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Resumo

RoDRIGUEZ-OUBINA, I., SoNora, F.X. & OrTizZ, S. (1997). Estudio fitosocioldxico das queiroeiras de Erica
erigena R. Ross da Serra da Capelada (Galicia, NO da Peninsula Ibérica). Nova Acta Cientifica Compostelana
(Bioloxtia), 7. 97-101

Neste traballo 1évase a cabo un estudio fitosocioléxico das matagueiras higréfilas con Erica erigena R. Ross
da Serra da Capelada (A Corufa. Galicia) que se desenvolven sobre substratos basicos e ultrabdsicos. Proponse
unha nova asociacion: Erico erigenae-Ulicetum europaei, da que se describe a sda fisionomia e sintaxonomfa. e
se achegan datos sobre a sda ecoloxia, dinamismo e estado de conservacion.

Verbas clave: Erica erigena. Calluno-Ulicetea, queiroeiras, fitosocioloxfa, Galicia, Espaiia.

Abstract

RODRIGUEZ-OUBINA. J.. SoNorA. F.X. & OrTIZ, S. (1997). A phytosociological study of the heaths of Erica
erigena R. Ross of the Serra da Capelada (Galicia. NW Iberian Peninsula). Nova Acta Cientifica Compostelana
(Bioloxia), 7: 97-101

Hygrophilous scrub communities with Erica erigena R. Ross from the Serra da Capelada (A Corufia.
northwest Iberian Peninsula), which grow on ultramafic soils, were studied. A new association, Erico erigenae-
Ulicetum europaei is proposed and its physiognomical, syntaxonomical, biogeographical and ecological
characteristics are described. Some data about its dynamism and conservation status are also included.

Key words: Erica erigena. Calluno-Ulicetea. scrublands, phytosociology, Galicia, Spain.

INTRODUCCION Portugal, Andalucia, Levante e Maroco (cf.
Baver, 1993; GuinocHET & VILMORIN, 1982).

Erica erigena R. Ross € unha queiruga que Malia habitar xeralmente sobre solos hidromorfos

presenta unha distribucion discontinua en diver-
sas dreas eurosiberianas e mediterraneas de Eu-
ropa occidental e N de Africa: Irlanda, oeste de
Francia, Asturias, Galicia, metade meridional de

e substratos basicos ou ultrabdsicos (excepcio-
nalmente siliceos), debido a amplitude da sua
distribucion (estando presente en diferentes dreas
bioxeogrdficas) encéntrase formando parte de
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comunidades vexetais moi diferentes; neste
senso, un estudio preliminar sobre o
comportamento ecoloxico deste taxon foi reali-
zado por Rivas Gopay & MANSANET MANSANET
(1972). En Galicia Erica erigena € unha especie
pouco abundante e encontrase puntualmente en
diversas estacions localizadas na zona occiden-
tal e norte da provincia da Corufia (cf. FRAGA
ViLa, 1983), habitando case sempre sobre solos
hidromorfos e substratos bdsicos e ultrabdsicos,
ou en areais costeiros sometidos d influencia da
auga marina. Tendo en conta o interese botdnico
das matagueiras dominadas por este taxon e a
escasa informacién existente sobre as mesmas,
decidimos realizar un estudio sobre este tipo de
vexetacion en Galicia, do que damos a cofiecer
os primeiros datos no presente traballo.

METODO

Este estudio realizouse empregando o méto-
dofitosocioloxico sigmatista (BRAUN-BLANQUET,
1964) e, no que respecta d descripcion das unida-
des sintaxondmicas, seguindo o Cédigo de No-
menclatura Fitosocioldxica (BARKMAN et al.,
1986).

A nomenclatura utilizada preferentemente
na denominacién dos taxons € a dos volumes de
Flora Iberica publicados ata a data (CASTROVIEIO
et al., 1986-1993) ou, no seu defecto, a de Flora
Europaea (TuTiN et al., 1964-1980), coa excep-
cion dos seguintes: Agrostis hesperica Romero
Garcia, Blanca & Morales Torres, Avenula
sulcata (Gay ex Boiss.) Dumort., Brachypodium
pinnatum (L.) Beauv. subsp. rupestre (Host) S.
& M., Conopodium majus (Gouan) Loret subsp.
ramosum (Costa) Silvestre, Euphorbia
polygalifolia Boiss. & Reutersubsp. hirta (Lange)
Lainz e Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb.

Para a caracterizacion bioxeogréfica e
bioclimatica tivose en consideracion a proposta
de Rivas-MAaRTINEZ (1987).

RESULTADOS

Descripcion da asociacion

Estructura e fisionomia

Matagueira mesta, de porte medio,
ultrapasando normalmente o metro de altura,
dominada polo toxo macho (Ulex europaeus
subsp. europaeus) e a queiruga (Erica erigena).
Desde o punto de vista fenoldxico, acada o
maximo explendor durante o final do inverno e
principio de primavera, xa que Erica erigena e
Ulex europaeus subsp. europaeus estan en plena
floracidn. Avanzada esta ultima estacion perde
vistosidade debido a que &mbolos componentes
culminan o seu periodo de floracion mentres que
outras ericdceas menos aparentes comezan o
seu.

Composicion floristica e sintaxonomia

Esta asociacion que describimos (holotypus:
inventarion® 1, Taboa 1) destaca pola abundante
presencia de Erica erigena e de Ulex europaeus
subsp. europaeus, coexistindo con Erica
mackaiana e Ericavagans (Tdboa 1). No estrato
inferior € frecuente Agrostis hesperica e
Euphorbia polygalifolia subsp. hirta. Amais dos
taxons anteriomente indicados que integran
basicamente a sia combinacion caracteristica,
completan o cortexo outros de Calluno-Ulicetea
(Calluna vulgaris, Erica cinerea, Lithodora
prostrata e Agrostis curtisii, fundamentalmen-
te). Entre as companeiras predominan especies
das clases Nardetea strictae (Potentilla erecta,
Viola riviniana, etc.), Molinio-Arrhenatheretea
(Serratula tinctorea, Carum verticillatum,
Molinia caeruleasubsp. caerulea), Scheuchzerio-
Caricetea (Schoenus nigricans, Carex panicea,
Anagallis tenella, etc.) ou de diferente asigna-
cion fitosocioldxica (Pteridium aquilinum,
Laserpitium prutenicum subsp. doufourianum,
etc.).
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TiBoa 1
Erico erigenae-Ulicetum europaei ass. nova
(Daboecienion cantabricae, Ulicion minoris, Ulicetalia minoris, Calluno-Ulicetea)

n° de orde 1 i) 3 4 5 6 y; 8 9 10 11
drea (m2) 40 40 40 40 40 40 40 40 40 30 40
cobertura (%) 80 100 100 100 100 100 100 100 100 95 95
altura da vexetacion (cm) 100 130 100 100 100 110 80 110 110 90 50
orientacion NO SO NO S 0 N L 0 0 0
inclinacion (% ) 10 10 3 20 10 10 15 10 20 - N
altitude (m's. n. m.) 275 280 230 290 380 390 470 280 290 380 250
1° de especies/inventario 21 14 2 19 13 13 17 i 2 13 2]

Caracteristicas de ass. e unidades superiores

i
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Erica erigena 3.3
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1
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2
Euphorbia polvealifolia subsp. hirta + + + +.2 + r L1 p . 1
Calluna vulgaris + + 1.1 . + + 1.1 + + 1
Erica cinerea 4.2 . 1.1 1.2 1.1 + + +.2 1.2 |
Lithodora prostrata . + + r r : + r ; + +
Agrostis curtisii + + r ; r

Pseudarrhenatherum longifolium i g + 1.2 ’ F ’ ; B

Cirsium filipendulum + 3 ; ; ; . , r .
Thymelaea coridifolia . . . . . . . I . . +
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Erica ciliaris . . . . ; ; i 11

Compaiieiras
Potentilla erecta
Potentilla montana
Preridium aquilimm
Viola riviniana .
Avenula sulcata . + Il + . + ; + +

Serratula tinctorea + . r +.2 3 ’ 1 #2 +

Schoenus nigricans + 3 i r p ; + r ; . r
Carum verticillanm é i A + ; . + r + +

Centaurea nigra ; r : . " . . . + I r
Carex panicea . . ) r x ) + +.2

Laserpitivm prutenicun subsp. doufourianum r ‘ r . . . ; y ’ ; r
Anagallis tenella r . . r ; ; ; 1 r

Brachypodium pinnatiom subsp. rupestre ; +.2 i 3 +.2 4 +2

- + + +
+

+ + o+ o+
Foo
io
—_ F

io

- = 4+ +

Conopodium majus 3 . 2 s ; ‘ ’ r ; : r
Asphodelus albus ) ! r ’ ’ . . r . r
Molinia caerulea subsp. caerulea 1.2 ; . . . . +

Polvgala vulgaris r , ‘ . . . . r

Danthonia decumbens + . . . . ; ; ; + .
Lowus comiculatus . . r i 3 § . 1 ; : r
Ramuneulus bulbosus subsp. aleae var. gallaecicus . : ; ; . ; T . ; . r
Centaurium scilloides ; ; ) r : ; . . r

Succisa pratensis ] . ) ) : . + .

Carex pulicaris " ’ ’ . . . . . r

Scorzonera humilis . . . . . i ; r

Hypericum pulchrum . . . . ; [ ; : i r

Localidades

Inventario n° 1: A Corufia. Cedeira. Batdn, 29TNJ8038: n°2: A Corufa, Cedeira, Batdn, 29TNJ8038: n°3: A Coruna, Cedeira, Solombo,
29TNJ7937; n® 4: A Corufia, Cedeira, Monte Uzal, 20TNJ8039: n° 5: A Corufia, Cedeira, O Bico. 29TNJ8039: n® 6 ¢ 7: A Corufia. Cedeira, O
Bico, 29TNJ8139: n°8: A Corufia, Cedeira. Monte Uzal, 29TNJ8038: n°9: A Coruiia, Cedeira. Monte Uzal, 29TNJ8138:n° 10: A Coruna, Carifo,
Vixia Herbeira, 29TNJ8541: n° 11: A Coruia. Cedeira, Solombo, 29TNJ7938.
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A combinacidn caracteristica destanovaaso-
ciacion que proponemos permite distinguila
doutras matagueiras andlogas. A mais proxima é
aGentiano pneumonanthe-Ericetum mackaianae
R.Tiixen & Oberdorfer 1958 (subasociacions
ericetosum mackaianae e ericetosum vagantis
Rivas-Martinez 1979). da que se diferencia fun-
damentalmente pola presencia de Erica erigena
(e abundancia de Ulex europaeus subsp.
europaeus) e pola ausencia de Ulex gallii e
Gentiana pneumonanthe. Entre as queiroeiras
de Erica erigena a mdis semellante € a que se
desenvolve sobre solos hidromorfos na drea
noroccidental da provincia da Corufa (cf.
RopriGUEZ OUBINA. 1986) na que, entre outras,
estdn ausentes Erica mackaiana e E. vagans, e,
pola contra. son habituais Genista berberidea,
Myrica gale, Salix repens e Erica tetralix.

Tendo en conta a composicion floristica da
asociacion Erico erigenae-Ulicetum europaei
consideramos que esta asociacion debe ser
incluidanasubalianza Daboecienion cantabricae
(Dupont 1975) Rivas-Martinez 1979 (alianza
UlicionminorisP.Duvign. 1944, orden Ulicetalia
minoris Quantin 1935 e clase Calluno-Ulicetea
Br.-Bl. & R. Tiixen 1943).

No que respecta a stia variabilidade. ademais
da subasociacidn tipica (ericetosum erigenae
nova, holotypus: o mesmo que o da asociacion.
inventario n° 1, Tdboa 1) foi recofiecida a
subasociacion ericetosum ciliaris nova
(holotypus: inventario n® 6, Tdboa 1), de medios
madis himidos e que floristicamente se diferencia
da anterior pola presencia de Erica ciliaris.

Ecoloxia

Esta asociacién encéntrase nalgiins puntos
da Capelada sobre substratos ultrabdsicos e so-
los serpentinicos gleizados (sometidos a
hidromorfia temporal), mdis ou menos profun-
dos. situados en posicions de cunca de recepcion
ou de ladeira baixa ou media) nos que adoita
existir abondosa circulacion de auga superficial
durante parte do ano. A subasociacion ericetosum
ciliaris coloniza xeralmente os solos de maior
hidromorfia.

Distribucion e bioxeografia

Tal como indicabamos ao comezo deste
traballo. Erica erigena é un arbusto que poste
unha distribucion disxunta en diversas dreas de
Europa Occidental. Tendo en conta a informa-
cion subministrada por FrRaca ViLa (1982, 1983)
e as nosas propias observacions. en Galicia
atopase este taxon en nucleos puntuais da zona
occidental e noroccidental do subsector Com-
postelano, sector Galaico-Portugués, e do
subsector Galaico-Asturiano septentrional, sec-
tor Galaico-Asturiano (ambos sectores
pertencentes a provincia Cdntabro-Atldntica e
Rexion Eurosiberiana), colonizando substratos
bdsicos e ultrabdsicos (ou mdis raramente zonas
hdmidas de postduna dalgunhas praias) e for-
mando parte de diversas comunidades que ac-
tualmente estdn en fase de estudio. Na Serra da
Capelada, atopase na actualidade en varias
estacions de pequeno tamafio (entre 0.1 e 1 Ha),
localizadas en Batdn, Solombo, Monte Uzal e O
Bico (pertencentes ao concello de Cedeira),
sempre sobre substratos ultrabdsicos, onde é
localmente abondosa. A distribucion da asocia-
cion Erico erigenae-Ulicetum europaei
correspondese exclusivamente con estas
estacions da Capelada. tratandose polo tanto
dunha comunidade endémica da devandita serra.
A sta drea atdpase emprazada no horizonte
eucolino (piso colino) do subsector Galaico-
Asturiano septentrional.

Dinamismo

Perante a degradacién desta queiroeira
desenvdlvense maioritariamente un pasteiro de
substitucion pertencente d clase Scheuchzerio-
Caricetea (na actualidade estase facendo un es-
tudio detallado sobre esta asociacion vexetal
inédita). Nesta zona a causa fundamental de
degradacion € o pastoreo (mdis ou menos inten-
s0) polo gando en estado semisalvaxe que abre
sendeiros nestas formacions, disgregdndoas en
rodais onde se agrupan as especies arbustivas
separadas por pasadoiros colonizados por
pasteiros. A recuperacion natural destas
matagueiras parece ser moito mdis lenta que a
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doutras mdis abondosas nesta zona (Gentiano
pneumonanthe-Ericetum mackaianae, etc).
Cando son formacions maduras, son altas e
mestas, dominadas polo toxo comun, Ulex
europaeus subsp. europaeus, sendo moito me-
nos abondosa Erica erigena, e asoutras queirugas
e plantas herbdceas desaparecen case por com-
pleto. Actualmente o estado de conservacion da
asociacion Erico erigenae-Ulicetum europaei
nas estacions do municipio de Cedeira é acepta-
ble: polacontraen Vixia Herbeira (Carifio), onde
a degradacién nos tltimos anos foi moito mais
acusada (seitura e pastoreo intenso, transforma-
cién de matagueiras en pasteiros artificiais, etc.)
esta comunidade desapareceu case por comple-
to, o que pon de manifesto a grande
vulnerabilidade destas matagueiras.
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Resumen

ALvarez GonzaLEz, J. G. (1997). Caracterizacién de las proteinas de semilla de Pinus pinea L. Nova Acta
Cientifica Compostelana (Bioloxia), 7: 103-110

La fraccion proteica mayoritaria de la semilla de Pinus pinea L. es la de las glutelinas (62%). Su
comportamiento electroforético y sus caracterfsticas quimicas indican que se trata de proteinas del tipo 11S
similares a las descritas en otras coniferas con la salvedad de la no aparicién en condiciones no reductoras de la
unidad bésica constituida por el dimero 21-35kD. La fraccion de globulinas también representa un alto porcentaje
(29%) y esta constituida por dos tipos de proteinas similares a las encontradas en Pinus pinaster Ait.: los
componentes de 23, 26 y 47 kD se corresponden con las globulinas 7S y el grupo de 16-19 kD con las globulinas
2S de dicha especie. Desde el punto de vista alimentario el pifién es un alimento rico en protefnas pero con
deficiencias en los aminodcidos esenciales lisina y metionina; en este sentido es equivalente a la mayoria de las
semillas de especies agricolas usadas en alimentacién humana.

Palabras clave: Pinus pinea L., semillas, protefnas de reserva.

Abstract

AvLvarez GonzaLiz, J.G. (1997). Seed storage proteins from Pinus pinea L. Nova Acta Cientifica Compos-
telana (Bioloxia), 7: 103-110

Pinus pinea L. store glutelins as major seed proteins (62%). Their electrophoretic behaviour and chemical
properties indicate that they are homologous with the 11S proteins of other conifers, except that don’t show in no
reduced conditions the dimer of 21-35 kD. The globulin fraction also represents a high percentage (29%) and two
classes of protein similar to Pinus pinaster Ait. have been separated from this fraction: the monomers of 23, 26
and 47 kD agree with the 7S globulins and the group of 16-19 kD with the 2S globulins of Pinus pinaster. The
seed is a rich protein food but has relatively low levels of Lys and Met; in this respect is similar to the majority
of agricultural seeds used in human feeding.

Key words: Pinus pinea L., seeds, storage proteins.

INTRODUCCION 1924; SHEWRY & MIFLIN, 1985). Las globulinas
son las proteinas de reserva de la mayoria de las
Tradicionalmente las proteinas de semilla se plantas angiospermas, siendo mayoritarios dos

han clasificado segtin su solubilidad (OSBORNE, tipos, las globulinas 11S o leguminas y las
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globulinas 7S o vicilinas (DERBYSHIRE er al.,
1976; Casey et al.. 1986). Andlisis de las se-
cuencias de esas proteinas o de los genes que las
codifican sugieren que las globulinas provienen
de 2 genes ancestrales presentes al principio de
la evolucion de las angiospermas y que dieron
lugar a las formas modernas que codifican esas
proteinas (BorroTO & DURE, 1987; CASEY eral.,
1986).

Los estudios sobre proteinas de reserva de
semillaenlas gimnospermas son ain escasos. En
algunas especies de Pindceas. el andlisis
electroforético ha sugerido la presencia de pro-
teinas similares a las globulinas 11S de las
angiospermas (Misra, 1994), lo que ha sido
confirmadoenlos casos de Pseudotsuga menziesii
Mir. y Pinus pinaster Ait. a partir de las secuen-
cias de ¢cDNA y proteina respectivamente
(ALLONA et al., 1992; LEaL & Misra, 1993). Sin
embargo, la determinacion de la estructura
oligomérica de estas proteinas no ha sido posible
ya que su extraccion requiere el tratamiento con
agentes disociantes, lo que no sucede con las
globulinas 11S de angiospermas si exceptuamos
las del arroz (ZHao et al., 1983).

Existenevidencias de que las Pindceas tienen
proteinas similares a las globulinas 7S. En el
caso de P. pinaster se han obtenido datos de
secuencia y se ha descrito su estructura
oligomérica (ALLONA ef al., 1994a); ademds, se
ha caracterizado un cDNA correspondiente a
una proteina de reserva de Picea glauca Voss
que tiene una gran similitud con las globulinas
7S de angiospermas (NEWTON et al., 1992). Estu-
dios inmunoldgicos indican la presencia de pro-
teinas 11S y 7S en especies de otras familias de
coniferas (ALLoNA et al., 1994b; MisrA & GREEN,
1994).

En angiospermas se ha descrito un tercera
clase de proteinas de semilla, a veces considera-
das como proteinas de reserva, que se denomina
genéricamente como proteina 2S. Aunque, en
general, menos abundantes que las globulinas
11Sy 7S, en algunas especies llegan a constituir
entre el 10 y el 30% de la proteina total de la
semilla. Proteinas con caracteristicas estructura-

les similares, aunque no existen datos sobre
similitud de secuencia, han sido descritas en P.
pinaster (ALLONA et al., 1994c).

En el presente trabajo se muestra el fraccio-
namiento y la caracterizacion preliminar de las
proteinas de reserva de la semilla de Pinus pinea
L. Este estudio, ademds de ampliar el conoci-
miento sobre el género Pinus, incide en la cali-
dad de la proteina de pifion desde un punto de
vista alimentario.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

Se emplearon pifiones de Pinus pinea de las
siguientes procedencias: Valladolid, Alcald de
Guadaira (Sevilla), Algeciras (Cddiz) y Madrid.

Extraccion de proteinas

Se utilizaron en todos los casos semillas
maduras. Las cubiertas y el embrién fueron
eliminados antes de la extraccion. Los
megagametofitos fueron triturados en mortero
con éter dietilico (20:1, v/w; 1h; 4°C), después se
extrajeron con acetona (20:1, v/w; 1h; 4°C) para
eliminar los lipidos restantes. Las trazas de
acetona se eliminan por vacio y la harina seca se
almacend a 20°C.

Para la extraccidn de las fracciones proteicas
se empled el método de Kaie & NIELSEN (1977)
con algunas modificaciones (CoLLADA et al.,
1986). Alternativamente las glutelinas se extra-
jeron en las mismas condiciones pero en ausen-
cia de agente reductor (2-mercaptoetanol).

Meétodos electroforéticos

La electroforesis en geles de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato sédico (SDS-
PAGE) serealiz6 siguiendo el método de LAEMMLI
(1970) y los geles se tifieron por inmersion en
azul de Coomassie G-250. El porcentaje de
acrilamidaempleado fue el 15% y se cargaron 25
perde glutelinas y 50 pgrde albtiminas, globulinas
y prolaminas.
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Parael fraccionamiento bidimensional de las
proteinas se empled el método de O FARRELL
(1975). La primera dimension es un
electroenfoque con un 2% de anfolinas de inter-
valode pI 3,5-10, un 5% de poliacrilamiday urea
6,25M en tubos (2,0 mm. x 13.0 mm.). a 800 V
durante 3 horas y media. Las muestras fueron
insertadas en el extremo dcido y las cargas em-
pleadas fueron 200 pgr de albuminas y 100 ugr
de globulinas y glutelinas. En el caso de las
glutelinas la mezcla de polimerizacién contenia
un 2% de Nonidet P-40 y el tiempo de enfoque
fue de 21 horas. El gradiente de pH en la primera
dimension fue determinado segtin el método de
DRrYSDALE et al. (1971). La segunda dimension
consistio en una electroforesis con SDS (SDS-
PAGE) con un 15% de acrilamida.

Métodos analiticos

El contenido total de nitrogeno de las harinas
se determind mediante un Kjeldahl semimicro
siguiendo el método de CHASE & WILLIAMS (1968).

El andlisis de los aminodcidos de las distintas
fracciones se obtuvo por derivatizacion con
fenilisotiocianato y separacion en fase reversa
porcromatografialiquida de alta presion (HPLC)
siguiendo el método de BIDLINGMEYER et al.
(1984). Lacolumnaempleada fue una Ultrasphere
ODS de 4.6 x 250 mm. a 40°C. La oxidacién
perférmica se realizé de acuerdo con el método
descrito por Hirs (1967). Las muestras se
hidrolizaron durante 24 y 48 horas a 110x1°C,
usando HCI1 5,7N. 0,1% de fenol.

RESULTADOS
Extraccion de proteinas

Elcontenidoen proteinas del megagametofito
de P. pinea calculado a partir del contenido total
en nitrogeno usando un factor de conversion de
6,25 es aproximadamente del 40%. Los resulta-
dos de la extraccion secuencial de proteinas
demuestran que las glutelinas son la fraccién
mayoritaria con un 62% del total de proteina
extraida. Las albiminas suponen un 9% del total,

y las globulinas un 29%. Las semillas carecen de
prolaminas.

SDS-PAGE de las fracciones proteicas

El andlisis de las diferentes fracciones
proteicas obtenidas en la extraccion secuencial
mediante SDS-PAGE se muestra en la Fig. 1.
Las albtiminas presentan un modelo heterogé-
neo con una banda de gran intensidad en la zona
de bajos pesos moleculares (<12,4 kD). El trata-
miento reductor no modifica el esquema
electroforético, aunque se observa una mayor
movilidad en la zona de bajo peso molecular
citada. Las globulinas muestran un pequefio nu-
mero de componentes principales de 23,26y 47
kD cuya movilidad no varia al realizar la
electroforesis en condiciones reductoras. Dentro
de la misma fraccién se observa una intensa
banda de aproximadamente 16-19 kD que se
desdobla en polipéptidos de 7-12 kD en presen-
cia de 2-ME, esto podria sugerir una posible
estructura (o-f3) formada por dos subunidades de
diferente tamafio unidas por puentes disulfuro.
Estas caracteristicas. de confirmarse, serfan si-
milares a las de las globulinas 2S descritas en un
gran nimero de angiospermas.

El modelo de las glutelinas bajo condiciones
reductoras presenta tres bandas intensas de 46,
35,y 21 kD de peso molecular. Estos componen-
tes se corresponden esencialmente con los des-
critos para otras especies de coniferas (MIsrA,
1994). Sin embargo, si la extraccion de las
glutelinas y su electroforesis se realiza en condi-
ciones no reductoras. el modelo se modifica
drdsticamente. Se detectan los componentes de
21 y 35 kD en baja proporcién y aparece un
elevado nimero de componentes de alto peso
molecular (Fig. 1b). Estos cambios son similares
a los descritos en las especies de coniferas pre-
viamente estudiadas, excepto que en éstas apare-
ce en condiciones no reductoras una intensa
banda de aproximadamente 55 kD correspon-
diente al dimero formado por los componentes
de 21 y 35 kD ligados por puentes disulfuro;
dimero que es la unidad bdsica de las proteinas -
11S.
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SDS-PAGE

kD kD
= 67,0 . 67.0
= 45,0 - 45,0
= 25,0
= 25,0
- 17,8
- 17,8 = 12,4
- 124

Fig. 1. (a) SDS-PAGE de las fracciones proteicas obtenidas en la extraccion secuencial. (1), (3) Albiminas sin
reduciry reducidas. (2). (4) Globulinas sin reducir y reducidas. (5) Prolaminas reducidas. (6) Glutelinas reducidas.
(P) Patrones de peso molecular conocido. (b) SDS-PAGE de Glutelinas extraidas en condiciones no reductoras.
(7) Glutelinas reducidas. (8) Glutelinas sin reducir. El porcentaje de acrilamida en todos los geles es del 15% y
la carga de proteina es de 50 pgr para las albliminas, globulinas y prolaminas y de 25 pgr para las glutelinas. A
la derecha de la figura se indican los pesos moleculares de los patrones en kD.

Electroforesis bidimensional de las fracciones
proteicas

La separacion bajo condiciones reductoras
por electroenfoque seguido de electroforesis en
geles de poliacrilamida de las albiminas,
globulinas y glutelinas se muestra en la Fig. 2.

El mapa correspondiente a las albiminas es
muy heterogéneo, aprecidndose por encima de
20 polipéptidos con unamplio intervalo de tama-
flos y de puntos isoeléctricos. En contraste, el
mapa proteico de las globulinas es mucho mads

simple. Los componentes de 23, 26 y 47 kD se
muestran como manchas dnicas, no presentan-
do, por tanto, heterogeneidad de pl. Las bandas
de 7-12 kD presentes en la SDS-PAGE, si se han
desdoblado en el fraccionamiento por
electroenfoque. Los componentes de las
glutelinas también son heterogéneos (Fig. 2c).
Hay al menos 6 proteinas de 21 kD, otras 6 de 35
kD y 3 de 46 kD. Como ocurre en P. pinaster,
estas proteinas presentan un amplio intervalo de
puntos isoeléctricos (ALLONA ef al., 1992).
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Fig. 2. Fraccionamiento bidimensional obtenido por electroenfoque (pH 3,5-10) seguido de SDS-PAGE de (a)
Albdminas reducidas. (b) Globulinas reducidas. (¢) Glutelinas reducidas. Las cargas de proteina empleadas son
de 200 pgr de albtiminas y 100 per de globulinas y glutelinas y el porcentaje de acrilamida empleado en la

segunda dimension es del 15%.
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TaBLa 1. Contenido en aminodcidos (mol / 100 moles de aminodcidos analizados) de las diferentes fracciones
proteicas de la semilla de P. pinea (Trp no fue analizado)

Aminoacido Albtminas Globulinas Glutelinas
Asx 8.1 7.6 7.3
Thr 4.1 2.3 32
Ser 6.8 6.9 7.1
Glx 20.3 22.5 17.7
Pro 54 5.0 5.5
Gly 8.3 6.0 8.7
Ala 7.5 5.9 6.8

1/2Cys 3.6 4.2 1.8
Val 4.7 3.8 5.9
Met 1.8 1.5 1.5
Ile 3.2 3.0 3.2
Leu 5.5 5.9 6.7
Tyr 2.4 2.7 34
Phe 1.5 1.5 3.
His 1.7 1.9 2.0
Lys 4.9 1.9 1.3
Arg 10.0 17.3 14.9

Andlisis de aminodcidos

La composicién de aminodcidos de las dife-
rentes fracciones proteicas de P. pinea se mues-
fan en la Tabla I. Las tres fracciones contienen
atos niveles de glutdmico + glutamina (Glx) y
de aspdrtico + asparagina (Asx) caracteristicos
de las proteinas de reserva y de un aminodcido
bdsico, la arginina. También es destacable el
bajo contenido en lisina y metionina.

DISCUSION

El contenido en proteina total de la semilla de
P. pinea estimado en este trabajo es muy pareci-
doal descrito por VAUGHAN (1970) parala misma
especie y similar a los descritos para otras espe-
cies del mismo género (SALMIA, 1981; ALLONA ef
al., 1992).

Los resultados de la extraccién secuencial
muestran que la fraccién mayoritaria es la de

glutelinas (62%) aunq\uc las globulinas repre-
sentan un porcentaje considerable (29%). Estos
datos son semejantes a los descritos para P.
pinaster (ALLONA et al., 1992).

Los resultados obtenidos para la fraccién de
glutelinas (comportamiento electroforético y
caracteristicas quimicas) sugieren que, al igual
que en otras coniferas, se trata de protefnas del
tipo 11S (Misra, 1994). Es sorprendente la no
deteccion del dimero 21 kD - 35 kD en condicio-
nes no reductoras. La explicacion mds simple
seria la no existencia de puentes disulfuro por
mutacion de cisteinas, mdxime cuando en algu-
nos casos, como en arroz, se ha demostrado que
la union es debida a un solo puente (WEn &
LutHe, 1985); sin embargo, los oligémeros no
especificos de mayor peso molecular que apare-
cen en estas condiciones podrian estar enmasca-
rando la existencia de los dimeros. Esta alterna-
tivaimplicarfauna facilidad grande de los dimeros
para formar entre si puentes disulfuro no especi-
ficos. El andlisis electroforético bidimensional
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indica una considerable heterogeneidad en los
componentes de 21 y 35 kD, aunque menor que
la encontrada para los componentes homélogos
de P. pinaster (ALLONA et al., 1992).

La fraccion de globulinas comprende dos
tipos de proteinas similares a los encontrados en
P. pinaster (ALLONA et al., 1994a,c). Los compo-
nentes de 23,26y 47 kD se corresponden con los
monémeros de las globulinas 7S de P. pinaster;
ademds, se ha comprobado que anticuerpos
monoespecificos contra el polipéptido de 22 kD
de esta ultima especie reconocen al de 23 kD de
P. pinea (Allona, comunicacion personal). El
grupo de globulinas de 16-19 kD que se desdobla
en componentes de menor peso molecular en
presencia de 2-mercaptoetanol tiene caracteris-
ticas similares a las globulinas 2S de P. pinaster.
Proteinas con un comportamiento electroforético
similar han sido también descritas en otras espe-
cies de coniferas (Misra, 1994).

La composicién en aminodcidos de las frac-
ciones proteicas que corresponden a proteinas de
reserva (glutelinas y globulinas) de P. pinea se
caracterizan, como es habitual en esta clase de
proteinas, por un alto contenido en GIx y una
baja proporcién de His y Met; sin embargo, es
destacable su alto contenido en Arg, propiedad
tipica de las proteinas de reserva de las
gimnospermas (ALLONA ef al., 1992, 1994c:
NEwTON et al., 1992; LEaL & Misra, 1993). Este
resultado puede estar de acuerdo con la observa-
cién de RamaIAH et al. (1971), que sugiere que,
enconiferas, laargininaes laprincipal reserva de
nitrégeno en las semillas en germinacion puesto
que existe también una alta actividad arginasa
(GurtTon, 1957).

Los resultados presentados en este trabajo,
considerados desde un punto de vista alimentario,
indican que el piién comestible es un alimento
rico en protefna pero que la calidad de éstano es
alta por su pobre contenido en los aminodcidos
esenciales lisina y metionina. En este sentido
serfa equivalente a la mayoria de las semillas de
especies agricolas usadas en alimentacién hu-
mana (Gupta, 1983).
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