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RESUMEN

Los cultivos de células vegetales son sistemas experimentales homogéneos altamente controlables que permiten el estudio de
adaptaciones bajo condiciones de estrés hidrico, sin la interferencia de los diferentes tejidos y estados del desarrollo vegetal.
Una aproximacion para comprender esas adaptaciones, es la aparicién de proteinas inducidas, resultado de la alteracién en la
expresion génica. El presente trabajo analizé la respuesta de cultivos de células de Fouquieria splendens ssp. breviflora, expuestos a 4dcido
abscisico (ABA), mediante la caracterizacién electroforética en cantidad y calidad de las proteinas inducibles de estrés. Se registraron
polipéptidos de bajo peso molecular (< 35kDa), comunes bajo la exposicién a 10 mM, seguida la asociacién con 20 y 30 mM de
ABA, quedando aislada la respuesta de la condicién de células en cultivo sin la presencia de éste.

Palabras clave: cultivos in vitro, electroforesis, proteinas inducibles.

ABSTRACT

Plant cell cultures are homogenous experimental systems, highly controllable that allow the study of short and large water stress
adaptations without the interference of the different tissues and development of plants. An approach to understand these adaptations
is through the presence of induced proteins; as a result of changes in genetic expression. This work analyze the response of Fouquieria
splendens ssp. breviflora cell cultures exposed to abscisic acid (ABA), through the electrophoretic characterization of quantity and
quality of stress induced proteins. There were recorded low molecular weight polypeptides (< 35kDa), common in experiments under
ABA 10mM, followed by the association with 20 and 30mM ABA conditions, with a particularly response of cell cultures without
the stress agent.

Keywords: electrophoresis, in vitro cell cultures, induced proteins.
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INTRODUCCION
La familia Fouquieriaceae DC. se distribuye en las zonas
aridas de México y el suroeste de Estados Unidos, estd
compuesta por pequefios arboles, arbustos lefiososy especies
suculentas con reservorios de agua en el xilema esparcidos
ampliamente; se distingue por una serie de adaptaciones
xeromorficas, dentro de las cuales el desarrollo foliar se ve
influenciado por la presencia y cantidad de agua disponible
(Henrickson, 1969). Los tallos de Fouquieria, permanecen
sin hojas la mayor parte del tiempo, pero después de una
lluvia abundante, aparecen hojas inmaduras en las yemas
axilares las cuales se desarrollan rapidamente, formando
una pequefia roseta foliar en cada nodo. Es sabido que
Fouguieria splendens Engelm. (“ocotillo”), se encuentra bien
adaptada no sélo en edad madura, sino también en estado
de plantula, para mantenerse bajo condiciones de sequia,
aparentemente mds extrema y florece en habitats bajo las
mismas condiciones (Henrickson, 1972).

Los estudios detallados del patrén de crecimiento celular
y la formacién de cimulos o agregados celulares, son de un
enorme potencial, ya que permiten analizar a los organismos
fisiolédgica, bioquimica y morfogenéticamente. Los
cultivos de células en suspensién se consideran como una
simplificacién de los mecanismos complejos involucrados
en la respuesta de las plantas a cambios ambientales, entre
ellos al estrés hidrico y representan un sistema experimental
homogéneo altamente controlable, que permite el estudio
de adaptaciones a periodos cortos y largos al estrés
ambiental a nivel celular, sin la interferencia de los diferentes
tejidos y estados de desarrollo vegetal (Rodriguez, 2006).
Se ha observado con frecuencia que en condiciones de
estrés hidrico, las plantas y los cultivos celulares presentan
una activacién simultdnea en la sintesis de proteinas
especificas y una inhibicién general del crecimiento celular;
asi como la represién en la sintesis de algunas proteinas
celulares constitutivas; no obstante el resultado final de
estos mecanismos puede dirigirse en forma preferencial a
la sintesis de las llamadas proteinas de estrés ( Singh et al.,
1987; Skriver y Mundy, 1990; Vilardell et al., 1990; Jiang y
Huang, 2002; Wang et al., 2003; Lee et al., 2005; Al-Khayri
etal., 2012) y con ello, el perfil electroforético de proteinas
tanto cualitativos como cuantitativos se puede detectar
durante el estrés hidrico (Riccardi et al., 1998). El empleo
de los cultivos in vitro para estudiar las respuestas al estrés se
basa en el hecho de que los cultivos de células se comportan
de manera similar a las células de las plantas intactas sujetas
a tales condiciones (Newton et al., 1989; Attree etal., 1991).
Mads aun, especies que difieren en la tolerancia a la sequia a
nivel de la planta completa también muestran usualmente
diferencias en la tolerancia a la sequia en los cultivos
celulares (Santos-Diaz y Ochoa-Alejo, 1994). La aplicacién
exdgena de acido abscisico induce un buen ndmero de
proteinas similares a las dehidrinas: familia de proteinas que
se acumulan en una amplia variedad de especies vegetales
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bajo condiciones de estrés de deshidratacién, cuyo intervalo
de pesos moleculares va de 9 KDa a 200KDa (Close, 1996;
Han et al., 1997; Pelah et al., 1997). Investigaciones sobre
el efecto del 4cido abscisico y la respuesta al estrés hidrico,
empleando cultivos de células en suspensién, analizan la
respuesta al estrés hidrico y la adaptacién rapida o lenta
de las células (Skriver y Mundy, 1990; Leone et al., 1994).
Asi mismo, se han realizado algunos estudios fisiolégicos
encaminados al estudio de la respuesta de F. splendens
ssp. breviflora Engelm. in toto, para evaluar la produccién
de elementos traqueales y condicién foliar sometida a
condiciones también particulares de estrés hidrico, no
solamente con acido abscisico (ABA); sino también con
polietilenglicol, los que han servido de marco antecedente y
comparativo (Rodriguez et al., 2003; Rodriguez-Dorantes y
Mufioz-Sénchez, 2006).

El objetivo de este trabajo fue comparar la respuesta de
cultivos in vitro de Fouquieria splendens ssp. breviflora expuestos
a 4cido abscisico a través del andlisis electroforético de
proteinas inducidas, que sugieren la modulacién de su
expresion, bajo este agente de estrés hidrico.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material biolégico y obtencién del tejido
calloso

El sitio de colecta, se ubica a 3 Km al sur de la localidad
de Pefia Blanca, Municipio de Pefia Miller, en el Estado de
Querétaro (21°00°47” N y 99°44’33” W, con una altitud
de 1300-1350 m s.n.m.). Se realizé una colecta del material
vegetal de Fouquieria splendens ssp. breviflora en el mes de
marzo del 2015, en temporada de sequia. Se realizaron
las mediciones in situ de humedad relativa atmosférica
(28,5 %) y de temperatura (31 °C, y la colecta de los tallos
de esta especie, se realizé tomando muestras de diferentes
ejemplares, seleccionados carentes de material foliar. Se
colectaron 25 varas de 1m de longitud, que se cortaron
de la planta madre, transportaron al laboratorio en seco
envueltas en papel, y ya en el invernadero se colocaron éstas
con aporte de agua directo y bajo condiciones controladas,
(temperatura +/-, 28 °C/15 °Cy una humedad relativa de
35 %, con fotoperiodo de 12:12), para su hidratacién, hasta
el desarrollo de los brotes axilares para la obtencién de los
explantes foliares.

La obtencién de tejido calloso a partir de los explantes
foliares obtenidos se realizé bajo condiciones de esterilidad,
tomando fracciones foliares que se lavaron con agua
corriente y jabén, este material se desinfesté con hipoclorito
de sodio al 10 % estéril por diez minutos. Se enjuagé el
material con agua destilada estéril con tres cambios de cinco
minutos cada uno y este material se seccioné en fracciones
de 1 cm?, depositando de tres a cuatro fracciones foliares
por frasco de cultivo con tapas Magenta (Sigma, Chemical
Co.) que contenia 30 mL de medio sélido MS (Murashige y
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Skoog, 1962) modificado por Franco y Garcia (1995), con
V2 de sales con 1 mg /L de 4cido naftalen acético (ANA)y 10
mg /L de bencil-amino purina (BAP).

Los cultivos se dejaron bajo condiciones de iluminacién
con fotoperiodo de 16: 8, a 28 °C por 30 dias.

Establecimiento de cultivos de tejido calloso y células en
suspension de Fouquieria splendens ssp. breviflora

Una de las condiciones in vitro que se establecieron para
evaluar el efecto de un agente condicionante de estrés
hidrico, fue el cultivo de tejido calloso en medio sélido,
para ello, se tomé 1 mL de indculo de un cultivo de células
en suspensién en fase exponencial, se deposité en frascos
de vidrio con tapa de baquelita de 15 mL de capacidad y
conteniendo 5 mL de medio sélido MS 25 % de sales y la
adicién de 4cido abscisico (ABA) (SIGMA, Chemical Co.)
en las concentraciones de 10 mM, 20 mM y 30 mM y como
condicién testigo el medio de cultivo sin el agente de estrés;
seincubarona 36 °C, con fotoperiodo de 12:12, mantenidos
bajo estas condiciones por 40 dias. Los experimentos se
realizaron por cuadruplicado.

La primera fase del establecimiento de la segunda
condicién de crecimiento in vitro, para el cultivo de células en
suspensién de la especie vegetal, consistié en la obtencién
de un cultivo de células a partir de los callos obtenidos;
de estos se tomdé 0,5 g de biomasa que se disgregd en
fracciones transferidas a matraces Erlenmeyer de 50 mL con
25 mL de medio liquido MS con 25 % de sales con ANA
(1 mg/L) y BAP (10 mg/L); se mantuvieron en agitacién
a 3,8 rpm a 36 °C y oscuridad, por 15 dias, realizando
subcultivos cada ocho dias para el mantenimiento de las
lineas celulares. Asi mismo, se realizé la determinacién de la
curva de crecimiento de las células en suspensién empleando
matraces nefelométricos, con 15 mL de inéculo celular que
contenian 30 mL de medio liquido MS 25 % de sales mas
fitohormonas; la determinacién de la curva de crecimiento
se realizé6 por 27 dfas, con mediciones cada tercer dia
evaluando la turbidez de los cultivos en un Fotocolorimetro
Klett-Summerson con filtro azul No. 42 y tomando alicuotas
de 5 mL del cultivo, para la determinacién de peso fresco
(g) y la cuantificacién de proteina total, a través del método
convencional de Lowry et al. (1954).

La exposicién al agente estresante sobre las células en
cultivo de F. splendens ssp. breviflora, se realizé en matraces
Erlenmeyer de 50 mL, que contenian 25 mL de medio MS
25 % de sales con ANA y BAP en las concentraciones antes
mencionadas, con la adicién de ABA a las concentraciones
de3 mM, 7 mMy 15 mMycomo condicién testigo el medio
de cultivo sin el agente de estrés. Se adicionaron a cada
matraz 10 mL de indculo celular de los cultivos de células
en suspensién en fase exponencial; los experimentos se
realizaron por cuadruplicado y se mantuvieron durante un
mes, bajo condiciones de oscuridad a 36 °C y en agitacién
continua a 3,8 rpm.

Evaluacion del efecto del agente estresante sobre las
células de Fouquieria splendens ssp. breviflora
Después del tiempo de exposicién ante el ABA en ambas
condiciones de cultivo in vitro, se obtuvo la biomasa celular
de cada experimento y se extrajeron las proteinas totales
homogenizando la biomasa en homogenizador de tejidos
(Potter), con regulador HEPES-NaCl 30 mM pH 7,5, +

0,1 mLde PVP + 0,1 mL de B-mercaptoetanol. El material
homogenizado se centrifugé a 6,400 g a 4 °C por 15
minutos; elimindndose el precipitado celular y se guardé el
sobrenadante que contenia las proteinas totales celulares
para su cuantificacién, por el método convencional de
Lowry et al. (1954). Se realizaron también observaciones
de los cultivos de células con su tincién directa con azul de
metileno, empleando un Microscopio Nikon, Labophot-2.

A los resultados obtenidos de cuantificacién de proteina
total, se les aplicé un andlisis de varianza (ANOVA),
empleando el paquete estadistico GraphPad Instat Ver. 3,10.

Analisis electroforético de las proteinas totales extraidas
del material celular de Fouquieria splendens ssp. brevilfora
Para el andlisis electroforético de las proteinas extraidas; se
tomo una alicuota de 1 mL de éstas y se precipitaron con la
adicién de cinco gotas de 4cido tricloroacético frio al 20 %,
se centrifugd la muestra y el precipitado se resuspendié en
regulador de corrimiento electroforético. La electroforesis
se realiz6 en un sistema discontinuo de poliacrilamida-
SDS al 4y 12 % (Hames, 1987). El corrimiento se realizé
utilizando regulador Tris-Glicina (Tris 0,6 g y Glicina
2,88 g /L) pH 8,3, a 120 Volts, durante dos horas. Al
término, los geles se sumergieron en 4cido tricloroacético
frio al 10 % por diez minutos para fijar las proteinas al gel y
éstas se tifieron con Azul de Coomassie G-250. Se determiné
la movilidad relativa de las proteinas resueltas de cada
patrén obtenido, con base en la tasa de migracién de los
estdndares; y los pesos moleculares se estimaron a partir
de una curva de calibracién con los marcadores de pesos
moleculares empleados (SIGMA, Chemical Co.), los cuales
fueron: P-galactosidasa (135 kDa), albumina (85 kDa),
ovoalbimina (47 kDa), anhidrasa carbénica (31 kDa),
tripsina (22 kDa), B-lactoalbimina (19 kDa) y aprotinina
(6,6 kDa). Se analizaron los perfiles electroforéticos en
un densitémetro (Chromatogram Densitometer D50
Heidelberg) leyendo la absorbancia a 595 nm, que
corresponde al pico caracteristico de la tincién convencional
con azul de Coomassie G-250, para la caracterizacién de los
polipéptidos resueltos con base en el porcentaje de proteina
de cada uno.

Analisis de los resultados

Se realizé el andlisis numérico comparativo de las dos
condiciones de cultivo in vitro, empleando los datos
obtenidos de los electroferogramas analizados con el
densitémetro, y basados en la cuantificacién de las bandas;
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datos relacionados con la presencia de polipétidos en los
diferentes tratamientos de las dos condiciones; se utilizé el
programa NTSyS-PC versién 2,11 T (Numerical Taxonomy
and Multivariate Analysis System), para la aplicacién
del indice de distancia. Una vez obtenidos los valores de
distancia de los coeficientes aplicados en ambos casos, se
construyé el fenograma respectivo utilizando el método de
agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method of
Arithmetic Averages) para los casos analizados. También
se establecié la veracidad y confianza de los fenogramas
obtenidos a través de la obtencién del coeficiente de
correlacién producto-momento de Pearson.

RESULTADOS

Respuesta y analisis de los cultivos in vitro de Fouquieria
splendens ssp. breviflora, expuestos a acido abscisico

Los cultivos de células de Fouquieria splendens ssp. breviflora,
mostraron un conjunto celular muy homogéneo en esta

condicién de estrés (Figs. 1a,1b, 1cy 1d), caracteristico de
la curva de crecimiento de un cultivo: células alargadas o
tubulares, isodiamétricas y gigantes, repartidas en cada fase;
primero células tubulares (o elongadas) en la fase inicial, a
partir de las cuales se inician los subcultivos celulares; hacia
el final de la fase lag, se encuentran células muy grandes
isodiamétricas y en la fase temprana de la exponencial,
se comienzan a formar agregados celulares (Street,1977;
Herrera-Garcia et al., 2008).

La cantidad de proteina celular obtenida fue mayor
en la condicién de los cultivos de callo sometidos a las
concentraciones mds altas de ABA: testigo, ABA 10mM,
20 mM y 30 mM con 0,117+ 0,005; 1,73 + 0,002; 0,372
+ 0,002 y 0,279 + 0,002, respectivamente; comparados
con los resultados de las células en suspensién con
concentraciones mayores: testigo, ABA 3, 5y 7 mM con
0,024 + 0,0005; 0,024 + 0, 0005; 0,71 + 0, 005y 0,47 + 0,
005, respectivamente; sin diferencias significativas entre las
condiciones experimentales (p < 0,05).

Figura 1. a. Poblacién celular en cultivos en suspensién de F. splendens ssp. breviflora, (200x), b. Célula en divisién de un cultivo de células en
suspension (1740x), c. Detalle de células isodiamétricas (428x), d. Formacién de agregados celulares homogéneos, con células esféricas (428x).
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Respuesta molecular al estrés hidrico en Fouquieria
splendens ssp. breviflora: caracterizacién electroforética
de las proteinas presentes en los cultivos in vitro
expuestos a acido abscisico

En la condicién de cultivo de tejido calloso de Fouquieria
splendens ssp. breviflora en medio sélido, el nimero de
polipéptidos  evidenciados en los electroferogramas
analizados con el densitémetro (Fig. 2), fueron: testigo
con 28 (polipéptidos principales de 82 y 48 kDa con 34
y 30,6% de proteina, respectivamente), ABA 10 mM con
10 (polipéptidos principales de 58 y 110 kDa, con 25y
54,16 % de proteina, respectivamente), ABA 20 mM con
20 (con tres polipéptidos menores a 35 kDa, con 50, 79
y 38, 09 % de proteina) y ABA 30mM con 22 (con tres
polipéptidos presentes, uno de 80 kDa y dos menores a los
35 kDa cada uno con 25,27,10, 98 y 12, 08 % de proteina,
respectivamente). En la condicién de cultivo de células en
suspensién, el nimero de polipéptidos evidenciados fue el
siguiente: testigo con 14 (con tres polipéptidos principales
de 40, 90 y un polipéptido menor a 35 kDa, con 20, 68, 20,
68y 24,13 % de proteina, respectivamente), ABA 3 mM con
15 (con dos polipéptidos de 43 y uno menor a 35 kDa, con
10,15y 70, 31 % de proteina, respectivamente), ABA 7 mM
con 13 (con dos polipéptidos uno de 64 y otro menor a 35
kDa, con 69, 63y 19, 89 % de proteina) y finalmente ABA 15
mM con 13 (con tres polipéptidos presentes, uno de 64 kDa
y dos menores a los 35 kDa, con 16, 22y 32 % de proteina,
respectivamente).

Analisis numérico y comparacion de los polipéptidos
presentes en las dos condiciones de cultivo in vitro de
Fouquieria splendens ssp. breviflora

Las dos condiciones de cultivo se analizaron a través de un
indice numérico que asociara los polipéptidos presentes

con relacién a su concentracién (como una medida directa
de la expresién de cada uno de ellos), dadas las diferentes
condiciones, lo anterior permitié ver las similitudes entre
los tratamientos con ABA y su condicién de cultivo.
Se presentan los resultados de dos agrupaciones, los
polipéptidos asociados a los tratamientos con ABA en
los cultivos de callo (Fig. 3) y los polipéptidos asociados
a los tratamientos con ABA en los cultivos de células en
suspension (Fig. 4).

El fenograma de las condiciones de cultivo de callo,
muestra dos grupos bien definidos de manera inicial (Grupo
), donde se tiene un polipéptido abundante solamente
en los tratamientos testigo y ABA 20 mM, el segundo
grupo (Grupo Il) que incluye al resto de los polipéptidos
analizados, también esta constituido a su vez por dos; uno
de ellos Unico por presentarse este polipéptido solamente en
el tratamiento con ABA 20 mM, y un Grupo Il que agrupa
al resto de los polipéptidos con los grupos Il Tay Il 1b, que
asocia los polipétidos comunes de los tratamientos Testigo
y ABA 30 mM y de Testigo y 10 mM, respectivamente. Los
Grupos Il 2a solamente estd constituido por los polipéptidos
caracteristicos en los tratamientos ABA 10y 20 mM y el IlI
2b con los polipéptidos presentes en el tratamiento con
ABA 30 mM. Para los cultivos de células en suspensién, se
conformé inicialmente en el fenograma, la distribucién de
los grupos como sigue: Grupo |, con polipéptidos asociados
al tratamiento de las células expuestas a ABA 3 mM, con
la mayor concentracién de proteina, seguido del Grupo II,
que concentra al resto de los polipéptidos evidenciados.
Este a su vez tiene un solo grupo constituido por los
polipéptidos comunes en los tratamientos Testigo y ABA
3y 15 mM; y un Grupo lll que se asocia en el Grupo Il
1a con los polipéptidos presentes en los tratamientos de
ABA 3 mM y 7 mM. El Grupo Il 1b asocia los polipéptidos

Figura 2. Electroferograma de los polipéptidos presentes en las células en cultivo en suspensién de F. splendens ssp. breviflora (carriles: 1,9y 10:
Testigo,;2,3y4:3mM; 5,6y 7: 7mM; 8,9y 10: 15 mM; PM: pesos moleculares: b-galactosidasa (135 kDa), albimina (85 kDa), ovoalbimina
(47 kDa), anhidrasa carbénica (31 kDa), tripsina (22 kDa), a-lactoalbdmina (19 kDa) y aprotinina (6,6 kDa).
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Figura 3. Comparacién del agrupamiento de los polipéptidos presentes en los cultivos de tejido calloso de F. splendens ssp. breviflora bajo los
diferentes tratamientos (r=0.88).

Grupo IIT1a 4

Grupo IIT1b 17

L U
24
17
15

Grupo III2a —9

Grupo II1

Grupo 1 Grupo I Grupo III2b 31

I I 1 1
0.35 0.26 0.17 0.09 0.00
Codficiente de Distancia

Figura 4. Comparacién del agrupamiento de los polipéptidos presentes en los cultivos de células en suspensién de F. splendens ssp. breviflora bajo
los diferentes tratamientos (r=0.76).

170 - Acta biol. Colomb., 22(2):165-174, mayo-agosto 2017



Cultivos celulares de Fouquieria splendens bajo estrés hidrico

comunes en el tratamiento de ABA 15 mM y el Grupo Il 2
conformado por Il 2a con los polipéptidos comunes de los
tratamientos Testigo, ABA 3y 15 mM, y el Grupo Il 2b con
los tratamientos Testigo, ABA7 y 15 mM.

DISCUSION

Naturaleza de los cultivos in vitro de Fouguieria splendens
ssp. breviflora

Gibson (2002), menciona que en los representantes de la
familia Fouquieriaceae, durante los periodos de sequia se
caen las hojas pequefias y debajo de ellas se forma una
serie de hojas inmaduras de mds de 1,5 mm de longitud,
conformando un brote cénico sobre el meristemo lateral.
Después de una lluvia, las hojas internas reducidas,
rdpidamente se elongan y forman un fasciculo de hojas
maduras, dentro de las primeras 48 horas.

Rodriguez y Mufioz (2006) estudiaron la respuesta
bioquimica del desarrollo de los brotes foliares de F. splendens
ssp. breviflora y concluyeron que esta especie presenta
respuestas fisiolégicas adaptativas consideradas evidencia
de los primeros mecanismos que se dan como respuesta a las
condiciones de estrés hidrico, considerandola una especie
poikilohidrica. En este estudio, la obtencién de material
foliar bajo condiciones de invernadero, fue abundante, lo
que se atribuye a una respuesta de disponibilidad de agua,
lo que indujo la produccién de brotes. Lo que se corrobora
con lo reportado por Lloyd (1905), quién menciona que
los tallos de ocotillo se cubren de hojas rapidamente sin
el beneficio del transporte de agua desde las raices. Los
estudios de segmentos de tallos reportados por Killingbeck
(1990) indicaron de forma clara que este género Fouquieria
no requiere de nutrientes o fitohormonas y la disponibilidad
de agua en los tallos, limita la produccién foliar. EI manejo
de plantas lefiosas en cultivo de tejidos vegetales, resulta
dificil dado el crecimiento secundario que presentan. En
esta especie, el tejido parenquimatoso foliar, con el aporte
adecuado de hormonas vegetales: BAP y ANA, desarrollé el
crecimiento de tejido calloso, de acuerdo también con lo
reportado por Franco (1997).

La respuesta morfoldgica de las células crecidas en
medio sélido para los experimentos testigo, asi como en
los experimentos con tratamientos de ABA, generaron
la formacién de tejido calloso después del tiempo de
exposicién. Este tejido calloso, solo bajo las condiciones de
adicién de ABA determiné un proceso de diferenciacién con
la formacién de brotes; muy similar a las condiciones que se
tenian en otras experiencias para la obtencién de embriones
somdticos (Angoshtari et al., 2009).

En este caso, se puede considerar que las condiciones
impuestas por el ABA, fueron las inductoras para que se
desencadenaran los procesos de diferenciacién del brote,
y con ello, asociar que el aporte de agua y/o la presencia
de las fitohormonas desempefian un papel importante en el
desarrollo in vitro de las plantas de esta especie, como parte

de la respuesta a las condiciones de estrés hidrico en las que
se encuentra en forma natural esta especie vegetal.

Respuesta molecular al estrés hidrico en Fouquieria
splendens ssp. breviflora: induccion de proteinas en
condiciones de cultivo in vitro

Las condiciones de estrés de cualquier indole, pueden
provocar cambios en el metabolismo y respuesta de las
plantas. El estrés hidrico, entre otras condiciones, es uno
de los eventos que promueven la induccién de proteinas
que se sugiere, participan en el desarrollo de mecanismos
adaptativos a la baja provisién de agua (Rodriguez et al.,
2003; Rodriguez et al., 2006). No se conoce nada acerca
de la respuesta molecular de Fouquieria a las condiciones de
baja provisién de agua, tanto in toto como in vitro.

En este estudio, en los sistemas de cultivos de células
en medio sélido y liquido tratado con ABA, se reportan
polipéptidos comunes entre |los tratamientos; dentro de ellos
se tienen los de: 68, 72 y 90 kDa, que pueden considerarse
como constitutivos y no inducibles; segin Bray (1990)
clasificados dentro de la categoria de los no alterados
por déficit de agua, con pesos moleculares relativamente
mayores (entre 60 y 200 kDa).

Comparando los resultados obtenidos en los cultivos de
células con los reportados por Rodriguez-Dorantes y Mufioz-
Sénchez (2006) en los brotes foliares de esta especie, se
tienen los siguientes polipéptidos de 41, 43, 48, 54, 64, 82,
100 y 120 kDa; resaltando como particular el de 120 kDa
que se presenté en el cultivo de células en medio sélido con
ABA 20 mM asi como también en los tratamientos de brotes
foliares con ABA 0,1 mM y polietilenglicol (PEG 8000) al 3
% , y el de 135 kDa, presente en los cultivos de células en
medio sélido con ABA 30 mM y reportado también en el
tratamiento de los brotes de Fouguieria splendens ssp. breviflora
tratados con ABA 0,1 mM.

La aplicacién de la técnica electroforética, revela la
presencia de heterogeneidad en los perfiles de las bandas de
proteinas; ya que los patrones electroforéticos difieren con
respecto al nimero, movilidad e intensidad de las bandas,
con lo que esta técnica se ha empleado para caracterizar la
respuesta de las plantas bajo diversas condiciones (Leone
et al., 1994; Sarker et al., 1996; Abas y Latif, 2005; Beltagi,
2005; Ehsanpour y Razavizadeh, 2005).

Se tiene como evidencia que se presentan cambios en la
expresién de genes como respuesta al estrés de desecacién
y que se sintetizan polipéptidos tnicos durante este tipo de
estrés (Bray, 1988; Mundy y Chua, 1988). Los cambios en
la expresién de genes durante el estrés de sequia, pueden
generar cambios significativos en procesos metabdlicos de
la planta, que promueven la sobrevivencia al estrés hidrico o
puede representar un dafio como respuesta al estrés. La tasa
de polipéptidos acumulados inducidos por la desecacién y
la pérdida de éstos durante la recuperacién de las plantas,
pueden ser indicadores importantes de la funcién de

Acta biol. Colomb., 22(2):165-174, mayo-agosto 2017 =171



Guerrero Zufiga LA, Rodriguez Dorantes A.

proteinas; conjuntamente con esto, la abundancia de
estos polipéptidos puede proveer también de informacién
importante sobre su funcién. Uno de los papeles que posee
el ABA es la modulacién de productos génicos especificos
(Guerrero y Mullet, 1986; Bray et al., 1997) y en suma la
coordinacién de la respuesta al estrés (Hanson y Hitz, 1982).

Las proteinas separadas electroforéticamente de los
cultivos en suspensién de F. splendens ssp. breviflora tratados
con ABA, comparados con testigos, revelaron lo siguiente:
una disminucién cuantitativa de ciertas proteinas, un
incremento en los niveles de otras proteinas, algunas
proteinas permanecieron sin cambios y la induccién de novo
de proteinas especificas. Los tratamientos con ABA para
esta especie fueron particulares en el caso de polipéptidos
de 82 kDa y 48 kDa para 15 mM, lo mismo que para 3 mM
con los de 68 kDa, 43 kDa y tres de menos de 35 kDa.

Estos resultados comparados con los obtenidos en el
estudio realizado por Jiang y Huang (2002) con cultivos
de Festuca arundinacea L. (Southeast 6 Rebel Jr.), donde se
reporta que se acumularon varios polipéptidos de 20, 29
y 35 kDa y que la intensidad de sus bandas se incrementé
durante el estrés de sequia en ambos cultivares de manera
especifica; el polipéptido de 35 kDa se acumulé solamente
en las plantas sometidas al estrés de sequia con o sin la
adicién de ABA en los tratamientos de ambos cultivares.
As{ mismo, estudios con Sesbania sesban var. bicolor, reportan
que se presenté un polipéptido de 66 kDa que se indujo
bajo condiciones de estrés de desecacién y con la aplicacién
exégena de ABA 1 mM (Purty et al., 2005).

Se ha reportado que los mecanismos por los cuales
el estrés hidrico y la adicién exégena de ABA afectan la
tolerancia a la desecacién son numerosos y complejos;
estos pueden incluir la induccién de algunos polipéptidos y
proteinas similares a las dehidrinas (Han et al., 1997), y que
se asume que juegan un papel importante en la tolerancia
al estrés hidrico. Jiang y Huang (2002) encontraron la
acumulacién de un polipéptido de 35kDa que se presentd
bajo condiciones de desecacién y otros dos polipéptidos de
20y 29 kDa que se presentaron con mayor concentracién en
las plantas con estrés a la desecacién para ambos cultivares.
Estos autores mencionan que el estrés de desecacién induce
cambios en la sintesis de proteinas de F. arundinacea L., de
tal forma que los efectos de promocién del ABA sobre el
potenciamiento de las actividades fisiolégicas bajo estrés de
sequia paralelamente fallaron en la induccién de la sintesis
de proteinas en esta especie.

Sin embargo, el incremento en la tolerancia a la
desecacién, resultado de la aplicacién de ABA puede no
estar relacionado de manera directa con la acumulacién
de un alto contenido o tipo especifico de dehidrinas;
finalmente la respuesta entre los dos cultivares no difirié
en su respuesta al ABA. En este estudio, no obstante que
no se caracterizé de manera particular la masa relativa de
los polipéptidos encontrados de < de 35 kDa; se obtuvo
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la presencia de polipéptidos inducidos bajo condiciones
de estrés con ABA de manera independiente. De estos, de
manera particular como respuesta, el polipéptido de 68 kDa
se presentd en el tratamiento con ABA 3mM, lo mismo que
dos polipéptidos de menos de 35 kDa, uno en ABA 3mM y
el otro en ABA 7mM.

La demostracién de la ambigiiedad en los cambios
observados en la expresién de proteinas, podria contribuir
a la sobrevivencia de las plantas; donde solo algunas de
estas proteinas estdn involucradas en la tolerancia al estrés
y es posible que en algunos casos la sintesis de proteinas
indique la sensibilidad a un agente estresante mdas que
estar formando parte de un mecanismo de tolerancia.
Se presentaron algunos polipéptidos cuyo porcentaje de
proteina fue mayor; tal es el caso de los polipéptidos de 64
kDa, ABA 7 mM, con 69, 6 % y uno de < de 35 kDa , ABA
3 mM, con 70, 3%. Si se compara esta respuesta con los
estudios realizados con cultivos de células en suspensién
de algunos autores (Leone et al., 1994), los polipéptidos
inducidos por la presencia de ABA, fueron 16.

En este trabajo, se registré la presencia de polipéptidos
inducidos bajo condiciones de estrés, de manera
independiente. Lo que sugiere la presencia de proteinas cuya
expresién fue andloga a la obtenida en los experimentos con
células de Solanum tuberosum. En este estudio, los resultados
obtenidos reflejaron que los polipéptidos presentes en
ambas condiciones de cultivo fueron en su mayoria menores
a 35 kDa (casi el 50 % del total de ambas condiciones y
sus tratamientos); lo que se sugiere que éstos pueden ser
considerados polipéptidos inducidos por la presencia de
ABA, como los reportados por Leone et al. (1994), Singh et
al. (1987) y Kuwabara et al. (1999), en cultivos celulares de
Solanum tuberosum y Nicotiana tabacum, donde las proteinas
obtenidas de 18 a 24 kDa se reportan inducidas bajo
condiciones de estrés hidrico, algunas de estas relacionadas
con la deshidratacién (Close, 1996; Close, 1997).

De acuerdo con la organizacién de los polipéptidos
presentes en las condiciones experimentales analizadas
y representados en el andlisis numérico; se tiene que los
polipéptidos comunes que se presentaron en los cultivos
de tejido calloso en sus cuatro tratamientos, se asociaron
directamente con la condicién de células en suspensidn
expuestas a ABA 10 mM, seguida la asociacién con ABA 20
y 30 mM, quedando aislada la respuesta de la condicién de
células en suspensién sin la presencia de ABA (Testigo).

CONCLUSIONES

Las condiciones de estrés de cualquier indole, provocan
cambios en el metabolismo y respuesta de las plantas;
el estrés hidrico, entre otras condiciones, es uno de los
eventos que promueven la induccién de proteinas, las
cudles se sugiere, participan en el desarrollo de mecanismos
adaptativos a la baja disponibilidad de agua. El desarrollo
foliar de esta especie, es un proceso que puede analizarse
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muy fécilmente, sin necesidad de tener a la planta con su
sistema radical, ya que se favorece el transporte de agua
y sales a través del tallo, dando el aporte suficiente para
desencadenar una respuesta de diferenciacién en la zona
de las yemas axilares. No se conoce nada acerca de la
respuesta molecular del género Fouquieria bajo condiciones
de estrés en cultivos in vitro. En este estudio, el manejo de
cultivos celulares, evidencié la presencia de polipéptidos
inducidos bajo déficit hidrico; esta respuesta manifesté la
posibilidad del manejo de sistemas in vitro, como referencia
de una simplificacién de los mecanismos complejos que
deben estar involucrados en la respuesta de las plantas a la
sequia; ya que son sistemas controlables y homogéneos que
permiten el andlisis bajo condiciones ambientales a nivel
celular; dentro de estos cambios se observé la expresion
diferencial de algunos polipéptidos.
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