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de ellos en el rango de pH 4-7. La mayor parte de
las prote&iacute;nas identificadas pertenec&iacute;an a la cadena
de transporte de electrones fotosint&eacute;tico y al ciclo
de Benson-Calvin. La infecci&oacute;n por PMMoV-S de
plantas de N. benthamiana indujo la regulaci&oacute;n
a la baja de algunas prote&iacute;nas constituyentes del
cloroplasto.
Bibliograf&iacute;a
Jones, A.M.E., Thomas, V., Bennett, M.H., Mansfield,
J, Grant, M. Plant Physiol. 2006, 142, 16031620.
Jorr&iacute;n, J.V., Maldonado, A.M., Castillejo, M.A. Proteomics 2007, 7, 2947-2962.
P&eacute;rez-Bueno, M.L., Rahoutei, J., Sajnani, C., Garc&iacute;a-Luque, I., Bar&oacute;n, M. Proteomics 2004, 4,
418-425.
Pineda, M. Tesis Doctoral, Universidad de Granada.
2007, 193-224.
Reche, A., L&aacute;zaro, J.J., Hermoso, R., Chueca, A., L&oacute;pez
Gorg&eacute;, J. Physiol. Plant. 1997, 101, 463-470.
Rossignol, M., Peltier, J.-B., Mock, H.-P., Matros, A.,
Maldonado, A.M., Jorr&iacute;n, J.V. Proteomics, 2006,
6, 5529-5548.
Van Wijk, K.J. Plant Physiol. Biochem. 2004, 42,
963-977.
Zhou, W., Eudes, F., Laroche, A. Proteomics 2006, 6,
4599-4609.
Modificaciones del proteoma nuclear de Arabidopsis thaliana en respuesta a
cambios en el medio
Ribeiro M, Ruiz MT, Romero JM, Valverde F.
Instituto de Bioqu&iacute;mica Vegetal y Fotos&iacute;ntesis.CSIC y Universidad de Sevilla. Av. Am&eacute;rico Vespucio, 49.
41092 Sevilla
Introducci&oacute;n
La prote&oacute;mica vegetal es un campo de investigaci&oacute;n emergente que cobra gran inter&eacute;s para el tratamiento hol&iacute;stico de los sistemas biol&oacute;gicos (Chen y
Harmon, 2007). Dado que se encuentra todav&iacute;a lejos
de igualar los est&aacute;ndares de los sistemas de levaduras y mam&iacute;feros, cualquier informaci&oacute;n acerca de un
subproteoma vegetal y sus modificaciones en respuesta a distintas condiciones de crecimiento o estr&eacute;s, adquiere un alto valor. Las plantas son organismos s&eacute;siles
que responden a cambios en el medio modificando sus
caracter&iacute;sticas fisicoqu&iacute;micas, lo que les otorga una
gran plasticidad (Casal et al., 2004). Por esta raz&oacute;n,
los n&uacute;cleos vegetales presentan un alto numero de
prote&iacute;nas implicadas en mecanismos de transducci&oacute;n
de se&ntilde;ales y regulaci&oacute;n g&eacute;nica (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 az&uacute;cares. La funci&oacute;n reguladora de los az&uacute;cares es conocida desde hace tiempo. Sin embargo, poco se sabe
acerca de la maquinar&iacute;a transcripcional involucrada,
sobre todo qu&eacute; factores de transcripci&oacute;n controlan
la expresi&oacute;n de genes sometidos a regulaci&oacute;n por
az&uacute;cares. En ese sentido hemos desarrollado un
protocolo con el cual, mediante un acercamiento
prote&oacute;mico, pretendemos identificar los factores de
transcripci&oacute;n y prote&iacute;nas se&ntilde;alizadoras que modulan
la respuesta en funci&oacute;n del az&uacute;car a&ntilde;adido.
Material y m&eacute;todos
El m&eacute;todo se basa en la utilizaci&oacute;n de dos t&eacute;cnicas bioqu&iacute;micas de elevada resoluci&oacute;n: la electroforesis bidimensional y la espectrometr&iacute;a de masas
MALDI-TOF. El protocolo dise&ntilde;ado se basa en la
purificaci&oacute;n de n&uacute;cleos de plantas de A. thaliana var.
Col-0 cultivadas en medio MS (control) y medio MS
suplementado con 5% (p/v) de sacarosa; extracci&oacute;n
de las prote&iacute;nas nucleares con alta fuerza i&oacute;nica y enriquecimiento de las muestras en potenciales factores
de transcripci&oacute;n. Este &uacute;ltimo paso incluye tratamientos cromatogr&aacute;ficos cl&aacute;sicos como la filtraci&oacute;n en gel
en columna de Sephadex, y una cromatograf&iacute;a de
afinidad en la que se utiliza una matriz de heparina-
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sulfato. En ambos pasos cromatogr&aacute;ficos se emplea
el sistema &Auml;KTAFPLC™. Las fracciones proteicas
son sometidas a una electroforesis bidimensional:
isoelectroenfoque en strip ReadyStrip™ IPG y separaci&oacute;n en SDS-PAGE en geles Criterion XT Bis-Tris
(Bio-Rad). Los geles son te&ntilde;idos inicialmente con
SYPRO Ruby y subsecuentemente con Coomassie coloidal. Las prote&iacute;nas de inter&eacute;s son analizadas
mediante espectrometr&iacute;a de masas MALDI-TOF e
identificadas con el programa MASCOT.
Resultados
Hemos obtenido mapas de referencia de la composici&oacute;n del subproteoma nuclear de A. thaliana en
presencia o ausencia de sacarosa. Se han analizado
las prote&iacute;nas que presentan expresi&oacute;n diferencial
en ambas condiciones experimentales. Asimismo,
se han analizado prote&iacute;nas cuya expresi&oacute;n no var&iacute;a
en ambos tratamientos y que permiten caracterizar
de forma general este subproteoma nuclear de A.
thaliana. De las 36 prote&iacute;nas analizadas en un experimento tipo, se identificaron 15, que se presentan
agrupadas atendiendo a su funci&oacute;n celular en la
tabla I. Cabe destacar la identificaci&oacute;n de 4 prote&iacute;nas involucradas en se&ntilde;alizaci&oacute;n y regulaci&oacute;n de la
expresi&oacute;n g&eacute;nica como es el caso de FRIGIDA y de
ATMYB3R4 cuya expresi&oacute;n parece, respectivamente, aumentar y reprimirse en presencia de sacarosa.
El grupo m&aacute;s representativo corresponde a prote&iacute;nas
implicadas en el metabolismo del carbono, m&aacute;s concretamente en el metabolismo de los az&uacute;cares.
Conclusiones
En conjunto, estos resultados preliminares sugieren que la respuesta a az&uacute;cares en plantas est&aacute;
sometida a un mecanismo de regulaci&oacute;n en el que
intervienen varias v&iacute;as de transducci&oacute;n de se&ntilde;ales que posiblemente est&eacute;n interconectadas. Hasta
ahora nos hemos centrado &uacute;nicamente en la b&uacute;squeda de factores de transcripci&oacute;n implicados en la
respuesta al suministro de sacarosa, y los resultados obtenidos parecen confirmar nuestro abordaje.
Eventualmente, para la completa identificaci&oacute;n y
caracterizaci&oacute;n de estas prote&iacute;nas se requiere la
aplicaci&oacute;n de otros m&eacute;todos bioqu&iacute;micos y moleculares. En suma, se trata de un abordaje bastante
prometedor para la definici&oacute;n de un subproteoma
nuclear de Arabidopsis, permitiendo descubrir
“cu&aacute;nto” y “qu&eacute;” cambia, a este nivel, en respuesta
al suministro de az&uacute;cares.
Bibliograf&iacute;a
Bae, M., Cho, E., Choi, E-Y and Park, O. (2003). The
Plant Journal 36: 652-663.
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Tabla I. Identificaci&oacute;n de las prote&iacute;nas nucleares posiblemente involucradas en la modulaci&oacute;n de
la respuesta al suministro de sacarosa. p.I.. punto isoelectrico. +. Prote&iacute;nas cuya expresi&oacute;n parece ser
inducida por sacarosa. -. Prote&iacute;nas cuya expresi&oacute;n parece ser reprimida por sacarosa. N&uacute;meros sin signos.
Prote&iacute;nas que se expresan de igual forma en ambas condiciones experimentales.
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