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La evolucion de las caracteristicas ecoldgicas de las especies es uno de los temas mas intensamente estudiados, pero su complejidad suele
limitar estos estudios a evidencias indirectas de las adaptaciones reales de los organismos. Recientemente, métodos moleculares como los
"micro-arrays” y la secuenciacion a gran escala han incrementado de manera notable el conocimiento de los genomas y las vias
metabolicas. Con ello, ha sido posible por primera vez estudiar con detalle la interaccién a nivel molecular de los organismos con su medio.
Sin embargo, la investigacion de los procesos bioquimicos asociados a cuestiones ecoldgicas y evolutivas relacionando a los organismos
con sus habitats se suele limitar a los llamados “"organismos modelo". Los Ultimos avances en proteémica han permitido un enorme
incremento de su uso en ecologia y biologia evolutiva. Estas metodologias son en muchos aspectos perfectamente aplicables a estudios
ecologicos, ofreciendo la posibilidad de trabajar con una amplia gama de organismos. En este trabajo hacemos una breve revisiéon de las
principales metodologias y de cémo la protedmica se ha utilizado hasta la fecha en diferentes estudios ecolégicos y evolutivos en
organismos no-modelo.
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Cieslak, A., Ribera, I. (2009). Applications of proteomics in ecology and evolution. Ecosistemas 18(1):34-43.

The evolution of ecological traits has been subject to intense research efforts for a long time. The complexity of ecological traits usually limits
these studies to indirect evidence on the actual adaptive variations. More recently, molecular methods, such as micro-arrays and large-scale
genomic sequencing, considerably increased the knowledge on genomes and metabolic pathways. With this, it became possible for the first
time to study in detail the interaction of organisms and their environment at the molecular level. However, the investigation of biochemical
processes associated to ecological and evolutionary questions relating organisms to their habitats are typically restricted to so-called model
organisms. The latest methodological advances in proteomics led to a strongly increase in their use in ecology and evolutionary biology.
These approaches are in many respects suitable for ecological studies, and offer the possibility to work on a wide range of organisms. Here
we briefly review the methodology and describe how proteomics has been used to date in different fields of evolutionary biology and
ecology in non-model organisms.

Key words: protein expression, non-model organisms, bidimensional electrophoresis, protein sequencing, ecological differentiation,
speciation.

Introduccién

La utilizacién de proteinas como herramienta de estudio en ecologia y evolucion se desarroll6 inicialmente con el uso
generalizado de los isoenzimas a partir del final de los afios 60 (Murphy et al. 1996), pero con el descubrimiento de la técnica
de la PCR (Mullis y Faloona 1987) y el método Sanger de secuenciacion (Sanger et al. 1977) se abandond progresivamente
ante la posibilidad de obtener directamente la secuencia de ADN. El uso de isoenzimas como marcadores moleculares, o el
estudio de proteinas individuales, no puede tampoco considerarse como “proteémica” en el sentido actual del término, que
implica el estudio de la expresion global de proteinas de un organismo (0 por o menos de una fraccion cuantitativamente
significativa) (Brower 2001). Aunque algunas de las técnicas utilizadas en protedémica, y en especial la electroforesis
bidimensional, se desarrollaron mucho antes (Henry et al. 1968), inicialmente se utilizaron casi de modo exclusivo en estudios
de fisiologia y bioquimica humanas, dada la complejidad y el coste econémico del método. La metodologia se basa en la
combinacion de dos procesos de separacion, el primero (“Iso-Electric Focusing”, IEF) segrega las proteinas en base a su
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punto isoeléctrico en un gradiente de pH, y el segundo en base a su tamafio molecular. El término “protedémica” se acufi6 a
principios de los 90, cuando la metodologia se mejoré y fue posible obtener resultados altamente reproducibles, permitiendo
identificar y caracterizar proteinas con gran precision. El principal avance metodolégico fue la invencién de los gradientes de
pH inmovilizados (IPGs, de su nombre en inglés, Bjellgvist et al. 1982), y la mejora de los geles de electroforesis de poli-
acrilamida, originalmente descritos por Laemmli (1970). La posibilidad de secuenciar de forma automatica las proteinas
aisladas de los geles (Edman y Begg 1967) potenci6é el uso de los geles bidimensionales, aunque solo el desarrollo de
técnicas de caracterizacion mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF o MALDI-TOF-MS) permitié su uso generalizado,
al permitir identificar de un modo mas econémico muestras pequefias de proteinas una vez digeridas enzimaticamente
(Kumarathasan et al. 2005).

La posibilidad de aislar, cuantificar y secuenciar proteinas mediante geles bidimensionales de alta resolucién es una
herramienta muy poderosa para el estudio de un amplio espectro de procesos ecolégicos y evolutivos abordables desde una
perspectiva comparativa. La posibilidad de estudiar los cambios en la expresion de proteinas causados por cualquier tipo de
estimulo en cualquier organismo siempre estuvo presente, aunque su aplicacion en ecologia o evolucion, ademas de las
dificultades técnicas y el elevado coste, no habria permitido ir mucho mas alla de la informacion que ya se podia obtener
mediante las técnicas de estudio tradicionales para procesos fisiolégicos o del desarrollo. Con el advenimiento de la era
gendmica, el crecimiento exponencial de las secuencias conocidas y la posibilidad de identificar las proteinas obtenidas
produjeron un efecto sinérgico entre los estudios gendémicos y los estudios de expresion de genes (Brower 2001). Por primera
vez fue posible identificar las proteinas de modo relativamente facil y econémico, y asociar estas identificaciones a procesos
fisiolégicos y vias metabdlicas. En su inicio estas posibilidades estaban muy restringidas a un pequefio nimero de
organismos modelo, supuestamente representativos de grandes grupos de animales. Dos factores han ayudado a superar
este problema: (1) el reconocimiento de la homologia entre los mecanismos moleculares béasicos de todos los organismos,
tanto a nivel de secuencia de proteinas como de procesos metabdlicos (ver Karr 2008 para una revisién reciente), y (2) la
identificacion de virtualmente todos los cADNs expresados en algunos organismos modelo y sus transcripciones putativas en
proteina (los ORF, “open reading frame”). A pesar del crecimiento continuo de las bases de datos publicas, de su
interconectividad y de la posibilidad de hacer andlisis comparativos de procesos del desarrollo y de vias fisioldgicas de modo
relativamente sencillo, el andlisis de procesos complejos en organismos no-modelo sigue comportando grandes dificultades
tanto técnicas como conceptuales.

En este trabajo nos centraremos en las aplicaciones en ecologia y evolucion de una de las técnicas protedmicas mas
utilizadas y accesibles, la electroforesis bidimensional (2-DE). Existen numerosos trabajos especializados detallando los
aspectos mas técnicos del método (ver por ejemplo Gorg y Weiss 2006; Kraj y Silberring 2008; o Westermeier et al. 2008),
asi como algunas revisiones recientes sobre el uso de 2-DE en ecologia y evolucion (Anderson et al. 2000; Navas y Albar
2003; Lépez 2007; Karr 2008; ver Tabla 1 y Apéndice). Aqui expondremos solo los aspectos mas generales de la
metodologia, para centrarnos a continuacion en algunas de las aplicaciones que consideramos méas prometedoras, asi como
en dar una visién general de las principales tendencias en los estudios publicados hasta la fecha.

Procedimiento metodologico

Electroforesis bidimensional

El principio basico de la electroforesis bidimensional (2-DE) es la separacién en dos gradientes perpendiculares de una
muestra de proteina aislada del organismo (habitualmente proteina total), bien sea del organismo entero, de una muestra de
tejido o de fluido, o de un cultivo celular. En general, las proteinas se denaturalizan, aunque es posible aislarlas en su forma
activa nativa. El primer paso es separar la mezcla de proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico en un gradiente de pH fijo.
El gradiente de pH se puede variar, dependiendo del tipo de proteinas que se desea separar con mas precision, o de si se
tiene conocimiento previo de la proporcién de proteinas béasicas o acidas en la muestra inicial. En el segundo paso las
proteinas, ya separadas en el gradiente de pH de acuerdo a su punto isoeléctrico, se separan de acuerdo a su masa
molecular. La capacidad de resolucién dependera de la densidad del polimero utilizado, y de la longitud del gel. Los geles con
las proteinas separadas en los dos gradientes perpendiculares se tifien, habitualmente con plata (Fig. 1), y la distribucion de
las manchas con las proteinas individuales se fotografia o se escanea (Gorg y Weiss 2006; Kraj y Silberring 2008).
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Figura 1. Imagen tipica de un gel bidimensional. El gradiente de pH esta en el eje horizontal,
incrementandose de derecha a izquierda, en este caso de 3 a 11. El gradiente vertical es de tamafio
(peso molecular), de 220 a 14.3x107(-3) kDa (tomado de Cieslak et al. 2007).

La técnica de electroforesis bidimensional se utiliza habitualmente para comparar los patrones de expresion de proteinas en
dos o mas muestras, bien sea de ejemplares de diferentes especies, diferentes poblaciones, sometidos a diferentes
tratamientos, o de diferentes tejidos del mismo individuo. Normalmente se comprueba la reproducibilidad de los resultados
mediante réplicas de la misma muestra, y mediante variaciones en el procedimiento experimental. Existen una serie de
normas de “buena praxis” consensuadas entre los especialistas, que se considera deben cumplir los estudios que utilicen
esta técnica (Taylor et al. 2007; “Proteomics standards initiative”, ver www.psidev.info, www.fixingproteomics.org).

El andlisis comparativo de los geles se realiza mediante programas de andlisis de imagen. Los programas mas avanzados no
s6lo comparan imagenes digitales calibradas con los puntos de referencia establecidos por el investigador, sino que son
capaces de calcular la torsion y la deformacion de un gel en comparacién a otro tomado como referencia, de modo que se
compensan en parte los errores experimentales. Para evitar en lo posible este error experimental es posible también utilizar la
técnica DIGE (“Differential In-Gel Electrophoresis”, Unlii et al. 1997), que permite analizar hasta tres muestras
simultineamente mediante la utilizacién de tres pigmentos distintos para marcar las proteinas, que se visualizan a distintas
longitudes de onda. En principio esta técnica permite evitar completamente los artefactos experimentales introducidos por la
electroforesis, aunque la utilizacion de pigmentos distintos puede afectar a la estimacion cuantitativa de la expresion (Krogh et
al. 2007).

En los analisis se compara no solo la presencia o ausencia de determinadas proteinas, sino los cambios en la intensidad de
la expresion. En la Figura 2 se muestran los resultados de la comparacién de patrones de expresion de tejido de una especie
de mariposa antes y después de un determinado tratamiento hormonal (Cieslak et al. 2007). En este ejemplo, se ve como la
expresion de algunas proteinas se ve alterada por el tratamiento, mientras que otras no se ven afectadas. La identificacion de
tres 0 mas proteinas afectadas de modo paralelo sugiere la existencia de un “cluster” que responde de modo simultaneo a un
mismo estimulo, permitiendo el estudio de vias o redes metabdlicas. La caracterizacion de estas vias requiere identificar la
proteinas y, eventualmente, confirmar los cambios de expresion mediante, por ejemplo, PCR cuantitativas o Western-blotting,
caso de que se disponga de anticuerpos de las proteinas correspondientes.
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Figura 2. Ejemplo de cambios cuantitativos en la expresion de algunas proteinas identificados
mediante 2-DE. Las seis imagenes corresponden a un mismo grupo de proteinas en un extracto de
los discos de las alas de la larva de la mariposa Papilio dardanus, tras someterse in vitro a
diferentes tratamientos hormonales con hormona juvenil (JH) y Ecdisona (Ecd). Cada una de las
barras verticales en la gréfica del gel Ref. indica el nivel de expresion de una proteina determinada
en un experimento. Este nivel de expresion ha sido determinado por una medida de densiometria de
la mancha en el gel (tomado de Cieslak et al. 2007).

Secuenciacion de proteinas y analisis de fragmentos

Una vez localizada una proteina de interés se puede extraer directamente del gel, e identificarla secuenciando la cadena de
amino-acidos, o mediante espectrometria de masas (MS) de los fragmentos resultantes de una digestion enzimética. La
secuenciacion se realiza normalmente por el extremo N, mediante el método descrito por Edman y Begg (1967), que aunque
fiable es relativamente caro si se quiere secuenciar toda la proteina. Ademas, es posible que la secuenciacién se bloquee por
la presencia de grupos quimicos como azucares, acetiles u otras modificaciones del amino-acido terminal, lo que requiere un
tratamiento especial para eliminarlos y poder iniciar la secuenciacion. Este procedimiento requiere una cantidad minima de
proteina (de 0.5 a 1.5 pmol), lo que dificulta la secuenciaciéon de proteinas con niveles de expresién muy bajos. Mediante
espectrometria de masas se determina el peso molecular de los fragmentos resultantes de la digestion enzimatica con una
proteasa, en lo que se conoce como “peptide mass fingerprint” (PMF). Conociendo los puntos de digestién de la proteina, se
puede comparar el patrén resultante con el de otras proteinas conocidas, para obtener una identificacién aproximada. Existen
programas informaticos que asignan probabilidades de identificacion para un patrén de fragmentos, como Mascote (Perkins et
al. 1999), Aldente http://www.expasy.org/tools/aldente) o ProFound (Zhang y Chait, 2000). El principal problema de este
método es la falta de datos de referencia de organismos no-modelo (Panchaud et al. 2008). Existen otros procedimientos mas
recientes que permiten identificar con mayor precision proteinas de organismos no-modelo, sin necesidad de disponer de
informacién gendmica o protedmica. Asi, es posible identificar sin ambigliedades la secuencia de un péptido o un fragmento a
partir de su masa molecular, mediante lo que se conoce como “peptide sequence tag” (PST). El espectro de masas asi
obtenido se puede asociar a una proteina concreta presente en las bases de datos publicas. Programas que utilizan estos
métodos son, por ejemplo, GutenTag (Tabb et al. 2003) y MultiTag (Sunyaev et al. 2003) para la secuenciacion de péptidos; y
Sequest (Eng et al. 1994) o SALSA (Hansen et al. 2001) para el PST. Para muchas aplicaciones no es necesaria una
identificacion precisa de la proteina, y con una aproximacion que identifique la familia, o el grupo funcional, es suficiente.

Estudio de alteraciones metabdlicas y fisiol6gicas

En algunos casos es suficiente con identificar la presencia de determinadas proteinas como respuesta a un tratamiento, o
como marcadores biolégicos (por ejemplo, para identificar la presencia de un parasito en una muestra, Calvo et al. 2005; o
para caracterizar la composicion de los venenos de serpiente, Fox y Serrano 2008). Sin embargo, el estudio de respuestas
fisioldgicas normalmente requiere la identificacion de vias metabdlicas con mas de una proteina. En estos casos se requiere
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no solo determinar qué proteinas estan presentes, sino si estan sobre- o infrareguladas, asi como la secuencia temporal de
su expresion. Aunque en estos casos la utilizacion de las técnicas de protedmica es mas complicada, su uso abre una
enorme variedad de posibilidades para abordar todo tipo de problemas biolégicos en practicamente cualquier organismo. El
conocimiento cada vez mas detallado del metabolismo basico com(n a todos los organismos, la posibilidad de establecer
homologias entre secuencias de genes de linajes muy distantes, y la estimacién mas precisa de las relaciones filogenéticas
entre los grandes grupos facilita la elaboracién de hipétesis acerca de los cambios esperados y la interpretacion de los
cambios observados. Cualquier informaciéon generada en los experimentos es susceptible de ser utilizada en estudios
fisiolégicos, ya que las bases de datos publicas no solo permiten la identificacion de las proteinas y los genes involucrados,
sino que las enmarcan en vias metabdlicas especificas que permiten deducir su papel fisiolégico en el organismo. Algunas de
estas bases de datos son, por ejemplo, KEGG (www.genome.jp/kegg) o PANTHER (www.pantherdb.org), que incluyen una
gran cantidad de vias metabdlicas junto con sus interconexiones. Una vez identificadas las vias metabdlicas implicadas, y los
mecanismos fisiolégicos generales, de ser necesario siempre es posible disefiar experimentos mas especificos que permitan
un conocimiento mas profundo de los cambios estudiados.

Ademas de las dificultades inherentes a la falta de informacién gendémica y proteémica especifica de la mayoria de
organismos no-modelo, hay que tener siempre en cuenta la posibilidad de que las diferencias observadas se deban a
alteraciones no relacionadas directamente con el tratamiento que se quiere testar, sino que sean respuestas inespecificas al
estrés, alteraciones experimentales, o a factores colaterales desconocidos. En una revision reciente, Petrak et al. (2008)
encontraron que en una elevada proporcion de estudios de expresién diferencial con 2-DE se repetian las mismas proteinas,
aunque los procesos o los tratamientos a comparar eran muy distintos. Incluso algunas proteinas que habitualmente se
consideran de un nivel de expresién muy constante (“house-keeping”), y que de hecho se utilizan a menudo como referencia
para comparar alteraciones en el nivel de expresion (como GAPDH, actina o tubulina), presentan frecuentemente alteraciones
no especificas (Petrak et al. 2008).

Un problema adicional del uso de organismos no-modelo, con ejemplares capturados en su medio natural y no criados en
cautividad en condiciones controladas, son las fuentes de variabilidad no controladas, como su configuracién genética, su
edad o estado fisiolégico, o la presencia de patdégenos o parasitos. La presencia de esta variabilidad adicional requiere
asegurar la repetibilidad y representatividad de los resultados. A pesar de todo, existen multitud de cuestiones de interés que
no se pueden resolver con organismos modelo, de modo que el uso de organismos en su medio natural es imprescindible si
se quiere que las técnicas protedmicas se extiendan hasta convertirse en una herramienta méas en el arsenal metodoldgico de
ecdlogos y bidlogos evolutivos.

Ejemplos del uso de proteGmica en organismos no-modelo

El uso de geles bidimensionales aplicado a cuestiones ecoldgicas y evolutivas en organismos no-modelo se ha desarrollado
de forma significativa en los Ultimos cinco o seis afios. Sin pretender ser exhaustivos, del cerca del centenar de trabajos
considerados en esta revisién mas de la mitad (57) se han publicado desde 2005 (Tabla 1), con un crecimiento practicamente
exponencial. Como ya se ha mencionado, el uso de proteémica en organismos no modelo se ha desarrollado paralelamente al
desarrollo de la genémica, y a la posibilidad de interpretar los resultados (esto es, la identificacion de proteinas expresadas de
modo diferencial) en clave ecoldgica o evolutiva.

Muchos de los trabajos anteriores a la era gendmica son basicamente descriptivos, centrados en la caracterizacion de
proteinas en organismos con interés comercial (como el mejillon, Lépez 2005) o sanitario, tanto plagas vegetales (nematodos,
Van der Beek et al. 1997; Navas et al. 2002; Calvo et al. 2005) como venenos (serpientes, Mackessy 2002; Fox y Serrano
2008; escorpiones, Nascimento et al. 2006; o arafas, Yuan et al. 2007) (no se han incluido trabajos especificos de patégenos
humanos). En algunas ocasiones las proteinas asi caracterizadas se han utilizado para establecer relaciones filogenéticas
entre especies proximas (Aquadro y Avise 1981; Miyazaki et al. 2004), variabilidad genética entre poblaciones (Fullaondo et
al. 2001; Blank et al. 2005; Biron et al. 2006), o la dinamica de zonas hibridas (Diz y Skibinski 2007) (ver la Tabla 1 para
ejemplos adicionales).

Con la generalizacion del uso de la técnica de la PCR y la secuenciacion directa del DNA, la aplicacién de datos proteémicos
para establecer relaciones filogenéticas ha desaparecido casi por completo, y solo esta justificado cuando el interés no es
simplemente reconstruir la filogenia del grupo sino estudiar la evolucién de las proteinas o las vias metabdlicas implicadas (por
ejemplo, Toni y Aliberdi 2007; Singh y Matta 2008; Valcu et al. 2008). Solo recientemente se han empezado a utilizar
técnicas de protedmica para responder cuestiones ecolégicas o evolutivas que dificilmente podrian resolverse de otro modo.
Muchas de ellas implican el estudio de las diferencias en adaptaciones ecoldgicas o fisiolégicas, tanto de especies préximas
como de poblaciones de una misma especie. Ejemplos son el estudio de la tolerancia térmica y los efectos del cambio
climatico (Roush et al. 2004; Gardestrom et al. 2007; Pdértner y Farrell 2008); cambios asociados al estrés osmético
(salinidad) (Blank et al. 2006; Wang et al. 2008), al establecimiento de simbiosis o el efecto del parasitismo (Biron et al. 2005
para cambios de comportamiento producidos por un parasito; o Barneath et al. 2006 para la simbiosis coral-alga), 0 cambios
asociados a la especializacion ecoldgica y la especiacion (Martinez-Fernandez et al. 2008; Ramm et al. 2009). La Ultima
generacién de métodos de espectrometria permite secuenciar el proteoma de forma masiva e indiscriminada, sin seleccién
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previa. Se hace posible asi el andlisis de la expresioén de proteinas de comunidades o ecosistemas en su totalidad (Nunn y
Timperman 2007 para sistemas marinos, o Banfield et al. 2005 y Denef et al. 2007 para estudios de biofilms de procariotas),
estudiar respuestas fisiol6gicas generales (e.g. al estrés osmético, Kilktz et al. 2007; Wang et al. 2008), o procesos en
biologia del desarrollo (Chan y Foster 2008).

En Ultima instancia, los métodos descritos aqui son una herramienta potencialmente muy util para estudiar procesos de
especiacion, y en particular para identificar y caracterizar las proteinas, y los genes, involucrados en los procesos de
diferenciacion adaptativa que conducen a la especiacion (Ramm et al. 2009). En contraste con los métodos de secuenciacion
gendémica indiscriminada, el uso de geles bidimensionales permite identificar directamente las proteinas que se expresan de
modo diferencial, lo que reduce enormemente el nimero de candidatos cuando se quieren caracterizar las diferencias
adaptativas o funcionales entre individuos sometidos a diferentes condiciones, entre poblaciones supuestamente divergentes
genéticamente, o entre especies préoximas. En la actualidad es posible obtener mediante el estudio de la expresion de
proteinas con geles bidimensionales una gran cantidad de informacion sobre la base molecular de muchos procesos
fisiolégicos en organismos no-modelo, a pesar de las dificultades inherentes a la falta de informacién genémica y protedomica
especifica.
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Apéndice

Numero de trabajos publicados por afio utilizando métodos de proteémica en estudios ecolégicos y evolutivos con organismos
no-modelo, incluidos en esta revision (ver Tabla 1).
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