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Resumen

En el presente trabajo se presentan datos preliminares sobre la separación de proteínas de hoja
de plantones de tres procedencias de Quercus ilex L. de la Península Ibérica mediante electroforesis
bidimensional. Los geles 2-DE resultantes de las tres procedencias estudiadas mostraron 16 spots
diferentes, siendo mayores las diferencias encontradas entre las procedencias Extremadura y La
Alcarria respecto a la procedencia Sierra Morena. Se encontraron importantes diferencias cuantitati-
vas en la expresión de la proteína RubisCO en la procedencia de Sierra Morena, aunque esta expre-
sión diferencial podría ser debida a variaciones ambientales.
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Summary

We have initiated a Quercus ilex proteome proyect. Protocols for protein analysis by 2-DE have been
optimised as a first approach to investigate the leaf proteome in this specie. 2-DE gels from the three stu-
died provenances (Extremadura, Sierra Morena and La Alcarria) showed differences in 16 spots. Some
of them were specific of provenance and might be used as molecular markers for such population.
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INTRODUCCIÓN

Las técnicas moleculares aplicadas a la ecofi-
siología forestal no estaban muy desarrolladas,
debido quizá a la mayor complejidad de estos sis-
temas. Sin embargo, la biología molecular aplica-
da a estudios ecofisiológicos está cobrando cada

vez mayor importancia y el desarrollo de esta tec-
nología y, en particular, el estudio de proteínas de
especies forestales es un campo que requiere de
un importante esfuerzo de investigación.

La aproximación proteómica constituye,
hoy en día, una herramienta de gran utilidad en
investigaciones biológicas, ya que no sólo per-
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mite profundizar en el conocimiento de los seres
vivos, sino que también tiene importantes apli-
caciones prácticas. Mediante dicha aproxima-
ción pretendemos establecer el patrón de expre-
sión proteico que caracteriza a un organismo,
órgano, tejido o célula, estado de diferenciación
o desarrollo como respuesta a unas particulares
condiciones ambientales. Mientras que el geno-
ma es invariable, el proteoma es tremendamen-
te dinámico. El desarrollo de la proteómica ha
sido posible gracias al avance en técnicas de
separación de proteínas (electroforesis bidimen-
sional y cromatografía multidimensional), de
caracterización por espectrometría de masas y
de herramientas de bioinformática, y va parejo a
la disponibilidad de bases de datos de secuen-
cias genómicas o ESTs. Una descripción deta-
llada de la situación actual de la proteómica
vegetal aparece recogida en la revisión de
CÁNOVAS et al. (2003). 

La investigación sobre la identificación, la
abundancia y la función que desarrollan en plan-
tas de interés forestal, tales como Quercus ilex,
proteínas ya estudiadas en otras especies podría
permitir no sólo un mejor conocimiento de sus
procesos vitales sino el desarrollo de herramientas
para cuantificar su estado fisiológico, así como la
caracterización de especies o genotipos, la estima-
ción de la variabilidad genética entre poblaciones,
la caracterización de mutantes o la identificación
de respuesta a estreses. Además, en el cultivo de
planta en vivero, podría permitir el desarrollo de
un óptimo criterio de selección entre distintas pro-
cedencias de una misma especie, basado en las
condiciones del lugar de establecimiento.

Nuestros grupos de investigación han ini-
ciado recientemente un proyecto de caracteriza-
ción del proteoma de Quercus ilex con un doble
objetivo:
i) Caracterizar el patrón proteico de diferentes

procedencias en un intento de establecer
diferencias entre ellas;

ii) Identificar y caracterizar proteínas de res-
puesta a estrés, especialmente de respuesta a
patógenos y a sequía
En el presente trabajo se presentan datos

preliminares sobre la separación de proteínas de
hoja de plantones de Quercus ilex, pertenecien-
tes a tres procedencias de la Península Ibérica,
mediante electroforesis bidimensional.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
El ensayo se ha realizado a partir de brinza-

les de una savia de tres procedencias distintas de
Quercus ilex L. subsp. ballota (Desf.) Samp.
suministrada por Viveros Genforsa. Las proce-
dencias seleccionadas fueron: Alcarria y
Serranía de Cuenca (Qi9), Región Extremadu-
rense-Sierra de San Pedro-Guadalupe (Qi11b) y
Región Extremadurense-Sierra Morena Occi-
dental (Qi11e) (JIMÉNE et al., 1996). El cultivo
se llevó a cabo en bandeja PLS-45/350 con
substrato turba-perlita (3:1, v/v). 

Electroforesis bidimensional
Las diferentes etapas del proceso de electro-

foresis bidimensional se esquematizan en la
figura 1. La muestra inicial se prepara a partir de
hojas lavadas y congeladas en nitrógeno líquido
almacenadas a –80 ºC hasta su procesado. El
método de extracción de proteínas se realizó
mediante precipitación con TCA-acetona
(DAMERVAL et al., 1986). Las proteínas se solu-
bilizaron en tampón que contenía Urea 8 M,
CHAPS 2 %, IPG-buffer 0,5 %, DTT 20 mM.
La concentración de proteína se determinó usan-
do el kit RC-DC Protein Assay (Bio-Rad).
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Figura 1. Esquema del proceso de extracción, solubiliza-
ción y electroforesis bidimensional de proteínas de hoja.



La primera dimensión, IEF, se llevó a cabo en
tiras de 17 cm con un gradiente lineal de pH 5-8
(IPG strips, Bio-Rad). La segunda dimensión,
SDS-PAGE, se realizó sobre geles de poliacrilami-
da al 12 % (GÖRG et al., 1987). Los geles se tiñe-
ron con Coomassie o plata. Finalmente se capturó
la imagen del gel con un densitómetro GS-800
Calibrated Densitometer (Bio-Rad) y se analizó
con el paquete informático PDQuestTM (Bio-Rad).

RESULTADOS

Los geles 2-DE resultantes teñidos con
Coomassie de plantones de las tres procedencias

estudiadas muestran diferencias en 16 spots
(Figura 2; Tabla1), siendo mayores las diferencias
encontradas entre las procedencias Extremadura
y La Alcarria respecto a la procedencia Sierra
Morena. Estos resultados fueron corroborados
con tinciones de plata.

Se encontraron spots característicos de pro-
cedencia, como el caso del spot nº 13 de Sierra
Morena, o el spot nº 16 de La Alcarria, no
encontrándose ningún spot característico de
Extremadura, aunque cuantitativamente el spot
nº 5 se encuentra en mayor cantidad en esta pro-
cedencia que en el resto (Figura 2, Tabla1).

Algunas de las proteínas teñidas con
Coomassie fueron identificadas por MALDI-
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Figura 2. Electroforesis bidimensional de muestras de hoja de plantones de encina de las siguientes procedencias: (a)
Extremadura, (b) la Alcarria, (c) Sierra Morena

Tabla 1. Relación de proteínas expresadas diferencialmente en las distintas procedencias utilizadas

Nº spot Mr pI
experimental experimental Extremadura La Alcarria Sierra Morena

1 45 6,35 + + -
2 20,5 6,65 + + -
3 14,5 7,25 - + +
4 33 5,7 - + +
5 21 6,1 ___ _ _
6 50 6,85 - + +
7 50 6,7 - + +
8 75 6,8 - + +
9 60 6,8 - + +
10 60 6,9 - + +
11 45 7,1 - + +
12 16 5,65 + - +
13 21,3 6,15 - - +
14 24,5 6,8 + + -
15 24 6,65 - + +
16 36,5 7,2 - + -

a b c



TOF-espectrometría de masas, después de su
digestión con tripsina. Las masas peptídicas,
junto con los pesos moleculares y puntos isoe-
léctricos fueron utilizados para la búsqueda en la
base de datos NCBInr utilizando el paquete
informático MascotTM. Así, los spots nº 6 y 7,
fueron identificados como la subunidad larga de
la enzima Ribulosa bisfosfato carboxilasa
(RubisCO). Se encontraron importantes diferen-
cias de expresión de esta enzima en una de las
procedencias (Sierra Morena), aunque esta dife-
rencia no debe ser atribuida a la procedencia si
no mas bien, a variaciones ambientales que afec-
tan al nivel de expresión de la RubisCO.

DISCUSIÓN

La electroforesis bidimensional es una técni-
ca que permite discriminar entre procedencias de
encinas. Hasta el momento los ensayos realiza-
dos han servido para optimizar los protocolos de
extracción de proteínas y poner a punto las técni-
cas que permitieran definir los patrones de expre-
sión proteica en hojas de encina. Gracias a la
aplicación de esta metodología, fue posible el
estudio de esos patrones proteicos, encontrándo-
se diferencias entre procedencias, fácilmente
observables. De los resultados obtenidos, cabe
destacar la presencia de spots característicos en
las procedencias estudiadas, y otros que aparecen
en distintos niveles. Algunas diferencias podrían
utilizarse como marcadores específicos para
cada población, aunque otros, podrían no deber-
se tanto a las diferencias propias de la proceden-
cia como a otras aparecidas como consecuencia
de variaciones ambientales que afectan a los
niveles de expresión proteicos. Existen otros tra-
bajos que indican el alto grado de polimorfismo
existente en encina, realizados usando indicado-
res enzimáticos (RAFII et al., 1993) y anatómicos,
en una misma población y entre diferentes pobla-
ciones (CASTRO-DÍEZ et al., 1997; NADER, 1990).
De todas las proteínas resultantes de las electro-
foresis, se han identificado algunas que presen-
tan patrones de variación, como es el caso de la
RubisCO. Éste enzima cumple un papel funda-
mental en el proceso de fotosíntesis, por lo que
su ausencia, tiene que ser interpretada como el
resultado de alguna variación ambiental impor-

tante y no como una ausencia real de esta enzima
en las plantas de esa procedencia.

El trabajo de investigación continúa en lo
que hace referencia a la caracterización del pro-
teoma de hojas de Quercus. El perfil de proteí-
nas 2-DE de hoja de encina mostró una gran
variabilidad, cuantitativa y cualitativa, tanto
analítica como biológica, indicando la comple-
jidad del estudio del proteoma en árboles adul-
tos de esta especie forestal (JORGE et al., 2004).
Este análisis estadístico de la expresión de pro-
teínas en hoja es necesario para futuros estudios
del proteoma de encina y su uso para catalogar
genotipos, líneas o procedencias. Es este traba-
jo también se llevó a cabo la identificación de
las proteínas mayoritarias mediante secuencia-
ción de novo y comparando la secuencia con
bases de datos de secuencias de proteínas de
otras especies vegetales, ya que ni el genoma ni
el proteoma de Q. ilex ha sido caracterizado en
profundidad. 

En cualquier caso, el desarrollo de estos
ensayos nos ha permitido una primera aproxi-
mación a las técnicas y como éstas pueden ser
aplicables a sectores prácticos como la determi-
nación de calidad final de planta. En definitiva,
alcanzar un mejor conocimiento del estado de la
planta así como su respuesta ante determinados
estímulos o situaciones de estrés y desarrollar en
consecuencia un óptimo criterio de selección
entre distintas procedencias de una misma espe-
cie, basado en las condiciones del lugar de esta-
blecimiento, a la hora de planificar cualquier
actuación de restauración forestal.
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