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de ellos en el rango de pH 4-7. La mayor parte de
las proteinas identificadas pertenecian a la cadena
de transporte de electrones fotosintético y al ciclo
de Benson-Calvin. La infeccién por PMMoV-S de
plantas de N. benthamiana indujo la regulacién
a la baja de algunas proteinas constituyentes del
cloroplasto.
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Introduccion

La protedmica vegetal es un campo de investiga-
cion emergente que cobra gran interés para el trata-
miento holistico de los sistemas bioldgicos (Chen y
Harmon, 2007). Dado que se encuentra todavia lejos
de igualar los estandares de los sistemas de levadu-
ras y mamiferos, cualquier informacion acerca de un
subproteoma vegetal y sus modificaciones en respues-
ta a distintas condiciones de crecimiento o estrés, ad-
quiere un alto valor. Las plantas son organismos sésiles
gue responden a cambios en el medio modificando sus
caracteristicas fisicoquimicas, lo que les otorga una
gran plasticidad (Casal et al., 2004). Por esta razén,
los nlcleos vegetales presentan un alto numero de
proteinas implicadas en mecanismos de transduccion
de sefiales y regulacion génica (Bae at al., 2003).

En nuestro laboratorio estamos interesados en
los cambios que ocurren en el subproteoma nuclear
de A. thaliana en respuesta al suministro de azlca-
res. La funcion reguladora de los azlcares es cono-
cida desde hace tiempo. Sin embargo, poco se sabe
acerca de la maquinaria transcripcional involucrada,

sobre todo qué factores de transcripcién controlan
la expresion de genes sometidos a regulacion por
azlcares. En ese sentido hemos desarrollado un
protocolo con el cual, mediante un acercamiento
protedmico, pretendemos identificar los factores de
transcripcion y proteinas sefializadoras que modulan
la respuesta en funcién del azlcar afiadido.

Material y métodos

El método se basa en la utilizacion de dos téc-
nicas bioquimicas de elevada resolucion: la electro-
foresis bidimensional y la espectrometria de masas
MALDI-TOF. El protocolo disefiado se basa en la
purificacion de ndcleos de plantas de A. thaliana var.
Col-0 cultivadas en medio MS (control) y medio MS
suplementado con 5% (p/v) de sacarosa; extraccion
de las proteinas nucleares con alta fuerza i6nica y en-
riquecimiento de las muestras en potenciales factores
de transcripcion. Este Gltimo paso incluye tratamien-
tos cromatogréficos clasicos como la filtracion en gel
en columna de Sephadex, y una cromatografia de
afinidad en la que se utiliza una matriz de heparina-
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sulfato. En ambos pasos cromatograficos se emplea
el sistema AKTAFPLC™, Las fracciones proteicas
son sometidas a una electroforesis bidimensional:
isoelectroenfoque en strip ReadyStrip™ IPG y sepa-
racién en SDS-PAGE en geles Criterion XT Bis-Tris
(Bio-Rad). Los geles son tefiidos inicialmente con
SYPRO Ruby y subsecuentemente con Coomas-
sie coloidal. Las proteinas de interés son analizadas
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF e
identificadas con el programa MASCOT.

Resultados

Hemos obtenido mapas de referencia de la com-
posicion del subproteoma nuclear de A. thaliana en
presencia o0 ausencia de sacarosa. Se han analizado
las proteinas que presentan expresion diferencial
en ambas condiciones experimentales. Asimismo,
se han analizado proteinas cuya expresion no varia
en ambos tratamientos y que permiten caracterizar
de forma general este subproteoma nuclear de A.
thaliana. De las 36 proteinas analizadas en un ex-
perimento tipo, se identificaron 15, que se presentan
agrupadas atendiendo a su funcién celular en la
tabla I. Cabe destacar la identificacion de 4 protei-
nas involucradas en sefializacion y regulacion de la
expresion génica como es el caso de FRIGIDAY de
ATMYB3R4 cuya expresion parece, respectivamen-
te, aumentar y reprimirse en presencia de sacarosa.
El grupo mas representativo corresponde a proteinas
implicadas en el metabolismo del carbono, méas con-
cretamente en el metabolismo de los azucares.
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Conclusiones

En conjunto, estos resultados preliminares su-
gieren que la respuesta a azlcares en plantas esta
sometida a un mecanismo de regulacién en el que
intervienen varias vias de transduccion de sefia-
les que posiblemente estén interconectadas. Hasta
ahora nos hemos centrado Unicamente en la bds-
queda de factores de transcripcion implicados en la
respuesta al suministro de sacarosa, y los resulta-
dos obtenidos parecen confirmar nuestro abordaje.
Eventualmente, para la completa identificacion y
caracterizacion de estas proteinas se requiere la
aplicacion de otros métodos bioquimicos y mole-
culares. En suma, se trata de un abordaje bastante
prometedor para la definicién de un subproteoma
nuclear de Arabidopsis, permitiendo descubrir
“cuanto” y “qué” cambia, a este nivel, en respuesta
al suministro de azucares.
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Tabla 1. Identificacion de las proteinas nucleares posiblemente involucradas en la modulacién de
la respuesta al suministro de sacarosa. p.l.. punto isoelectrico. +. Proteinas cuya expresion parece ser
inducida por sacarosa. -. Proteinas cuya expresion parece ser reprimida por sacarosa. Nimeros sin signos.
Proteinas que se expresan de igual forma en ambas condiciones experimentales.

Masa

Categoria Proteina Descripcion Spot L
g P P Molecular P
Implicado en el proceso de floracion, regulando la transicién|
Sefializacién FRI entre la fase vegetativa y la fase reproductiva 2+ 18731 Da 4,74
Y, Factor de transcripcién involucrado en procesos de
y regu!aclon CPC diferenciacion celular 4 21378 Da 4,60
genica ATMYB3R4 Factor de transcripcién 1- 18237 Da 5,49
GLP3 Implicado en el mecanismo de respuesta al frio 14382 Da 5,86
P;?:i::;;i?ﬂzzg;izd Actividad de transferencia de grupos glucosil 5 16904 Da 11,41
ESM1 Implicado en el metaboli de losiziicares 8+ 44061 Da 7,30
Metaboli TGG1 Implicado en el metaboli de losiziicares 9+ 50544 Da 6,12
del carbono Xiloglucosil Implicado en el metab ". de los gl actividad 6 34002 Da 7,00
transferaa hidrolitica
TGG2 Implicado en el metaboli: dﬁlos azicares, con actividad 10 53880 Da 6,43
PYK10 Actividad B-glucosidasa 7- 60000 Da 6,75
. Implicado en los de splicing, exportacién y
Mst?l;{)l\l;zmo SAD1 transporte del mRNA. Responde a la presencia de ABA y 1+ 10658 Da 4,17
¢ privacion de agua
R;e':"[;;f/:’“ MSH2 Implicado en los de reparacion del DNA 5 30633Da | 8,23
caracljeoizadas Pr:(:lell;ztl;eglzzleos?: a Funcién desconocida 4+ 19969 Da 4,95
0 +
Hipotéticas 20 2 Desconocidas 56- izggg g: 3:?;






