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El estudio comparativo, prote&oacute;mico y transcript&oacute;mico, de la respuesta a az&uacute;cares en
Arabidosis thaliana PXHVWUDXQDUHODFLyQHQWUHHOPHWDEROLVPR\HOGHVDUUROOR&Agrave;RUDO
Marina Ribeiro-Pedro, Fatima Ezzahra Said, Mar&iacute;a Teresa Ruiz, Jos&eacute; Mar&iacute;a Romero, Federico
Valverde
Instituto de Bioqu&iacute;mica Vegetal y Fotos&iacute;ntesis. CSIC-Universidad de Sevilla. Av. Am&eacute;rico Vespucio, 49.
41092 Sevilla, Spain
El desarrollo vegetal est&aacute; bajo el control de
complejos programas gen&eacute;ticos que permiten generar m&uacute;ltiples respuestas a cambios ambientales. La
transcript&oacute;mica y la prote&oacute;mica han surgido como
potentes herramientas para profundizar en el conocimiento de los mecanismos regulatorios que los
controlan. En particular, la prote&oacute;mica vegetal, es
un campo de investigaci&oacute;n emergente ya que, al
LGHQWL&iquest;FDU \ FXDQWL&iquest;FDU ODV SURWHtQDV SUHVHQWHV HQ
determinadas condiciones, proporciona informaci&oacute;n
funcional sobre los mecanismos moleculares b&aacute;sicos. En nuestro laboratorio estudiamos los cambios
que ocurren en el proteoma nuclear de A. thaliana en
UHVSXHVWDDOVXPLQLVWURGHD]~FDUHV+HPRVLGHQWL&iquest;cados varias prote&iacute;nas posiblemente implicadas en
esta se&ntilde;alizaci&oacute;n incluidos factores de transcripci&oacute;n,
como FRIGIDA, y otras prote&iacute;nas se&ntilde;alizadoras.
reguladora y moduladora de los az&uacute;cares es conocida desde hace tiempo. Sin embargo, se sabe
poco sobre su mecanismo molecular, es decir, qu&eacute;
factores de transcripci&oacute;n y prote&iacute;nas reguladoras
intervienen en esta respuesta. Para responder a esta
inc&oacute;gnita hemos dise&ntilde;ado y optimizado un protocoORGHSURWHyPLFDQXFOHDUTXHQRVSHUPLWDLGHQWL&iquest;FDU
prote&iacute;nas implicadas en la respuesta a az&uacute;cares. M&aacute;s
recientemente, y con objeto de profundizar en el
conocimiento de dicho mecanismo, hemos iniciado
un acercamiento transcript&oacute;mico mediante la utilizaci&oacute;n de microarrays y estudios m&aacute;s detallados
GHORVWUDQVFULWRVTXHFRGL&iquest;FDQSURWHtQDVSRWHQFLDOmente implicadas en la regulaci&oacute;n por az&uacute;cares. De
la comparaci&oacute;n de ambas aproximaciones podremos
sacar datos que ayuden a comprender la respuesta a
az&uacute;cares.
Las complejas interacciones moleculares que
subyacen los procesos de desarrollo vegetal pueden
abordarse en la actualidad mediante un conjunto
YDULDGRGHWpFQLFDVPDVLYDVTXHSHUPLWHQLGHQWL&iquest;FDU
las mol&eacute;culas biol&oacute;gicamente m&aacute;s relevantes [1].
Entre ellas, la transcript&oacute;mica permite el an&aacute;lisis
global de la expresi&oacute;n del genoma en determinadas
FRQGLFLRQHV &iquest;VLROyJLFDV PLHQWUDV TXH OD SURWHyPLFDSHUPLWHLGHQWL&iquest;FDU\FXDQWL&iquest;FDUODVSURWHtQDV
involucradas [1, 2]. Dado que, por una parte, son las
prote&iacute;nas los componentes directos de las cascadas
de se&ntilde;alizaci&oacute;n y rutas bioqu&iacute;micas, y que no existe
correspondencia directa entre gen-prote&iacute;na, la prote&oacute;mica vegetal emerge como la mejor herramienta
SDUD UH&Agrave;HMDU OD FRPSOHMLGDG \ GLQDPLVPR GH ORV
sistemas vegetales.
Prote&oacute;mica. (QQXHVWURSURWRFRORSXUL&iquest;FDPRV
n&uacute;cleos de A. thaliana var. Col-0 cultivadas en medio MS (control) y medio MS suplementado con 3%
(p/v) de sacarosa, extrayendo las prote&iacute;nas nucleares
con sulfato de am&oacute;nio/deoxicolato en condiciones
nativas. Luego se eliminan los contaminantes por
&iquest;OWUDFLyQHQJHOHQXQDFROXPQDGH6HSKDGH[\VH
enriquecen las muestras en potenciales factores de
WUDQVFULSFLyQ PHGLDQWH FURPDWRJUDItD GH D&iquest;QLGDG
en una matriz de hepar&iacute;n-sulfato. En condiciones
desnaturalizantes se extraen las prote&iacute;nas con fenol
y luego se precipitan con una mezcla de acetato de
DPRQLR\PHWDQRO(QORVSDVRVFURPDWRJUi&iquest;FRVVH
HPSOHy HO VLVWHPD b.7$)3/&amp;Œ /DV IUDFFLRQHV
proteicas se sometieron a una electroforesis bidimensional: isoelectroenfoque en strip5HDG\6WULSŒ
IPG y separaci&oacute;n en SDS-PAGE en geles Criterion
XT Bis-Tris (Bio-Rad). Los geles fueron te&ntilde;idos
con SYPRO Ruby, nitrato de plata o Coomassie
coloidal. Las prote&iacute;nas de inter&eacute;s fueron analizadas
mediante espectrometr&iacute;a de masas MALDI-TOF e
LGHQWL&iquest;FDGDV FRQ HO SURJUDPD 0$6&amp;27 3DUD ORV
Las plantas son organismos s&eacute;siles y responden
D FDPELRV GHO DPELHQWH PRGL&iquest;FDQGR VXV FDUDFWHUtVWLFDV &iquest;VLFRTXtPLFDV &gt;@ (Q QXHVWUR ODERUDWRULR
estamos interesados en estudiar los cambios a nivel
molecular que ocurren en el n&uacute;cleo de A. thaliana
en respuesta al suministro de az&uacute;cares. La funci&oacute;n
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an&aacute;lisis de Western blot se utilizaron anticuerpos esSHFt&iquest;FRVJHQHUDGRVHQHOODERUDWRULRRDQWLFXHUSRV
control de casas comerciales.
Transcript&oacute;mica. 3DUDHODQiOLVLVGHORVSHU&iquest;OHV
de expresi&oacute;n en presencia de az&uacute;cares se extrajo
RNA total de pl&aacute;ntulas de A.thaliana var. Col-0 cultivadas en medio MS o MS con sacarosa mediante
HOPpWRGRGHO7UL]RO\VHSXUL&iquest;FDURQHQFROXPQDV
“RNeasy” (Qiagen). Se hibridaron 3 muestras biol&oacute;gicas de cada condici&oacute;n experimental en “GeneChips” de Affymetrix (Unidad de Gen&oacute;mica, CNB)
y los datos se analizaron mediante LiMMA con el
software FIESTA (http://bioinfogp.cnb.csic.es). Los
resultados fueron posteriormente analizados con
los programas disponibles en red en el “Bio-array
Resource” (http://bar.utoronto.ca). En funci&oacute;n de
los resultados obtenidos se procedi&oacute; al an&aacute;lisis, mediante QPCR, de los genes de inter&eacute;s.
Figura 1. Comparaci&oacute;n funcional, entre transcript&oacute;mica y prote&oacute;mica, de la respuesta a sacarosa. $&amp;ODVL&iquest;FDFLyQIXQFLRQDO
de los genes cuya expresi&oacute;n se altera (represi&oacute;n FDR&lt;-2 &oacute;
LQGXFFLyQ)'5!HQSUHVHQFLDGHVDFDURVD%&amp;ODVL&iquest;FDFLyQ
funcional de las prote&iacute;nas cuya producci&oacute;n (incremento &oacute;
disminuici&oacute;n) se altera en presencia de sacarosa.
Una vez desarrollado y utilizado el protocolo de
forma rutinaria, hemos iniciado la optimizaci&oacute;n de
los pasos m&aacute;s cr&iacute;ticos. Asimismo, hemos comparado
varios m&eacute;todos de extracci&oacute;n de prote&iacute;nas nucleares,
entre ellos la extracci&oacute;n en presencia de 6M guanidina, en condiciones de alta sal y con fenol. Los
Tabla 1. ,GHQWL&iquest;FDFLyQGHSURWHtQDVLGHQWL&iquest;FDGDVHQHVWHHVWXGLR
Category
Protein
Carbon metabolism
RNA and DNA metabolism
Cell cycle
Folding
Unknown
ATG
number
CPC
ATMYB3R4
GLP3
TF2
ARAC7
T3F24.4
F5F19.6
JR1
T204.11
Regulation of timing of transition from vegetative to
reproductive phase
Transcription factor activity
Transcription factor
Response to cold
MyB-like transcription factor
GTP-binding protein implicated in signal transduction
F-Box related protein
Signalling
Signalling
Signalling
3XWDWLYH5,1*]LQF&iquest;QJHUSURWHLQ
Signalling
at3g53410
ESM1
TGG1
TGG2
PYK10
SAD1
MSH2
TPLATE
PBP1
Sugar related protein
Sugar related protein
Sugar-related protein
Hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds
mRNA splicing, export, and degradation.
Damaged DNA reparation
Cytokinesis protein targeted to the cell plate
Protein folding
at3g14210
at5g26000
at5g25980
at3g09260
at5g48870
at3g18524
at3g01780
at3g16420
RNA-binding
Unknown
at3g24255
JAL22
Unknown
at2g39310
FRI
Signalling, gene
regulation
Description
resultados obtenidos demuestran que se obtiene una
PD\RUH&iquest;FLHQFLDPHGLDQWHODH[WUDFFLyQFRQJXDQLdina que con los otros m&eacute;todos por separado, mientras que la utilizaci&oacute;n secuencial de ambos (alta sal
y fenolizaci&oacute;n) es comparable a la extracci&oacute;n con el
caotropo. A titulo de comparaci&oacute;n hemos aplicado
varios m&eacute;todos de tinci&oacute;n de geles, entre los que la
at4g00650
at2g46410
at5g11510
at5g20630
at1g05055
at4g28950
at1g47350
at1g52000
at3g16470
at3g16450
tinci&oacute;n con coomassie coloidal nos ha proporcionado
la mejor resoluci&oacute;n y compatibilidad con los an&aacute;lisis
de espectrometr&iacute;a de masas. Del total de prote&iacute;nas
LGHQWL&iquest;FDGDVKDVWDHOPRPHQWRKHPRVDQDOL]DGRODV
que presentaban expresi&oacute;n diferencial en presencia
o ausencia de sacarosa y se muestran en la Tabla 1
en base a su funci&oacute;n. Se observa que el grupo m&aacute;s
164
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Figura 2. Estudio de los niveles de expresi&oacute;n de FRIGIDA
y detecci&oacute;n de la prote&iacute;na en pl&aacute;ntulas de A. thaliana, en
respuesta a sacarosa. A) An&aacute;lisis, por QPCR, de los niveles de transcripto de FRIGIDA en pl&aacute;ntulas (Wt col y Sf2
col) crecidas en medio MS y medio MS suplementado con
3% de sacarosa. B) An&aacute;lisis, mediante Western blot, de la
presencia de FRIGIDA en extractos nucleares y citos&oacute;licos de pl&aacute;ntulas Wt col y Sf2 col crecidas en las mismas
condiciones de ensayo. Cabe mencionar que FRIGIDA se
detecta exclusivamente en las fracciones nucleares (banda
de 57 Kda aprox.) y que en presencia de sacarosa parece
aumentar su producci&oacute;n. La banda de 20 Kda corresponde
a la Histona H3, utilizada como control de la integridad y
pureza de las fracciones.
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foliar, a free amino acid-based biostimulator
Mar&iacute;a Jos&eacute; Martinez-Esteso1, Mayte Vilella-Ant&oacute;n1, Susana Sell&eacute;s-Marchart2, Anna Botta-Catal&agrave;3,
Rafael Pi&ntilde;ol-Dastis3, Roque Bru-Martinez1
1
Grupo de Prote&oacute;mica y Gen&oacute;mica Funcional de Plantas. Dpto. Agroqu&iacute;mica y Bioqu&iacute;mica, IMEM Ramon
Margalef, Universidad de Alicante; 2Unidad de Gen&oacute;mica y Prote&oacute;mica, SSTTI, Universidad de Alicante;
3
Departamento I+D Fisiolog&iacute;a Vegetal, BIOIBERICA, S.A.
Abstract
In this work, we have undertaken a proteomic
approach using DIGE in order to explore molecular
mechanisms potentially involved in the biostimulating effect of Terra-Sorb&reg; foliar on wheat applied at
&Agrave;DJOHDIVWDJH3URWHLQVLGHQWL&iquest;HGXSDQGGRZQUHJXODted suggest an improvement of wheat productivity by a
combination of an enhanced CO2&iquest;[DWLRQDPRUHDFWLYH
protein synthesis and a decrease of oxidative stress.
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