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Introduccion

La encina (Quercus ilex L.) es la especie forestal
mas representativa del bosque mediterraneo. Muestra
gran variabilidad fenotipica, algo caracteristico de es-
pecies alégamas poco intervenidas por el hombre, de-
bido a su origen y condiciones ambientales (Jiménez
etal., 1999). En Espafia, es una especie ampliamente
utilizada en programas de reforestacion (Navarro y
Calzado, 2008, en prensa), y aungue se considera to-
lerante a la sequia, ésta constituye la primera causa de
mortalidad de individuos tras el transplante (Navarro
etal., 1998a, Navarro et al., 1998b).

En nuestros grupos de investigacion se esté
llevando a cabo un proyecto multidisciplinar con
la especie Q. ilex utilizando la protedmica como
herramienta clave. Los primeros trabajos pusieron
de manifiesto la existencia de gran variabilidad en
el perfil proteico 2-DE de hojas, tanto intra e inter-
poblacional, como en un mismo individuo (Jorge et
al., 2005), y pusieron de manifiesto cambios en el
mapa proteico en respuesta a estrés moderado (Jorge
et al., 2006).

Tras estos trabajos preliminares, se realizaron
nuevos experimentos con un doble objetivo: (i) ca-
racterizar la variabilidad genética de las poblaciones
para su posterior catalogacion utilizando bellotas, ya
que su proteoma se considera mas estable que el de
hojas y (ii) dilucidar los mecanismos moleculares
responsables de la respuesta a estrés hidrico a partir
de la identificacion de cambios en el patron de pro-
teinas en condiciones de sequia.

Material y métodos

Para los estudios de variabilidad se utilizaron be-
llotas de Q. ilex de cuatro poblaciones de Andalucia
geograficamente distantes. Para los ensayos de estrés
hidrico, se usaron hojas de plantones de Q. ilex de la
procedencia Extremadurense-Sierra Morena Occiden-
tal sometidos a tres tratamientos: i) riego a capacidad
de campo, ii) sequia (ho riego) durante 14 dias y iii)
sequia durante 7 dias mas 7 dias de riego. La extraccién
de proteinas se llevé a cabo por precipitacién con TCA/
acetona (Damerval et al., 1986). Las SDS-PAGE se rea-
lizaron en geles al 13% de poliacrilamida. Los IEF se
llevaron a cabo en tiras IPG 5-8 de 17 cm. Las imagenes
de los geles capturadas con un densitometro (GS-800,
BioRad) se analizaron con los programas QuantityOne
0 PDQuest (BioRad). Los spots diferenciales se escin-
dieron de los geles y analizaron por MALDI-TOF/TOF
0 LC-MS/MS. La identificacion de las proteinas se
realizo utilizando los motores de busqueda MASCOT
o0 ProteinPilot (Applied Biosystems).

Resultados

Las distintas poblaciones presentan patrones de
bandas (SDS-PAGE) o spots (2-DE) caracteristicos
y diferenciales, estableciéndose los agrupamientos fi-
logenéticos mostrados en la Figura 1. Algunos de los
spots diferenciales se identificaron como pertenecien-
tes al grupo de las leguminas. En respuesta a sequia,
se observo un descenso en la expresion de proteinas
de la fotosintesis (PSII OEC 1y 2) y ruta glicolitica
(triosafosfato isomerasa, fructosa bifosfato aldolasa).
En el tratamiento de recuperacion, las proteinas del



ProTeOMICA * NUMERO 1 ¢ FEBRERO 2008

metabolismo fotosintético tienen valores similares a
los del control, no asi las de la glicolisis, que no se
recuperan tras este corto periodo de riego.

Figura 1. Relaciones filogenéticos de las cuatro poblaciones
de encinas andaluzas calculadas con los patrones de bandas
(SDS-PAGE) (a) y de spots (2-DE) (b).

Proceso/proteinas Sequia Recuperacién
Fotosintesis
PSIT OEC 1 4 <>
PSII OEC 2 ¥ <>
Glicolisis
Triosafosfato isomerasa { {
Fructosa-1,6-bifosfato <= {
aldolasa
Estrés
Peroxidasa f <=
Peroxirredoxina (@] <>
Otras
Glutamina sintetasa <> }
Isoflavona reductasa % }
F23N19.10 v -

Tabla 1. Proteinas diferenciales identificadas y sus
correspondientes efectos en sequia y recuperacion con respecto
al control. ¥, el spot correspondiente disminuye en intensidad;
4 el spot aumenta en intensidad; O el spot desaparece; <=,
el spot presenta una intensidad similar a la del control.

Conclusiones

1. Es posible discriminar entre poblaciones de
encina mediante electroforesis SDS-PAGE

65

y 2-DE. Un aspecto clave de esta linea de
investigacion es el uso de 6rganos de pro-
teoma estable, como son las semillas.

2. En condiciones de sequia moderada, se ob-
servo un descenso en la expresion de en-
zimas de la fotosintesis y la glicolisis. Las
primeras tienen un nivel similar al control
en las plantas recuperadas mientras que las
segundas no llegan a recuperarse tras el
corto periodo de 7 dias de riego.
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