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El cloroplasto esta rodeado por un sistema de doble membrana
esencial para los procesos metabdlicos que se llevan a cabo en este
organulo. Las proteinas de estas membranas estan implicadas en el
transporte de metabolitos y son necesarias para el funcionamiento del
cloroplasto. Sin embargo, existen pocos estudios de este subproteoma,
debido principalmente a la baja solubilidad de las proteinas presentes y a la
dificultad de obtener preparaciones con suficiente pureza de ambas
membranas (externa e interna) por separado. El objetivo del trabajo
consistid en la caracterizacion del patron proteico de las envolturas
cloroplasticas externa e interna de Pisum sativum por medio de
electroforesis bidimensional. A partir de extractos enriquecidos en proteinas
de envolturas interna (El) y externa (EE) de cloroplasto de Pisum sativum
se ha realizado un mapeo, utilizando la electroforesis bidimensional (IEF-
SDS-PAGE) como método de separaciéon de proteinas. Para cada envoltura
se realizaron dos réplicas biolégicas y cuatro técnicas (8 geles). La
focalizacion isoeléctrica se realizé en gradientes lineales de pH 3-10 y 5-8
para El y EE, respectivamente (IPG, Bio-Rad). Se cargaron 45y 80 ug de
proteina para El y EE, respectivamente. Los geles obtenidos fueron tefidos
con Coomassie coloidal y se analizaron con el programa PDQuest 8.0. Se
consideraron “spots” consistentes aquellos que aparecieron en los 8 geles
correspondientes a cada envoltura, obteniéndose 160 “spots” para El y 181
para EE. La combinacion de técnicas de espectrometria de masas (MALDI-
TOF y nLC-MS/MS) permitié la identificacion de mas de un 50% de los
“spots” presentes. Se han identificado proteinas especificas descritas
previamente en cada una de estas envolturas. Analisis preliminares de las
proteinas identificadas indican que la El presenta un mayor numero de
proteinas implicadas en procesos de transporte, confirmando la mayor
selectividad de esta membrana en el transporte de metabolitos.
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