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RESUMEN

El amaranto es una alternativa preductiva en el Valle Inferior del rio Negro
que produce alto contenide de proteinas con valor bioldgico. Entre las proteinas
de reserva presentes en los granos de amaranto se han hallado hemoaglutininas
(lectinas) con potenciales propiedades antitumorales. E| objetivo general de esta
tesina de grado fue seleccionar lineas de amaranto que presenten mayor
contenido total de proteinas y en particular lectinas con actividad biologica. Para
eilo se cullivaron 9 lineas de amaranto producto del cruzamiento de A. cruentus
con A hybridus y fueron seleccionadas por caracteristicas fenotipicas. Las
semilias se cosecharon y se obtuvieron sus harinas. Por diferentes métodos
estandares se determind la composicion nutricional de las harinas y se
obtuvieron extractos proteicos para evaluar la actividad hemoaglutinante. Las
proteinas extraidas fueron caracterizadas por electroforesis SDS-PAGE y el
contenido de lectina fue determinade. Se seleccionaron las lineas 7, @y 10 con
un contenido de lectina de 0,427, 0,273 y 0,262 mg lectina/mg de proteina
soluble respectivamente. Se estimo el valor nutricional de estas lineas
seleccionadas y se concluyé que nutricionalmente se asemejan a su parental A.
cruentus ya que el contenido de lipidos esta en el mismo orden y determina el
valor energético. Finalmente, este trabajo contribuyo af conocimiento nutricional
de las especies de amaranto cultivadas en la region norpatagenica y al valor

biolégico de las mismas.
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INTRODUCCION

En el campo de la investigacion de productos naturales con beneficios para
la salud se ha tenide especial interés en plantas usadas por civilizaciones
antiguas. Dentro de estas, las especies como Amaranthus spp. {Amaranto) han
sido introducidas como cultivos alternatives en la zona de la Patagonia Norte.

El amaranto fue un cuitivo de gran importancia en los pueblos precolombinos
y la conquista espafiola provocod casi su desaparicién (Estrella, 1986) Este
cultivo es uno de ios mas antiguos de America, con hallazgos arqueologicos de
mas de 6.000 afies que junto con el maiz, la chia y la quinoa, fueron los
principales granos utilizados en la alimentacion de las culturas precolombinas.
incas, mayas y aztecas utilizaron el amaranto come su principal fuente de
proteinas consumido como verdura y como cereal. Ademds, este cultivo fue el
protagenista de diferentes ceremaonias religiosas con el fin de adorar a distintos
dioses (Kiez, 1992).

Luego con la llegada de los espafoles la situacion cambis, los cultivos fueron
quemadaos, se prohibid y se impusieren castigos a quienes cultivaban o poseian
esta semilla por considerarla “pagana’. Esta situacion, sumada a la sustitucidon
de los cultives autéctonos por foraneos, llevo a una disminucién drastica del
amaranto que logré practicamente su erradicacion (Estreila, 1986).

La difusion del cultivo en fos ultimos afos ha sido exponencial en los
diferentes paises del mundo gracias a sus propiedades. En la actualidad se
busca restituir su lugar como recurso de gran valor nutricional y como una
alternativa productiva. Los principales productores de granc de amaranto son
China, India, Kenia, México, Nepal, Peri, EE.UU. y Rusia.

Es una planta anual, herbacea o arbustiva de diversa morfologia, de tallos
suculentos cuandoe son tiernos y algo fignificados cuando estan maduros, pueden
medir hasta 3 meftros de allo (Morros et a/., 1390; Tapia, 1997). La planta tiene
por lo general un eje central bien diferenciado, pero hay algunas especies y
variedades que tienden a ramificar a media altura o desde la base del tallo

(Ejemplo: Amaranthus palmeri).
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Las plantas son monoicas cuyas flores son pequenas unisexuales, reunidas
en glomerulos formando falsas umbelas con 3 ¢ 5 bracteas externas cada una.
Las flores masculinas con 3 o 5 estambres y las femeninas con un ovario supero
en cuyo interior se forma una sola semilla. Un glomérulo en Amaranthus, can
excepcion de pocas especies es una ramificacién dicasial cuya primera flor es
terminal y siempre masculina, en cuya base {(en el pedunculo) nacen 2 flores
laterales femeninas las que a su vez seran terminales, cada una de las cuales
origina otras dos flores laterales femeninas y asi sucesivamente (Fig.1). Un
glemeérulo puede alcanzar hasta 250 flores femeninas, aunque el numero de

polinizadas es mucho menor, ya que la flor masculina luego de dejar libre el polen

QM )

se seca y se cae.

Figura 1. Representacion esguematica de un glomérulo {cima dicasial): a: Flor masculina: h-f;
Flores femeninas {(Tomado de Saunders & Becker, 1884).

El fruto botanicamente es un pixidio unicolocular, es decir, una capsula, que
cuando madura presenta una dehiscencia transversal dejando caer la parte
superior llamada opérculo para dejar al descubierto la parte inferior ilamada urna,

donde se deposita la semilla (Fig. 2). La semilla es muy pequeria, mide entre 1
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a 1,5 mm de diametro y el nimerc de semillas par gramo oscila entre 800 y 1000.
Son de forma circular y de coleres variados, se pueden encontrar granos
blancos, blancos amarillentos, dorados, rosados, rojos ¢ negros. Tedas las
especies silvestres (o0 malezas) presentan grancs negros y de cubiertas muy
duras. Anatomicamente en el grano se distinguen tres partes principales: la
cubierta, gue es una capa de células muy fina conocida como episperma; una
segunda capa que esta formada por los cotiledones que es la parte mas rica en
proteinas; y una capa interna, rica en almidones conocida como perisperma {Fig.
2).

Figura 2. Semilla de amaranto (corte longitudinal); & Cubierta (episperma); b. Endosperma; ¢.

Embrion (cotiledones); d. Perisperma "almidon” {Tomado de Saunders & Becker, 1984).

El génerc Amaranthus pertenece a la familia Amaranthaceae gue incluye
alrededor de 70 géneros y mas de 800 especies. Algunas especies se
mencicnan en la Tabla 1. Del total de las especies, sélo unas pocas se emplean

como cereates, muchas de las cuales son hibridos. Los amarantes productores
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de grano tambien producen hojas comestibles antes de la madurez aunque no

es frecuente el hallazgo de especies de doble propodsito (Covas, 1994).

Tabla 1: Clasificacion Botanica del Amaranto {Tomado de Dimitri & Parodi, 1980).

CLASE Dicotiledonea

GRUPO Thalamiflorae

ORDEN Caryophyllales

FAMILIA Amaranthaceae

GENERO Amaranthus

ESPECIES (entre otras) A albus A. anclalius A angustifolius
A. afropurpureus A. caudatus A. cruentus
A. dubius A. hybridus A. hypochondriacus
A. palmert A. spinosus A. tricolor

Dentro de las especies indicadas en la Tabla 1, las mas difundidas a nivel
mundial son A. cruentus, A. hypochondriacus, A. caudatus y A. tricolor. Las tres
primeras son usadas con proposito granifero, mientras A tricolor L. es empleado
como vegetal junto a A. dubiusy A lividus. | as especies que se encuadran como
malezas son A. viridis, A. refroflexus y A. hybridus,

El amaranto es resistente a sequias, crece en tierras poco fértiles, posee gran
tolerancia a plagas y el contenido de proteinas del grano es de 12 a 18% con un
alto valor biolégico (Segura-Nieto et al., 1994). Segun el Codigo Alimentario
Argentino, se entiende por amaranto a fas semillas sanas, limpias y bien
conservadas de varias especies.

Et rango de adaptacion para el amaranto va desde el nivel del mar hasta los
2800 metros de altitud, sin embargo, las especies que mejor comportamiento
presentan a altitudes superiores a los 1000 metros son Amaranthus caudatus y
Amaranthus quitensis (A. hybridus L.). En general, las especies crecen mejor
cuando la temperatura promedio no es inferior a 15°C y temperaturas de 18 a
24°C parecen ser las 6ptimas para el cultivo.

Las plantas de amaranto se determinan como parcialmente autogamas sin
embargo, presentan entre un 10 y un 40% de alecgamia dependiendo de varios
factores como: la presencia de vientos e insectos, de la cantidad de polen

producido y de la duracién de la viabilidad del polen. Cuando dos 0 mas especies
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de Amaranthus crecen juntos se producen hibridaciones interespecificas. Los
hibridos en su mayoria presentan anormalidades como: mortalidad de plantulas,
deformacion del follaje como también de Jas flores y ademas puede haber
esterilidad masculina o femenina. En estudios anteriores han demostrado que la
hibridacion entre algunas especies de amarantc puede ser una ruta para la
adquisicion de resistencia a diversos herbicidas (Wetzel ef al,, 1999; Franssen
et al., 2001; Tranel et af., 2002).

La semilla de amaranto es una importante fuente de proteinas no
convencional y la Academia Nacional de Ciencias ha declarado que el amaranto
podria ser un granc con potencial explotacion comercial debido a su calidad
nutriciocnal (National Academy of Sciences, 1984). A su vez, el grano no posee
gluten resultando un alimento apto para celiacos. Como hortaliza se consumen
sus hojas, las que poseen un alto contenido en calcio, hierro, magnesio, fosforo
y vitamina A y C, y se recomienda comerlas tiernas y cocidas. Posee un alto
contenido de proteinas, como se menciond con anterioridad que va desde el 12
hasta el 18%, superior al de la mayor parie de los cereales. Su composicion de
aminodacidos esenciales es cercana al equilibrio de aminoacidos optimo
requerido en la dieta humana (Schnetzier & Breen, 19394)}. Por su composicién,
la proteina del amaranto es similar a la de la leche y se aproxima a la proteina
ideal propuesta por la FAO para la alimentacion humana. Tiene un contenido
importante de lisina, aminoacido comunmente limitante en otros cereales. El
hallazgo de péptidos bicactives en las proteinas de estos granos sugiere un
potencial uso para el desarrollo de alimentos nutritivos con propiedades
funcionales. Recientemente, se han descrito péptidos bioactivos derivados de
jas proteinas de amaranto con actividades biologicas tales como
antimicrobianos; antioxidante y antihiperiensiva (Lipkin et al., 2005; Fritz et al,
2011; Orsini ef al., 2011, Caselato-Sousa & Amaya-Farfan, 2012; Quiroga et al.,
2012). El grupo de trabajo de alimentos funcionales de la Sede Atlantica de la
UNRN ha descripte previamente actividad antitumoral de aislados proteicas de
Amaranthus mantegazzianus {Barrio & Anon, 2010) y en un trabajo posterior se
aislo, purificé e identificé una jectina de la misma variedad de amaranto
responsable de la actividad antitumoral (Quiroga ef al., 2014}
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Las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune que reconocen de
manera especifica carbohidratos de la superficie celular, aglutinan células y
precipitan glicoconjugados. Se sabe, que las lectinas juegan un papel importante
en el mecanismo de defensa de las plantas contra el ataque de microgrganismas
e insectos. Estas proteinas también son consideradas de almacenamiento y
participan en la extension de la pared celular y el transporte de carbohidratos
(Abdullaev & Gonzalez de Mejia, 1997). La interaccion especifica entre lectinas
y carbohidratos juega un rol crucial en investigaciones asociadas a los antigenos
de los grupos de la sangre ABO. Dada la capacidad de estas proteinas para
interactuar con células de la respuesta inmune, poseen efectos
inmunosupresores, otras son toxicas, inhiben el crecimiento de células tumorales
y participan en la adhesion celular. Exisien tambien, numerosos trabajos que
demuestran que las hemoaglutininas de plantas, tienen actividad antitumoral
(inhibicion del crecimiento tumoral} y actividad anti carcinogénica (inhibicion de
la induccion de cancer por agentes cancerigenos) (Abdullaev & Gonzalez de
Mejia, 1997, Kwan & Bun, 2011}, La particularidad de estas glicoproteinas es
gue son capaces de distinguir entre células normales y malignas por el perfil de
glicosilacion en la superficie celular. Durante varias decadas, las lectinas de
plantas fueron consideradas sustancias téxicas para las células y los animales,
sin embargo, estudios recientes han demostrado que poseen un efecto inhibider
en el desarrollo dei cancer y hay una tendencia actual en la utilizacién de lectinas
vegetales en la Jucha contra éste (Liu ef al, 2010). Dada su importancia
biotecnoldgica se ha descripio la produccién de lectinas recombinantes pero se
han obtenidos bajos rendimientos a un alto costo (Kwan & Bun, 2011). En este
sentido, la produccion de lectinas como herramienta biotecnoldgica se basa en
el aislamiento cromatografico desde fuente vegetales con alto contenido proteico

como, por gjemplo, el amaranto.
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HIPOTESIS

A partir de las lineas de amaranto obtenidas del cruzamiento entre una
especie productiva con alto contenido de proteinas (Amaranthus cruentus
cultivar Mexicano) y una especie que presenta tolerancia frente a los ataques de
insectos y al deficit de agua (Amaranthus hybridus), sera posible seleccionar

lineas productivas con alto contemido de proteinas totales y en particular de

lectinas.

OBJETIVO GENERAL

Seleccionar lineas de amaranto gue presenten mayor contenido total de

proteinas y en particular lectinas con actividad hemoaglutinante.

Objetivos especificos

« FEvaluar el confenido de proteinas totales y de lectinas en diferentes lineas

de amaranto.

« Seleccionar las lincas con mayor contenido de proteinas y actividad

hemoaglutinante.

¢ Deternmunar fa composicion nutricional de las lineas seleccionadas.

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
TEMA: "Evaluacion y seleccion de lineas de Amaranto (Amaranthus spp.) de
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METODOLOGIA

En este trabajo se seleccionaron lineas de amaranto dentro de una poblacion
abierta (conjunto de lineas de amaranto) producto de un cruzamiento no dirigido
entre Amaranthus cruentus cultivar Mexicano y Amaranthus hybridus (L. Kunt).
Este cruzamiento dio como resultado una nueva poblacidon de especies
Amaranthus (F1). Se seleccionaron 9 lineas por sus caracteristicas fenotipicas
{color de panojas, porte de la planta, cantidad de semillas en la panoja, color de
semilla). Estas lineas seleccionadas fueron nuevamente sembradas ese afio en
las mismas condiciones edaficas y ambientales. La F2 obtenida fue nuevamente
seleccionada utilizando las mismas caracteristicas fenotipicas. Se obtuvieron 9

lineas a las cuales se les realizaron analisis quimicos y bioquimicos (Fig. 3).

Amaranthus cruentus cv Amaranthus hybridus (2n)
Mexicano (2n)

F1

Se seleccionaroh 9 plantas y se sembro para vers su
descendencia

F2

Se seleccionaron nuevamente 9 plantas

Figura 3: Esquema representative desde el cruzamiento (A. cruentus x A. hybridus) hasta Ia
seleccion de las lineas estudiadas.
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1. Area y manejo del cultivo

El area donde se llevo a cabo la produccion de las lineas de amaranto esta
ubicad en el departamento Adolfo Alsina dentro de la Estacién Experimental
Valle Inferior INTA, cuya posicion geografica es: Latitud: 40° 47°46. 86" S;
Longitud: 63° 3'23. 12" O (Fig. 4). El valle tiene como precipitacion media 391
mm/ano.

El ensayo se sembrd en un suelo con las siguientes caracteristicas
fisicogquimicas (30 cm superiores). textura arcillosa; pH. 7,7 sobre pasta
saturada; 3,2 % de materia organica, 0,26 % de nitrogeno y conductividad
eléctrica de 0,58 mS/cm. En el manejo del cultivo se realizaron las labores
culturales propias de la preparacion para los cultivos de verano, para ello se paso
dos veces una rastra doble pesada y luego un cuadrante para emparejar el suelo.
La siembra se realizo en parcelas de 5 metros de largo distanciados a 0,7 metros.
Se emplearon aproximadamente 100 semillas por metro lineal, se tapd vy
compacto levemente con rastrillo a una profundidad de siembra no superior a 2
cm. A los 25 dias de la emergencia se efectuaron los raleos necesarios para
ajustar la densidad de plantas a 12 5 plantas por metro cuadrado. La parcela fue
mantenida libre de malezas manualmente y se fertilizé con 90 kilogramos por

hectarea de urea granulada y la totalidad de riegos gravitacionales empleados

Y

o T .
/ ‘.—"xr'}?\ide"_(:ullwc
¥ |

Y e

Figura 4: Ubicacion det area de cultivo {Tomado de Google Earth).
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2. Composicion nutricional de parentales

Se evaluo la composicion nutricional de las harinas de las semillas de las
plantas utilizadas como parentales: Amaranthus cruentus y Amaranthus

hybridus.

2.1. Cenizas totales

La determinacicn de cenizas totales se realizd de acuerdo a Kirk et al. (1996),
con algunas modificaciones. Se pesaron 4 g de cada una de las muestras y se
calcinaron. En primer lugar, cada muesira se quemo con un mechero bajo
campana hasta que no se desprendieran humos y posteriormente se intredujo a
la mufla 2 horas, a 550 °C. Se obtuvieron cenizas blancas o ligeramente grises
y hemogéneas. Por ultimo, las muestras se enfriaron en desecadar y se pesaron.

Las determinaciones se realizaron por triplicade.

2.2 Extraccion y cuantificacion de lipidos

Para la cuantificacion de lipidos se us6 el método de Soxhlet en el cual se
pesaron 5 g de muestra seca y se utilizé éter etilico como solvente de extraccion.
Las muestras fueron calentadas durante 2 h y el balon donde se extrajeron los
lipidos se seco en estufa a 60°C. Por pesada se determino el contenido de aceite.

Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.3 Contenido de carbohidratos totales

Para la determinacion de carbohidratos totales se utilizaron 4 g de harina que
fueron sometidas a una hidrolisis acida para obtener los azucares totales. Estos
fueron cuantificados por el Método de Fehling-Causse-Bonnans (AQAC, 1865).

L as determinaciones se realizaron por triplicado.

Alumne:. Cayuqueo Victor Esteban.
TEMA: “Evaluacion y seleccion de lineas de Amaranto (Amaranthus spp.) de
interés bhioldgico”.

-

RIC MEGRO

UMNIVFRSIDAD
NaZ|loMal

15



UNRN Sede Atlantica. u.

RIO NEGRD
UMIVERSIDAD

ingenieria Agronomica. NACIONAL

2.4 Contenido de proteinas totales

El contenido de proteina se cuantifico en todas las lineas seleccionadas de la
F2 por el metodo de Kjeldahl {método 32.1.22, AOAC), utilizando el factor 6,25.

Las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

3. Seleccion de Lineas

Como se resumi6 en la figura 3, se seleccionaron 9 lineas dentro de la poblacion
F2, a las cuales se le dio un nombre vulgar a cada una de elias de acuerdo con

sus particularidades fenotipicas (Tabla 2).

Tabla 2: Lineas de amaranto seleccionadas.

Lineas Caracteristicas
Testigo 1 | Amaranthus Cruentus Mexicano
Linea 2 Semilla Negra, surco 1
Linea 3 Semilla Bianca, surco 1
| Linea 4 Semilla Negra, surco 10
Linea 5 Semilla Blanca, surco 2
Linea 6 Semilla Blanca, surco 4
Linea 7 Semilla Blanca, surco 6
Linea 8 Semilla Blanca, surco 5
[ Linea 9 Semilta Blanca, surco 2
Lirleg_19 Semilla Blanca, surco 10

4. Obtencion de harinas

Las pancjas de las 9 lineas seleccionadas en F2 fueron triliadas y tamizadas
con un tamiz de 2 mm para dejar las semillas sin ningun tipo de impurezas o
restos que perjudique los futuros analisis. Los granos de cada linea fueron
procesados con un molino de cuchillas de 24000 rpm {(Numax) y luego tamizadas

(500 um) para obtener una harina integral homogénea.

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
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5. Obtencion de aislados proteicos

La obtencitn de aislados proteicos se realizé a partir de la harina, se utilizé
el solvente dimetilsulfoxido {(DMSQ} al 50 % v/v en una relacion 1:10 p/v. Las
suspensiones fueron mantenidas 3 horas a temperatura ambiente y en agitacion
constante (500 rpm). Luego fueron centrifugadas durante 20 minutos a 7000 rpm
y al sobrenadante se le determiné el contenido de proteina soluble por el método
de Bradford (Bradford, 1976) utilizando albumina serica bovina (BSA) 1 mg/mL

como proteina patron. Las determinaciones se realizaren por triplicado.

5.1. Caracterizacion fisicoquimica

Los aislados obtenidos se caracterizaron mediante electroforesis
desnaturalizante y reductora por el método SDS-PAGE de Laemmli (1970). El
marcador molecular que se utilizo: Estandar pretenido de amplio rango (BIO
RAD). Proteinas de estandar. Myosin 198135, (- galactosidase 103158, BSA
58156; Ovalbumin 41596; Carbonic anhydrase 27704; Soybean trysin inhibitor
20537, Lysozyme 15204 y Aprotinin 6456.

6. Determinacion de actividad hemoaglutinante en aislados proteicos

Las lectinas son proteinas que tienen la capacidad de aglutinar los globulos
rojos de una manera similar a los anticuerpos. La actividad hemoaglutinante se
determind por el procedimiento de Crowley & Goldstein (1982). Las células rojas
de la sangre grupo sanguineo “0” factor Rh positivo, se lavaron con solucion
fisiclégica y fueron re suspendidas al 4 %v/v nuevamente en la solucién
fisiologica. Se prepararon diferentes diluciones seriadas (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32;
1:64) de cada uno de los extractos y se agregaron 50 pL de cada uno de ellos
en una placa multiposille donde previamente se habian agregado 50 ulL de la
suspension de glébulos rojos. Luege de 1 hora en incubacion a 30°C se

determind la actividad hemoaglutinante. Una unidad de hemoaglutinacion se

Alumno. Cayuqueo Victor Esteban.
TEMA. "Evaluacion y seleccion de lineas de Amaranto (Amaranthus spp.) de
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define como la minima cantidad de lectina capaz de aglutinar células y es

equivalente a una concentracion de 2 ug/mL de lectina (Rinderle et al., 1989).

7. Composicion nutricional de semillas de las lineas de amaranto

seleccionadas

Se evalud la composicion nutricional de las harinas con mayor contenido de

lectinas como se describié previamente en la seccién 2.

7.1 Calculo del valor nutritivo

El valor nutritivo de las semillas de amaranto seleccionadas se calculd de

acuerdo a Indrayan ef al. (2011) a través de la siguiente formula:

VN (Cal/100q) = 4 x Proteina total (%) + 9 x Lipidos (%}+ 4 x Carbohidratos (%).

8. Tratamiento de los resultados

Los resultados fueron evaluados mediante un analisis de ANOVA y el test

Tukey utilizando el programa informatico infoStat version libre.

A continuacidon en la Figura 5 se muestra en forma resumida la

metodologia utilizada en este trabajo de tesis.

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
TEMA: “Evaluacion y seleccion de lineas de Amaranto (Amaranthus spp.) de
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9 Lineas Seleccionadas de la F2

!

Obtencion de harinas mmpmmp Determinacion de proteinas
lotales por & Método de Kjeldahl

Obltencidn de aislados

proteicos con DMSQ 50% Caracleristicas
viv{3horasaT® ui—— Fisicoquimicas SOS3-PAGE
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Hemoaglutinante (AH)
con eritrocinos @ (+) 1

hora a 30°C
Seleccitn de Lineas con Determinacidn de la
mayor AH — composicidn nutricional

Figura 5: Procedimiento llevado a cabo para la caracterizacion quimica de las 9 lineas.
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RESULTADQOS Y DISCUSION

1. Caracterizacidén nutricional de parentales

Todos los seres humanos requieren una serie de compuestos organicos
complejos para satisfacer los requerimientos caléricos necesarios para vivir. Los
carbonidratos, grasas y las proteinas forman la mayor parte de la dieta,
determinando el valor nutritivo de un alimento.

El analisis de la composicion centesim: ™ ~ la harina de amaranto permite
conocer el contenido de proteinas, lipidos e hidratos de carbono para poder
calcular el valor nutricional de la misma. En este sentido, harinas de los cultivares
utiizados como parentales: Amaranthus cruentus cv Mexicano y Amaranthus
hybridus fueron evaluadas. El A. cruentus cv Mexicano L. es utitizado para la
produccion de granc en la zona norpatagdnica y el A. hybridus L, -ex Amaranthus
quitensis- es considerado una maleza de la zona.

Los resultados obtenidos del analisis centesimal de las harinas se muestran
en la figura 6 y concuerdan con los datos publicados por otros autores para estas

variedades (Calderdn ef a/., 1991; Bressani ef al., 1993; Hevia ef al., 2002).

a b
Proteinas Proteinas
Cenizas Totales Cenizas Totales
3% 16% 2% 4 - 14%
Aceite
1 Aceite 17%
'll ! = 8%
X, er - HC
HC s 67%
73%

Figura 6. Composicion centesimal de a) A. cruentus y by A. hybridus. Los resultados se expresan

a través de percentajes y son el promedio de tres determinaciones independientes.

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
TEMA: "Evaluacion y seleccion de lineas de Amaranto (Amaranthus spp.) de
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Se observaron diferencias en el contenido de proteinas totales y en el
contenido de aceite. La variedad A. hybridus posee un 100% mas que la variedad

crientis.

2. Contenido proteico de harinas

El contenido de proteinas en amaranto suele ser considerado alto cuando es
comparado con cereales come el frige (8-16%) (Juarez ef al.,, 2014) A diferencia
de la mayoria de los granos, las proteinas del amaranto son compuestas
principalmente de globulinas y albuminas y muy poco de prolaminas las cuales
estan relacionadas con la celiaquia. Asi, este pseudocereal tiene una
composicion balanceada de aminoacidos y en particular un mayor contenido de
aminoacidos esenciales gque los cereales mas comunes. {(Aubrecht & Biacs,
2001 Gorinstein et al., 2002; Drzewiecki ef al., 2003).

Dado gue uno de nuestros objetivos era seleccionar lineas con alto contenido
de lectinas y proteinas, se determind la cantidad de nitrogeno total por el metodo
de Kjeldahl, pudiéndose asi estimar el valor bioldgico de las harinas. Se evaluo
el contenido de proteinas totales en las nueve lineas seleccionadas de la F2 y

los valores obtenidos se resumen en la Tabla 3.

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
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Tabla 3: Proteinas totales en las harinas de las lineas seleccionadas.

Lineas Proteinas Totales (%} p > 0,01

4 115205 a

9 126 +£0,7 ab

7 14,8 + 0,1 b c
3 15,6 £ 0,1 c
2 15,6 £ 0,1 c
5 16,1 20,2 c
6 16,3+0,3 c
8 164+ 0,4 c
10 16,5+ 0,1 c

Los resultados de proteinas estan expresados en porcentaje, y corresponden al promedio de tres
determinaciones independientes con su desvio estandar correspondiente. Se realizaron los
analisis estadisticos de ANOVA y Tukey.

El valor de proteinas totales (en base seca) de todas las lineas estudiadas se
encuentra dentro del rango descripto para especies de Amaranthus spp (12,5-18
g/100 g PS) (Schnetzler & Breen, 1994). En este trabajo la Unica linea que posee
un contenido menor de proteinas en comparacion al trabajo citado es la 4 ya que
el valor fue de 11,5 + 0,5%. Las lineas con mayor contenido proteico fueron:
Linea 5 con 16,1 + 0,2%; Linea 6 con 16,3 £+ 0,3%; Linea8 con 16,4 + 0,4% v la
Linea 10 con 16,5 £ 0,1%.

3. Caracterizacion fisicoquimica de las proteinas de los granos de

amaranto

En las semillas de amaranto se ha descripto una proteina de reserva con
un peso mayor de 300 kDa denominada amarantina (Martinez & Anon, 1996).
Esta proteina tiene la estructura de un hexadmero constituido por seis
subunidades de 60 kDa. A su vez, cada una de estas subunidades esta
compuesta por dos péptidos (A y B) de 40 y 20 kDa unidos por puentes
disulfuro.

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
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interés biologico”
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El perfil electroforético de proteinas de amaranto (Fig. 7), extraidas con
DMSO al 50 % v/v, en condiciones desnaturalizantes mostré un patrén de
bandas comunes para todas las lineas estudiadas. Los péptidos de las semillas
de amaranto pueden dividirse en tres grupos. Por un ladeo, uno bien definido entre
42 y 64 kDa. Se ha sugerido que estos péptidos pueden representar una forma
inmadura y mas variable de subunidades A-B de la amarantina que, por causas
desconccidas, no se disocia en los péptidos A y B tras el tratamiento con 8-
mercaptoetancl (Martinez & Afdn, 1996). Otro grupo de péptides esta constituido
por moleculas con un peso entre 33 y 37 kDa. Estes péptidos correspenden a la
subunidad A de la amarantina. Un tercer grupo esta formado por péptidos entre
18 y 25 kDa. Estos peéptidos, que corresponden a la subunidad B de la
amarantina, presentan una mayor variabilidad respecto a los pesos moleculares
en relacion con la subunidad A. La banda de 35 kDa corresponderia a la lectina
de amaranio. Ademas, se puede observar en la linea 7 una proteina con una
masa molecular aproximada de 65-70 kDa {(dimero de lectina), la misma podria
estar compuesta por dos subunidades de aproximadamente 35 kDa

caracteristica de las lectinas.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

198135
103158 4— Dimero de
Lectina
58156 -_— ke - . . e AB
o oy oa e

i ."‘ . .
#1598 — | .

3 ' eoow -+ Lectina
27704
20537 } B
15204 - S

§456

Figura 7: Electroforesis en condiciones desnaturalizanies. Calle 1: Linea 2, Calle 2: Linea 3; Calle
3: Linea 4; Calle 4: Linea 5, Calle 5. Marcador de peso molecular; Calle 6: Linea 6; Calle 7: Linea
7. Calle 8: Linea 8, Calle 9: Linea 9 y Calle 10: Linea 10.
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4. Determinacion del contenido de lectinas

Durante varias décadas, las lectinas de plantas fueron consideradas
sustancias toxicas para las células y los animales denominandose factores
antinutricionales. Sin embargo, estudios recientes han demostrado gue poseen
un efecto inhibidor en el desarrollo del cancer y hay una tendencia actual en [a
utilizacién de lectinas vegetales en la lucha contra éste (Liu et al., 2010).

El contenido de lectinas en las nueve lineas fue determinado midiendo la
actividad hemoaglutinante de los extractos en DMSQ 50%v/v. La minima
cantidad de lectinas que es capaz de aglutinar eritrocitos es de 2 pg/mL {(Rinderle
et al., 1989).

Enla Tabla 4 se puede observar que las lineas con mayor cantidad de iectina
fueron las 7, 9 y 10 La linea 7 expresd aproximadamente 8 veces mas el
contenido de lectinas con respecto a las lineas 2, 3, 4, 5y 6; y 1,56 veces mas
que las lineas 9 y 10. No obstante, las lineas 9 y 10 tambien presentan un
contenido de lectinas superior a las lineas 2, 3, 4, 5, 6 y 8 Estos resultados
tambien demuestran que a mayor solubilizacion de proteinas en el solvente
dimetilsulfoxido, Ia cantidad de lectinas es mayor. Esto podria deberse al caracter
hidrofdbico caracteristico de este tipo de proteinas. Koeppe & Rupnow (1988)
determinaron el contenido de lectinas en diferentes especies de Amaranthus.
Los valores de aglutininas obtenidos en las lineas 7, 8, 9 y 10 estan en el mismo
orden a los descripto por estos autores, sin embargo, en las lineas 2, 3,4, 5y 6
los mg de lectina/mg de proteinas son de un orden menor. No obstante, estas
lineas podrian ser consideradas en futuras investigaciones, dado que el
contenido de proteinas es similar al parental A cruenfus. En relacion, su menor
contenido de lectinas podria ser un aspecto a considerar ya que estas proteinas

también han sido descriptas como factores antinutricionales.

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
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Tabla 4: Contenido de lectinas en lineas seleccionadas.

Lectina
Proteinas
: w3 (mg de
Lineas Dilucion Solubles
lectina/img de p > 0,05
{ng/mL) ,
proteina total)
i 5 1-:02 248 0,065 a
2 1:02 306 0,052 ab
4 1:.02 308 0,052 ab
6 1:02 348 0,046 ab
3 1.02 354 0,045 ab
8 1:08 405 0,158 abc
9 1:16 469 0,273 b ¢
10 1:16 488 0.262 b c
7 1:32 599 Q427 C

Se realizaron Jos analisis estadisticos ANOVA y Tukey.

A partir de los resultados obtenidos por actividad hemoaglutinante las lineas
7, 9 y 10 fueron seleccionadas para determinar su valor nutritivo por su alto

contenido de lectinas.

5. Composicion nutricional de las harinas integrales en linecas 7,9y 10

La composicion nutricional de las harinas de las lineas 7, 9 y 10 fue
determinada (Fig. 8) y el valor nutritive fue estimado (Fig. 9). De esta manera, se
pudo comparar la composicion centesimal de las lineas con sus parentales

Amaranthus cruentus cultivar Mexicano y Amaranthus hybridus L. (Fig. 6).

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
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Figura 8: Composicion centesimal de lineas seleccionadas: a) Linea 7; b} Linea @ y ¢) Linea
10.Los resultados se expresan como porcentaje en base seca y son el promedio de tres

determinaciones independientes.

En la figura 8 se observa que la harina de la linea 10 es la que mayor
contenido de proteinas mostré (16,5 + 0,1%) sin embargo, no se observa una
correlacion directa entre el contenido total de proteinas y el contenido de lectinas
extraidas con el solvente dimetilsulfoxide 50 %v/v. De estos resultados también
puede deducirse que el contenido de lipidos es del orden del parental A

cruentus. Este parametro es importante que sea menor al 10% ya que los lipidos

Alumno: Cayuqueo Victor Esteban.
TEMA: “Evaluacion y seleccion de lineas de Amaranto {(Amaranthus spp.) de
interés biologico”. 26
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pueden afectar la durabilidad de las harinas. Los resultados obtenidos se
encuentran en el rango de valores que han sido determinados para el género
Amaranthus segun lo establece el Codigo Alimentario Argentino.

Sobre la base de estos resultados es posible calcular el valor energético de
las harinas integrales de las 3 lineas seleccionadas {7, 9y 10).

El valor energetico o calérico de las harinas proporciona una medida de la
cantidad de energia maxima que proporciona la misma. La figura 9 muestra el
valor energetico de las harinas integrales de las lineas 7, 9 y 10 asi como
también, el de los parentales. Las tres lineas no presentan diferencias entre ellas
ni con el parental A cruentus mostrando un valor energético inferior que A.
hybridus (aproximadamente 50 Cal/100 g menos). La diferencia con A. hybridus
se debe principalmente a que e! contenido de lipidos en este es

aproximadamente un 100 % mayor que A. cruentus y las lineas seleccionadas.

600

S00

400
300
00
10
0

A croentus A bylnidus Linea 7 Linea 9 Linea 10

Valor Nutritivo
(Cal/100g)

=

Figura 2: Valor nutritivo de lineas seleccionadas y comparacion con los parentales (A. cruentus
y A. hybridus).
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CONCLUSIONES

1. Se observaron diferencias tanto en el contenido de aceite como de
proteinas de los parentales.

2. Encuanto al contenido de proteinas, las lineas 4 y 9 mostraron diferencias
con respecto a sus parentales, mientras que las lineas 2, 3,4,5,6,8 y 10
se aproximan con el parental A. cruentus y fa linea 7 se corresponde con
A. hybridus.

3. Los pertfiles eiectroforéticos de todos los aislados proteicos mostraron la
presencia de una banda de 35 kDa gue corresponderia al monomero de
lectina.

4. Las lineas 7, 9 y 10 fueron las que mayor actividad hemoaglutinante
mostraron y fueron seleccionadas por alte contenido de lectinas.

5. Ei contenido de proteinas solubles en DMSO (50% v/v) es proporcional a
la cantidad de hemoaglutininas en el extracto.

6. Los valores energeticos de las lineas seleccionadas se asemejan mas a

uno de sus parentales (A. cruentus).

Alumng: Cayugueo Victor Esteban.
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