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Caracterizacion de las proteinas totales de tres ecotipos
de maca (Lepidium peruvianum G. Chacon), mediante
electroforesis unidimensional y bidimensional
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Resumen Objetivo: Caracterizar las proteinas solubles que se encuentran en la raiz del Lepidium
peruvianum G. Chacoén, maca, mediante electroforesis unidimensional y electroforesis
bidimensional. Disefio: Estudio de tipo observacional y transversal. Lugar: Centro
de Investigacién de Bioquimica y Nutricién Alberto Guzman Barrén. Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Per(. Materiales:
Raices de Lepidium peruvianum G. Chacon ‘maca’ de los ecotipos blanco, amarillo
y morado, procedentes de Junin que fueron obtenidas a través de la Universidad
Nacional del Centro del Per(i. Métodos: La extraccion de las proteinas totales solubles
se realizo con una solucidn antioxidante, seguida de electroforesis unidimensional y
bidimensional para su caracterizacién. Principales medidas de resultados: Nimero
de proteinas solubles, peso molecular de las proteinas y puntos isoelectricos de las
proteinas mas abundantes. Resultados: El analisis electroforético unidimensional
mostré predominio de 2 proteinas (72% de las proteinas solubles totales). Una de 22,5
kDa, denominada en el presente trabajo ‘macatina’ (51% de la proteina total); la otra
de 17,0 kDa (21% de la proteina soluble total). El mapa electroforético bidimensional
mostré que tanto la “macatina’ como la proteina de 17,0 kDa son basicas y presentan
3 isdmeros de carga que se distribuyen en un rango de punto isoeléctrico (pl) de
7,1 a 8,2. Conclusiones: Las proteinas solubles mostraron un patrén electroforético
complejo, siendo la macatina la proteina méas abundante.

Palabras clave Lepidium; electroforesis; electroforesis en gel de poliacrilamida; electroforesis gel
bidimensional.

Characterization of three maca (Lepidium ‘maca’ white, yellow and purple ecotypes, collected in
peruvianum G. Chacon) echotypes’ total proteins by Junin and obtained from Universidad Nacional del Centro
unidimensional y bidimensional electrophoresis del Peru. Methods: Soluble total proteins extraction with

an antioxidant solution and characterization by both
Abstract - . - . .

L . . . unidimensional and bidimensional electrophoresis were
Objective: To characterize soluble proteins present in  gone. Main outcome measures: Soluble protein number,
Lepidium peruvianum G. Chacon ‘maca’ root by both  mqjecular weight and most abundant proteins’ isoelectrical
unidimensional and bidimensional electrophoresis.  oints. Results: The unidimensional electrophoretic
De5|.gn: Observational and cross-sect_lonal t){pe study. analysis showed predominance of two proteins (72% of
Setting: Alberto Guzman Barron Biochemistry and  tqta] soluble proteins): one with 22,5 kDa denominated
Nutrition Research Center, Faculty of Medicine, in the present work as “macatina” (51% of the total
UnIVEI_'SId?.:ld Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. protein) and another with 17,0 kDa (21% of total soluble
Materials: Roots of Lepidium peruvianum G. Chacon  protein). The bidimensional electrophoretic map sample

. . . showed that both ‘macatina’and the 17,0 kDa protein are
1 Centro de Investigacion de Bioguimica y Nutricion. Facultad de

Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Perd. basic and display three charge isomers distributed in an

2 Laboratorio de Biologia Molecular. Facultad de Ciencias Bioldgicas, isoelectric point (pl) ranging from 7,1 to 8,2. Conclusions:
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Perd. The soluble proteins ecotypes studied showed a complex
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electrophoretical pattern, being macatina the most
abundant protein.

Key words: Lepidium; electrophoresis; electrophoresis,
polyacrylamide gel; electrophoresis, gel, two-dimensional.

INTRODUCCION

Las raices y tubérculos andinos constituyen un
reservorio de variabilidad genética de gran biodi-
versidad para el mundo. Crecen en los Andes, a
altitudes de 2 400 a 4 800 metros, y por consiguien-
te tienen gran potencial para su introduccién en
otras areas montafiosas donde los cultivos del viejo
mundo no se adaptan (*). Sin embargo, las raices y
tubérculos andinos no han sido tomados en cuenta
en su real magnitud y han sido poco estudiados a
nivel biolégico y bioquimico (*3).

Los cultivos andinos son muy diversos e inclu-
yen granos, leguminosas, tubérculos, raices, frutos
y constituyen una fuente importante de proteinas,
principalmente en la dieta vegetariana de los po-
bladores andinos (*). Sin embargo, actualmente la
produccién y consumo de muchas de esas especies
estan disminuyendo considerablemente, debido a la
influencia de los habitos alimenticios de los paises
desarrollados y a la falta de conocimientos de la
calidad nutritiva de estos cultivos andinos.

Varios estudios han sido realizados, que han
contribuido a la investigacién del valor nutritivo
de las proteinas, principalmente de los granos
andinos Chenopodium quinoa ‘quinua’, Chenopo-
dium pallidicauli ‘kafiiwa’, Amaranthus caudatus
‘kiwicha’ y Lupinus mutabilis ‘tarwi’ (°). Existen
muchos estudios quimico-nutricionales en dife-
rentes ecotipos de maca, en su gran mayoria con
la denominacién botanica de Lepidium meyenii
Walp, para conocer el porcentaje de nutrientes de
esta planta (°). En el presente trabajo se utilizara
la denominacién Lepidium peruvianum G. Chacon,
debido a que los ecotipos analizados provienen del
Departamento de Pasco. Otros trabajos etnobota-
nicos y fitoquimicos encuentran que la maca tiene
propiedades fertilizante, afrodisiaca, revitalizante
y reguladora (’). Sin embargo, es muy escasa la
literatura cientifica en la cual se ha estudiado las
caracteristicas bioquimicas de las proteinas solu-
bles presentes en la raiz de Lepidium peruvianum
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G. Chacon ‘maca’, a pesar de que su consumo ha
aumentado considerablemente en los ultimos afios
(®). Asimismo, se ha caracterizado las proteinas
de otros cultivos andinos, como Ullucus tuberosus
‘olluco’ y Tropeolum tuberosum ‘mashua’, me-
diante técnicas de electroforesis unidimensional y
bidimensional (°).

En cuanto a estudios realizados con las proteinas
de maca, estos son escasos. Existe un estudio en
cual se comunica la composiciéon quimica de los
ecotipos amarillo, rojo y negro de Lepidium meye-
nii Walp (1°). Se sefiala un contenido de proteinas
totales para el ecotipo amarillo de 17,9 g%, el
ecotipo rojo 17,2 g% y el ecotipo negro 16,3 g%.
En otro estudio, encuentran un contenido de 13 g%
para el ecotipo amarillo y 12,8 g% para el ecotipo
morado (*!). La fluctuaciéon del contenido de pro-
teina depende de la variedad y de la fertilidad del
suelo (?). El presente trabajo tiene como objetivo
caracterizar las proteinas solubles que se encuen-
tran en la raiz de la maca, mediante electroforesis
unidimensional y electroforesis bidimensional

METODOS

Se realiz6é un estudio de tipo observacional
y transversal, utilizando para ello las raices de
Lepidium peruvianum G. Chacén ‘maca’ de los
ecotipos blanco, amarillo y morado procedentes
de Junin. Las raices fueron obtenidas a través de
la Universidad Nacional del Centro del Peru.

Para la extraccion de las proteinas solubles to-
tales de las raices de maca se utiliz6 una maquina
extractora y, para evitar la oxidacion, se adicion6
una solucién antioxidante compuesta de sulfito de
sodio al 20% vy bisulfito de sodio al 15%. El extrac-
to fue centrifugado a 3000 rpm, por 10 minutos,
con la finalidad de remover el almidon y demas
restos y el sobrenadante se guard6 en congelacion
a una temperatura de —20°C hasta el momento de
su procesamiento.

Las muestras de proteinas solubles totales de los
tres ecotipos de maca fueron analizadas utilizando
el sistema discontinuo SDS-PAGE (*3). Se tom¢ 1
mL de sobrenadante de maca y se precipité con 4
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volumenes de acetona fria, luego se centrifugd a
3 000 rpm por 5 minutos; se descartd el sobrena-
dante y el sedimento se resuspendid en buffer de
muestra (Tris - HC1 pH 6,8 , 0,5M, SDS 10%,
glicerol 20% y 2-mercaptoetanol 10%); se llevo
a un volumen final de 250 uL, se homogeniz6
completamente y luego se centrifugd a 12 000 rpm,
durante 5 minutos. Se calentd el sobrenadante en
bafio maria, por 3 minutos. Se enfrié con agua,
luego se agregé 5 pul de azul de metileno. Las
muestras fueron aplicadas en un gel de poliacri-
lamida al 15% (SDS - PAGE). La electroforesis
se realiz6 en una camara electroforética de tipo
vertical Migthy Hoefer durante 45 minutos, para lo
cual se us6 una corriente constante de 20 miliampe-
rios. Una vez terminada la corrida electroforética
los geles fueron tefiidos por 20 minutos con una
solucién colorante de azul de Coomassie R-250
al 0,1% metanol: agua: acido acético (5:5:1) y se
decolor6 por difusién en una solucién decolorante
de metanol: 4dcido acético: agua (5:7:88). Como
marcadores de peso molecular se usé albimina
de bovino 66 kilodaltons (kDa), ovoalbimina (45
kDa), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36
kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa), tripsindégeno
de bovino (24 kDa), inhibidor de tripsina (20,1
kDa) y lacto albiimina (14,2 kDa). Los geles tefii-
dos fueron analizados en un densitémetro, para la
determinacién de las proporciones de las proteinas
de cada uno de los ecotipos de maca.

Las muestras de proteinas solubles totales de
raiz de maca fueron analizadas utilizando el sistema
de IEF/SDS-PAGE ('*). Se pes6 3 mg del preci-
pitado de acetona y se resuspendio en 100 uL de
buffer de solubilizacién O9M turea, 5% NP40, 1%
2- mercaptoetanol, 2% anfolitos pH 3-10 y se los
separ6 en la primera dimensiéon mediante isoelec-
troenfoque en tubo con gradiente de pH, para lo
cual se utiliz6 anfolitos con rango de pH de 3 a 10.
Las condiciones de corrida fueron de 300 voltios
durante 40 minutos. En la segunda dimension, se
empled el método electroforético SDS/PAGE. La
concentracién del gel de apilamiento fue de 5%
y la concentracién del gel de separacion de 15%.
Las condiciones de corrida fueron de 20 mA para
el gel de apilamiento y 40 mA para el gel de se-
paracion. Los geles fueron coloreados con azul de
Coomassie R-250.

RESULTADOS

Respecto al analisis electroforético, la Figura 1
muestra los patrones electroforéticos unidimensio-
nales obtenidos mediante sistema de gel denaturante
SDS-PAGE, de la proteina soluble total de los 3
ecotipos de maca; dichos patrones electroforéticos
son muy similares. La linea 1 determina el estan-
dar de peso molecular para proteinas, la linea 2
muestra el patron electroforético de las proteinas
del ecotipo amarillo, las lineas 3 y 4 exhiben los
patrones electroforéticos de los ecotipos morado y
blanco, respectivamente. Para todos los ecotipos,
se observa que los polipéptidos mas abundantes
son los de peso molecular bajo. El polipéptido
mas prominente en los 3 ecotipos analizados tiene
un peso molecular aproximado de 22,5 kDa; el
segundo polipéptido mas abundante presenta un
peso molecular de 17,0 kDa; el tercer polipéptido
méas abundante tiene un peso molecular de 15,5
kDa y luego le siguen los polipéptidos de 10,2 kDa
y 5,3 kDa, que se encuentran en menor cantidad
(Figura 2).
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Figura 1. Gel denaturante de poliacrilamida (SDS/PAGE) de
las proteinas totales solubles de raiz de maca: 1) Marcadores
de peso molecular , 2) Proteina total soluble de maca
‘amarilla’, 3) Proteina total soluble de maca ‘morada’,

4) proteina total soluble de maca ‘blanca’.
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Figura 2. Perfiles obtenidos mediante densitometria de los
patrones eletroforéticos unidimensionales de los ecotipos de
maca. Las flechas sefialan los picos que corresponden a las
proteinas de 22,5 kDa y 17,0 kDa.

La Figura 2 ademas nos muestra los resulta-
dos del analisis densitométrico de los 3 ecotipos
de maca. En el ecotipo blanco la proteina mas
abundante de 22,5 kDa constituye el 51,3% de
la proteina soluble total; en el ecotipo morado, el
50,6%, y el ecotipo amarillo, el 38,7 % . La segunda
proteina mas abundante de 17,0 kDa constituye el
20,8% en el ecotipo blanco, 20,9% en el ecotipo
morado y 22,6% en el ecotipo amarillo.

La Figura 3 muestra el mapa electroforético bi-
dimensional de la proteina total del ecotipo blanco
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obtenido usando isoelectroenfoque (IEF) en la pri-
mera dimension y un gel denaturante (SDS-PAGE)
en la segunda dimensién. El mapa bidimensional
no es muy complejo, pero revela caracteristicas
interesantes de las proteinas mas abundantes de
maca. El mapa bidimensional muestra que los pun-
tos isoeléctricos de las proteinas mas abundantes de
maca con pesos moleculares de 22,5 kD y 17,0 kD
se distribuyen en un rango de puntos isoeléctricos
de 7,1 a 8,2. Ambas proteinas presentan microhe-
terogeneidad de carga, con tres isémeros de carga
cada una. También muestra que la proteina de 15,5
kDa es de caracter acido y tiene dos isdémeros de
carga. Por ultimo, muestra que el polipéptido de
5,3 kDa también es de caracter acido. Los mapas
bidimensionales de las proteinas totales de los eco-
tipos morado y amarillo fueron similares.

DISCUSION

En el presente estudio se ha evidenciado que los
patrones electroforéticos de las proteinas solubles
de los ecotipos blanco, morado y amarillo de raiz
de maca son muy similares, cuando son separados
mediante electroforesis denaturante (SDS-PAGE).
Similares resultados han sido encontrados en los
estudios realizados en otros cultivos andinos,
como la oca ('), mashua (*¢). Con respecto a la
proteina més abundante de la raiz de maca, a la
que hemos designado el nombre de ‘macatina’ en
el presente trabajo, se ha determinado que tiene
un peso molecular aproximado de 22,5 kDa en
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Figura 3. Mapa electroforético bidimensional de las
proteinas solubles totales del ecotipo blanco obtenido usando
isoelectroenfoque (IEF) en la primera dimension y un gel
denaturante (SDS-PAGE) en la segunda dimension.
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los 3 ecotipos analizados y constituye entre 38 %
y 51% de la proteina soluble total de maca. Las
proteinas de otros cultivos andinos han sido purifi-
cadas de los 6rganos vegetativos de almacenamien-
to y caracterizadas bioquimicamente. En Oxalis
tuberosa, ‘oca’, se ha purificado la ocatina, que
constituye 40% a 60% de la proteina total soluble
de los tubérculos de oca; tiene un peso molecular
aparente de 18 kDa y se ha demostrado que inhibe
en crecimiento de varias bacterias fitopatogénicas
y de hongos (*°). Se ha sido purificado de los tu-
bérculos Solanun tuberosum, ‘papa’, la patatina,
con un peso molecular aparente de 40 kDa y que
constituye el 40% de la proteina total soluble ('7).
Varias comunicaciones indican que la patatina es
una glicoproteina que tiene actividad enzimatica
('®), propiedades antifingicas (*°) y antioxidantes
(*®). Por 1ltimo, en las semillas de maca se ha de-
mostrado péptidos con actividad antifingica (*!).
An no se ha hallado si la “‘macatina’ posee alguna
de las propiedades anteriormente mencionadas, que
es comun a las proteinas mas abundantes de los
Organos vegetativos de almacenamiento de otros
cultivos andinos.

Otra caracteristica a destacar en el mapa electro-
forético bidimensional es la existencia de 3 isofor-
mas, tanto en la macatina como en la proteina de
17,0 kDa, que presentan puntos isoeléctricos muy
parecidos. Esta caracteristica podria deberse a la
existencia de una familia de genes relacionados de
macatina (**), a un mecanismo de procesamiento
alternativo a nivel pre-mRNA de la macatina (*)
o por una modificacién post-traduccional, que
implicaria la pérdida de un fragmento peptidico
de la macatina recientemente sintetizada (**). Esta
caracteristica es inusual y no se ha encontrado en
los mapas electroforéticos bidimensionales de otros
cultivos andinos, como Solanum tuberosum ‘papa’
() y Oxalis tuberosa ‘oca’ (*°).

Desde el punto de vista nutricional, distintos
trabajos han determinado que la maca muestra un
perfil excelente de aminoacidos (*°). Responsables
de este excelente balance de aminoacidos esenciales
son las proteinas que estan presentes en la raiz de
maca. Por consiguiente, es muy factible que la
proteina macatina de 22,5 kDa y la proteina de 17,0
kDa, identificadas y parcialmente caracterizadas en

el presente trabajo y que constituyen el 70% de la
proteina total de maca, sean ricas en aminoacidos
esenciales. Los genes que codifican para estas pro-
teinas podrian ser excelentes candidatos para ser
utilizados biotecnolégicamente en el mejoramiento
de la calidad nutricional de otras especies comesti-
bles con contenido bajo de amino4cidos esenciales.
Esto permitira redescubrir el enorme potencial de
la maca y su contribucién a la biotecnologia.
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