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Titulo de la Investigacion:

Determinacién de la variabilidad poblacional y la resistencia y/o tolerancia a la sequia
de Pinus occidentalis Swartz  en la Republica Dominicana, mediante de técnicas
Omicas (protedmica).

Responsable del Proyecto (Investigador/a principal)

Luis Enrique Rodriguez de Francisco, M.Sc.

Objetivos

Obijetivos Principal.
Determinar la variabilidad poblacional y la resistencia y/o tolerancia a la sequia de

Pinus occidentalis Swartz en la Republica Dominicana, mediante de técnicas

6micas (proteémica).

Objetivos especificos.

v' Determinar la variabilidad intra e interpoblacional, mediante marcadores

moleculares, proteotipado de poblaciones.

v' Analizar mediante técnicas de protedmica la respuesta a estrés por sequia.

v Determinar la estructura poblacional de P. occidentalis en la isla.



Introduccion

La protedbmica se encarga de estudiar el proteoma de los diferentes seres vivos,
entendiendo éste como el conjunto de todas y cada una de las proteinas presentes en
una unidad biolégica (fraccion subcelular, célula, tejido, 6rgano, organismo) en un
tiempo (estadio de diferenciacion y desarrollo) bajo condiciones ambientales
determinadas. La protedmica constituye, hoy en dia, un area de investigacion prioritaria
en cualquier proyecto biolégico, y la investigacion vegetal no es una excepcién. Los
estudios de protedmica permiten identificar a priori el conjunto de todas y cada una de
las proteinas de un sistema biolégico y entre ellas aquellas directamente relacionadas
con factores de productividad, valor nutricional, marcadores de genotipos, procedencias
y respuestas a estreses bidticos y abidticos. Ademas, dichos estudios permiten la
identificacion de alérgenos plantas de especies herbaceas, como queda reflejado en
las revisiones realizadas sobre el tema. La mayoria de los estudios de proteémica de

especies vegetales se han llevado a cabo en herbaceas, (Castillejo, 2006).

Como técnica, la protedmica ha demostrado ser atil en la caracterizacién de genotipos,
a través del estudio de las proteinas, ademas ha permitido establecer distancias
genéticas y relaciones entre lineas, especies y géneros. Junto con lo anterior, la
proteomica se ha utilizado fundamentalmente en el estudio de la respuesta a estreses
incluyendo la sequia. En especies forestales destacan aquellos trabajos realizados en

los géneros Populus y Pinus.

El uso de la proteémica en el estudio del genero Pinus es practicamente novedoso,
debido a que los primeros trabajos que se realizaron fueron en el 2004. Desde un punto
de vista metodolégico, un experimento tipico incluye las siguientes etapas: i) obtencién
de un extracto, generalmente mediante métodos de precipitacion (TCA-acetona y TCA-
fenol); ii) separaciéon de proteinas por electroforesis mono- y bidimensional, tincion de
geles (Coomassie coloidal), analisis de imagenes (PD-Quest), comparacion del mapa

proteico e identificacién de bandas/spots diferenciales; iii) analisis por espectrometria



de masas (por ejemplo, MALDI-TOF/TOF MS/MS) de fragmentos peptidicos obtenidos
tras la digestion con tripsina; iv) identificacion de proteinas por bisqueda en base de
datos (por ejemplo, UniProt) a partir de datos de huella peptidica (PMF o espectros MS)
o espectros de fragmentaciéon (MS/MS) utilizando motores de busqueda (por ejemplo,
MASCOT) (Figura 1) . (Valledor et al.; 2010).
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El Pinus occidentalis es la principal especie comercial en Republica Dominica y su
distribucién se encuentra por casualidad en las cuencas hidrograficas mas importantes
para la region, el manejo del P. occidentalis tiene un impacto en la calidad de vida de
los habitantes de la Republica Dominicana. Sin embargo, como en la mayoria de los
paises tropicales, el pais ha perdido la mayor parte de su cubierta forestal debido a una
gestion inadecuada en las areas forestales, perdiendo en el proceso, la diversidad

biolégica, asi como el potencial forestal. (L6pez, 2009).



Avances segin Cronograma de ejecucion.

Cronograma (unidad de tiempo: meses; justificacién de la duracién del proyecto si es necesario)
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Segun el cronograma propuesto se han cumplimentando las siguientes actividades:

v Estudio del estado del arte: Se revisaron articulos cientificos en la base de datos
de revistas indexadas, se solicitaron papers de la tematica y se posee el libro
sobre Protedbmica Vegetal (en Edicién)

v' Toma de muestras: Se tomaron muestras de polen y semillas de P. occidentalis.

v Se extrajeron las proteinas de semillas y polen y se cuantificaron las mismas
mediante las pruebas de Bradfor.

v Se han realizado los informes correspondientes al proyecto.

De forma general los resultados que se esperaban en el proyecto se cumplieron en
un 100%.



Metodologia

Estudio de la variabilidad mediante marcadores moleculares: proteotipado de

poblaciones.

Proteotipado.
Se llevara a cabo el analisis del perfil proteico de muestras de polen y semillas
mediante protedmica basada en electroforesis mono y bidimensional acoplada a

espectrometria de masas, segun el procedimiento descrito en (Valero et al. 2012b).

Analisis proteémico de la respuesta a estrés por sequia

La seleccion se hara sobre la base del fenotipo (crecimiento, y parametros fisiolégicos),
tal y como plantea, (Sghaier-Hammami et al. 2012). El estudio de respuesta a estrés
abidtico por sequia se hara mediante protocolos desarrollados por (Echevarria-Zomefio
et al. 2012).

Material vegetal

Las plantas de P. occidentalis utilizadas en este ensayo se cultivaran utilizando
semillas de la cinco procedencias y se cultivaran en envase Forest-pot 300® con
sustrato de turba y perlita (3:1 v/v), (hinicial= 15,45+£1,98; @Qinicial = 1,9710,27). El
ensayo se llevara a cabo en una camara de cultivo, en condiciones controladas con
una temperatura constante de 23+1°C, una humedad relativa del 60t5 % y un
fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. El ensayo se prolongara durante
un periodo de 42 dias con distintos tratamientos de riego y no riego. El riego, en los
tratamientos que lo requieren se realiza cada dos dias. El numero de plantas por

tratamiento sera de 92, con un total, para todo el ensayo de 368 plantas.

Disefo experimental
El disefio experimental se realizara para evaluar la respuesta de las plantas a estrés

hidrico y ver la posible recuperacién, asi como los mecanismos moleculares que se



generan en los diferentes tratamientos. Con el objetivo de estudiar la respuesta
molecular a corto y medio plazo, el ensayo evaluara el estrés hidrico a los 14, 21, 28 y
35 dias con posterior recuperacién (Costa et al.,, 2003), con una duracién del
experimento completo de 42 dias, el que se repetira por dos ocasiones. Las plantas se
dividiran en cuatro tratamientos:

» TO: Tratamiento sin estrés. Las plantas de este grupo se usan como control. Estas
plantas se mantienen en condiciones de humedad edafica 6ptimas con un riego regular
durante todo el experimento.

* T1: Tratamiento moderado de estrés con posterior recuperacion. Las plantas de este
grupo no se regaran en los primeros 14 dias del experimento. El dia 15 del experimento
se comenzaran a regar para su recuperacion hasta el dia final del ensayo.

* T2: Tratamiento severo de estrés con posterior recuperacion. Las plantas de este
grupo no se regaran en los primeros 28 dias del experimento. El dia 29 del experimento
se comenzaran a regar para su recuperacion hasta el fin del ensayo.

* T3: Tratamiento muy severo de estrés con posterior recuperacion. Las plantas de este
grupo no se regaran en los primeros 35 dias del experimento. El dia 36 del experimento

se comenzaran a regar para su recuperacion hasta el dia 42.

A lo largo del ensayo se evaluara semanalmente la supervivencia, el potencial hidrico
del xilema al amanecer (yxa) (Camara de Scholander SKPM 1400, Skye Instruments) y
la fluorescencia de la clorofila (Fluorimetro Plant Efficiency Analyser PEA, Hansatech
Instruments) como medida indirecta de la capacidad fotosintética a través de la relacion
Fv/Fm (PHiPO) y la eficiencia fotosintética (PHIEQ). También se cuantifica el contenido
relativo de agua, tanto por bandeja, mediante el pesado de las mismas, asi como por
cepellén y parte aérea. Ademas, se realizaran tomas de muestras para la extraccion de
proteinas, en cada una de las unidades experimentales y para los cuatro tratamientos
en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42, con el fin de conocer el estado proteico de las
plantas y su relacion con el estado fisiolégico. De cada planta se separa la parte radical
de la parte aérea, y de ésta a su vez se separaran todas las aciculas del tallo. Las
aciculas se lavaran, se congelaran en nitrégeno liquido y se almacenaran a -80°C hasta

la extraccion de proteinas.



Electroforesis bidimensional.

Las proteinas seran extraidas utilizando 0,4 g de acicula del material de partida
mediante precipitacién con TCA-fenol (WANG et al., 2006). Una vez extraidas, las
proteinas se solubilizan en tampén con Urea 8M, Chaps al 2%, DTT 20 mM y anfolitos
al 0,5% (Bio-Rad), ademas de 0,001% de bromofenol. Una vez extraidas y
solubilizadas, las proteinas tienen que ser separadas para su posterior cuantificacion y
visualizacién. La técnica de electroforesis bidimensional de alta resolucién (2DE)
permite la separacion, deteccion y cuantificacion de proteinas de una muestra mediante
la combinacién de dos métodos electroforéticos de separacion. La primera dimension
(IEF) se realizé en tiras de 17 cm con un gradiente lineal de pH 5-8 (IPG strips, Bio-
Rad) con un PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad) usando una corriente constante de 50 mA
por tira de gel desde los 250 V iniciales hasta los 10000 V a los que llega finalmente y
la segunda dimensién se realiza sobre un gel de SDS poliacrilamida (SDS PAGE) al
13% usando el equipo Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad). El voltaje a emplear es de 60 mA
constantes por gel durante 12 horas aproximadamente Posteriormente los geles se
tinen con Coomassie Brilliant Blue G-250, y se digitalizan mediante escaneado con un
densitémetro (GS-800, Bio-Rad) para su posterior andlisis mediante la aplicaciéon
informatica PDQuesttm (Bio-Rad) (Castillejo et al. 2006). Las proteinas seleccionadas
como marcadores de estrés se identificaran por el servicio central de apoyo a la

investigacion (SCAI)-Universidad de Cérdoba

Tratamiento y analisis de los datos.

Los geles se analizaran en valores de volumen normalizado de los spot mediante el
paquete estadistico SPSS 13.0. Para la posterior identificacion de proteinas
diferenciales se eligiran los spots en funcién de su presencia o ausencia en todas las
réplicas (spot cualitativos) o diferencias en el valor del volumen normalizado (spot

cuantitativos) (Jorge et al., 2005).



1)

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE PROTEINAS
METODO DEL TCA/FENOL (Electroforesis 2006,27, 2782-2786)

Macerar 2g de hojas en nitrégeno liquido (repetir la maceracion tres veces).

IMPORTANTE: Mantener la muestra durante todo el protocolo en frié (hielo).

2)

3)

4)

o)

6)

7)

8)

9)

Anadir 2 mL de Solucién 1, TCA 10% Acetona, (conservado a -20°C). Vortex +
Inversién (Sonicar durante 10 segundos subiendo poco a poco la intensidad).

Centrifugar a 4°C a 12000rpm durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y
recuperar el pellet.

Anadir 2 mL de Solucién 2, Acetato Aménico 0,1 M en Metanol 80%, al pellet
(conservado a -20°C). Vortex + Inversion.

Centrifugar a 4°C a 12000rpm durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y
recuperar el pellet.

Anadir 2 mL al pellet de Solucién 3, Acetona 80%, (conservado a -20°C). Vortex
+ Inversion.

Centrifugar a 4°C a 12000rpm durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y
recuperar el pellet. Dejar secar al aire.

A partir de este paso trabajar en CAMPANA

Anadir 600uL de Solucién 5 (SDS Buffer) al pellet y mezclar bien . Afadir la
Solucién 4 (Phenol pH8 Sigma)Mezclar e incubar 5 minutos en frio.

Centrifugar a 4°C a 12000rpm durante 10 minutos.

10) Transferir la parte fendlica a un nuevo tubo (la parte superior) y afadirle 2 mL de

Buffer de precipitacion (conservado a -20°C).

11)Se deja precipitar 10 minutos a -20°C u overnight a -20°C.

12)Centrifugar a 4°C a 12000rpm durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y

guardar el pellet.

13)Lavar el pellet una vez con Metanol 100% (conservado a -20°C). Dispersar y

luego centrifugar a 4°C a 12000rpm durante 10 minutos.

14)Lavar el pellet una vez con 80% Acetona (conservado a -20°C). Dispersar y

luego centrifugar a 4°C a 12000rpm durante 10 minutos. Dejar secar.



15)Se bota el sobrenadante y se solubiliza durante dos horas el pellet en 200uL de
Medio de solubilizacién usado en el protocolo de extraccion con Fenol.

Soluciones y reactivos

Solucién 1: Acetona 10% TCA

Solucioén 2: 0.1 M Acetato amonico en metanol 80%

Solucién 3: 80% Acetona

Solucién 4: Phenol pH8 sigma

Solucién 5: SDS Buffer

Buffer precipitacion: Metanol 0.1M acetato amonico

SDS Buffer: 30% sacarosa, 2% SDS, 5%Bmercapto, Tris ph8 0.1M (ref. articulo:
Protein extraccion for two-dimensional Electrophoresis from olive leaf..., Wang vy
al.,electrophoresis 2003,24,2369-2375)

Medio de solubilizacion: Urea 7M, Thiourea 2M, CHAPS 4%, Triton x100 2%, DTT
100mM (se afnadira los anfolitos y el azul de bromofenol a la hora de realizar la
segunda dimension y no se anadira triton)

GEL SDS_PAGE 12%, GRANDE

SEPARADOR
1 GEL 2 GELES
H20np 20.25 mL 40.5 mL
Acrilamida 30% 24 mL 48 mL
Tampoén Tris pH 8.8 15 mL 30 mL
SDS 10% 0.6 mL 1.2mL
APS 312 OL 625 OL

Temed 31 0L 62 0L




CONCENTRADOR

1 GEL 2 GELES
H20np 10.5 mL 21 mL
Acrilamida 30% 3mL 6 mL
Tampon tris pH 6.8 4.5 mL 9mL
SDS 10% 180 OL 360 OL
APS 90 OL 180 OL
Temed 18 OL 36 OL

Gel 2DE pequeiio

1°™ dimensién

Rehidratacion de la Tira de 7 cm (cargar desde 60 g de proteinas).

En un volumen final de 200 JL: I de muestra necesarios para X Cg de
proteina, y completar hasta 200 JL de volumen final con solucién de
rehidratacién.

Ubicar muestra mas solucidén de rehidratacion en pocillo entre los electrodos
Quitar la cubierta protectora del gel que viene en la tira.

Ubicar la tira de manera que el gel quede en contacto con la muestra y en el
sentido de la Polaridad que corresponde (indicado en el pocillo y en los
extremos de la tira).

Eliminar las burbujas entre la tira y la muestra.

Agregar 1 mL de aceite mineral sobre la tira puesta en el pocillo.

Preparacion de la solucion de rehidratacion

7M Urea.

2M Tiourea.

4% CHAPS.

0.01% Azul de bromofenol.

0.2% de anfolitos (se agrega en el momento).
100 mM DTT (se agrega en el momento).



Programa en equipo Protean IEF

- Rehidratacion activa a 50 volt por 12 horas con pausa para adicionar papeles
filtro en ambos extremos de las tiras (entre la tira y el electrodo).

- 1.-0-40000 voltios (10000 voltios / hora)

- 2.- mantenimiento a 500 voltios rapad 99:00 horas a 20°C.

- Tiras probadas: 3-10, 3-10 NL, 4-7 y 5.8.

Al término del isoelectroenfoque

- Sacar la tira del pocillo y eliminar exceso de aceite mineral ubicandola
cuidadosamente de costado en papel filtro limpio.

- Lavar 3 veces con tampén de carrera para eliminar el aceite mineral.

- Aniadir 2 mL de “Tampén de equilibrio 1” que contiene 2% de DTT (adicionado
en el momento).

- Agitar por 10 minutos.

- Lavar 3 veces con tampén de carrera para eliminar Tampén anterior.

- Anadir 2 mL de “Tampédn de equilibrio 2" que contiene 2.5% de lodoacetamida
(adicionado en el momento).

- Agitar por 10 minutos.

- Lavar 3 veces con tampén de carrera para eliminar Tampén anterior.

2% dimensién

Ubicacion de la tira en gel SDS_PAGE

- Prepara previamente un gel SDS_PAGE pequefio sin gel concentrador dejando
espacio suficiente para agregar la tira.

- Derretir agarosa preparada previamente que contiene Azul de Bromofenol pH.

- Ubicar la parte plastica de la tira en contacto con el vidrio que contiene los
separadores en direccion de pH de menor a mayor; de izquierda a derecha.

- Agregar a la izquierda un papel filtro con 5 ZL de Estandar de peso molecular de
proteina (dejar levemente separado de la tira).

- Agregar en el espacio sobrante la agarosa derretida.

- Esperar que la agarosa esté sélida para corres el gel.



Resultados

Se obtuvo por primera vez para Pinus occidentalis, la cuantificacion proteinica a partir
de las semillas y el polen determinando que en el caso de las semillas estas poseen un
promedio que oscila entre 24 y 37 mg/g de peso seco, lo que nos demuestra la gran

cantidad de proteinas totales que posee el pifion o semillas de Pino.

La separacion de proteinas vegetales por electroforesis bidimensional tiene las mismas
limitaciones que las encontradas para proteinas de otros origenes. Hay que resaltar no
obstante que el estudio de proteomas vegetales ha contribuido significativamente a
demostrar que principalmente las proteinas hidrofébicas escapan al analisis por
electroforesis bidimensional (Santoni y col., 1998; Santoni y col.,, 1999a). Los
procedimientos aceptados para la extracciéon selectiva de proteinas hidrofébicas, tales
como la separacion de fases del Triton X-114, no encuentran continuidad en la
incorporacién y resoluciéon de dichas proteinas en geles bidimensionales (Santoni y
col., 1999b).

Junto a la identificacibn de nuevas proteinas, una tarea importante en proteémica
concierne a la organizacién de los datos generados en bases de datos. Hasta el afio
2001 se habian introducido dos bases de datos dedicadas a proteomas vegetales. La
base de datos de pino maritimo constituye la primera base de datos publica de una
especie forestal (Costa y col, 1999) http://www.pierroton.inra.fr/genetics/2D/. La otra,
que incluye datos publicados previamente sobre el proteoma de la membrana
plasmatica de Arabidopsis (Santoni y col, 1998), ofrece ademas opciones
bioinformaticas ampliadas de acceso y descarga de datos (Sahnoun y col, 2000).
Actualmente el nUmero de bases de datos va creciendo a medida que avanzan los
proyectos protedmicos. Dichos desarrollos van a jugar con toda seguridad un papel
clave en la explotacion de la enorme cantidad de datos que empieza a producirse por

proyectos de investigacién de proteémica funcional.



A nivel transcriptomico, técnicas como los microarreglos generan grandes volimenes
de informacion con respecto a la expresion de transcritos. Sin embargo, se debe tomar
en cuenta que un gen no es equivalente a un transcrito y un transcrito no es
equivalente a una proteina (Peck, 2005). Es por esto que resultados transcriptomicos
deben ser interpretados cautelosamente ya que los niveles de mRNA y de proteina no
estan claramente relacionados (Gygi et al.,, 1999). Ademas de esta desviacion
sistematica, la discrepancia entre niveles de mMRNA y proteinas es causada
naturalmente por la regulacion post-transcripcional, que no estd distribuida
uniformemente entre tejidos ni tipos celulares vegetales. Por estas razones estudios
transcriptomicos no proveen informacion fidedigna sobre la expresién y abundancia de

las proteinas.

Ademas de esto, por la gran heterogeneidad de las propiedades fisicoquimicas de las
proteinas expresadas en un momento dado en la célula, las proteinas son mucho mas
dificiles de aislar, manipular e identificar que el mMRNA y no existen técnicas
comparables al PCR para amplificar proteinas de baja abundancia. Avances recientes
en espectrometria de masas, estandarizacién de los métodos de separacién y en la
disponibilidad de bases de datos con informacién de expresion para especies
forestales, han significado potenciar la protedmica transformandola en una herramienta
eficiente en la identificacion de un gran numero de proteinas. Sin embargo, la

Protedmica tiene auln serias limitaciones:

e La presencia de sustancias interferentes durante el proceso de extraccion
(lipidos, acidos nucleicos, carbohidratos), sumado en plantas a la extraccion de
proteasas, polifenoles, taninos, pigmentos , lignina y ceras (Carpentier et al.,
2005).

e A diferencia de los tejidos animales, las células vegetales se encuentran
rodeadas de una pared celular, complicando la extraccién.

e Los organelos celulares (mitocondria , cloroplastos, etc.) tienen cada uno su
proteoma.

e En tejidos verdes la presencia de una gran cantidad de RuBisCO, puede

distorsionar los patrones electroforéticos. La existencia de proteinas abundantes



propone desafios al rango dindmico de deteccién para proteinas poco
abundantes. En proteinas de semillas existen problemas analogos por la

abundancia de proteinas de reserva.

Hasta la fecha, la composicion quimica de las semillas de pino se ha estudiado poco y
los datos que se han documentado son bastante variables. En esta direccién, se ha
usado la metodologia NIRS para determinar un analisis completo de la composicion
quimica de la harina de la semilla haciendo énfasis en la comparacion, catalogacion'y
caracterizacion de las poblaciones estudiadas. Los resultados obtenidos demostraron
que existen diferencias significativas en cuanto a la composicién quimica entre las

poblaciones analizadas.

Los datos obtenidos de los compuestos quimicos analizados fueron similares a los
trabajos previos publicados en semillas de pino. Sin embargo, los contenidos de grasa
total y de los acidos grasos oleico fueron relativamente mas elevados a los contenidos
observados por otros autores, mientras que los de acido linoleico fueron mas bajos que

los encontrados por otros autores.

Los resultados obtenidos en dichos estudios no permiten concluir claramente si la
variabilidad en la composicién quimica es debida a la composicion genética o al medio
ambiente donde se desarrollan las poblaciones; sin embargo, esta claro que el medio
ambiente condiciona en gran medida la diversidad en la composicion quimica del
género Pinus. Por tanto, las variaciones obtenidas en la morfologia y composicién
quimica de la semilla podrian estar determinadas por varios factores asociados a i) las
condiciones medioambientales, tales como las precipitaciones y la temperatura de la
zona donde se localiza la poblacioén, ii) la fisiologia de la semilla, como los procesos de
maduraciéon y germinacion, y iii) a los estreses abiéticos y bidticos, tales como la

desecacién y el ataque de plagas



Proteoma del polen de la encina.

Debido a la gran variabilidad entre los individuos de una misma poblacién en los
perfiles de proteinas encontrados previamente en semillas, se decidié analizar el perfil
proteico de polen con el objetivo de caracterizar y catalogar las poblaciones de Pinus
occidentalis .

Estos valores estuvieron en el rango publicado para otras diferentes especies de
plantas y correspondié al 10% del contenido total de proteina determinado por el
método de Kjeldahl .

El analisis protedmico de polen de pino realizado utilizando técnicas basadas en gel (1-
DE y 2-DE acoplado a MALDI-TOF/TOF MS/MS) y técnicas de analisis masivo basadas
en la separacion de las proteinas por cromatografia liquida (nLC-LTQ Orbitrap MS),
para tener mayor cobertura en la identificacion del proteoma de polen. Los analisis
filogenético y multivariante de los datos normalizados de los perfiles proteicos
obtenidos por 1-DE mostraron perfiles de expresién de proteinas similares. Estas
tendencias de agrupamiento de las poblaciones fueron muy similares a los observados
a través de los datos normalizados de los perfiles de proteina obtenidos por 2-DE.
Cuando comparamos estos agrupamientos con los datos morfométricos y Ia
composicion quimica de la semilla encontramos las mismas tendencias de
agrupamientos. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que el polen
puede ser usado para establecer filogenia en pino. No obstante, existen resultados
contradictorios en otras especies en cuanto al analisis de los perfiles proteicos.

En Arabidopsis thaliana no se observaron diferencias significativas entre los perfiles
proteicos de polen de cuatro ecotipos diferentes [105]. Sin embargo, en un estudio de
polen de Betula verrucosa recogido en diferentes localizaciones mostraron diferencias

significativas entre sus perfiles proteicos.

Mediante el analisis 2-DE, se encontraron un total de 16 manchas proteicas variables

entre las cuatro poblaciones. Estas manchas variables junto con 84 manchas proteicas



constantes, que cubrian todos los rangos de Mr y pl (para identificar el mayor nUmero
posible de especies proteicas), se sometieron a digestibn con tripsina para
posteriormente ser analizadas mediante MALDI-TOF/TOF MS/MS. En total fueron
identificadas 43 manchas proteicas, mediante MALDI TOF/TOF MS/MS, mientras que
por medio del analisis masivo nLC-LTQ Orbitrap MS, se identificaron 166 especies
proteicas. No obstante, varias proteinas presentaron algunas desviaciones en Mry pl .
Asimismo, algunas manchas proteicas presentaron dos proteinas distintas en la misma
mancha proteica. Por otra parte, algunas proteinas fueron identificadas varias veces en
distintas manchas proteicas. Este tipo de caracteristicas también se ha observado en
varios estudios de proteomas de polen en otras especies de plantas. Estas
caracteristicas se han atribuido i) a errores en la secuencia (secuencias parciales de
proteinas) debido a las modificaciones post-traduccionales, ii) a la posible degradacién
de las proteinas y sintesis parcial estas durante la maduracién del polen, iii) a la
traslaciéon de proteinas después del procesamiento de ARN mensajero y a la co-
emigracién de proteinas. Mas de la mitad de las proteinas identificadas por MALDI-
TOF/TOF estuvieron relacionadas con las siguientes categorias: metabolismo (37%),

respuesta a defensa/estrés (15%) y citoesqueleto (8%)
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Anexos

Figura |. Estacién de geles en Zaranda Orbital




Figura Il. Duodeca para geles de semilla y polen




Figura lll. Geles 1D en polen y semillas




Figura IV. Gel 1D pequeiio de semillas




Figura V. Gel 1D grande de semillas de pino




Figura VI. Geles 2D de semillas de pino




Figura VII. Gel 2D de polen de pino




