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ABREVIATURAS 
 

µM - Micromolar 

ACN - Acetonitrilo 

BCA - Ácido bicinconínico 

C18 - Cadena alifátitica de 18 átomos de carbono 

CBB - Comasie Brillant Blue  

DTT - Diotitreitol  

FA - Ácido fórmico 

nUPLC – Nano cromatografía líquida de alta resolución 

PIB - Producto interior bruto 

PMSF - Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  

SDS - Dodecilsulfato sódico  

SDS-PAGE - electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

TA -Temperatura ambiente  

Tris - tris (hidroximetil) aminometano 

FDR - Tasa de falsos positivos 

PSII - Fotosistema II 
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RESUMEN 
 

La producción vegetal se ve afectada por el constante incremento en la cantidad de radiación UV-B que llega 

a la superficie terrestre. Este hecho es de especial importancia en aquellas especies con ciclos de producción 

muy largos, como son las plantaciones forestales. La planificación de las plantaciones en función de los 

modelos de cambio climático es clave para garantizar el abastecimiento de recursos madereros en el futuro. 

En este contexto, se plantea el estudio de los cambios del proteoma nuclear en la especie de interés 

económico Pinus radiata como un primer paso para describir los procesos de regulación inducidos por 

exceso de radiación UV-B. Con este propósito, se irradiaron plantas aplicando un índice UV13 durante 2 y 

16 horas. El proteoma se analizó empleando una estrategia basada en nUPLC y espectrofotometría de 

masas (MS-Orbitrap) que permitió identificar un total de 867 proteínas. Mediante la combinación de bases 

de datos fue posible anotar 470 proteínas. Esta aproximación permitió definir 93 proteínas de expresión 

diferencial entre los distintos tratamientos realizados, de las que 44 estaban anotadas conociéndose sus 

características funcionales y/o estructurales. Las familias proteicas más destacadas que modificaron su 

expresión han sido PROTEÍNA RIBOSOMAL L11, CATALASAS, factor de elongación TU e HISTONAS. Este 

conjunto de proteínas forman parte de la maquinaria que la planta pone en marcha en respuesta al estrés al 

que es sometida, bien sean directamente frente a UV-B o parte del mecanismo de protección frente al daño 

oxidativo causado indirectamente. Se plantea el estudio en mayor profundidad para poder caracterizar una 

mayor cantidad de proteínas y completar la información obtenida en a partir de este ensayo. 

 

SUMMARY 
 

The plant production is affected by the constant increase of the UV-B radiation that reaches the Earth’s 

surface. This fact is especially relevant to those species with very long production cycles, such as forest 

plantations. The planning of forest plantation according to the climate change is crucial to ensure the wood 

supply in the future. In this context, the study of the changes of the nuclear proteome in economically 

interesting species such as, Pinus radiata has been raised, as a first step to describe the regulation processes 

induced by an excess of UV-B radiation. With this purpose, plants were irradiated, with an UV13 index during 

2 and 16 hours. The proteoma was analyzed using a strategy based on nUPLC and mass spectrometry (MS-

Orbitrap) that enabled to identify a total of 867 proteins. Combining data bases it was possible to find 470 

proteins. This approach allowed to define 93 proteins of differential expression from the different treatments 

that were done, 44 of them were listed knowing their functional and/or structural characteristics. The most 

remarkable protein families that modified their expression were RPL11, CATALASE, elongation factor TU and 

HISTONES. These proteins belong to the machinery that the plant uses when it’s under stress, either from 

direct exposure to UV-B or as a part of the defensive mechanism against the oxidative damage caused 

indirectly. The study was carried out further to be able to characterize, a bigger amount of proteins and 

complete the information obtained from this study. 
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INTRODUCCIÓN  
 

La madera es uno de los recursos naturales más antiguos de los que dispone el 

hombre, siendo aún en la actualidad de gran importancia para el desarrollo de la vida tal como 

la entendemos hoy en día (Johnson, 1994). Los bosques siempre han proporcionado 

combustible, herramientas, alimentos y protección, estando ligado el incremento del consumo 

de madera con el aumento de la actividad industrial y la población, incluso en nuestros días. 

Debido a la creciente demanda de madera, y a la limitada superficie forestal disponible, es 

necesario el uso de especies arbóreas de rápido crecimiento tales como eucalipto y pino. 

Estas especies de rápido crecimiento aumentan de forma directa la eficiencia de las 

plantaciones forestales, produciendo más biomasa en menos tiempo. Sin embargo, esta 

producción no es, todavía, suficiente para garantizar la sostenibilidad de la producción forestal 

y la preservación de la tala de los bosques naturales.  

De entre los árboles más utilizados como recurso destaca Pinus radiata D. Don, una 

de las especies forestales de mayor importancia económica en el mundo, ya que presenta 

una serie de características que determinan su éxito como planta cultivada, entre las que se 

debe mencionar el gran crecimiento en climas templados húmedos; la versatilidad de su 

madera, apta para diversos usos industriales; la posibilidad de recolectar grandes cantidades 

de semilla y su fácil propagación; la relativa diversidad genética dentro de sus poblaciones 

naturales, que pueden proporcionar genotipos adecuados para ambientes distintos y su 

flexibilidad silvícola, es decir, la posibilidad de practicar distintas selviculturas sin que la 

producción se vea afectada ostensiblemente (Sánchez-Rodríguez 2002). 

En la actualidad, las plantaciones de P. radiata suponen más de cuatro millones de 

hectáreas en todo el mundo, distribuyéndose el 90 % de la superficie entre Chile, Nueva 

Zelanda (aproximadamente 1,5 millones de hectáreas cada uno) y Australia (0,77 millones de 

hectáreas) (Mead, 2013). En España, la primera plantación registrada de P. radiata data de 

1840, pero no fue hasta la década de 1950 cuando comenzó a ser plantada ampliamente. En 

la actualidad hay 287 000 ha plantadas en todo el país, de las cuales 226 000 ha son rodales 

puros (MAGRAMA, 2006). La producción anual de estos árboles es de 1,5 millones de m3 de 

trozas, representando un potente sector económico, tanto en nuestro país, como fuera de 

nuestras fronteras. En Chile, por ejemplo, la industria derivada de esta especie arbórea 

representa el 3 % del PIB, siendo la segunda actividad económica más importante del país 

(Álvarez, 1999).  

Las condiciones ambientales cambiantes influyen notablemente en la productividad 

de las plantaciones, disminuyéndola. En general, esta situación se debe tanto a factores 

abióticos (sequía, altas temperaturas e irradiaciones) como bióticos, así como a la posible 

interacción de los mismos. A este hecho se suma un aumento constante de la demanda de 

madera a nivel mundial. En consecuencia, la explotación de estos recursos de manera 

sostenible en el contexto actual y futuro representa un reto para la humanidad, siendo 

necesario adaptar las plantaciones para que las nuevas condiciones que se presentan no 

mermen la cantidad y calidad de los recursos. 

Entre los cambios que sufre el sistema Tierra, cabe destacar el aumento de las 

radiaciones de alta energía que llega a la superficie terrestre como consecuencia de la 

disminución del grosor de la capa de ozono. Entre estas radiaciones se encuentra la UV-B, 

con longitudes de onda comprendidas entre los 280-320 nm.  
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En los últimos años se ha observado una disminución en la concentración de ozono 

estratosférico, causada principalmente por gases que contienen carbono y halógenos (flúor, 

cromo y bromo), derivados de actividades antrópicas (McKenzie et al., 2011). El ozono 

estratosférico tiene un efecto de contención (absorción) de la radiación ultravioleta nociva 

proveniente del sol, disminuyendo la cantidad de radiaciones de alta energía que llegan a la 

superficie terrestre. La cantidad de ozono estratosférico se correlaciona inversamente con la 

penetración de radiación UV-B hasta la biosfera (Herman, 2010).  

Esta reducción no es uniforme en todo el planeta ni a lo largo del año, siendo mayor 

en invierno y primavera en latitudes medias del hemisferio sur, donde hay enormes 

plantaciones de Pino radiata debido a su clima templado. Si a esto sumamos el agujero de 

ozono en la Antártida, podemos concluir que el problema tiene mayor importancia en el 

hemisferio sur. A esto hay que agregar la existencia de un nuevo agujero de ozono que se 

produce exclusivamente en el sur de Perú, Bolivia y la zona norte y central de Chile. Este 

agujero se produce durante la época de verano, y sus causas aún no son conocidas.  

 La localización de la mayor parte de las plantaciones de P. radiata, Chile, Nueva 

Zelanda y Australia, coincide con las zonas donde se ha registrado la mayor reducción de la 

capa de ozono, por lo que estos recursos forestales están altamente expuestos a sufrir altas 

tasas de radiación UV-B. En España, se plantea una situación similar, aunque menos 

alarmante, dada la importancia económica de las plantaciones de P. radiata en nuestro país 

y que se ha registrado una disminución de al menos el 10 % de la capa de ozono en las dos 

últimas décadas (Cachorro et al., 1996). Los últimos modelos predicen que esta tendencia 

continuará en el futuro, estando modelado que en los próximos 50 años la radiación UV 

incidente aumentará hasta un 12% en el norte de nuestro país (Figura 1).  

 

Figura 1. Incremento de radiación UV medido durante un periodo de 20 años en Europa (izquierda). 

Modelado del incremento de radiación UV hasta 2065 según los datos recogidos hasta la fecha (derecha). 

Instituto Nacional de Salud Pública y Medio ambiente de los Países Bajos. 

(http://www.rivm.nl/en/Topics/U/UV_ozone_layer_and_climate/risk_assessment/Europe, consultada el 

08/07/2014). 

 

Los seres vivos se ven influenciados notablemente por dichas radiaciones. Se han 

descrito cambios en los patrones de crecimiento de las plantas al ser sometidas a estrés por 

radiación UV-B (Caldwell, 1971; Klein 1987), siendo constante en todos los casos estudiados 

la reducción del peso total de la planta, así como del área foliar (Krizek, 1975; Sisson y 

Caldwell, 1976; Van y Garrard, 1976). A nivel molecular, también se detallan muchos efectos, 

directos e indirectos, incluyendo daño al ADN (Landry et al., 1997), las proteínas y las 

http://www.rivm.nl/en/Topics/U/UV_ozone_layer_and_climate/risk_assessment/Europe
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membranas (Britt, 1996), así como alteraciones en la transpiración, fotosíntesis y 

acumulación de pigmentos (DeLucia, et al., 1992; Greenberg et al., 1996).  

El conjunto de daños y alteraciones que genera el UV-B en las plantas desencadena 

mecanismos de respuesta como la fotoprotección, proceso muy complejo que conduce a 

cambios fisiológicos en el contenido de pigmento (Long et al. 1994, Tausz et al. 2001) y a 

nivel del transcriptoma (Brosché y Strid 2003, Maruta et al. 2010). Dentro de esta respuesta, 

se considera la inducción de proteínas especificas del estrés causado por la luz, como la 

familia ELIP (early light-inducible protein) (Rossini et al. 2006, Zarter et al. 2006). La 

acumulación de ELIP en condiciones de estrés se correlaciona con la fotoinactivación de PSII, 

la degradación de la proteína D1 del centro de reacción PSII y los cambios en el nivel de 

pigmentos (Adamska 1997). En el género Pinus se han descrito cambios en el trascriptoma y 

en algunas actividades enzimáticas en respuesta a estrés UV-B (Zinser et al., 2000). En P. 

radiata concretamente, se han detectado cambios moleculares en respuesta a la radiación 

UV-B, entre los que se destacan el descenso de la cantidad de pigmentos, el descenso en la 

expresión de genes relacionados con la fotosíntesis, como la anhidrasa carbónica, y el 

aumento en la expresión de genes relacionados con el estrés oxidativo, como la 

ASCORBATO PEROXIDASA y la GSTU. Las proteínas de la familia ELIP se sobreexpresan 

en el parénquima en empalizada de las acículas como parte de la respuesta de fotoprotección 

puesta en marcha bajo un estrés causado por radiación UV-B (Valledor et al., 2012). 

Los polifenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en varios 

sectores del reino de las plantas superiores. Aunque poseen muchas funciones en las plantas, 

cabe destacar que se observan siempre bajo condiciones de estrés vegetal (Díaz et al., 2001). 

En general, son buenos indicadores del estado fisiológico de las plantas y su estudio aporta 

información del grado de estrés al que se someten las plantas de un experimento. Se estimula 

su síntesis bajo condiciones de infección o daño vegetal, así como en condiciones de mala 

nutrición. Además, las plantas acumulan flavonoides que absorben UV y otros compuesto 

fenólicos en las vacuolas de las células epidérmicas a fin de prevenir la penetración de este 

tipo de radiaciones en los tejidos más profundos (Kondo y Kawashima 2000) 

En resumen, la radiación UV-B implica en las plantas la expresión diferencial de 

genes, estimulándose la expresión de genes característicos de las respuestas al estrés y la 

defensa (Brosché y Strid 2003, Cloix y Jenkins 2008, Kusamo et al. 2011) y silenciándose 

genes relacionados con la fotosíntesis (Albert et al. 2011). Por tanto, esta situación de estrés 

disminuye la tasa fotosintética, principalmente por la degradación de proteínas del centro 

activo PSII, lo que se traduce en la ruptura del flujo de electrones que genera el poder reductor 

necesario para la producción de fotoasimilados y, en consecuencia, limitando el crecimiento 

vegetal. Por lo tanto, la radiación UV-B produce un efecto directo en los sistemas forestales 

disminuyendo su producción de biomasa. 

En este escenario de cambio climático, es clave determinar la posibilidad de 

adaptación de los recursos forestales utilizados para obtener información de su capacidad de 

respuesta ante una situación de estrés fisiológico como la descrita. Pese a que se conocen 

algunos de los genes y proteínas implicados en la prevención del daño provocado por UV-B 

en Pinus radiata D Don (Pascual et al., 2014), se desconocen por completo los cambios de 

regulación génica implicados en estas respuestas, siendo este conocimiento clave para 

aumentar nuestra comprensión del proceso tanto desde un punto de vista básico como 

aplicado para poder implementar estrategias de selección en programas de gestión forestal 

sostenible. 
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Se planteó como objetivo principal la caracterización y cuantificación del proteoma 

nuclear de acículas de Pinus radiata tras ser sometidas a un estrés por UV-B. Para poder 

abordar dicho objetivo se plantean 4 objetivos parciales: 

1. Establecimiento de un sistema experimental simulando un contexto real, en 

condiciones no letales, que permita evaluar la respuesta a estrés UV de plántulas de Pinus 

radiata aplicando el pico máximo del índice UV modelado para los próximos años (índice UV 

12-14). 

2. Definición de un protocolo analítico que permita la purificación, cuantificación, 

y digestión de proteínas nucleares de Pinus radiata que permita su análisis mediante 

espectrometría de masas. 

3. Cuantificación e identificación de las proteínas nucleares mediante 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas. 

4. Interpretación funcional de los resultados de identificación masiva obtenidos, 

enfatizando la caracterización biológica y el análisis integrado de los mismos. 
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MATERIAL Y MÉTODOS  
 

Material vegetal  

  

Se recolectaron acículas totalmente desarrolladas y maduras de plantas de un año de 

edad de Pinus radiata situadas en una cámara de cultivo. Las condiciones ambientales fueron 

constantes: 22 º C, 37,3 % humedad, fotoperiodo largo (16/8 horas luz/oscuridad) y una 

intensidad lumínica de 60 μmoles m-2s-1 en el ápice y 26,3 μmoles m-2s-1 en la parte basal de 

las plantas. Previamente a la realización del experimento se aclimataron las plantas durante 

un periodo de dos meses a las condiciones citadas, evitando así artefactos en los resultados 

derivados de cualquier otro factor que no fuese el que se deseaba analizar. 

El material vegetal proviene de 12 árboles individuos en un diseño de bloques 

totalmente aleatorizados donde el factor a analizar es el tiempo de exposición a luz UV-B 

cuando se suplementa a la intensidad lumínica citada con 330 mW m2 UV-B. Se realizaron 

dos tratamientos, un tiempo de exposición corto (dos horas) y un tiempo de exposición largo 

(ocho horas durante dos días consecutivos). Como control del experimento se utilizaron 

plantas no expuestas a luz UV-B (Figura 2). Inmediatamente después de cada tratamiento, 

se llevó a cabo el muestreo aleatorizado para minimizar los efectos de la ordenación en el 

espacio del material a analizar. Tras su recolección, las muestras fueron rápidamente 

introducidas en nitrógeno líquido a fin de conservar el material. Posteriormente se 

almacenaron a -80 ºC hasta su procesado. 

 
Figura 2. Diseño experimental. Se representan en amarillo las horas de 
luz y en gris las de oscuridad. La radiación UV-B que se añade en cada 
tratamiento se representa con los círculos rosados. 

 

Extracción de pigmentos y fijación de muestras para microscopía confocal  

 

Se cuantificó el contenido de pigmentos mediante espectrofotometría siguiendo el 

protocolo de Sims y Gamon (2002) con ligeras modificaciones, descritas por Valledor et al., 

(2012). En resumen, se realizó la extracción de clorofila a y b, así como de carotenoides, 

partiendo de 100 mg de acículas en 2 mL de acetona: Tris-HCl pH 7,8 en una proporción de 

80:20 (v/v) respetivamente. Se realizaron 4 réplicas por tratamiento. El cálculo de la cantidad 

de pigmentos se realizó mediante las siguientes fórmulas: 

Clorofila a = 0,01373 x A663 nm – 0,000897 x A537 nm – 0,003046 x A647 nm 
Clorofila b = 0,02405 x A647 nm – 0,004305 x A537 nm – 0,005507 x A663 nm 
Carotenoides = [ A470 nm - (17,1 x clorofila a + clorofila b) – 9,479 x antoncianinas ]/119,26 
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El contenido de polifenoles se evaluó mediante microscopia confocal. Para lo que  en 

las muestras (ene fresco) se realizaron secciones trasversales de 15 µm de grosor en un 

criotomo. La presencia de polifenoles se detectó mediante la autoflorescencia emitida al 

excitar las muestras a 360 nm. Los rangos de emisión se capturaron a 385-530 nm.  

 

Extracción de núcleos  
 

 Los núcleos se extrajeron siguiendo el protocolo descrito por Haring et al., 2007. En 

resumen, partiendo de 1 gramo de tejido por muestra, se homogenizan con un mortero y cada 

muestra se incuba en 0,44 M sacarosa, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 5 mM β-mercaptoetanol y 

0,015 mM PMSF, se filtra y se centrifuga, descartándose el sobrenadante. A continuación, se 

incuba en 0,25 M sacarosa, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM MgCl2 ,1 % Tritón X-100, 5 mM 

β-Mercaptoetanol y 0,015 mM PMSF. Tras la centrifugación se descarta el sobrenadante y se 

repite este paso hasta obtener un pellet blanquecino. Seguidamente, para eliminar los restos 

de detergente de las incubaciones anteriores, se lava con 0.25 M sacarosa, 10 mM Tris-HCl 

pH 8,0, 10 mM MgCl2, 5 mM β-mercaptoetanol y 0,015 mM PMSF y se centrifuga. Tras 

descartar el sobrenadante, el pellet obtenido se disgrega con sumo cuidado en 400 µL de una 

solución con una concentración molar 30 % menor al tercer tampón usado. Por último, se 

añade un paso de lavado, centrifugando durante 12 min a 3000 x g a través de un gradiente 

de sacarosa con concentraciones decrecientes desde el inferior del tubo hasta la zona 

superior (3,2 y 0,32 M sacarosa) donde se añade la muestra. Todo el proceso descrito debe 

realizarse a 4 ºC para conservar la muestra en condiciones óptimas. 

 

Extracción de proteínas  

  

Una vez extraídos los núcleos celulares, en cada muestra se añaden 300 μg de una 

solución al 1 % de SDS, se sónica (Hielcher UP200S) 15 segundos al 60 % de amplitud y se 

incuba en un agitador de vórtice 15 min a máxima velocidad para desestabilizar las 

membranas nucleares. A cada muestra se agrega un volumen de fenol y un volumen de una 

solución de 1,5 M sacarosa, 10 mM DTT y 1 % inhibidor de proteasa para evitar que las 

proteínas de la muestra sean degradas. Se agita vigorosamente y se centrifuga 5 min, 17000 

x g, TA. Se conserva la fase superior, es decir, la fenólica. A la fase inferior se le agrega 

medio volumen de fenol y se repite el proceso juntando las fases fenólicas tras la 

centrifugación. Por último, se agrega a cada tubo un volumen de la solución de sacarosa, se 

centrifuga y se conserva la fase fenólica descartándose la fase inferior. 

 Las proteínas se precipitan con 0,1 M acetato de sodio en metanol a 4 ºC durante 12 

horas. Tras centrifugar 5 minutos, 5000 x g, 4 ºC y descartar el sobrenadante, se lavan los 

pellets dos veces con metanol 0.5 % (v/v) β-mercaptoetanol y dos veces con acetona. Una 

vez se obtienen los pellets de proteína, se resuspenden en 30 μL de 8 M urea, 1,5 % SDS y 

se cuantifican usando el método BCA (Smith et al., 1985). 

 

 

Identificación y cuantificación de proteínas mediante Ge-LC/MS-MS 
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Las proteínas se procesaron y analizaron siguiendo el método descrito por Valledor y 

Weckwerth (2013) con ligeras modificaciones. Se cargaron 35 μg de proteína de cada 

muestra en 13,5 % SDS-PAGE, corriendo solo 0,5 cm. El gel fue fijado y teñido con CBB R-

250 en metanol:ácido acético:agua (40:10:50) durante 30 min y desteñido en metanol:agua 

(40:60). Las porciones de gel donde se encontraban las proteínas se recortaron y lavaron 

incubando las muestras en hidrogenocarbonato de amonio 25 mM seguidas de una solución 

análoga pero al 50 % (v/v) de ACN. A continuación se deshidrataron las porciones de gel con 

50 µL de ACN durante 5 minutos. Posteriormente se digirieron con 50 µL de solución de 

tripsina (12,5 ng/µL; Roche) durante 16 h. Los péptidos se extrajeron en una serie de ACN y 

se llevaron a sequedad en un speedvac (MiVac, Genevac). El pellet se resuspendió en 4 % 

ACN/0,1 % FA y las muestras se desalaron en una microcolumna C18. Los péptidos se 

eluyeron en 100 % metanol y se llevaron a sequedad en speedvac. 

Las muestras fueron enviadas a Doctor Wolfram Weckwerth (Dpto. de Biología 

Molecular de Sistemas, Universidad de Viena, Austria) para realizar un análisis proteómico 

libre de marcaje mediante el empleo de cromatografía líquida nUPLC y espectrometría de 

masas (Orbitrap-MS, Thermo ©). Los péptidos se separaron en un gradiente A (0,1 % FA) y 

un gradiente B (90 % ACN y 0,1 % FA), comenzando con 5 % del gradiente B que progresa 

de forma lineal hasta el 95 % durante 120 min a expensas de la disminución del gradiente A.  

Los ficheros con los espectros de masas se procesaron en nuestro laboratorio 

empleando el software Proteome Discoverer (Thermo). Se emplearon 4 bases de datos 

correspondientes al repositorio Viridiplantae (03/07/2014, http://global.eagle-

i.net/i/Viridiplantae), el transcriptoma de Pinus taeda (versión 1.01, 

http://dendrome.ucdavis.edu), y las bases de datos desarrolladas en nuestro grupo de 

investigación conteniendo todas las secuencias disponibles en bases de datos públicas 

correspondientes a los géneros Picea y Pinus (para más información consultar Romero-

Rodriguez et. al, 2014). Se utilizaron como ajustes para el uso del programa una tolerancia 

de la masa del precursor de 10 ppm y de las masas de iones fragmentados de 0,8 Da. Se 

consideraron como modificaciones variables de aminoácidos la oxidación de la metionina, la 

fosforilación de los residuos de lisina, arginina o tirosina y la metilación y acetilación en los 

residuos de lisina y arginina. Asimismo se extrajeron los valores correspondientes al área de 

cada ion empleado en el análisis para la posterior cuantificación de las especies proteicas. 

Se consideraron como identificaciones positivas aquellas proteínas para las cuales se detectó 

al menos un péptido característico con un X-Corr superior en 0,25 unidades a su estado de 

carga. 

 

Anotación funcional 
 

Las proteínas identificadas en base al análisis frente a las bases de datos de coníferas, 

se anotaron según la base de datos de Arabidopsis thaliana utilizando las herramientas 

incluidas en la utilidad BLAST del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La anotación obtenida 

bajo la información de una especie modelo como A. thaliana es más certera frente a la 

realizada con especies no modelo debido a la revisión y mejora constante de esta base de 

datos.  

http://global.eagle-i.net/i/Viridiplantae
http://global.eagle-i.net/i/Viridiplantae
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Para ampliar esta anotación, se utilizaron las mismas herramientas para hacer un 

análisis de dominios proteicos, buscando de este modo posibles homologías entre las bases 

de datos y las proteínas halladas mediante la espectrometría de masas.  

 

Análisis estadístico 
 

Los datos fueron preprocesados según las recomendaciones de Valledor y Jorrín 

(2011) siguiendo un flujo de trabajo basado en cuatro etapas. En primer lugar, se analizó la 

matriz de datos para discernir entre los valores perdidos y aquellos casos en los que el ion 

no esté presente en el grupo muestral. Para este efecto, se consideraron valores perdidos 

solo aquellos en los que el número de valores distintos de cero de cada variable supere el 75 

% del número de muestras, en nuestro caso 9. En caso contrario, estos valores no serán 

considerados perdidos sino ceros. En una segunda etapa se realizó la sustitución de los 

valores perdidos empleando el algoritmo KNN (K-vecinos más cercanos) aplicado de forma 

secuencial. A continuación, se normalizó la abundancia de las proteínas siguiendo una 

aproximación centrada en las muestras. Esto se realizó dividiendo el área de cada proteína 

entre el área total obtenida en la muestra, permitiendo de esta forma comparar abundancias 

entre las distintas muestras. A continuación las muestras se transformaron aplicando una raíz 

cúbica para reducir la dependencia media-error presente en este tipo de datos. La última 

etapa del pre-procesado consistió en el filtrado de las variables no consistentes, es decir, 

aquellas presentes solamente en menos de tres muestras no pertenecientes al mismo 

tratamiento y de aquellas proteínas de localización no nuclear, consideradas como 

contaminantes.  

A fin de minimizar la posible contaminación de proteínas no nucleares se llevó a cabo 

una normalización de las variables con respeto a una de las regiones invariantes de la histona 

H2, proteína únicamente presente en el núcleo y que mantiene constante su expresión.  

Las especies proteicas filtradas se analizaron estadísticamente empleando 

aproximaciones uni- y multi-variables. La aproximación univariable se realizó mediante un 

análisis de la varianza (ANOVA) tras comprobar la normalidad y homocedasticidad de las 

mismas. Debido al gran número de comparaciones, para controlar los errores estadísticos, 

se estableció una tasa de descubrimiento falso (FDR, false discovery rate) del 5 % para un 

nivel de significación del 0,05%. Se excluyeron de este análisis aquellas proteínas 

cualitativamente diferentes entre tratamientos, es decir aquellas que estaban en uno o dos 

de los tratamientos únicamente.  

Puesto que esta aproximación clásica no nos permite valorar las interacciones y 

relaciones entre los resultados obtenidos, es muy útil el uso de la estadística multivariable. 

De entre las técnicas disponibles se empleó un análisis discriminante de la regresión 

mediante mínimos cuadrados parciales (sPLS-DA), para la clasificación de las muestras y la 

visualización de las distintas estructuras de los datos y grupos. Además se realizó una gráfica 

de mapa de calor para visualizar de forma rápida las variaciones en los niveles de 

acumulación de proteínas en las distintas situaciones experimentales.  
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RESULTADOS 
 

Caracterización fisiológica 
 

El efecto de la radiación UV aplicada sobre las plántulas se abordó mediante la 

evaluación de la eficiencia fotosintética, la determinación de los pigmentos clorofilas a y b y 

carotenoides y la distribución de compuestos fenólicos en la acícula. Se eligieron estos 

marcadores debido a que son robustos, simples y fácilmente cuantificables en el laboratorio 

de una manera rápida. 

La radiación ultravioleta aplicada, correspondiente a un índice UV de 13, no tuvo 

consecuencias inmediatas sobre la eficiencia fotosintética, si bien tras dos días de tratamiento 

se observó una disminución significativa tanto en la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) como en 

el Rendimiento cuántico (QY) (Figura 3).  

 

 

 

Figura 3. Eficiencia fotosintética estimada con 
los valores Fv/Fm y Rendimiento cuántico. 
Las barras de error muestran la desviación 
típica y las letras indican diferencias 
significativas entre tratamientos (ANOVA 
seguido de Tukey SD, p < 0.05) dentro de 
cada variable. 

 

Los pigmentos fosintéticos clorofila a y clorofila b y los carotenoides mostraron la 

misma tendencia, manteniendo sus niveles tras dos horas de exposición a UV, pero 

mostrando un decremento tras dos días de tratamiento (Figura 4). 

 

Figura 4. Contenido de clorofilas a y b y carotenoides. Las barras de error muestran la 
desviación típica y las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA 
seguido de Tukey SD, p < 0.05).  

 

Los polifenoles presentes en la acícula se estudiaron evaluando la autofluorescencia 

de la acícula en cortes de 35 µm frescos. A este nivel puede verse cómo la acícula reacciona 

de forma rápida, iniciando la acumulación de los mismos tras dos horas de exposición a la 

radiación UV, siendo máxima su acumulación tras dos días de exposición (Figura 5). 
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Estas medidas demostraron que la intensidad de radiación aplicada es suficiente para 

inducir una respuesta fisiológica adaptativa en las plántulas de P. radiata. 

 

 

 

 

Figura 5. Microscopía láser 

confocal de secciones 

transversales de acícula tras 

los distintos tiempos 

experimentales. El color azul 

representa la 

autofluorescencia de los 

compuestos fenólicos. Las 

muestras se excitaron a 364 

nm y se capturaron el rango 

de emisión 385-530nm 

correspondientes a la 

autofluorescencia de los 

fenoles Las filas de la figura 

marcadas como “merged” son 

el resultado de la 

superposición de la imagen 

del microscopio de 

transferencia y la imagen de 

la autofluorescencia de los 

compuesto fenólicos.  

 

Extracción, identificación y cuantificación de proteínas  

  

El protocolo de purificación de núcleos y de extracción de proteínas nucleares tuvo un 

rendimiento de 92,16 µg de proteína por gramo de peso fresco, no habiéndose encontrado 

diferencias significativas entre los distintos tratamientos (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Rendimiento de la extracción de proteínas 

nucleares estresado como la cantidad media de 

proteína obtenida.  

TRATAMIENTO RENDIMIENTO (µg g-1) 

CONTROL 93,31 ± 42,52 

2 HORAS 103,65 ± 55,35 

8 HORAS 79,53 ± 38,37 
 

 

Tras la digestión de las proteínas y su análisis mediante nUPLC/MS-Orbitrap, se 

identificaron 867 proteínas empleando una comparación múltiple frente a cuatro bases de 

datos, de las cuales 328 estaban anotadas, es decir se conocen sus funciones moleculares 
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o los procesos en los que están involucradas. Las proteínas anotadas empleando las 

definiciones propias de cada base de datos supusieron solamente el 37 % de las proteínas 

identificadas. Estos resultados se complementaron empleando una base de datos 

densamente anotada, como es la de la especie modelo A. thaliana y la herramienta BLAST, 

comparándose las secuencias de las proteínas identificadas con las de la última versión del 

genoma disponible en TAIR (www.arabidopsis.org). Esta aproximación de identificación por 

homología nos permitió anotar 142 proteínas más (17 %). En total pudieron anotarse un 54 

% de las proteínas identificadas. 

Tras filtrar las proteínas, tanto desde el punto de vista de su consistencia como de su 

localización funcional, se consideraron 217 proteínas (tabla anexa 1) como inequívocamente 

nucleares y, además, cuantificables. De entre ellas solo hay 44 proteínas anotadas, 

suponiendo un 20 % de las proteínas nucleares y un 5 % del total inicial. 

Del total de proteínas, 57 presentaron variaciones cualitativas entre los distintos 

tiempos de muestreo, estando ausentes en al menos uno de ellos (Figura 6a). Las diferencias 

cuantitativas entre las proteínas presentes en todas las muestras se definieron como 

significativas tras la realización de un ANOVA. Se determinaron 93 proteínas como 

diferenciales entre tratamientos (p-valor < 0,05 %, FDR 5 %). De las 150 (93+57) proteínas 

que se determinaron como de respuesta a estrés UV, solo 44 pudieron ser anotadas (tabla 

anexa 1). 

El empleo de un análisis de regresión mediante mínimos cuadrados parciales (sPLS-

DA), el cual está encaminado a clasificar las muestras en función de las variables que 

presentan máxima covarianza con los distintos tiempos experimentales, permitió la 

separación efectiva de las distintas muestras en función del tiempo de tratamiento (Figura 

6b). Los componentes 1 y 2 permiten explicar una gran parte de la variabilidad inherente a 

las muestras analizadas. Se aprecia que la variabilidad es menor dentro del mismo 

tratamiento que en el conjunto total. La variabilidad dentro de los tratamientos es baja, ya que 

cada uno de ellos se agrupa entre si y se aleja de los otro grupos formados.  

a  b  

Figura 6. a) Diagrama de Venn que muestra el número de proteínas halladas en los distintos 
tratamientos. b) Representación del primer y segundo componente obtenidos tras el test sPLS-DA. 

Cada una de las componentes puede ser relacionado con procesos fisiológicos 

concretos al analizar aquellas proteínas que están correlacionadas en mayor medida con 

cada uno de las componentes (tabla anexa 2). El componente 1 parece que está relacionado 
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con la aclimatación al estrés UV, puesto que separa las plantas 2d8h del resto. Estas plantas 

se caracterizan por presentar altos niveles de enzimas protectoras frente al daño oxidativo 

como son SERINA HIDROXIMETILTRANSFERASA1, CATALASA 2 y 3, y el factor de 

elongación TU, característico en la mediación de la respuesta al estrés. El componente 2 

parece estar relacionado con el pico de daño, que ocurre tras la primera exposición a la 

radiación UV, separando 1d2h del resto, puesto que muestran una alta correlación con el 

mismo la PROTEÍNA RIBOSOMAL L11 y la GLICERATO QUINASA. 

Al realizar una aproximación multivariable clásica mediante la construcción de un 

gráfico de mapa de calor (Figura 7) se aprecia una clara separación entre las muestras que 

han recibido durante más tiempo radiación UV-B (2d8h) del grupo control (c), reflejado a 

través del árbol formado en la figura. Existe un grupo de proteínas en el que apenas se detecta 

variación en todo el conjunto muestral del experimento (zona amarilla de la parte superior del 

gráfico). Asimismo, se aprecia como 8h2 y 8h4 se separan del resto por hiperacumulación de 

un conjunto de proteínas no presentes en ninguna otra muestra. Las muestras 8h1 y 8h3 

distan parcialmente del patrón observado hasta el momento. 

 
Figura 7. Agrupamiento jerárquico y mapa de calor de las 217 proteínas analizadas en este trabajo. Se 

pueden considerar 3 ramas principales, la primera reúne a las proteínas presentes en todas las muestras, 

tanto tratadas como control. Una segunda rama con signos de respuesta a través de una incipiente 

acumulación diferencial de proteínas y la tercera donde se distingue claramente la expresión diferencial 

de proteínas algunas de las cuales intervienen en la respuesta al estrés. El grupo control y dos de las 

muestras del tratamiento de exposición más largo al estrés se ven claramente diferenciadas. 
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DISCUSIÓN  

Es un hecho que el planeta está sufriendo cambios ambientales que afectan a los 

seres vivos, aunque las dimensiones del problema están aún por definir. La información 

acerca de la respuesta que puedan ofrecer los bosques ante los incrementos de UV-B 

previstos para el futuro es muy escasa y difusa, siendo necesarios estudios en esta línea para 

predecir y anticiparse a posibles cambios, ofreciendo soluciones aplicables al mantenimiento 

adecuado de los recursos forestales. La exposición a UV-B en plantas genera una amplia 

gama de efectos nocivos, tales como daño en el ADN y las proteínas o la producción de 

compuestos reactivos del oxígeno que pueden inhibir las funciones celulares (Jenkins y 

Brown 2007). 

El establecimiento de las condiciones bajo las que se realiza el experimento es 

determinante para la correcta interpretación de los datos, especialmente en los ensayos con 

radiaciones. Uno de los puntos a definir es la dosis de radiación UV aplicada. En muchos de 

los trabajos publicados (Marcel et al., 1998; Bieza y Loise 2001) se aplica una dosis de 

radiación difícilmente alcanzable en entornos naturales, ahora o en el futuro, y que 

comprometen la viabilidad celular a muy corto plazo, ofreciendo conclusiones difícilmente 

trasladables al campo. En el trabajo aquí presentado, se trataron de abordarse los efectos de 

la radiación UV imitando una situación ecofisiológica plausible en campo, ajustándose a dosis 

UV a condiciones que alteren a las plantas, pero sin llegar a comprometer su supervivencia. 

En nuestro caso aplicamos una radiación baja comparada con otros trabajos, aunque elevada 

si consideramos los niveles ambientales actuales. Esta radiación correspondiente con un 

índice UV de 13, ya se alcanza en algunas regiones de nuestro planeta, como en las latitudes 

altas de Chile. 

Uno de los problemas que supuso trabajar con estas dosis fue la determinación de si 

realmente se estaba ejerciendo un efecto fisiológico sobre las mismas. En este sentido se 

observaron diferencias en el contenido de pigmentos tras dos días de ensayo, viéndose 

reducidos los niveles de clorofilas y carotenoides, así como la eficiencia fotosintética. Los 

pigmentos están directamente relacionados con la función fisiológica de las acículas de las 

conífera y proporcionan información interesante sobre el estado de salud y la fisiología de los 

árboles (Tausz et al., 2001). Su función principal en este aspecto es colaborar en la disipación 

del exceso de energía evitar el daño en la maquinaria fotosintética (Demming-Adams y Adams 

1996). 

Estos resultados no fueron sorprendentes, puesto que está ampliamente descrita la 

reducción en la tasa fotosintética en plantas estresadas (Jansen et al., 1998), así como la 

reducción de pigmentos en casos de estrés por alta irradiación (lumínica y UV). Existen ciertas 

similitudes entre las etapas iniciales de la respuesta a estrés UV con los fenómenos de 

fotoinhibición, debido a que la maquinaria fotosintética de la planta no puede utilizar de modo 

efectivo el exceso de radiación UV-B haciendo imposible que la fotosíntesis se lleve a cabo 

correctamente. La acumulación de polifenoles nos indica un paso más hacia la adaptación a 

este estrés, pues son compuestos fotoprotectores que poseen un máximo de absorción 

dentro del rango UV, disipando la energía incidente en forma de calor (Kondo y Kawashima 

2000). Durante las primeras horas del estrés la planta concentra los polifenoles en sus tejidos 

más externos, tratando de proteger el interior de la acícula.  
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Tras dos días, la respuesta se generaliza, pudiendo encontrar polifenoles en todos los tejidos 

de la acícula, demostrando la penetración de la radiación y la necesidad sistémica de defensa. 

Esta evolución en la distribución del contenido fenólico es similar a la descrita por Mortiz et 

al., en Populus (2014). Si bien es cierto que el tratamiento indujo un efecto sistémico en la 

planta, no se registró ningún cambio fenotípico apreciable en la yema apical ni en las acículas 

durante el ensayo; además, tras dos meses del ensayo, la supervivencia de las plantas 

utilizadas en el ensayo fue total. 

Debido a que la cantidad de proteínas nucleares representa solo una pequeña porción 

de las totales, tanto en número como en abundancia relativa, es necesario un paso de 

purificación de núcleos para evitar que el conjunto total de proteínas celulares enmascare las 

proteínas nucleares. 

 No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre la cantidad de 

proteínas extraída para cada tratamiento, si bien no hay una homogeneidad entre los valores 

obtenidos, debido principalmente a las limitaciones técnicas al asociar la extracción de 

núcleos y proteínas de modo consecutivo, lo que supone una elevada complejidad técnica.  

Tras la purificación de núcleos, uno de los desafíos a los que hubo que enfrentarse 

durante el desarrollo de este trabajo ha sido la identificación y caracterización funcional de 

las proteínas. El empleo de una estrategia basada en el uso de 4 bases de datos nos ha 

permitido obtener un número de identificaciones similar al obtenido en especies modelo 

empleando la misma técnica analítica (Jorrin et al. 2009) siendo superior al descrito en otras 

especies forestales no secuenciadas incluso cuando se aborda el estudio del proteoma foliar 

(Abril et al. 2011). Pese a haber identificado un alto número de proteínas, y aunque el genoma 

de Pinus taeda ha sido recientemente secuenciado, el número total de anotaciones ha sido 

bajo, impidiendo un análisis funcional profundo. El trabajo con extractos proteicos nucleares 

es difícil incluso en especies modelo, incluso tras el BLAST frente a Arabidopsis solo se 

aumentó un 17 %, lo cual indica la dificultad de este tipo de análisis. Esto se debe a lo 

distancia evolutiva entre las especies comparadas. Por un lado, A. thaliana pertenece al grupo 

de las angiospermas herbáceas que se aleja evolutivamente del grupo al que pertenece 

nuestra especie de estudio, ya que P. radiata pertenece al grupo de las gimnospermas. Por 

lo que dicha evolución explica que existan solo ciertas regiones conservadas dentro del 

proteoma de ambas especies que puedan ser identificadas en el análisis. Para una función 

concreta, en cada grupo vegetal existen proteínas con secuencias únicas y distintas a las de 

otros grupos, lo que dificulta este tipo de análisis, impidiendo así que exista una gran 

homología entre las proteínas de las especies comparadas.  

El gran consumo de recursos que requiere el empleo de esta metodología impide 

contar con un número adecuado de réplicas experimentales para su análisis, debiendo 

adoptarse estrategias específicas que nos permitan analizar los datos y solventar dificultades 

analíticas como la aparición de datos perdidos. Tanto el bajo número de réplicas, como la 

aparición de valores perdidos y otros artefactos, son males generales en los estudios ómicos 

existiendo flujos de trabajo específicos para el procesado de estos datos (Jackson et al, 2006; 

Fiehn et al., 2006; Valledor y Jorrín, 2011).  
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La variabilidad de los resultados es un inconveniente común en los estudios científicos 

basados en nUPLC acoplada a espectrometría de masas. Aunque todas las muestras reciben 

un procesado análogo en el laboratorio, siempre existe una variabilidad técnica ineludible que 

debe ser corregida en el procesado de los datos (Jackson et al, 2006; Fiehn et al., 2006; 

Valledor y Jorrín, 2011), por lo que la cuantificación obtenida se normaliza para evitar que la 

variabilidad técnica interfiera en los resultados. Esto se realiza dividiendo el área de cada 

proteína entre el área total obtenida en la muestra, pudiendo compararse de este modo los 

valores obtenidos para la misma proteína en diferentes muestras.  

Tener como objetivo exclusivo el estudio de los núcleos y su periferia reduce 

drásticamente la eficiencia de los protocolos de extracción. Comparando, por ejemplo, con la 

proteína total de la acícula. Esto se traduce en que nunca se han extraído más de 200 µg por 

gramo de acícula de partida. A este hecho se le suma la ineficacia de los protocolos de 

extracción de núcleos, los cuales además de su bajo rendimiento, nos imposibilitan tener 

extractos nucleares puros, obligándonos a realizar un filtrado in silico de las proteínas no 

nucleares tras la identificación de su proteoma. 

La aproximación seguida en este trabajo nos ha permitido describir una gran cantidad 

de familias de proteínas nucleares tales como CATALASAS, HISTONAS, FACTORES DE 

ELONGACION o PROTEINAS DE UNION A ARN. 

Se han descrito proteínas nucleares (factores de transcripción) que actúan sobre 

familias completas de genes modificando su expresión (Vom Endt et al., 2002). Este hecho 

cobra mucha relevancia dada la aplicabilidad de estos conocimientos en programas de mejora 

para obtener líneas o clones altamente resistentes a UV, de modo que buscar un modulador 

único o un pequeño grupo de factores que sean capaces a actuar directamente sobre la 

regulación de las rutas de la respuesta a este estrés es uno de los primeros pasos para la 

obtención de plantas más resistentes a UV-B.  

De la información aportada por el sPLS-DA se deriva que el componente 1 parece 

estar relacionado con la aclimatación al estrés UV, puesto que separa las plantas 2d8h del 

resto. Estas plantas presentan altos niveles de enzimas protectoras frente al daño oxidativo 

como son SERINA HIDROXIMETILTRANSFERASA 1, CATALASA 2 y 3, y el factor de 

elongación TU, característico en la mediación de la respuesta al estrés (Kondo y Kawashima, 

2000). Este hecho indica que el daño oxidativo es una de las principales causas de la etiología 

asociada a este estrés y es, por ello, que las plantas aumentan la protección frente al mismo 

en su proceso de aclimatación.  

Asimismo el componente 2 parece estar relacionado con el pico de daño que ocurre 

tras la primera exposición a la radiación UV, separando 1d2h del resto puesto que muestran 

una alta correlación con el mismo la PROTEÍNA RIBOSOMAL L11 y la GLICERATO 

QUINASA. Los ribosomas pueden ajustar su funcionamiento en condiciones de estrés para 

llevar a cabo una la síntesis eficiente de proteínas (Valledor et al., 2013), pudiendo variar la 

pauta de lectura de los trascritos, es decir el splicing alternativo, así como sufrir una 

remodelación constante de su arquitectura, lo que soporta los datos obtenidos en la 

PROTEÍNA RIBOSOMAL L11 que reflejan un proceso de respuesta al estrés.  
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Durante el estudio, surgen dificultades derivadas de la poca información que existe 

del genoma y el proteoma de P. radiata, y aunque el principal esfuerzo en este campo se 

centre en la formación de madera o el conocimiento de la fisiología del estrés (Dubos et al., 

2003; Gion et al. 2005), la información en la actualidad resulta escasa. Bajo estas 

circunstancias, es necesario para recabar más información, someter las secuencias de 

proteínas a un análisis frente a proteínas similares expresadas en especies estrechamente 

relacionadas pueden ser, siempre que exista cantidad razonable de homología de la 

secuencia entre ambas por sustitución o deleción de aminoácidos puede ser tolerada. Para 

implementar la información obtenida podrían usarse bases de datos de dominios proteicos 

en los que las proteínas se reconocen según contengas secuencias específicas que se 

corresponden con una función concreta.  

Se espera que estudios más profundos puedan anotar mayor cantidad de proteínas 

soporten que el componente 1 está relacionado con la aclimatación a estrés UV-B en la planta 

y por ello se espera que el posterior análisis de las proteínas que aún no han sido 

caracterizadas apoye esta hipótesis.  
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CONCLUSIONES 

1. La metodología de la extracción de núcleos acoplada a espectrometría de 

masas se muestra como una técnica resolutiva para el estudio de proteínas 

nucleares, si bien el problema de anotación de las proteínas se presenta 

como un reto a superar. 

2. El análisis multivariable nos ha permitido la separación de las distintas 

muestras, mostrando las diferencias causadas a nivel proteico por la 

exposición a la radiación ultravioleta. La proximidad de las distintas muestras 

dentro de cada grupo indica una baja dispersión biológica y analítica de las 

muestras dentro de cada tratamiento. 

3. Se verifica, según los datos obtenidos de pigmentos y polifenoles, que la 

dosis aplicada a las plantas genera una respuesta al daño provocada de un 

modo directo a través del estrés por UV-B e indirectamente por estrés 

oxidativo. 

4. El estrés ultravioleta causa una profunda remodelación del proteoma 

nuclear, alterando la maquinaria traduccional (PROTEÍNA RIBOSOMAL 

L11y familia TU), lo que sugiere una remodelación activa del proteoma total 

de la célula. 

5. Se proponen las proteínas citadas anteriormente como marcadores del 

daño/aclimatación al estrés UV en Pinus radiata. 
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