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Validacion de la técnica de analisis masivo (“shotgun’)
con péptidos no marcados para el estudio del proteoma
de Botrytis cinerea
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La estrategia mas utilizada para el analisis protedmico de especies
vegetales y fungicas estad basada en 2-DE-MS. Con esta aproximacion se
han identificado unas 300 especies proteicas en micelio del hongo
fitopatdbgeno Botrytis cinerea [1]. ElI uso de aproximaciones
complementarias, como la “shotgun” con péptidos no marcados,
posibilitaria, por una parte, una mayor covertura del proteoma y, por otra,
una menor manipulacién de la muestra y la cuantificacion no dependiente
de la unién a colorantes o marcas. Dichas técnicas han de ser optimizadas
al sistema experimental en cuestién y validada previamente a su uso en
protedmica comparativa.

En este estudio presentamos dicho trabajo preliminar, utilizando como
sistema experimental micelio del hongo fitopatdgeno B. cinerea.
Pretendemos determinar cuantas proteinas pueden ser identificadas vy
cuantas cuantificadas con confianza.

Para ello, se analizaron 5 diluciones de extractos de proteina de
micelio (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20), que tras ser sometidos a digestion triptica
se analizaron por LC-MSE, utilizando un nanoUPLC acoplado a un SYNAP
HDSM (Waters Corporation) [2].

Se identificaron y cuantificaron con confianza 80 especies proteicas
(con al menos 3 péptidos detectados y presentes en las 5 diluciones), de
las cuales 52 tenian un CV<25%. La tendencia general para los ditintos
factores de dilucion fué similar para la mayoria de las proteinas, con valores
por debajo de los deducidos a partir de la dilucion.
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