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La protedmica es una de las tecnologias que
mayor interés esta despertando en los Ultimos afios.
Son numerosos los estudios realizados en distintos
microorganismos, pero aln son escasos los estu-
dios realizados en hongos filamentosos. Por este
motivo nos propusimos realizar una aproximacion
al proteoma de Botrytis cinerea, uno de los hongos
fitopatdgenos mas importantes ya que afecta a una
gran variedad de cultivos, en cualquier 6rgano de la
planta y en cualquier estadio de desarrollo.

En primer lugar se llevo a cabo la optimizacion
del protocolo para la obtencién y estudio del proteo-
ma de B. cinerea con el objetivo de determinar un
perfil protedmico de referencia que nos permitiera:
i) caracterizar las proteinas mayoritarias presentes
en el hongo en condiciones de cultivo estandar, ii)
determinar si alguna de estas proteinas estan rela-
cionadas con la patogenicidad y, iii) buscar aquellas
proteinas susceptibles de convertirse en dianas tera-
péuticas para el disefio de nuevos fungicidas. Para
ello se compararon distintos protocolos de extrac-
cién y solubilizacién. La solubilizacion de proteinas
en tampdn fosfato y posterior precipitacion mediante
acetona y acido tricloroacético resulto ser el mejor
de los métodos ensayados. Los geles 2-DE tefii-
dos con Comassie revelaron entre 380-400 especies
proteicas (“spots’’), comprendidas entre los 14 y 85
kDay entre 5,4y 7,7 de pl. Se selecionaron 22 para
su identificacién, mediante MALDI-TOF o ESI-
Trampa ionica. Entre estas proteinas se encontraron
distintas formas de malato deshidrogenasa (MDH) y
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GADPH).

En segundo lugar se realizé un estudio de pro-
tedmica de expresion diferencial, comparando el
proteoma de dos cepas de B. cinerea con distinta
virulencia. Los extractos proteicos fueron analiza-
dos mediante 2-DE, revelandose diferencias cuan-
titativas y cualitativas entre los perfiles protéicos
de ambas cepas. Se identificaron 27 especies , 17
de las cuales fueron identificadas como MDH, to-
das ellas especificas o sobreexpresadas en la cepa
mas virulenta, lo que indicaria el posible papel de
dichas enzimas en los procesos infectivos. La GA-
DPH también es expresada de forma especifica en
la cepa mas virulenta. Ademas se identificaron otras
proteinas de interés como la ciclofilina o el factor
transcripcional metE/metH. La diferencia de expre-
sion proteica entre cepas pueden adscribirse a las
diferencias de virulencia entre las cepas.

El trabajo incluyo un estudio sobre la eficacia de
7 nuevos fungicidas racionales contra dos especies
de Phytophthora spp. para determinar la eficacia de
estos compuestos y ampliar su espectro de actuacion.
En general, todos estos compuestos demostraron su
actividad fungistética, con porcentajes de inhibicion
del crecimiento por encima del 46% a 100 ppm.
Estos datos indicarian un buen comportamiento de
estos compuestos a escala terapéutica.
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