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Resumen

El pinsapo Abies pinsapdoiss.) se localiza exclusivamente en el sur de Espafia, en las comar-
cas de Céadiz y Malaga, donde ocupa unas 5.000 ha. Diversos factores como la presencia de plaga
y el decaimiento de las masas, de origen aln no determinado, hacen temer por el futuro de la espe
cie. Atodo ello hay que sumar la circunstancia de que es posible que se esté produciendo un estre
chamiento de la base genética de la especie, debido a problemas de consanguinidad y derive
genética. Por esta razon, el desarrollo de una estrategia de conservacion de la especie exige la eve
luacion de su diversidad genética. En este estudio, se han analizado la posibilidad de utilizar las pro-
teinas del megagametofito de pinsapo como marcador de la diversidad genética de las masas de es
especie. La fraccion albuminas ha mostrado la existencia de polimorfismo. Un analisis preliminar
efectuado en 27 arboles, permitid identificar mas de 41 bandas de las que, al menos 12 son polimér-
ficas entre arboles y 8 dentro de arboles. Este resultado permite ser optimista sobre la posibilidad de
emplear este marcador con la finalidad sefialada.
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INTRODUCCION nivel de polimorfismo, suponiendo una gran venta-
ja frente a otros marcadores debido a su facil anali-
Las proteinas de reserva forman parte de lass y su relativo bajo coste; ademas, hay que ariadir
semillas de todas las especies vegetales y se asu-estabilidad frente los factores ambientales. Por
mulan en las Ultimas fases de maduracion de lasdo ello, se consideran un marcador muy valioso
mismas. El papel bioldgico de estas proteinas @ara el estudio de la diversidad genética, ya que
ser fuente de aminoé&cidos para los procesos deéemas existe un niimero considerable de genes
sintesis que tienen lugar durante la germinaciéimplicados en dichas funciones (GEPTS, 1990).
Esto ha propiciado que estos genes estén repeti- Existe una cierta experiencia en la utiliza-
dos y sean neutros frente a la evolucion, lo queién de este marcador en especies forestales,
conlleva la posibilidad de un amplio nivel detanto en frondosas (fRrez et al., 2003;
variacion y que puedan considerarse representskarTin etal., 2005) como en coniferas (A -
tivos de la variabilidad genética en su conjuntorez etal., 2004), que ha demostrado ser un buen
Una de sus principales caracteristicas es quearcador de la diversidad genética. Ademas, en
son marcadores codominantes y presentan un attbcaso de las coniferas, el uso de estas proteinas
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para estudios de variabilidad viene facilitado poanalizado la posibilidad de utilizar las proteinas
la naturaleza haploide del megagametofito. = del megagametofito de pinsapo con la finalidad
El pinsapo Abies pinsapoBoiss.) es una de determinar el nivel de diversidad genética ain
especie endémica del Sur de la Peninsula Ibériamnservada en las masas actuales de pinsapo.
cuya area de distribucion esta muy restringida.
En la actualidad s6lo forma bosques importantes
en el Parque Natural de la Sierra de las NievesMATERIAL Y METODOS
en la Reserva Natural de los Reales de Sierra
Bermeja en la provincia de Malaga y en el Para el estudio se seleccionaron 27 arboles
Parque Natural de Grazalema en la de Cadiz. Diistribuidos a lo largo de los tres enclaves cita-
hecho, con el fin de asegurar su conservaciondos. Estos arboles fueron georreferenciados
proteccion, estos enclaves han sido declaradasediante sus coordenadas geograficas obtenidas
“Reservas de la Biosfera” por la UNESCO. con GPS y apoyado por un esquema de campo
Existen diversos problemas que hacen temgue permitid situarlos con total precision. Dada
por el futuro de la especie como el cambio climé&la disposicion apical de los conos, estos fueron
tico, la presencia de plagas, la baja produccién decolectados con una pértiga en los arboles de
polen y el decaimiento de las masas, de origanenor altura; mientras que, en los de mayor altu-
aun no determinado ABcuaL et al., 1993; ra, fueron operarios de la Consejeria de Medio
ARIsTA et al., 1997). A todo ello hay que sumar Ambiente de la Junta de Andalucia los encarga-
la circunstancia de que es posible que se esté paps de su recoleccion (Figura 1). Se tomaron
duciendo un estrechamiento de la base genétieatre 2 y 3 conos por arbol ante la previsible baja
en algunas poblaciones de la especie, debidofextilidad de la especie; de hecho, el nimero de
problemas de consanguinidad y deriva genéticaifiones (tiles obtenidos no super6 el 10% de los
El desarrollo de un programa de conservarecolectados en la mayoria de los arboles.
cién hace necesaria la evaluacion de la diversi- Se analizaron 10 megagametofitos maduros
dad genética de la especie. En este estudio, segw@ cada arbol (Tabla 1). En una primera fase,

Figura 1. Muestra del sistema de recoleccién segun la altura de los arboles

Localizacion Latitud (N) Longitud (O)  Altitud (msnm)  N° arboles
P.N. Sierra de las Nieves 36° 39'- 36° 43" 4°58'- 5° 02’ 1110-1570 14
R.N. Reales de Sierra Bermeja 36° 29 5012 1120-1440 8
P.N. Grazalema 36° 46’ 5025’ 1000-1050 5

Tabla 1. Localizacién y nimero de arboles seleccionados para el estudio
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las cubiertas y el eje embrionario de cada pifiébulinas para este tipo de estudiosvikez et
fueron retirados antes de proceder a la extraed., 2004); en el caso del pinsapo, fueron las
cién de las proteinas. Las muestras fueron moidbiminas las que mostraron una mejor resolu-
turadas y transferidas a un vial de microfuga deién. No obstante, dada la complejidad inicial
1.5 ml. del proteinograma, se procedi6 al ajuste del pro-
La extraccion de proteinas se realizd seguiocolo inicial de BNSECA et al. (1996) a las
el método de extraccién secuencial descrito pararacteristicas concretas del megagametofito de
Fonsecaet al. (1997) y ensayado con éxito enpinsapo. El ajuste permiti6 una mayor limpieza
alcornoque. La separaciéon de las proteinas skl gel y una delimitaciébn més clara de las ban-
realiz6 mediante geles de poliacrilamida en cordas, lo que permitié incluso la separacion de
diciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) seguibandas muy proximas de forma conspicua. A
el método de tamp6n discontinuo deekmLl  esto hay que afiadir que esta fraccion mostrd un
(1970). Los geles fueron realizados en un sist&lto nivel de variacion, por lo que se escogid
ma de electroforesis vertical en placa deara efectuar el analisis de los 27 arboles selec-
140x140x1,5 mm. La electroforesis fue llevadaionados.
a cabo a intensidad constante (30 mA por gel) y Se ensayaron distintas concentraciones de
18°C de temperatura. Los geles fueron teflidgmoliacrilamida (8%, 10% y 12%) para los geles
con una soluciéon de &cido tricloroacético abe electroforesis con el fin de ajustarlos a una
12%, etanol al 5% y azul brillante de Coomassigayor resolucién, siendo los geles con una con-
R-250 al 0,001%. centracion del 12% de poliacrilamida, los que
mostraron los mejores resultados (Figura 2). Los
geles fueron divididos en zonas usando para ello
RESULTADOS Y DISCUSION un marcador de peso molecular conocido; en el
caso de los geles al 12%, las zonas obtenidas
De las cuatro posibles fracciones a obtendueron cinco, clasificadas como A (por encima
segun el proceso de extraccion secuencial, estie 66 KDa), B (entre 66 y 45 KDa), C (entre 45
es, albuminas, globulinas, prolaminas y gluteliy 30 KDa), D (entre 30 y 20 KDa) y E (por
nas, en este estudio se ensayaron las dos printebajo de 20 KDa). El mayor porcentaje de
ras. Los andlisis mostraron que, si bien en otrasriaciéon se detectdé en las zonas B, C y D
especies de Gimnospermas se han usado las glBigura 2).

o

Figura 2. Muestra representativa de la variabilidad encontrada para la fraccion albdminas en los arboles analizados.
Los recuadros muestran ejemplos del polimorfismo encontrado. M = marcador de peso molecular; A-B, zonas marca-
das en el gel en base al marcador empleado (ver texto)
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