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Resumen

Los climas mediterraneos semiaridos son espe-
cialmente limitantes para el establecimiento de repo-
blaciones forestales (Ceballos et al., 2004), siendo
el déficit hidrico, asociado a otros factores como las
altas temperaturas, el déficit de presién de vapor o las
elevadas radiaciones la causa principal de mortalidad
de la planta (Calamassi et al., 2001). Pinus hale-
pensis Mill. es capaz de sobrevivir en situaciones
de fuerte estrés hidrico siendo una de las especies
mas utilizadas en los programas de reforestacion del
sureste espafiol (Peman y Navarro, 1998).

La protedmica, a través del estudio de las protei-
nas presentes en una unidad biolégica, bajo condi-
ciones ambientales determinadas, constituye un buen
indicador del estado fisioldgico de la planta (Canovas
et al., 2004., Rossignol et al., 2006) y predictor de su
respuesta a estrés (Jorge et al., 2006). El objetivo de
este trabajo es aplicar la protedmica para el estudio
del efecto de la fecha de plantacién sobre una repo-
blacion de Pinus halepensis en el levante espafiol.

Se ensayaron dos fechas de plantacion, una
temprana (noviembre 2005) y una tardia (enero de
2006). Durante el primer afio se estudi6 la influen-
cia de la fecha de plantacion sobre las variables
supervivencia, crecimiento, potenciales hidricos,
capacidad fotosintética a traves de la fluorescencia
de la clorofila y sobre la expresion de proteinas. La

extraccion se realizé mediante el protocolo de Da-
merval (1986), tras la cual se realiz6 la separacion
de las proteinas mediante electroforesis bidimen-
sional en gel de poliacrialmida al 13%. Los geles
resultantes se digitalizaron y analizaron mediante
la aplicacién informatica PD-Quest (Bio-Rad). La
fecha de plantacion tuvo efecto sobre las variables
crecimiento y potencial hidrico, no siendo notable
su influencia sobre la supervivencia o la fluorescen-
cia de la clorofila. Mediante el analisis protedbmico
se encontraron algunas diferencias a nivel de expre-
sion de algunas proteinas que pueden servir como
marcadores moleculares de estrés hidrico.
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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





