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Introduccion. La Protedmica es una herramienta que
permite analizar e identificar proteinas que participan
directamente en una condiciéon celular precisa (1). La
electroforesis bidimensional (2D) es una de las técnicas
mas utilizadas para estudios de protedmica, sin embargo
para lograr obtener perfiles electroforéticos de calidad es
necesario establecer las condiciones de extraccion y
analisis de las proteinas en geles 2D para cada especie y
cada o6rgano de la planta. En nuestro trabajo de
investigacion se pretende analizar el proteoma de frutos
de zarzamora (Rubus sp.) durante el proceso de
maduracién. Por lo cual, nuestro primer objetivo es
estandarizar la metodologia para la extraccion de
proteinas del fruto de zarzamora y su analisis por
electroforesis 2D, las condiciones de electroforesis
bidimensional para analizar el proteoma de frutos de
zarzamora con maduracién contrastante.

Metodologia. Se evalud la eficiencia de dos protocolos
de extracciéon de proteinas totales) a partir de frutos de
zarzamora ‘Tupy’. Para lo cual 1 g de tejido se molié con
nitrégeno liquido y se resuspendid con amortiguador de
extraccion, agregando solucién saturada de fenol: Tris,
pH 8.8 para el primer protocolo y acido ftricloracético
(ATC) en el segundo protocolo (2). Se cuantificd la
proteina total por el método de Bradford (3). Para la
electroforesis bidimensional (4) se utilizaron 100 ug de
proteina total para geles de isoelectroenfoque de 7 cm vy
ensayos variados de 600 ug a 800 ug para geles de 18
cm, ambos con gradiente de pH inmovilizado de 4-7
(Bio-Rad). El isoelecrtoenfoque (IEF) se realiz6 en el
equipo Ettan IPGphor 3 (GE Healtcare), utilizando un
voltaje total de 26 000 VT para geles de 7 cm y de 60
000 VT a los 90 000 VT para geles de 18 cm. Las tiras
fueron equilibradas con una solucion de equilibrio con
urea 6 M, SDS 2 %, amortiguador Tris/HCI 0.05 M, pH
8.8, glicerol 30 %, DTT 1 % y lodoacetamida 2.5 %. En la
segunda dimension se utilizaron las condiciones
descritas por Laemmli (5). Los geles se tifieron con
Coomasie R350. Para la obtener las imagenes, los geles
se escanearon en un densitbmetro Amersham
Biosciences. Para seleccionar las condiciones de la
electroforesis bidimensional se tomdé en cuenta, el
enfoque de las manchas y la cantidad de manchas
visualizadas en los geles.

Resultados. Se seleccioné el protocolo de extraccion de
proteinas con Fenol: Tris pH 8.8 ya que se obtuvo una
mayor concentracion de proteinas y mayor numero de

manchas peptidicas en los geles bidimensionales (Fig.
1). Para la estandarizacion en geles de 18 cm se observo
un mejor enfoque y mejor resolucion en la separacién de
proteinas con 700 ug y un voltaje total de70 000. Fig. 2.
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Fig. 1. Comparacion de protocolos de extraccion de proteinas con
Fenol y ATC .Precipitacion de proteinas totales (A), Concentracion de
proteinas totales (B) y geles 2DE (C) de ambos protocolos. Los geles
fueron cargados con 100 ug de proteina y se sometieron a una corrida
Bcon un voltaje dg 26 000 VT.
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Fig. 2. Patron de separacién de manchas proteicas bajo distintas
condiciones de IEF. Las condiciones electroforéticas se describen
debajo de cada gel 2DE.

Conclusiones. Se logré estandarizar las condiciones
para la extraccion y analisis de proteinas de frutos de
zarzamora por electroforesis bidimensional
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