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Resumen

El pinsapo (Abies pinsapo Boiss.) se localiza exclusivamente en el sur de España, en las comar-
cas de Cádiz y Málaga, donde ocupa unas 5.000 ha. Diversos factores como la presencia de plagas
y el decaimiento de las masas, de origen aún no determinado, hacen temer por el futuro de la espe-
cie. A todo 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 deriva
genética. Por esta razón, el desarrollo de una estrategia de conservación de la especie exige la eva-
luación de su diversidad genética. En este estudio, se han analizado la posibilidad de utilizar las pro-
teínas del megagametofito de pinsapo como marcador de la diversidad genética de las masas de esta
especie. La fracción albúminas ha mostrado la existencia de polimorfismo. Un análisis preliminar
efectuado en 27 árboles, permitió identificar más de 41 bandas de las que, al menos 12 son polimór-
ficas entre árboles y 8 dentro de árboles. Este resultado permite ser optimista sobre la posibilidad de
emplear este marcador con la finalidad señalada.
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INTRODUCCIÓN

Las proteínas de reserva forman parte de las
semillas de todas las especies vegetales y se acu-
mulan en las últimas fases de maduración de las
mismas. El papel biológico de estas proteínas es
ser fuente de aminoácidos para los procesos de
síntesis que tienen lugar durante la germinación.
Esto ha propiciado que estos genes estén repeti-
dos y sean neutros frente a la evolución, lo que
conlleva la posibilidad de un amplio nivel de
variación y que puedan considerarse representa-
tivos de la variabilidad genética en su conjunto.

Una de sus principales características es que
son marcadores codominantes y presentan un alto

nivel de polimorfismo, suponiendo una gran venta-
ja frente a otros marcadores debido a su fácil análi-
sis y su relativo bajo coste; además, hay que añadir
su estabilidad frente los factores ambientales. Por
todo ello, se consideran un marcador muy valioso
para el estudio de la diversidad genética, ya que
además existe un número considerable de genes
implicados en dichas funciones (GEPTS, 1990).

Existe una cierta experiencia en la utiliza-
ción de este marcador en especies forestales,
tanto en frondosas (ÁLVAREZ et al., 2003;
MARTÍN et al., 2005) como en coníferas (ÁLVA -
REZ et al., 2004), que ha demostrado ser un buen
marcador de la diversidad genética. Además, en
el caso de las coníferas, el uso de estas proteínas
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para estudios de variabilidad viene facilitado por
la naturaleza haploide del megagametofito.

El pinsapo (Abies pinsapo Boiss.) es una
especie endémica del Sur de la Península Ibérica,
cuya área de distribución está muy restringida.
En la actualidad sólo forma bosques importantes
en el Parque Natural de la Sierra de las Nieves y
en la Reserva Natural de los Reales de Sierra
Bermeja en la provincia de Málaga y en el
Parque Natural de Grazalema en la de Cádiz. De
hecho, con el fin de asegurar su conservación y
protección, estos enclaves han sido declarados
“Reservas de la Biosfera” por la UNESCO.

Existen diversos problemas que hacen temer
por el futuro de la especie como el cambio climá-
tico, la presencia de plagas, la baja producción de
polen y el decaimiento de las masas, de origen
aún no determinado (PASCUAL et al., 1993;
ARISTA et al., 1997). A todo ello hay que sumar
la circunstancia de que es posible que se esté pro-
duciendo un estrechamiento de la base genética
en algunas poblaciones de la especie, debido a
problemas de consanguinidad y deriva genética. 

El desarrollo de un programa de conserva-
ción hace necesaria la evaluación de la diversi-
dad genética de la especie. En este estudio, se ha

analizado la posibilidad de utilizar las proteínas
del megagametofito de pinsapo con la finalidad
de determinar el nivel de diversidad genética aún
conservada en las masas actuales de pinsapo. 

MATERIAL Y MÉTODOS

Para el estudio se seleccionaron 27 árboles
distribuidos a lo largo de los tres enclaves cita-
dos. Estos árboles fueron georreferenciados
mediante sus coordenadas geográficas obtenidas
con GPS y apoyado por un esquema de campo
que permitió situarlos con total precisión. Dada
la disposición apical de los conos, estos fueron
recolectados con una pértiga en los árboles de
menor altura; mientras que, en los de mayor altu-
ra, fueron operarios de la Consejería de Medio
Ambiente de la Junta de Andalucía los encarga-
dos de su recolección (Figura 1). Se tomaron
entre 2 y 3 conos por árbol ante la previsible baja
fertilidad de la especie; de hecho, el número de
piñones útiles obtenidos no superó el 10% de los
recolectados en la mayoría de los árboles.

Se analizaron 10 megagametofitos maduros
por cada árbol (Tabla 1). En una primera fase,
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Localización Latitud (N) Longitud (O) Altitud (msnm) Nº árboles
P.N. Sierra de las Nieves 36º 39’– 36º 43’ 4º 58’- 5º 02’ 1110-1570 14
R.N. Reales de Sierra Bermeja 36º 29’ 5º 12’ 1120-1440 8
P.N. Grazalema 36º 46’ 5º 25’ 1000-1050 5

Tabla 1. Localización y número de árboles seleccionados para el estudio

Figura 1. Muestra del sistema de recolección según la altura de los árboles



las cubiertas y el eje embrionario de cada piñón
fueron retirados antes de proceder a la extrac-
ción de las proteínas. Las muestras fueron mol-
turadas y transferidas a un vial de microfuga de
1.5 ml.

La extracción de proteínas se realizó según
el método de extracción secuencial descrito por
FONSECA et al. (1997) y ensayado con éxito en
alcornoque. La separación de las proteínas se
realizó mediante geles de poliacrilamida en con-
diciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) según
el método de tampón discontinuo de LAEMMLI

(1970). Los geles fueron realizados en un siste-
ma de electroforesis vertical en placa de
140x140x1,5 mm. La electroforesis fue llevada
a cabo a intensidad constante (30 mA por gel) y
18ºC de temperatura. Los geles fueron teñidos
con una solución de ácido tricloroacético al
12%, etanol al 5% y azul brillante de Coomassie
R-250 al 0,001%.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

De las cuatro posibles fracciones a obtener
según el proceso de extracción secuencial, esto
es, albúminas, globulinas, prolaminas y gluteli-
nas, en este estudio se ensayaron las dos prime-
ras. Los análisis mostraron que, si bien en otras
especies de Gimnospermas se han usado las glo-

bulinas para este tipo de estudios (ÁLVAREZ et
al., 2004); en el caso del pinsapo, fueron las
albúminas las que mostraron una mejor resolu-
ción. No obstante, dada la complejidad inicial
del proteinograma, se procedió al ajuste del pro-
tocolo inicial de FONSECA et al. (1996) a las
características concretas del megagametofito de
pinsapo. El ajuste permitió una mayor limpieza
del gel y una delimitación más clara de las ban-
das, lo que permitió incluso la separación de
bandas muy próximas de forma conspicua. A
esto hay que añadir que esta fracción mostró un
alto nivel de variación, por lo que se escogió
para efectuar el análisis de los 27 árboles selec-
cionados.

Se ensayaron distintas concentraciones de
poliacrilamida (8%, 10% y 12%) para los geles
de electroforesis con el fin de ajustarlos a una
mayor resolución, siendo los geles con una con-
centración del 12% de poliacrilamida, los que
mostraron los mejores resultados (Figura 2). Los
geles fueron divididos en zonas usando para ello
un marcador de peso molecular conocido; en el
caso de los geles al 12%, las zonas obtenidas
fueron cinco, clasificadas como A (por encima
de 66 KDa), B (entre 66 y 45 KDa), C (entre 45
y 30 KDa), D (entre 30 y 20 KDa) y E (por
debajo de 20 KDa). El mayor porcentaje de
variación se detectó en las zonas B, C y D
(Figura 2). 
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Figura 2. Muestra representativa de la variabilidad encontrada para la fracción albúminas en los árboles 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)



En las descendencias de los árboles de cada
enclave estudiados se han identificado, al
menos, 41 bandas distintas; de las cuales, al
menos, 12 fueron polimórficas entre árboles y 8
dentro de árboles. En la figura 2 se muestran los
resultados obtenidos para dos de estos árboles,
donde puede observarse la presencia de poli-
morfismo, marcados por recuadros en la figura. 

Por otra parte, aunque el número de árboles
empleado es pequeño para poder sacar conclu-
siones sobre la distribución de la diversidad
entre los distintos enclaves, fue el pinsapar del P.
N. de la Sierra de las Nieves el que mostró el
mayor porcentaje de bandas polimórficas, mien-
tras que la menor variación se detectó en el de la
R. N. de los Reales de Sierra Bermeja. 

En conclusión, este resultado permite ser
optimista sobre la posibilidad de emplear este
marcador con la finalidad antes señalada, dado el
nivel de variación detectado para la fracción
albúminas.
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