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de otras especies de decapodos comerciales préximas
filogenéticamente. Estas proteinas sarcoplasmicas se
separaron por electroforesis bidimensional, y se selec-
ciond un spot presente en los geles de todas las espe-
cies estudiadas, identificado como Arginina Kinasa.
Este spot fue recortado de cada gel y digerido in situ
con tripsina, (Jensen et al., 1999), y una fraccion de
los péptidos resultantes de la digestion de cada spot
fue analizada mediante espectrometria de masas con
fuente de ionizacién tipo MALDI y analizador de
tiempo de vuelo, para obtener su huella peptidica e
identificar la presencia de péptidos especificos de P.
muelleri. Una vez que estos péptidos fueron identifi-
cados, se analiz6 otra fraccion mediante cromatografia
liquida en fase reversa acoplada a espectrometria de
masas trampa idnica e ionizacién por electrospray
(HPLC-ESI-IT MS) o mediante nanospray (nESI-
IT MS) (Pifieiro et al., 2001). Se obtuvieron asi los
espectros de fragmentacion de los péptidos diferen-
ciadores, que debido a la ausencia de informacién de
P. muelleri en las bases de datos, fueron analizados
mediante secuenciacion de novo con interpretacion
manual, obteniéndose asi su secuencia aminoacidica.

Resultados y conclusiones

Aunque se observo poca variabilidad entre las
especies estudiadas, se detectaron y caraterizaron 3
péptidos presentes tnicamente en P. muelleri. En la
Figura 1 se presenta el espectro de fragmentacion de
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uno de ellos, de 1130.6 Da. Se concluye que estos
péptidos pueden utilizarse como marcadores para
identificar esta especie.

Fig. 1. Espectro MS/MS de un péptido especifico de P.
muelleri.
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Introduccion

El analisis de proteinas de especies poco repre-
sentadas en bases de datos y la presencia de fami-

lias multigénicas en eucariotas dificultan e incluso
previenen la identificacion del origen génico de
la proteina, el cual proporciona una informacion
valiosa para comprender el proceso bioldgico en
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el que participa. Nosotros hemos desarrollado una
estrategia para solucionar este problema con la fa-
milia multigenica de polifenol oxidasa (PPO) en el
fruto de nispero que combina fuentes proteémicas
y bioinformaticas, las cuales nos permiten obtener
informacién del origen génico de la PPO.

Material y métodos

Las fracciones de PPO- soluble, particulada y
latente pura- del fruto de nispero se prepararon de
acuerdo a (Sellés et al., 2006). La extraccion de pro-
teinas se realiza en varios pasos usando TCA/DXC y
fenol/acetato amoénico/metanol. Las bandas de interés
son digeridas con tripsina usando el equipo de diges-
tion ProGest. Los péptidos extraidos se analizan por
LC-MS/MS usando el sistema de Agilent 1100 series
nano-HPLC en linea con un espectrémetro de trampa
de iones XCT plus y una fuente nano-ESI. La separa-
cion de los péptidos 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 proteinas de nuestro interés se utiliza
el programa informético Spectrum Mill Proteomics
Workbench. Cada uno de los espectros se busca en
NCBInr en modo identidad utilizando la herramienta
de busqueda MS/MS y considerando un buen espectro
el que presenta un score >13y SPI >70%. A continua-
cidn los espectros restantes con score medio no inter-
pretados por MS/MS, se someten a secuenciacién de
novo usando la herramienta del Spectrum Mill que usa
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el algoritmo de la secuenciacion de novo de Sherenga
(Dancik y col., 1999). A las secuencias se les realiza
un BlastP buscando frente a NCBInr.

Resultados

La combinacién de western-blot y la LC-MS/
MS ha demostrado la presencia de dos paralogos de
PPO cuyos productos proteicos estan en el fruto de
nispero en el estadio de recoleccion, uno homélogo
a PPO 2 de Malus domestica (Acc. 14194273) y
otro homologo a PPO de Prunus armeniaca (Acc.
3282505). Ademas, se ha obtenido otro paralogo
de PPO, homdlogo a PPO de Pyrus Pyrifolia (Acc.
15487290), cuyo polipéptido no se encuentra en
frutos en el momento de la recoleccion.

Conclusiones

El uso de secuencias de péptidos, deducidas de
la interpretacion por secuenciacién de novo de los
espectros de MS/MS para interrogar las bases de
datos, permite la identificacion de proteinas basa-
das en homologia, incrementando notablemente la
cobertura de secuencias.
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