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RESUMEN

En México el frijol es el grano fundamental de la dieta de
la poblacion por muchos siglos. Las caracteristicas
distintivas de los genotipos frijol pueden ser el resultado de
la composicién proteica de cada uno de ellos y la
protebmica es una herramienta que incluye la
caracterizacion de la expresién de las proteinas y de sus
propiedades funcionales y estructurales. Se empleo esta
estrategia para caracterizar tres principales materiales de
frijol cultivados en Sinaloa. Se optimizd un método de
extraccion basado en precipitacion con TCA/acetona, que
permitié el andlisis bidimensional de proteinas. Al
comparar los genotipos Azufrado Regional 87, Azufrado
Higuera y Noroeste: se encontrd que existe una mayor
homogeneidad entre las variedades Az. Higuera y Az.
Noroeste, pero no asi entre estas y la variedad Az. Regional
87. Este trabajo puede considerarse como el primer reporte
donde se emplea protedmica para caracterizar granos de
frijol.

Palabras clave: Variacion genética, faseolina, glicinina,
electroforesis, extraccion de proteinas.

SUMMARY

In Mexico, common bean grain has been used for centuries
in  Mexican population diet. The organoleptic and
nutritional properties and other characteristics are related to
protein composition. Proteomics approaches have been
employed to detected genetic variation of soybean and other
crops, but there is not a report of this technologies applied
to common beans. The proteomics characterization of three
genotypes of common bean produced in Sinaloa was
realized. The genotypes: Azufrado Higuera, Azufrado
Noroeste and Azufrado Regional 87 were evaluated. A
protein extraction protocol based on TCA/acetone
precipitations was optimized in order to perform Two-
dimensional gel electrophoresis. Gels analysis shown
significant differences between all the genotypes, but a
strong homology was detected between Azufrado Higuera
and Azufrado Noroeste seed storage proteins, but not with
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Azufrado Regional 87. These results are the first attempt to
employ proteomics technique to common beans studies.
Key Word: Genetic variation, faseolin, glycinin,
electrophoresis, protein extraction.

INTRODUCCION

El frijol es la leguminosa alimenticia mas
importante para cerca de 300 millones de
personas, que en su mayoria viven en paises en
desarrollo. El frijol se considera como la
segunda fuente de proteina en Africa y la cuarta
en América tropical. Genera ingresos para
millones de pequefios agricultores, a tal grado
gue la produccion mundial anual es de cerca de
US $11 mil millones. La mayor parte de la
produccién mundial se destina a abastecer la
demanda interna de los paises productores. A
nivel mundial, a partir de la década de los 90s la
superficie sembrada de frijol ha experimentado
una disminucion aproximada del 13%. Sin
embargo, el comportamiento de la produccion vy,
por consiguiente, la productividad, no han
desarrollado la misma tendencia, ya que estas
dos se han incrementado a través del tiempo en
los paises que se dedican a este cultivo, debido a
la utilizacion de variedades mejoradas de mayor
produccién en los paises que orientan su
produccién hacia la exportacion (Myanmar,
China y Estados Unidos) (Velazquez et al.,
2005).

En frijol comln se ha reportado contenidos de

proteina de 16-33% (Meiners et al., 1976). La
variacion genética del porcentaje de proteina
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depende de los genes que controlan la sintesis y
acumulacion de una fraccién especifica de
proteina y de genes que controlan otros factores
como el suministro de nutrimentos, vigor de la
planta, maduracién, tamafio y rendimiento de la
semilla, y la acumulacién y sintesis de almiddon
en la semilla (Osborn y Brown, 1988). La
localizacion geografica y la época de
crecimiento juegan un papel determinante en el
contenido de proteina; estos factores deben ser
considerados al analizar el control genético del
contenido de proteina para determinar en qué
grado las diferencias observadas tienen causas
genéticas o ambientales La proteina de reserva
mayoritaria corresponde a una globulina 7S
(soluble en soluciones salinas) denominada
faseolina (Sathe et al., 1984).

La calidad nutricional de las proteinas es
influenciada por el patron de los aminoacidos y
la digestibilidad, asi como la cantidad y calidad
de otras proteinas consumidas; el frijol se
caracteriza por su deficiencia en aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina) y triptéfano.
Estos componentes presentan baja digestibilidad
in vitro debido a la presencia de inhibidores de
proteasas. Los complejos almidén-proteina, las
interacciones proteina-proteina y la presencia de
fitatos y taninos (Bressani, 1975; Romero y
Ryan, 1978). Ademas, la estructura y la
presencia de otros componentes de la semilla
(almidon, hemicelulosa, minerales, polifenoles)
tienen efecto en la digestibilidad (Desphande et
al., 1989). La digestibilidad del frijol fresco
oscila de 25 a 60%, pero el frijol cocido presenta
un rango de 65-85% dependiendo de la variedad
y del método de coccidn utilizado (Chang et al.,
1981). A pesar de la gran importancia del
cultivo, la caracterizacion de proteinas entre
genotipos no ha sido cubierta, salvo lo referente
a proteinas particulares como el caso de las
faseolinas o argelinas (Montoya et al., 2008).

Las principales proteinas en la semilla de frijol
comin son denominadas faseolina, lectinas y
argelinas (Osborn y Brown, 1988). La faseolina
es la principal fraccion proteinica del frijol
cultivado y representa 40-60% de la proteina
total. Es una globulina soluble en soluciones
salinas (NaCl 0.5M) a casi cualquier pH. La
faseolina est4 glicosilada con 3-5% de azucares
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y contiene residuos acidos y aminas, y alrededor
del 1% de residuos que contienen azufre (Sun y
Tall, 1975).

Ademés de las mencionadas, se han descrito
otras proteinas de frijol comun fraccionaron las
proteinas de frijol comin de varios cultivares
lineas, basadndose en su solubilidad. Como
porcentaje de la proteina total, estas lineas
contienen 36-46% de globulina-1 (faseolina), 5-
12% de globulina-2  (predominantemente
lectinas), 12-16% de albdminas, 2-4% de
prolaminas y 20-30% de proteina soluble en
alcalina. Sathe et al., (1985), reportd que las
alblminas y las globulinas representaban 21.2 y
71.4% respectivamente, de las proteinas totales
de frijol (Ma y Bliss, 1978).

Las argelinas son proteinas que fueron
localizadas en el frijol comun silvestre en la
poblacion de Argelia (Guerrero, MEéxico),
aunque también pueden encontrarse en lineas
que contienen faseolina y lectinas; precipitan
como una proteina G2 aunque se ha reportado su
presencia en albdminas y globulinas (Romero-
Andreas et al., 1986). Poseen subunidades con
pesos moleculares entre 35 kDa y 42 kDa,
dependiendo de la variante, la proteina nativa
tiene un peso molecular de 80 kDa,
correspondiendo a un dimero de subunidades
polipeptidicas, las dos proteinas tiene pesos
moleculares similares y casi idéntico peso
molecular cuando deglicosiladas. La
composicion quimica de las argelinas contiene
mas metionina, cisteina y residuos basicos de
aminodcidos y mas residuos glucosilados
(Osborn y Brown, 1988).

Faseolina es un determinante principal tanto de
cantidad como de la calidad alimenticia de
proteinas en el frijol de siembra. Al igual que
otras proteinas de semilla de la familia de esta
leguminosa, faseolina es deficiente en contener
aminoacidos con azufre, como metionina. Las
proteinas de semilla de cereales generalmente
contienen aminoacidos suficientes con grupos
sulfidrilo, pero son deficientes en otros
aminodcidos esenciales como lisina. El consumo
combinado de  cereales y  legumbres
generalmente alivia estas carencias mutuas que
aseguran una dieta equilibrada cuando los
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cereales y legumbres son consumidos en la
proporcion de 2:1.

La protedmica es la nueva etapa en la
investigacion biolégica que emana naturalmente
de la gendémica y que incluye la caracterizacion
de la expresién de las proteinas codificadas por
un genoma Yy el establecimiento de sus
propiedades funcionales y estructurales. Esta
estrategia ha sido empleada para el estudio de
soya y chicharo para dilucidar diferencias entre
variedades. Esto muestra la capacidad de esta
técnica para determinar diferencias entre
genotipos y tener una mejor caracterizacion de
estos materiales que puedan ser empleado para la
generacién de variedades mejoradas. Esto es una
tecnologia clave para el estudio de sistemas
biolégicos sumamente complejos y dindmicos
(Chen 'y Harmon, 2006). Las principales
tecnologias usadas en la protedmica son las
siguientes: tecnologia reproducible de
electroforesis en geles de dos dimensiones (2D);
tecnologia de tincion y analisis de los geles;
tecnologia para la identificacion de las proteinas,
tal como la espectrometria de masas, bases de
datos (genoma y proteina) (Mojica et al., 2003).

La protedmica ha sido empleada para el estudio
de las diferencias entre genotipos de frijol soya
(Natarajan et al., 2005), donde se encontré e
identifico diferencias en las dos proteinas de
almacenaje  principales:  p-conglicinina vy
glicinina, en semillas soya silvestre (Glycine
soja) y cultivado (Glycine max) de soja. La
mayor parte de las subunidades de B-conglycina
eran bien separado en el pH se extienden 3.0-
10.0, mientras polipéptidos &cidos y basicos
glicinina fueron bien separados en el pH se
extiende 4.0-7.0 y 6.0-11.0, respectivamente.
Aungue el modelo de distribucién total de las
manchas de proteina fuera similar tanto en
genotipos la utilizacién del pH 3.0-10.0,
variaciones en el nimero como en la intensidad
de manchas de proteina fue resuelta usando una
combinacion de pH 4.0-7.0 y el pH 6.0-11.0. El
nimero total de manchas de proteina de
almacenaje descubiertas en genotipos silvestres
y cultivados era aproximadamente 44 y 34,
respectivamente.
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Fukuda et al., (2005), estudiaron soya cultivada
(Glicine max) y soya silvestre (Glicine soja)
estas pueden ser cruzadas con ellos para producir
descendencia fértil. Lo anterior con el objeto de
incrementar la variacion mayor genética,
sugiriendo la posibilidad que soya silvestre
contienen  proteinas de almacenaje  con
propiedades diferentes y de mejor calidad que
las encontradas en las variedades cultivadas. Se
analizo el patrén electroforético de 390 lineas de
soya silvestre y se encontraron algunas lineas
que con variantes electroforéticas de las
principales glublinas: glicinina y la subunidad B-
conglicinina: una linea que contiene una pequefia
subunidad alfa de B-conglicinina y dos y cinco
lineas que contienen subunidad A3 pequefia y
subunidad Ad grandes de glicinina,
respectivamente. Estas variaciones de las pB-
Conglicinina y glicinina encontradas en las
variedades silvestres tienen el potencial de ser
empleados en el mejoramiento genético de
variedades cultivadas de soya, con el objetivo de
impartir nuevas propiedades a las proteinas de
este grano.

Natarajan et al., (2005), reportaron el andlisis
proteébmico para la separacion, identificaciéon y
la comparacion de dos proteinas principales de
almacenaje: f-conglicina y glicinina, en semillas
de soya silvestre (Glicina soya) y cultivado
(Glicina max). La mayor parte de las
subunidades de B-conglycina se separaron en el
pH 3.0-10.0, mientras polipéptidos acidos y
basicos glicinina fueron bien separados en el pH
que se extiende 4.0-7.0 y 6.0-11.0,
respectivamente.  Aunque el modelo de
distribucién total de spots de proteina fue similar
tanto en genotipos la utilizacion del pH 3.0-10.0,
las variaciones en el numero como en la
intensidad de los spots de proteina fue resuelta
usando una combinacion de pH 4.0-7.0 y el pH
6.0-11.0. EI nimero total de spots de proteina de
almacenaje descubiertas en genotipos silvestre y
cultivado fue aproximadamente 44 y 34,
respectivamente. Este fue el primer estudio que
reporta la comparacion de los perfiles de
proteina de genotipos de semillas de soya
silvestre y cultivada usando protedmica.

Natarajan et al., (2006), investigaron los perfiles
proteébmicos y geonémicos de glicinina, una
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familia de proteinas de almacenaje en 16
diferentes genotipos de soya. Observaron la
variacion considerable en las cinco subunidades
glicinina, G1, G2 G3, G4 y G5 usando el analisis
protedbmico y gendmico. El analisis mostrd que
genotipos de soya silvestre muestran una gama
de 25-29 glicinina los spots de proteina que
incluyé tanto polipéptidos acidos como basicos
seguidos de 24-28, moderno con 24e25, y | con
17e23 manchas de proteina. En el Estado de
Sinaloa, el frijol azufrado constituye la principal
variedad cultivada y consumida debido a su
amplia aceptacion del mercado regional. La
demanda de nuevas variedades que cumplan con
las demandas del consumidor y también con
caracteristicas agronémicas deseables. Por lo
anterior, es necesario identificar aquellas
proteinas en el grano responsables de las
propiedades representativas de las variedades de
frijol azufrado producidas en el Estado.

A la fecha no existe reporte del estudio de las
proteinas de grano de frijol a nivel proteémico,
lo anterior permitird estudiar de manera mas
profunda la composicion de las proteinas de
frijol, asi como también las variaciones que
existen entre los genotipos actuales. El presente
trabajo tiene como objetivo  caracterizar
mediante protedmica los principales genotipos
de frijol (Phaseolus vulgaris) cultivados en
Sinaloa, enfocandose en una primera etapa en los
materiales azufrados y demostrar el potencial de
esta técnica en la caracterizacion de este
material.

MATERIALES Y METODOS

Los aislados de proteinas provienen de tres
harinas extraidas de diferentes variedades de
frijol: Azufrado Higuera, Azufrado Noroeste y
Azufrado Regional 87 (Figura 1). Estas
variedades son cultivadas en el Campo
Experimental del Valle del Fuerte del INIFAP en
el Estado de Sinaloa.

Extraccién de proteinas de semillas

Las semillas de frijol fue triturada con mortero y
pistilo en presencia de nitr6geno liquido,
posteriormente fue pulverizado en un molino
(Retsh MM 301) por 5 minutos a velocidad de
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30 oscilaciones/s . La harina fue almacenada a -
70°C. Harina de frijol (0.5 g) fue homogeneizada
con 10 mL de una solucién que contiene &cido
tricloroacético al 10% (p/v) en acetona
suplementado con 2-mercaptoetanol (2-MB) a
0.07% (v/v). La proteina total fue precipitada por
toda la noche a -20 °C. El extracto fue
centrifugado a 20,800g durante 20 minutos a 4
°C en una Centrifuga Avanti-j301, rotor 25.50
(Beckman Coulter). La pastilla fue lavada en dos
ocasiones con acetona que contiene el 0.07%
(v/v) 2-MB. Después de lavar la pastilla fue
centrifugada. Se tiro el sobrenadante y la pastilla
fue secada bajo condiciones de vacio por una
hora. La pastilla ya seca fue resuspendida en 3
ml de amortiguador de lisis (Urea 7 M, Tiourea 2
M, 1% CHAPS y 2 %DTT) de acuerdo a
Natarajan et al., (2006). Para solubilizar las
proteinas se utilizd un sonicador (Ultrasonic
Procesador, Model CP 50) por 30 minutos. La
proteina solubilizada se recuper6 mediante
centrifugacion a 20,800g durante 25 minutos a
20°C, donde se recuperd el sobrenadante que
contiene las proteinas. Las proteinas se
almacenaron en alicuotas de 500uL en tubos
eppendorf las cuales se almacenaron a -70 °C.
Las concentraciones de  proteinas  se
determinaron usando el método de Bradford
(Sigma Bradford Reagment) y las lecturas de
absorbancia (495 nm) se obtuvieron en un lector
multimodal DTX 880 (Beckman Coulter). Como
estandar se empleo albimina de suero bovina
(Sigma-Aldrich).

Azufrado Regional 87

Azufrado Noroeste
Figura 1. Genotipos de frijol Azufrado.
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Electroforesis desnaturalizante (1D SDS-
PAGE)

Con este método las proteinas se separan de
acuerdo a su peso molecular. La proteina total
extraida de las tres distintas harinas se analizd
mediante electroforesis desnaturalizante en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE). 10ug de cada
muestra se  resolvieron bajo condiciones
reductoras (2-BM) y no reductoras en un gel al
10% de acrilamida (Laemmli UK, 1970). Como
marcador de peso molecular se emplearon 5 pL
de BenchMark Protein Ladder. Las proteinas se
separaron en una camara de electroforesis
vertical Miniprotean (Bio-Rad) en geles de 1.5
mm de grosor por 2:45 horas, a 80 V y 80 mA.
Las proteinas separadas se tifieron con solucién
de tincion (azul de Coomassie R-250 (0.1%),
metanol 45 %, &cido acético glacial 45%, con
agitacion suavemente por toda la noche, después
se destifid en solucion de destefiido (acido
acético glacial 10% y metanol 10%), se dejé
agitando por 24 horas. Las proteinas se
fotodocumentaron con el sistema: Chemioc (Bio-
Rad) y las proteinas analizadas con el software
Quantity-One.

Electroforesis Bidimensional (2D-SDS-PAGE)

Con esta técnica las proteinas se separan por su
pH (electroisoenfoque) y por su peso molecular,
esta separacion se hace en presencia de SDS.
Durante el electroisoenfoque (IEF) (1ra.
dimension) las proteinas solubilizadas en buffer
de rehidratacién (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS
4%, trazas de azul de bromofenol, anfolitos,
DTT 40 Mm), 80 ug de proteina /125 pL de
buffer de rehidratacion se aplicaron a tiras de 7
cm y rango de pH 3-10 (ReadyStrip, IPG Strips,
BIO-RAD). Las tiras se cubrieron con aceite
mineral y se enfocaron el sistema Protean IEF
cell (BIO-RAD Laboratorios), a 20 °C, 50
MA/tira, VH 18000. Posterior a la electroforesis
se almacenaron a -20 °C, (Takako, 2005).

Separacion por peso molecular: 2D SDS-
PAGE

Para separar las proteinas en base a su peso
molecular, estas se someten a una etapa de
acondicionamiento para la electroforesis
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desnaturalizante  (SDS-PAGE), donde las
proteinas son tratadas con el detergente SDS y
los grupos disulfuro son bloqueados. Las tiras se
equilibraron con Buffer de equilibrio I (urea 6
M, tris-HCI pH 8.8 5 mM, SDS 2%, glicerol
20%, DTT 2% (p/v)) y Buffer de equilibrio 1l
(urea 6 M, tris-HCI pH 8.8 5 mM, SDS 2%,
glicerol 20%, Yodoacetamina al 2.5% (p/v)). Las
proteinas en las tiras se mantuvieron por 15
minutos en cada solucion. Posteriormente las
tiras se colocaron en la parte superior de un gel
SDS-PAGE al 12%. El gel se corrio por 1:50
horas en una camara de electroforesis, a 80V y
80uA. La visualizacion de proteinas se realizd
como se describié anteriormente. Se realizaran
tres geles por cada muestra. Las imagenes fueron
documentadas como se describié anteriormente
y las imégenes se analizardn con el Software
PDQuest- (Bio-Rad).

RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas de las distintas
harinas de frijol con el método reportado por
Natarajan et al., (2006) fue adecuada en
términos de rendimientos, en la muestra de
harina de la variedad Azufrado Regional 87
mostré la menor concentracién 5.51 pg/uL,
seguido de la harina de Azufrado Higuera con
7.146 pg/uL y con mayor redimiendo la harina
de Azufrado Noroeste con 6.948 pg/pL. Si se
considera que se obtuvieron cerca de 3 mL de
cada una de estas muestras, con el método
empleado se obtuvo suficiente proteina para los
experimentos planteados. Para verificar si las
proteinas no se encuentran degradadas o
determinar si no existen contaminantes, estas se
separaron en un gel bajo condiciones
desnaturalizantes.

Electroforesis  desnaturalizante
PAGE)

(1D-SDS-

En la Figura 2 se muestran las proteinas de los
tres genotipos tanto bajo condiciones reductoras
como no reductoras. Se observd que las
proteinas predominantes que se encuentraron en
las extracciones de los tres genotipos de frijol,
son las proteinas de peso molecular 50 kDa y de
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30 kDa. Las primeras corresponden a la familia
de las proteinas de las faseolinas, mientras en las
otras corresponden al peso molecular de las
lectinas.

Al observar el patrén electroforético de las
proteinas con y sin agente desnaturalizante, se
encontraron pocas diferencias, lo que significa
que las proteinas no estan unidas en gran medida
por puentes disulfuro, entre las variedades se
observan pocas diferencias con la ayuda de estos
geles. Cabe mencionar que la mayoria de los
reportes de caracterizacion de las proteinas de
reserva de frijol se basan en el empleo de este
mismo de electroforesis y se tienen que incluir
materiales muy contrastantes para identificar
diferencias entre ellos; por lo que es de interés
para  determinar  diferencias  empleando
electroforesis bidimensional (2D SDS-PAGE).

Caracterizacion proteémica de granos de frijol azufrado (Phaseolus vulgaris)
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Electroforesis bidimensional (2D-SDS-PAGE)

En la Figura 3 se observan las proteinas de los
tres distintos genotipos separados de acuerdo a
Natarajan et al., (2006), se indica un barrido
horizontal de las proteinas mas abundantes en
los distintos genotipos. Por lo anterior, se
decidié precipitar las proteinas con etanol (1 vol
de muestra: 4 vol de etanol absoluto), y la
proteina se resuspendio con el reactivo: Destreak
Solution (Amersham Bioscience), el cual es
empleado para reducir barridos horizontales.
Después de resuspender las muestras de
proteinas en Destreak Solution y realizar la
separacién bidimensional tal como se realiz6 con
el método original, se continué observando un
barrido horizontal, pero en este caso fue posible
visualizar mas proteinas (Figura 4).
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Figura 2. Electroforesis 1D SDS-PAGE de proteina total de grano de frijol. M, Marcador de Peso Molecular.
Carril 1: Azufrado Regional 87, carril 2: Azufrado Higuera, Carril 3: Azufrado Noroeste. Con 2-
Betamercaptoetanol (+B) y sin 2-Betamercaptoetanol (-B), 10 pug de proteina en cada carril. Las flechas

indican diferencias entre los genotipos.
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En estas muestras probablemente estaban
contaminadas con acidos nucleicos, o0 azucares,
los cuales no permiten la correcta separacién de
las proteinas y genera que se continle
observando un barrido horizontal en las
proteinas méas abundantes, por lo cual se utilizd
el kit 2D Clean-up (Amersham Biosciences) para
eliminar contaminantes de las proteinas. Con
este kit se observé mayor resolucion de proteinas
(Figura 5) y este patrén se observo para los tres
genotipos estudiados. Con este resultado, se
procedio a realizar la electroforesis por triplicado
para el analisis en el programa PDQuest
(BioRad).

Analisis comparativos

La comparacién de resultados se muestra de dos
maneras: una grafica mediante el
sobrelapamiento de geles promedio de dos
variedades en un gel “Master” o en un cuadro,
donde se enumeran la cantidad de proteinas
detectadas diferencialmente. En el andlisis de las
comparacion se describen cuatro resultados:
Cualitativas, que significa que una proteinas esta
presente en un genotipo y en otro no;
Cuantitativas, proteinas que estan presente en
mayor o menor abundancia, pero sin diferencia
estadisticamente significativa; y aquellas que
presentan una significancia estadisticas mediante
la prueba t-student o minimos cuadrados.

Analisis comparativo entre Az. Regional 87 vs
Az. Higuera

En la Figura 6, se muestran los perfiles promedio
de los genotipos Az. Regional 87 y Az. Higuera
(Figura 6A y 6B, respectivamente). En la Figura
también se observan las diferencias encontradas
en el andlisis en el gel Master (Figura 6C). En la
Cuadro 1 se muestran los spots identificados
diferencialmente en cada andlisis. 33 proteinas
estan presentes de manera cualitativa y 50 de
manera cuantitativa, con respecto a las proteinas
que presentaron variaciones de manera
significativa 38 fueron por el método t-student y
26 por el método de minimos cuadrados. Se
encuentran grandes diferencias entres estos
genotipos, por lo que las caracteristicas de estas
podran ser de interés, Nataranjan et al., (2006)
reportaron un namero similar de proteinas

Ra Ximhai Vol. 6. Nimero 1, enero - abril 2010, pp. 23-36.

diferenciales en soya al comparar variedades
silvestres contra cultivadas. En nuestro caso la
diferencias encontradas pueden deberse a que en
frijol existen una mayor variabilidad genética
aun en variedades cultivadas.
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Figura 3. Electroforesis bidimensional de

proteinas de frijol azufrado acuerdo a Natarajan
et al (2006). A) Azufrado Regional 87; B)
Azufrado Higuera; C) Azufrado Noroeste. 80 pg
de proteinas fueron aplicadas en tiras de 7 cm de
rango de pH 3-10.

29



Caracterizacion proteémica de granos de frijol azufrado (Phaseolus vulgaris)
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Figura 4. Electroforesis bidimensional de
proteinas tratadas con el reactivo Destreak
Solution. A) Azufrado Regional 87; B) Azufrado
Higuera; C) Azufrado Noroeste. 80 ug de
proteinas fueron aplicadas en tiras de 7 cm de
rango de pH 3-10.

Figura 5. Electroforesis bidimensional de
proteinas tratadas con el kit 2D- Clean Up. A)
Azufrado Regional 87; B) Azufrado Higuera; C)
Azufrado Noroeste. 80 ug de proteinas fueron
aplicadas en tiras de 7 cm de rango de pH 3-10.
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Andlisis  comparativo  entre  Azufrado

Regional 87 vs Azufrado Noroeste

En la Figura 7 se muestra la comparacion de los
geles Master de los genotipos Az. Regional 87 y
Az. Noroeste. En la Figura también se observan
las diferencias encontradas en el analisis. En la
Cuadro 1 se muestran los spots identificados en
cada analisis. 29 proteinas estan presentes de
manera cualitativa y 68 de manera cuantitativa,
con respecto a las proteinas que presentaron
variaciones de manera significativa 34 fueron
por el método t-student y 24 por el método de
minimos cuadrados. En este caso, las diferencias
de proteinas encontradas son muy similares al
caso anterior, como se discutira més adelante,
los patrones electroforéticos de los genotipos Az.
Higuera y Noroeste son muy similares.
Resultando en este caso el frijol Az. Regional 87
el genotipo mas contrastante.
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Andlisis comparativo entre Azufrado Higuera
vs Azufrado Noroeste

En la Figura 8 se muestra la comparacion de los
geles Master de los genotipos Az. Higuera y Az.
Noroeste. También se observan las diferencias
encontradas en el analisis. En la Cuadro 1 se
muestran los spots identificados en cada analisis.
Solamente 2 proteinas estan presentes de manera
cualitativa, es decir que se encuentran en Az.
Higuera y no en Az. Noroeste, ademas, las
proteinas que presentaron variaciones de manera
estadisticamente significativa 6 fueron por el
método t-student (p=0.05) y 6 por el método de
minimos cuadrados (p=0.05), estas diferencias
para dos  materiales  distintos  pueden
considerarse bajas. De las proteinas detectadas
47 fueron de manera cuantitativa. En este caso
las diferencias son pequefias con respecto a los
dos casos anteriores, aun cuando estos dos
genotipos presentan una genealogia distinta
(Rosales-Serna et al.,, 2006), de las tres
variedades estas dos son las mas similares entre
si.

Cuadro 1. Analisis comparativo entre los distintos genotipos.

Anélisis Az. Higuera Az. Regional 87 Az. Regional 87
S S S
Az. Noroeste  Az. Noroeste Az. Higuera

Cualitativas 2 29 33

Cuantitativas 47 68 50

Prueba t-student? 6 34 38

Prueba de minimos 8 24 26

cuadrados!
1p=0.05
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Figura 6. Andlisis comparativo de los genotipos Az. Regional 87 vs Az. Higuera. A) Gel promedio Az. Regional
87; B) Gel Promedio de Az. Higuera. C) Gel Master Az. Regional 87 vs Az. Higuera.
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Figura 7. Andlisis comparativo de los genotipos Az. Regional 87 vs Az. Noroeste. A) Gel promedio Az.
Regional 87; B) Gel Promedio de Az. Noroeste. C) Gel Master Az. Regional 87 vs Az. Noroeste.
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Figura 8. Andlisis comparativo de los genotipos Az. Higuera vs Az. Noroeste. A) Gel promedio Az.
Higuera; B) Gel Promedio de Az. Noroeste. C) Gel Master Az. Higuera vs Az. Noroeste.

CONCLUSIONES

Con el método de Natarajan y colaboradores y
tratando las proteinas con el kit 2D Clean-up, es
posible separar las proteinas en geles 2D SDS-
PAGE para su analisis.

Al comparar los genotipos Azufrado Regional
87, Azufrado Higuera y Noroeste se encontrd
gue existe una mayor homogeneidad entre las
Az. Higuera y Az. Noroeste, pero no asi entre
estas y el genotipo Az. Regional 87.

El analisis protedmico permitird en el futuro la
caracterizacion bidimensional de las proteinas de
los distintos materiales genéticos de frijol con
que se cuenta, y permitirdA su empleo para
encontrar nuevas propiedades nutricionales,
nutracéuticas en distintos materiales y su
incorporacion mediante técnicas de
mejoramiento genético.
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