruvato deshidrogenasa (enzima que cataliza la descarboxilacion oxidativa del
piruvato para producir acetilCoA; Jan et al., 2006) alimenta la actividad del Ciclo de Krebs.
Para realizar reacciones biosintéticas implicadas en esta actividad, la aleurona cuenta con
los precursores carbonados. Quiza por esta razon, entre las proteinas detectadas en
presencia de ABA se encuentre la amilogenina. Esta proteina ayuda a la biosintesis de
polisacaridos como el almidén y componentes de la pared celular (Farré et al., 2001).

Ademas, el hecho de que la abundancia de la lactoilglutatién liasa sea mayor en
tejido de aleurona tratada con ABA, apoya indirectamente que en esas condiciones ocurre la
formacién de metilglioxal (MG). Este es un compuesto toxico que modifica los &cidos
nucléicos y las proteinas, ademas de promover la muerte celular programada. Se forma a
partir de la eliminacion espontanea de fosfato de la dihidroxiacetona fosfato, saturando a las
enzimas de la segunda parte de la glucélisis, cuando es muy activa (Kingkeohoi y Chaplen,
2005). En tejidos en estrés abidtico se ha demostrado la sintesis de acido abscisico y que la
glucolisis es muy activa (Plaxton, 1996).

El haber observado una intensidad mayor en la G3PDH en el tratamiento con ABA
comparada con el de AGs, soporta el planteamiento anterior. Esta enzima se induce por la
deficiencia de fosforo inorganico (P;; interviene en la sintesis y emigracion de los
monosacaridos y en el metabolismo de los lipidos) asi como la fosfoenol piruvato fosfatasa.
Ambas mantienen el flujo de sustratos carbonados de la glucdlisis hacia la mitocondria,
alimentando también el ciclo de Krebs. De esta manera, contribuye a la activacién del
mecanismo de defensa a este estrés (Poirier y Bucher, 2002).

El ABA también tiene la funcién de inducir proteinas que permitan que el tejido

contienda de manera exitosa con diferentes tipos de estrés abibtico (Merlot y Giraudat,




1997). Tal vez esta sea la razén por la que en las aleuronas tratadas con ABA se hayan
detectado las subunidades a y B de la ATP sintasa, las cuales bajo condiciones de estrés,
se inducen para mantener el balance de energia en la célula (Hamilton et al., 2001). Esto
refuerza la actividad del ciclo de Krebs.

En las aleuronas tratadas con ABA también se identificaron chaperonas moleculares
como la proteina HSP 70 que estabiliza a las cadenas polipépticas desplegadas y previene
su agregaciébn con otras durante la sintesis de proteinas (Buchannan, 2000).
Adicionalmente, se ha observado que esta se localiza en la matriz del glioxisoma e
interviene en el transporte de proteinas a través de su membrana (Crookes y Olsen, 1998).
La espermidina sintasa esta involucrada en la biosintesis de poliaminas que inhiben la
apertura del estoma ademas estabiliza la estructura del DNA cuando la célula se encuentra
en estrés, facilitando la expresion de los genes en respuesta a estas condiciones (Kasukabe
et al., 2004). De igual manera, el conjunto de proteinas como la aldehido deshidrogenasa y
la piruvato descarboxilasa permiten que el tejido sea viable en condiciones de hipoxia (Das y
Uchimiya, 2002).

Por otro lado, una proteina que contiene un dominio C2 y es activada por ABA, es la
fosfolipasa D. El acido fosfatidico, se obtiene como uno de los productos de la reaccién que
cataliza, el cual se ha observado que activa las respuestas tempranas en la célula de
aleurona. Algunas de estas respuestas son la inhibicion en la produccién de a-amilasa
dependiente de AG; asi como la reduccién en la concentracién del calcio en el citoplasma.
Esta requiere estar intacta para el funcionamiento del sistema dependiente de Ca®* en la
transduccién de senales catalizando reacciones de fosforilacién (fosfatidilinositol 3-cinasa;
Kopka et al., 1998; Ritchie y Gilroy, 1998). Sin embargo, la posibilidad de que se tratara de
esta proteina fue descartada, debido a que su comportamiento en el tratamiento con ABA es
mucho menor que con AGs;, suponiendo entonces que esta proteina no respondia

especificamente a ABA.




De acuerdo con la informacién presentada y la clasificacion propuesta de las
proteinas obtenidas de aleuronas aisladas después de tres horas de incubacién con
diferentes fitorreguladores, suponemos que la actividad metabdlica que presenta es diversa,
por un lado al percibir al AG3 las vias que se encontrarian activas son la degradacion de
acidos grasos, el ciclo del glioxilato y la gluconeogénesis. Por el otro, al percibir al ABA se
activarian los mecanismos de defensa, proteccion y mantenimiento para el equilibrio del

sistema, asi como la glucdlisis, como se muestra en la figura 8.
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CONCLUSIONES

El tratamiento de alueronas con AGs y ABA permiti6 identificar grupos de proteinas

que responden especificamente a cada fitorregulador.

De las proteinas estimuladas por AG; algunas participan en la sintesis y secrecion
de hidrolasas (la MnSOD, la ICL, la AXAH-l y la 14.3.3). En cambio, algunas de las
estimuladas por ABA estan involucradas en la acumulacion de reservas y en la
defensa contra el estrés abiético (la amilogenina, piruvato descarboxilasa, piruvato

deshidrogenasa, subunidad 8 de la ATP sintasa y la HSP70).

También hay proteinas que podrian estar involucradas en la movilizacién de
reservas y que responden a ambos fitorreguladores, son: la glicosil hidrolasa,

G3PDH, Oxalato oxidasa 2, la proteina con dominio C2, la profitepsina y la 6PGDH.

El tratamiento con AG3 permitié identificar que este fitorregulador estimula enzimas
que participan en diversas vias metabdlicas, entre las que se encuentran el
catabolismo de lipidos, el ciclo del glioxilato y la gluconeogénesis, mientras que el
ABA induce a las enzimas de las vias de glucdlisis, control, proteccion y respuesta
a condiciones de estrés, las cuales pueden ser importantes para inhibir las

respuestas al AGs.

Las proteinas de tipo regulatorias identificadas en este trabajo (proteina de la
familia 14.3.3 y las que contienen un dominio C2) se estimularon en respuesta al
tratamiento con AG; y por tanto es probable que contribuyan a que la movilizacién

de reservas sea efectiva.
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