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5. PROTEOMICA VEGETAL

Analisis mediante electroforesis bidimensional de las diferencias de expresion
proteica producidas durante la maduracion del fruto y entre especies cultivadas
(Fragaria x ananassa) y silvestres (Fragaria vesca) de fresa
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Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica. Universidad de Malaga. Espafa.

Introduccion

Hasta ahora Gnicamente se han publicado dos
estudios de proteémica de fresa, y en ellos sélo
se analizaron diferencias entre frutos maduros de
diferentes variedades (Hjerng et al., 2006; Alm et
al., 2007). Mediante electroforesis bidimensional
hemos estudiado los cambios proteicos que ocurren
en la transicion de fruto verde a maduro, asi como
las diferencias que existen entre frutos rojos de es-
pecies cultivadas (Fragaria x ananassa) y silvestres
(Fragaria vesca).

Material y métodos

La extraccion de proteinas de frutos de fresa se
optimiz6 solubilizando las proteinas en fenol (Sa-
ravanan y Rose, 2004; Zheng et al., 2007). Para la
generacion de los geles bidimensionales se emplea-
ron tiras con gradiente de pH inmovilizado de 7 cm
y 17 ¢cm, de rangos de pH 3-10 lineal y 5-8 lineal.
Los geles se tifieron con Azul de Coomassie y se
analizaron las imagenes de tres réplicas de cada uno
de ellos con el programa informéatico PDQuest, bus-
candose proteinas de diferente abundancia entre los
extractos estudiados. Las proteinas seleccionadas se
analizaron mediante MALDI-MS/MS para obtener
la huella peptidica, y las busquedas se realizaron con
MASCOT en las bases de datos MSDB y FREST
(base de datos de ESTs de fresa).

Resultados

Los primeros experimentos se centraron en el pro-
ceso de maduracidn, y los primeros geles bidimensio-
nales (rango 3-10 lineal, 7 cm) permitieron comprobar
la reproducibilidad tanto entre diferentes extracciones
proteicas, como entre duplicados, y en diferentes apa-

ratos de isoelectroenfoque. Los geles analiticos corres-
pondientes a los estados de maduracion verde y rojo
maduro se generaron con tiras con gradiente de pH
inmovilizado de rangos 3-10 6 5-8, ambos de 17 cm.
Las tinciones con Azul de Coomassie permitieron re-
solver unos 400 puntos proteicos con pl entre 5y 8,y
masa molecular comprendida entre 15 kDa y 90 kDa.
Las imagenes de los geles se analizaron con el fin de
seleccionar proteinas expresadas mas de diez veces en
frutos verdes o rojos, para su posterior identificacion
por espectrometria de masas. Siguiendo la misma
metodologia se analizaron extractos de proteinas pro-
cedentes de frutos maduros de una variedad comercial
(Fragaria x ananassa, cv. Camarosa) y de una especie
silvestre (Fragaria vesca) de fresa. La comparacion
de estos geles mostré numerosas diferencias tanto
cualitativas como cuantitativas.

Conclusiones

El analisis de las proteinas seleccionadas por
su expresion diferencial entre frutos verdes y rojos,
ha permitido la identificacion de diversas proteinas
involucradas en la maduracion del fruto de fresa.
Con el programa informéatico PDQuest se han iden-
tificado 54 proteinas cuyo contenido en frutos ma-
duros es superior en mas de diez veces al contenido
de los frutos verdes. Se han analizado 10 proteinas
presentes en frutos verdes y ausentes en frutos rojos
de fresa, identificandose con éxito el 30% de ellas.
Por otro lado, se ha identificado con éxito el 53.6%
de las 41 proteinas mas abundantes en frutos rojos
analizadas (21 proteinas ausentes en frutos verdes
y 20 proteinas 10 veces mas abundantes en frutos
rojos). Entre éstas, destacan proteinas relacionadas
con la maduracion del fruto de fresa, como son una
quinona oxidorreductasa, una chalcona sintasa, y
una dioxigenasa.
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Anélisis protedmico de la respuesta temprana al establecimiento bajo condiciones
de estrés hidrico en Pinus halepensis MILL
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Resumen

Los climas mediterraneos semiaridos son espe-
cialmente limitantes para el establecimiento de repo-
blaciones forestales (Ceballos et al., 2004), siendo
el déficit hidrico, asociado a otros factores como las
altas temperaturas, el déficit de presién de vapor o las
elevadas radiaciones la causa principal de mortalidad
de la planta (Calamassi et al., 2001). Pinus hale-
pensis Mill. es capaz de sobrevivir en situaciones
de fuerte estrés hidrico siendo una de las especies
mas utilizadas en los programas de reforestacion del
sureste espafiol (Peman y Navarro, 1998).

La protedmica, a través del estudio de las protei-
nas presentes en una unidad biolégica, bajo condi-
ciones ambientales determinadas, constituye un buen
indicador del estado fisioldgico de la planta (Canovas
et al., 2004., Rossignol et al., 2006) y predictor de su
respuesta a estrés (Jorge et al., 2006). El objetivo de
este trabajo es aplicar la protedmica para el estudio
del efecto de la fecha de plantacién sobre una repo-
blacion de Pinus halepensis en el levante espafiol.

Se ensayaron dos fechas de plantacion, una
temprana (noviembre 2005) y una tardia (enero de
2006). Durante el primer afio se estudi6 la influen-
cia de la fecha de plantacion sobre las variables
supervivencia, crecimiento, potenciales hidricos,
capacidad fotosintética a traves de la fluorescencia
de la clorofila y sobre la expresion de proteinas. La

extraccion se realizé mediante el protocolo de Da-
merval (1986), tras la cual se realiz6 la separacion
de las proteinas mediante electroforesis bidimen-
sional en gel de poliacrialmida al 13%. Los geles
resultantes se digitalizaron y analizaron mediante
la aplicacién informatica PD-Quest (Bio-Rad). La
fecha de plantacion tuvo efecto sobre las variables
crecimiento y potencial hidrico, no siendo notable
su influencia sobre la supervivencia o la fluorescen-
cia de la clorofila. Mediante el analisis protedbmico
se encontraron algunas diferencias a nivel de expre-
sion de algunas proteinas que pueden servir como
marcadores moleculares de estrés hidrico.
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