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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo es la optimizacidn de la técnica de electroforesis bidimensional (2-DE) y la evaluacién de los diferentes
métodos de extraccion de proteinas para la obtencion y estudio del proteoma de la judia comdn Phaseolus vulgaris. Como material bioldgico
se han usado tejidos de semilla y hoja de la linea Calima perteneciente al acervo genético andino y de la linea ICA-Pijao perteneciente al
acervo mesoamericano de esta especie, respectivamente. Se han evaluado tres métodos de extraccion de proteinas: TCA-acetona, fenol y el
kit comercial clean up. La electroforesis bidimensional se ha optimizado para geles con un gradiente de pH 4-7 en la primera dimension. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto que el método 6ptimo de extraccion de semilla es el fenol y para la hoja, el idéneo es el basado en
el kit de precipitacion. Con este estudio se puede ver cual es el protocolo de precipitacion mas adecuado para cada tejido de Phaseolus por
lo que con estos resultados se intenta dar solucion a uno de los temas mas controvertidos de la técnica.

PALABRAS CLAVE: proteina, Acetona-TCA, fenol, extraccion proteica en plantas, electroforesis en gel bidimensional, proteoma.

Optimization of proteomic techniques for the study of the common bean Phaseolus vulgaris L.

SUMMARY

The purpose of this study is the optimization of two-dimensional electrophoresis (2-DE) technique and the evaluation of different protein
extraction methods to obtain and study the proteome of the common bean Phaseolus vulgaris. As biological material, seed and leaf tissues
have been used. These tissues belong to the Calima line of the Andean gene pool and to the Ica-Pijao line of the Mesoamerican pool of
this species, respectively. Three protein extraction methods have been evaluated: TCA-acetone, phenol and the commercial kit «clean up».
Two-dimensional electrophoresis gels have been optimized for a gradient of pH 4-7 in the first dimension. The results show that phenol
is the optimal method of seed protein extraction while the optimal method of leaf protein extraction is based on the precipitation kit. This
study determines the most appropriate protocol of precipitation for each tissue of Phaseolus, and settles one of the most controversial topics
of the technique.

KEYWORDS: Protein, TCA-acetone, Phenol, plant protein extraction, two-dimensional gel, electrophoresis, proteome.

ABREVIATURAS sadas en cada momento y que proporcionan a las células sus estruc-
turas y sus funciones'2,

La electroforesis bidimensional de alta resolucién (2-DE), es la
técnica central en los estudios proteémicos y la base sobre la cual la
protedmica se ha desarrollado ya que ha demostrado ser la técnica
mas poderosa para separar mezclas complejas de proteinas de muy
diverso origen biol6gico®.

Las técnicas protedmicas se han aplicado en el estudio de un
gran nimero de problemas bioldgicos, bioquimicos y biomédicos y
en un gran nimero de organismos. En este trabajo se emplean téc-
nicas protedmicas (fundamentalmente 2-DE) para el analisis cuanti-

CHAPS: 3-(3-Cocoamidopropil)dimetilamonio)-1-propanosulfonato
DTT: 1,4-Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

IPG: Gradiente de pH inmovilizado

pl: Punto isoeléctrico

SDS: Dodecil sulfato de sodio

TRIS: Tris (hidroximetil)-aminometano

INTRODUCCION

En la era post-gendmica, la proteémica se esta erigiendo como
una herramienta fundamental en la investigacion de los sistemas
bioldgicos al abordar el vacio de conocimiento existente entre el
genoma y la célula viva, tratando de identificar las proteinas expre-
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tativo y cualitativo de la expresion proteica judia comdn Phaseolus
vulgaris, uno de los alimentos méas antiguos y que han formado parte
importante de la dieta humana desde hace miles de afios.

En Espafia, el cultivo de esta leguminosa tiene una gran impor-
tancia econdmica. Su consumo esta asociado con una disminucion
de riesgo de padecer enfermedades coronarias, cancer de colon y
enfermedades gastrointestinales**.

En este estudio se ha trabajado mediante 2-DE, optimizando la
técnica, con dos poblaciones de judia con procedencias diversas:
México (mesoamericanas) y Perd (Andes).

La 2-DE permite inferir diferencias cuantitativas y cualitativas
entre estos dos organismos basadas en comparaciones de cientos de
proteinas codificadas por un gran nimero de genes.
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MATERIALESY METODOLOGIA
Recoleccion de las muestras

Poblaciones de PVulgaris®:

— Linea evolutiva Andina: (CALIMA).

— Linea evolutiva Mesoamericana (ICA-Pijao).

Todo el material es proporcionado por el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (Misidn Biol6gica) de Pontevedra.

Cultivo

El cultivo se realiza a partir de semillas en macetas en el inver-
nadero, manteniendo unas condiciones iguales para todas las varie-
dades cultivadas.

Toma de muestras de los diferentes tejidos de la planta

Hoja y semilla (directamente y sin ser cultivada).

Preparacion de los extractos de proteina totales.

Los tres pasos fundamentales en la preparacion de las mues-
tras para su andlisis mediante electroforesis bidimensional (2-DE)
son rotura de las células del tejido a analizar, solubilizacion de las
proteinas presentes en la muestra y eliminacién de sustancias tales
como lipidos, polisacaridos o acidos nucleicos que puedan interferir
en la posterior separacion electroforética. Para romper las células
de judia, se liofilizaron las muestras previamente congeladas’ y se
pulverizaron con ayuda de un mortero.

Para obtener patrones reproducibles y comparables, es necesario
que las proteinas estén totalmente solubilizadas, desnaturalizadas
y que no interaccionen entre ellas. Para conseguirlo, las muestras
se disuelven en un tampon de lisis cuya composicion es urea 7M,
tiourea 2M, CHAPS 4%, DTT 3%.

Valoracion de la concentracion proteica de las muestras

Para cuantificar la concentracion proteica de las muestras se ha usa-
do el kit CB-X Protein Assay que proporciona una rapida estimacion,
ademas de ser compatible con detergentes y otros agentes comunes en
laboratorios como azUcares reductores, tioles y agentes quelantes. En
este proceso no es necesaria la calibracion estandar de proteina. Simple-
mente se mezcla la solucion proteica con el CB-X y con los detergentes
libres de proteinas. Se suspende el detergente en el CB-X Assay Dye y
se lee ladensidad de la reaccion dptica a 595 nm. El kit nos proporciona
una tabla para una rapida y fiable determinacion de la concentracion.
Esta tabla ha sido construida a partir de una compleja mezcla de protei-
nas cuyas dosis responden a buenas comparaciones con proteinas deri-
vadas de animales, plantas, bacterias asi como de levaduras.

Extraccion de los diferentes tejidos de judia por diferentes
protocolos. Estandarizacion de la extraccion en judia

Un protocolo de extraccion ideal deberia ser altamente reprodu-
cible y solubilizar todos los componentes de las proteinas de la mues-
tra dada y al mismo tiempo, minimizar los artefactos y los contami-
nantes de naturaleza no proteica formados después de la extraccion.
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Existen diversos métodos, aunque en este estudio sélo se han
hecho experimentos con tres diferentes:

— Extraccion de proteina total con Acetona-TCA (Acido tri-
cloroacético)®. Las muestras fueron suspendidas en 20 ml de ace-
tona, 10% de TCA y 0,07% de DTT. Las células fueron rotas por
sonicacion. Seguidamente se dejaron a —20°C durante al menos una
hora para después centrifugar las muestras a 4.500 rpm. El siguiente
paso fue hacer una serie de lavados, los dos primeros con acetona y
0,07% de DTT vy el tercero con H20 destilada y 90% de acetona y
finalmente el pellet fue suspendido en buffer de lisis10.

— Extraccion de proteinas basado en el fenol, como méto-
do alternativo al anterior, en el cual se usa el fenol para eliminar
contaminantes como lipidos, componentes fenolicos, polisacaridos
etc., y obtener proteinas de calidad. Las muestras fueron suspendi-
das en 3 ml de buffer de extraccion (1% de polivinilpolipirrolidona
(PVPP), 0,7 M de sacarosa, 0,1 M de KClI, 0,5 M de Tris-HCI a pH
7,5,500 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, 2% de DTT). Las muestras
se homogenizaron en hielo a 2°C usando un vortex REAX 2000
(Heidolph) después de lo cual se afiadi6 un igual volumen de fenol
saturado en Tris — HCl a pH 7,5 a la muestra y asi esta fue nueva-
mente homogenizada y centrifugada a 10.000 g durante 30 minutos.
Se extrajo la fase fendlica con el buffer de extraccion utilizado an-
teriormente y este proceso se repitié tres veces. Seguidamente se
afiaden cinco volimenes de amonio acetato saturado en metanol y
se deja toda la noche a —20°C. Finalmente se obtiene la precipita-
cion de las proteinas por centrifugacion a 10.000 g durante 30 minu-
t0s10. La muestra fue disuelta en buffer de lisis.

— Extraccion de proteinas por el método estandar de precipita-
cion de proteinas (2-D Clean-Up Kit de GBiosciences).

Estos tres protocolos se realizan de la misma manera para mues-
tras de hoja como para muestras de semilla, cambiando sélo la
cantidad inicial de muestra que en los tres métodos es para la hoja
300 mg y para la semilla 200 mg.

Electroforesis bidimensional (2-DE)

La electroforesis bidimensional de alta resolucién esta conside-
rada como la técnica experimental mas resolutiva para separar mez-
clas complejas de proteinas en un solo gel. Consta de dos separa-
ciones electroforéticas independientes: en la primera dimension las
proteinas se separan segun su punto isoeléctrico (pl) y en la segunda
dimension en base a su peso molecular (PM).

Primera dimension: el isoelectroenfoque

En la primera dimension las proteinas se separan segun su carga
eléctrica en un gradiente de pH. En él, migraran hacia el anodo o el
catodo segln su carga neta hasta alcanzar la region del gradiente de
pH que coincida con su punto isoeléctrico (pl, pH especifico en el
cual la carga neta de la proteina es cero).

Gradiente de pH inmovilizado en el gel (IPGs)

A finales de los 80, se disefié una nueva metodologia'* que usa
geles de acrilamida al 4% deshidratados y unidos a un soporte plasti-
co donde el gradiente de pH lo genera las inmovilinas, unas molécu-
las anfotéricas unidas covalentemente a la matriz del gel (tiras IPG,
Inmobiline pH gradient DryStrip, GBiosciences). La utilizacion de
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Figura 1. Electroforesis, primera dimension.

las tiras mejora enormemente la reproducibilidad?? y el manejo de
los geles. En la figura 1 se pueden ver los dispositivos empleados
para realizar la primera dimension; técnica de IPGs (izquierda) y
técnica clésica (derecha).

Con el fin de optimizar la técnica para su aplicacion al analisis
de muestras de judia, se hicieron pruebas con tiras de IPG de varias
longitudes y rangos de pH lineales y no lineales. En este caso, em-
pleamos tiras de 11 cm con un gradiente no lineal (NL) que se distri-
buye sigmoidalmente entre los pH 4 a 7 (donde suelen concentrarse
la mayor parte de las proteinas) reduciendo el solapamiento y fa-
voreciendo una distribucion de los «spots» mas uniforme en el gel.

También se optimizo la cantidad de proteina o carga aplicable
a cada gel en la primera dimensién para obtener patrones proteicos
de gran calidad, la distancia de separacion (longitud de las tiras) y la
complejidad proteica de la muestra.

De la muestra, se obtenia un patrén con excelente resolucién
y una gran cantidad de «spots» sin apenas veteado y solapamiento
entre ellos. La rehidratacion de las tiras se llevo a cabo de forma
simulténea a la aplicacion de la muestra, mezclandose tampén de re-
hidratacion (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%, azul de bromofenol
trazas, DTT 0,3% p/v, tampoén IPG 0,5% v/v) y muestra. No se debe
sobrepasar un volumen de 250 ml total ya que en caso contrario, el
gel no absorberia toda la solucién y las proteinas permanecerian en
la solucion sobrante en vez de entrar en el gel. El isoelectroenfo-
que se llevo a cabo en una unidad IPGphor (BioRad), siguiendo las
instrucciones proporcionadas por la casa comercial. Normalmente
el recorrido electroforético se realiza en varios pasos en los que el
voltaje se aumenta de forma progresiva. Se realiz6 en este caso una
rehidratacion activa a 50V durante 12 horas para favorecer la entra-
da en el gel de las proteinas de alto peso molecular*®*4, Transcurri-
das estas 12 horas se inici6 inmediatamente el isoelectroenfoque a
500V durante 1 hora, seguidos de 1.000V también durante 1 hora
y finalmente 8.000V hasta alcanzar un voltaje acumulado total de
33.500Vh. Una vez finalizada la primera dimension los geles se so-
metieron de forma inmediata al proceso de equilibrado.

Equilibrado de los geles de primera dimension

El equilibrado es un paso intermedio que prepara los geles de
primera dimension para la electroforesis de segunda dimension.
Su funcidn principal es poner en contacto a las proteinas que han
sido separadas en el isoelectroenfoque con el detergente SDS. Tras
la primera dimension el equilibrado de los geles se realizé en dos
pasos: en el primero los geles se incubaron durante 15 minutos en
una solucién de DTT (10mg/ml), que reduce los puentes disulfu-

Tabla 1. Composicion de geles segunda dimension (2-DE I1GPs).

Solucion de Acrilamida/Bis 37,5:1 39,5ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 20 ml
SDS 10% 0,78 ml
Agua destilada 18 ml
TEMED oul
APS 10% 0,78 ml
TRIS: Tris (hidroximetil)-aminometano, SDS: Dodecil sulfato de sodio, TEMED:
N,N,N’, N’-Tetrametil-etilen diamino, APS: Persulfato amonico.

ro y las mantiene completamente desnaturalizadas’, en tamp6n de
equilibrado (Tris 50mM, urea 6M, glicerol 30%, SDS 2%). En el
segundo, se incubaron también 15 minutos en una solucién de io-
doacetamida (25mg/ml) en el mismo tampdn. La iodoacetamida
elimina el exceso de DTT evitando el veteado en los patrones elec-
troforéticos. Tras el equilibrado se retird la solucion y se guardaron
los geles a —80°C.

Segunda dimension: SDS-PAGE

En la segunda dimension las proteinas se separan en base a su
peso molecular mediante la técnica de SDS-PAGE (electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS). Para la segunda dimension se
utilizé un sistema de electroforesis vertical, ya que éste permite co-
rrer varios geles de forma simultanea.

La electroforesis se realizé en geles al 15% de poliacrilamida
(200 x 200 x 1,5 mm) y su composicion esta indicada en Tabla 1.

Tras descongelar el gel de la primera dimension se situd éste
pegado a la parte superior del gel de segunda dimension, sellandose
posteriormente con una solucién de agarosa al 0,5% en tampén de
electroforesis (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%) y tra-
zas de azul de bromofenol. Esta solucion de sellado también permite
ver el frente de la electroforesis®®. El corrido electroforético se reali-
z6 a5 mA por gel durante 2 horas seguidos de 10 mA por gel duran-
te 2 horas y 16 mA por gel durante 20 horas. Los tiempos indicados
para las Ultimas fases del corrido electroforético son aproximados;
se considerd finalizada la electroforesis cuando el frente de azul de
bromofenol llegaba al final del gel. La segunda dimension se realizé
en el dispositivo que se muestra en la figura 2, a una temperatura
constante de 27°C.

Figura 2. Dispositivo de electroforesis bidimensional, segunda di-
mension.
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Fijacion y tincion de geles

El método de deteccion empleado es tincion con fluorescencia.
Se ha usado para ello Sypro, reactivo fundamental para este proce-
so. Se ha utilizado mayoritariamente esta técnica porque muestra
compatibilidad con un posible andlisis por espectometria de ma-
sas.

La fijacion de los geles se realiz6 sumergiendo los geles durante
30 minutos en una solucion al 40% de etanol y 10% de &cido acético.

Finalizado el proceso de tincidn, se lavan los geles con agua ul-
trapura Braun y se digitalizan en el densitometro Las 3.000 (Bio-
Rad). Los geles originales se conservaran plastificados a 4°C.

Andlisis informético de los patrones proteicos bidimensionales
(analisis cuantitativo y cualitativo)

Una vez digitalizados los patrones bidimensionales se analiza-
ron mediante el software PDQuest 8.0.1. (Bio-Rad).

Para llevar a cabo el andlisis cualitativo se emplearon dos cri-
terios: reproducibilidad e intensidad. Se desestimaron todos los
«spots» no reproducibles. No se consideraron aquellos presentes en
los margenes del gel ya que en esta zona el pH es inestable y la
reproducibilidad baja. Se seleccionaron «spots» con una intensidad
suficiente como para que se puedan distinguir de forma inequivoca
sobre el fondo del gel. Ademas se ha hecho un analisis cualitativo
comparativo entre los diversos protocolos de extraccion para poder
obtener una lista de spots que presenten diferencias entre los dife-
rentes procedimientos de precipitacion de proteinas.

RESULTADOSY DISCUSION

Tres métodos de extraccion de proteinas: el cominmente usado
para vegetales TCA-Acetona, aquel basado en la precipitacion de
proteinas a partir del fenol y el llevado a cabo por un kit comer-
cial han sido comparados en términos de focalizacion de «spots»,
nimero de «spots» resueltos, intensidad y variabilidad. Estos tres
protocolos son muy apropiados para los estudios de protedmica de
plantas considerando su simplicidad y el nimero de muestras mane-
jadas en este tipo de estudios.

Para elegir uno de estos protocolos se tiene en cuenta que en
cada estrategia de extraccién se considera la naturaleza del teji-
do de la muestra. Los materiales de vegetales son normalmente
mas problematicos para los andlisis protedmicos que otros teji-
dos de otros organismos, porque las células vegetales, como en
nuestro caso, son ricas en proteasas y componentes que interfieren
seriamente en la estabilidad, separacion y analisis de las proteinas,
ademas de tener proteinas a muy bajas concentraciones. Entre los
componentes interferentes de las plantas se encuentran: polisaca-
ridos, lipidos, componentes fendélicos y una serie de metabolitos
secundarios®-18,

El protocolo TCA/Acetona es extremadamente efectivo para
algunos tejidos de algunas plantas, particularmente para tejidos ve-
getales jovenes y para la inhibicion de proteasas de los mismos, las
cuales causan la degradacion proteolitica de proteinas y la pérdida
de proteinas de alto peso molecular ademas de la eliminacién de in-
terferentes. Sin embargo, puede extraer también contaminantes po-
liméricos. Ademas este método es especialmente problematico con
tejidos maduros y aquellos que tienen grandes cantidades de células
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TCAJ/Acetona Extraccion fenolica

Clean Up Kit

Figura 3. Comparacién de los patrones de spots de 2-DE, de hoja Ica-Pijao, obtenidos a partir del uso de tres técnicas de extraccion dife-
rentes. Las proteinas fueron precipitadas usando el método TCA/Acetona (a), el protocolo del fenol (b) y el kit de extraccion de proteinas,
Clean-Up (c). Los geles fueron realizados usando tiras IPG (11cm) de pH 4-7 no linear en la primera dimension y geles de SDS al 15% en
la segunda dimension. Fueron tefiidos con SYPRO Ruby (fluorescencia) y posteriormente escaneados.
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con paredes con altos niveles de polisacaridos y polifenoles®. Como
se puede ver en los resultados, este método no es demasiado efecti-
Vo con hoja ya que presenta un patrén con bastantes interferencias
debido probablemente a la interaccién con algin compuesto conta-
minante, y los «spots» resultantes no estan bien definidos (Fig. 3).

Un protocolo alternativo es aquel que lleva a cabo la solubili-
zacion de las proteinas con fenol, con o sin SDS, y la subsecuente
precipitacion con metanol y amonio acetato'*?°. Este método puede,
efectivamente, obtener extractos de proteinas de alta calidad con una
contaminacion minima aparente.

Muchos estudios demuestran que la extraccion con fenol da re-
sultados satisfactorios con tejidos de plantas recalcitrantes, ricas en
componentes que inhiben la electroforesis, como el fruto del pla-
tano, meristemos de manzana y hojas de la patata. Con nuestros
resultados encontramos que en hoja de judia el método del fenol
no extrae adecuadamente el patron proteico pudiendo ser debido a
interferencias en la parte basica (Fig. 3). En semilla, el patrén que
se obtiene del fenol puede ser comparable a aquel que se obtiene
con el método TCA/Acetona siendo este Gltimo de menor calidad
en la extraccion de proteinas de alto peso molecular, como se puede
observar en la parte superior del gel (Fig. 4).

En el método estandar hemos usado para la precipitacion el Kit,
2-D Clean -Up Kit de Amersham Biosciences. Este kit se basa en
la precipitacion de proteinas dejando en solucion las sustancias in-
terferentes como detergentes, sales, lipidos, compuestos fendlicos
y acidos nucleicos. Después las proteinas son resuspendidas en una
solucién compatible con la primera dimension (isoelectroenfoque).
Este método es muy eficaz con todo tipo de muestras especialmente
con aquellas que contienen muchos contaminantes.

Este tratamiento mejora la calidad de los resultados de la elec-
troforesis bidimensional, reduciendo el «streaking» (interferencias

que aparecen en el gel en forma de lineas horizontales) y otras con-
secuencias de compuestos interferentes. Esto se demuestra en el gel
resultante de hoja donde se consigue un patrén con spots muy defi-
nidos, sin interferencias y sin contaminacion de fondo (Fig. 3). Esto
también se puede aplicar a la semilla en la cual obtenemos spots
muy definidos pero en la que vemos algunas interferencias a ambos
lados del gel (Fig. 4).

Para hacer una buena comparacion entre los diferentes patrones
obtenidos se debe de asumir reproducibilidad entre ellos, es decir,
que durante todo el proceso de la técnica el tratamiento debe ser
exactamente igual con todas las muestras. Para que exista reproduci-
bilidad, las muestras deben de estar en el mismo estado de desarrollo
ya que las proteinas expresadas en diferentes estados de desarrollo
son diversas y tienen diferente afinidad por unos polisacaridos de la
pared que por otros. En este estudio se han usado todas las semillas
en el mismo estado de desarrollo y todas las hojas proceden del
primer trifolio.

Existen diferencias cualitativas entre los patrones de los dife-
rentes métodos de extraccion demostradas con los analisis hechos
mediante el programa PDQuest 8.0.1 se detectaron 302 «spots» para
el método de TCA/Acetona, 191 «spots» para el método del fenol y
393 «spots» para el método de extraccion basado en el kit de preci-
pitacion en tejidos de hoja. En el caso de la semilla las diferencias
no son tan significativas y se encontraron 223 «spots» para el mé-
todo de TCA/Acetona, 290 para el protocolo del fenol y 249 para el
método basado en el kit.

Con todos estos resultados se puede deducir que el protocolo
basado en el kit de precipitacion extrae mas «spots» y con un patrén
maés definido en el caso de la hoja. En el caso de la semilla el proto-
colo que consigue extraer mas «spots» es el de fenol, el cual también
da el patrén méas limpio y definido.

a) TCA/Acetona

b) Extraccion fendlica

» -

c) Clean Up Kit

Figura 4. Comparacion de los patrones de spots de 2-DE, de semilla Calima, obtenidos a partir del uso de tres técnicas de extraccion di-
ferentes. Las proteinas fueron precipitadas usando el método TCA/Acetona (a), el protocolo del fenol (b) y el kit de extraccién de proteinas,
Clean-Up (c). Los geles fueron realizados usando tiras IPG (11cm) de pH 4-7 no linear en la primera dimension y geles de SDS al 15% en
la segunda dimension. Fueron tefiidos con SYPRO Ruby (fluorescencia) y posteriormente escaneados.
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CONCLUSIONES

La precipitacion de proteinas es absolutamente necesaria para
poder obtener buenos resultados en estudios protedmicos con ve-
getales. Precipitacion con TCA/Acetona y extraccién con fenol
son dos de los métodos mas usados con tejidos de plantas. La ex-
traccion con fenol es 6ptima eliminando contaminantes y da como
resultado geles de alta calidad. Las diferencias con el método de
TCA/Acetona son pocas y este es extremadamente efectivo en ve-
getales pero su mayor dificultad es la resolubilizacién de las pro-
teinas precipitadas. El protocolo basado en el kit de precipitacion
es muy comun y se usa con todo tipo de organismos. Las proteinas
precipitan por centrifugacion y el pellet resultante es lavado para
eliminar los contaminantes no proteicos. La mezcla es centrifuga-
da de nuevo y el precipitado puede ser facilmente resuspendido en
buffer de lisis.

Con todos nuestros resultados se puede deducir que el protocolo
basado en el kit de precipitacion extrae mas «spots» y con un patrén
mas definido en el caso de la hoja. En el caso de la semilla el proto-
colo que consigue extraer mas «spots» es el de fenol, el cual también
da el patron mas limpio y definido.
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