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Resumen

En e presente trabajo se presentan datos preliminares sobre la separacion de proteinas de hoja
de plantones de tres procedencias de Quercusilex L. de la Peninsula | bérica 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
Alcarriarespecto ala procedencia Sierra Morena. Se encontraron importantes diferencias cuantitati-
vas en la expresion de la proteina RubisCO en |la procedencia de Sierra Morena, aunque esta expre-
sion diferencial podria ser debida a variaciones ambientales.
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Summary

Wehaveinitiated aQuercusilex proteome proyect. Protocolsfor protein analysisby 2-DE have been
optimised asafirst approach toinvestigate the leaf proteomein thisspecie. 2-DE gelsfrom the three stu-
died provenances (Extremadura, SierraMorenaand LaAlcarria) showed differencesin 16 spots. Some
of them were specific of provenance and might be used as molecular markers for such population.
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INTRODUCCION vez mayor importanciay el desarrollo de estatec-

nologiay, en particular, € estudio de proteinas de

Las técnicas moleculares aplicadas a la ecofi-
siologia forestal no estaban muy desarrolladas,
debido quizaalamayor complgjidad de estos sis-
temas. Sin embargo, |a biologiamolecular aplica-
da a estudios ecofisiol égicos esta cobrando cada
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especies forestales es un campo que requiere de
un importante esfuerzo de investigacion.

La aproximacion protedmica constituye,
hoy en dia, una herramienta de gran utilidad en
investigaciones biolgicas, ya que no sblo per-
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mite profundizar en el conocimiento delos seres

Vvivos, sino que también tiene importantes apli-

caciones précticas. Mediante dicha aproxima-

cion pretendemos establecer €l patron de expre-
sién proteico que caracteriza a un organismo,
6rgano, tejido o célula, estado de diferenciacion

0 desarrollo como respuesta a unas particulares

condiciones ambientales. Mientras que el geno-

ma es invariable, el proteoma es tremendamen-
te dindmico. El desarrollo de la protedmica ha
sido posible gracias al avance en técnicas de
separacion de proteinas (el ectroforesis bidimen-
sional y cromatografia multidimensional), de

caracterizacion por espectrometria de masas y

de herramientas de bioinformética, y vaparejo a

la disponibilidad de bases de datos de secuen-

cias gendmicas o ESTs. Una descripcion deta-
llada de la situacion actual de la protedbmica
vegetal aparece recogida en la revision de

CANovas et al. (2003).

La investigacion sobre la identificacién, la
abundanciay la funcion que desarrollan en plan-
tas de interés forestal, tales como Quercus ilex,
proteinas ya estudiadas en otras especies podria
permitir no sdlo un mejor conocimiento de sus
procesosvitalessino el desarrollo de herramientas
para cuantificar su estado fisiolégico, asi como la
caracterizacion de especies 0 genotipos, laestima-
cién delavariabilidad genética entre poblaciones,
la caracterizacion de mutantes o la identificacion
de respuesta a estreses. Ademés, en € cultivo de
planta en vivero, podria permitir el desarrollo de
un Optimo criterio de seleccién entre distintas pro-
cedencias de una misma especie, basado en las
condiciones del lugar de establecimiento.

Nuestros grupos de investigacion han ini-
ciado recientemente un proyecto de caracteriza-
cion del proteomade Quercusilex con un doble
objetivo:

i) Caracterizar €l patron proteico de diferentes
procedencias en un intento de establecer
diferencias entre ellas;

ii) Identificar y caracterizar proteinas de res-
puesta a estrés, especialmente de respuesta a
patégenos y a sequia
En e presente trabajo se presentan datos

preliminares sobre la separacion de proteinas de

hoja de plantones de Quercus ilex, pertenecien-
tes a tres procedencias de la Peninsula Ibérica,
mediante electroforesis bidimensional.
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MATERIALESY METODOS

Material vegetal

El ensayo se harealizado 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
Serrania de Cuenca (Qi9), Region Extremadu-
rense-Sierra de San Pedro-Guadalupe (Qillb) y
Region Extremadurense-Sierra Morena Occi-
dental (Qille) (JMENE et al., 1996). El cultivo
se llevd a cabo en bandga PLS-45/350 con
substrato turba-perlita (3:1, v/v).

Electroforesis bidimensional

Las diferentes etapas del proceso de electro-
foresis bidimensional se esguematizan en la
figural. Lamuestrainicial se preparaapartir de
hojas lavadas y congeladas en nitrégeno liquido
amacenadas a —80 °C hasta su procesado. El
método de extraccion de proteinas se realizo
mediante precipitacion con TCA-acetona
(DAMERVAL €t al., 1986). Las proteinas se solu-
bilizaron en tampo6n que contenia Urea 8 M,
CHAPS 2 %, IPG-buffer 0,5 %, DTT 20 mM.
La concentracién de proteina se determind usan-
do el kit RC-DC Protein Assay (Bio-Rad).
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Figura 1. Esquema del proceso de extraccion, solubiliza-
cion y electroforesis bidimensional de proteinas de hoja.
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Laprimera dimension, |EF, sellevd a cabo en
tiras de 17 cm con un gradiente linea de pH 5-8
(IPG strips, Bio-Rad). La segunda dimensién,
SDS-PAGE, serealiz6 sobre geles de poliacrilami-
dad 12 % (GorG €t al., 1987). Los geles e tifie-
ron con Coomassie 0 plata. Findmente se captur6
la imagen del gel con un densitémetro GS-800
Cdlibrated Densitometer (Bio-Rad) y se andiz6
con € paquete informético PDQuest™ (Bio-Rad).

RESULTADOS

Los geles 2-DE resultantes tefiidos con
Coomassie de plantones de las tres procedencias
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estudiadas muestran diferencias en 16 spots
(Figura2; Tablal), siendo mayoreslasdiferencias
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 caracteristicos de pro-
cedencia, como el caso del spot n° 13 de Sierra
Morena, o0 el spot n° 16 de La Alcarria, no
encontrdndose ningln spot caracteristico de
Extremadura, aunque cuantitativamente el spot
n° 5 se encuentra en mayor cantidad en esta pro-
cedencia que en €l resto (Figura 2, Tablal).

Algunas de las proteinas tefiidas con
Coomassie fueron identificadas por MALDI-

Mr pl . !

N° spot experimental experimental Extremadura LaAlcarria SierraMorena
1 45 6,35 + + -
2 20,5 6,65 + + -
3 14,5 7,25 - + +
4 33 57 - + +
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 - + -

Figura 2. Electroforesis bidimensional de muestras de hoja de plantones de encina de las siguientes procedencias: (a)

Extremadura, (b) la Alcarria, (c) Serra Morena
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TOF-espectrometria de masas, después de su
digestion con tripsina. Las masas peptidicas,
junto con los pesos moleculares y puntos isoe-
|éctricos fueron utilizados paralablsquedaen la
base de datos NCBInr utilizando € paquete
informatico Mascot™. Asi, los spots n° 6 y 7,
fueron identificados como la subunidad larga de
la enzima Ribulosa bisfosfato carboxilasa
(RubisCO). Se encontraron importantes diferen-
cias de expresion de esta enzima en una de las
procedencias (Sierra Morena), aunque esta dife-
rencia no debe ser atribuida a la procedencia s
no mas bien, a variaciones ambientales que afec-
tan a nivel de expresion de la RubisCO.

DISCUSION

Laelectroforesis hidimensional es una técni-
caque permite discriminar entre procedencias de
encinas. Hasta e momento los ensayos redliza-
dos han servido para optimizar los protocolos de
extraccion de proteinasy poner a punto las técni-
cas que permitieran definir los patrones de expre-
sion proteica en hojas de encina. Gracias a la
aplicacion de esta metodologia, fue posible €
estudio de esos patrones proteicos, encontrando-
se diferencias entre procedencias, fécilmente
observables. De los resultados obtenidos, cabe
destacar |a presencia de spots caracteristicos en
las procedencias estudiadas, y otros que aparecen
en distintos niveles. Algunas diferencias podrian
utilizarse como marcadores especificos para
cada poblacion, aungue otros, podrian 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 expresion proteicos. Existen otros tra-
bajos que indican € ato grado de polimorfismo
existente en encina, realizados usando indicado-
res enziméticos (RaFi et al., 1993) y anatémicos,
en unamismapoblaciony entre diferentes pobla-
ciones (Castro-Diez et al., 1997; NADER, 1990).
De todas las proteinas resultantes de las electro-
foresis, se han identificado algunas que presen-
tan patrones de variacion, como es el caso de la
RubisCO. Este enzima cumple un papel funda-
mental en € proceso de fotosintesis, por lo que
Su ausencia, tiene que ser interpretada como €l
resultado de alguna variacion ambiental impor-
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tante y no como unaausenciareal de estaenzima
en las plantas de esa procedencia.

El trabajo de investigacion continda en lo
que hace referencia ala caracterizacion del pro-
teoma de hojas de Quercus. El perfil de protei-
nas 2-DE de hoja de encina mostré una gran
variabilidad, cuantitativa y cualitativa, tanto
analitica como biolégica, indicando la comple-
jidad del estudio del proteoma en arboles adul-
tos de esta especie forestal (JorGE et al., 2004).
Este andlisis estadistico de la expresion de pro-
teinas en hoja es necesario para futuros estudios
del proteoma de encinay su uso para catalogar
genotipos, lineas o procedencias. Es este traba-
jo también se llevé a cabo la identificacion de
las proteinas mayoritarias mediante secuencia-
cion de novo y comparando la secuencia con
bases de datos de secuencias de proteinas 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-
macion a las técnicas y como éstas pueden ser
aplicables a sectores préacticos como la determi-
nacion de calidad final de planta. En definitiva,
alcanzar un mejor conocimiento del estado dela
planta asi como su respuesta ante determinados
estimulos o situaciones de estrés y desarrollar en
consecuencia un Optimo criterio de seleccion
entre distintas procedencias de una misma espe-
cie, basado en las condiciones del lugar de esta-
blecimiento, a la hora de planificar cualquier
actuacion de restauracion forestal.
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