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Las condiciones de estrés abidtico impuestas por el cambio climatico, y el progresivo aumento de plagas de insectos y organismos patégenos, cons-
tituyen, a medio y largo plazo, serias amenazas para las especies y los ecosistemas forestales. La generacion de conocimiento para mejorar la des-
cripcion y catalogacion de la biodiversidad y de los recursos genéticos forestales pasa por una mayor integracion entre bidlogos moleculares y
selvicultores, lo que, en definitiva, favorecera la conservacion de especies y poblaciones forestales y el desarrollo racional de programas de refo-
restacion y manejo sostenible de los recursos forestales. Los estudios de protedmica forestal de encina en Andalucia han contribuido principalmente
en cuatro areas de interes: i) describir y catalogar poblaciones andaluzas de encina a partir de herramientas analiticas y —6micas; ii) mejorar el co-
nocimiento sobre la base genética de la encina a nivel individual, intra-poblacional e inter-poblacional; iii) seleccionar caracteres genéticos relacio-
nados con la tolerancia a distintos tipos de estrés (bioticos y abidticos) y iv) la identificacion de marcadores Uutiles en la seleccion de arboles plus.
Para ello se ha trabajado con muestras de campo y de plantones crecidos en condiciones controladas tanto en condiciones 6ptimas como de estrés
(sequia e infeccion por Phytophthora cinnamomi). Se ha analizado el perfil proteico de diferentes érganos, incluyendo polen, fruto, hojas, y raiz, uti-
lizando para ello una metodologia proteémica basada en electroforesis bidimensional acoplada a espectrometria de masas. Los datos obtenidos
nos han permitido establecer un catalogo de proteinas de encina asi como identificar aquellas que son especificas de poblaciones, de estados de
desarrollo, de 6rgano, o que responden con cambios cualitativos o cuantitativos a situaciones de estrés. La presente revision es un claro ejemplo
de un estudio multidisciplinar orientado a la caracterizacion, catalogacion y conservacion de los recursos genéticos de la encina en Andalucia, como
marco de referencia para la seleccion de materiales de base mejor adaptados a los riesgos derivados de estreses bidticos y abidticos, y de la apli-
cacion de este marco en la gestion de encinares en el sur de la peninsula ibérica.

Palabras clave: biodiversidad; Quercus; proteémica; progenitores selectos; recursos genéticos

Jorrin-Novo, J., Navarro-Cerrillo, R.M. 2014. Variability and response to different stresses in Andalusia Holm oak (Quercus ilex L.) popu-
lations by a proteomic approach. Ecosistemas 23(2): 99-107. Doi.: 10.7818/EC0S.2014.23-2.13

Abiotic stress conditions imposed by climate change and the progressive increase of insect pests and pathogens in the medium and long term, se-
riously threat to species and forest ecosystems. Generation of new knowledge to improve the description and documentation of biodiversity and
forest genetic resources involve greater integration between molecular biologists and foresters, which ultimately promote the conservation of species
and forest communities and the rational development of restoration programs and sustainable management of forest resources. Proteomic studies
of Holm oak forest in Andalucia have contributed mainly in four areas of interest: i) describe and catalog Andalusian populations of Holm oak using
-omics and analytical tools; ii) improve knowledge of genetic variability at the individual, intra-population and inter-population levels; iii) selecting
genetic traits associated with tolerance to different types of stress (biotic and abiotic); and iv) identification of molecular markers for tree plus selection.
Field samples and seedlings grown under controlled conditions were used both in optimal and stress conditions (drought and Phytophthora cinnamomi
infection). We analyzed the protein profile of different organs, including pollen, fruit, leaves, and roots, using a proteomic approach based on two-di-
mensional electrophoresis coupled to mass spectrometry. Data obtained allowed to establish an oak proteins catalog to identify those from specific
populations, states of development, organ, or qualitative or quantitative response to stress. This review is a clear example of an oriented characte-
rization, cataloging and conservation of genetic resources in Holm oak population of Andalucia, as a framework for the selection of potential progenitors
better adapted to risks arising from biotic and abiotic agents, and the application of this framework in the management of oaks in the south of the
Iberian Peninsula.
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Selvicultura, variabilidad e investigacion genética
y molecular

Los bosques afrontan, en la actualidad una gran variedad de
riesgos, desde la degradacion causada por los incendios de origen
antropico, hasta los problemas relacionados con el cambio clima-
tico, pasando por dafios asociados a insectos y enfermedades cau-
sadas por microorganismos patogénicos. Estos riesgos no sélo
amenazan los bosques como recurso productivo, sino que pueden
reducir el numero de especies que lo pueblan, especialmente en
el sur de Europa, debido al potencial impacto del cambio climatico
(Lindner et al. 2010). Uno de los ejemplos mas ilustrativos en An-
dalucia son las dehesas, sistemas silvopastorales de vital impor-
tancia, tanto para el mantenimiento de la biodiversidad como por
los servicios ambientales que proporcionan, por lo que resultan
esenciales para la conservacion, la gestion y el uso de multitud de
especies silvestres y domésticas (Diaz et al. 2003; Moreno y Pulido
2008). El cambio climatico puede provocar un importante impacto
en las dehesas del Sur de Europa, lo cual coloca a estos sistemas
como uno de los mas vulnerables en el Mediterraneo (Diaz et al.
2003; Valladares et al. 2005).

Las previsiones de incremento de la temperatura durante los
préximos 50 afios superan las condiciones que muchas especies
de arboles pueden tolerar, y eso supone que deberan afrontar pro-
cesos de perdida de diversidad intraespecifica y de extincién de re-
cursos genéticos locales (Jiménez et al. 1996; Lopez de Heredia y
Gil 2006). Sin embargo, es previsible que los ecosistemas foresta-
les mediterraneos muestren procesos de adaptacion en lugar de
desaparecer por completo, con algunas especies y/o poblaciones
que ya estan mostrando respuestas de adaptacion in situ (adapta-
cion local, plasticidad fenotipica, etc.), otras que experimentan cam-
bios en la diversidad intraespecifica, y otras que estan sufriendo
procesos de decaimiento o mortalidad (Lloret 2012; Bussotti et al.
2013). En las zonas de clima mediterraneo en Espafa, la gran ri-
queza de especies, los altos niveles de diversidad genética presen-
tes en las masas naturales de muchas de ellas y la existencia de
poblaciones singulares adaptadas a condiciones ambientales ex-
tremas y su potencial uso en programas de conservacion de esas
especies (por ejemplo, migraciones asistidas de cara al cambio glo-
bal) hacen necesarios programas de conservacion que eviten la
pérdida de la diversidad genética.

Una de las limitaciones a la hora de afrontar el problema de la
degradacion y la conservacion de los recursos forestales es la falta
de conocimiento cientifico de las bases que determinan a nivel fun-
cional, gendmico y molecular la diversidad intraespecifica y pobla-
cional de especies forestales. La variabilidad molecular existente
en poblaciones forestales naturales se relaciona con su amplia va-
lencia ecoldgica y su capacidad de adaptacion a condiciones am-
bientales adversas, y el efecto de éstas sobre la estructura genética
de las poblaciones, el flujo o la diversidad genética, o la seleccion
de determinados individuos frente a otros en programas de gestion
y restauracion (Alia et al. 2003; Gonzalez-Rodriguez et al. 2011).
Es, por ello, que la biologia, y mas concretamente, la genética y la
biologia molecular se estan convirtiendo en areas complementarias
a los estudios de ecologia y de selvicultura tradicional en muchos
proyectos de investigacion, habiendo experimentado un notable
avance en los ultimos afios (Morgenstern 2011; Abril et al. 2011).

La variabilidad genética se puede analizar a distintos niveles je-
rarquicos de organizacion, desde individuos a poblaciones y espe-
cies, utilizando diferentes aproximaciones y parametros, desde la
morfologia, la fenologia, la fisiologia y la biologia molecular. Su es-
tudio responde, desde una perspectiva de la selvicultura moderna,
a la necesidad de definir la arquitectura genética de la variacion de
las especies, de manera que permita seleccionar aquellos indivi-
duos o poblaciones criticas para la conservacion de gran parte de
su variabilidad, base de cualquier programa de gestion y restaura-
cion de los ecosistemas en los cuales estan presentes. En ese sen-
tido, es necesario desarrollar y ejecutar programas de catalogacion,
conservacion y gestion de los recursos genéticos forestales, los
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que seran Uutiles en la medida que integren diferentes areas del co-
nocimiento, tales como la genética, la ecologia, la fitoclimatologia
y la selvicultura (Boshier y Young 2000; Morgenstern 2011).

La cuantificacion de la diversidad genética de las especies fo-
restales, y en concreto de las especies pertenecientes al género
Quercus, es importante porque esta diversidad determina, en gran
medida, la evolucion futura de las poblaciones, su adaptacion al
medio en condiciones frecuentes de cambio y su conservacion (Ji-
ménez et al. 1999; Alia et al. 2003; Lopez de Heredia et al. 2005).
La diversidad genética de Quercus esta relacionada con la disposi-
cién geografica de las masas (Rafii et al. 1991, Lopez de Heredia
2006), con su posicion topografica (Morales et al. 2005) y con las
caracteristicas climaticas; ademas de los procesos de introgresion
e hibridacién que se dan como consecuencia de la coexistencia de
distintas especies en un mismo habitat y su cercania filogenética
(Dumolin-Lapegue et al. 1997; Jiménez Sancho 2001; Lépez de He-
redia 2006). Por otro lado, para garantizar la viabilidad y la conser-
vacion de los recursos genéticos de las especies del género
Quercus, maxime cuando su localizacion actual manifiesta un patrén
fragmentado y riesgos ambientales importantes, es necesario po-
tenciar la capacidad de adaptacion de las poblaciones a las diferen-
tes presiones de seleccion (aspectos climaticos, enfermedades,
produccion, etc.). Dicha capacidad va a depender de la variabilidad
genética existente (Finkeldey y Ziehe 2004). Es, por ello, que los es-
tudios genéticos, la identificacion de genes, la determinacion de va-
riantes alélicas y el patron de expresion ayudaran a sentar las bases
de los programas de conservacion de la biodiversidad existente.

La biotecnologia moderna puede brindar posibilidades para una
selvicultura mas acorde con los nuevos riesgos ambientales (pla-
gas, enfermedades, cambio climatico) mediante programas de con-
servacion, gestion y uso de recursos genéticos, basandose en la
diversidad existente en los bosques naturales. En la actualidad, con
la incorporacion de potentes marcadores moleculares (proteotipado
y genotipado a través de microsatélites nucleares y cloroplasticos,
PCR-RFLPs -del inglés Polymerase Chain Reaction y Restriction
Fragment Length Polymorphismy, AFLPs -del inglés Amplified Frag-
ment Length Polymorphism), han permitido avanzar en la caracte-
rizacion de la diversidad de las principales especies esclerdfilas
ibéricas del genero Quercus (Elena-Rosell6 et al. 1992; Michaud
et al. 1992; Varela et al. 1993; Bellarosa et al. 1996; Jiménez et al.
1999; Collada et al. 2001; Lopez de Heredia et al. 2005; Valero Gal-
van et al. 2011; 2012; 2013a; 2013b) y en el conocimineto de la di-
ferenciacion genética de las poblaciones, asi como las relaciones
filogenéticas y los procesos de migracion que han sufrido (Morales
et al. 2005; Lopez de Heredia et al. 2005).

Por lo que respecta a los estudios del efecto de los estreses
bidticos y abioticos relacionados con el decaimiento forestal, las
principales aplicaciones de los estudios genéticos y moleculares
son la caracterizacion de la variabilidad en cuanto al efecto y la res-
puesta a los mismos, la busqueda de mecanismos y marcadores
de tolerancia y resistencia y la seleccion de individuos élite para su
uso en restauracion de ecosistemas forestales, todo ello acompa-
fAado de técnicas de propagacion y programas de conservacion in
situ y ex situ. La respuesta a estreses biodticos y abidticos es un
proceso complejo, cuyo conocimiento requiere de un estudio amplio
(Maldonado y Jorrin-Novo 2007; Abril et al. 2011). De entre los es-
tudios, los de enfoque molecular a través de herramientas —6micas
(transcriptémica, protedmica y metabolémica), estan empezando a
dar importantes resultados, aunque es necesario coordinarlos e in-
tegrarlos con las necesidades de la selvicultura.

La variabilidad molecular (de secuencias de ADN, genes, trans-
criptomas, proteomas y metabolitos) existente en poblaciones na-
turales de la encina en el sur de la peninsula ibérica se relaciona
con su amplia valencia ecolégica y su capacidad de adaptacion
frente a cambios climaticos del pasado, los cuales determinan la
compleja filogeografia de la especie y condicionan su evolucion fu-
tura. El conocimiento de dicha variabilidad podria ser clave para la
aplicacion de programas de conservacion exitosos de cara a los
retos que plantea el futuro, para lo que ademas se requieren estu-
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dios multidisciplinares que ya contempla la selvicultura moderna.
El objetivo de esta revision es presentar los avances realizados en
la descripcidn, la catalogacion, la seleccién y la respuesta a estre-
ses de poblaciones naturales de encina (Quercus ilex L. subsp. ba-
llota [Desf.] Samp.) en Andalucia a partir del estudio de su
proteoma. Estos estudios han contribuido principalmente en cuatro
areas de interes: i) descripcién y catalogacion de poblaciones an-
daluzas de encina a partir de herramientas analiticas y —Omicas; ii)
conocer mas sobre la base genética de la encina a nivel individual,
intra-poblacional e inter-poblacional; iii) seleccionar caracteres ge-
néticos relacionados con la tolerancia a distintos tipos de estrés
(bidticos y abidticos), y iv) la identificacion de marcadores utiles en
la seleccion de arboles plus.

La variabilidad de poblaciones de encina

La encina es una especie forestal dominante en la mayoria de
las comunidades naturales a lo largo de extensas areas del oeste
de la Cuenca Mediterranea (Quézel y Médail 2003). Los bosques
de Quercus son muy plasticos en cuanto a sus necesidades ecolo6-
gicas, constituyendo, cuando se hallan bien conservados, un sis-
tema natural complejo y equilibrado.

La gran capacidad de adaptacion del género Quercus a varia-
ciones del medio favorece la aparicion de individuos con fenotipos
distintos Por otro lado, la amplia distribucion geografica de la en-
cina, ocupando habitats de caracteristicas de suelo y clima muy dis-
pares, hace posible que se pueda encontrar variabilidad asociada
tanto al ambiente como a la influencia del hombre sufrida a lo largo
de la historia (Jiménez et al. 1996). Dicha capacidad de adaptacion
es posible gracias a la gran variabilidad genética presente en las
especies de Quercus, dando lugar a poblaciones altamente hetero-
géneas en areas relativamente poco extensas (Lopez de Heredia
et al. 2005). La determinacion y cuantificacion de esta variabilidad
genética es imprescindible para poder conocer y, en la medida de
lo posible, predecir y gestionar la evolucion de las poblaciones de
encina en cuanto a su capacidad de adaptacion al medio en condi-
ciones ambientales adversas o cambiantes (Alia et al. 2003).

Tradicionalmente, la variabilidad de las poblaciones de encina
se ha determinado por las caracteristicas morfolégicas de las hojas
y frutos (Vicioso 1950; Vazquez Pardo 1998). Sin embargo, la ne-
cesidad de regular y controlar los movimientos de material repro-
ductivo para evitar el desarrollo de masas forestales sensibles a
las condiciones ambientales adversas de una determinada zona,
ha promovido el desarrollo y el uso de nuevas técnicas moleculares
que hacen posible relacionar los caracteres de una poblacion o in-
dividuo, influenciados en gran medida por el ambiente, con com-
ponentes estables en cualquier situacion, como son los genéticos
(Morales et al. 2005).

Protedémica forestal

Las técnicas moleculares, incluyendo marcadores moleculares
de ADN y las mas modernas 6micas (transcriptomica, protedmica
y metaboldmica), junto con las de genética y bioquimica clasica,
permiten caracterizar la variabilidad entre individuos, poblaciones
y especies, y relacionar el genotipo con el fenotipo, pudiendo iden-
tificar factores genéticos, epigenéticos y ambientales implicados en
procesos de crecimiento, desarrollo y respuesta a estreses. Asi, los
estudios llevados a cabo con encina a nivel molecular han mos-
trado ser una herramienta eficaz para la caracterizacion genética
de esta especie (Rafii et al. 1991; 1993; Elena-Rosell6 et al. 1992;
Varela et al. 1993; Jiménez et al. 1999; Lumaret et al. 2002).

La proteémica, término acufiado en 1995 (Wilkins et al. 1996),
tiene como objetivo estudiar el proteoma de los diferentes seres
vivos, es decir, el estudio del conjunto de todas y cada una de las
especies proteicas o productos génicos presentes en una unidad
biologica (fraccion subcelular, célula, tejido, 6rgano, organismo) en
un tiempo (estadio de diferenciacion y desarrollo) y bajo condicio-
nes ambientales determinadas (Rossignol et al. 2006). La impor-
tancia de conocer el proteoma de un organismo se basa en el
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hecho de que las proteinas son las moléculas que ejecutan direc-
tamente la informacion contenida en los genes. Ademas, esta dis-
ciplina es necesaria porque la genémica puede darnos una vision
no real de lo que ocurre en la célula, ya que se ha visto que no
siempre existe una correlacion perfecta entre ARNm y las proteinas
para las que codifica (Gygi et al. 1999). Por ultimo, las modificacio-
nes post-transcripcionales y post-traduccionales, determinantes de
la actividad de las proteinas, junto con la interactéomica, los deter-
minantes reales del fenotipo, sélo se pueden establecer mas alla
de las predicciones o estudios hechos por simulacion en ordenador,
mediante una aproximacion proteémica (Jorrin-Novo y Valledor
2013; Jorrin-Novo et al. 2013).

La protedmica constituye una herramienta muy valida en mu-
chos proyectos de investigacion sobre variabilidad genética de
especies vegetales, y a este respecto las especies forestales no
son una excepcion. No obstante, en este ultimo caso, a las difi-
cultades como sistema experimental, a su interés mas medioam-
biental que productivo, hay que unir su caracter de especies
huérfanas, poco estudiadas a nivel molecular, y practicamente au-
sentes en bases de datos gendmicos. Destaca, entre ellas, Quer-
cusMap que es una base de datos que contiene informacion de
genotipos y fenotipos de especies de Quercus (https://w3.pierro-
ton.inra.fr/QuercusPortal/index.php?p=gmap-INRA), asi como los
trabajos desarrollados por el CIFOR-INIA (http://wwwsp.inia.es/In-
vestigacion/centros/CIFORY/). Todos estos aspectos han sido dis-
cutidos en detalle en la revision de Abril et al. (2011) sobre
protedmica de especies forestales.

Nuestros trabajos de proteédmica en encina tienen un doble ob-
jetivo, la caracterizacion de la variabilidad y el estudio de las res-
puestas a estreses bidticos y abiodticos relacionados con las
condiciones de cambio climatico, como son la sequia, y la infeccion
por Phytophthora cinnamomi. Entre los patégenos fungicos virulen-
tos asociados a los dafos en sistemas de dehesa, P. cinnamomi
se ha confirmado como el mas importante (Sanchez et al. 2002).
Se trata de un Oomiceto patdégeno que produce la muerte de las
raices absorbentes, y como consecuencia reduce el aporte de agua
y nutrientes a la planta, dando lugar a marchitez y muerte progre-
siva de la parte aérea de los arboles afectados. En estas condicio-
nes, con el sistema radical infectado, los arboles no son capaces
de resistir el déficit hidrico acumulado y mueren (Corcobado et al.
2013). Esta situacion se ha extendido por todo el sur de la penin-
sula ibérica, donde causa elevadas tasas de mortalidad en dehesas
de encina y alcornoque (Sanchez et al. 2002).

En los trabajos llevados a cabo en los grupos que lideran los au-
tores del presente articulo, se han uilizado muestras de campo pro-
cedentes de arboles adultos y de plantulas crecidas bajo condiciones
controladas. Como material de partida se han utilizado hojas, semi-
llas, polen, y, en menor medida, raices. Ello ha supuesto, en primer
lugar, un esfuerzo importante tanto en la recoleccion de material,
como en la puesta a punto de protocolos de extraccion de proteinas,
su separacion por electroforesis, y andlisis por espectrometria de
masas de extractos totales o bandas y spots electroforéticos (ver
Glosario). Esto ha ido acompafiado de potentes programas informa-
ticos y algoritmos para el andlisis estadistico de los datos, identifica-
cién de proteinas en bases de datos y construccion de una base de
datos de proteinas para el género Quercus.

Proteomica de Quercus escleroéfilos ibéricos

Nuestros primeros estudios de protedmica de encina se llevaron
a cabo con muestras de campo en las que se analizé el proteoma
de hojas, a partir de muestras de hoja de cuatro arboles adultos de
la procedencia ES11-Sierra Morena Occidental. Los resultados han
sido publicados en Jorge et al. (2005; 2006). Los trabajos de puesta
a punto y optimizacién del protocolo de extracciéon y separacion del
componente proteico de la hoja de encina mediante electroforesis
mono (1-DE) y bidimensional (2-DE) en geles de poliacrilamida, con-
cluyé que el numero spots o bandas proteicas resueltas fue de unas
400 (Jorge et al. 2005). Posteriormente, se recuperaron de los geles
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las proteinas mayoritarias del mapa 2-DE de hoja de encina para
su analisis mediante espectrometria de masas e identificacion por
coincidencia con secuencias proteicas conocidas (Fig. 1). La ma-
yoria de las proteinas del perfil 2-DE de la hoja de encina resultaron
ser enzimas fotosintéticas, hecho que evidencia la gran importancia
bioldgica del proceso fotosintético (Watson et al. 2003). También se
encontraron enzimas del metabolismo energético, del metabolismo
del nitrégeno, relacionadas con la degradacién de proteinas, meta-
bolismo de los compuestos fendlicos, enzimas antioxidantes y pro-
teinas relacionadas con la regulacion hormonal.

Para determinar la variabilidad bioldgica dentro del mismo indi-
viduo y entre individuos distintos, se llevé a cabo un estudio de pro-
tedmica comparativa con hojas de encinas adultas que se tomaron
de distintas orientaciones geograficas, recogidas a distintas horas
del dia y de arboles diferentes. Como resultado, la variabilidad bio-
l6gica debida a la orientacion de las hojas fue de 39.8 %, la debida
al diferente momento de recolecta resulté de 37.9 % y la variabilidad
debida a individuos distintos se incrementé hasta un 58.6 % (Jorge
et al. 2005). La alta variabilidad encontrada es un dato demostrativo
de la enorme plasticidad de las plantas y su adaptacion a condicio-
nes de intensidad luminica y temperatura (orientacion y hora de re-
colecta de las hojas). Cuando el estudio comparativo se llevo a cabo
con plantones de encina de 2 afios (diez hojas para cada fuente de
semillas, aproximadamente 2 g de peso fresco) de tres proceden-
cias distintas (region extremadurense y Sierra Morena Occidental,
Qi11e; Sierra Nevada-Filabres, Qi16a; Sierras Béticas Occidenta-
les-Sierras Interiores, Qi14a, Jiménez et al. 1996), cultivadas en in-
vernadero, la variabilidad biolégica entre individuos de la misma
procedencia, aunque alta, se redujo a un valor medio de 69.37 %
frente a 74.08 % para plantones y arboles adultos respectivamente
(Fig. 2), poniendo de manifiesto que unas condiciones mas estables
y homogéneas que las de campo, como son las de invernadero, pro-
voca una disminucion en la variabilidad de la expresion de proteinas.

El estudio del proteoma de hojas de 300 plantulas procedentes
de las mismas procedencias reveld cuatro proteinas cuya ausencia
o presencia podia discriminar las procedencias en este analisis, de
las cuales so6lo dos fueron identificadas (ATP sintasa alfa y 2,3-bis-
fosfoglicerato mutasa) (Jorge et al. 2006) (Fig. 3). De estos resul-
tados se puede concluir la dificultad de utilizar la hoja, en especial
con muestras de campo, en la catalogacion de procedencias o po-
blaciones, dado el importante efecto ambiental sobre el perfil pro-
teico y la enorme plasticidad de la hoja. Es por ello que se plante6
hacer el estudio protedmico de la variabilidad utilizando como ma-
terial de partida érganos con un proteoma mas estable en cuanto
a que la posicién en la copa y el tiempo de muestreo no afectaron
al perfil proteico; es el caso de la bellota y el polen

En un primer trabajo con estos materiales, se estudiaron los
datos de variabilidad en el proteoma de harina de bellota, compa-
randose 10 poblaciones andaluzas (Valero Galvan et al. 2011). Se
utilizé una aproximacion basada en electroforesis (mono o bidimen-
sional) acoplada a espectrometria de masas. Se identificaron un
total de 23 bandas, obteniéndose diferencias en 8-12 de ellas
(Tabla 1). Un analisis correlacional con las condiciones climaticas
del origen geografico de cada poblacién mostré un patrén de va-
riabilidad norte-sur, discriminando las poblaciones mas mésicas
frente a las mas xéricas. Los extractos de harina de bellota de las
poblaciones mas contrastadas fueron analizados por 2 -DE, y se
identificaron 56 spots diferenciales como marcadores de la varia-
bilidad. Las proteinas identificadas se clasifican en dos categorias
principales: de almacenamiento y de proteinas de estrés / defensa.
Dichos datos confirmaron el origen geografico de la variabilidad de
las poblaciones de encina en Andalucia observado mediante el
analisis morfométrico de la bellota y su composicién quimica (Va-
lero Galvan et al. 2011; 2013b). En los estudios de polen se com-
pararon, utilizando una metodologia similar, cuatro poblaciones de
encina, encontrandose 18 bandas y 16 spots variables, permi-
tiendo, de nuevo, la separacion de poblaciones localizadas en el
norte y sur del area de distribucion de la especie (Valero Galvan et
al. 2011; 2013b). El analisis multivariante mostré que la poblacion
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Figura 1. Perfil proteico de proteinas de hoja de encina obtenido mediante
electroforesis bidimensional (2-DE) en geles de poliacrilamida. Datos toma-
dos de Jorge et al. (2005). La proteinas (400 mg) se separaron por isoelec-
troenfoque en un gradiente de pH 5-8 lineal (Primera dimensién) y por
electroforesis desnaturalizante en geles del 13 %(segunda dimensién). La
masa molecular (Mr) se indica a la izquierda, mientras que el punto isoe-
léctrico (pl) se muestra en la parte superior de la figura. La imagen corres-
ponde a hojas con orientacién norte colectadas durante la mafiana. Se
indican los cien spots para los que se determindé la variabilidad biolégica y
analitica.

Figure 1. Leaf protein profiel of Holm oak obtained by two-dimensional elec-
trophoresis (2-DE). Data from Jorge et al. (2005). Proteins (400 mg) were
separated by isoelectric focusing in a pH gradient of 5-8 pH (first dimension)
and denaturing electrophoresis on 13 % gels (second dimension). The mo-
lecular mass (Mr) is indicated on the left, while the isoelectric point (pl)
shown on top. The image corresponded to north-facing leaves collected in
the morning. The hundred spots to which biological and analytical variables
determined are indicated.

de Almeria (Sierra de Alhamilla) se diferenciaba de las poblaciones
de Cadiz (Benamahoma), Granada (Arenas del Rey) y de Sevilla
(El Garrobo), lo cual puede deberse a un origen geografico comun
0 aun mayor aislamiento de la poblacion almeriense.

Estudios de respuesta a estreses

Las perturbaciones bidticas y abidticas a las que estan someti-
dos muchos sistemas forestales hacen que su conservacion de-
penda, en buena medida, del conocimiento de los recursos
geneéticos de las especies y de la respuesta diferencial de los ge-
notipos a diferentes tipos de estrés. En ciertos casos se observan
procesos de mortalidad o de perdida de vigor de especies e indivi-
duos (Allen et al. 2010; Lloret 2012; Bussotti et al. 2013), que afec-
tan a extensas areas en ecosistemas forestales. En este contexto,
los trabajos realizados sobre la respuesta a estrés de poblaciones
de encina han considerado dos situaciones, el estrés por sequia y
la infeccion por Phytophtora cinnamomi dado el previsible incre-
mento de ambos tipos de estrés en el futuro.

El experimento clasico de protedmica aplicada al estudio de
condiciones adversas consiste en la comparacion del perfil proteico
entre la o las situaciones que se quieren estudiar y un control. La
identificacion de proteinas diferenciales entre genotipos (p.e., in-
fectado y no infectado) o/y tratamientos (p.e., riego normal y riego
deficitario), permite caracterizar los mecanismos de respuesta y
proporciona informacion sobre los genes/proteinas que intervienen
en las mismas, y aquellas relacionadas con la resistencia (Fig. 4).
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Figura 2. Histograma mostrando las distribuciones de los coeficientes de
variacion (CV) de los spots analizados en hojas de encina. Datos tomados
de Jorge et al. (2006). En el eje y se muestran los valores de densidad de
los spots, mientras que en el eje x aparecen los rangos de CV. El mejor
ajuste gaussiano se representa sobre los histogramas con medias de 69.37
(error estandar, 15.69) y 74.08 (error estandar 21.17) para plantones y ar-
boles adultos respectivamente. Los datos corresponden a los 100 spots
analizados para arboles adultos y plantones.

Figure 2. Histogram showing the distributions of the coefficients of variation
(CV) of the spots analyzed in Holm oak leaves. Data from Jorge et al.
(2006). Y axis shows the spot density values, while the X axis shows CV
ranges. The best Gaussian fit to the histograms shown with averages of
69.37 (standard error, 15.69) and 74.08 (standard error 21.17) for seedlings
and mature trees respectively. Data are for the 100 spots analyzed from
adult trees and seedlings.
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Figura 3.Geles 2-DE de los extractos de hojas de encina de distinta proce-
dencia. Datos tomados de Jorge et al. (2006). Sélo aparecen las areas en
las que se encontraron diferencias. Las flechas sefialan los spots que mos-
traron cambios cualitativos. Procedencias de encina: Qi16a- Filabres,
Qi14a- Sierras Interiores, Qi11e- Sierra Morena Occidental.

Figure 3. 2-DE gels from Holm oak leaves from different provenances. Data
from Jorge et al. (2006). Images corresponded to areas of the whole gel in
which differences appeared. Arrows point to spots that showed qualitative
changes. Provenances of Holm oak: Qi16a- Filabres, Qi14a- Sierras Inte-
riores, Qi11e- Sierra Morena Occidental.
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Figura 4. Esquema de anélisis proteémico para comparar perfiles de proteinas de hoja de diferentes poblaciones de encina (Quercus ilex subp. ballota)
de Andalucia como respuesta a ensayos de estrés bidticos (Phytophtora cinnamomi) y abiéticos (sequia).

Figure 4. Schematic workflow of a standard proteomics experiments in which the proteome of different populations and treatments (drought, as abiotic

stress; Phytophtora cinnamomi inoculation, as biotic stress) are compared.
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Tabla 1. Analisis del peffil proteico de harina de bellota obtenida de diferentes poblaciones andaluzas de encina. Datos tomados de Valero Galvan et al.
2013a. Tras la extraccion de proteinas se determiné su contenido (media + error estandar), y el perfil proteico se analizo mediante electroforesis en una di-
mensioén (1-DE). Se presentan datos sobre el nimero total de bandas observado para cada poblacién y el numero de bandas que presentaron diferencias

cuantitativas (mayor o menor intensidad) o cualitativas (presencia o ausencia).

Table 1. Proteomic profile analysis of acorn flour obtained from different Andalusian Holm oak populations. Data from Valero Galvan et al. 2013a. After
tissue homogenization, and protein extraction, proteins were quantified (Bradford assay; mean * standard error), and the profile analyzed by one-dimen-
sional electrophoresis (1-DE). Data on the total number of bands observed for each population and the number of bands showing quantitative differences

(higher or lower intensity) or qualitative (presence or absence) are presented.

Latitud (Norte),

Concentracioén Proteinas Numero total Bandas

Poblacion Localizacion Longitud (Oeste) (mg g-1 materia seca) bandas variables
Almeria (SAA) Sierra de Alhamilla 36° 597, 06° 05° 292+1.25 21 15
Cadiz 2 (SCA) Puerto Serrano 36° 547, 05° 31° 3.06 £ 0.40 22 17
Cédiz 1 (BCA) Benamahoma 36° 457, 05° 27° 3.58 £2.05 21 15
Coérdoba (PCO) Pozoblanco 380227, 04° 54’ 5.72+£0.93 21 15
Granada (RG) Arenas del Rey 36° 577, 03° 54° 3.84+0.45 22 17
Huelva (CHU) Calafia 37°387, 06° 51" 5.92+2.20 20 13
Jaén 1 (VJA) Valdepefias 37°30°, 03° 56" 4.41+0.88 21 15
Jaén 2 (PJA) Pozoalcon 38° 177, 02° 36° 3.92+1.09 21 15
Sevilla 1 (APS) Almadén de la Plata 37° 527, 06° 05 498 +0.37 21 15
Sevilla 2 (GSE) El Garrobo 37°377,06° 10° 3.76 £ 0.00 17 7

Resistencia a estrés por sequia

Através de ensayos de sequia se ha logrado caracterizar la res-
puesta molecular de encina a este tipo de estrés abidtico (Echeva-
rria-Zomeno et al. 2009). Los cambios en el patron de proteina de la
hoja en respuesta a los tratamientos de sequia se analizaron me-
diante el uso de un enfoque protedmico. Se observaron diferencias
cuantitativas en veintitrés spots diferentes al comparar el perfil de
electroforesis bidimensional del control y las plantas estresadas. En
total se identificaron catorce proteinas de respuesta a estrés, relacio-
nadas con el proceso fotosintético, el metabolismo de carbohidratos
y del nitrégeno, y proteinas funcionales relacionadas con el estrés.

Valero Galvan et al. (2013b) avanzé en estos analisis mediante
la evaluacion de la respuesta a sequia en plantulas de encina pro-
cedentes de siete poblaciones andaluzas, de las que se eligieron
dos de respuesta extrema entre ellas (la mas tolerante — Almeria -
y la mas susceptible — Cadiz -) para el posterior analisis protedmico
de hojas. De los spots visibles en un gel bidimensional (unos 400),
unos cuarenta presentaron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las dos poblaciones y/o tratamientos (sequia y riego 6p-
timo). En dichos spots variables se identificaron proteinas, siendo
la mayoria de ellas de origen cloroplastico y estando incluidas en
la categoria funcional del metabolismo o respuesta a estrés (ATP
sintasa, precursores fotosintéticos, LHCII tipo |, RuBisCO, y pero-
xirredoxina). En respuesta a la sequia, la tendencia general obser-
vada fue de una disminucién en la abundancia de proteinas de la
fotosintesis, siendo éste descenso menos acusado en la poblacion
mas tolerante. Dichos datos ponen de manifiesto que la poblacién
qgue habita en condiciones mas xéricas es mas eficaz en la obten-
cion de energia en situaciones de estrés, lo que supone un coste
energético menor que a la larga confiere resistencia al estrés.

Resistencia a estrés por presencia de Phytophtora cinnamomi

En un trabajo reciente Sghaier-Hammami et al. (2013) estudia-
ron la respuesta al estrés asociado a la presencia de P. cinnamomi
en la expresion protedmica de dos poblaciones andaluzas de encina
(Almeria y Pozoblanco) diferenciadas genéticamente (Tabla 2). En
ambas procedencias se observo una reduccion en la conductancia
estomatica y en la absorcién de CO2 asociado al estrés producido
por la podredumbre radical causada por la presencia del patégeno.
La mayoria de las proteinas identificadas estan implicadas en la fo-
tosintesis, en el ciclo de Calvin y en el metabolismo de los carbohi-
dratos, disminuyendo su abundancia en todos los casos como

consecuencia de la presencia del ataque de P. cinnamomi. Sin em-
bargo, otras proteinas, especialmente aquellas relacionadas con la
biosintesis del almidén y de la glucdlisis, mostraron un notable au-
mento, lo que indica un posible mantenimiento de la capacidad me-
tabdlica para reparar el dafio celular causado por el patdgeno. Se
observé disminucion general de las proteinas relacionadas con el
estrés en ambas procedencias, con excepcion de la peroxirredoxina
(enzimas antioxidantes que controlan los niveles de peréxido a tra-
vés de un sistema de éxido/reduccion de grupos tioles). Un aspecto
importante que se pudo derivarse de este trabajo fue que hubo una
respuesta diferencial de las poblaciones a la presencia del pato-
geno, tanto a nivel fisiolégico como proteémico, siendo las plantas
de la poblacion de Pozoblanco (Cérdoba) las que presentaron una
menor susceptibilidad a P. cinnamomi, frente a las plantas proce-
dentes de la poblaciéon mas oriental (Almeria).

Nuevas lineas de investigacion desarrolladas por
los grupos de Bioquimica y Evaluaciéon de Recursos
Forestales de la Universidad de Cérdoba

El estudio detallado de las interacciones genéticas de las es-
pecies forestales como respuesta a distintos tipos de estrés deberia
aportar informacion que contribuya al desarrollo de herramientas
moleculares asi como a la seleccion de materiales de base mejor
adaptados a estreses bidticos y abioticos, como por ejemplo, la de-
teccion de marcadores de estrés hidrico, en este caso proteicos,
que permitan un diagnéstico precoz del problema para su trata-
miento o gestion. Ademas, la protedmica puede contribuir a la iden-
tificacion y caracterizacion de interacciones moleculares que
implican a proteinas o moléculas sefiales de la planta afectada.

Seria ingenuo pensar que los objetivos de un mayor conoci-
miento de la biologia de una especie y la traslacion de la investiga-
cion a la catalogacién de biotipos pueden conseguirse mediante la
utilizacion de una sola herramienta metodoldgica, por lo que en los
proyectos que se vienen realizando entre ambos grupos de inves-
tigacion se pretende un abordaje multidisciplinar en la que se com-
bine la selvicultura, la ecofisiologia, y la ecologia de poblaciones,
junto con herramientas moleculares. Las técnicas complementarias
que se estan implementando se dirigen al analisis del ADN. En el
afio 2012, Echevarria Zomeno et al. describieron un protocolo de
extraccion de ADN y ARN a partir de hojas de encina para el pos-
terior analisis gendmico, bien en estudios del perfil transcripcional
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asociado a germinacion de semillas como en la respuesta a estre-
ses, 0 en la catalogacion de procedencias a partir de ADN geno-
mico o cloroplastico mediante microsatélites. A la vez, se han
puesto a punto técnicas de analisis protedmico no basadas en gel
con el fin de incrementar el porcentaje de identificacién de protei-
nas. Estos resultados estan en fase de publicacion y seran motivo
de una posterior revision.

A modo de sintesis, el estudio de gendmica y protedmica de
la especies forestales contribuyen a la conservacion de la diver-
sidad genética de las poblaciones (Silvertown y Charlesworth
2009). Estos estudios se podrian aplicar de forma general a la se-
leccion y colecta de material de base caracterizado genética-
mente para los programas de conservacion in situ y ex situ, para
lo cual se requiere:

» Caracterizacion molecular de rodales semilleros, y evaluacion
de la variabilidad intrapoblacional de cada uno de ellos, asegu-

Jorrin-Novo y Navarro-Cerrillo 2014

rando la seleccion del nimero minimo de arboles que permitan
conservar-utilizar toda la variabilidad genética de cada una de
las poblaciones.

» Identificacion de zonas de diversidad genética de la encina para
conservar toda la variabilidad genética de la especie frente a
posibles perturbaciones generales (p. ej., cambio climatico)
como locales (p. €j., destruccion de poblaciones marginales).

» Seleccion y colecta de materiales de base caracterizados gené-
ticamente para los programas de conservacion in situ 'y ex situ
(Fig. 5).

« Micropropagacion de material seleccionado y establecimiento
de bancos clonales de individuos plus (Fig. 6).

» Evaluar la potencial respuesta de individuos y poblaciones a es-
trés bidtico y abiotico, mediante la identificacion de arboles con
caracteristicas deseables.

Tabla 2. Analisis del perfil proteico en muestras de hoja de encina de dos poblaciones andaluzas y cambios observados tras la inoculacién con Phytophtora
cinnamomi. Datos tomados de Sghaier-Hammami et al. (2013). Las hojas se muestrearon a los 30 y 90 dias tras la inoculacién (dpi). Tras la extraccion
de proteinas se determiné su contenido (media + error estandar), y el perfil proteico se analiz6 mediante electroforesis bidimensional (2-DE). Se presentan
datos sobre el nimero de spots observado para cada poblacion, tratamiento y tiempo.

Table 2. Proteomic profile analysis of leaf tissue from two Andalucian Holm oak populations and changes occurring after plant inoculation with Phytophthora
cinnamomi. Data from Sghaier-Hammami et al. (2013). Leaves were sampled at 30 and 90 days after inoculation (dpi). After tissue homogenization, and
protein extraction, proteins were quantified (Bradford assay; mean + standard error), and the profile analyzed by two-dimensional electrophoresis (2-DE).
Data on the number of spots observed for each population, treatment and time are presented.

Poblaciones

Concentracion de proteinas
(mg/g peso fresco)

Numero total de spots

Pozoblanco 30 dpi-control 26.34 + 1.57 414
Pozoblanco 30 dpi-inoculada 17.18 £ 0.57 420
Pozoblanco 90 dpi-control 12.89 £ 0.90 360
Pozoblando 90 dpi-inoculada 8.49 +£1.92 311
Almeria 30 dpi-control 22.20+0.76 340
Almeria 30 dpi-inoculada 18.41 £ 0.65 264
Almeria 90 dpi-control 24.27 £1.53 386
Almeria 90 dpi-inoculada 14.55 £ 0.42 345
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Figura 5. Coleccion de progenitores de encina procedentes de poblaciones
de Andalucia. Hinojosa del Duque, Universidad de Cérdoba-Grupo de Eva-
luacion y Restauracion de Sistemas Agricolas y Forestales-IFAPA.

Figure 5. Progenitor collection of Holm oak form Andalusia populations. Hi-
nojosa del Duque, Universidad de Cérdoba-Grupo de Evaluacién y Restau-
racion de Sistemas Agricolas y Forestales-IFAPA.

Figura 6. Placas de embriones de encina antes (izqda) y después (dcha)
del repicado del Banco de Embriones de encina de la Universidad de Cor-
doba-Grupo de Evaluaciéon y Restauracion de Sistemas Agricolas y Fores-
tales.

Figure 6. Holm oak embryons before (left) and after (right) pricking. Embr-
yon Bank-Universidad de Cérdoba-Grupo de Evaluacién y Restauracion de
Sistemas Agricolas y Forestales.
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Glosario

Banda / spot: Ambos términos se utilizan para hacer alusién a los resul-
tados de la electroforesis en gel de proteinas y acidos nucleicos. Tras la
separacion de estas biomoléculas y su posterior tincion aparecen como
imagenes discretas en forma rectangular (banda), electroforesis en una
dimension, o esférica (spot), electroforesis bidimensional. Aunque se ha
debatido extensamente y para el segundo caso se han propuestos tér-
minos en castellano como mancha, punto, en la literatura cientifica, como
en tantos otros casos, se utiliza sin traducir el término spot.

Clon: un grupo de células o individuos genéticamente idénticos. Colo-
quialmente un individuo formado por algun proceso asexual (de modo
que es genéticamente igual a la fuente de la que deriva).

Fenotipo: Totalidad de la naturaleza fisica, bioquimica y fisiolégica de un
individuo, tal como viene determinada por su genotipo y el ambiente den-
tro del cual se desarrolla. Es decir es la manifestacion detectable de un
determinado genotipo. Los mismos genes a veces producen distintos fe-
notipos segun en qué ambiente se expresen.

Genotipo: La constitucion genética (genoma) de un individuo, o de un
determinado locus.

Genomica: Es el campo de la genética que intenta comprender el con-
tenido, la organizacion, la funcion y la evolucién de la informacion gené-
tica contenidos en el genoma completo.

Metabolémica: Es la disciplina cientifica o aproximacion metodolégica
que tiene como objetivo el estudio del conjunto de todos y cada uno de
los metabolitos (biomoléculas) presentes en la célula. En concreto hace
alusiéon a compuestos de bajo peso molecular, por lo que quedan exclui-

dos los polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos. El conjunto de dichos
compuestos se clasifican en dos grandes grupos, el de los metabolitos
primarios (en gran medida azlcares, aminoacidos, acidos grasos, lipidos
simples y fosfolipidos, nucleétidos, hormonas y vitaminas) y secundarios
(principalmente fendlicos, terpenoides y alcaloides).

Microsatélite: son secuencias cortas de DNA en las que un fragmento de
entre dos y seis pares de bases se repite un nimero de veces. Cada se-
cuencia SSR se define por el tipo de unidad repetida (lo mas frecuente
mono, di, tri o tetra nucledtidos) y por el sitio que ocupan en el genoma
(locus). La variacion en el numero de repeticiones crea diferentes alelos.
Su frecuencia y tipo de repeticion varia en los genomas de distintas espe-
cies.

Proteina: desde un punto de vista bioldgico son las moléculas encarga-
das de ejecutar la informacion impresa en los acidos nucleicos (genes) y
por tanto determinantes del fenotipo. Desde un punto de vista quimico
son polimeros de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos, pu-
diendo presentar, ademas, algun elemento no aminoacidico.

Proteomica: Disciplina bioquimica o aproximacion metodoldgica que
tiene como objeto el estudio y la caracterizacion del proteoma, entendido
como el conjunto de todas y cada una de la especies proteicas presentes
en una célula.

Técnicas de hibridacion: Es la unién complementaria de acidos nucléi-
cos (ADN o ARN), y se utilizan a menudo para detectar una molécula
diana partiendo de una sonda complementaria a ella. Entre ellas estan
técnicas tan importantes como la PCR o las tecnologias de arrays de
ADN.
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