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1. Resumen

El uso de la semilla del sorgo en la alimentacion animal esta limitado por su baja
digestibilidad, causada por el contenido de taninos y la formacion de oligdbmeros de kafirinas,
una familia de prolaminas hidrofébicas clasificadas en a, B, v y d-kafirinas. Las y-kafirinas
podrian participar en la disminucion de la digestibilidad formando enlaces disulfuro. Se han
reportado dos secuencias de y-kafirina con un 99% de identidad en la secuencia putativa de
aminoacidos, una de ADN genémico (no. acceso X62480) y otra de ADNc (no. acceso
M73688). Pero se desconoce si existen diferencias en la secuencia de aminoacidos entre
materiales de sorgo blanco. Este trabajo tuvo como objetivo determinar el perfil
electroforético de prolaminas, el contenido de y-kafirina, y la secuencia putativa de
aminoacidos de y-kafirina en 12 materiales de sorgo blanco. El perfil electroforético de las
kafirinas se obtuvo en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE). El contenido de
v-kafirina se obtuvo por cuantificacion densitométrica de la banda. La region codificante del
gen de y-kafirina se obtuvo por PCR usando ADN genémico y el producto de amplificacion se
utiliz6 para determinar la secuencia de nucleotidos, a partir de la cual se dedujo la secuencia
de aminoacidos. La estructura secundaria y terciaria de la y-kafirina se obtuvo por analisis in
silico, a partir de la secuencia de aminoacidos. El material A71 mostrd la menor digestibilidad
in vitro con pepsina (76.6%), mientras que el material Var-9 la mas alta (87.4%) (P<0.05). El
perfil electroforético de kafirinas en los 12 materiales mostré la presencia de ay, o, B, y v-
kafirinas. Aunque no se detectaron diferencias significativas en el contenido de y-kafirina el
material de mayor contenido fue A71 (5.19%) y el de menor fue A20 (2.76%). El contenido de
y-kafirina no tuvo correlacion con la digestibilidad. En la secuencia putativa de aminoacidos, 8
de los materiales tuvieron 100% de identidad con la secuencia M73688, y 4 tuvieron 99.5% de
identidad con X62480, la diferencia entre ellos fue una sustitucion de alanina por prolina en el
residuo 79; lo que sugirio la formacion de dos grupos de secuencias, el primer grupo estuvo
formado por los materiales A16, A20, A71 y B9 donde sus secuencias contienen alanina en el
residuo 79; y el segundo grupo estd formado por los materiales B22, B73, Fortuna, Itsmefio,
Perla, Surefio, S-23, y Var-9 en los que sus secuencias contienen prolina en el residuo 79. La
prediccion de la estructura secundaria mostr6 que el material A71 con la menor

digestistibilidad in vitro (76.6%) no form6 enlaces disulfuro intramoleculares, mientras que el
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material Var-9 que tuvo la mayor digestibilidad (87.4%) form¢ tres enlaces disulfuro
intramoleculares entre las cisteinas 131-139, 138-200, y 190-203. La y-kafirina contiene un

dominio hacia el extremo carboxilo entre los aminoacidos 86 y 173, con 24% de identidad a

IpsyA. En conclusion
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2. Introduccion

El sorgo crece en condiciones limitantes de agua, posee un alto valor nutritivo y un uso
potencial en la industria. Sin embargo, su uso en la alimentaciéon animal, incluyendo la
humana, es restringido debido a la baja digestibilidad del grano, la cual es atribuida
principalmente al contenido de taninos y a la formacion de oligdbmeros de kafirinas, una
familia de prolaminas altamente hidrofobicas clasificadas en a, B, vy, y d-kafirinas (Duodo et
al., 2003).

Los estudios de digestibilidad del grano de sorgo indican que las diferencias entre
variedades de sorgo se deben, probablemente a la variacion en el contenido de taninos y de
kafirinas. En las variedades libres de taninos condensados las kafirinas parecen ser las
principales responsables de la disminucion de la digestibilidad proteica (Oria et al., 1995).

De manera general el contenido de kafirinas se correlaciona negativamente con la
digestibilidad del grano de sorgo. Se ha postulado que las y-kafirinas podrian desempefiar una
funcién predominante en la disminucion de la digestibilidad. Algunas evidencias que soportan
esta hipotesis son: 1) su alta hidrofobicidad (Duodo et al., 2003), 2) la formacion de enlaces
disulfuro con las a-kafirinas (El Nour et al., 1998), 3) su union preferencial con los taninos
(Taylor et al., 2007), y 4) su localizacion en la periferia de los cuerpos proteicos del
endospermo del grano (Oria et al., 2000).

Hasta el momento se han reportado dos secuencias de Sorghum bicolor, una de ADN
genomico y otra de ADNc correspondientes al gen codificante de y-kafirina, con un 99% de
identidad en la secuencia putativa de aminoacidos. Pero se desconoce si existen diferencias en
la secuencia de este gen entre variedades de sorgo.

En el presente trabajo se propuso caracterizar la y-kafirina en diferentes materiales de
sorgo blanco con bajo contenido de taninos, con base en el perfil electroforético de las

prolaminas, el contenido de y-kafirina y la secuencia del gen que codifica para la misma.
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3. Marco teorico

3.1 Caracteristicas generales del sorgo

Se considera que el sorgo existido en la India en el siglo I d. C. Esculturas que lo
describen se hallaron en ruinas asirias en el afio 700 a.C. Sin embargo, el sorgo quizas sea
originario de Africa central, Etiopia o Sudan, pues es alli donde se encuentra la mayor
diversidad de tipos (AGROBIT, 2010). El género Sorghum incluye especies silvestres y
cultivadas, las cuales se encuentran distribuidas actualmente en Africa, Asia y América. El
sorgo fue traido a América en el siglo XVII; los afroamericanos elaboraban pan, tortas y
amasijos. Este cereal (Sorghum bicolor L. Moench) pertenece a la tribu Andropogonae de la
familia herbacea Poaceae. Se conoce bajo varios nombres: mijo grande y maiz de guinea en
Africa occidental, kafir en Africa austral, durd en el Sudan, mtama en Africa oriental, iowar en

la India y kaoliang en China (FAO, 2010).

El sorgo es de tallo cilindrico y mide de 1 a 2 m de altura, tiene un sistema radicular
que alcanza hasta 2 m de profundidad, una inflorescencia terminal en forma de espiga llamada
panoja y semillas esféricas de 3 mm de didmetro, su color puede ser negro, rojizo o

amarillento segun la variedad (AGROBIT, 2010).

El sorgo puede crecer en una amplia variedad de suelos desde texturas arcillosas hasta
arenosas. Para obtener la méaxima produccion deben ser suelos profundos, arcillosos, y con pH
entre 5.5 y 7.5. El sorgo es tolerante a condiciones ambientales desfavorables como la sequia y
la salinidad, y tiene un alto potencial para la produccion de alimento y aplicaciones
industriales, crece en ambientes donde la mayoria de los cereales no lo hacen, incrementando
su biomasa en condiciones limitantes de agua y a una alta concentracion de CO, atmosférico
(Ottman et al., 2001). Ademas, tiene la ventaja de que su produccion rinde mas bajo
condiciones de estrés hidrico en comparacion con la de otros cultivos como el maiz (Farre y

Faci, 2006).

El sorgo es el quinto cereal mas producido en el mundo, siendo los principales

productores E.U.A con 12.6 millones de toneladas, Nigeria con 9.0 millones de toneladas,

4
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India con 7.1 millones de toneladas, México con 6.2 millones de toneladas y Argentina con

2.7 millones de toneladas (FAOSTAT, 2007).

En México los estados con mayor produccion son Tamaulipas con 2.43 millones de
toneladas, Guanajuato con 1.6 millones de toneladas, Sinaloa con 0.62 millones de toneladas,
Michoacan con 0.53 millones de toneladas, y Nayarit con 0.33 millones de toneladas, seguidos
por los estados de Morelos, Jalisco, Nuevo Ledn y Chihuahua; con un rendimiento nacional

anual de 3.58 t/Ha (SIACON, 2007).

La produccion nacional de sorgo se destina exclusivamente a la alimentacién de
animales de granja, principalmente el cerdo y las aves de corral, a diferencia de otros paises
donde este cereal representa la principal fuente de carbohidratos para la alimentaciéon humana

(Duodu et al., 2003).

3.2 Estructura del grano de sorgo

La estructura del grano de sorgo estd compuesta por tres partes principales que son:
epicarpio, endocarpio y endospermo; encontrandose este ultimo en mayor proporcion. El
endospermo estd formado por almidon y proteinas, y tiene la funcion de servir como alimento

al embrion durante el desarrollo de la planta (Figura 1).

Endocarpio

Figura 1. Estructura del grano de sorgo. Corte en seccion longitudinal (Domanski et al., 1997).

Las proteinas encontradas en el endospermo son conocidas como proteinas de

almacenamiento de las semillas (PAS), estas son sintetizadas y secretadas por el reticulo

5
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endoplasmico rugoso (rER); después de ser traducidas se elimina el péptido senal ubicado en
el extremo amino terminal, y las PAS son desplazadas al lumen del reticulo endoplasmico
(RE) formando cuerpos proteicos-I (PB-I). Ademas, en el endospermo también se encuentran
otras PAS como albuminas y globulinas, las cuales son depositadas dentro de vacuolas,

formando PB-II (Kawakatsu, 2010).

Hay tres vias de transporte de proteinas para formar PB-II. La primera es a través del
aparato de Golgi, en el que vesiculas densas derivadas de Golgi transportan PAS a PB-II. La
segunda via es la acumulacion de precursores (PAC) en vesiculas, donde son directamente
derivadas de rER y transportadas como PAS a PB-II. Y la tercera ruta es con procesos ligados
a la autofagia, donde PB derivados del RE son incorporados dentro de vacuolas formando PB-
IT (Kawakatsu, 2010). En la Figura 2 se muestran los dos tipos de cuerpos proteicos

almacenados en el endospermo del grano de sorgo.

Figura 2. Cuerpos proteicos del endospermo de los cereales. Se muestran dos tipos de cuerpos proteicos. PB-I
son vesiculas esféricas derivadas del RE y contiene PAS llamadas prolaminas. PB-II son vesiculas amorfas que
estan en vacuolas y contienen PAS que consisten de albauminas y globulinas.

El contenido de proteina del grano de sorgo es semejante al de otros cereales cultivados
y ampliamente utilizados en el mundo, por ello es importante conocer la composicion quimica

de este cereal.

3.3 Composicion quimica del sorgo
El sorgo tiene una composiciéon quimica similar a la del maiz, el trigo, y el arroz;

aunque puede tener un contenido de proteina cruda y almidon mas alto. En cuanto al contenido
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de vitaminas y minerales del grano de sorgo estos son similares entre los cultivos antes
mencionados. Las proteinas del sorgo en general tienen un alto contenido de los aminodacidos:
Leucina, Ac. Glutamico, Alanina, Prolina, y Ac. Aspartico, siendo los mas limitantes los

aminoacidos esenciales Lisina, Metionina, y Triptofano (Cuadro 1) (Jaramillo, 1994).

Cuadro 1. Composicion quimica de los principales cereales producidos mundialmente

Compuesto Sorgo Maiz Trigo Arroz decorticado
Proteina (%) 7.0-14.0 10.0 11.5 8.0
Lipidos (%) 2.4-6.5 4.5 2.0 1.5
Carbohidratos ( %) 70.0-90.0 71.0 70.0 77.0
Fibra (%) 1.2-3.5 2.0 2.0 0.5
Ca (mg) 11.0-58.6 12.0 30.0 10.0
P (mg) 167.0-751.0 340.0 380.0 290.0
Fe (mg) 0.9-20.0 2.5 3.5 2.0
Tiamina (mg) 0.2-0.5 0.35 0.40 0.25
Niacina (mg) 2.9-6.4 2.0 5.0 2.0
Riboflavina (mg) 0.1-0.2 0.13 0.10 0.05
Aminoacidos esenciales Sorgo Maiz Trigo Arroz
Lisina (%) 24 2.7 2.5 3.7
Treonina (%) 3.3 3.6 2.5 5.1
Valina (%) 4.8 4.7 2.9 5.7
Isoleucina (%) 3.8 3.5 4.2 3.9
Leucina (%) 13.3 12.4 6.6 8.0
Tirosina (%) 1.8 4.4 3.5 33
Fenilalanina (%) 4.9 5.0 4.9 5.2
Triptofano (%) 1.0 1.0 1.3 1.4
Metionina (%) 1.2 1.7 1.0 2.4

(Domanski et al., 1997)

La principal importancia de este cereal es su uso en la alimentacién de animales de
granja, ya que ademas del grano se les puede suministrar el tallo y las hojas de dos formas:

verde picado, o henificado como ensilaje (AGROBIT, 2010).

3.4 Importancia en la alimentacion animal

El grano de sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench), participa aproximadamente entre un
60-70% en la estructuracion de la formula promedio balanceada, destinada basicamente para
abastecer la industria avicola y porcina nacional (SAGARPA, 2007). Su valor nutritivo es
considerado ligeramente inferior al del grano de maiz en la alimentacion avicola y porcina.
Esto se debe a la menor digestibilidad de carbohidratos y de las fracciones proteicas, lo cual
ocasiona una menor produccion de los animales en términos de velocidad de crecimiento e
indice de conversion alimenticia. Dado que la digestibilidad del grano de sorgo es un

7
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pardmetro importante para determinar cuales componentes del mismo participan en ella, a

continuacion se describirdn algunos aspectos generales de la digestibilidad de aves y cerdos.

3.4.1 Enzimas que participan en la digestion en animales monogastricos
Debido a que el grano de sorgo producido en México es destinado principalmente a la
alimentacion de aves y cerdos es importante conocer los mecanismos de digestion de estos
animales. De manera general los mecanismos de digestion en aves y cerdos son similares,
dado que el tracto digestivo estd determinado por el tipo de alimento ingerido por cada
especie. Las aves a diferencia de los cerdos tienen molleja, la cual ayuda a una mejor

molienda de los granos. A continuacion se presentan ciertas particularidades de los aparatos

digestivos tanto de aves de corral como de cerdos (Cuadro 2) (UGRJ, 2010).

Cuadro 2. Enzimas que actiian en el sistema digestivo de aves y cerdos

Localizacion Enzima

Substrato

Producto final

Aparato digestivo de aves

Glandulas salivales Amilasa Almidoén Maltosa
Proventriculo Pepsina Proteinas Polipéptidos
HCL Activa proteinasas

Jugo intestinal Amilasa Polisacaridos Poli-disacaridos
Tripsina Polipéptidos Péptidos

Jugo pancreatico Amilasa Poli-disacaridos Di-monosacaridos
Tripsina Polipéptidos Aminoacidos

Lipasa Grasa coloidal Ac. Grasos y glicéridos
Higado Sales biliares Masa de grasa Grasa coloidal

Aparato digestivo de cerdos

Boca (saliva) Amilasa Almidén Maltosa
Estomago Pepsina Proteinas Polipéptidos
Pancreas Amilasa Almidon Maltosa
Lipasa Triglicéridos di-monoglicéridos
Tripsina Polipéptidos Polipépt. Menores
Quimiotripsina Polipéptidos Polipépt. Menores
Intestino Esteroquinasa Tripsindgeno Tripsina
Aminopeptidasa Polipéptidos Aminoacidos
Carboxipeptidsa Polipéptidos Aminoacidos
Dipeptidasas Dipéptidos Aminoacidos
Tripsina Polipéptidos Polipét. Menores
Maltasa Maltosa Glucosa
Lactasa Lactosa Glucosa/galactosa
Sacarasa Sacarosa Glucosa/fructosa
Lipasa Trigliceridos di- monoglicéridos
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Se observa en las dos especies que las enzimas que mas participan son las amilasas,
pepsinas, tripsinas y lipasas. En este trabajo solo se hablara de las enzimas descritas que
actuan sobre las proteinas del grano de sorgo. La pepsina tiene un pH 6ptimo de accion de 2;
actua rompiendo enlaces peptidicos proximos a los aminoacidos aromaticos fenilalanina y
tirosina. La tripsina tiene un pH 6ptimo de 8 y actiia rompiendo los enlaces peptidicos por el
extremo carboxilo terminal de los aminodcidos lisina y arginina. Y por ultimo la
quimiotripsina, la cual tiene un pH optimo de 8 y actia sobre los enlaces peptidicos de los
residuos de aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano (UGRJ, 2010).

La digestibilidad es usada como un indicador de la biodisponibilidad de la proteina,
esencialmente se refiere a la susceptibilidad de la proteina a la protedlisis. Una proteina con
alta digestibilidad tiene potencialmente un mejor valor nutricional que una proteina de baja
digestibilidad, porque ésta provee de mas aminoacidos para la absorcion durante la proteolisis

(UGRYJ, 2010).

3.4.2 Evaluaciones de digestibilidad del grano de sorgo in vivo

En 1947 D’ Alessandro y colaboradores evaluaron la digestibilidad de dos variedades
de sorgo; una de ellas Dekalb DA 49 (X7735) catalogada como sorgo dulce baja en taninos
condensados (SD), y la otra variedad Pionner B 815, catalogada como antipdjaro alta en
taninos condensados (SAP). Donde se observéd que la digestibilidad real de la proteina cruda
(DrPC) y la energia metabolizable (EM) son significativamente mas altas en la variedad de

sorgo Dekalb (SD) en comparacion con la variedad Pionner (SAP) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Digestibilidad de granos de sorgo bajo y alto en taninos

SD SAP
DMS (%) 78.07 77.28
DMO (%) 79.29 78.43
DrPC (%) 68.62° 53.61°

BN (g/dia)* 18.43° 5.60°

EM (Kcal/kg) ¢ 3.268° 3.119°
*Letras distintas en la misma fila difieren significativamente. DMS: Digestibilidad aparente de la materia seca,
DMO: Digestibilidad aparente de la materia organica, DrPC: Digestibilidad real de la proteina cruda, BN:
Balance de nitrégeno, EM: Energia metabolizable.

Por otro lado Jaramillo y colaboradores en 1994 evaluaron tres variedades de sorgo

altas en taninos: Chaguaramas-3, Nk-Savanna-S, y Pioneer 816-B con la finalidad de analizar
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la energia metabolizable (EM) y el efecto de los taninos en el sorgo. Sus resultados mostraron
que la EM de las tres variedades evaluadas oscila entre 3.412 y 3.676 Kcal/kg, sin guardar una

relacidn consistente con el contenido de taninos.

De las dos evaluaciones anteriores se puede observar que la EM es mayor en los
experimentos realizados con gallos, y se puede dilucidar que de igual forma existe una mayor
digestibilidad de la proteina del grano de sorgo. Este fenomeno puede deberse a diversos
factores de la composicion del grano de sorgo, asi como a la diferencia de tipos de digestion

realizada en aves y cerdos.

3.4.3 Evaluaciones de la digestibilidad del grano de sorgo in vitro

Hasta ahora se ha mencionado de cuatro variedades altas en taninos condensados y una
baja en taninos condensados en las que su digestibilidad no es mayor al 68% (D"Alessandro et
al., 1947 y Jaramillo et al., 1994). Duodu y colaboradores en el 2003 realizaron una
recopilacion de informacion en la cual diversos grupos de investigacion reportan el efecto del
tipo de grano, la fraccion del grano, y el tratamiento sobre la digestibilidad en variedades
libres de taninos condensados (Cuadro 4). De manera general se observo, que la digestibilidad
de la harina de sorgo disminuy6 con el proceso de coccidon y se incrementd con el uso de
agentes reductores. Cuando se evaluo la fraccion entera del grano de sorgo crudo la
digestibilidad oscil6 entre un 50 y 90%, mientras que cuando el grano de sorgo es fraccionado
y en presencia de agentes reductores la digestibilidad oscilé entre un 78 y 96%. Los datos
mencionados son de importancia debido a que a los animales se les suministra de manera

cruda, ya sea en forma de grano entero o fraccionado.

Cuadro 4. Efecto del tipo de grano, la fraccion del grano, el cocinado y el tratamiento con agentes
reductores sobre la digestibilidad in vitro de las proteinas del sorgo
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Caracteristica del grano Fraccion* Tratamiento  Digestibilidad (%)
Sin taninos condensados (Axtell et al., 1981) Grano entero SC; P 88.6-93.0
C;P 45.3-56.7
Descascarillado SC; P 78.2-85.7
C;,P 37.1-43.0
Sin taninos condensados (Rom et al., 1992) Grano entero SC; P 79.0
C;,P 58.0
SC; P; AR 96.0
C; P; AR 79.0
Sin taninos condensados (Oria et al., 1995) Decorticado SC; P 69.2
C;P 43.6
SC; P; AR 93.0
C; P; AR 56.2
Sin taninos condensados sorgo rojo (Duodu et al., Grano entero SC; P 59.1
2002)
C;P 30.5
Endospermo SC; P 65.7
C;P 35.9
Sin taninos condensados sorgo blanco (Duodu et Grano entero SC; P 55.8
al., 2002)
C;P 36.6
Endospermo SC; P 67.4
C;P 39.4

§: Harina; C: cocinada; SC: sin cocinar; AR: agente reductor; P: digestion in vitro con pepsina (Duodu et al.,
2003)

Ademas, el empleo de agentes reductores para aumentar la digestibilidad, indica que
las proteinas contenidas en el grano de sorgo estdn formando enlaces disulfuro. Por ello es
conveniente conocer los tipos de factores que afectan la disponibilidad de la proteina en el

grano de sorgo.

3.5 Factores anti-nutrimentales del sorgo

Existen diversos factores exdgenos y endogenos que afectan la disponibilidad de la
proteina en el grano del sorgo. La participacion de estos factores es mas evidente cuando el
grano de sorgo es molido y cocinado, ya que durante estos procesos las proteinas pueden
interactuar con componentes no proteicos o sufrir modificaciones, que afectan su
digestibilidad. Uno de los aspectos mas estudiados en la disminucidn de la digestibilidad es el
entrecruzamiento y la formaciéon de enlaces disulfuro entre prolaminas que son consideradas
las principales causas de la disminucion de la digestibilidad del grano de sorgo (Duodu et al.,

2003).
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3.5.1 Factores exdgenos
Los factores exogenos se refieren a la interaccion de la proteina del grano con

compuestos no proteicos como almidén, lipidos, polifenoles, y fitatos.

3.5.1.1 Almidon

Existe una estrecha asociacion entre los cuerpos proteicos y los granulos de almidon
contenidos en el endospermo del grano de sorgo (Sabelli y Larkins, 2009). La consecuencia de
tal asociacion puede ser que el almidon gelatinizado después de la coccion, contribuya a
reducir la accesibilidad de las enzimas proteoliticas a los cuerpos proteicos y por lo tanto la
digestibilidad de la proteina (Duodu et al., 2003). La informacién en la literatura sobre la
participacion del almidon en la digestibilidad de las proteinas del sorgo parece ser un
conflicto, debido a que en el sorgo la presencia de los cuerpos proteicos tiene efectos sobre la
gelatinizacion y digestibilidad del almidon; reduciendo su hidrélisis enzimatica (Oria et al.,
1995b).

De manera in vitro el uso de pronasa aumenta la hidrélisis del almidon en el grano de
sorgo como resultado de incrementar la superficie de contacto del almidon con la
amiloglucosidasa (Rooney y Pflugfelder, 1986); dicho efecto ha sido observado en granos de
sorgo con baja capacidad de gelatinizacion y que contienen mas kafirinas en los cuerpos
proteicos. En arroz se ha reportado que la adicion de 2-B mercaptoetanol cuando este es
cocinado, incrementa la gelatinizacion del almidon lo que indica que el rompimiento de los
enlaces disulfuro que unen a las proteinas alrededor de los granulos de almidén incrementa en
gran medida la gelatinizacion (Hamaker y Griffin, 1993).

En sorgo, el tratamiento de harina con pepsina antes de la coccion o en la coccidon con
agentes reductores (ditiotreitol), incrementa la digestibilidad del almidon, sugiriendo que la
proteina actia como barrera a su digestion (Zhang y Hamaker, 1998). Se ha planteado la
hipotesis de que cuando el grano se somete a coccion, el enfriamiento hace al almidén
resistente formando complejos con las proteinas del sorgo que son menos susceptibles al
ataque enzimatico (Duodu et al., 2003). La disposicion del almidén y las proteinas en el maiz
son similares a las del sorgo; se ha visto que cocinando el grano entero de maiz, seguido de un
tratamiento con alfa-amilasa y por ultimo la digestién con pepsina aumenta la digestibilidad de

la proteina (Duodu et al., 2002).
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3.5.1.2 Lipidos

El contenido de lipidos en el grano de sorgo oscila de 2.4% a 6.5%, estos lipidos estan
contenidos principalmente en las capas del embridn y la testa que cubre al endospermo. El
embrion contiene hasta un 80% del total de los lipidos (FAO, 2010). Al parecer, los lipidos no
juegan una funcion importante en la digestibilidad proteica, pero si en la energia metabolizable
(EM). Se ha observado que a pesar de que se suministren alimentos ricos en taninos, la
presencia de lipidos mejora la EM disminuyendo el efecto perjudicial que los taninos pudieran

causar (Koenig, 1991).

3.5.1.3 Taninos

Los taninos son compuestos polifenolicos de las plantas, su caracteristica principal es
precipitar y bloquear a las proteinas influyendo sobre el valor nutricional de los alimentos. Las
plantas generan este tipo de compuestos como mecanismo de defensa contra insectos, aves y
hongos. Ademds de formar complejos con proteinas, los taninos son capaces de formar
también complejos con el almidon, celulosa y minerales; debido a que contienen grupos
hidroxilo y carboxilo. Los taninos estan localizados en las vacuolas o en las superficies serosas
de la plantas. En la semilla se localizan principalmente en la testa, epicarpio y endocarpio
(céscara). Los taninos se dividen en dos clases, los taninos hidrolizables y los taninos
condensados; estos Ultimos afectan en la nutricion animal, ya que son resistentes a la
degradacion hidrolitica (Duodu et al., 2003).

La forma en que afectan en la nutricion animal es: 1) disminuyendo el consumo
voluntario por parte del animal, 2) formando complejos con sustancias nutritivas del grano de
sorgo, 3) formando complejos con las enzimas digestivas, 4) en algunos casos los complejos
de taninos lesionan el tracto digestivo, 5) y tienen efectos toxicos (Latorre-Ramirez y
Calderon-Araque, 1998).

Se considera que la baja digestibilidad del grano de sorgo se debe al alto contenido de
polifenoles en el grano (4cidos fenolicos, flavonoides y taninos), de manera particular al
contenido de taninos, ya que estos pueden unirse a las proteinas precipitindolas y
disminuyendo su digestibilidad (Duodu et al., 2003). Sin embargo, la disminucién en la

digestibilidad se ha observado también en harina cocinada proveniente de variedades de sorgo
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libres de taninos (Cuadro 4) (Duodu et al., 2002). Ademas, se han detectado diferencias
significativas en la digestibilidad entre genotipos de sorgo con contenidos similares de taninos,
por lo que los taninos solo son parcialmente responsables de las variaciones en la
digestibilidad del grano (Elkin et al., 1996), lo que sugiere que ademas de los taninos existe

otro factor causante de la disminucion de la digestibilidad.

3.5.2 Factores endogenos
Los factores enddgenos hacen referencia a cambios internos en las proteinas del sorgo,
como el entrecruzamiento de las mismas, la racemizacion, la formacion de isopéptidos y

enlaces disulfuro, la hidrofobicidad de las prolaminas, y cambios en la estructura secundaria.

3.5.2.1 Entrecruzamiento de proteinas

Durante los tratamientos a los que son sometidos los alimentos, las proteinas pueden
sufrir cambios como la hidratacion, y la formacion de enlaces disulfuro entre monémeros por
efecto de la temperatura. Ademds, durante algunas de estas reacciones se pueden llegar a
formar algunos derivados de aminoacidos, o se pueden formar enlaces que no existian
inicialmente entre aminodcidos de una misma o de varias moléculas proteicas. El
entrecruzamiento que se pudiera presentar entre las proteinas disminuye la digestibilidad y la

calidad proteica del alimento (Duodu et al., 2003)

3.5.2.2 Racemizacion, formacion de isopéptidos y enlaces disulfuro

El proceso en el que los L-aminoacidos son convertidos en D-aminoacidos es conocido
como racemizacion. Esta conversion afecta el valor nutricional, debido a que los D-
aminodcidos son digeridos y absorbidos lentamente en comparacion con los L-aminoacidos.
Los procesos de racemizacion ocurren cuando se somete a las proteinas a tratamientos con
bases y acidos a altas temperaturas. La formacién de isopéptidos por la racemizacion y el
entrecruzamiento entre estos disminuye la digestibilidad y la accesibilidad de las proteinas
(Duodu et al., 2003).

La coccion humeda de la harina de sorgo induce la formacion de enlaces disulfuro

entre los monoémeros de kafirinas, produciendo un alto grado de polimerizacion (Duodu et al.,
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2003; Nunes et al., 2005; Belton et al., 2006), sin embargo la adicion de agentes reductores
como ditiotreitol, 2-mercaptoetanol, o bisulfito de sodio reducen la formaciéon de puentes
disulfuro impidiendo la formacion de estructuras secundarias incrementando la digestibilidad
de las proteinas (Hamaker et al., 1987). Dicha evidencia ha sido reforzada mediante la
expresion heterologa de mutantes de la proteina y-zeina de maiz; en la que se observé que la
substitucion del residuo de cisteina 155 por alanina incrementa considerablemente su
digestibilidad in vitro con pepsina, tripsina y quimiotripsina en comparacion con una y-zeina
nativa. Esto pudo deberse a que el enlace disulfuro que se forma entre los residuos de cisteinas
128 y 155 es critico para mantener la estabilidad y un adecuado plegamiento de la y-zeina (Lee
y Hamaker, 2006). Estas evidencias confirman que los enlaces disulfuro no solo contribuyen
en la disminucion de la digestibilidad, sino que participan e influyen en la funcién y el

mantenimiento de la estructura secundaria de las kafirinas.

3.5.2.3 Hidrofobicidad de proteinas

Las proteinas del sorgo y del maiz son conocidas como proteinas hidrofébicas, debido
a su alto contenido de aminoacidos hidrofobicos. Por esta caracteristica estas proteinas solo
pueden ser extraidas en soluciones acuosas de alcoholes. Las soluciones acuosas de propan-1-
ol al 50% (v/v) son eficientes para extraer las proteinas del trigo y la cebada, las de propan-2-
ol al 55% (v/v) para las proteinas de maiz, mientras que las soluciones acuosas de 2-metil-2-
propanol al 60% (v/v) son mas eficientes para extraer a las proteinas del sorgo. Esto se debe a
que el 2-metil-2-propanol es mas hidrofobico que el etanol, el propan-1-ol y el propan-2-ol,
por lo tanto las proteinas del sorgo son mas hidrofobicas comparadas con las proteinas de
otros cereales (Belton et al., 2006). Adicionalmente, conociendo el perfil de aminoacidos que
constituye una proteina se puede determinar la hidrofobicidad con base a las energias libres de
hidratacion de cada uno de los aminoécidos constituyentes. Mientras mas negativo sea el valor

de energia libre de hidratacion, menor hidrofobicidad tendra la proteina (Duodu et al., 2003).
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3.5.2.4 Cambios en la estructura secundaria

Entre 50-60% de las proteinas de los cuerpos proteicos del sorgo y del maiz sin cocinar
tienen una conformaciéon de hélice-a, pero cuando son calentadas por calor himedo (Duodu et
al., 2001; Emmambux y Taylor, 2009; Ezeogu et al., 2008) o por microondas (Byaruhanga et
al., 2006) cambian su estructura secundaria a una conformacion de hoja-f. Lo mismo ocurre
con el proceso de secado. Debido a que el proceso de coccion humeda induce la formacion de
hojas-f3 en las proteinas de la harina de sorgo, pero no en las proteinas de la harina de maiz, se
ha sugerido que la formacion de hojas-B en las proteinas del sorgo puede ser la causa de la
reduccién en la susceptibilidad a la proteolisis por pepsina (Emmambux y Taylor, 2009; Gao
et al., 2005), ya que la formacion de hojas-f es indicativa de la agregacion de proteinas que
surge probablemente de un despliegue parcial de las hélices-o. y su subsiguiente agregacion
(Byaruhanga et al., 2006). Estos cambios conformacionales explican parcialmente la menor
digestibilidad de las proteinas del sorgo, ya que cuando los sorgos mutantes P850029 y
P851171, con alta digestibilidad proteica, son cocinados con calor huimedo tienen cambios en
la estructura secundaria similares a los que presentan los sorgos convencionales y sin embargo

siguen conservando una alta digestibilidad proteica (Duodu et al., 2001).

3.5.3 Prolaminas

Los cereales son considerados una de las principales fuentes de proteinas en la
alimentacion humana y del ganado. El gluten del trigo fue una de las primeras proteinas
estudiadas en los cereales (Shewry y Halford, 2002). En 1916 Johns y Brewster definieron
como kafirinas a la fraccion de proteinas del sorgo solubles en etanol al 70%. Posteriormente
Osborne acuii¢ el nombre de prolaminas, debido a su alto contenido de prolina y amidas, para
definir a las proteinas solubles en alcohol (Shewry y Tatham, 1990).

Debido a lo anterior, a las proteinas del sorgo (kafirinas), se les conoce como una
familia de prolaminas altamente hidrofobicas las cuales son sintetizadas en el reticulo
endoplasmico rugoso y posteriormente depositadas como cuerpos proteicos (PB-I) en el
endospermo del grano de sorgo sirviendo como fuente de nitrogeno al embrién durante las

primeras etapas de su desarrollo (Figuras 1 y 2) (Oria et al., 1995).
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Como las kafirinas constituyen entre un 68 a 82% de las proteinas totales del grano de

sorgo su composicion determina en gran medida la calidad proteica del grano (Figura 3).

81-87%

Carbohidratos

68-82%

Figura 3. Cantidad de kafirinas contenidas en el grano de sorgo. Disefiado a partir de Watterson et

al., 1993 y lIoerge et al., 2007)

En el grano de sorgo existen dos fracciones de kafirinas; la fraccion 3 llamada también
kafirina 2 o kafirina entrecruzada (soluble en alcohol y agentes reductores) esta fraccion es
mas abundante que la fraccioén 2 conocida también como kafirina 1 o kafirina real (soluble en
alcohol) (El Nour et al., 1998; Duodu et al., 2003). Esta solubilidad ha permitido extraer a las
kafirinas del sorgo para diversos estudios, como su composicion de aminoacidos, propiedades
electroforéticas, cromatograficas e inmunoldgicas (Essen, 1987). Las caracteristicas
mencionadas han permitido su clasificacion y la comparacion de secuencias de aminoacidos

con las zeinas del maiz, las cuales estan mayormente estudiadas (Woo et al., 2001).

3.5.3.1 Clasificacion de las kafirinas

3.5.3.1.1 a-kafirinas

Se han reportado al menos 17 secuencias de aminoéacidos de a-kafirinas clasificadas en
a;-kafirinas (25 kDa) y ap-kafirinas (23 kDa), que conforman aproximadamente el 80 y el
60% del total de las prolaminas en el endospermo cristalino y el opaco, respectivamente (Shull
et al., 1991). Las a; y oy-kafirinas tienen su equivalente en el maiz con las a-zeinas de M,
22,000 y 19,000 respectivamente; las cuales tienen una estructura primaria conservada
formada por un péptido sefal en el extremo amino-terminal, una seccion de secuencias

repetidas que forman dominios de hélice-a altamente conservados, y un extremo carboxilo-
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terminal corto. Los dominios de hélice-a estan constituidos por 15 a 20 aminoacidos
delimitados por un segmento de poliglutamina (Garrat et al., 1993).

En el caso de las a-zeinas de M, 22,000 estan formadas por diez dominios de hélice-a.,
mientras que las de M; 19,000 contienen solo nueve. En el sorgo se han identificado dos
subfamilias de a-kafirinas: la de M; 22,000, cuyas secuencias son homologas a las a-zeinas de
M; 22,000, y la subfamilia homologa a las a-zeinas de M; 19,000, conocida como “19 kD-
like” (Rezende y Figueira, 2008), que a diferencia de las a-zeinas de M; 19,000 contienen un

sexto dominio adicional de hélice-a..

3.5.3.1.2 B-kafirinas

Las B-prolaminas son codificadas por un solo gen que es ortdlogo en sorgo y maiz
(Rezende y Figueira, 2008). Su clasificacion ha representado un reto, no solo por las
discrepancias en su movilidad electroforética aparente, sino por la identidad en la secuencia de
aminoacidos. Las P-kafirinas se encuentran en forma de oligdbmeros de distintos pesos
moleculares; sin embargo, solo se ha reportado un gen cuya secuencia traducida codifica una
proteina de M; 18,745 y constituye aproximadamente el 8% de las prolaminas en el
endospermo cristalino y el 12% en el opaco (Belton et al., 2006). Esta proteina equivale a la 3
-zeina de M; 15,000 en maiz; las B-zeinas de M, 15,000 comparten con las y-zeinas seis
residuos de cisteina altamente conservados y algunos dominios polipéptidicos, por lo que Woo
et al., (2001) sugieren que las 3-zeinas forman parte de la familia de las y-zeinas. Sin embargo
la B-kafirina de M, 15,000 carece de los residuos de cisteina 25 y 27 contenidos en la B-zeina

de M; 15,000.

3.5.3.1.3 y-kafirinas

Las y-kafirinas conforman aproximadamente el 10 y el 20% de las prolaminas en el
endospermo cristalino y el opaco, respectivamente (Belton et al., 2006). Estas se clasificaron
con base en las y-zeinas de M, 27,000 y 50,000 las cuales tienen en el extremo amino-terminal
un bloque de secuencias repetidas ausente en las y-zeinas de M, 16,000. Este bloque en las y-
zeinas de M, 27,000 esta formado por ocho repetidos del hexapéptido PPPVHL, que difiere del
bloque de las y-zeinas de M, 50,000 formado por repetidos de poliglutamina (Woo et al.,
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2001). En sorgo solo se han identificado dos secuencias codificantes para y-kafirina, una
secuencia de ARNm (No. de accesion M73688) y otra de ADN gendémico (No. de accesion de
X62480) cuyas secuencias de aminoacidos deducidas tienen 99% de identidad entre si y
corresponden a la y-kafirina de M, 27,000. Estas secuencias codifican para un polipéptido con
un tamano aproximado de M; 20,000 y una movilidad aparente de M, 28,000. A diferencia de

las y-zeinas de M, 27,000, las y-kafirinas solo tienen cuatro repetidos del motivo PPPVHL.

3.5.3.1.4 5-kafirinas

Aunque en sorgo no se han detectado O-kafirinas a nivel de proteina, se han
identificado dos secuencias de ARN (No. de accesion AY 043223 y AY834250) con una alta
identidad con las &-zeinas de M, 10,000.

3.5.3.2 Kafirinas y digestibilidad del grano de sorgo

En experimentos in vivo con pollos se ha correlacionado el contenido total de kafirinas
con la disminucion de la digestibilidad y la energia aprovechable (Salinas et al., 2006). En este
estudio se evaluaron 12 sorgos, con una concentracion de kafirinas de 42 a 58% de la proteina
total. La concentracion de kafirinas se correlaciond de manera negativa con la digestibilidad

de la proteina, energia metabolizable verdadera y aparente con valores de R > 0.4 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de R entre kafirinas y diversas evaluaciones

Kafirinas AME
TME -0.63%* 0.91%*
AME -0.61%* 1
ADF -0.4% 0.01
CP -0.49%* 0.19
Almidon 0.23 -0.08
Amilosa 0.28 0.11

TME: Energia metabolizable verdadera corregida por N; AME: Energia metabolizable aparente; ADF: Fibra
acido detergente; CP: Proteina cruda. *p<0.05, **p<0.01

Se observa que los valores de R entre las kafirinas la TME, la AME, y el CP son
altamente significativos. Lo que indica que la concentracion de kafirinas es un factor

importante en la disminucion de la digestibilidad y la energia aprovechable.
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Hasta este momento todo indica que las kafirinas tienen una fuerte participacion en la
digestibilidad de las proteinas del grano de sorgo. A continuacion se discuten algunas

evidencias que proponen que las y-kafirinas favorecen en gran medida en este efecto.

3.5.3.2.1 Participacion de y-kafirina en la digestibilidad

Se han descrito diversos factores involucrados con la disminucién de la digestibilidad
proteica en el grano de sorgo. En este apartado se presentan algunas de las principales
evidencias que sugieren que las y-kafirinas contribuyen mayoritariamente en la disminucion de

la digestibilidad proteica del grano de sorgo y son:

1) La mayor hidrofobicidad de la y-kafirina del sorgo. La energia libre de hidratacion
de las o-kafirinas del sorgo (-140.36 kcal/mol) son muy similares a las a-prolaminas de otros
cultivos como el maiz, sin embargo, este valor es mayor para las y-kafirinas (-113.63
kcal/mol) en comparacién con el resto de las kafirinas contenidas en el grano de sorgo, lo que
se traduce en mayor hidrofobicidad para las y-kafirinas. Esto podria contribuir a la menor

digestibilidad de la harina de sorgo en comparacién con las harinas de otros cultivos (Duodu et

al., 2003).

2) La formacién de enlaces disulfuro entre las y-kafirinas con las o y op-kafirinas.
Adicionalmente a la presencia de las a, B,y y-kafirinas, se han detectado oligbmeros de
distintos pesos moleculares conformados por kafirinas entrecruzadas en forma de polimeros,
trimeros y dimeros (P, T y D) (Figura 4 A). Aproximadamente el 70% de las kafirinas
extraidas por ter-butanol son oligomeros de vy, o,; y ap-kafirinas unidas por enlaces disulfuro,
mientras que el 90% de la fraccion residual de kafirinas que no son extraidas por ter-butanol
contiene ademas de polimeros de vy, o y B-kafirinas, monomeros y dimeros de y y o;-kafirinas
(Figura 4 C). La presencia de estos oligdbmeros podrian ser responsables también de la

disminucion en la digestibilidad (E1 Nour et al., 1998).
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Figura 4. Separacion de las kafirinas de sorgo en SDS-PAGE. A) Se muestra el perfil proteico
correspondiente a las kafirinas. Carril 1: Oligdmeros de distinto peso molecular, donde P: Polimeros, T: trimeros,
D: dimeros, y los mondémeros o, oy, B, y y-kafirinas; sometidos a condiciones no reductoras. Carril 2 y 3:
Monémeros de o, o, B, y y-kafirinas; sometidos a condiciones reductoras. Carril 4: marcador de proteinas. B)
Se muestran diluciones de la fraccién correspondiente a los dimeros de kafirinas antes de ser reducidas con 2-
mercaptoetanol. C) Se muestran las diluciones de la fraccion de dimeros de kafirinas después de ser reducidos.
Tomado de El Nour et al., 1998.

3) La localizacion de las y-kafirinas en la periferia de los cuerpos proteicos, formando
una barrera de proteccion. Al comparar la estructura de los cuerpos proteicos y la ubicacion de
las kafirinas en una variedad de sorgo normal y una linea altamente digerible (P851171), se
determind que los cuerpos proteicos de P851171 tenian mayor area de contacto debido a su
forma irregular y la formacion de numerosas invaginaciones, a diferencia de la estructura
esférica observada en la variedad normal. Las o y PB-kafirinas de ambas variedades se
localizaron en el interior de los cuerpos proteicos, sin embargo, las y-kafirinas de P851171 se
localizaron especificamente en la base de las invaginaciones, lo que podria facilitar el contacto
de la o-kafirina con las enzimas digestivas (Figura 5 A). En contraste, la variedad normal tiene
las y-kafirinas distribuidas en la periferia de los cuerpos proteicos formando una barrera. De
esta manera, la forma esférica de los cuerpos proteicos y la distribucion periférica de la y-
kafirina en la variedad normal podrian interferir con la digestion de la a-kafirina, la proteina

de mayor almacenamiento localizada al centro de los cuerpos proteicos (Figura 5 B) (Oria et

al., 2000).
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Figura 5. A) Microfotografia del cuerpo proteico de una linea altamente digerible P851171, y B)
Microfotografia de una variedad de sorgo normal. Tomada de Duodu et al., 2003.

4) El entrecruzamiento de kafirinas durante el proceso de maduracion del grano de
sorgo. Se ha determinado que existe una correlacion directa entre la maduracion del grano, el
entrecruzamiento de kafirinas (formacion de enlaces disulfuro) (Figura 6), y la disminucién en
la digestibilidad de la harina (Cuadro 6). La digestibilidad de la harina de sorgo sin cocinar es
aproximadamente del 90% entre los 20 y 40 dias después de la floracion media (DDFM) y
disminuye al 73.2% en el grano maduro. Sin embargo, al cocinar la harina la digestibilidad
disminuye de manera altamente significativa del 88.2% a los 20 DDFM, hasta 55.2% en el
grano maduro. Esta disminuciéon en la digestibilidad se ha correlacionado con el
entrecruzamiento de la B y la y-kafirina, ya que a partir de los 30 DDFM el 40% de la y-
kafirina se encuentra en forma entrecruzada alcanzando un valor de entrecruzamiento del 90%

en el grano maduro (Cuadro 6) (Oria et al., 1995).

Figura 6. Entrecruzamiento de kafirinas en el grano de sorgo. Cuando el grano de sorgo esta inmaduro se
observa que en mayor proporcion estan yy B-kafirinas, conforme avanza su maduracion aumenta el contenido de
oy esta queda cubierta por una capa de y y B-kafirinas. Tomada de Shewry y Halford, 2002.
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Cuadro 6. Contenido de proteina, y digestibilidad proteica in vitro evaluadas durante el desarrollo y
madurez del grano de sorgo de la variedad P721N

Digestibilidad (%)

Estadio del sorgo Proteina (%) Sin cocinar Cocinado
10 DDFM 13.6° 87.4° §3.2% #*
20 DDFM 12.1° 88.5%P 88.2°
25 DDFM 12.3° 90.5° 5.7 bk
30 DDFM 11.9° 90.7° 80.5% o
35 DDFM 12.5° 90.6° 77.8 ¢ ®x
40 DDFM 12.4° 90.5° 65.7 S
Madurez 142% 73.2°¢ 55.2 G

%: Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p<0.05). * y ** denota
que disminuye significativamente la digestibilidad con la coccion durante el desarrollo (p<0.01 y p<0.001,
respectivamente). Tomada de Oria et al., 1995.

5) La union preferencial de las y-kafirinas con los taninos. Los taninos tienen la
capacidad de unirse a las proteinas precipitandolas. En el caso de las y-kafirinas, éstas se unen
con mayor afinidad a los taninos condensables (70-77%) que las otras clases de kafirinas (35-
49%), disminuyendo la digestibilidad de las kafirinas totales y de las y-kafirinas del 59 al 8.4%
y del 30% al 17.2%, respectivamente; lo que sugiere que manipulando el contenido de y-

kafirinas en el grano de sorgo se puede cambiar la funcionalidad de las kafirinas (Taylor et al.,

2007).

En conjunto, todas estas evidencias resaltan la importancia de analizar las secuencias
de los aminoacidos que constituyen las kafirinas presentes en el grano de sorgo, debido a que
una de las caracteristicas que mas influye en la digestibilidad es el entrecruzamiento de las
kafirinas (formacion de enlaces disulfuro). En este sentido Lee y Hamaker en el 2006,
realizaron la expresion heteréloga de mutantes de la proteina y-zeina de maiz; y se observo
que la substitucion del residuo de cisteina 155 por alanina incrementa considerablemente su
digestibilidad in vitro con pepsina, tripsina y quimiotripsina en comparacion con una y-zeina
nativa. Esto pudo deberse a que el enlace disulfuro que se forma entre los residuos de cisteinas
128 y 155 es critico para mantener la estabilidad y un adecuado plegamiento de la y-zeina. Es
por ello que se presenta a continuacion la composicion de aminoacidos deducida a partir de las

secuencias de ADN de las a, B, v y 0-kafirinas (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Composicion de aminoacidos de las kafirinas deducida a partir de las secuencias de ADN

a-kafirinas B-kafirina y-kafirina 5-kafirina
Aminoacido CAA34228.1 CAA34230.1 ABP64793.1 CAG30668.1 AAA73078.1 AAW32936.1
Ala 41 37 38 23 11 8
Cys 2 1 10 15 4
Asp 0 1 2 1
Glu 1 1 2 0
Phe 8 6 14 2 5
Gly 2 4 11 17 2
His 3 3 2 0 15 3
Ile 11 14 11 2 5
Lys* 0 0 0 0 0 0
Leu 41 38 43 19 16 14
Met* 3 2 1 16 23
Asn 16 15 10 2 3
Pro 22 18 26 15 45 22
Gln 50 63 50 28 23 15
Arg 4 1 1 5 4 3
Ser 12 15 16 7 10 5
Thr 6 10 7 9 7
Val 15 11 9 12 3
Trp* 1 1 2 0 1
Tyr 8 7 9 4 2
Total 246 248 246 171 193 126
Hidrofobicos 47.56 43.15 47.56 33.33 24.35 28.57

*. Aminoacidos esenciales. Tomada de Shewry y Tatham, 1990.

La deduccion de las secuencias de las kafirinas mostradas anteriormente permite
visualizar la cantidad de cisteinas involucradas en la formacion de puentes disulfuro. Se
observa que la y-kafirina es la que mayor numero de cisteinas tiene en su composicion;

evidenciando una vez mas la importancia de la formacion de puentes de disulfuro.
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4. Antecedentes
En 12 materiales de sorgo blanco evaluados por el INIFAP-CEBAJ se analizo el
contenido de taninos, la digestibilidad in vitro y el contenido de proteina total. Se encontraron
11 materiales con alta digestibilidad de los cuales sobresale el material Var-9, y el material
A71 con la menor digestibilidad. Los 12 materiales presentaron un contenido de proteina que
oscil6 entre 9.89 y 13.34%, y niveles de taninos condensables no detectables (Cuadro 8). El
hecho de utilizar materiales libres de taninos proporciona un modelo adecuado para estudiar la

contribucion de las kafirinas y realizar el analisis molecular de la y-kafirina.

Cuadro 8. Contenido de proteina y porcentaje de digestibilidad de materiales de sorgo blanco

Variedad Procedencia Digestibilidad (%) Proteina total (%)

Al6 ITR 83.32 P 9.89°¢
A20 ITR 81.25%cd 8.94°
A71 ITR 76.57% 11.03°
B9 ITR 82.92 10.16¢
B22 ITR 79.17% 12.06'
B73 ITR 80.67 % 11.40¢
Fortuna INIFAP 84.51 b 12.251
Itsmefio INIFAP 85.82 bd 11.80"
Perla INIFAP 85.54 b«d 8.20°
Surefio INIFAP 83.56 > 13.34 ¢
S-23 INIFAP 87.33 < 9.96°¢
Var-9 INIFAP 87.444 10.71°¢

Se muestra la media de dos repeticiones. *: Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias
significativas por la prueba de Tukey con a de 0.05.

Debido a lo anterior, el estudio de la participacion de la y-kafirina en la digestibilidad
de las proteinas del grano de sorgo representa un area de oportunidad para dilucidar la funcion
de las prolaminas del grano de sorgo, tal como se ha hecho con el maiz. En el presente trabajo
se evaluaron materiales de sorgo blanco libres de taninos con el proposito de conocer el perfil
electroforético de prolaminas, el contenido de y-kafirina y la secuencia de aminoacidos de -

kafirina en 12 materiales de sorgo blanco.
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5. Justificacion

El sorgo es uno de los cereales de mayor producciéon en el mundo, México es el cuarto
productor a nivel mundial con un rendimiento anual de 3.58 t/ha. El grano de sorgo producido
en México se destina casi totalmente a la alimentacion de especies pecuarias, y aunque tiene
una composicion quimica similar a la del maiz su calidad proteica y digestibilidad son
menores debido a la presencia de factores antinutrimentales, entre los que destaca el contenido
de kafirinas que forman oligomeros resistentes a la digestion enzimatica que se unen a los
taninos condensables reduciendo su biodisponibilidad. Algunas evidencias sugieren que las y-
kafirinas desempefian una funcién predominante en la disminucion de la digestibilidad
proteica del grano de sorgo; sin embargo, se desconoce si el contenido o la secuencia de la y-
kafirina estdn involucrados con este fendmeno. Es por ello que en el presente trabajo se
propone determinar el perfil electroforético de prolaminas, el contenido de y-kafirina y la

secuencia de aminodacidos de y-kafirina, en 12 materiales de sorgo blanco.
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6. Hipotesis
El contenido y la estructura secundaria de y-kafirina participan en la digestibilidad del
grano de sorgo blanco.
7. Objetivo general
Determinar el perfil electroforético de prolaminas, el contenido de y-kafirina, la
secuencia de aminoacidos de y-kafirina, en 12 materiales de sorgo blanco con el fin de

establecer una posible relacion con su digestibilidad.

7.10bjetivos especificos
1. Analizar el perfil electroforético de prolaminas en 12 materiales de sorgo blanco.
2. Analizar el contenido de y-kafirina en 12 materiales de sorgo blanco.
3. Analizar la secuencia proteica de y-kafirina en 12 materiales de sorgo blanco.
4. Analizar la correlacion entre el contenido de y-kafirina y la digestibilidad en 12

materiales de sorgo blanco.
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8. Estrategia experimental

[ 12 materiales de sorgo blanco libres de taninos ]

' 4 ) Y

Obtencién de kafirinas totales y Amplificacion y secuenciacion
perfil electroforético en condiciones del gen de y-kafirina
reductoras

I\ /I 4 e A
: : Analisis in silico de las
Analisis del contenido de y-kafirina secuencias de aminoacidos de

en condiciones reductoras y-kafirina

- =

Analisis estadistico
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9. Materiales y métodos
Se usaron 12 materiales de sorgo blanco (Sorghum bicolor ssp. bicolor, Cuadro 8)
donadas por Instituto Tecnologico de Roque (ITR) y el INIFAP, provenientes de los estados

de Guanajuato y Tamaulipas, México.

9.1 Extraccion de kafirinas totales

La extraccion de las kafirinas de la harina de sorgo se realizo por triplicado de acuerdo
a El Nour et al. (1998). La harina de cada una de las lineas de sorgo se desgras6 mediante una
extraccion harina-hexano (1:10) a temperatura ambiente por 18 h. Para eliminar las albiminas
y globulinas de las muestras se realizaron tres lavados en tres tiempos, para ello se agitaron 0.5
g de harina desgrasada a 4 °C durante 120, 60 y 30 min con 5 mL de una solucién de NaCl 0.5
M, se centrifugd durante 20 min a 10, 000 g entre cada lavado y se desechd el sobrenadante.
Las kafirinas se extrajeron del residuo con 5 mL de una solucion de ter-butanol al 60% (v/v)
que contenia 5% (v/v) de 2-B mercaptoetanol. Esta fraccion se enriquecié precipitando las
kafirinas durante 10 min con acetona fria a una concentracion final del 90% (v/v) y
colectandolas por centrifugacion a 8000 g por 5 min. Las muestras obtenidas fueron secadas a
temperatura ambiente, y almacenadas a 4 °C para su posterior uso. Se determind el
rendimiento de extraccion de kafirinas totales en cada uno de los 12 materiales dividiendo el
peso obtenido de las kafirinas totales extraidas entre 0.5 g de harina de la cual se partio, siendo

esto multiplicado por 100.

9.2 Perfil electroforético

El perfil electroforético se realizd en condiciones reductoras por dos métodos: usando
el método reportado por Laemmli (1970) (Ver anexo Al), y el Bioanalizador Agilent 2100
(Ver anexo A2). En ambos casos, las kafirinas aisladas de los 12 materiales de sorgo fueron
disueltas en una solucién de ter-butanol al 60% (v/v) que contenia 5% (v/v) de 2-B
mercaptoetanol. La concentracion de las kafirinas disueltas se determin6 con el método de

Bradford (Ver anexo A3), y se homogenizo la concentracion a 10 pg/ul.
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Por el método Laemmli se realizo el perfil electroforético en condiciones reductoras en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 17%; para ello se tomaron alicuotas
de las kafirinas con concentracion de 10 pug/ul a las cuales se les adiciond 0.2 ug de albumina
de suero bovino (BSA) (66 kDa) que sirvi6 como control de carga, dicha mezcla de proteinas
se desnaturalizé a 95 °C por 7 min, y posteriormente fueron cargadas en el gel SDS-PAGE al
17%; se llevdo a cabo la electroforesis utilizando un voltaje de 50 V por 30 min y
posteriormente se aumentd a 100 V por 2 h 45 min. Se tifi6 el gel con azul brillante de
Coomassie R-250 (Sambrook y Russell, 2001). Adicionalmente, se realiz6é una curva estandar
con las siguientes concentraciones de BSA (ng) 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7, y 1.0; con
la finalidad de realizar la cuantificacion de la cantidad de y-kafirina en cada uno de los 12

materiales de sorgo por medio de una interpolacion lineal (Quintana-Hernandez et al., 2000).

Con la intencion de obtener una cuantificaciébn precisa se obtuvo el perfil
electroforético en condiciones reductoras en el Bioanalizador Agilent 2100. Para ello se
preparo el gel tenido, el gel de destincion, el marcador de peso molecular y las muestras de
kafirinas de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Agilent Technologies, ver apéndice
A2). Para la electroforesis se prepard un chip Protein 80, el cual después fue corrido y
analizado con el software de Agilent Technologies instalado en el equipo. Esta determinacion
sirvi0 para corroborar los valores obtenidos de la cuantificacion de y-kafirina realizada

mediante el perfil electroforético obtenido con el método Laemmli.

9.3 Determinacion del contenido de y-kafirina

A partir del perfil electroforético obtenido en geles SDS-PAGE al 17%, se realizo por
duplicado la cuantificacion de y-kafirina por densitometria mediante el programa Image J 1.43
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Para ello se seleccioné en cada una de las 12 muestras la banda
correspondiente a y-kafirina (27kDa), y se obtuvo su drea bajo la curva (de acuerdo a
herramientas del software). Se realizd el mismo proceso de cuantificacion con la curva de
BSA. Se efectud una interpolacion lineal para obtener la cantidad de y-kafirina presente en
cada uno de los 12 materiales en microgramos (pug); esta cantidad se convirtié en porcentajes
multiplicando la cantidad de y-kafirina (ng) por 100, y dividiendo entre el rendimiento de

extraccion de kafirinas totales (ug). Por otra parte a partir del perfil electroforético hecho en el
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Bionalizador Agilent 2100, se obtuvo directamente la cuantificacion del contenido de y-
kafirina en los electroferogramas dados por el software del equipo, obteniendo la cantidad de

v-kafirina presente en cada uno de los 12 materiales como un porcentaje relativo.

9.4 Amplificacion y secuenciacion del gen y-kafirina

A partir del tejido de plantulas de sorgo se aisl6 el ADN gendmico usando el método
Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Doyle y Doyle, 1990) (Ver anexo A4). Para disenar
los oligonucledtidos especificos (directo y reverso) que flanquean la region codificante de la
secuencia del gen de y-kafirina (No. de acceso del gen X62480 y M73688 del NCBI data
bank) se us6 el paquete DNAstar Lasergene y se consideraron los siguientes pardmetros:
tamafio del oligonucledtido (18-28 bases), temperatura de alineamiento (35-65 °C), G-C: 40-
60%, AG superior a -7 kj para la formacion de horquillas y dimeros. Ademas en la secuencia
de ADN gendmico X62480 se analiz6 la presencia de intrones dentro de la region sobre la que
se disefiaron los oligonucledtidos siendo esta de 564 nucledtidos, mientras que la region
codificante para y-kafirina contemplo 639 nucle6tidos dando un total de 1 203 nucledtidos y
por lo tanto el tamafio del fragmento esperado. Las concentraciones de los reactivos en la
reaccion de amplificacion in vitro por PCR fueron 10 ng de ADN gendémico, 0.2 mM de
dNTPs, 100 ng de cada oligonucledtido, 0.5 U de Pfu DNA polimerasa (Stratagene) y 1x de
PCR Buffer (Stratagene). Se realizO un escrutinio para identificar la temperatura de
alineamiento (Tm) ideal de cada par de oligonucleotidos; el criterio para la seleccion de la Tm
fue la amplificacion de un solo fragmento de 1200 pb. Para lo cual se utiliz6 un rango de
temperaturas entre 50 y 60 °C, con incrementos de 1 °C. Los ciclos de amplificacion fueron
los siguientes: desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min, durante un ciclo; 35 ciclos de 94
°C por 30s, 60 °C por 50s, y 72 °C por 1.2 min; y un ciclo de extension final de 72 °C por 5
min. Los productos de amplificacion se verificaron por electroforesis en geles de agarosa-TAE
al (1%-1X). Se realizd la secuenciacion con los oligonucledtidos directo (F1) y reverso
(Revkaf2) que flanquean la region codificante para el gen de y-kafirina (Cuadro 12), a partir
de los fragmentos amplificados por PCR de punto final. La secuenciacion de ambas cadenas
de ADN se realizo por el método didesoxi de Sanger et al. (1977), mediante la técnica de
electroforesis capilar 3730XL en MACROGEN.
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9.5 Analisis in silico de las secuencias de aminoacidos de y-kafirina

Los electroferogramas de la secuenciacion del gen de y-kafirina de los 12 materiales de
sorgo blanco fueron analizados y editados con las aplicaciones del programa Finch TV version
1.4.0 (http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml). La deduccién de la secuencia de
aminodcidos a partir de la secuencia de nucleotidos, el alineamiento por Clustal W de las
secuencias proteicas, y el nimero de aminoacidos hidrofobicos, se realizaron con los
programas EditSeq, MegAlign, y Protean del paquete DNAstar Lasergene, respectivamente.
La edicion de los alineamientos se realizO con el programa GeneDoc
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). La prediccion de la estructura secundaria se realizd con
las aplicaciones del programa Protean (DNAstar Lasergene) y el programa en linea Advanced
Protein Secondary Structure Prediction Server (http://imtech.res.in/raghava/apssp/). La
prediccion de la formacion de enlaces disulfuro, la identificacion de la region del péptido
sefal, asi como los sitios de corte de las enzimas pepsina, tripsina y quimiotripsina en las
secuencias de aminoacidos deducidas se realizaron con los programas en linea Disulfind
(http://disulfind.dsi.unifi.it/),  SignalP3.0  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 'y
PeptideCutter (http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/), respectivamente.

Para determinar la probable estructura terciaria de las secuencias de aminoacidos
deducidas, se realizdé una busqueda de secuencias de proteinas con una identidad a la y-
kafirina superior o igual al 80% y se seleccionaron aquellas cuya estructura cristalizada ya
habia sido reportada, para ello se uso el programa Protein Blast del NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y la base de datos del Protein Model Portal
(http://www.proteinmodelportal.org/), respectivamente.

Posteriormente con el programa Modelling  Automated (SwissModel;
http://swissmodel.expasy.org/) se realizd el modelaje de la estructura terciaria de las
secuencias de aminoacidos deducidas y se superpusieron las estructuras con la proteina
madura de y-kafirina con los respectivos cambios de Ala/ Pro en el aminoacido 79; de igual
manera se obtuvieron los modelos de las proteinas maduras 1B1uA y 1psyA. Se realizo la
superposicion de las estructuras terciarias obtenidas de y-kafirina Ala/ Prol, B1uA y lpsyA
con la herramienta PDBe Fold Structure Similarity (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/). Para

modelar la estructura mas estable, se minimiz6 la energia libre de Gibbs, y se analizé el
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grafico de Ramachandran de las estructuras terciarias modeladas con el programa Deep View
de la pagina del SwissModel y se realizé una nueva superposicion de las estructuras terciarias

después de la minimizacion de energia libre de Gibbs.

9.6 Analisis estadistico

Para determinar diferencias significativas en los rendimientos de extraccion de kafirinas
totales, y el contenido de y-kafirina en cada uno de los materiales se realizo la prueba de
Tukey. Para determinar la correlacion entre el contenido de y-kafirina, el rendimiento de
kafirinas y contenido de proteinas totales, y el porcentaje de digestibilidad proteica in vitro se
hizo un analisis de correlacion de Pearson con el paquete estadistico Statgraphics Centurion

XV.I. Todos los experimentos se analizaron con P<0.05 (0<0.05).

Los valores en porcentaje del contenido de proteina total, digestibilidad, rendimiento de
extraccion de kafirinas totales, y el contenido de y-kafirina de cada material experimental

fueron normalizados mediante la siguiente formula:

@= Sen™'X= Arcoseno , |Porcentaje /100
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10. Resultados

10.1 Extraccion de kafirinas totales

Se identificaron dos materiales, B73 y Al6 con diferencias significativas en los
rendimientos de extraccion de kafirinas totales (P<0.05). El material B73 presenté el mayor
rendimiento (7.06%), mientras que A16 presentd el menor (4.33%) (Cuadro 9). La cantidad de
proteina total en los materiales B73 y A16 fue de 11.4% y 9.89%, respectivamente. Se observo
que los rendimientos de extraccion de kafirinas totales en los materiales B73 y Al6
representan el 61.93%, y el 43.78% respectivamente, lo que sugiere que la mitad o mas de la
proteina total del grano de sorgo corresponde a kafirinas (Salinas et al., 2006). Mientras que

en los materiales restantes no hubo diferencias (P<0.05).

Cuadro 9. Rendimientos de extraccion de kafirinas totales

Numeracion Material Kafirinas totales (%) Proteina total (%) °
1 Al6 4334 9.89°¢
2 A20 4.7 8.94°
3 A71 5.46"1 11.03°
4 B9 6.03 ® 10.16 ¢
5 B22 6.0 12.06
6 B73 7.06° 11.4¢%
7 Fortuna 6.43 12.251
8 Ttsmefio 5.63"% 11.80"
9 Perla 4,58 8.20°
10 Surefio 5.550b 13.34 %
11 S-23 6.0 9.96 ¢
12 Var-9 6.3% 10.71°¢

Se muestra la media de tres repeticiones. : Letras iguales en la misma columna indican que no existen
diferencias significativas por la prueba de Tukey (P<0.05).

10.2 Perfil electroforético

En relacion al perfil electroforético, no se observaron diferencias en el perfil de
kafirinas de los 12 materiales ya que se observo la presencia de vy, a, o, y B-kafirinas con los
pesos moleculares de 27 kDa, 25 kDa, 23 kDa, y 20 kDa, respectivamente en todos ellos
(Figura 7). Sin embargo se apreciaron diferencias en la cantidad aparente de cada una de las
kafirinas entre los 12 materiales (Figura 7). A partir de la imagen de los patrones

electroforéticos se cuantificoé por densitometria la banda de (27 kDa) correspondiente a y-
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kafirina obteniendo la cantidad de dicha proteina contenida en cada uno de los materiales. Por
otro lado se detectd una doble banda a la altura correspondiente a y-kafirina, esto pudo deberse
a un artefacto de la electroforesis dado que no fue repetitivo, la figura mostrada es

representativa de los perfiles obtenidos.

— 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 11 12 13
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Figura 7. Perfil electroforético de kafirinas totales en condiciones reductoras. Gel de SDS-PAGE al 17%, se
indica el marcador de peso molecular Benchmark protein ladder (Invitrogen). Carriles del 1 al 13: corresponden a
los perfiles de las kafirinas totales extraidas en condiciones reductoras de los 12 materiales de sorgo blanco, mas
una repetida correspondiente a la muestra del carril 10 sin BSA. El orden de carga corresponde al Cuadro 11.

Con el fin estimar los valores relativos de la banda de y-kafirina se realizd una curva
estandar de BSA (66 kDa). Se observo la presencia de una sola banda en las diferentes
concentraciones empleadas, las cuales fueron cuantificadas por densitometria (Figura 8). Se
obtuvo la siguiente ecuacion: x= (y+999.13) / 557.59 con un valor de R*= 0.9366, la cual
sirvio para la interpolacion de los valores de densitometria leidos previamente para y-kafirina

y obtener asi la cantidad de la misma.

| — |

—n = A

Figura 8. Electroforesis de albumina de suero bovino para la construccion de la curva estandar. Gel de
SDS-PAGE al 17%, se indica el marcador de peso molecular Benchmark protein ladder (Invitrogen). Carriles del
1 al 9: corresponden a las siguientes concentraciones en microgramos (pg): 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7, y

1.0 de BSA.
Con la intencion de obtener una cuantificacion precisa se obtuvo el perfil
electroforético de kafirinas en el Bionalizador Agilent 2100, se observé la presencia de tres

bandas correspondientes a las a; (25 kDa) , o, (23 kDa) y B (20 kDa)-kafirinas; sin embargo,
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la banda correspondiente a y-kafirina (27 kDa) no se alcanz6 a percibir (Figura 9 A). Esto
pudo deberse a que la cantidad de kafirinas totales cargadas en el chip fue de 0.0465ug/uL; sin
embargo, en el electroferograma (Figura 9 B) se observo la presencia de cuatro picos, cada
uno de los cuales correspondié a cada una de las kafirinas esperadas (y, o, a2 y ). Los
tiempos de retencion de cada una de las kafirinas fueron los mismos para todos los materiales,

para B-kafirina fue de 16.72 s, para a,-kafirina fue de 24.92 s, para o;-kafirina fue de 26.38 s,
y para y-kafirina fue de 34.35 s.

A sip. 1 2 3 4 5 6 7 8% 9 10 1 12
40 kDa
35kDa -
30kDa

25kDa
20kDa | —

— — N S S S S — — S — — E&”
)

15kDa -

B [Fu] ()
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0_4) LJH Y A

| | | | | | |
10 15 20 25 30 35 40 45[s]

ﬂ J i

Figura 9. Perfil electroforético de kafirinas totales en condiciones reductoras. El perfil se obtuvo utilizando
el bioanalizador de Agilent. A) Perfil electroforético, se indica el marcador de peso molecular (Agilent
Technologies); carriles del 1 al 12 corresponden a los perfiles de las kafirinas totales de los 12 materiales de
sorgo blanco, cargados en el siguiente orden: A16, A20, A71, B9, B22, B73, Fortuna, Itsmefio, Perla, Var-9,
Surefo y S-23. B) Electroferograma donde se indican cada una de las fracciones obtenidas en el umbral mas alto
(FU) y sus tiempos de retencion en segundos (s).

10.3 Determinacion del contenido de y-kafirina

En la cuantificacion de y-kafirina a partir del perfil electroforético obtenido por SDS-
PAGE no se observaron diferencias significativas entre los materiales (P<0.05). Sin embargo,
el material A71 tuvo el mayor contenido de dicha proteina (5.19 %) mientras que el material

A20 el menor (2.76 %) (Cuadro 10). Por su parte el analisis del contenido de y-kafirina a partir

del perfil electroforético realizado en el Bionalizador Agilent 2100 indic6 que el material con
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mayor contenido de y-kafirina fue A71 (1.2%), mientras que el material de menor contenido
fue B73 (0.2%). Los resultados obtenidos variaron entre las dos técnicas empleadas,

manteniéndose consistentes solo en el material A71.

Cuadro 10. Cantidad de y-kafirina cuantificada a partir del perfil electroforético de las kafirinas totales y
del perfil electroforético obtenido en el bioanalizador.

Variedad y-Kafirina (%)* y-kafirina (% rel)®
Al6 3.07°% 0.5
A20 2.76% 0.8
A71 519°% 1.2

B9 4.56° 03
B22 4.84* 0.8
B73 4.48* 0.2
Fortuna 3.08% 0.4
Itsmefio 3.42°% 0.4
Perla 3.00° 0.3
Surefio 436° 0.4
S-23 490° 0.7
Var-9 4.82°% 0.3

Se muestra la media de dos repeticiones. *: Datos de la cuantificacién realizada en los geles obtenidos por SDS-
PAGE, letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas por la prueba de
Tukey (P<0.05); ¥: Datos obtenidos de los electroferogramas del bioanalizador, se indica el porcentaje relativo
de la cantidad de y-kafirina contenida en cada uno de los materiales.

El anélisis de correlacion de Pearson entre el contenido de y-kafirina, el rendimiento de
extraccion de kafirinas totales, el contenido de proteina total (resultado previo) y el porcentaje
de digestibilidad in vitro (resultado previo) de los materiales de sorgo blanco (Cuadro 8),
indic6 que no existe correlacion entre la cantidad de y-kafirina y la digestibilidad. Sin
embargo, se detectd una correlacion positiva entre el contenido de y-kafirina y el rendimiento
de extraccion de kafirinas totales (R>0.5); asi como entre el contenido de proteina total y el

rendimiento de extraccion de kafirinas totales (R>0.4) (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Coeficientes de correlacion (R) del contenido de y-kafirina, de kafirinas totales extraidas, de
proteina total y el porcentaje de digestibilidad in vitro.

Contenido de  Rendimiento de Contenido de Digestibilidad
y-kafirina extraccion de proteina total in vitro
kafirinas totales

Contenido de y-kafirina 1

Rendimiento de extraccion de 0.5019* 1

kafirinas totales

Contenido de proteina total 0.0000 0.4932* 1

Digestibilidad in vitro 0.0000 0.0000 0.0000 1

*: Son valores de R significativos (P<0.05).

Se obtuvo la ecuacion de regresion lineal simple que explica la correlacion existente
entre el contenido de y-kafirina y el contenido de kafirinas totales con un coeficiente de

R?>0.25 y significativo (P<0.05).
Contenido de y-kafirina = 0.10923 + 8.85065 * Rendimiento de extraccion de kafirinas totales

10.4 Amplificacion y secuenciacion de la region codificante del gen y-kafirina

Con la finalidad de obtener la secuencia nucleotidica del gen de y-kafirina y deducir su
secuencia de aminoacidos, se extrajo el ADN genomico de 12 materiales de sorgo blanco
(Sorghum bicolor) y se verifico su integridad por electroforesis en geles de agarosa. El ADN
obtenido fue de alto peso molecular e integro, sin barridos que denotaran su degradacion
(Figura 10) por lo que satisfizo las caracteristicas de calidad para realizar una amplificacion

por PCR. El ADN se homogenizo6 a una concentracion de 10 ng/pl.
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Figura 10. ADN gendémico aislado de plantas de sorgo. Gel de agarosa al 1%, carril 1: marcador de
tamafio molecular 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen); carril del 2 al 13 ADN aislado de las hojas de sorgo
blanco. El orden de carga corresponde al del Cuadro 10.

Posteriormente se realizaron las reacciones de PCR empleando el oligonucleo6tido directo

F1 (Bansal et al., 2008) en combinacion con 5 oligonucledtidos reversos disefiados para este

trabajo (Cuadro 12). De estas combinaciones se selecciond la F1-revKAF2, que amplificd un
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fragmento de aproximadamente de 1,200 pb con una Tm de 60 °C (Figura 11), mientras que

las cuatro combinaciones restantes amplificaban multiples fragmentos.

Cuadro 12. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion del gen de Y-kafirina

Oligonucledtido  Secuencia directa 5'a 3" Referencia
F1 CCGTGTACAACGAAGTGGTG Bansal et al., 2008
R1 CAGTTGCTGTGCTATTTGCG Bansal et al., 2008
revKAFgl ATCCGGCGGCTATACAACATTA Este trabajo
revKAF2 ATCGCCGCTGAATGACTAAC Este trabajo
revKAFg3 GAGCTTACTTTCGTCAACTTTCTG Este trabajo
revKAFg4 CTTCCGCAGCCCATTTAACTTTTTGAG Este trabajo

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

R e S S W W

1018 pb =

Figura 11. Productos de PCR empleando oligonucleétidos especificos para el gen de y-kafirina. Gel de
agarosa al 1%, carril 1: marcador de tamafio molecular 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen); carriles del 2 al 13
corresponden a los productos amplificados de cada una de los materiales de sorgo blanco; el orden de carga
corresponde al Cuadro 12. Se utilizo6 los oligonucledtidos F1-revKAF2.

Se obtuvo la secuencia de nucleotidos completa de la region codificante de la y-kafirina
a partir de los productos de PCR correspondientes a los 12 materiales de sorgo blanco. Se
observd que la region codificante de este gen estd compuesta por 639 nucleétidos, y que hubo
la presencia de un triplete en las 12 secuencias de y-kafirina, ademas de nueve diferencias
entre nucledtidos, de los cuales ocho nucleodtidos corresponden a la tercera base del codon

mientras, que solo uno de ellos corresponde a la primera base del codon (Ver Anexo 5).
10.5 Analisis in silico de las secuencias de aminoacidos de y-kafirina

10.5.1 Comparacion de secuencias

A partir de la secuencia nucleotidica de la region codificante del gen y-kafirina en los
12 materiales de sorgo blanco. Se dedujo la secuencia de aminoéacidos de dicha proteina y se
realizod el alineamiento. Se detectd la region del péptido senal y los cuatro repetidos del motivo
PPPVHL (Figura 12). En todos los materiales analizados se observd una insercion del
aminoacido alanina (A) en la posiciéon 15 en comparacion con la secuencia X62480, que

ocasiono un corrimiento de aminoacidos y por lo tanto en la secuencia del péptido senal. El
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sitio de corte para el péptido sefal se ubico entre los aminoacidos 19 y 20. Como se observa
en la secuencia X62480 el sitio de corte para el péptido sefial estd entre treonina (T19) y
leucina (L20), lo cual pudo deberse a la falta del residuo alanina en la posicion 15, mientras
que en el resto de las secuencias, incluyendo la M73688, el sitio de corte esta entre serina
(S19) y treonina (T20). El alineamiento de las secuencias denotd una sustitucion de alanina
por prolina en la posicion 79. La secuencia de aminodcidos deducida de la region codificante
del gen de y-kafirina en los materiales A16, A20, A71 y B9 tuvo alanina en el residuo 79;
mientras que en los materiales B22, B73, Fortuna, Itsmefio, Perla, Surefio, S-23 y Var-9 tuvo

prolina en ese mismo sitio (Figura 12).

Péptido Senal 1 2 3 4

* — I
10 20 30 40 50 60 70 a0

MKVLLVALALLALAER AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT M73688
MKVLLVALALLALAREEAASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPYVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHP CQENT X62430
MKVLLVALALLALAERE AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPYHLPPPVHLPPPYHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT A16
MKVLLVALALLALAESREAASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHYPPPPPQCHPHPTLPPHPHPQENT A20
MKVLLVALALLALAEREAASTLTTGGCGCQTPHLPPPPYVHLPPPVHLPPPYVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHPQENT AT1
MKVLLVALALLALAFERE AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHYPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT B9
MKVLLVALALLALAES AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHYPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT B22
MKVLLVALALLALAER AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHYPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT B73
MKVLLVALALLALAER AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHYVPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT Fortuna
MKVLLVALALLALAER AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHYPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT Iltsmefio
MKVLLVALALLALAERS AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHYPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT Perla-T
MKVLLVALALLALAPNE AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPYHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHPQIJT Surefio
MKVLLVALALLALAFNE AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPYHLPPPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT 523
MKVLLVALALLALAFME AASTLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHP QAT Var-o

90 100 110 120 130 140 150
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL M73688
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPYVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL X62480
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL A16
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL A20
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL AT1
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRAVEPLHRYQAIFGVVL B9
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRAVEPLHRYQAIFGVVL B22
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRAVEPLHRYQAIFGVVL B73
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQAVEPLHRYQAIFGVVL Fortuna
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPYVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRAVEPLHRYQAIFGVVL ltsmefio
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPYTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL Pera-T
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPYVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL Surefio
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL S-23
YPPHPSPCHPGHPGSCGVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAIFGVVL Var9

160 170 180 190 200 210
QSIQQQQPQGQASSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGYGQPSPCASCSPFAGGVHY M73688
QSIQQQQPQGQSSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY X62480
QSIQQQQPQGQSSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY Al6
QSIQQQQPQGQSSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGVYVGQPSPCASCSPFAGGVHY A20
QSIQQQQPQGQAQSSPLPALMAAQIAQQALTAMCGLGYVGQPSPCASCSPFAGGVHY AT1
QsSIQQQQPQGASSPLPALMAAQIAQQALTAMCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY BS
QsSIQQQQPQAQGASSPLPALMAAQIAQQALTAMCGLGYVGAQPSPCASCSPFAGGVHY B22
QsSIQQQQPQAQGASSPLPALMAAQIAQQALTAMCGLGYVGAQPSPCASCSPFAGGVHY B73
QSIQQQQPQGQSSPLPALMAAQIAQAQLTAMCGLGYGQPSPCASCSPFAGGVHY Fortuna
QSIQQQQPQGQASSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGYGQPSPCASCSPFAGGVHY ltsmefio
QSIQQQQPQGQSSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY Pera-T
QSIQQQQPQGQSSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGYGQPSPCASCSPFAGGVHY Surefio
QSIQQQQPQGQAQSSPLPALMAAQIAQQALTAMCGLGYGQPSPCASCSPFAGGVHY S23
QSIQQQQPQGQASSPLPALMAAQIAQQALTAMCGLGYVGQPSPCASCSPFAGGVHY Vard

Figura 12. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos deducidas de y-kafirina de sorgo. M73688 y
X62480 corresponden a las secuencias de aminoacidos deducidas de la y-kafirina de M, 27,000 reportadas en el
GenBank; Al16, A20, A71, B9, B22, B73, Fortuna, Itsmefio, Perla, Surefio, S-23 y Var-9 corresponde a las
secuencias deducidas de los 12 materiales analizadas en este trabajo. Las barras grises y negras numeradas sobre
las secuencias indican los repetidos del motivo PPPVHL, el péptido sefial se indica con una barra negra sobre las
secuencias. La barra negra y la barra verde de forma vertical indican los sitios diferenciales entre las secuencias.

40



UMSNH FMVZ-CMEB

Las secuencias putativas de aminoacidos deducidas a partir de la secuencia de ADN
gendmico indicd que, ocho de los materiales tuvieron 100% de identidad con M73688, y
cuatro tuvieron 99.5% con X62480, la diferencia entre ellas fue la sustitucion de alanina por
prolina en el aminoacido 79. Esta sustitucion permitio agrupar las secuencias de y-kafirina y
por ende los materiales en dos grupos: los que contienen A79 y los que tienen P79; dichas
agrupaciones coinciden con la diferencia en las digestibilidades en los materiales A71 y Var-9.
Es por esto que al analizar la estructura secundaria se decidi6 utilizar solo las secuencias de los

materiales A71 (A79) y Var-9 (P79).

10.5.2 Analisis de la estructura secundaria

El andlisis de la estructura secundaria de las dos secuencias de aminoéacidos deducida
de y-kafirina indico la presencia de cinco hélices-a, que fueron determinadas con un valor de
confianza mayor a 95%. Solo se detectaron variaciones en el nimero de residuos que
conformaron la segunda hélice-a. en los materiales A71 (A79) y Var-9 (P79). En ambos
materiales, la primera hélice-o estuvo conformada por 16 residuos, la segunda por ocho
residuos en el caso de A71, y por cuatro en Var-9; la tercera, la cuarta y la quinta hélice-a en
ambos materiales la conformaron 14, 17, y 15 residuos, respectivamente. La primera hélice-
a del extremo amino de y-kafirina se encuentra en la region del péptido sefial, lo que indica

que la proteina madura solo tiene cuatro hélices-a (Figura 13).
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Figura 13. Estructura secundaria de la secuencia deducida de aminoacidos de y-kafirina en los materiales
A71 y Var-9. Las barras horizontales en colores indican hélice-a (letra H), las lineas negras indican las asas al
azar (letra C), las barras verticales azules indican el valor de confidencia entre 0 y 1, A.A indica el aminoacido.
Los aminoacidos de la region del péptido senal se encuentran subrayados.

10.5.3 Analisis de hidrofobicidad de y-kafirina

Debido al cambio de aminoécidos en el residuo 79 se observd una variacion en el
nimero de aminoacidos hidrofobicos, por lo que A71 y Var-9 presentaron 63 y 62
aminoacidos hidrofobicos, respectivamente. Esta variacion del contenido de aminoacidos
hidrofébicos influy6 en el indice de hidropatia, A71 present6 un indice de hidropatia de -162.4
kcal/mol mientras que, Var-9 de -165.8 kcal/mol, lo que hace a este Gltimo material menos

hidrofobico.
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10.5.4 Prediccion de la formacion de puentes disulfuro

En cuanto a la prediccion de puentes disulfuro se evaluaron las secuencias de los dos
materiales representativos de cada grupo, los cuales presentaron los residuos A79 y P79;
adicionalmente se evalud la formacion de puentes disulfuro haciendo sustitucion de los
aminoacidos A79 y P79, por aminoacidos con caracteristicas fisicoquimicas similares. En
cuanto a la evaluacion de la formacion de puentes disulfuro, se observo que en el grupo

representado por el material A71 (A79) no se formaron puentes disulfuro (Figura 14).

10 20 30 40 50 850 70
AA: TLTTGGCECQTFHLPPE PYHLPPPVHL PPEVHL PPPVHY FPPPPQCHEHET LPEHPHECAT Y PPHPS PCHPGHEGSCGEY
DBs: 0o 0 0 0 0
DBc: 7 8 7 7 7 7
80 90 100 110 120 130 140 150
AA! GeGPYTPRILGRC TEFLRHQCSPARTEYC SPQCQALROOCCOOLROVER LHRY QA TR GVVLOS TOQQ0PQGOS SPLEAL
DBs: 0 0 o 0 oo
DBe: 7 7 76 56
160 170 150 190
AA: MAROTRQOLTAMCGLGVGQPSPCASCS PEAGGVHY
DBs: 0 00
DBc: 5 5 8

Figura 14. Prediccion de la formacion de puentes disulfuro en la secuencia de aminoacidos de la y-kafirina
correspondiente al material A71. Se marca en rojo el aminoacido del residuo 79, A.A indica la secuencia de
aminoacidos, DBs indica la formacion del enlace disulfuro (1=formacién de enlace, 0=no hay formacién de
enlace), DBc indica la confianza en la prediccion (O=baja y 9=alta). Tampoco se formé puentes disulfuro con la
sustitucion del aminoacido del residuo 79 por los aminoacidos isoleucina, leucina, metionina y valina.

Mientras que en el grupo representado por el material Var-9 (P79), se predijo la
formacion de tres puentes disulfuro; el primero se formé entre las cisteinas 131 y 139, el
segundo entre las cisteinas 138 y 200, y el tercero entre las cisteinas 190 y 203 (Figura 15).
Estos tres puentes disulfuro comprenden las ultimas tres hélices-a de la estructura de vy-

kafirina predichas anteriormente.
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Figura 15. Prediccion de la formacion de puentes disulfuro en la secuencia de aminoacidos de la y-kafirina
correspondiente al material Var-9. Se marca en rojo el aminoacido del residuo 79, A.A indica la secuencia de
aminoacidos, DBs indica la formacion del enlace disulfuro (1=formacién de enlace, 0=no hay formacién de
enlace), DBc indica la confidencia en la prediccion (0=baja y 9=alta). También hubo la presencia de tres puentes
disulfuro con la sustitucion del aminoécido del residuo 79 por el aminoacido glicina.

En cuanto al andlisis de sustitucion en el residuo 79 con los aminodcidos: glicina,
isoleucina, leucina, metionina y valina, que tienen caracteristicas fisicoquimicas similares a
alanina y prolina, éste revelo la ausencia de formacion de puentes disulfuro excepto la glicina

con la que se formaron tres puentes disulfuro (Ver anexo 6).
10.5.5 Prediccion de estructura terciaria

Con relacion a la prediccion de la estructura terciaria, no se encontraron secuencias
proteicas cristalizadas con identidad de mas del 80% en la base de datos del NCBI. Por lo que
se realiz6 una nueva busqueda en la base de datos ligada al NCBI “The Protein Model Portal”
(http://www.proteinmodelportal.org/). Se encontraron dos secuencias de proteinas, la 1B1uA
(No. de acceso 1B1U_A) yla IpsyA (No. de acceso 1PSY A), las cuales mostraron identidad
a nivel de secuencia de aminoacidos con la y-kafirina, siendo ésta de 19% y 24%,
respectivamente; mientras que el indice de similitud de la y-kafirina fue de 56.8% con ambas
secuencias. La proteina 1B1uA proviene del mijo (Eleusine coracana) y esta constituida por
122 aminoécidos; tiene un dominio bifuncional que presenta actividad inhibitoria de o-amilasa
y tripsina. Por otra parte, la proteina 1psyA fue identificada en ricino (Ricinus communis),

corresponde a una albumina 2S que es una proteina de almacenamiento del endospermo de la
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semilla, la cual estd conformada por 125 aminodcidos, y tiene también un dominio con

actividad inhibitoria de a-amilasa.

En la busqueda de predecir la estructura terciaria de la y-kafirina y los posibles
cambios estructurales que pudiera presentar dicha proteina debido a la variacion de los
aminodcidos alanina y prolina en el residuo 79, se realizd un modelado molecular. Se
identificaron dos secuencias con identidad a la y-kafirina cuyas estructuras terciarias son
conocidas, estas fueron las proteinas 1BluA y 1psyA. Un alineamiento de las secuencias,
mostro que solo cuatro de las seis cisteinas que formaron puentes disulfuro, se encontraron en
la regidon que abarcan los aminodcidos 86 al 173 zona en la que comparten el 19% y 24% de

identidad las secuencias de y-kafirina con 1B1uA y 1psyA, respectivamente (Figura 16).

A 10
1psyA 1: AEEMESKGEREGSSSQQCRQEVQRK ERYIBR0SSERRSIGEEVIRMEGDE
b e i ?Ei FE I& ....... $Eu
P
100 110 120
1psyA 61: WMDECQC KYIAEDﬂé £ EE R———;{ﬁaﬁ@uvﬂ 116
g Raf 117: R-- PLHRY CEM{FGVVLQ PLPAL QLT 173
QOCC Q Qv I0Q G S AQ A
B 10 20
1BluA 3: GTSCTEPHNPLDSERWY;EER@G ﬁmmi E.AIPAY@ g\m :
g Raf 86: --PPMLEOCMEFLR-HQ@S-PAANPYe- ROVEPL IFG 137
FhE T c T C CC OL

8 0
1B1uA 62: ILMDGVVTPSG D! ROVQ TEV TIHGGPFCLSLL : 118
g KRaf 138: VVLQSIQQQ-- O8] MAAQI QQ T—— ————————————— S

QGQPP

Figura 16. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la y-kafirina, 1psyA y 1BluA. A)
Alineamiento de la secuencia de 1psyA (comprende del aminoacido 1 al 116) con la secuencia de y-kafirina
(inicia en el aminoacido 86 al 173). B) Alineamiento de la secuencia de 1BI1uA (comprende del aminoacido 3 al
118) con la secuencia de y-kafirina (inicia en el aminoacido 86 al 173). Las cisteinas que participan en la
formacion de los puentes disulfuro se marcan en color rojo dentro de la secuencia de y-kafirina, y con una barra
vertical negra se marcan los aminoacidos idénticos en las secuencias.

Con la intencion de predecir las variaciones en la estructura terciaria de y-kafirina se
generaron dos estructuras terciarias, la que contenia alanina en el residuo 79 se llamo6 A79 y la

que contenia prolina P79.
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La superposicion de las estructuras de A79 y P79 indicé que ambas estructuras son
idénticas, y que solo hay diferencias en el numero de aminoéacidos que conforman tres zonas;
la primera zona presentd una estructura de asa al azar ubicada entre los aminoacidos 108 a
112, en A79 y entre los aminoacidos 107 a 113 en P79; la segunda zona en ambas estructuras
comprende los aminoacidos 150 a 153, en A79 se presentd una conformaciéon de hoja-,
mientras que en P79 fue de asa al azar. Por ultimo, la tercera zona presentd hoja-p tanto en
A79 que comprende los aminoacidos 177 a 180, como en P79 que comprende los aminoacidos

176 a 178 (Figura 17 A y B).

La superposicion de las estructuras A79 y P79 mostr6 un valor de desviacion de la raiz
cuadrada media (RMSD) de 1.074, indicando que no existen diferencias espaciales en la
ubicacion de los carbonos a (Figura 17 C). Al evaluar la superposicion de la estructura de A79
con el modelo estructural de 1psyA estos presentaron un valor de RMSD de 1.152, mientras
que al evaluar la estructura de P79 con respecto a 1psyA se observo un valor de RMSD de
0.673, estos valores de RMSD indicaron que existe menor diferencia estructural entre la P79 y
IpsyA (Figura 17 D). Con respecto a la estructura de 1BluA se observo que los valores de
RMSD de A79 y P79 fueron de 3.306 y 3.237, respectivamente, lo que indic6 que las
estructuras tridimensionales presentaron mayor diferencia estructural. Por lo que a

continuacion solo se muestran las estructuras de 1psyA, y-kafirina A79 y P79 (Figura 17).
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Figura 17. Modelos de estructura terciaria y superposicion de y-kafirina P79 y A79, y 1psyA. Se muestran
los modelos estructurales de: A) y-kafirina P79 se indican los extremos amino y carboxilo, ademas de las tres
zonas donde se observd diferencias en el nimero de aminoacidos; la coloracion amarilla en la estructura indica el
aminoacido cisteina, el plata indica glicina, el naranja indica serina, el rosa indica prolina, y el azul aqua indica
glutamina. B) y-kafirina A79 se indican los extremos amino y carboxilo, ademas de las tres zonas donde se
observo diferencias en el nimero de aminoacidos; la coloracién amarilla en la estructura indica el aminoacido
cisteina, el plata indica glicina, el naranja indica serina, el rosa indica prolina, y el azul aqua indica glutamina. C)
Superposicion de y-kafirina A79 y P79. D) Superposicion de y-kafirina A79, P79 y 1psyA. Se indican los
extremos amino y carboxilo respectivamente.

Las estructuras obtenidas de y-kafirina A79 y P79 se visualizaron y se analizaron con
el programa Swiss PDBviewer v4.0.1 bajo los siguientes parametros: se hizo una
minimizacion de energia de -4068.885 kj/mol a -4389.082 kj/mol; en el grafico de
Ramachandran se obtuvo el porcentaje de aminoacidos que cayeron en zonas no permitidas y
este fue de 6.5% (Ver Anexo 7). Se pudo observar que la mayoria de los aminoacidos se
encuentran entre los angulos psi de -10 a -50 y phi de -50 a -80, esto indica que la mayoria de
los aminoacidos caen en las zonas preferidas marcadas para formacion de hélice-a; ademas se

observo la formacion de cuatro hélices-a (Figura 18).
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Figura 18. Analisis del modelo propuesto de la estructura terciaria de la y-kafirina de los aminoacidos 86 al
173. A) Grafico de Ramachandran, la mayor parte de los aminoadcidos caen en la region de hélice-a. B)
Estructura estereoquimica tridimensional modelada de y-kafirina. C) Estructura terciaria tridimensional de y-
kafirina, se muestran cuatro hélices-a, en color verde se muestra la zona modelada y en gris las zonas que no fue
posible modelar, ademas se indican los extremos amino y carboxilo respectivamente.

10.5.6 Analisis de restriccion con enzimas digestivas

Con la finalidad de evaluar si habia diferencias en los sitios de corte con enzimas
digestivas sobre las 12 secuencias de y-kafirina, debido a la insercion de alanina en la region
péptido sefial y el cambio de A79-P79. Se realizd un analisis tedrico de digestion de las
secuencias deducidas de y-kafirina con las enzimas digestivas pepsina, tripsina y
quimiotripsina. Este indicod que la pepsina realiza 32 cortes dentro de la secuencia de y-kafirina
siendo éstos en los aminoécidos fenilalanina (P), tirosina (T), metionina (M), y leucina (L), de
los cuales 12 se localizan en la regién donde se forman los puentes disulfuro entre las hélices-
a.. La tripsina realiza cinco cortes actuando sobre los aminoacidos lisina (L) y arginina (A), de
los cuales tres estan en la region donde se forman los puentes disulfuro entre las hélices-a.. Por
ultimo la quimiotripsina realiz6 seis cortes actuando sobre los aminodcidos fenilalanina (P),
tirosina (T) y triptéfano (T), de los cuales solo 1 corte esta dentro de la region donde se

forman puentes disulfuro entre las hélices-a (Figura 19).

ILIVALIALIL'M.'AASAASII‘LETGGCGCQTPHLIPPPPVHLIPPPVHL'QPPVHLIPPPVHVPPPPPQCHPHPTLEPHPHPCPT
villleruespcnpenpescaveeepvTrrILicoc IEFNIL IR BHocspaaTey ik spocoatRBboccootrIovERL IRk o2 1r BV
villos10000pgcosseifiparfiviizagtagoriramiicerficvegpsecascserfircevilllil

Figura 19. Secuencia dey-kafirina donde se muestran los cortes enzimaticos realizados por pepsina,
tripsina y quimiotripsina. El cuadro en rojo indica el fin del péptido sefial, los cuadros en azul los cortes con
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pepsina, los cuadros en lila los cortes con tripsina, y los cuadros en café el corte con quimiotripsina. La barra gris
horizontal indica la zona de la secuencia donde se forman los tres puentes disulfuro.
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11. Discusion

El objetivo del presente trabajo fue determinar el perfil electroforético de prolaminas,
el contenido de y-kafirina y la secuencia de aminoacidos de y-kafirina, en 12 materiales de
sorgo blanco con el fin de establecer una posible relacion con su digestibilidad. Para
determinar la correlacion entre el contenido de y-kafirina y la digestibilidad se siguieron varios
pasos; el primero de ellos fue la obtencion del rendimiento de extraccion de kafirinas totales
en los 12 materiales de sorgo blanco. Los resultados mostraron que existen diferencias
significativas en los rendimientos obtenidos de los materiales B73 y A16, representando el
61.93% vy el 43.78% de kafirinas totales respecto al contenido de proteina total,
respectivamente. Lo que sugiere que B73 contiene mayor cantidad de kafirinas entrecruzadas,
ya que el método de extraccion se realizd en condiciones reductoras con la adicion de 2-f
mercaptoetanol. En estudios previos, se ha reportado que las kafirinas extraidas en condiciones
reductoras corresponden a kafirinas entrecruzadas que estan presentes en el endospermo en
forma de polimeros de alto peso molecular unidos por enlaces disulfuro, mientras que las
kafirinas extraidas unicamente con soluciones de alcohol en condiciones no reductoras se

encuentran principalmente como monémeros (EI Nour et al., 1998).

El siguiente paso fue determinar el perfil electroforético de las kafirinas extraidas para
confirmar su identidad en base al peso molecular y determinar el contenido de y-kafirina en
relacion al contenido de kafirinas totales. En el perfil electroforético obtenido tanto por SDS-
PAGE como en el bioanalizador, indicé la presencia de cuatro proteinas cuyo peso molecular
coincidio con la vy, ay, 0, y P-kafirina reportado previamente en la literatura (El Nour et al.,
1998). La cuantificacion indicé que no hubo diferencias significativas en el contenido de vy-
kafirina entre los materiales analizados. Sin embargo, en la cuantificacion realizada con ambas
metodologias se ratifico que el material A71 contenia la mayor proporcion de y-kafirina
(5.19%) en comparaciéon con los demas materiales de sorgo. Es interesante destacar que A71
presentd también la menor digestibilidad in vitro con pepsina (76.6%). Adicionalmente el

material A20 tuvo el menor contenido de y-kafirina (2.76%).

Estos datos sugirieron una correlacion entre el contenido de y-kafirina y la disminucion

de la digestibilidad proteica in vitro con pepsina previamente reportada (Cuadro 8). Por lo cual
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se realizd un andlisis de correlacion entre el contenido de y-kafirina, el rendimiento de
kafirinas totales extraidas, el contenido de proteina total y el porcentaje de digestibilidad in
vitro. Sin embargo, no hubo correlacion entre el contenido de y-kafirina y la digestibilidad,
pero si una correlacion positiva (R>0.5) entre el contenido de y-kafirina y el rendimiento de
kafirinas totales extraidas, dicha relacion es explicada aproximadamente en un 25% (R*>0.25)

nivel que no es aceptable estadisticamente.

Por lo tanto, aunque se detectaron diferencias en el contenido de y-kafirina en los 12
materiales de sorgo, estas no fueron significativas, y tampoco se encontr6é correlacion entre

esta variable y la digestibilidad in vitro.

Por otra parte, para determinar la secuencia de aminoacidos de y-kafirina en los 12
materiales de sorgo blanco el primer paso fue la obtencion de ADN gendmico a partir del
tejido de las hojas de sorgo de una semana de crecimiento. La extraccion se realizé en esta
etapa de crecimiento debido a que conforme avanza el crecimiento, la presencia de
compuestos fenolicos va en aumento (Varadajan y Prakash, 1991). El aislamiento de ADN
gendmico de calidad, permitidé continuar con el proceso de obtenciéon de la secuencia de

aminoacidos de y-kafirina.

El siguiente paso fue la amplificacion del gen codificante de la y-kafirina, para ello se
evaluaron distintos oligonucledtidos (Cuadro 12). De todas las combinaciones de
oligonucledtidos empleadas se eligio la que dio como resultado la amplificacion de un solo
fragmento de aproximadamente 1 200 pb, tamafio que fue el esperado de acuerdo al disefio de
los oligonucledtidos. Una vez obtenido el producto de PCR este fue secuenciado con los

mismos oligonucleétidos especificos.

A partir de la secuencia de nucledtidos de la region codificante de y-kafirina se dedujo
la secuencia de aminodcidos (Figura 18). Mediante la comparacion de estas secuencias se
identifico en todos los materiales la insercion del aminoacido alanina en el residuo 15, esta
insercion estd en la secuencia del péptido senal y coincide con la secuencia de y-kafirina

(M73688) previamente reportada. Sin embargo, la secuencia X62480 carece de alanina en esa
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posicion. No obstante, esta insercion no afecta el proceso de sintesis proteica, ni el proceso de
almacenamiento de prolaminas en forma de cuerpos proteicos PB-I las cuales forman parte del
endospermo del grano de sorgo (De Barros et al,. 1991; De Freitas et al., 1994; Kawakatsu,
2010).

La comparaciéon de secuencias permitio identificar una sustituciéon de alanina por
prolina en el aminoacido 79 en los 12 materiales analizados en este trabajo, lo que gener6 dos
grupos de materiales, los que tenian alanina representados por A71 (A79), y los que tenian
prolina representados por Var-9 (P79), los cuales corresponden a la de menor (76.6%) y mayor
(87.4%) digestibilidad, respectivamente. Se sabe que los aminoacidos alanina y prolina tienen
afinidad de union con los taninos formando enlaces por puentes de hidrogeno y en
consecuencia generan la precipitacion de las proteinas disminuyendo la digestibilidad (Duodu
et al., 2003); sin embargo en la caracterizacion previa de los materiales de sorgo usados en
este trabajo no se detectaron taninos condensables (datos no mostrados), por lo que es
probable que las diferencias en la digestibilidad proteica se deban principalmente a este
cambio de aminodcidos en el residuo 79 y al cambio que estos generen en la estructura. Lee y
Hamaker en el 2006, realizaron la expresion heteréloga de mutantes de la proteina y-zeina de
maiz; y se observo que la substitucion del residuo de cisteina 155 por alanina incrementa
considerablemente su digestibilidad Iin vitro con pepsina, tripsina y quimiotripsina en
comparacion con una y-zeina nativa. Esto pudo deberse a que el enlace disulfuro que se forma
entre los residuos de cisteinas 128 y 155 es critico para mantener la estabilidad y un adecuado

plegamiento de la y-zeina.

Esta variacion de alanina y prolina en el residuo 79 posiblemente esté ligada con
cambios en la estructura secundaria o terciaria de la proteina madura, y por lo tanto con la
interaccion con otros compuestos. La estructura secundaria predicha a partir de las secuencias
de aminoacidos de la proteina madura de y-kafirina, estd conformada por cuatro hélices-a con
caracteristicas similares, a excepcion de la primera hélice cuya longitud varia dependiendo de
la sustitucion de alanina por prolina en la posicion 79 (Figura 19). Las secuencias de
aminoacidos de la primera hélice en los materiales que contenian alanina en el residuo 79 esta

formada por ocho residuos de aminoacidos (glicina, glutamina, cisteina, isoleucina, acido
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glutamico, fenilalanina, leucina y arginina), en su mayoria aminoacidos no polares alifaticos
(glicina, isoleucina y leucina), polares sin carga (glutamina y cisteina) y aromaticos
(fenilalanina) lo que puede favorecer una tendencia a agruparse estabilizando su estructura por
interacciones hidrofobicas. Mientras que para las secuencias de los materiales que contenian
prolina en el residuo 79, dicha hélice la forman cuatro residuos de aminoacidos (4cido
glutamico, fenilalanina, leucina y arginina), en la que solo la (leucina) es un aminoéacido no
polar alifatico, ya que el acido glutamico y la arginina poseen carga negativa y positiva,
respectivamente, lo que indica que esta region no se encuentra agrupada y esta disponible

estructuralmente.

La sustitucion A79P, también tuvo repercusion en el indice de hidropatia, el grupo
representado por las secuencias que tuvieron alanina en el residuo 79 presentaron un indice de
hidropatia de -162.4 kcal/mol, mientras que en el segundo grupo representado por las
secuencias que tuvieron prolina en dicho residuo fue de -165.8 kcal/mol. Esto implica que la
y-kafirina que contiene prolina en el residuo 79 es menos hidrofobica y tiende a agruparse
menos a nivel de estructura secundaria y por lo tanto a estar mas disponibles espacialmente.
Estos resultados sugirieron que la sustitucion A79P es suficiente para provocar cambios
estructurales en la y-kafirina, por lo que se analiz6 el efecto de esta sustitucion en la formacion

de enlaces disulfuro.

El grupo de secuencias que presentaron alanina en la posicion 79 no formaron puentes
disulfuro (Figura 20); mientras que las que presentaron prolina en esa misma posicion
formaron de tres puentes disulfuro (Figura 21). Los puentes disulfuro desempefian una funcion
muy importante en el plegamiento, y por lo tanto en la conformacion tridimensional de las
proteinas, al estabilizar sus estructuras (Lee y Hamaker, 2006), por ello se decidio realizar un
analisis de modelaje molecular para predecir la estructura terciaria de ambas secuencias (A79

y P79).

El procedimiento para predecir la estructura terciaria de una proteina empleando el
modelaje por homologia consiste en: 1) conocer la secuencia de aminoacidos de la proteina

problema, 2) buscar moldes de proteinas homologas cuyas estructuras hayan sido ya
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determinadas (esto se encuentra en bases de datos mencionadas anteriormente), 3) realizar un
alineamiento de secuencias para comparar su porcentaje de identidad y similitud, este
alineamiento se puede realizar por aminoacidos conservados o por funcidon (un porcentaje de
identidad >80% indica que las secuencias comparadas tienen la misma estructura, la identidad
entre un 30% y 80% indica que es posible obtener buenos modelos de estructuras con
optimizacion, y <30% hay dificultad para realizar el modelaje por homologia), 4) construir el
modelo de la proteina problema (programa mencionado en la metodologia del presente
trabajo), 5) realizar un refinamiento del modelo (programa mencionado en la metodologia del

presente trabajo), y 6) obtener la estructura final.

Para la prediccion de la estructura terciaria de la y-kafirina se realizd primero la
busqueda de proteinas cristalizadas de la familia de las y-prolaminas de cereales con las que -
kafirina compartiera mas del 80% de identidad, pero no se encontraron. Sin embargo, se
encontraron dos estructuras cristalizadas correspondientes a las proteinas 1BluA y IpsyA,
cuyas secuencias de aminoacidos comparten con la y-kafirina un 19% y 23% de identidad,
respectivamente en la zona que comprende del aminoacido 86 al 173 de y-kafirina. Las
proteinas 1B1uA y IpsyA son proteinas de almacenamiento. La proteina 1B1uA proviene del
mijo (Eleusine coracana) y estda constituida por 122 aminoacidos; tiene un dominio
bifuncional que presenta actividad inhibitoria de o-amilasa y tripsina. Por otra parte, la
proteina 1psyA fue identificada en ricino (Ricinus communis), corresponde a una albumina 28,
la cual estd conformada por 125 aminoécidos, y tiene también un dominio con actividad
inhibitoria de a-amilasa. (Campos y Richardson, 1983; Pantoja-Uceda et al., 2003). En dicha
zona se observd que tres de las seis cisteinas se encuentran conservadas, ademds esta zona
coincide con un dominio con actividad bifuncional como inhibidora de a-amilasa y tripsina en
los cereales. A pesar de la baja identidad encontrada, se continio con la construccion del
modelo de la y-kafirina con A79 y P79, y de 1Bl1uA y IpsyA, dado que se ha reportado que
entre familias o subfamilias de los cereales existen pequefias regiones de aminodcidos (de 20-
40 residuos) que son altamente conservados dentro de las secuencias codificantes para
prolaminas. Dichas secuencias forman dominios, algunos de los cuales también existen en las
albuminas 2s de dicotiledoneas y en las globulinas e inhibidores de a-amilasa y tripsina de los

cereales (Kawakatsu y Takaiwa, 2010). Se hizo una superposiciéon de los modelos de y-
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kafirina A79 y P79, 1BIuA y IpsyA antes de hacer el refinamiento del modelo;
posteriormente se hizo el refinamiento lo cual se realizé por medio de una minimizacién de
energia libre de Gibbs y valorando el porcentaje de aminoacidos (excepto glicinas) en zonas

preferidas y permitidas en el grafico de Ramachandran, obteniendo asi la estructura final.

Las estructuras terciarias predichas de la y-kafirina con A79 y P79 fueron similares
excepto entre los aminoacidos 150 a 153 (glicina, glutamina, serina y serina), lo cual pudo ser
debido a que solo se realizoé una aproximacion de la estructura tridimensional de y-kafirina con
respecto a las estructuras de 1BIuA y IpsyA, con las cuales comparte baja identidad. Sin
embargo, las diferencias estructurales observadas entre la y-kafirina con A79 y P79 puede ser

debida a la sustitucion de alanina y prolina en el residuo 79.

La evaluacion de la superposicion de las estructuras de y-kafirina A79 y y-kafirina P79
comparadas con la estructura de 1psyA, reveld que y-kafirina A79 tuvo un valor de RMSD de
1.152 y que y-kafirina P79 tuvo un valor de 0.673, sugiriendo que la estructura de la proteina
v-kafirina P79 es casi idéntica a 1psyA en la zona que esta ultima proteina presenta el dominio

funcional.

Hasta este momento solo se tiene el posible modelo estructural que abarca de los
aminodcidos 86 al 173 de la secuencia de aminoacidos de y-kafirina. Debido a la identidad,
secuencia de aminoacidos y forma estructural que presenta la parte modelada de la y-kafirina
en relacion a la estructura de 1psyA, se sugiere que la y-kafirina de sorgo presenta un dominio

que puede tener actividad como inhibidora de a-amilasa y probablemente de tripsina.

Al evaluar los sitios de reconocimiento enzimatico de las enzimas pepsina, tripsina y
quimiotripsina sobre las 12 secuencias de y-kafirina analizadas en este trabajo, incluidas las
secuencias con los numeros de acceso M73688 y X62480, no se observaron cambios en los
sitios de reconocimiento; pero es probable que de existir un cambio estructural debido a la
presencia de enlaces disulfuro, la disposicion de los aminoacidos pudiera dificultar el acceso

para las enzimas digestivas.
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12. Conclusion

El perfil electroforético de las kafirinas totales fue el mismo en los 12 materiales de

sorgo blanco, presentando las o, (25 kDa), a, (23 kDa), B (18 kDa) y vy (27 kDa)-kafirinas.

No hubo diferencias significativas entre los contenidos de vy-kafirina en los 12
materiales analizados, sin embargo el material A71 fue el de mayor contenido de dicha

proteina.

El contenido de y-kafirina no tiene correlacion con la digestibilidad.

Las secuencias de aminoacidos de y-kafirina de los 12 materiales se dividen en dos
grupos, el primer grupo esta formado por los materiales A16, A20, A71 y B9 donde sus
secuencias contienen alanina en el residuo de aminoacido 79; y el segundo grupo esta formado
por los materiales B22, B73, Fortuna, Itsmefio, Perla, Surefio, S-23, y Var-9 en los que sus

secuencias contienen prolina en el residuo de aminoacido 79.

La prediccion de la estructura secundaria mostrd que el material A71 con la menor
digestistibilidad in vitro (76.6%) no formo6 enlaces disulfuro intramoleculares, mientras que el
material Var-9 que tuvo la mayor digestibilidad (87.4%) formo tres enlaces disulfuro

intramoleculares entre las cisteinas 131-139, 138-200, y 190-203.

La y-kafirina contiene un dominio hacia el extremo carboxilo entre los aminoacidos 86

y 173, con 24% de identidad a 1psyA.
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12. Perspectivas

Adicionalmente resulta interesante evaluar la existencia de un solo gen codificante para
la y-kafirina en los materiales A71 y Var-9, esta hipodtesis surge del resultado obtenido en la
secuencia de aminoacidos de estos materiales en donde solo se observd el cambio de
aminoacidos en el residuo 79 de alanina o prolina; esta idea surge debido a que en el presente
trabajo se observo un cambio a nivel de ADN gendmico, y existe la probabilidad de que haya
dos copias del gen codificante para la y-kafirina, o de que uno de ellos no sea funcional y solo

se exprese una de esas copias.

Y por otro lado queda la pregunta: ;y-kafirina tiene actividad como inhibidor de -

amilasas y tripsina?, lo cual falta por terminar de elucidar.
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ANEXOS

Al. ELECTROFORESIS EN GELES DESNATURALIZANTES DE
POLIACRILAMIDA SDS-PAGE O METODO LAEMMLI

I. Limpie los vidrios perfectamente con jabon y enjuague con agua corriente.
Posteriormente, lavelos con agua desionizada, deje secar al aire. De acuerdo al modelo
y tipo de camara de electroforesis, arme los vidrios para poder elaborar el gel.

2. En dos recipientes limpios, se colocan en el siguiente orden los reactivos que a
continuacion se enlistan para preparar los geles de separacion y concentracion. Es
recomendable preparar primero el gel de separacion y una vez elaborado este, preparar
el gel de concentracion.

Gel de separacion 17%

Acrilamida/Bisacrilamida(30% / 2.67 %) 5.7 ml
Amortiguador I (Tris 1.5 M pH 8.8) 2.5 ml
Agua desionizada 1.7 ml
Dodecil sulfato de sodio 10% (SDS) 100 ul
N,N,N", N Tetrametil etilen diamina (TEMED) Sul
*Persulfato de amonio 10% 50 ul

Gel de concentracion 8%

Acrilamida/Bisacrilamida (30% / 2.67%) 1.35 mL
Amortiguador I (Tris 0.5 M pH 6.8) 1.25 mL
Agua desionizada 2.35 mL
Dodecil sulfato de sodio 10% (SDS) 50 ul
N,N,N", N Tetrametil etilen diamina (TEMED) S5ul
*Persulfato de amonio 10% 25ul

*Se prepara y agrega una vez que se va a colocar la mezcla, ya que una vez
adicionado el proceso de polimerizacion es muy rapido.

3. Se coloca la mezcla del gel de separacion entre las dos placas de vidrio, cuidando de
no producir burbujas. Se llena hasta aprox. 2 cm. antes de llegar a la parte superior del
vidrio. Se deja polimerizar, esto se visualiza por la formacion de una linea de
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polimerizacion. Se puede adicionar encima una pequeia capa de alcohol o de SDS
para favorecer la polimerizacion y evitar la formacion de burbujas.

4. Una vez elaborado el gel de separacion se procede con el gel de concentracion. Se
elimina el alcohol o SDS de la superficie y se adiciona la mezcla correspondiente al
gel de concentracion. Se coloca el peine para formar los pozos, cuidando no formar
burbujas. La base del peine debe quedar aprox. 0.5 cm. por encima del inicio del gel de
separacion.

5. Una vez que ambos geles se han elaborado, el siguiente paso es preparar la muestra
que se quiere analizar. Para tal efecto, la muestra se resuspende en un volumen y
concentracion conocida y se le adicionan 2 volimenes del buffer de desnaturalizacion,
el cual se prepara con los siguientes reactivos:

Para 10 ml

Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8  1.25 ml

SDS 10% 2.00 ml
Glicerol 2.50 ml
2 B-mercaptoetanol 0.50 ml
Azul de bromofenol 0.20 ml
Agua desionizada 3.55ml

Almacenar a 4 °C

6. Las muestras se desnaturalizan por cuatro minutos en agua hirviendo. Posteriormente,
se centrifugan por un min a 12 000 rpm para descartar el material insoluble que
pudiera ver quedado.

7. Una vez preparadas las muestras, estas se cargan en el gel mediante la ayuda de una
micropipeta. La electroforesis se realiza a 50 V por 30 min. y posteriormente a 100 V
1-2 h, dependiendo del tipo de camara. El buffer de corrida es el siguiente: Tris-HCl
0.25 M, Glicina 1.92 M, SDS 1 % a pH 8.3.

8. Finalmente, una vez terminada la electroforesis el gel se desmonta de la cAmara y se
tifie con azul de coomassie preparado de la siguiente manera:

Azul brillante de coomassie 250 mg

Metanol 45 ml
Acido acético 9ml
Agua 46 ml

Una vez alcanzada la tincion deseada, el gel se destifie adicionando la solucion de destincion,
la cual contiene lo siguiente: Acido acético 75 ml, metanol 50 ml, agua 875 ml. El gel se
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registra mediante una fotografia y se puede almacenar en agua o bien secandolo entre dos
pliegues de papel celofan dulce.
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A2. METODOLOGIA DEL USO DEL BIOANALIZADOR AGILENT 2100

1.

Preparacion del Gel Dye Mix

Tomar 650 ulL de Agilent Protein 80 Gel y colocar en un filtro-columna, centrifugar a
7 000 rpm por 15 min, al filtrado adicionar 25 ulL de colorante Dye concentrado,
mezclar en vortex hasta que se homogenice el color, almacenar a 4 °C protegida de la
luz, esta mezcla tiene un tiempo de vida de un mes maximo.

Preparacion de la solucion de destincion

Tomar 650 uL de Agilent Protein 80 Gel y colocar en un filtro-columna, centrifugar a
7 000 rpm por 15 min, almacenar a 4 °C, esta mezcla tiene un tiempo de vida de un
mes maximo.

Preparacion de la solucion de desnaturalizacion para condiciones reductoras

Adicionar 3.5 volumenes de ditiotreitol al IM o 2 B-mercaptoetanol a una alicuota del
buffer para muestras que contiene el kit.

Preparacion de las muestras y el marcador

Mezclar 4 uL de la muestra problema mas 2 uL de la solucion de desnaturalizacion en
un tubo epperndorf, en otro tubo eppendorf colocar 6 uL de marcador de proteinas
(Protein 80 Ladder), desnaturalizar las muestras contenidas en ambos tubos durante 5
min a 95 °C, colocar inmediatamente en hielo. Centrifugar 15 seg a 10 000 rpm.
Adicionar 84 uL de agua desionizada estéril a ambos tubos y mezclar cada tubo.
Mantener en hielo.

. Preparacion del chip Protein 80

5.1 Ajustar la base del palto en la posicion A con el Chip Priming Station

5.2 Tomar un Chip Protein 80 nuevo

5.3 Tomar 12 uL del Gel Dye Mix y colocar en los pozos rotulados con “G”

5.4 Colocar el embolo de la jeringa en 1 mL y cerrar la tapa presionando hasta
escuchar un clip, bajar el embolo presionando fuertemente, esperar 90 seg en esta
posicion, soltar el embolo y dejar que este suba hasta la posicion original (no debe
tardar mas de 5 seg).

5.5 Tomar 12 uL de Gel Dye Mix y colocar en los pozos rotulados con “G”

5.6 Tomar 12 uL de solucién de destincion y colocar en los pozos rotulados con “DS”

5.7 Tomar 6 uL de las muestras problema y colocar en los pozos rotulados del 1 al 10

5.8 Tomar 6 uL del marcador Protein 80 Ladder preparado y colocar en el pozo
rotulado “#”

5.9 Llevar el Chip preparado al Bionalizador Agilent 2100 el cual debe estar
previamente preparado para recibir el chip e iniciar el ensayo inmediatamente.

Nota: El tiempo de preparacion del Chip no debe exceder los 6 min, debido a que
el gel que sirve como matriz se seca muy rapidamente. Ademas se debe tener
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extremo cuidado en la preparacion de este principalmente vigilando que no se
produzcan burbujas y que no se toquen las paredes de los pozos y la matriz de gel.
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A3. METODO DE BRADFORD PARA CUANTIFICACION DE PROTEINA EN
MICROPLACA

1. Preparacion del reactivo de Bradford:

Reactivo Volumen
H;PO, al 85% (Comercial) SmL
Etanol Absoluto 2.5mL
Azul de comassie R250 (Sigma) Smg

H,O cbp 50mL

Nota: El azul de comassie debe agregarse poco apoco, una vez preparado se filtra en papel
Whatman de 3mm. La solucién se guarda a 4 °C cubierta con papel aluminio y esta tiene un
tiempo de vida méximo de 1 mes.

2. Construccion de la curva estandar de albumina sérico bovina (BSA):
El stock esta a una concentracion de 10 mg/mL, hay que diluirlo 1:100 en agua para tener 100

ug/mL, de este Gltimo se toman los microlitros necesarios para la concentracion requerida en
un volumen final de 150 uL de agua. A continuacién se muestra un ejemplo:

Volumenes de reactivos necesarios para la construccion de la curva estandar

BSA en 150uL (ug) Tomar uL de BSA  Toma uL de Agua NaOH IN (Esperar Tomar uL de reactivo

10 min) de Bradford
10 100 50 12 150
8 80 70 12 150
5 50 100 12 150
4 40 110 12 150
2 20 130 12 150
1 10 140 12 150
0 0 150 12 150

3. Todos los reactivos mostrados en el Cuadro X se homogenizan antes de adicionar el
reactivo de Bradford.

4. Se afiade el reactivo de Bradford, se homogeniza y se coloca por triplicado de 100 mL
en cajas de 96 pozos.

5. Se lee a 595 nm en un espectrofotdmetro (se construye la curva estandar hasta que esta
sea ajustada con un valor de R? mayor a 95%, una vez estandarizado esto se haran las
lecturas de las muestras problema).

6. Para la muestra problema solo se lee en un pozo que contendra: 10 uL. de muestra, 65

uL de agua, 6 uL de NaOH, y 75 uL del reactivo de Bradford.

7. Para conocer la concentracion de la muestra problema se extrapola de D.O. con la de la
curva estandar, o bien se calcula mediante regla de tres.
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Nota: Para cuantificar las muestras de medios se afiaden distintos volumenes que se dejan

incubando con la NaOH 10 min; en el caso de lisados celulares se deja 60 min a temperatura
ambiente.
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A4. METODO DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO CTAB

Molienda del tejido de sorgo con N, liquido en mortero hasta polvo fino.

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Se afiade 300 pl de buffer CTAB a temperatura ambiente.

Se colocan los tubos a bafio maria a 65 °C durante 45 min después de una agitacion
manual.

Se enfrian los tubos abiertos por 5 min.

Se afiade 400 pl de cloroformo-octanol 24:1

Los tubos son agitados en vortex.

Se centrifugan a 10 000 rpm por 10 min a 25 °C.

Se recupera el sobrenadante y se traslada a un nuevo tubo (600 pl de sobrenadante
aprox.).

Se afiade RNAasa 10 pl a 10 ng/pl.

Los tubos son incubados por 1 h a 37 °C.

Se afiade 400 pl de cloroformo octanol 24:1.

Los tubos son agitados en vortex.

Se centrifugan a 10 000 rpm por 10 min a 25 °C

Se recupera el sobrenadante y se traslada a un nuevo tubo.
Se agrega 600 pl de etanol absoluto y se agita por inversion.
Se deja reposar a -20 °C toda la noche.

Se centrifuga a 10 000 rpm por 1 min.

El contenido se decanta y posteriormente se lava la pastilla con etanol al 70% frio, 500
pl con agitaciéon manual.

Se centrifuga a 10 000 rpm por 1 min.

El contenido se decanta y se deja escurrir boca abajo sobre sanitas hasta secar pastilla
completamente.

Se resuspende la pastilla afiadiendo 150 pl de TE 1X.
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21. Se mezcla hasta disolver agitando a mano.

22. Se almacena a -20 °C.

Preparacion de Buffer CTAB

3%
1.4M
0.2%
20mM
100mM

Alquil-Trimetil-Amonio-Bromuro (CTAB)
NaCl

2-Mercaptoetanol

EDTA

Tris pH 8.0

72

200ml

6.0gr
16.36gr
400ul
1.49¢gr
2.42¢gr
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A6. FORMACION DE ENLACES DISULFURO

A
......... - I L - 1
bh.h: TLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPFPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHPCGTYPPHPSPCHPGHPGSCGV
DBs: o0 1] o u] o
DEBc: 3 3 2 1 1 1
+ _______________________________________
B | +
| I
B0.casanns 9. scanana 100.asaans 110.cauasns j -] 1 R 1300 casans 140. . 000 s 150.00ass
Aod: GGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLROVEPLHRYQAIFGVVLQS IQQQQPQGQSSPLPAL
DBs: 0 0 0o 1 11
DBe: 0 0oz 22
______________________ +
Fomm | =+
| [
21600 scans 1700 a0aaus 180...4.4. 120
A: MAAQIAQQLTANCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY
DEs:
1 1 1
DEc: 3 2 1
B 10 20 30 40 50 60 70
A,.Ah: TLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHPCITYPPHPSPCHPGHPGSCGV
DBs: oo u} u} 0 ]
DBc: 78 7 7 7 7
80 S0 100 110 120 130 140 150
A.A: GGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALROOCCOOLROVEPLHRYQAIFGVVLQS IQQQQPQGOSSPLPAL
DEs: [} n} u] [n] oo
DBc: 7 7 ? 6 66
160 170 1680 190
ALAD MARQIAQOLTAMCGLGVGOPSPCASCSPFAGGVHY
DEs: ] o 0
DEc: 5 5 6
C 10 20 30 40 50 60 70
A,A: TLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHPCLTYPPHPSPCHPGHPGSCGV
DBs: oo u} u} 0 ]
DBc: 78 7 7 7 7
80 S0 100 110 120 130 140 150
A.A: GGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALROOCCOOLROVEPLHRYQAIFGVVLQS IQQQQPQGOSSPLPAL
DEs: [} n} u] [n] oo
DBc: 7 7 ? 6 66
160 170 1680 190
ALAD MARQIAQOLTAMCGLGVGOPSPCASCSPFAGGVHY
DEs: ] o 0
DEc: 5 5 6
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D 10 20 30 40 50 60 70
A.A: TLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHPCHTYPPHPSPCHPGHPGSCGV
DBs: oo u} u} 0 ]
DEBc: 78 7 7 7 7
80 S0 100 110 120 130 140 150
A.L: GGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQOCCQQLROVEPLHRYQAIFGVVLQSIQQQQPQGQSSPLPAL
DEs: 0 n] n] ] oo
DEc: 7 7 7 6 66
160 170 180 190
ALAD MAMQIAQQLTAMCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY
DEs: o o o
DEc: 5 5 6
E 10 20 30 40 50 60 70
A.A: TLTTGGCGCQTPHLPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHVPPPPPQCHPHPTLPPHPHPCVTYPPHPSPCHPGHPGSCGV
DEs: oo o o o o
DEBc: 78 7 7 7 7
80 S0 100 110 120 130 140 150
A.L: GGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQOCCQQLROVEPLHRYQAIFGVVLQSIQQQQPQGQSSPLPAL
DEs: 0 n] n] ] oo
DEc: 7 7 7 6 66
160 170 180 190
ALAD MAMQIAQQLTAMCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY
DEs: o o o
DEc: 5 5 &6

Prediccion de la formacion de puentes disulfuro en la secuencia de y-kafirina realizando sustitucion del
aminoacido 79 por aminoacidos con caracteristicas fisicoquimicas iguales. A) Prediccion con glicina, B)
Prediccion con isoleucina, C) Prediccion con leucina, D) Prediccion con metionina, E) Prediccion con valina. Se
marca en rojo el aminoacido del residuo 79, A.A indica la secuencia de aminoacidos, DBs indica la formacion del
enlace disulfuro (I=formaciéon de enlace, 0=no hay formacién de enlace), DBc indica la confianza en la
prediccion (O=baja y 9=alta).
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A7. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA MODELADO POR HOMOLOGIA

problema

! ]

— ~

Secuencia primaria de proteina ) ) )
Alineamiento de secuencias

Construccion del modelo

>35% homologia l

[ Refinamiento del modelo ]

[

[ Estructurafinal ]
Refinamiento del modelo:

1) desviacion de la raiz cuadrada media (RMSD), superposicion de modelos a partir
del carbono a (% identidad >50%, RMSD< 0.5 A; %identidad 35-50%, RMSD
1.0 - 1.5 A).

[ Busquedade templados

2) valores estereoquimicos para la longitud de los enlaces y angulos (“Threading
Energy” y “Force Field”); valores positivos indican ambientes energéticos
desfavorables, valores negativos indican ambientes energéticos favorables.

3) Evaluacion de los Angulos de torsion phi y psi grafico de Ramachandran.
Zonas preferidas

Zonas
permitidas

e IH]Q_,

!;i M 2 8 8 2 0 R W 1D W

L -1800 ¢ (Plll) 1800

Grafico de Ramachandran. Permite visualizar los angulos entre los residuos de aminoacidos e indica las zonas
preferidas (azul marino) y permitidas (azul aqua) para formacion de hoja B y hélice a.
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A8. SOLUCIONES EMPLEADAS

Cloroformo-Octanol

Se prepara en relacion 24: 1. Para ello medir 24 ml de Cloroformo y adicionar 1ml de Octanol.
Acetato de sodio 3M a pH5.2

Para 100 ml de solucion se pesan:

24.61 g de acetato de sodio
Se disuelven en aprox. 80 ml de agua destilada y posteriormente se ajusta el pH y se afora.

Acetato de potasio 5M a pH4
Para 100 ml de solucion se pesan:

49.07 g de acetato de potasio
Se disuelven en aprox. 80 ml de agua destilada y posteriormente se ajusta el pH y se afora.

SDS 20 %

Para 100 ml de solucion:
Pesar 20 g de SDS y disolver en 80 ml de agua destilada.

Etanol 70%

Para 100 ml de solucion:
Tomar 70 ml de etanol y adicionar 30 ml de agua destilada.

RNAsa [1mg /ml]

Tomar 50 ul de RNAsa a una conentracion de 20 mg/ml y adicionar 950 pl de agua destilada
estéril.

Fenol-Cloroformo-Isoamilico
Para 50ml de solucion se requiere:

Tomar 24 ml de Cloroformo, adicionar 1ml de alcohol Isoamilico y 25 ml de Fenol; mezclar,
cubrir de la luz con papel aluminio y dejar reposar a -20 °C.

TAE 50X
Pesar 242,0 g de Tris

Medir 57,1 ml Acido acético glacial
Medir 100 ml EDTA 0.5M pH 8.0
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Se disuelve el Tris- base poco a poco para evitar saturar la solucion, se adiciona el EDTA y el
acido acético glacial. Aforar la solucion a 1L.
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