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de ellos en el rango de pH 4-7. La mayor parte de 
las proteínas identifi cadas pertenecían a la cadena 
de transporte de electrones fotosintético y al ciclo 
de Benson-Calvin. La infección por PMMoV-S de 
plantas de N. benthamiana indujo la regulación 
a la baja de algunas proteínas constituyentes del 
cloroplasto. 
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Introducción

La proteómica vegetal es un campo de investiga-
ción emergente que cobra gran interés para el trata-
miento holístico de los sistemas biológicos (Chen y 
Harmon, 2007). Dado que se encuentra todavía lejos 
de igualar los estándares de los sistemas de levadu-
ras y mamíferos, cualquier información acerca de un 
subproteoma vegetal y sus modifi caciones en respues-
ta a distintas condiciones de crecimiento o estrés, ad-
quiere un alto valor. Las plantas son organismos sésiles 
que responden a cambios en el medio modifi cando sus 
características fi sicoquímicas, lo que les otorga una 
gran plasticidad (Casal et al., 2004). Por esta razón, 
los núcleos vegetales presentan un alto numero de 
proteínas implicadas en mecanismos de transducción 
de señales y regulación 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 azúca-
res. La función reguladora de los azúcares es cono-
cida desde hace tiempo. Sin embargo, poco se sabe 
acerca de la maquinaría transcripcional involucrada, 

sobre todo qué factores de transcripción controlan 
la expresión de genes sometidos a regulación por 
azúcares. En ese sentido hemos desarrollado un 
protocolo con el cual, mediante un acercamiento 
proteómico, pretendemos identifi car los factores de 
transcripción y proteínas señalizadoras que modulan 
la respuesta en función del azúcar añadido.

Material y métodos

El método se basa en la utilización de dos téc-
nicas bioquímicas de elevada resolución: la electro-
foresis bidimensional y la espectrometría de masas 
MALDI-TOF. El protocolo diseñado se basa en la 
purifi cación de núcleos de plantas de A. thaliana var. 
Col-0 cultivadas en medio MS (control) y medio MS 
suplementado con 5% (p/v) de sacarosa; extracción 
de las proteínas nucleares con alta fuerza iónica y en-
riquecimiento de las muestras en potenciales factores 
de transcripción. Este último paso incluye tratamien-
tos cromatográfi cos clásicos como la fi ltración en gel 
en columna de Sephadex, y una cromatografía de 
afi nidad en la que se utiliza una matriz de heparina-
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sulfato. En ambos pasos cromatográfi cos se emplea 
el sistema ÄKTAFPLC™. Las fracciones proteicas 
son sometidas a una electroforesis bidimensional: 
isoelectroenfoque en strip ReadyStrip™ IPG y sepa-
ración en SDS-PAGE en geles Criterion XT Bis-Tris 
(Bio-Rad). Los geles son teñidos inicialmente con 
SYPRO Ruby y subsecuentemente con Coomas-
sie coloidal. Las proteínas de interés son analizadas 
mediante espectrometría de masas MALDI-TOF e 
identifi cadas con el programa MASCOT. 

Resultados

Hemos obtenido mapas de referencia de la com-
posición del subproteoma nuclear de A.  thaliana en 
presencia o ausencia de sacarosa. Se han analizado 
las proteínas que presentan expresión diferencial 
en ambas condiciones experimentales. Asimismo, 
se han analizado proteínas cuya expresión no varía 
en ambos tratamientos y que permiten caracterizar 
de forma general este subproteoma nuclear de A. 
thaliana. De las 36 proteínas analizadas en un ex-
perimento tipo, se identifi caron 15, que se presentan 
agrupadas atendiendo a su función celular en la 
tabla I. Cabe destacar la identifi cación de 4 proteí-
nas involucradas en señalización y regulación de la 
expresión génica como es el caso de FRIGIDA y de 
ATMYB3R4 cuya expresión parece, respectivamen-
te, aumentar y reprimirse en presencia de sacarosa. 
El grupo más representativo corresponde a proteínas 
implicadas en el metabolismo del carbono, más con-
cretamente en el metabolismo de los azúcares. 

Conclusiones

En conjunto, estos resultados preliminares su-
gieren que la respuesta a azúcares en plantas está 
sometida a un mecanismo de regulación en el que 
intervienen varias vías de transducción de seña-
les que posiblemente estén interconectadas. Hasta 
ahora nos hemos centrado únicamente en la bús-
queda de factores de transcripción implicados en la 
respuesta al suministro de sacarosa, y los resulta-
dos obtenidos parecen confi rmar nuestro abordaje. 
Eventualmente, para la completa identifi cación y 
caracterización de estas proteínas se requiere la 
aplicación de otros métodos bioquímicos y mole-
culares. En suma, se trata de un abordaje bastante 
prometedor para la defi nición de un subproteoma 
nuclear de Arabidopsis, permitiendo descubrir 
“cuánto” y “qué” cambia, a este nivel, en respuesta 
al suministro de azúcares.  
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Tabla I. Identifi cación de las proteínas nucleares posiblemente involucradas en la modulación de 
la respuesta al suministro de sacarosa. p.I.. punto isoelectrico. +. Proteínas cuya expresión parece ser 
inducida por sacarosa. -. Proteínas cuya expresión parece ser reprimida por sacarosa. Números sin signos. 
Proteínas que se expresan de igual forma en ambas condiciones experimentales.




