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1. Resumen 
 

El alcornoque (Quercus suber L.) es considerada una especie de gran importancia ecológica y económica. 
Desde que se ha logado clonar mediante embriogénesis somática genotipos élite de edades avanzadas, se han 
producido numerosos avances. La optimización del uso de sistemas de inmersión temporal como método que 
permite aumentar el número de embriones somáticos producidos es uno de ellos. Sin embargo, la necesidad de 
someter a los embriones somáticos a una estratificación en frío para que adquieran competencia germinativa 
supone una limitación en el techo productivo de esta técnica.  

Por tanto, con el objetivo de definir si la estratificación en frío es necesario para que los embriones maduren 
y adquieran competencia germinativa; y de ser así, si éste podría ser sustituido por la aplicación de fluridona, un 
inhibidor de la síntesis de ABA; en el presente trabajo los embriones somáticos se han expuesto a diferentes 
condiciones de temperatura; así como a fluridona y a giberelinas, para comprobar si alguno de estos tratamientos 
podría sustituir al frío. Además, se ha analizado la expresión génica diferencial de varios genes relacionados con 
ABA, hormona clave en la regulación de la maduración de los embriones, y con la regulación epigenética de este 
proceso, con el fin de caracterizar la respuesta de los embriones ante los diferentes tratamientos.  

De acuerdo a los resultados obtenidos, la estratificación en frío no se puede sustituir en el proceso de 
maduración ni por la fluridona ni por la aplicación de giberelinas en el medio de germinación. Asimismo, se ha 
observado que existe una relación entre los niveles de ABA y la regulación epigenética llevada a cabo por HDA6 
y HDA19 (histonas deacetilasas implicadas en la remodelación de la cromatina). El frío muestra un sinergismo 
con la fluridona en los efectos que produce sobre la expresión de NCED3 (gen de la ruta de síntesis de ABA) y 
sobre la de HDA6 y HDA19. Por otro lado, la fluridona parece tener un efecto estimulador de la aparición de la 
embriogénesis recurrente. 

 

 

Summary 
 

Cork oak (Quercus suber L.) is considered a very valuable species providing good economical and 
ecological perspectives. Great progresses have been done in cork oak clonal propagation since somatic 
embryogenesis has been achieved on adult trees from elite genotypes. Moreover, the use of temporary immersion 
systems (TIS) has been optimized for improving somatic embryos proliferation. In spite of the advantages that this 
technique offers, the impossibility of applying low temperatures to these systems, needed for somatic embryos to 
acquire germination competence, limits the production that this technique offers. 

 Hence, in this work several experiments have been carried out in order to define if cold stratification was 
necessary for embryos to mature and acquire germination ability and if it could be replaced by the addition of 
fluridone, an ABA synthesis inhibitor. Somatic embryos have been exposed to different temperatures. Additionally, 
fluridone and gibberellins have been added to culture media to check if any of these treatments could replace cold 
treatment. Moreover, analyses of differential gene expression of genes related to ABA, a key plant hormone 
during embryos maturation, as well as to epigenetic regulation were performed in order to characterize embryos 
response to the different treatments applied.  

The obtained results indicate that cold stratification cannot be replaced by the application of neither 
fluridone o gibberellins on the maturation and germination media respectively. It has also been recorded that there 
is a relationship between ABA levels and the epigenetic regulation of HDA6 and HDA19 (histone deacetylases 
related to chromatin remodelation). A synergy effect of fluridone and cold was also observed onto NCED3 (related 
to ABA synthesis pathway) and HDA6 and HDA19 gene expression levels of genes related to the ABA pathway. 
Moreover, it also seems that fluridone stimulates the emergence of recurrent embryogenesis. 
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2. Introducción 
 

Los bosques de alcornoque (Quercus suber L.) cubren aproximadamente una extensión 
de 2,7 millones de hectáreas distribuidas entre Portugal, España, Argelia, Marruecos, Italia, 
Túnez y Francia (WWF/MEDPO 2006; Gil y Varela 2008), y constituyen una fuente de 
recursos vitales para más de 100.000 personas. Además, estos bosques poseen una alta 
biodiversidad, y la explotación de sus recursos, como el corcho, se considera una actividad 
respetuosa con el medio ambiente, ya que no implica la tala de árboles y contribuye al 
mantenimiento de la dehesa. 

 
El alcornoque es una especie leñosa perenne, muy longeva (se pueden encontrar 

individuos de mas de 200 años de edad) que no tolera temperaturas por debajo de los -10°C. 
Crece principalmente en suelos no calcáreos, preferiblemente arenosos, aunque también 
puede encontrarse ocasionalmente en suelos descarbonatados. Es una especie cuyo polen 
se transporta a través del aire, y posee flores masculinas y flores femeninas, que se 
encuentran en el mismo árbol (Gil y Varela 2008).  

 
Los métodos de cultivo tradicionales presentan limitaciones en esta especie debido a 

sus ciclos reproductivos largos así como la imposibilidad de almacenar las semillas a largo 
plazo (Vieitez et al. 2012). La propagación vegetativa es la mejor alternativa para la 
propagación rápida y efectiva de árboles de alcornoque que poseen características idóneas 
para su explotación (árboles élite), ya que permite propagar material genéticamente 
mejorado a un coste reducido (Lelu-Walter et al. 2013). La propagación vegetativa se puede 
llevar a cabo mediante técnicas de micro y macro propagación. Sin embargo, clonar 
individuos mediante técnicas de macropropagación (por ejemplo, técnicas de esquejado) 
sólo es posible cuando el árbol todavía se encuentra en una etapa juvenil, en la que la 
selección de genotipos élite no es posible ya que los individuos todavía no muestran las 
características relevantes para su explotación (Fraga et al. 2002). 

 
Los métodos basados en la micropropagación utilizan técnicas de cultivo in vitro que 

permiten controlar las condiciones de cultivo así como monitorizar los efectos de uno o varios 
factores en el sistema. La aplicación de nuevas tecnologías en la micropropagación de 
diferentes especies del género Quercus ha contribuido al progreso de la propagación clonal, 
y se han llevado a cabo relevantes avances en este área gracias al uso de la organogénesis 
y la embriogénesis somática (ES) (Vieitez et al. 2012). Esta última ha demostrado ser una 
herramienta eficaz en la mejora de especies leñosas, y es considerada como la técnica más 
apropiada para la propagación a gran escala de material seleccionado. 

 
La imposibilidad de iniciar cultivos embriogénicos procedentes de árboles adultos es 

considerada la principal limitación de la ES en la propagación de especies forestales; sin 
embargo, en el alcornoque la iniciación de cultivos embriogénicos a partir de hojas de 
árboles adultos con una edad superior a 50 años ha sido obtenida con una tasa relativa de 
éxito del 20% (Wilhelm 2000). Una vez iniciado el cultivo, éste podría ser potencialmente 
mantenido indefinidamente mediante embriogénesis recurrente. A pesar de las ventajas que 
esta técnica ofrece, la baja eficiencia de proliferación de los cultivos y, fundamentalmente, la 
baja calidad de los embriones producidos y la incompleta maduración de los mismos es 
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considerada el mayor cuello de botella de esta técnica en especies del género Quercus 
(Wilhem 2000; Vieitez et al. 2012). 

 
El uso de medios líquidos para la propagación de embriones somáticos puede reducir 

costes y permite la automatización de los cultivos (Colmenares y Jiménez 2003); sin 
embargo, problemas asociados, tales como la hiperhidricidad o la asfixia de los tejidos 
limitan el techo productivo de esta técnica (Etienne and Berthouly 2002; Roels et al. 2005). 
Los sistemas de inmersión temporal (SIT) son sistemas semi-automáticos que poseen las 
ventajas del cultivo en medio líquido, pero evitan los problemas asociados a este tipo de 
medios, ya que proveen a los explantos de una de una buena aireación y un adecuado 
intercambio de nutrientes (Etienne and Berthouly 2002). Uno de estos SIT es el denominado 
RITA® (Recipient for Automated Temporary Inmersion) que ha sido utilizado con éxito en la 
proliferación de embriones somáticos de alcornoque (Pérez et al. 2013). No obstante, una de 
las limitaciones metodológicas que presentan estos sistemas, es la imposibilidad de someter 
a los explantos a una estratificación en frío, necesaria para la correcta maduración de los 
embriones somáticos de Q. suber (comunicación personal). 

 
En las semillas, la progresión del desarrollo de los embriones, la maduración y la 

germinación están coordinados por interacciones de señales hormonales y reguladores del 
desarrollo específicos de cada fase (Brocard-Giffor et al. 2003). El ácido abscísico (ABA) 
juega un papel muy importante durante la maduración de las semillas y el desarrollo de los 
embriones (Kermode 2005). Esta hormona se acumula promoviendo la síntesis de proteínas 
relacionadas con esta etapa, como las de la familia LEA (Late Embryogenesis Abundant), 
que están relacionadas con la adquisición de la tolerancia a la desecación en la semilla 
madura. Además, el ABA favorece la dormición e inhibe la germinación temprana en las 
semillas maduras y en los embriones somáticos (Nakashima y Yamaguchi-Shinozaki 2013; 
Rai et al. 2011) y está implicado en la transición de la etapa vegetativa a la reproductiva así 
como en la tolerancia al estrés abiótico (Chinnusamy et al. 2008). 

 
Se ha descrito que, durante la maduración tardía de los embriones, una estratificación 

en frío disminuye los niveles de ABA anulando por tanto su efecto inhibitorio sobre la 
germinación, y además, favorece el aumento de los niveles de giberelinas (GA), 
promoviendo la entrada en la fase de germinación. La tasa de germinación de embriones 
somáticos en Q. suber, así como la de otras especies del mismo género (Mauri y Manzaneda 
2004), es mayor cuando éstos son expuestos durante dos meses a bajas temperaturas, 
indicando que este tratamiento estimula su maduración (Lelu-Walter et al. 2013). 

 
La fluridona (1-metil-3-fenil-5-[3-(trifluorometil)fenil]-4(1H)-piridinona), es un compuesto 

que inhibe a la fitoeno desaturasa, enzima que cataliza la conversión de fitoeno a fitoflueno, 
reduciendo así la síntesis de carotenoides que a su vez, son los precursores del ABA en los 
tejidos vegetales (Figura 1). Este compuesto ha sido utilizado en numerosos ensayos para la 
caracterización de la respuesta de plantas de diferentes especies cuando éstas tienen 
inhibida la síntesis de carotenoides (Gamble y Mullet 1986; Quin et al. 2007; Du et al. 2013), 
así como inhibidor de la dormición en semillas (Fong et al. 1983; Chae et al. 2004). Sin 
embargo, no se han descrito sus efectos sobre los cultivos embriogénicos de Q. suber. 
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Figura 1.  Ruta de biosíntesis del ABA. NCED, 9-cis epoxicarotenoide dioxigenasa. Modificado desde Chinnusamy 
et al. 2008; Gamble y Mullet, 1986.  

 

Durante la biosíntesis de ABA, uno de los pasos clave y limitante es la conversión de las 
9-cis xantofilas a xantonina, el cual es catalizado por los enzimas codificados por la familia 
de genes de la 9-cis epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED) (Seo y Koshiba 2002; 
Rodriguez–Gacio et al. 2009). La regulación espacio-temporal de los genes NCED juega un 
papel muy importante en el control de los niveles de ABA endógenos, que afectan a la 
dormición y germinación en semillas (Frey et al. 2012). En particular, la expresión del gen 
NCED3, contribuye notablemente a la regulación de la síntesis de ABA, y se ha descrito que 
su expresión es inducida en Arabidopsis thaliana cuando se somete a las plantas a estrés 
por sequía (Iuchi et al. 2001). En base a esto, el estudio de la expresión génica del gen 
NCED3 en embriones expuestos a fluridona, permitiría un mayor conocimiento sobre el 
efecto de esta sustancia en la regulación de la síntesis de ABA, ya que no se han encontrado 
resultados concluyentes que relacionen la inhibición de la fitoeno desaturasa con una 
disminución en la regulación de los enzimas principales de la ruta metabólica de esta 
hormona. Por otro lado, durante la maduración de las semillas, se ha descrito que el ABA 
controla la expresión de numerosos genes implicados en este proceso, y que la regulación 
epigenética juega un papel muy importante en las respuestas mediadas por ABA 
(Chinnusamy et al. 2008; Rai et al. 2011).  

 
La diferenciación celular y el desarrollo están controlados mediante la activación o 

silenciamiento espacial y temporal de genes específicos. Estos procesos están 
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acompañados por modificaciones heredables pero potencialmente reversibles en el ADN y 
proteínas asociadas a la cromatina que se definen como marcas epigenéticas (Neelakandan 
y Wang 2012). Entre estas marcas se incluyen la metilación del ADN y las modificaciones 
post-traduccionales de histonas. 

 
Las histonas deacetilasas son enzimas que catalizan la escisión de un grupo acetilo de 

los residuos de lisina acetilados en los extremos N-terminal de las histonas (Kim et al. 2012). 
La desacetilación del extremo N-terminal de estas proteínas está íntimamente relacionada 
con el silenciamiento génico y la formación de heterocromatina (Tanaka et al. 2008). 

 
La expresión de las histonas deacetilasas HDA6 y HDA19 se ve incrementada después 

del ataque de patógenos en A. thaliana (L.) Heynh., y se ha demostrado que la histona 
HDA19 interacciona con factores de transcripción que regulan la expresión génica en la 
respuesta de las plantas al estrés (Chen et al. 2010ª; Chen et al. 2010b), mientras que la 
histona HDA6 está implicada en el silenciamiento de la cromatina en respuesta a señales del 
desarrollo y ambientales (Kim et al. 2012). Debido a la relación directa que se ha descrito 
entre la actividad de estas deacetilasas y el contenido en ABA en diferentes especies, un 
estudio de la expresión de los genes HDA6 y HDA19 en los embriones de Q. suber tratados 
con fluridona esclarece qué efecto tiene esta sustancia sobre la regulación de la 
compactación de la cromatina. 

 
2.1. Planteamientos y objetivos 
Teniendo en cuenta los efectos que la etapa de estratificación en frío tiene sobre la 

maduración de los embriones de alcornoque, y que ésta está directamente relacionada con 
el éxito en la propagación a gran escala mediante los SIT, es necesario optimizar los 
protocolos ya descritos para esta especie. Por tanto, se planteó como objetivo principal del 
presente trabajo: 

 
Determinar si la exposición de los embriones a bajas temperaturas es absolutamente 

necesaria para que maduren y adquieran competencia germinativa; y de ser así, si éste 
podría ser sustituido por la aplicación al medio de fluridona, un inhibidor de la síntesis del 
ABA. 

 
Con el objeto de entender y describir los efectos de la estratificación en frío y de la 

fluridona en los embriones somáticos, se planteó el análisis la expresión de genes de interés 
relacionados con el control (epi)genético de la maduración de los mismos. 

 
Para llevar a cabo este objetivo, se definieron los siguientes objetivos parciales: 
 
- Caracterizar macro-morfológicamente los embriones obtenidos tras la aplicación de 

los distintos tratamientos.  
- Cuantificar los niveles endógenos de ABA tras los tratamientos con y sin 

estratificación en frío.  
- Analizar la expresión génica diferencial de los genes de interés NCED3, HDA6 y 

HDA19 tras los distintos tratamientos. 
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3. Material y métodos 
 

3.1. Material vegetal 
Se utilizaron cultivos embriogénicos de alcornoque en fase de proliferación previamente 

establecidos a partir de embriones inmaduros de Quercus suber L. de acuerdo al protocolo 
descrito por Bueno et al. (2000).  

 
Los embriones inmaduros se cultivaron durante un mes en un medio que contenía 

macronutrientes (Sommer et al. 1975), micronutrientes y vitaminas (Murashige y Skoog 
1962), 3% (p/v) sacarosa y suplementado con 2,3 µM ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). 
Los embriones se transfirieron posteriormente a un medio basal de proliferación con la 
misma composición y suplementado con 3,4 mM Glutamina (Tabla 1). 

 
3.2. Medios y condiciones de cultivo 
La proliferación, maduración y germinación de los embriones somáticos se llevó a cabo 

de acuerdo al protocolo utilizado por Pérez (2014). La composición de los medios y las 
condiciones de cultivo utilizadas en cada fase se describen en la Tabla 1.  

 

Tabla 1.  Composición de los diferentes tipos de medio de cultivo utilizados para la proliferación, maduración 
y germinación de los embriones somáticos. 

a  Bueno et al. 1992 
b  Pintos et al. 2008 
c  Pintos et al. 2010 
 
 

Tipo de medio  Composición del medio  Condiciones del cultivo  

Basal (proliferación) a 

Macronutrientes de Sommer (Sommer 
et  al. 1975) 
MS micronutrientes y vitaminas 
(Murashige y Skoog, 1962) 
Sacarosa al 3% (p/v) 
Agar (Duchefa) al 0,8 % (p/v) 
Glutamina 3,4 mM 

Luz 

30 días 

Maduración b 

Macronutrientes de Sommer 
MS micronutrientes y vitaminas 
Sacarosa al 3% (p/v) 
Agar (Duchefa) al 0,8 % (p/v) 
Carbón activo al 1% 

Oscuridad 
30 dias a 25±2°C 

60 días a 4 y 25°C 

Maduración con fluridona 

Macronutrientes de Sommer 
MS micronutrientes y vitaminas 
Sacarosa al 3% (p/v) 
Agar (Duchefa) al 0,8 % (p/v) 
Carbón activo al 1% 
Fluridona 1 µM 

Oscuridad 
60 días a 4 y 25°C 

Germinación c 

Macronutrientes de Sommer 
MS micronutrientes y vitaminas 
Sacarosa al 1,5% (p/v) 
Bencilaminopurina (BAP) 0,2 µM 
Ácido indolbutírico (IBA) 0,5 µM 

Luz 
30 días 

Germinación con giberelina 

Macronutrientes de Sommer 
MS micronutrientes y vitaminas 
Sacarosa al 1,5% (p/v) 
Bencilaminopurina (BAP) 0,2 µM 
Ácido indolbutírico (AIB) 0,5 µM 
Ácido giberélico (GA4) 10 µM 

Luz 
30 días 
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Todos los medios fueron ajustados a un pH de 5,6±0,1 y esterilizados durante 20 min 
bajo una presión de 1Kg cm-2

 a 120°C. La glutamina se añadió al medio basal tras la 
esterilización mediante esterilización por filtro (0,22 µm). Los medios en cuya composición se 
incluyó agar se dispensaron en placas Petri de 9 cm de diámetro, a las que se añadió 20 ml 
de medio. Los cultivos se mantuvieron en una cámara de cultivo bajo tubos de fluorescencia 
blanca (31, 36 watios) que emiten radiación fotosintéticamente activa (PAR) de 40 µmol m-2 
s-1 y un fotoperiodo de 16:8 (día/luz) a 25±2°C. Durante la fase de proliferación, los 
embriones se subcultivaron cada 30 días. 

 
Durante la fase de proliferación, se observaron 4 tipos de estructuras en los cultivos 

(Figura 2): estadios proliferativos (EP) caracterizados por estructuras callogénicas blancas 
con embriones globulares; agrupamientos de embriones que mostraban embriogénesis 
recurrente (EC); embriones cotiledonares tipo E1, definidos como embriones inmaduros y 
traslúcidos de tamaño de 3-4 mm y embriones cotiledonares tipo E2 que mostraban una 
coloración blanquecina y opaca sin signos de embriogénesis secundaria y longitud de 6-7 
mm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2:  Tipos de estructuras observados durante el 
proceso de embriogénesis somática en Q. suber.  

 

Después de 30 días en proliferación, los embriones somáticos cotiledonares tipo E1 y E2 
sin signos de embriogénesis recurrente se maduraron en medio basal suplementado con 
carbón activo al 1% (medio de maduración) en oscuridad a 25°C durante un mes, 
obteniéndose embriones tipo E3 (Figura 2) que presentaban un aumento en el tamaño de los 
cotiledones mientras que el eje embrionario mostraba una coloración amarillenta. Los 
embriones E3 se transfirieron posteriormente a diferentes medios y condiciones de cultivo 
durante 8 semanas (Figura 3). Los embriones E4, obtenidos tras un tratamiento en frío y 
oscuridad corresponden al protocolo descrito para la embriogénesis somática de alcornoque 
(Bueno et al. 1992; Bueno et al. 2000; Pintos et al. 2008; Pintos et al. 2010) y fueron 
considerados como tratamiento control en el presente trabajo. 
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Figura 3.  Esquema de los diferentes tratamientos analizados, con sus respectivos medios de cultivo. 
 

Los embriones obtenidos se rehidrataron en 10 ml de agua destilada estéril durante 24 h 
a 4°C y posteriormente se germinaron en un medio de germinación con 1,5% sacarosa y 
suplementado con 0,2 µM de 6-Bencilaminopurina (BAP) and 0,5 µM de Ácido indolbutírico 
(AIB). Asimismo, los embriones se transfirieron al mismo medio de germinación indicado 
anteriormente y suplementado con 10 µM de Ácido giberélico (GA4).  

 
3.3. Caracterización de los embriones 
 
3.3.1. Caracterización macro-morfológica 
Una vez finalizado el periodo de cultivo en cada uno de los tratamientos (E4, E4b, E4c y 

E4d), se realizó una caracterización morfológica visual de los embriones generados en cada 
uno de ellos. 

 
3.3.2. Capacidad de germinación 
La capacidad germinativa de los embriones somáticos procedentes de todos los 

tratamientos señalados en la Figura 3 se determinó de acuerdo al protocolo descrito por 
Pintos et al. (2008) . Para ello, los embriones se hidrataron en 10 ml de agua destilada y 
esterilizada durante 24 h a 4°C, y se transfirieron posteriormente a tubos con tapones de 
celulosa y 10 ml de medio de germinación descrito en la Tabla 1. Se ensayaron 10 
embriones por cada tratamiento y medio de germinación, a excepción de los embriones E4 
que sólo se transfirieron a medio de germinación sin GAs. La respuesta de germinación se 
evaluó como el porcentaje de emisión de radícula a los 7, 14, 21 y 28 días. 

 
3.4. Separación y cuantificación de ABA 
Con el fin de determinar qué efectos produce el frío sobre los niveles de ABA se analizó 

el contenido endógeno de esta hormona de los embriones E4y E4b. 
 
3.4.1. Extracción de ABA  
El ABA se extrajo de acuerdo al protocolo descrito por Pan et al, (2010) con algunas 

modificaciones. Entre 48 a 90 mg de tejido liofilizado se trituraron en un homogenizador de 
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fricción modelo Silamat S6 (Ivoclar Vivadent); posteriormente, se añadieron 500 µL de 2-
propanol/H2O/HCl concentrado (2:1:0.002, v/v/v) y 1,2 ng µl-1 de ABA como estándar interno 
deuterado. Las muestras se mantuvieron en agitación orbital y oscuridad durante 30 min a 
4°C. A continuación se añadió 1 mL de CH2Cl2, y las muestras se mantuvieron de nuevo 30 
min en agitación a 4°C y en oscuridad. De las dos fases formadas se recogió la inferior que 
contenía el ABA, y se concentró en un vial de 2 mL de cristal con flujo de nitrógeno. El 
material fue almacenado a -20°C hasta de su análisis. Las muestras fueron resuspendidas 
en 150 µL de metanol absoluto (100%) y filtradas a través de un filtro de celulosa de un 
tamaño de poro de 0,2 µm (Agilent Technologies).  

 
3.4.2. Cuantificación de ABA 
El ABA fue separado y cuantificado mediante cromatografía de ultra-alta resolución 

(UHPLC) acoplada a un espectrómetro de masas de triple cuadrupolo 6460 Triple Quad 
LC/MS (Agilent Technologies) usando el protocolo descrito por Novak et al. (2008) para las 
citoquininas, y adaptado para el análisis de ABA por De la Torre (2011). La separación 
cromatográfica fue realizada usando una columna de fase reversa (Zorbax SB-C18 2.1 x 50 
mm) que se mantuvo a 40°C. La fase móvil estuvo compuesta de formato de amonio (15 
mM, pH 4) y de MeOH al 99,9% con COOH al 0,1%. La separación se realizó mediante un 
gradiente lineal de MeOH desde el 10% al 50% durante 7 min seguido por MeOH al 100% 
durante 2 min. La hormona fue identificada y cuantificada mediante la monitorización 
dinámica de reacción múltiple (MRM) de sus iones resultantes, utilizando voltajes 
optimizados y sus energías de colisión.  

 
3.5. Cuantificación de la expresión génica 
En el presente trabajo se cuantificó la expresión de los genes NCED3, HDA6 y HDA19 

en los tratamientos E4b, E4c y E4d relativa a la expresión de E4. 
 
3.5.1. Extracción de ARN y síntesis de ADNc.  
El ARN total se extrajo a partir de 100 mg de tejido fresco de embriones en todos 

embriones (Figura 1), mediante el kit de extracción NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel) 
y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó el tampón de extracción RAP con 1% 
de β-mercaptoetanol y el ADN fue digerido con DNasa (Macherey-Nagel). El ARN fue eluído 
en 60 µL de agua libre de RNasa. La concentración y calidad del ARN extraído se estimaron 
utilizando un Picodrop Microliter UV/Vis Spectrophotometer (Picodrop, United Kingdom) y 
mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa (1% y con 0,5 µgmL-1 de bromuro de 
etidio), utilizando lambda DNA (New England Biolabs) como marcador del tamaño. La 
relación 28S/18S fue determinado con el software KODAK 1D Image Analysis (KODAK) para 
verificar la integridad del ARN. 

 
Para cada muestra, el ADN de cadena simple complementario (ADNc) al ARN 

mensajero fue sintetizado a partir de 1 µg de ARN utilizando el kit RevertAidTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific), añadiendo 1,5 µL de Random Hexameres oligo (dT) 
siguiendo el protocolo del fabricante con modificaciones, en el programa del termociclador 
Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems), que se detalla a 
continuación: incubación a 25°C durante 10 min, 45°C durante 75 min y, finalmente a 80°C 
durante 10 min. El ADNc obtenido se almacenó a -20°C hasta su análisis. 
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3.5.2. Real time RT-PCR 
Los análisis de PCR cuantitativa RT-PCR se llevaron a cabo en muestras sometidas a 

todos los tratamientos utilizando cebadores específicos de los genes NCED3, HDA6 y 
HDA19 previamente diseñados por Pérez (2014) (Tabla 2). Las reacciones de PCR se 
realizaron en un sistema 7900 HT Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems), en un 
volumen final de 10 µL usando 1x Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 
µM de cada cebador específico y 1 µL de ADNc diluido 15 veces.    

 

Tabla 2.  Descripción de los genes de interés analizados en el ensayo y sus respectivos cebadores. 

Gen Cebador en sentido (5’ 3’) Cebador reverso (5’ 3’) 
Número de pares 

de bases del 
amplicón 

NCED3 ACAGGCTTGGAAGGAAATCCC AAGGCTCACCACCAAACCTC 144 
HDA 6 CCTCGCCGACGTTAAACCTCTTG CGGCCAACCCCTCCGACAT 129 
HDA 19 CACCATGGAGATGGTGTGG TCGCGTATGTCACCTGTACC 107 

HMG-CoA sintasa GCAAGCGAGTGATACTGTTC TCCATACCTGTGCTCCATTAG 200 

 

Los fragmentos se amplificaron siguiendo el siguiente programa de PCR: activación de 
la polimerasa a 95°C durante 20 s, seguida de 50 ciclos a 95°C 1 s y 60°C 20 s; la curva de 
disociación y extensión final fue realizada a 95°C 15 s, 15 s a 60°C y 15 s a 95°C. Se 
utilizaron 3 réplicas biológicas para cada tratamiento analizado y cada reacción de PCR se 
realizó por triplicado. Se utilizó como gen de expresión constitutiva para la normalización de 
la expresión de los genes de interés la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A sintasa (HMG-
CoA, Tabla 2) de acuerdo a los resultados obtenidos previamente por Pérez (2014). 

 
Para cada gen de interés, los valores de expresión relativa fueron calculados usando el 

parámetro ∆∆Ct (Livak and Schimittgen 2001). Los valores se normalizaron de acuerdo a los 
valores de expresión del gen constitutivo y se muestran en relación a su expresión en E4.  

 
3.6. Análisis estadísticos 
Los datos obtenidos a partir de los análisis de ABA, y los valores de expresión génica 

fueron analizados usando el software SPSS (SPSS Inc., USA) versión 20. La normalidad y la 
homogeneidad de varianza fueron analizadas mediante los test estadísticos de Kolmogorov-
Smirnov y Levene respectivamente. Las diferencias entre los datos obtenidos fueron 
contrastados con un análisis de la varianza de una vía (ANOVA), y un test Duncan a 
posteriori. En todos los casos, el nivel de significación fue de 0,05. 
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4. Resultados 
 
4.1. Caracterización macro-morfológica 
Tras la aplicación de los distintos tratamientos, se observó que los embriones E4 

(tratamiento con frío), E4b (ausencia de frío) y E4d (tratamiento con frío y fluridona) muestran 
características morfológicas similares, con un eje embrionario elongado y de tonalidad 
blanco-amarillenta y los cotiledones grandes (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Aspecto de los embriones obtenidos tras la aplicación de 
los distintos tratamientos. Las flechas señalan las masas 
embriogénicas formadas en el ápice. 

 
Por el contrario, los embriones E4c que habían sido sometidos a un tratamiento con 

fluridona, mostraron embriogénesis recurrente en el extremo apical del eje embrionario.  
 
4.2. Capacidad de germinación 
Tras el ensayo de la germinación, se observó que sólo los embriones E4 mostraron 

capacidad germinativa, alcanzando porcentajes de germinación en torno al 60% tras 21 días. 
En el resto de tratamientos no se obtuvo respuesta de germinación, ni se logró estimular la 
misma mediante la adición de giberelinas al medio de cultivo (Figura 5). 
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Figura 5.  Porcentaje de germinación de los embriones E4, E4b, E4c 
y E4d en medio con y sin giberelinas. 

 
4.3. Cuantificación ABA 
La cuantificación de los niveles endógenos de ABA muestra diferencias significativas 

entre los tratamientos E4 y E4b (con estratificación en frío durante su maduración y sin ella, 
respectivamente). Para los embriones E4, la cantidad de ABA estuvo en torno a los 0,7 
pg/mg de peso seco (PS), mientras que en los E4b, la cantidad de ABA endógeno fue 
significativamente mayor, alrededor de los 5,6 pg/mg PS (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 . Contenido de ABA en los embriones E4 y E4b. Distintas letras 
indican diferencias significativas (datos analizados estadísticamente mediante 
un test ANOVA, P≤0,05).  
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4.4. Expresión génica diferencial de NCED3, HDA6 y HDA19 
El análisis de la expresión génica mediante PCR en tiempo real nos permitió determinar 

que existen cambios significativos entre los distintos tratamientos estudiados en los niveles 
de expresión de los genes de interés relacionados con la síntesis de ABA y mecanismos de 
regulación (epi)genética (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Expresión génica relativa de NCED3, HDA6 y HDA19 en los diferentes tratamientos, analizada 
mediante PCR en tiempo real. La expresión se normalizó con los valores obtenidos para HMG, y se muestra la 
expresión de los genes en los diferentes tratamientos relativa a E4. Diferentes letras indican diferencias 
significativas (datos analizados mediante ANOVA y test de Duncan a posteriori. P ≤ 0,05). 

 
Se observó que los mayores niveles de expresión de todos los genes analizados fueron 

obtenidos en el embrión E4d, el cual había sido cultivado en un medio suplementado con 
fluridona y sometido a un proceso de estratificación en frío. 

 
El gen NCED3, implicado en la ruta de síntesis del ABA, muestra valores de expresión 

superiores a los del control (E4) en todos los tratamientos realizados, siendo mayores en los 
embriones tipo E4b y E4d. 

 
Las dos histonas deacetilasas estudiadas (HDA6 y HDA19) muestran patrones de 

expresión similares, con valores significativamente superiores al control en los embriones 
E4b y E4d mientras que en los embriones que habían sido sometidos a un tratamiento con 
fluridona y cultivados en ausencia de frío (E4c) se observan valores de expresión menores al 
control E4. 
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5. Discusión 
 
5.1. Efecto del frío y la fluridona en los niveles de ABA y en su ruta de 

síntesis y la capacidad de germinación 
El ácido abscísico (ABA) es un regulador clave del crecimiento de las plantas, y juega un 

papel muy importante en procesos tales como la germinación o el crecimiento de las semillas 
y su desarrollo (Chinnusamy et al. 2008). Asimismo, durante los procesos de embriogénesis 
somática, el ABA regula la acumulación de sustancias de reserva y, se ha descrito que, sólo 
aquellos embriones que han acumulado suficientes sustancias de  reserva son capaces de 
desarrollarse en plantas (Rai et al. 2011).  

 
En semillas, la entrada en la fase de desecación y el final de la maduración están 

asociadas con una disminución del contenido endógeno de ABA (Nambara and Marion-Poll 
2003; Gutierrez et al. 2007; Zhang and Ogas 2009). Esta dinámica se ha descrito también 
para semillas de especies pertenecientes al género Quercus (Michalski 1986; Prewein et al. 
2006; Ghasemi and Khosh-Khui 2007). La disminución del contenido endógeno de ABA 
después de un tratamiento con frío se ha correlacionado con un incremento en la capacidad 
germinativa (Kermode 2005); más aún, se ha descrito que tras un proceso de estratificación 
en frío el catabolismo de ABA es más activo en embriones de Fagus sylvatica (Le Page-
Degivry et al. 1997). Este hecho podría explicar el aumento de los niveles endógenos de 
ABA observados en los embriones E4b que no han experimentado un periodo de frío frente a 
los embriones tipo E4 que han sido sometidos a una estratificación a 4°C durante 8 
semanas. De hecho, en embriones de alcornoque, se ha observado que el porcentaje de 
germinación es mayor cuando se someten a un periodo de frío de dos meses (García-Martín 
et al. 2001). Esto apoyaría lo observado en los embriones E4, los únicos con capacidad para 
germinar con  un porcentaje de germinación similar al obtenido en estudios anteriores en 
embriones somáticos del género Quercus (Wilhem 2000; Vietez et al. 2012), mientras que en 
los demás tratamientos no se obtuvo respuesta.  

 
La fluridona es un herbicida sistémico y selectivo que inhibe a la fitoeno desaturasa, uno 

de los enzimas clave en la síntesis de carotenoides que actúan como precursores del ABA, 
la cual se localiza en la membrana de los tilacoides y cuya función es la de deshidrogenar al 
fitoeno (Chae et al. 2003). Es por ello que se trató de determinar si los efectos de esta 
sustancia en los embriones somáticos de Q. suber eran análogos a los provocados por la 
estratificación en frío y si los mismos tenían repercusión sobre la capacidad germinativa de 
los embriones.  

 
En los embriones E4c y E4d, los cuales fueron expuestos a fluridona y fluridona más frío 

respectivamente, cabría esperar que la síntesis de ABA estuviese inhibida, por lo que la 
germinación no debería verse afectada. Sin embargo ninguno de los dos tipos de embriones 
germinaron. Estudios anteriores han demostrado que el uso de la fluridona sin la adición de 
ácido giberélico es mucho menos efectivo en la ruptura de la dormición que el uso de ambos 
compuestos simultáneamente (Schmitz et al. 2001), lo que indica que una supuesta 
disminución de la cantidad de ABA por sí sola no es suficiente para promover la germinación, 
y que otros cambios (como el aumento en la síntesis de giberelinas al final de la fase de 
maduración) son necesarios. Esto explicaría los resultados obtenidos en nuestro sistema 
experimental, ya que la fluridona y la GA4 fueron incluidas en diferentes medios (proliferación 
y germinación) y no de forma combinada. Además, estudios recientes en semillas de trigo 



 18

han demostrado que la fluridona aplicada en condiciones de frío no solo afecta a los niveles 
de ABA, sino que también es capaz de producir un descenso en el contenido de giberelinas 
endógenas (Kondhare et al. 2014).Esto se apoya en estudios anteriores realizados en 
Arabidopsis, en los cuales se señala que el fenotipo albino de los mutantes carentes de la 
actividad enzimática de la fitoeno desaturasa es revertido al fenotipo silvestre mediante la 
adición de GAs exógenas, además de que los genes implicados en la ruta de biosíntesis de 
esta hormona presentan una expresión menor en comparación con el tipo silvestre (Qin et al. 
2007). Todo esto explicaría por qué los embriones expuestos a fluridona durante su fase de 
maduración y posteriormente puestos a germinar en medio con y sin giberelinas no fueron 
capaces de germinar. 

 
La síntesis del ABA y los enzimas implicados en su ruta metabólica, han sido 

ampliamente estudiados (Nambara y Marion-Poll 2003; Taiz y Zeiger 2006; Rai et al. 2011). 
Gracias a ello, hoy en día se conocen cuáles son los procesos metabólicos que tienen lugar 
en la biosíntesis de esta hormona, y los genes que codifican los enzimas implicados en este 
proceso han sido identificados (Rai et al. 2011). La familia de los genes que codifican para la 
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED), enzimas clave en esta ruta de biosíntesis, ha 
sido estudiada en numerosas especies (Iuchi et al. 2001; Frey et al. 2012). Entre ellos, el gen 
NCED3 ha sido descrito como un gen que juega un papel importante durante los procesos 
de embriogénesis (Frey et al. 2012; Tan et al. 2003; Le et al. 2010). Asimismo, se ha descrito 
que, al igual que lo observado en nuestros resultados, existe una correlación entre los 
niveles endógenos de ABA y la expresión de NCED3 (Chernys y Zeevaart 2000; Kermode 
2005; Pérez et al. 2014). Esta correlación se observa en los resultados obtenidos en la 
cuantificación de la hormona en los embriones E4b, que presenta niveles significativamente 
superiores a los E4, cuando se comparan con los niveles de expresión del NCED3.  

 
A pesar de que el resultado esperado en los embriones tratados con fluridona o fluridona 

y frío fuese de un descenso en los niveles de expresión de NCED3, la elevada expresión de 
este gen observada en E4c y E4d con respecto al E4, puede deberse al estrés generado con 
la inhibición de la fitoeno desaturasa con la fluridona (Frey et al. 2012). Esto tiene como 
consecuencia un descenso en la síntesis de carotenoides necesarios para evitar la 
fotooxidación de los tejidos, y en mutantes para este enzima se ha descrito un importante 
aumento en la inducción de la expresión de genes que codifican para proteínas relacionadas 
con estrés (Qin et al. 2007). Bajo estas condiciones los tejidos podrían estar sintetizando 
ABA a partir de los carotenoides acumulados antes de la exposición a la fluridona, como 
indican Gamble and Mullet (1986), lo que justificaría una sobreexpresión de gen NCED3. 
Además, en los embriones E4d, el efecto de la fluridona y el frío parecen tener un efecto 
combinado que también se observa en los otros genes. 

 
5.2. Regulación epigenética de la maduración de los  embriones 
En las plantas, las histonas deacetilasas (HDACs) HDA6 y HDA19, juegan un papel 

fundamental en la regulación del proceso embriogénico, la represión de los principales genes 
relacionados con la embriogénesis y con la maduración de las semillas y la sensibilidad al 
ABA (Kim et al. 2012). 

 
Mutantes de Arabidopsis para la histona HDA19 mostraron en el estudio de Chen et al. 

(2010 a y b) un fenotipo de sensibilidad a ABA y a estrés abiótico similar a los mutantes para 
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la histona HDA6, así como unos patrones de expresión génica parecidos. El hecho de que 
los resultados de estos autores coincidan con los obtenidos en este trabajo, sugiere que 
ambos enzimas podrían tener un papel redundante en la modulación de la expresión de los 
genes de respuesta a ABA ya que se observa que ambos genes poseen un patrón de 
expresión similar en los diferentes tratamientos.  

 
En otros trabajos, se ha señalado que la ruptura la dormición de las semillas de 

Arabidopsis mediante la estratificación en frío tiene como resultado una mayor expresión 
global de todos los genes analizados (Finch-Savage et al. 2007), posiblemente promovida 
por cambios en las marcas epigenéticas de los promotores de los genes, incluyendo la 
desaparición de otras marcas represivas como la deacetilación de las histonas. Esto 
explicaría la mayor expresión de ambos genes en los embriones E4b, los cuales no han sido 
sometidos a bajas temperaturas durante su maduración. Además, en el estudio de Chen et 
al. (2010a), los autores señalan que la actividad de ambas HDACs es necesaria para la 
inducción total de los genes implicados en la respuesta a ABA, y para la inducción por ABA 
de la acetilación de otros residuos de histonas. Esto apoyaría lo comentado anteriormente, 
ya que los embriones E4b presentan un mayor contenido de ABA con respecto a los E4. 

 
En los embriones E4c, se observa una expresión de ambos genes significativamente 

menor que en los demás tratamientos. Esto podría estar relacionado con la alta tasa de 
embriogénesis recurrente observada en estos embriones al final de tratamiento (Figura 4). 
Se ha descrito que antes del inicio de un proceso de desarrollo, existe una reprogramación 
de la expresión génica que va acompañada de una demetilación generalizada y un proceso 
de apertura de la cromatina (Valledor et al. 2007; Viejo et al. 2012). Además, en el estudio 
realizado por Tanaka et al (2008) se observa que los dobles mutantes de Arabidopsis para 
HDA6 y HDA19 de 6 semanas de edad presentan formación de estructuras embrionarias en 
las hojas, por lo que se podría concluir que la baja expresión de los genes que codifican para 
estos enzimas están favoreciendo la embriogénesis observada en los embriones E4c. 

 
En los embriones E4d, los niveles de expresión de los genes HDA6 y HDA19 son 

significativamente mayores que en los demás tratamientos. Un estudio reciente indica que la 
acción de estos enzimas juega un papel muy importante en la adquisición de tolerancia al 
frío en plantas de Arabidopsis (To et al. 2011). Además, el mismo estudio también señala 
que una exposición durante más de 4 semanas promueve a bajas temperaturas promueve la 
transcripción de los genes HDA6 y HDA19. El hecho de que los niveles de expresión de 
estos genes sean significativamente mayores en el tratamiento E4d con respecto al E4, en el 
cual los embriones también son sometidos a estratificación en frío, sugiere que debe existir 
un efecto sinérgico entre el estrés causado por la exposición a la fluridona y las bajas 
temperaturas que promueve la expresión de estos genes al igual que ocurría con NCED3. 
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6. Conclusiones 
 
1- La estratificación en frío es necesaria para que los embriones somáticos de Q. suber 

adquieran competencia germinativa. 
 
2- La aplicación de fluridona, inhibidor de la síntesis de ABA, durante la maduración y/o 

de GA4 en el medio de germinación no tiene efectos análogos al frío. Además, parece influir 
en otros procesos fisiológicos (aparición de embriogénesis recurrente). 

 
3- Existe un efecto sinérgico entre la estratificación en frío y la aplicación de fluridona 

sobre el aumento de la expresión génica del gen NCED3 implicado en la ruta de síntesis del 
ABA que podría relacionarse con el estrés generado por la inhibición de la biosíntesis de los 
carotenoides. 

 
4- Los niveles de ABA están implicados en la regulación epigenética llevada a cabo por 

HDA6 y HDA19. 
 
5- La fluridona puede promover la expresión de programas de desarrollo embrionarios y 

la apertura de la cromatina. 
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