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dada la hipersensibilidad de las plantas mutantes,
son de esperar mayores diferencias en ambos pro-
teomas. Asi mismo es una herramienta til para el
andlisis de diferentes mutantes, deficientes en dis-
tintas enzimas que median la transferencia de poder
reductor del NADPH a los perdxidos, disponibles
en nuestro grupo con objeto de identificar posibles
rutas de destoxificacion dependientes de NTRC.
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Figura 1. Analisis proteémico comparativo del estroma de
plantas silvestres y deficientes en NTRC.
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Introduccion

Los avances tanto en la separacion liquida de
proteinas como los realizados en los sistemas de
deteccion de proteinas han permitido desarrollar
otras ideas para la separacion de proteinas en dos
dimensiones, este es el caso de la casa Beckman
Coulter y su apuesta por un sistema de separacion
en dos dimensiones, acoplando a una cromatografia
en gradiente de pH una segunda separacion basada
en la hidrofobicidad de las proteinas. (Wall, D. B.,
etal., 2000) (Wall, D. B., et al., 2001) (Wang, H., et
al., 2002). La eleccion de una metodologia es critica
a la hora de estudiar mezclas complejas de proteinas
como demostraremos en esta comunicacion. Parti-
endo de una misma muestra, en este caso embrién
maduro de trigo, hemos separado extractos totales de
proteinas utilizando métodos convencionales 2DE y
sistemas de cromatografia liquida (ProteomeLab PF
2DE) (Andrea, P., et al., 2006). Nuestros resultados
indican que ambas metodologias son complemen-

tarias y nos ayudan a tener una visién mas amplia
del Proteoma.

Material y métodos

Como material vegetal utilizamos embriones de
trigo, (Triticum derum Desf.) de la variedad Oum
Rabiaa, variedad tolerante a sal y sequia. Los em-
briones maduros se separan del endospermo. En
mortero con nitrégeno liquido se trituran y se guar-
dan hasta la extraccion de proteinas a -80°C. (Brini,
F., et al, 2007)

- Extraccidn de proteinas para estudios 2DE:
150 mg de embriones de trigo se resuspen-
den en 1,2 ml de Tampo6n de lisis. (7 M
Urea, 2 M Tiourea, 18 mM TrisHCI pH 8.0,
4% CHAPS, 1% Triton X-100, suplemen-
tado con coctel de inhibidores de proteasas,
DNasa y RNasa). Se incuba 20 min a 4°C.
Se afiade DTT 14 mM. Las muestras se cen-
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trifugan a 350009 durante 10 min a 4°C. Se
separa el sobrenadante y se cuantifica con
BCA protein assay reagent kit (Pierce).

- Extraccién de proteinas para ProteomelLab
PF 2DE: 150 mg de embriones de trigo se
resuspenden en 1,2 ml de tampdn de lisis.
(6 M Urea, 2 M Tiourea, 10% Glicerol, 50
mM TrisHCI pH 8.0, 2% octal-pB-D-glu-
copyranoside, suplementado con coctel de
inhibidores de proteasas, DNasa y RNasa).
Las muestras se centrifugan a 35000g du-
rante 10 min a 4°C. Se separa el sobrena-
dante y se cuantifica con BCA protein assay
reagent kit (Pierce). A continuacion se cam-
bia el tampén de la muestra con columnas
PD-10 (ProteomeLab PF 2DE kit, Beckman
Coulter).

- Separacion 2DE y separacion mediante
ProteomeLab PF 2DE: La separacion 2DE
se realiz6 siguiendo las indicaciones de (
Irar. S., et al 2006) y la separacién con Pro-
teomeLab PF 2DE se realizé atendiendo
a (Ménica, S., et al, 2005) modificando el
tampon de lisis, no utilizamos TCEP y la
cantidad inicial de proteinas que inyecta-
mos fue de 2.5 mg.
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Resultados y conclusiones

Concluimos que la cromatografia liquida es mas
resolutiva a pl &cidos y basicos que la 2DE. Asi
mismo, la 2DE es mas resolutiva a pl entre 5.0-
6.5. La segunda conclusion que sacamos es que
el nimero de proteinas que se resuelve por ambos
métodos es similar. Esto significa que ambas meto-
dologias amplian la comprension del proteoma de
una muestra.
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Introduccion

El 6xido nitrico es una molécula esencial en la
regulacién de numerosos procesos fisioldgicos ve-
getales; concretamente, desempefia un papel crucial
durante la sefializacion en las respuestas de defensa
frente a patdgenos y ejerce su papel principalmente
a través de la modificacion reversible de los grupos

tioles de cisteinas (S-nitrosilacion) (Delledonne,
2005). La identificacion de las dianas de S-nitro-
silacion y de los residuos especificos impliados es
un paso previo indispensable para conocer los me-
canismos por los cuales esta molécula regula la
activacion de las respuestas de defensa en plantas.
Con este objetivo se ha llevado a cabo el presente





