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de otras especies de dec&aacute;podos comerciales pr&oacute;ximas
filogen&eacute;ticamente. Estas prote&iacute;nas sarcopl&aacute;smicas se
separaron por electroforesis bidimensional, y se seleccion&oacute; un spot presente en los geles de todas las especies estudiadas, identificado como Arginina Kinasa.
Este spot fue recortado de cada gel y digerido in situ
con tripsina, (Jensen et al., 1999), y una fracci&oacute;n de
los p&eacute;ptidos resultantes de la digesti&oacute;n de cada spot
fue analizada mediante espectrometr&iacute;a de masas con
fuente de ionizaci&oacute;n tipo MALDI y analizador de
tiempo de vuelo, para obtener su huella pept&iacute;dica e
identificar la presencia de p&eacute;ptidos espec&iacute;ficos de P.
muelleri. Una vez que estos p&eacute;ptidos fueron identificados, se analiz&oacute; otra fracci&oacute;n mediante cromatograf&iacute;a
l&iacute;quida en fase reversa acoplada a espectrometr&iacute;a de
masas trampa i&oacute;nica e ionizaci&oacute;n por electrospray
(HPLC-ESI-IT MS) o mediante nanospray (nESIIT MS) (Pi&ntilde;eiro et al., 2001). Se obtuvieron as&iacute; los
espectros de fragmentaci&oacute;n de los p&eacute;ptidos diferenciadores, que debido a la ausencia de informaci&oacute;n de
P. muelleri en las bases de datos, fueron analizados
mediante secuenciaci&oacute;n de novo con interpretaci&oacute;n
manual, obteni&eacute;ndose as&iacute; su secuencia aminoac&iacute;dica.
Resultados y conclusiones
Aunque se observ&oacute; poca variabilidad entre las
especies estudiadas, se detectaron y caraterizaron 3
p&eacute;ptidos presentes &uacute;nicamente en P. muelleri. En la
Figura 1 se presenta el espectro de fragmentaci&oacute;n de
PROTE&Oacute;MICA • N&Uacute;MERO 1 • FEBRERO 2008
uno de ellos, de 1130.6 Da. Se concluye que estos
p&eacute;ptidos pueden utilizarse como marcadores para
identificar esta especie.
Fig. 1. Espectro MS/MS de un p&eacute;ptido espec&iacute;fico de P.
muelleri.
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Prote&oacute;mica de familias multig&eacute;nicas de especies poco representadas en bases de
datos: polifenol oxidasas de n&iacute;spero (Eriobotrya japonica)
Sell&eacute;s-Marchart S1, Luque I2, Casado-Vela J3, Mart&iacute;nez-Esteso MJ1, Bru-Mart&iacute;nez R1.
1
Grupo de Prote&oacute;mica y Gen&oacute;mica Funcional de Plantas. Departamento de Agroqu&iacute;mica y Bioqu&iacute;mica.
Facultad de Ciencias. Universidad de Alicante. Campus de San Vicente del Raspeig. Apdo.99. E-03080
Alicante (Spain). Telefono: +34 965903400, Fax: 965903880 e-mail:[email protected]. 2Instituto de
Bioqu&iacute;mica Vegetal y Fotos&iacute;ntesis Avda. Am&eacute;rico Vespucio 49.41092 -Sevilla. Spain. 3Unidad de tecnolog&iacute;a
de prote&iacute;nas. Centro Nacional de investigaciones oncol&oacute;gicas (CNIO). Madrid.
Introducci&oacute;n
El an&aacute;lisis de prote&iacute;nas de especies poco representadas en bases de datos y la presencia de fami-
lias multig&eacute;nicas en eucariotas dificultan e incluso
previenen la identificaci&oacute;n del origen g&eacute;nico de
la prote&iacute;na, el cual proporciona una informaci&oacute;n
valiosa para comprender el proceso biol&oacute;gico en
57
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el que participa. Nosotros hemos desarrollado una
estrategia para solucionar este problema con la familia multigenica de polifenol oxidasa (PPO) en el
fruto de n&iacute;spero que combina fuentes prote&oacute;micas
y bioinform&aacute;ticas, las cuales nos permiten obtener
informaci&oacute;n del origen g&eacute;nico de la PPO.
Material y m&eacute;todos
Las fracciones de PPO- soluble, particulada y
latente pura- del fruto de n&iacute;spero se prepararon de
acuerdo a (Sell&eacute;s et al., 2006). La extracci&oacute;n de prote&iacute;nas se realiza en varios pasos usando TCA/DXC y
fenol/acetato am&oacute;nico/metanol. Las bandas de inter&eacute;s
son digeridas con tripsina usando el equipo de digesti&oacute;n ProGest. Los p&eacute;ptidos extra&iacute;dos se analizan por
LC-MS/MS usando el sistema de Agilent 1100 series
nano-HPLC en l&iacute;nea con un espectr&oacute;metro de trampa
de iones XCT plus y una fuente nano-ESI. La separaci&oacute;n de los p&eacute;ptidos se realiza en una columna de fase
reversa Zorbax 300SB-C18. Los espectros de MS se
adquieren en modo standard (26000 m/z por s), y MS/
MS en modo ultrascan (8100 m/z por s). Para poder
identificar las prote&iacute;nas de nuestro inter&eacute;s se utiliza
el programa inform&aacute;tico Spectrum Mill Proteomics
Workbench. Cada uno de los espectros se busca en
NCBInr en modo identidad utilizando la herramienta
de b&uacute;squeda MS/MS y considerando un buen espectro
el que presenta un score &gt;13 y SPI &gt;70%. A continuaci&oacute;n los espectros restantes con score medio no interpretados por MS/MS, se someten a secuenciaci&oacute;n de
novo usando la herramienta del Spectrum Mill que usa
el algoritmo de la secuenciaci&oacute;n de novo de Sherenga
(Dancik y col., 1999). A las secuencias se les realiza
un BlastP buscando frente a NCBInr.
Resultados
La combinaci&oacute;n de western-blot y la LC-MS/
MS ha demostrado la presencia de dos par&aacute;logos de
PPO cuyos productos proteicos est&aacute;n en el fruto de
n&iacute;spero en el estad&iacute;o de recolecci&oacute;n, uno hom&oacute;logo
a PPO 2 de Malus domestica (Acc. 14194273) y
otro hom&oacute;logo a PPO de Prunus armeniaca (Acc.
3282505). Adem&aacute;s, se ha obtenido otro par&aacute;logo
de PPO, hom&oacute;logo a PPO de Pyrus Pyrifolia (Acc.
15487290), cuyo polip&eacute;ptido no se encuentra en
frutos en el momento de la recolecci&oacute;n.
Conclusiones
El uso de secuencias de p&eacute;ptidos, deducidas de
la interpretaci&oacute;n por secuenciaci&oacute;n de novo de los
espectros de MS/MS para interrogar las bases de
datos, permite la identificaci&oacute;n de prote&iacute;nas basadas en homolog&iacute;a, incrementando notablemente la
cobertura de secuencias.
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