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3 

Esta tesis es una contribución al conocimiento del proceso 

androgénico mediante el estudio celular y molecular de la androgénesis 

en cebada. Se ha elegido la cebada como planta modelo por su 

importancia agronómica y por su alta respuesta a la inducción 

androgénica. Para la inducción androgénica se ha utilizado tanto el 

cultivo de anteras como el cultivo de microsporas aisladas. En primer 

lugar, se realizó un análisis de los cambios citológicos y 

ultraestructurales que se producen en la inducción androgénica y en las 

primeras etapas de la formación de los proembriones androgénicos. La 

comparación de los granos de polen multicelulares obtenidos con ambos 

métodos mostró que siguen un patrón similar de desarrollo.  

En segundo lugar, se realizó un estudio inmunocitoquímico de la 

composición de la pared celular a lo largo del proceso androgénico 

centrado en tres componentes: la calosa, las pectinas y las proteínas 

arabinogalactanos. A partir de este estudio se determinó que los cambios 

estructurales que sufría la intina como consecuencia de la inducción 

androgénica estaban acompañados por modificaciones en su 

composición. Antes de la inducción androgénica las pectinas estaban 

altamente esterificadas mientras que tras la inducción se producía una 

estratificación de la intina: las pectinas con bajo grado de esterificación 

se disponían en la capa más externa al igual que la calosa, que no estaba 

presente antes de la inducción; mientras que las pectinas con alto grado 

de esterificación se distribuían al azar en toda la intina. También se 

determinaron los cambios que se producían en las proteínas 

arabinogalactanos como consecuencia de la inducción androgénica. Con 

estos estudios inmunocitoquímicos se estableció además que la calosa 

puede servir como un marcador de plasmodesmos. 

Por otro lado,  el estudio ultraestructural de la intina de los granos 

de polen multicelulares obtenidos mediante cultivo de microsporas 

aisladas mostró la presencia de unos depósitos de hierro que no estaban 
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presentes en aquellos que procedían de cultivos de anteras. Esta 

diferencia sugería que el hierro estaba en exceso en el medio de cultivo 

de las microsporas aisladas y que se acumulaba en la intina como un 

mecanismo para aliviar su toxicidad.  

Por último se estudió la expresión de una serie de genes durante el  

desarrollo gametofítico, zigótico y androgénico mediante RT-PCR e 

hibridación in situ. Los genes estudiados fueron: el gen de la hordeína 

B1, el gen de una poligalacturonasa de polen,  un gen específico de 

androgénesis (ECA1), dos genes expresados en embriogénesis zigótica 

(HvNaglu y HvEMB615) y un gen específico de endospermo (END1).  

En el caso del gen de la hordeína B1 se estudió además la 

presencia de las diferentes hordeínas durante estos procesos mediante 

ELISA, Western blot e inmunocitoquímica. Así se puso de manifiesto la 

presencia de hordeínas y gliadinas en etapas muy tempranas del 

desarrollo de la semilla de cebada y trigo. Por otro lado se detectó la 

presencia de hordeínas y la expresión de sus genes durante la 

androgénesis y el desarrollo gametofítico de cebada. 

Como resultado de este estudio también se ha puesto de 

manifiesto la expresión del gen de una poligalacturonasa de polen 

durante el desarrollo gametofítico y tras la inducción androgénica de 

cebada lo que parece indicar que tras la inducción androgénica siguen 

transcribiéndose algunos genes específicos de la ruta gametofítica. 

Además se demostró que el gen ECA1, específico de las primeras 

etapas de la androgénesis, se expresa también tras la inducción 

androgénica por lo que se ha propuesto su utilización como marcador de 

la inducción androgénica en cebada.  

También se determinó que los genes ortólogos en cebada de los 

genes EMB615 y Naglu implicados en la embriogénesis zigótica de 
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Arabidopsis se expresan también en la embriogénesis androgénica y 

zigótica de cebada. 

Por último, este estudio mostró que el gen END1 se expresa en el 

embrión zigótico de cebada así como en las primeras etapas de la 

androgénesis, lo que confirma la existencia de genes que tienen una 

expresión paralela en embriogénesis zigótica y androgénica. 
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1. Hordeum vulgare L.: INTERÉS Y ASPECTOS GENERALES 
 

La cebada fue una de las primeras plantas cultivadas por el 

hombre y en la actualidad figura entre las cinco más cultivadas del 

mundo. Su cultivo se conoce desde el comienzo de la agricultura y parece 

tener dos centros de origen situados en el Sudeste de Asia y en el África 

septentrional. En excavaciones arqueológicas realizadas en el valle del 

Nilo se descubrieron restos de cebada de alrededor de 15.000 años de 

antigüedad y también existen restos que indican un uso muy temprano 

del grano de cebada molido.  

El principal producto de la cosecha de cebada es el grano que se 

utiliza en la alimentación de animales: ganado vacuno, porcino, en 

avicultura y como materia prima para piensos en general. También tiene 

importantes aplicaciones industriales por ejemplo en la fabricación de la 

cerveza, bebida milenaria cuyos orígenes parecen remontarse al 4000 

a.C. a los márgenes de los ríos Tigris y Éufrates donde los sumerios ya 

elaboraban y consumían cerveza. La cebada también se emplea en la 

obtención de otras bebidas alcohólicas como el whisky, en la preparación 

de maltas especiales como sustitutivo del café y  para la elaboración de 

azúcares, de preparados de productos alimenticios y  de harinas para 

panificación. Por otro lado, la paja y el follaje también son utilizadas 

como forraje para los animales.  

Además de sus múltiples aplicaciones, al éxito en su cultivo ha 

contribuido su tolerancia a estreses abióticos tales como altas y bajas 

temperaturas, a la sequía, a deficiencias y toxicidades de minerales y el 

hecho de tener un ciclo de vida relativamente corto recogido en el 

esquema 1. Estas características han hecho a la cebada un cultivo capaz 

de crecer en condiciones medioambientales extremas (Forster y Powell, 

1996).   
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La cebada ocupa el cuarto lugar en importancia entre los cereales, 

después del trigo, el maíz y el arroz. Los datos de la Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (F.A.O.)(tabla 1) 

muestran que la producción mundial de cebada en el 2002 ascendió a un 

total de 132.215.617 millones de toneladas, de las cuales 43.735.607 

millones fueron obtenidos en la Unión Europea. España con su 

producción de 8.332.900 millones de toneladas de cebada es el tercer 

máximo productor de este cereal en la Unión Europea por detrás de 

Francia y Alemania y ocupa el quinto lugar en la producción mundial.  

 

Países 
Producción año 2002 
(millones de toneladas)

Total 132.215.617 

Rusia 18.688.000 

Francia 10.933.000 

Alemania 10.927.970 

Ucrania 10.358.000 

España 8.332.900 

Turquía 7.500.000 

Canadá 7.282.600 

Reino Unido 6.192.000 

E.E.U.U. 4.939.580 

Dinamarca 4.136.000 

Polonia 3.369.088 

Australia 3.268.000 

 
Tabla 1. Producción de cebada en millones de toneladas en el año 2002. Fuente: 

F.A.O. 2002 
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La cebada pertenece a la familia Poaceae y se pueden distinguir 

dos importantes especies cultivadas: Hordeum distichon L., que se 

emplea para la obtención de cerveza, y Hordeum hexastichon L., que se 

utiliza básicamente como forraje para la alimentación animal; ambas 

especies pueden agruparse bajo el nombre único de Hordeum vulgare L. 

ssp. vulgare. La cebada como cultivo se desarrolló a partir de la 

domesticación de la especie salvaje H. spontaneum. Se pueden producir 

fácilmente híbridos fértiles entre Hordeum vulgare y su progenitor H. 

spontaneum y no hay barrera para la recombinación, por lo que algunos 

taxonomistas los agrupan en una sola especie. Además, ambas son 

diploides y tienen el mismo símbolo genómico (2n=2x=14, HH). 

 

 
Esquema 1. Crecimiento y desarrollo de la planta de cebada. Fuente: www.puc.cl 

 

La cebada cultivada es endogámica y los programas de mejora del 

cultivo ayudan a producir líneas superiores homozigóticas y como 

consecuencia, verdadera mejora. Esto se ha conseguido tradicionalmente 

mediante el cruce de dos o más genotipos complementarios de H. vulgare 

seguido de repetidos autocruzamientos y ciclos de selección de los rasgos 

deseados (Rasmusson, 1992). En la actualidad existen distintos métodos 
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para producir haploides y dobles haploides homozigóticos de cebada para 

mejora vegetal, entre ellos destaca la androgénesis también denominada 

embriogénesis del polen o embriogénesis de la microspora. Este método 

permite la producción de plantas haploides a partir del cultivo de anteras 

o de microsporas aisladas de estas anteras. 

 
2. ANDROGÉNESIS: ORIGEN Y ANTECEDENTES 

  

No está claro el origen del proceso androgénico. Por un lado, las 

plantas tienen un increíble potencial para la totipotencia. La totipotencia 

es la cualidad de las células vegetales diferenciadas de retener en su 

núcleo la capacidad de revertir a la condición embriogénica para 

regenerar una nueva planta entera (Reynolds, 1997). La totipotencia es la 

base de la embriogénesis somática en la que tiene lugar una 

desdiferenciación y una posterior rediferenciación de las células al 

cultivarlas in vitro bajo unas determinadas condiciones. Reynolds (1997) 

describió otro tipo de embriogénesis, la embriogénesis del polen o de la 

microspora también llamada androgénesis, como uno de los ejemplos 

más impresionantes de la totipotencia celular al permitir la formación de 

embriones y plantas haploides a partir de granos de polen.  Sin embargo, 

las microsporas son estructuras altamente diferenciadas que según las 

leyes de la totipotencia tendrían una capacidad muy reducida de 

regenerar una planta entera y a pesar de esto en algunas especies la 

inducción androgénica es más fácil que la producción de embriones 

somáticos a partir del cultivo de cualquier tejido menos especializado de 

la misma planta. Además, no todas las microsporas de una antera 

responden a la inducción androgénica, sólo algunas parecen tener una 

tendencia especial a hacerlo e incluso en algunas especies la 

androgénesis se puede producir espontáneamente. Estos hechos junto 
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con otras peculiaridades del proceso androgénico que hacían difícil 

encuadrarlo dentro del fenómeno de la totipotencia condujeron a nuestro 

grupo a postular la hipótesis de que el proceso androgénico pudiera tener 

un origen atávico (Bonet et al., 1998). El atavismo está definido como la 

reaparición de un carácter perdido, ya sea morfológico o de 

comportamiento, típico de ancestros remotos y no expresado en los 

padres o ancestros recientes del organismo que muestra el carácter 

atávico (Verhulst, 1996). La capacidad de una célula haploide de formar 

estructuras multicelulares sería el carácter atávico que se volvería a 

expresar en las microsporas cuando fueran sometidas a un estrés. Este 

carácter o capacidad morfogénica se encontraba ya presente en los 

meiocitos de las algas primitivas, de las plantas terrestres más primitivas 

y de los helechos que pueden considerarse como las estructuras 

precursoras evolutivamente del grano de polen.   

Atendiendo a estos dos posibles orígenes de la androgénesis 

encontramos dos  definiciones para este proceso: 

Teniendo como origen la totipotencia vegetal, Reynolds (1997) 

propone que la androgénesis se produce cuando, durante la 

microgametogénesis, el grano de polen que posee una cierta 

diferenciación para formar tubos polínicos y gametos entra en una ruta 

de desarrollo alternativa en la que las microsporas inician un crecimiento 

indeterminado que da lugar a plantas maduras con un número haploide 

de cromosomas. 

Teniendo como origen el atavismo propuesto por nuestro grupo 

(Bonet et al., 1998) la androgénesis se definiría como el proceso mediante 

el cual una microspora sometida a un estrés determinado, cambia su 

patrón de expresión génica para adquirir la capacidad embriogénica, 

implicando este nuevo patrón la expresión de genes reguladores que se 

manifestaban comúnmente en los ancestros de las plantas con semilla y 



 
  
Introducción  
 
 

 
14 
 

que desencadenan la formación del embrión, un carácter exclusivo de las 

espermatofitas. 

Independientemente de su origen,  el estudio de este proceso tiene 

un gran interés en la actualidad por su aplicación en la mejora vegetal 

(Kasha et al., 1990) y como modelo para el estudio del proceso de 

embriogénesis. 

Como ya se ha dicho anteriormente la androgénesis puede tener 

lugar, aunque en muy raras ocasiones, de forma espontánea en la 

naturaleza. Así se ha descrito en algunos híbridos del género Solanum 

(Ramanna, 1974; Ramanna y Hermsen, 1974), en Narcisus (Koul y 

Karihaloo, 1977) y en Paeonia (Li, 1982). Sin embargo la inducción se 

consigue normalmente mediante cultivo in vitro y así fue descrita por 

primera vez por Guha y Maheshwari (1964 y 1966) utilizando una planta 

de la familia de las Solanaceas, Datura innoxia. Estos investigadores 

encontraron que cuando las anteras de Datura innoxia eran cultivadas en 

un medio de sales minerales que contenía un hidrolizado de caseína, 

ácido indol acético, y quinetina, un número sustancial de los granos de 

polen encerrados en la antera sufrían una serie de divisiones sucesivas y 

tras 6 o 7 semanas daban lugar a embrioides en desarrollo que emergían 

de la antera. Este estudio representó un hito en las investigaciones de 

cultivo de tejidos de plantas y abrió el camino para la producción de 

plantas haploides. Sólo tres años después, en 1967, Bourgin y Nitsch 

obtuvieron plantas haploides completas mediante el cultivo in vitro de 

anteras de Nicotiana tabacum. La androgénesis inducida mediante cultivo 

in vitro de anteras puede ser directa o indirecta. En la androgénesis 

directa el polen sufre sucesivas  divisiones que dan lugar a un embrión y 

después a una planta haploide (Reinert y Bajaj, 1977; Sopory y Munshi, 

1996). En la androgénesis indirecta, el polen se divide primero para dar 

lugar a un callo que rompe la pared de la antera y por organogénesis o 
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embriogénesis somática da lugar a una planta haploide (Vasil, 1980; 

Maheshwari et al., 1982). Posteriormente, se desarrollaron los métodos 

de cultivo de microsporas aisladas que permiten un estudio más directo 

del proceso androgénico al eliminarse la presencia de los tejidos de la 

antera.  

 
2.1. Rutas del desarrollo androgénico 

 
El origen de los proembriones del polen ha sido descrito a nivel de 

microscopía óptica y electrónica en una amplia variedad de especies 

(Raghavan, 1986; Reynolds, 1990). Independientemente de que la 

androgénesis se produzca mediante cultivo de anteras o de microsporas 

aisladas, como consecuencia de la inducción androgénica el polen se 

desvía de la ruta gametofítica y sufre la primera división embriogénica 

que puede ser tanto simétrica como asimétrica (Reynolds, 1997).  Los 

patrones iniciales de división celular que sufre el polen tras la inducción 

androgénica varían según las especies y/o las condiciones de inducción 

(Sunderland, 1974). Estos patrones o modelos de división se han 

agrupado en las denominadas rutas androgénicas que están recogidas en 

la figura 1, basada en las rutas de Raghavan (1997):  

Ruta A: Fue descrita por primera vez por Sunderland y Wicks 

(1971) en Nicotiana tabacum. En esta ruta las microsporas se dividen 

asimétricamente y posteriormente la célula vegetativa sufre sucesivas 

divisiones que dan lugar al embrión mientras que la célula generativa 

degenera. Esta ruta ha sido observada también en especies como 

Capsicum annum, Datura innoxia (Iyer y Raina, 1972), Brassica spp 

(Pechan y Keller, 1988) y Nicotiana tabacum (Garrido et al., 1995), Datura 

(Vasil, 1980) y Zea mays (Barnabas et al., 1987).  
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Ruta B: En ella la primera división consecuencia de la inducción 

androgénica es una división simétrica que da lugar a dos núcleos 

idénticos que se dividen sucesivamente hasta producir el embrión. Esta 

ruta ha sido descrita en Nicotiana (Nitsch, 1972), Brassica napus (Zaki y 

Dickinson, 1991) y Triticum aestivum (Bonet y Olmedilla, 2000). 

Ruta C: En ella tras una primera división asimétrica los núcleos 

vegetativo y generativo se funden y dan lugar a un embrión no haploide. 

Esta ruta ha sido descrita para Hordeum vulgare (Sunderland y Evans, 

1980). 

Ruta D: Es una variación de la ruta B: la primera división es una 

división simétrica que da lugar a dos núcleos idénticos que se dividen 

repetidamente para formar un multinucleado. Esta ruta ha sido descrita 

en cultivo de anteras de trigo (Zhu et al., 1978; Pan et al., 1983). 

Ruta E: En este caso es la célula generativa la que se divide para 

dar lugar a un embrión mientras que la célula vegetativa degenera 

directamente o tras unas pocas divisones. Sólo ha sido descrita hasta la 

fecha en Hyoscyamus niger (Rahavan, 1977) 

Dependiendo de la especie predomina una de las rutas aunque la 

mayoría de las especies siguen las dos primeras (Touraev et al., 1997). 

Sin embargo se ha observado que la ruta androgénica no sólo varía de 

una especie a otra, sino que incluso a veces dentro de la misma antera, 

unos granos de polen siguen una ruta mientras que otros siguen una 

ruta diferente (Wilson et al., 1978; Pretova et al., 1993; Sangwan y 

Sangwan-Norreel, 1996). También ha sido descrito en algunos estudios 

que la preponderancia de la segunda ruta ha estado unida a un 

tratamiento de estrés específico como el frío (Sunderland, 1982) o el calor 

(Custers, 1994), y el tratamiento con colchicina (Telmer, 1995).  
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Fig. 1. Esquema de la ruta gametofítica y posibles rutas androgénicas del polen. 

(Basado en el esquema de Raghavan (1997)). NV: Núcleo vegetativo. NG: Núcleo 

generativo. V: vacuola. 

 

La androgénesis, como ya se ha apuntado con anterioridad, se 

produce al desviarse el polen de la ruta gametofítica que da lugar a los 

gametos. Esta desviación de la ruta gametofítica requiere un cambio en 

la expresión génica  que implica el silenciamiento de una serie de genes, 

los genes expresados durante el desarrollo gametofítico, y la activación de 

otros genes, los responsables de la formación de las estructuras 

embriogénicas. Estos últimos genes podrían ser genes que únicamente se 

expresaran durante el proceso androgénico o también podrían ser genes 

implicados en los otros procesos de embriogénesis, la zigótica o la 

somática. Así, podría decirse que la androgénesis está relacionada tanto 

con el desarrollo gametofítico como con la embriogénesis zigótica. 
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2.2. Desarrollo gametofítico 
 
El desarrollo del polen sigue una secuencia estrechamente 

controlada de sucesos que se pueden dividir en dos procesos principales: 

la microsporogénesis y la microgametogénesis (Heslop-Harrison, 1966). 

En la microsporogénesis, que ocurre dentro del lóculo de la antera, un 

microsporocito diploide llamado también célula madre del polen (CMP) 

sufre una meiosis y da lugar a una tetrada de microsporas unidas 

mediante una pared de calosa. Estas microsporas crecen y su núcleo 

migra a una posición periférica en la célula. Es entonces cuando esta 

microspora sufre una división asimétrica, una primera mitosis haploide. 

El polen bicelular que resulta de esta división está formado por la célula 

generativa de pequeño tamaño que se encuentra dentro del citoplasma de 

la célula vegetativa de tamaño mayor. Posteriormente, la célula 

generativa sufre una segunda mitosis haploide para dar lugar a las dos 

células espermáticas implicadas en la doble fertilización. Esta división 

puede tener lugar dentro de la antera o puede producirse posteriormente 

dentro del tubo polínico. En el primer caso el polen recibe el nombre de 

polen tricelular que es característico de familias como las Gramineae o 

las Cruciferae mientras que en el segundo se habla de polen bicelular que 

es el que se forma en aproximadamente el 70% de las familias vegetales 

(Mascarenhas, 1993). En la siguiente etapa se produce la germinación 

del tubo polínico. Esta estructura única sirve para transportar las células 

espermáticas hasta el gametofito femenino (Reynolds, 1997). 

En cuanto a la expresión génica durante el desarrollo gametofítico, 

Mascarenhas (1990) apuntó que al menos dos conjuntos de genes se 

activaban durante la microsporogénesis. Los genes de expresión 

temprana “early pollen genes” se activan inmediatamente después de la 

meiosis y su expresión disminuye tras la primera mitosis. El patrón de 
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expresión de estos genes tempranos sugiere que son necesarios para el 

desarrollo inicial del grano de polen.  Un segundo grupo de genes, los 

llamados “late pollen genes”, se activan cuando se produce la mitosis de 

la microspora y sus ARNs mensajeros se acumulan sobre todo en 

antesis. Se piensa que los transcritos de estos genes están relacionados 

con la maduración del polen y la germinación del tubo polínico. Se ha 

postulado que el paso de la trascripción de los genes tempranos a los 

genes tardíos en el polen representa un periodo de transición crítico 

durante la microgametogénesis (Bedinger y Ederton, 1990) y es una fase 

importante para la inducción de androgénesis (Reynolds, 1997). 

 

2.3. Embriogénesis zigótica 
 
La embriogénesis zigótica se inicia con la formación del zigoto. 

Durante la polinización, el tubo polínico penetra en el saco embrionario a 

través del micropilo y libera un núcleo espermático que se une con el 

núcleo haploide de la ovocélula para producir un embrión diploide. Por 

otro lado, el segundo núcleo espermático se combina con los dos núcleos 

polares de la célula central para producir el endospermo triploide. El 

endospermo proporciona nutrientes al embrión en desarrollo y puede 

persistir en la semilla madura como un tejido de almacenamiento, como 

ocurre en la cebada, o ser absorbido durante el desarrollo de la semilla 

como ocurre en otras plantas (Vijayaraghavan y Prabhakar, 1984; Lopes 

y Larkins, 1993). El desarrollo embriogénico prosigue dentro de los 

confines del tejido materno que protege al zigoto, este tejido se convierte 

en la cubierta de la semilla que rodea al embrión en desarrollo y al 

endospermo. La embriogénesis en plantas superiores se puede dividir  en 

tres fases que se solapan entre si (West y Harada, 1993). La primera fase 

es la morfogénesis, durante la cual se define el eje polar del cuerpo de la 
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planta los ápices del tallo y de la raíz, los tejidos embriogénicos y los 

diferentes órganos de la planta. La segunda fase es la de maduración del 

embrión que se caracteriza por la acumulación de sustancias de reserva. 

Durante la fase final, el embrión se prepara para la desecación, se deseca 

y entra en un periodo de descanso o dormancia. Existen diferencias en el 

desarrollo de los embriones de monocotiledóneas y dicotilecóneas. En los 

embriones de monocotiledóneas están presentes todas las estructuras de 

la nueva planta excepto los órganos sexuales.  

  

3. Hordeum vulgare L.: MODELO PARA EL ESTUDIO DE LA 
ANDROGÉNESIS EN MONOCOTILEDÓNEAS 

 

Desde que Guha y Maheswari (1964 y 1966) consiguieron la 

inducción de androgénesis en Datura innoxia, se han realizado enormes 

esfuerzos para inducir la androgénesis en un gran número de especies. 

Estas especies pertenecen a muchas familias en las que están incluidas 

la mayoría de los cultivos de interés agrícola, aunque por ejemplo las 

leguminosas constituyen todavía una notable excepción (Touraev et al., 

1997). 

Nicotiana tabacum y Brassica napus son las plantas que se utilizan 

como sistemas modelo, en ellos, la androgénesis se ha estudiado en 

bastante  profundidad. Esto es debido principalmente a la facilidad y el 

alto rendimiento que presentan estas plantas dicotiledóneas para la 

inducción de androgénesis. Por otro lado, durante años, los cereales y las 

monocotiledóneas en general han respondido mal a los sistemas de 

producción de haploides in vitro en comparación con otros cultivos de 

dicotiledóneas. En general en cereales la frecuencia de respuesta era 

baja, los efectos del genotipo eran muy fuertes y a menudo en la progenie 

aparecían un gran número de plantas albinas cuando se inducía 
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androgénesis. Sin embargo, en la actualidad, se han producido grandes 

avances que han proporcionado frecuencias de producción de embriones 

equivalentes a las obtenidas en algunos cultivos de dicotiledóneas (Kasha 

et al., 1990). Estos resultados se han conseguido combinando medios 

con una composición más correcta, ambientes más propicios y genotipos 

de cebada más idóneos (Hunter, 1988; Olsen, 1987; Cistué et al., 1994; 

Cistué et al., 1995; Castillo et al., 2000a; 2000b y 2001) lo que ha 

conseguido además que la producción de plantas verdes se haya 

incrementado enormemente. Estos resultados junto con su importancia 

económica hacen a Hordeum vulgare L. la especie modelo más indicada 

para el estudio de la androgénesis en monocotiledóneas. Como resultado 

de estos estudios probablemente se conseguirán mejoras en trigo 

(Triticum aestivum L.) y otros cereales relacionados.  

 
4. REQUERIMIENTOS FISIOLÓGICOS DE LA ANDROGÉNESIS 

 

La lista de factores fisiológicos que pueden afectar a la 

embriogénesis del polen inducida mediante cultivo de anteras o mediante 

cultivo de microsporas aisladas es bastante extensa e incluye 

características como la condiciones de crecimiento  y la edad de la planta 

donadora, el pretratamiento de las anteras, la composición del medio 

(incluyendo los componentes nutritivos y los no nutrientes, la fuente de 

carbohidratos y las hormonas), la temperatura de incubación, el medio 

líquido o sólido, la densidad de las anteras o de las microsporas 

cultivadas, las condiciones del fotoperíodo y la presencia de  tejidos 

somáticos en el cultivo (Raghavan, 1986; Kasha et al., 1990; Cistué et al., 

1994; Cistué et al., 1995; Castillo et al., 2000a, y 2001). Aunque hay 

pocas generalizaciones acerca de los requerimientos de cultivo para 

androgenesis hay dos propiedades fisiológicas que influyen mucho en la 
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inducción androgénica: la etapa del desarrollo en la que se encuentran la 

microsporas al inicio del cultivo y la necesidad de algún tipo de estímulo 

externo para que se produzca la respuesta embriogénica (Reynolds, 

1997).  

Una característica constante en todas las especies en las que se ha 

conseguido inducir la androgénesis es que el polen debe estar en el 

estadio apropiado de desarrollo a la hora de someterlo al pretratamiento 

de inducción. Las diferencias en los resultados obtenidos pueden ser 

cualitativas, que se produzca o no respuesta, o cuantitativas, un mayor o 

menor rendimiento (Reynolds, 1997). En la mayoría de los estudios 

posteriores realizados en una amplia variedad de plantas, el periodo 

alrededor de la primera mitosis haploide (microspora vacuolada o polen 

bicelular temprano) parece crítico para la susceptibilidad del polen a la 

inducción androgénica (Raghavan, 1986). Este periodo es fundamental 

durante la ontogenia normal del polen pues parece representar un 

intervalo vulnerable del ciclo mitótico en el que éste puede responder a 

estímulos externos (Reynolds, 1997). Para la cebada (Hordeum vulgare L.) 

se ha descrito que los mayores porcentajes de regeneración, tanto de 

cultivo de anteras como de cultivo de microsporas, se obtienen cuando al 

menos el 50% de la población está en el estadio de microspora vacuolada 

media o avanzada (Hoekstra et al., 1992) 

Otro punto importante para la androgénesis es la necesidad de 

someter a las espigas o a las anteras a un estímulo externo o un 

tratamiento de estrés que inicie o potencie la androgénesis. Hay diversos 

factores ambientales que pueden servir como tratamientos de estrés para 

inducir la embriogénesis del polen. Por ejemplo, someter a un choque 

térmico de baja temperatura (5ºC) a los  botones florales da resultados en 

Datura innoxia (Tyagi et al.,  1979), trigo panadero (Armstrong et al., 

1987;  Henry y Buyser, 1989), Nicotiana tabacum (Nitsch, 1974) y arroz 
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(Genovesi y Magill, 1979). Generalmente, el estrés térmico es más efectivo 

si se aplica a los botones florales justo antes, durante o inmediatamente 

después de la primera mitosis haploide. En cultivo de microsporas de 

Brassica napus se utiliza la aplicación de un choque de calor de 32.5 ºC 

durante 4 días. La temperatura es el estrés fisiológico más comúnmente 

aplicado en la inducción androgénica, pero también se han empleado 

otros tipos de estreses como la irradiación gamma, la aplicación de 

alcohol (Pechan y Keller, 1989), el estrés hídrico (Imamura y Harada, 

1980), la aplicación de condiciones anaeróbicas (Imamura y Harada, 

1981), de una atmósfera saturada de agua (Dunwell, 1981) o el ayuno 

(Kyo y Harada, 1986). Incluso en aquellas plantas que no requieren 

ningún estrés para responder a la inducción androgénica, sólo la escisión 

de las anteras de las plantas donadoras o el cultivo de las microsporas 

sobre un medio de cultivo se puede considerar como un fuerte estrés 

físico. 

Para la cebada se han utilizado diferentes pretratamientos de 

estrés para la inducción de androgénesis entre ellos se puede señalar el 

choque frío a 4 ºC a las espigas durante diferente número de días (Huang 

y Sunderland, 1982; Shannon et al., 1985) o el pretratamiento en 

manitol desarrollado por Roberts-Oehlschlager y Dunwell (1990) que 

consiste en cultivar las anteras en un medio con manitol 0.3M que 

provoca un estrés por ayuno. Este método fue modificado posteriormente 

por Cistué et al. (1994) que utilizaban manitol en una concentración 

superior, 0.7M, de manera que el estrés por ayuno estaba acompañado 

por una alta molaridad en el medio lo que incrementaba la regeneración 

de plantas verdes.   
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5. MÉTODOS DE INDUCCIÓN DE ANDROGÉNESIS: CULTIVO DE 
ANTERAS Y DE MICROSPORAS 

 
5.1. Cultivo de anteras 

 
El cultivo de anteras ha sido el método de producción de haploides 

de cebada que ha recibido mayor atención por su potencial para generar 

un gran número de haploides (Forster y Powell, 1996). Desde 1964 la 

técnica de cultivo de anteras ha sido ampliamente utilizada con distinto 

grado de éxito en la obtención de haploides en muchas plantas 

incluyendo muchos cultivos de interés económico (Maheshwari et al., 

1982). Durante este tiempo se han ido introduciendo algunas mejoras en 

los medios de cultivo. Por ejemplo, Wernicke y Kohlenbach (1976) y 

Sunderland y Roberts (1977) introdujeron la técnica de flotación de las 

anteras en un medio líquido en placas Petri. Esto permitía al polen en 

desarrollo una mejor disponibilidad de los nutrientes y también 

eliminaba el efecto de la inhibición competitiva entre los granos de polen 

potencialmente embriogénicos. Esta técnica ha sido utilizada con éxito en 

muchas especies (Tyagi et al., 1979; Xu et al., 1981; Chen y Chen, 1983) 

entre ellas la cebada (Kao, 1981; Kao et al., 1991; Cistué et al., 1994).  

Clapham (1971) fue el primero en describir la respuesta de las 

anteras de cebada en cultivo in vitro, consiguiendo la producción de 

callos. Desde este trabajo inicial se han desarrollado complejos 

procedimientos para la producción de dobles haploides de cebada. Hay 

muchas variaciones en los protocolos de cultivo de anteras pero las 

técnicas están bastante bien establecidas. En todos los casos es esencial 

crecer a las plantas donadoras en condiciones óptimas y posteriormente 

recoger las espigas y las anteras antes de la primera mitosis del grano del 

polen, cuando las microsporas son todavía uninucleadas. Tras los 
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pretratamientos de inducción las anteras se cultivan en un medido 

nutritivo que contiene reguladores del crecimiento y maltosa como fuente 

de hidratos de carbono. Los embriones producidos se subcultivan hasta 

que se producen tallos verdes y entonces se cultivan en un medio 

generador de raíces. Posteriormente, las plantas con raíces se plantan en 

maceta (Powell et al., 1991).  

Todavía no se ha visto todo el potencial del cultivo de anteras. Un 

serio problema en cereales es, como ya se ha dicho, la alta frecuencia de 

plantas albinas que se producen. También se han encontrado problemas 

en la regeneración de plantas desde callo (Powell et al., 1984 y 1986) 

como la inestabilidad genética, las anormalidades cromosómicas y la 

variación somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1983). Estos problemas han 

sido solucionados gracias a una gran mejora en los procedimientos de 

cultivo. Por ejemplo la sustitución de sacarosa por maltosa ha significado 

un incremento en el número de plantas verdes producidas por cultivo de 

anteras (Raquin, 1983; Hunter, 1988; Finnie et al., 1989). La maltosa 

induce la producción de plantas verdes porque promueve la 

embriogénesis directa evitando la problemática fase de callo y 

produciendo plantas genéticamente estables (Finnie et al., 1991). Por otro 

lado, la reducción de la concentración de NH4NO3 y la incorporación de 

glutamina al medio de cultivo son otros factores que incrementan la 

eficiencia de la androgénesis en cebada (Olsen, 1987). Además,  la 

producción de plantas albinas depende también del genotipo. Las 

variedades de cebada que responden mejor al cultivo de anteras son 

variedades de invierno como la variedad Igri que es la utilizada en esta 

tesis (Foroughi-Wehr et al., 1982, Larsen et al., 1991).  

 

 
 



 
  
Introducción  
 
 

 
26 
 

5.2. Cultivo de microsporas 
 
Uno de las mayores desventajas del cultivo de anteras es que la 

inducción y las primeras etapas del desarrollo embriogénico ocurren 

dentro del lóculo de la antera haciendo más difícil el análisis directo de 

los mecanismos de diferenciación que tienen lugar en las microsporas 

(Reynolds, 1997). El cultivo de microsporas, desarrollado más 

recientemente que el cultivo de anteras, ofrece la ventaja de que el tejido 

esporofítico de la pared de la antera no interfiere en el proceso y  el 

desarrollo del embrión puede por tanto ser seguido más directamente 

(Touraev, 1997). 

La inducción de la embriogénesis del polen a partir del cultivo de 

microsporas aisladas se realizó por primera vez en Datura innoxia (Nitsch 

y Norreel, 1973). Para ello se pretrataron los botones florales durante 48 

horas a 3ºC  antes del aislamiento del polen. Las suspensiones de polen 

se cultivaron en medio líquido que había sido preacondicionado mediante 

la adición de un extracto de anteras cultivadas de la misma planta. 

Posteriormente la mayoría de los ensayos en cultivo de microsporas han 

implicado pretratamientos de anteras y el uso de medios acondicionados. 

Estos protocolos hacen igualmente difícil analizar los acontecimientos de 

la inducción asociados con la embriogénesis del polen aunque permiten 

seguir las primeras etapas del desarrollo embriogénico más fácilmente. 

Se han descrito procedimientos de un solo paso para cultivo de 

microsporas en algunas plantas. Los mayores éxitos se han conseguido 

con esta ténica en Brassica napus (Pechan y Keller,1988; Pechan et al., 

1991) y Nicotiana rustica (Kyo y Harada, 1986). Estos dos sistemas tienen 

muchas ventajas para el estudio de la androgénesis: (1) no tienen 

requerimientos de preinducción para la embriogénesis, (2) el medio de 

cultivo está definido y no requiere la adición de reguladores de 
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crecimiento, (3) el desarrollo tiene lugar fuera de la antera y por lo tanto 

es accesible para una posible manipulación y (4) más del 70% de las 

microsporas sufren embriogénesis. 

En cuanto al cultivo de microsporas de cebada, Sunderland y Xu 

(1982) fueron los primeros que tuvieron éxito con cultivo de polen 

desprendido mediante agitación de la espiga aunque no lograron 

regenerar plantas verdes. La mayoría de los estudios posteriores han 

utilizado pretratramientos de las espigas o de las anteras previos al 

cultivo de las microsporas, como Kölher y Wenzel (1985) que sí 

obtuvieron plantas verdes. Sin embargo, Wei et al. (1986) aislaron en 

manitol 0.3M polen de cebada recién recolectado en el estadio de polen 

bicelular joven y fueron capaces de regenerar plántulas a partir de callos 

de polen. Hunter (1988) utilizó un pretratamiento de frío durante 28 días 

a 4ºC, tras el que aisló mecánicamente las microsporas de cebada en 

medio líquido FHG y consiguió regenerar muchas plantas vía 

androgénesis directa. Este procedimiento implicaba colocar las 

microsporas en gotas de medio líquido sobre un medio que contenía agar 

solidificado. También se han obtenido buenos resultados utilizando un 

pretratamiento de inducción con manitol (Hoekstra et al., 1993; Cistué et 

al., 1995; Castillo et al., 2000b). 

Aunque estas técnicas de cultivo de microsporas eliminan algunos 

posibles efectos negativos de los tejidos de la antera en cultivo, que se ha 

visto que ejercen efectos inhibitorios en otras especies y excluyen el 

desarrollo de callos derivados del tejido de la  antera, no se ha 

conseguido obtener resultados tan eficientes para la producción de 

haploides en cebada como con el cultivo de anteras (Forster y Powell, 

1996; Castillo et al., 2000a). Sin embargo el aislamiento de las 

microsporas presenta una ventaja adicional frente al cultivo de anteras 

ya que proporciona mayores oportunidades para la manipulación, tanto 
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para la transformación como para la selección in vitro (Forster y Powell, 

1996). Además es muy útil en los procedimientos de extracción de 

macromoléculas para su análisis bioquímico o molecular como ha 

ocurrido en esta tesis. 

 

6. APLICACIONES DE LA ANDROGÉNESIS  
 

Dentro de las principales aplicaciones de la androgénesis en 

cebada están la producción de haploides y dobles haploides. Otra 

aplicación de la androgénesis es la utilización del cultivo de microsporas 

en la transformación genética de cebada. Por último, el estudio del 

proceso androgénico puede ser utilizado como modelo para estudiar la 

embriogénesis zigótica.   

 

6.1. Estudio del proceso de embriogénesis 
 

La embrigénesis zigótica, ya descrita anteriormente, se desarrolla 

dentro del saco embrionario que está encerrado dentro de diferentes 

capas de tejido esporofítico. Estos tejidos actúan como barreras que 

protegen al embrión pero complican la observación del proceso de 

formación del embrión y también dificultan la extracción de cantidades 

suficientes de material para hacer estudios bioquímicos o moleculares de 

la embriogénesis mediante métodos convencionales. Esto es 

especialmente evidente en el seguimiento de la embriogénesis temprana 

que implica estructuras de un reducido número de células. 

El estudio de la embriogénesis en plantas comenzó con la 

microscopía óptica y se desarrolló posteriormente mediante la utilización 

de técnicas citoquímicas tanto de microscopía óptica como electrónica. 

Estas técnicas abrieron nuevas perspectivas en el estudio de la actividad 
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metabólica de la ovocélula antes y después de la fecundación así como en 

las bases celulares de la polarización y la diferenciación celular desde las 

primeras divisiones del zigoto (rev. Johri et al., 1992). En cuanto al 

análisis de macromoléculas implicadas en la embriogénesis zigótica, los 

resultados se han conseguido sobre todo mediante estudios de mutantes 

de embriogénesis realizados principalmente en Arabidopsis (Meinke, 

1994) y maíz (Clark y Sheridan, 1991; Heckel et al., 1999; Scanlon et al., 

1994) o mediante citología molecular haciendo uso de técnicas 

inmunocitoquímicas o de hibridación in situ (Clark, 1996; Meinke, 1996; 

Raghavan 1997; Arenas-Mena et al.,1999). Paralelamente, las técnicas de 

cultivo de órganos y tejidos han contribuido notablemente al progreso en 

el conocimiento de la embriogénesis. En este sentido fue crucial el 

descubrimiento tanto de la embriogenesis somática como de la 

embriogénesis del polen o androgénica que pueden ser utilizadas como 

modelos para estudiar el desarrollo zigótico temprano sin las dificultades 

que para las investigaciones bioquímicas presenta la inaccesibilidad del 

embrión (Nitsch, 1969). La androgénesis tiene como ventaja que es un 

sistema de fácil seguimiento celular, aún más con los nuevos sistemas 

experimentales que permiten estudiar los cambios que ocurren de una 

manera individualizada (Hause y Hahn, 1998). Además es un sistema 

muy conveniente para la transformación lo que es ventajoso también 

para el estudio de la embriogénesis. Por último, otra importante 

perspectiva para ampliar el conocimiento sobre la embriogénesis 

temprana se ha abierto recientemente al conseguirse la fertilización in 

vitro de plantas (Kranz y Kumlehn, 1999).  
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7. APROXIMACIONES UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DEL PROCESO 
ANDROGÉNICO 

 
Para conseguir una mejor comprensión del proceso androgénico se 

han utilizado diferentes aproximaciones: estudios estructurales y 

ultraestructurales mediante microscopía óptica y electrónica, análisis de 

marcadores moleculares del proceso y análisis genéticos. Estudiaremos  

primero estos últimos para después ahondar en las dos primeras 

aproximaciones que son las que se han utilizado para el desarrollo de 

esta tesis. 

 

7.1. Análisis genéticos 
 

Los análisis genéticos en embriogénesis del polen han estado 

focalizados en las plantas donadoras más que en los proembriones en 

desarrollo. Esto es debido a que la producción de plantas derivadas de 

microsporas en cultivo está determinada en gran medida por el genotipo 

de la planta (rev. Powell, 1990). Los análisis genéticos son útiles para  

ayudar a identificar genes críticos para la androgénesis, como los 

estudios de mapeo mediante RFLP realizados en maíz (Cowen et al., 

1992; Murigneux et al., 1994), y para incrementar la eficiencia de la 

producción de haploides mediante, por ejemplo, la introducción de alelos 

favorables en genotipos recalcitrantes utilizando métodos de mejora 

clásica o técnicas de transformación genéticas. Así se ha hecho por 

ejemplo en patata (Uhrig  y Salamini, 1987) y en trigo (Ghaemi y Sarrafi, 

1994; Giorgi, 1991) ayudando a la expansión de las aplicaciones 

comerciales y agrícolas de los haploides.  
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7.2. Estudios estructurales y ultraestructurales  
 

Los estudios microscópicos pueden proporcionar importante 

información sobre los cambios celulares asociados con la embriogénesis 

en plantas (rev. Rodríguez-García et al., 2000). Los primeros estudios 

ultraestructurales en cultivo de anteras diseñados para identificar 

cambios subcelulares específicos asociados con la embriogénesis 

gamética se realizaron en Nicotiana al principio de los años 70 (Dunwell y 

Sunderland, 1974). Desde entonces, estos estudios han contribuido a la 

identificación de sucesos celulares claves que acompañan a la transición 

de la ruta gametofítica a la ruta esporofítica como son la alteración en el 

ciclo celular, los cambios en la simetría de la división celular y la 

reorganización del citoesqueleto (Hause et al., 1993;  Zaki y Dickinson, 

1991). También han posibilitado la observación de las primeras 

divisiones androgénicas permitiendo conocer así el origen de los 

proembriones androgénicos en una amplia variedad de especies 

(Raghavan, 1986; Reynolds, 1990) y los cambios citológicos que se 

producen en el núcleo (Reynolds, 1984 y 1985; Garrido et al., 1995; 

González-Melendi et al., 1995 y 1996; Testillano et al., 1995; Alché et al., 

2000; Bonet y Olmedilla, 2000) y citoplasma (Dunwell y Sunderland, 

1974; Chen et al, 1984a;  Cho y Zapata, 1988; Zaki y Dickinson, 1990; 

Garrido et al., 1995; González-Melendi, 1995; Touraev et al., 1996a; 

Alché et al., 2000; Bonet y Olmedilla, 2000) asociados con la desviación 

del polen de la ruta gametofítica a la ruta esporofítica. Sin embargo estos 

estudios se han restringido a un pequeño número de especies. Así, 

aunque en 1986 la androgénesis ya habia sido documentada en más de 

170 especies pertenecientes a 28 familias (Raghavan, 1986) sólo se han 

obtenido datos citológicos de menos de 20 especies pertenecientes a 5 de 

estas familias (Rodríguez-García et al., 2000). Una de estas 5 familias es 
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las Poaceae a la que pertenece la cebada en la que se ha estudiado este 

proceso con cierta extensión a nivel citológico 

Además todavía se está lejos de tener una visión completa de los 

cambios ultraestructurales que ocurren durante la desviación de la ruta 

gametofítica y esporofítica y sería prematuro apuntar a un conjunto de 

cambios ultraestructurales como típicos de la inducción y del desarrollo 

de la embriogénesis en el polen de angiospermas (Rodríguez-García et al., 

2000). Es necesario realizar estudios más exhaustivos de este proceso a 

nivel citológico, una mejor caracterización de las diferentes etapas de la 

androgénesis en un número más amplio de especies vegetales y 

conseguir mejoras tecnológicas que ayuden a determinar el destino de los 

diferentes tipos celulares observados durante la inducción de 

androgénica. Son muy prometedoras en este sentido las técnicas 

desarrolladas por Kranz et al. (1998), y Kumlehn et al. (1998) utilizadas 

inicialmente para el cultivo de las células espermáticas, central y 

ovocélula aisladas in vitro. Este sistema experimental de seguimiento in 

vivo ha sido utilizado para el cultivo de microsporas aisladas (Hause y 

Hahn, 1998) haciendo posible estudiar los cambios que ocurren de una 

manera individualizada. 

Por otro lado y en conexión con el siguiente apartado de búsqueda 

de marcadores bioquímicos y moleculares de la androgénesis, la 

información sobre la localización de proteínas y ácidos nucleicos 

obtenida mediante técnicas de citología molecular (inmunocitoquímica e 

hibridación in situ) ha sido escasamente explotada hasta ahora, 

probablemente debido al hecho de que no es fácil aislar y caracterizar 

proteínas y productos de genes específicos de la androgénesis (Rodríguez-

García et al., 2000). Hasta el momento sólo se han publicado unos pocos 

artículos de inmunolocalización de proteínas específicas no 

androgénicas. Así se han localizado mediante inmunofluorescencia 



 
 

 Introducción  
 

 
33 

 

proteínas de choque térmico de 70 kDa en Brassica napus en la etapa de 

inducción de la androgénesis (Cordewener et al., 1995). También han 

sido inmunolocalizados antígenos nucleares durante la inducción de 

embriogénesis del polen en Capsicum annuum (Testillano et al., 1995; 

González-Melendi et al., 1996). Más recientemente, se han realizado 

estudios inmunocitoquímicos utilizando anticuerpos anti-ubiquitina que 

sugieren la implicación de la ruta degradativa de la ubiquitina en la 

inducción androgénica (Alché et al., 2000). La localización temporal y 

espacial de transcritos o de polipéptidos durante la androgénesis puede 

proporcionar valiosas claves sobre su función y su posible papel en el 

proceso embriogénico. 

 

7.3. Búsqueda de marcadores bioquímicos y moleculares 

 

Una de las principales metas en el estudio de la androgénesis es 

determinar cómo se induce a los granos de polen a entrar en una nueva 

ruta de desarrollo para formar embriones en vez de tubos polínicos y 

gametos. La inducción androgénica lleva consigo la síntesis alterada y la 

acumulación de ARNs y proteínas en microsporas potencialmente 

embriogénicas, que conducen a las primeras divisiones esporofíticas 

(Reynolds, 1997). Aunque no se ha establecido aún para ninguna planta 

el mecanismo de esta transformación se han identificado algunos 

marcadores bioquímicos y moleculares de la androgénesis en distintas 

especies. Se han utilizado dos aproximaciones para identificar 

marcadores de desarrollo para androgénesis. En la primera, se han 

utilizado los productos de los genes que se expresan durante la 

embriogenesis zigótica como sondas para embriones del polen en 

diferenciación. Mediante esta estrategia se caracterizó uno de los 

primeros marcadores reconocidos: la glicoproteína de almacenamiento 
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12S encontrada en embriones derivados de microsporas de B. napus 

(Crouch, 1982). Esta proteína se encuentra normalmente en embriones 

zigóticos de Brassica y aunque no aparece hasta el estadio globular de la 

androgénesis, es un marcador útil que demuestra que los embriones no 

zigóticos acumulan proteínas que son características de embriones 

zigóticos. Posteriormente,  Boutilier et al. (1994) aplicando la misma 

aproximación, preparó una biblioteca de ADNc de proembriones 

androgénicos de Brassica y encontró que la expresión de las proteínas de 

almacenamiento de semillas, las napinas, coincidía con la inducción de 

la embriogénesis de microsporas y podía por tanto ser utilizada como un 

marcador para las etapas más tempranas de la inducción.  

La segunda aproximación para la identificación de marcadores de 

desarrollo está basada en una comparación de la expresión de genes 

durante la microgametogénesis y la embriogénesis inducida en 

microsporas.  Para ello Reynolds y Kitto (1992) prepararon una biblioteca 

de ADNc de proembriones jóvenes de polen de Triticum aestivum y la 

analizaron con sondas de ADNc preparadas a partir de polen en 

diferentes etapas de desarrollo identificando los ARNm clonados que 

estaban regulados en el desarrollo y parecían estar conectados con las 

primeras etapas de la diferenciación de los proembriones androgénicos. 

La mayoría de estos clones no han sido identificados pero sí se 

caracterizó un transcrito específico de proembriones, el gen de una 

metalotioneina (EcMt) (Reynolds y Crawford, 1996). Las metalotioneinas 

son proteínas pequeñas ricas en cisteína que tienen capacidad para unir 

con alta afinidad iones metálicos. Estas proteínas pueden jugar un papel 

en el metabolismo de metales relativamente no tóxicos tales como el zinc 

y el cobre y también de metales tóxicos pesados. El transcrito de la EcMt 

está presente sólo en las microsporas potencialmente embriogénicas, en 

los proembriones androgénicos y en embriones zigóticos de trigo, por lo 
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que se puede considerar como un marcador molecular potencialmente 

útil para las primeras etapas de inducción y diferenciación de 

proembriones derivados de microsporas. Utilizando una aproximación 

similar, Zarsky et al. (1995) identificaron un ADNc de una proteína de 

choque térmico de bajo peso molecular (LMHSP) de una biblioteca de 

ARN aislado de granos de polen binucleado de Nicotiana tabacum. Estos 

investigadores encontraron que este gen se expresaba normalmente 

durante las últimas etapas de la ontogenia del polen y su transcripción 

era activada en embriogénesis inducida mediante ayuno, por lo que es un 

ejemplo de regulación de la transcripción asociada con la inducción 

androgénica. Recientemente, Vrinten et al. (1999) mediante una 

biblioteca de cDNAs de las primeras etapas de la embriogénesis del polen 

en cebada consiguieron aislar tres ADNc que no se expresaban en 

microsporas que no habían sufrido ningún tipo de tratamiento: ECA1 

(early culture abundant 1) que no tenía homología con otros genes 

previamente aislados pero que parecía codificar una proteína 

extracelular, que podría ser secretada al medio durante el cultivo y que 

relacionaron con una AGP atípica secretada por cultivos de células de 

zanahoria en suspensión (Baldwin et al., 1993), ECGST (early culture 

glutathione S-transferase) que podría tener un papel en la protección de  

las células del estrés oxidativo durante el proceso de cultivo y ECLTP 

(early culture lipid transfer protein) que tenía homología con proteínas de 

transferencia de lípidos (LTPs) y un patrón similar a una LTP considerada 

como marcador de las primeras etapas de la embriogénesis somática de 

zanahoria EP2 (embryogenesis protein 2) (Sterk et al., 1991). 

Aunque se desconoce la identidad de la mayoría de estos genes, en 

algunos casos parecen estar relacionados con el estrés o asociados  con 

la embriogénesis zigótica. Los genes relacionados con el estrés están 

relacionados con la reprogramación general de la célula o proporcionan 
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algún tipo de protección frente a ese estrés (Reynolds, 1997). Los otros 

genes esporofíticos pueden ser parte de los procesos celulares globales 

observados en el zigoto de las angiospermas relacionados con el 

establecimiento de una población de células meristemáticas (Raghavan, 

1986).  

Conseguir encontrar un mayor número de marcadores es 

importante para ayudar a resolver cuestiones como la secuencia 

temporal en la que se producen los distintos acontecimientos de la 

inducción androgénica, también para saber qué genes se expresan 

durante la androgénesis y por último, para conocer su papel en la 

transformación de las microsporas en proembriones. 

 

8. LA PARED CELULAR EN LOS PROCESOS DE EMBRIOGÉNESIS 
 
La pared celular juega un papel muy importante en la 

embriogénesis al estar implicada en los procesos de división celular, 

elongación y diferenciación. Además ha sido descrito que durante el 

desarrollo del embrión los componentes de la pared celular cambian 

notablemente y  que su expresión génica está estrictamente controlada 

(Carpita & Gibeaut, 1993) y existen evidencias recientes del papel de 

componentes de la pared celular en el establecimiento de la polaridad de 

los embriones, es decir, en la formación del eje apical-basal (rev. Souter y 

Lindsey, 2000). En esta tesis se han estudiado las proteínas 

arabinogalactanos (AGPs), las pectinas y la calosa. 

 
8.1. Proteínas arabinogalactanos  

 
Las proteínas arabinogalactanos también llamadas AGPs 

(arabinogalactan proteins) son uno de los componentes habituales de la 
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pared celular. Las AGPs son probablemente las moléculas más complejas 

de la naturaleza y están presentes en todas las células vegetales desde 

las briofitas a las angiospermas (Majewska-Sawka y Nothnagel, 2000).  

Con el nombre de AGPs se agrupan muy diferentes proteoglicanos con 

moléculas muy complejas compuestas por aproximadamente un 90% 

(peso/peso) de carbohidratos y un núcleo polipeptídico que es muy rico 

normalmente en Hyp y que también tiene abundantes restos de Ala, Ser 

y Thr. Las AGPs pueden estar unidas a la membrana, asociadas a la 

pared, en el espacio que queda entre la membrana y la pared o solubles 

en el citoplasma (Du et al, 1996; Knox, 1996, Majewska-Sawka A. y 

Nothnagel A., 2000). Están situadas normalmente en posiciones donde 

variaciones en sus complejas estructuras pueden servir para marcar la 

identidad celular, estando implicadas en funciones mediadas por la 

superficie celular: comunicación, reconocimiento y adhesión célula-célula 

y célula-matriz y en las interacciones célula-entorno (Clarke et al., 1979; 

Fincher et al., 1983; Pennel et al., 1991; Lord y Sanders, 1992; McCabe 

et al., 1997,  rev. Cheung y Wu, 1999; rev. Majewska-Sawka y Nothnagel, 

2000). Debido a su abundancia, su presencia ubicua y  su localización se 

piensa que son importantes para diferentes y múltiples fases del 

crecimiento vegetal y para el desarrollo desde la embriogénesis a la 

fecundación (Cheung y Wu, 1999). Las AGPs son abundantes en tejidos 

reproductores, tanto masculinos como femeninos: en el estigma ejercen 

una función de adhesión para los granos de polen, intervienen también 

en los mecanismos de discriminación que permiten únicamente la 

entrada de los granos compatibles y también ejercen un papel importante 

en la elongación del tubo polínico (rev. Cheung. y Wu, 1999). En cuanto a 

la embriogénesis, ha sido descrito que hay cambios cuantitativos en las 

AGPs que están probablemente implicados en la iniciación del proceso 

embriogénico y existen datos de que las AGPs tienen un papel tanto en la 
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embriogénesis zigótica como somática (Majewska-Sawka, 1998). Las 

evidencias de que las AGPs están implicadas en la embriogénesis 

somática, derivan principalmente de estudios inmunocitoquímicos 

realizados con los anticuerpos monoclonales JIM4 y JIM8, desarrollados 

respectivamente por Knox et al.(1989) y por Pennell et al. (1991) y que 

reaccionan específicamente con dos tipos diferentes de AGPs. El epitopo 

que reconoce JIM4 está presente en los cultivos de maíz en las células 

periféricas de las masas proembriogénicas pero no en las células no 

embriogénicas (Šamaj et al., 1999a). En embriones somáticos tempranos 

de zanahoria este epitopo puede ser encontrado en la capa dérmica y en 

etapas más avanzadas de la embriogénesis en el tejido provascular del 

ápice de la raíz y de los cotiledones (Stacey et al., 1990). Por otro lado, la 

AGP que reconoce el anticuerpo JIM8 se describió inicialmente como un 

marcador del estado de transición al embrión dentro de las células que 

rodean la masa proembriogénica de las suspensiones de células 

embriógenicas de zanahoria en cultivo (Pennell et al., 1992). 

Posteriormente, se ha demostrado que la mayoría de los embriones 

somáticos se desarrollan a partir de células que carecen del epitopo JIM8 

(Toonen et al., 1996). Recientemente ha sido descrito que el epitopo JIM8 

representa una señal soluble liberada por células no embriogénicas y que 

es regulada por la densidad celular en suspensiones de células de 

zanahoria en cultivo (McCabe et al., 1997). Por último, también se ha 

postulado que las AGPs están implicadas en procesos de muerte celular 

programada (Gao y Showalter, 1999). 

 

8.2. Calosa 
 

La calosa (1-3)-β-D glucano no es un componente habitual de la 

pared celular vegetal, está presente en paredes especializadas y en 
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estructuras asociadas a la pared en ciertas etapas del crecimiento. Se ha 

detectado calosa en las paredes celulares de distintos tejidos que 

incluyen placas celulares, fibras de semillas de almidón, las paredes 

celulares de los microesporocitos, la pared más interna de los tubos 

polínicos, el endospermo y en placas cribosas y zonas de abscisión (Yim y 

Bradford, 1998). También ha sido descrita la formación de depósitos de 

calosa inducida por situaciones de estrés y por infecciones virales y 

fúngicas así como tras la producción de heridas (Yim y Bradford, 1998). 

A pesar de su presencia en muy diferentes tejidos, aún no se conoce su 

función general (rev. Stone y Clarke, 1992). Así, se ha descrito que puede 

servir como matriz para que se depositen otros materiales de la pared 

celular en placas celulares y en los poros de la placa cribosa. También se 

ha pensado que pueda ser un material para el fortalecimiento de la pared 

celular en los pelos de las semillas de algodón (Maltby et al., 1979). 

Además se le ha asignado una función como material de sellado de la 

membrana plasmática en los campos de punteaduras, plasmodesmos y 

poros de la placa cribosa del tejido vascular (Eschrich, 1975) y se ha 

descrito su función como una barrera de permeabilidad especial en las 

paredes de las células madre del polen y en las cubiertas del endospermo 

de melón (Heslop-Harrison, 1964; Yim y Bradford, 1998).  

 
8.3. Pectinas 

 
Los polisacáridos pécticos son uno de los componentes más 

complejos y abundantes (22-35%) de la pared celular primaria de 

dicotiledóneas, gimnospermas y monocotiledóneas no pertenecientes a la 

familia de las gramíneas (O’Neill et al., 1990). En las gramíneas, el 

porcentaje es un poco inferior, las pectinas suponen un 10% de la pared 

celular aunque siguen siendo uno de los componentes mayoritarios (Fry, 
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1985; O’Neill et al., 1990). Las pectinas están formadas por un núcleo de 

α-1,4-D-galacturonanos al que están unidos restos de ramnosa y 

cadenas laterales neutras (Jarvis et al., 1988). Dependiendo de su 

composición se clasifican en homogalacturonanos y 

ramnogalacturonanos (RG-I y RG-II). Dentro de la pared celular las 

pectinas están implicadas en diferentes funciones como la regulación de 

la extensibilidad y de la porosidad de la pared (Fujino e Itoh, 1998), la 

capacidad de intercambio iónico (rev. McCann y Roberts, 1991), la 

adhesión célula-célula (McCann y Roberts, 1991; Carpita y Gibeaut, 

1993; Stephenson y Hawes, 1994), la defensa frente a patógenos (rev. 

Ridley et al., 2001), la elongación celular (Hayashi et al., 1980; Mc Cann 

et al., 1993) y la comunicación célula-célula (rev. Darvill et al., 1992 

Mohnen y Hahn, 1993; Côté y Hahn, 1994) aunque su papel preciso en 

estas funciones está muy lejos de estar claro. Se ha descrito que las 

pectinas están distribuidas a lo largo de las capas de la pared celular con 

variaciones en su grado de metil esterificación (Knox et al., 1990; Liners 

et al., 1992 y 1994; Roy et al., 1994; Casero y Knox, 1995). Los 

anticuerpos JIM5 y JIM7 desarrollados por Knox et al. (1990) permiten 

diferenciar entre las pectinas con bajo grado de esterificación  

reconocidas por el anticuerpo JIM5 y las pectinas con alto grado de 

metilesterificación que se unen al anticuerpo JIM7 (Knox et al., 1990). Su 

localización en diferentes dominios puede reflejar su implicación en 

funciones diferentes y específicas (Roberts, 1990; McCann y Roberts, 

1994).    
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9. PROTEÍNAS DE ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS EN CEBADA: 
HORDEÍNAS 

 

Las semillas de cereales son de una gran importancia económica y 

nutricional ya que suponen la principal fuente de energía para gran parte 

de la población humana y para los animales domésticos. Aunque los 

hidratos de carbono constituyen casi el 70% de la semilla de cebada, las 

proteínas representan un componente fundamental de ésta, suponiendo 

un 10% de su contenido total (diagrama 1).  
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Diagrama 1. Composición del grano de cebada. Fuente: www.infoagro.com  

 

Las proteínas de almacenamiento suponen el 50% de la proteína 

total en los granos de cereales maduros. Osborne en 1924 clasificó las 

proteínas de almacenamiento en cuatro grupos en función de su 

solubilidad: albúminas (solubles en agua), globulinas (solubles en 

soluciones salinas diluidas), prolaminas (solubles en mezclas de alcohol y 

agua) y glutelinas (solubles en soluciones de ácidos o álcalis diluidos). 

Las prolaminas reciben diferentes nombres en los distintos cereales: en 

trigo se denominan gliadinas, en cebada hordeínas, en centeno secalinas, 

en avena  aveninas… Las hordeínas son las principales proteínas de 

almacenamiento del endospermo del grano de cebada y suponen del 35 al 

50% del contenido total proteico en la semilla (Jaradat, 1991). Los 

componentes de la fracción hordeínica se clasifican en 4 grupos de 
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polipeptidos -A, B, C y D- en orden de movilidad decreciente (Køie et al., 

1976; Miflin y Shewry, 1977; Field et al., 1982). Los polipéptidos A no 

son generalmente considerados como una fracción de almacenamiento 

(Miflin y Shewry, 1977). Los grupos B, C y D de polipéptidos están 

codificados por tres loci complejos, designados como Hor-2, Hor-1 y Hor-

3 respectivamente. Las hordeínas D son homólogas a las HMW (high 

molecular weight) gluteninas de trigo y las hordeínas B y C presentan 

diferente composición en azufre. Las hordeínas C son pobres en azufre 

mientras que las hordeínas B, que constituyen el 70-80% del total de las 

hordeínas, son ricas en azufre (Kreis y Shewry, 1989). Las prolaminas de 

trigo (gliadinas), cebada (hordeínas), centeno (secalinas) y avena 

(aveninas) son las responsables de la denominada alergia al gluten cuya 

forma más conocida es la enfermedad celíaca (Marsh, 1992). Debido a la 

toxicidad que produce para los enfermos celíacos la presencia de estas 

proteínas en alimentos, el Dr. Enrique Méndez desarrolló en su 

laboratorio una colección de anticuerpos: R3, R4 y R5 que reaccionan 

con las prolaminas de trigo, que son las que se encuentran normalmente 

en los alimentos humanos, y también con las prolaminas de cebada y 

centeno (Sorell et al., 1998). El anticuerpo R5, que reconoce el epitopo 

potencialmente tóxico QQPFP presente en gliadinas de trigo, hordeínas 

de cebada y secalinas de centeno, es utilizado rutinariamente en un 

sistema de ELISA sandwich elaborado para la cuantificación de estas 

prolaminas en todo tipo de alimentos (Valdés et al., 2003). 

 

10. ¿CÓMO LLAMAMOS A LAS ESTRUCTURAS OBTENIDAS TRAS LA 
INDUCCIÓN ANDROGÉNICA? 

 

Igual que el proceso de producción de embriones haploides a partir 

del cultivo de anteras o microsporas aisladas recibe los nombres de 
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androgénesis, embriogénesis del polen o incluso de una manera más 

genérica embriogénesis gamética, no existe una única forma de designar 

las estructuras que se obtienen tras la inducción androgénica. Así, en la 

literatura nos encontramos con que una misma estructura recibe 

distintos nombres por lo que conviene comentarlos para evitar 

confusiones. 

En esta tesis hemos tratado de dar el mismo nombre a estructuras 

iguales pero, al menos aquí, vamos a hacer referencia a las distintas 

nomenclaturas que se utilizan intentando analizar el porqué de esas 

diferencias. 

Nada más aplicar el tratamiento de choque para inducir la 

androgénesis a las  microsporas vacuoladas, es decir a las microsporas 

en el estadio óptimo para la inducción, se producen divisiones que hacen 

que estas microsporas se transformen. Así, surgen nuevas estructuras 

que son bicelulares, tricelulares o multicelulares. Pues bien, ¿cómo se 

llaman estas estructuras?  Algunos autores las denominan microsporas 

bicelulares o multicelulares puesto que proceden de microsporas que tras 

la inducción androgénica se dividen y son estructuras que se mantienen 

dentro de la exina o en general de la pared de la microspora. Sin 

embargo, en el desarrollo gamétofítico se llama grano de polen o 

simplemente polen a la estructura que resulta de la división de la 

microspora vacuolada y así podemos tener: grano de polen, polen, polen 

bicelular joven o polen bicelular avanzado y en, algunas especies como la 

cebada, polen tricelular. Teniendo en cuenta esto, otros autores llaman a 

estas estructuras polen bicelular o polen multicelular. Pero si se llama 

polen bicelular a este polen que surge de la inducción androgénica no se 

distingue del polen bicelular que se observa en el proceso gametogénico. 

Por ello, también encontramos autores que prefieren llamarlos grano de 

polen bicelular o multicelular embriogénico o para abreviar polen 
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embriogénico o grano embriogénico. En este sentido también existen 

autores que, manteniendo la idea de que estas estructuras proceden de 

las microsporas en cultivo, las llaman microsporas embriogénicas. Pero 

para estas dos formas de designarlas también hay problemas puesto que 

no se sabe con certeza si estas estructuras van a dar lugar a embriones o 

simplemente, después de unas cuantas divisiones van a morir por lo que 

se quedan en microsporas multicelulares o polen multicelular, sobre 

todo, cuando se sospecha no van a evolucionar a embriones. 

Sin embargo, no sólo hay diferencias a la hora de designar a las 

estructuras multicelulares que se mantienen dentro de la exina, sino 

también a estructuras más desarrolladas que surgen en estadios más 

avanzados de la androgénesis. Así, cuando la exina se rompe las 

estructuras que resultan ya no se llaman microsporas o polen 

embriogénico sino proembriones. Otros autores prefieren designarlas 

como estructuras semejantes a embriones (“embryo-like structures”), 

embriones androgénicos o incluso embrioides puesto que son estructuras 

parecidas a las que se forman en el desarrollo del embrión zigótico. 

En esta tesis utilizaremos en general el criterio de designar a las 

estructuras que se producen al inicio de la inducción y se mantienen 

dentro de la exina: grano de polen multicelular o grano de polen 

embriogénico y para abreviar polen multicelular, polen embriogénico o 

grano embriogénico. Cuando la exina ya está rota utilizaremos 

proembrión. Por último, a las estructuras más avanzadas las llamaremos 

embriones androgénicos o estructuras embrionarias.    

 

 

 

 

 



 
 

   

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

JuJuJuJustificación stificación stificación stificación     
y Oy Oy Oy Obbbbjetivosjetivosjetivosjetivos    

 

 



 



 
 

 Justificación y Objetivos  

  
47 

Dado que no se conocen en profundidad los mecanismos de 

la androgénesis, el objeto final de esta tesis es conseguir una mejor 

comprensión de este proceso mediante el estudio celular y molecular de 

la androgénesis en cebada. Para desarrollar este objetivo general se han 

utilizado diferentes aproximaciones que quedan concretadas en los 

siguientes objetivos específicos: 

1. Analizar los cambios citológicos y ultraestructurales que 

se producen en la inducción y primeras etapas de la androgénesis en 

cebada obtenida tanto mediante cultivo de anteras como de microsporas 

aisladas para encontrar marcadores citológicos de este proceso. 

2. Estudiar comparativamente el polen multicelular y los 

proembriones androgénicos obtenidos utilizando ambos métodos. 

3. Estudiar algunos componentes de la pared celular y 

determinar su posible papel como marcadores del proceso androgénico. 

De entre ellos se seleccionaron: la calosa, las pectinas y las proteínas 

arabinogalactanos. 

4. Estudiar la expresión de genes de proteínas de 

almacenamiento (hordeínas) durante la androgénesis dado que son 

fundamentales en la embriogénesis zigótica.  

5. Examinar la expresión en androgénesis de un gen 

implicado en la gametogénesis (poligalacturonasa de polen) para 

determinar si ésta varía en el paso de la ruta gametofítica a la 

esporofítica. 

6. Comprobar la expresión in situ de un gen específico de 

androgénesis de cebada (ECA1). 

7. Evaluar la expresión en androgénesis de dos genes de 

embriogénesis zigótica obtenidos a partir del estudio de mutantes de 

Arabidopsis thaliana que tenían afectada las primeras etapas de la 

embriogénesis zigótica (EMB615 y Naglu). 
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8. Estudiar la expresión de un gen específico de 

endospermo (END1) durante la inducción y primeras etapas de la 

androgénesis para comprobar la existencia de posibles dominios en los 

embriones androgénicos que suplieran la actividad del endospermo en el 

desarrollo zigótico. 
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1. MATERIAL VEGETAL 
 

Para la realización del presente trabajo se utilizaron plantas de 

Hordeum vulgare L. variedad Igri. Estas plantas, tras ser vernalizadas 

durante 6 semanas a 4ºC, fueron trasladadas a cámaras en las que la 

temperatura era 20ºC día y 17ºC noche con un fotoperiodo de 16 horas 

luz y 8 horas oscuridad y se fertilizaron con N:P:K (20:20:20) una vez 

cada dos semanas (Cistué et al., 1994).  

Para los ensayos de extracción y análisis de gliadinas durante el 

desarrollo zigótico en trigo se utilizaron plantas de Triticum aestivum L. 

variedad Yécora que crecieron en la finca experimental del CIFA de 

Granada. 

A partir de estas plantas se obtuvieron las anteras para la 

inducción de androgénesis mediante cultivo de anteras y cultivo de 

microsporas y para el seguimiento del desarrollo gametofítico. Por otro 

lado, tras la antesis se diseccionaron sacos embrionarios  2, 4, 6, 8, 10 y 

12  DPA (días postantesis) y semillas maduras para los ensayos de 

desarrollo zigótico. Además, con la ayuda de una lupa, se diseccionaron 

embriones zigóticos de sacos embrionarios recolectados 14 días después 

de la antesis. Tanto las muestras del desarrollo gametofítico y zigótico 

como los embriones aislados fueron procesados para su estudio celular 

mediante microscopía óptica y electrónica. Para los ensayos de expresión 

génica y de proteínas, cuando las  extracciones de ácidos nucleicos y 

proteínas no se podían realizar en el momento, las muestras fueron 

congeladas en N2 líquido y guardadas a -80ºC hasta el momento de la 

extracción. 
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2. DETERMINACIÓN DE LAS FASES DE DESARROLLO DEL POLEN 
 

Para la determinación del estadio de desarrollo en el que se 

encontraban los granos de polen dentro de las anteras se utilizó la 

tinción con DAPI (Vergne et al., 1987).  

Cuando se tomaron las anteras para la tinción con DAPI se 

analizaron además una serie de parámetros morfométricos como  la 

distancia del último nudo a la hoja bandera y el color que presentaban 

las espigas y las anteras, para poder determinar posteriormente de visu 

el estadio de desarrollo de los granos de polen que contenían las anteras. 

Establecer  una serie de relaciones entre el estadio de desarrollo del 

grano de polen y estos parámetros facilitó posteriormente la toma de 

anteras para llevar a cabo la inducción androgénica y el seguimiento del 

desarrollo gametofítico.  

 
2.1.Tinción con DAPI sobre aplastados  

 

El DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) es un fluoróforo que se une al 

ADN y emite fluorescencia de color azul (λ= 488nm) que permanece sin 

desvanecerse durante bastante tiempo.  

Se preparó en primer lugar una solución stock de concentración 

10µg/ml en agua destilada que se puede guardar durante meses a 4ºC. 

Antes de su utilización, la solución de tinción se diluyó diez veces y se 

añadió Tritón X-100 a una concentración final del 1% para permeabilizar 

la membrana y ayudar al fluorocromo a penetrar en el grano de polen. 

En primer lugar se diseccionaron las anteras con la ayuda de unas 

pinzas y se fijaron inmediatamente en Carnoy (etanol 70%:ácido acético, 

3:1) durante al menos veinte minutos. Tras la fijación se eliminó el fijador 

y se añadió a las anteras la solución de tinción en la que permanecieron 

durante como mínimo diez minutos, pudiéndose conservar en esta 
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solución a 4ºC durante semanas. Para la observación se aplastó una 

antera sobre un portaobjetos para hacer salir a los granos de polen, se 

añadió unas gotas de la solución de DAPI  y se puso un cubre. 

La observación se realizó en un microscopio óptico Zeiss Axioplan 

equipado con un equipo de epifluorescencia utilizando irradiación 

ultravioleta de λ=366nm. Se tomaron fotografías con una cámara 

acoplada al microscopio de fluorescencia utilizando películas de 100 asas 

ó directamente con una cámara digital Canon también acoplada al 

microscopio.  

La tinción con DAPI también se utilizó para seguir la evolución de 

los núcleos en la inducción y primeras etapas de la androgénesis 

obtenida mediante cultivo de anteras y cultivo de microsporas. Para ello, 

además de la tinción sobre aplastados se utilizó la tinción con DAPI de 

secciones semifinas. Para esta tinción se añadió sobre los cortes 

recogidos en un portaobjetos la solución de DAPI y se cubrió con un 

cubreobjetos y se procedió igual que en el caso de la tinción sobre 

aplastados. 

 

3. INDUCCIÓN DE ANDROGÉNESIS 
 
Para la inducción de androgénesis en la cebada se utilizaron tanto 

el cultivo de anteras como el de microsporas aisladas. En ambos casos se 

tomaron espigas que contenían microsporas en el estadio de microspora 

vacuolada y posteriormente se esterilizaron con etanol al 70%. La 

inducción androgénica se realizó empleando diferentes pretratamientos 

de estrés, después de los cuales, se realizaron los cultivos utilizando los 

medios que se detallan en la tabla 2. En todos los casos tanto el 

pretratamiento de inducción como la posterior puesta en cultivo se 

realizó en condiciones estériles bajo una campana de flujo laminar. 

  



 
 

Materiales y Métodos  
 

 
54 

Macronutrientes FHG(mg/ml) MMS3(mg/ml) 
KNO3 1900 1400 

NH4NO3 165 300 

KH2PO4 170 170 

CaCl2. 2H2O 440 440 

MgSO4.7H2O 370 370 

Micronutrientes   

MnSO4.4H2O 22.3 22.3 

ZnSO4.7H2O 11.7 8.6 

H3BO3 6.2 6.2 

KI 0.83 0.83 

NaMoO4.2H2O 0.25 0.25 

CuSO4.5H2O 0.025 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 0.025 

FeNa2EDTA 40 40 

Vitaminas   

Tiamina-HCl 0.4 0.4 

Piridoxina-HCl  0.5 

Ácido nicotínico  0.5 

   

Mioinositol 100 100 

Glutamina 730 500 

Maltosa 62000 90000 

   

Hormonas   

Quinetina  0.5 

NAA  2 

BAP 1  

pH 5.8 5.7 

 
Tabla 2. Componentes de los medios de cultivo FHG y MMS3 utilizados para 

cultivo de anteras y cultivo de microsporas respectivamente. BAP:bencilaminopurina, 

NAA:ácido naftalenacético. 
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3.1. Inducción androgénica mediante cultivo de anteras 
 
Se utilizaron dos pretratamientos de estrés para inducir la 

androgénesis: 

1. Estrés por ayuno y alta presión osmótica utilizando 

manitol, un azúcar no metabolizable 

2. Estrés por choque frío. 

 

3.1.1. Pretratamiento de estrés: inducción con manitol 

Se empleó el método desarrollado en el grupo del Dra. Mª Pilar 

Vallés (Cistué et al., 1994) que básicamente consistió en la esterilización 

de las espigas que contenían microsporas vacuoladas con etanol al 70%, 

la posterior disección de las anteras del centro de la espiga con la ayuda 

de unas  pinzas y su distribución convenientemente separadas sobre 

manitol 0.7M solidificado con 8g/l de agarosa en placas Petri de 6 cm de 

diámetro. En estas placas permanecieron a 25ºC durante 4 días en 

ausencia de luz. Tras el pretratamiento las anteras se pasaron 

directamente al medio de cultivo líquido.Para el cultivo se escogieron 15 

anteras transparentes de las anteras previamente sometidas al 

pretratamiento y se cultivaron en placas Petri de 3 cm de diámetro que 

contenían 1.5ml de medio líquido FHG (Hunter, 1988; Hu 1996) 

suplementado con 200g/l de Ficoll 400 (FHG-F200) para evitar que las 

anteras se hundiesen en el medio líquido y prevenir las condiciones 

anaeróbicas (Kao, 1981).  Transcurridos de 9 a 12 días de cultivo se 

añadió a cada placa 400g/l de Ficoll (FHG-F400) (Cistué et al., 1999). Los 

componentes del medio FHG aparecen en la tabla 2. 

 
3.1.2. Pretratamiento de estrés: choque frío 

Se siguió básicamente el método descrito por Huang y Sunderland 

(1982) con ligeras modificaciones. Se recolectaron las espigas cuando las 



 
 

Materiales y Métodos  
 

 
56 

microsporas se encontraban en el estadio de microspora vacuolada y se 

esterilizaron en superficie con etanol al 70%. A continuación se pasaron 

a placas Petri de 10 cm de diámetro. Para mantener la humedad, se 

introdujo además en la placa otra placa Petri pequeña de 3 cm de 

diámetro con 2 ml de agua estéril. Las placas fueron selladas con 

parafilm y las espigas fueron incubadas en oscuridad a 4ºC durante dos 

semanas. 

Para el cultivo, tras el pretratamiento de frío durante dos semanas, 

las espigas fueron esterilizadas en superficie con lejía al 20% durante 20 

minutos. A continuación se extrajeron las anteras y se depositaron en 

placas Petri que contenían un medio sólido derivado del medio MS 

(Murashige y Skoog, 1962), el medio MMS3 (Hu y Kasha, 1997) 

suplementado con 60g/l de maltosa y solidificado con 6.5g/l de agarosa. 

El cultivo se realizó a 26ºC en ausencia de luz. 

Para los estudios de microscopía óptica y electrónica se procesaron 

anteras control que no habían sido sometidas a ningún tipo de 

tratamiento (A0), anteras justo después de los pretratamientos de 

inducción tanto de ayuno (A4) como de frío (F15) y anteras cultivadas 

durante diferente número de días en los medios ricos tras los 

pretratamientos de estrés (C3,C6,C9 y C13). 
 
3.2. Inducción de androgénesis mediante cultivo de microsporas 
aisladas 

 

Se siguió básicamente aunque con ligeras modificaciones el 

protocolo de Olsen (1991) desarrollado en el grupo de la Dra. Beata 

Barnabás. 
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3.2.1. Pretratamiento de inducción 

Se diseccionaron las anteras en condiciones de esterilidad y se 

dispusieron convenientemente separadas en placas Petri de 6 cm que 

contenían manitol 0.3M. Las anteras permanecieron en este medio 

líquido durante 3 días a 26ºC en oscuridad. 

  

3.2.2. Aislamiento de las microsporas   

Tras el pretratamiento, se aislaron las microsporas fueron aisladas 

a partir de las anteras utilizando un homogenizador a velocidad mínima 

para que las microsporas no se rompieran. Este procedimiento se repitió 

3 veces durante 5 segundos y se recogieron las microsporas en la 

solución de manitol.  Posteriormente se filtró este homogenizado 

utilizando un filtro de 100µm y se centrífugó a 50g durante 5 minutos en 

una centrífuga de mesa. El precipitado se resuspendió en 2ml de manitol 

y se realizó el test del FDA (diacetato de fluoresceina) para comprobar la 

viabilidad de las microsporas. Las microsporas se purificaron mediante 

centrifugación en  gradiente de maltosa según el método descrito por 

Mordhorst y Lörz (1993). Para ello se añadió cuidadosamente el manitol 

con las microsporas sobre 6 ml de maltosa al 21% esterilizada mediante 

filtración  y se centrifugó durante 10 minutos a 80g en una centrífuga 

oscilante. La capa superior que contenía las microsporas viables se 

recogió y se diluyó en 8-10ml de medio MMS3 suplementado con maltosa 

a una concentración de 60g/l.  

 

3.2.3. Cultivo en el medio de inducción 
Antes de la puesta en cultivo se centrifugó a 50g durante 5 

minutos, se resuspendió el precipitado en 970µl de medio MMS3-maltosa 

y se diluyó este volumen con medio MMS3-maltosa hasta conseguir una 

concentración de 200000 microsporas vivas/ml. Los cultivos se 



 
 

Materiales y Métodos  
 

 
58 

realizaron en un volumen de 500 µl en placas multiagujero a 26ºC en 

presencia de luz. 

 

3.2.4. Test de viabilidad del FDA 

La solución stock se preparó diluyendo el FDA (diacetato de 

fluoresceína) en acetona a una concentración final de 2 µg/ ml. Esta 

solución se puede conservar durante meses a -20ºC. Antes de su 

utilización se diluyeron 5 µl de la solución stock en 500 µl de acetona  

que contenía sacarosa al 9% y se  añadió una gota de esta solución a  

nuestro material. Para su observación se esperó de 2 a 5 minutos en el 

caso de las microsporas y de 2 a 60 minutos en el caso de las anteras y 

las preparaciones se observaron utilizando el microscopio de 

fluorescencia anteriormente descrito (λexcitación=480nm; λemisión=520nm) de 

manera que las microsporas vivas presentaban fluorescencia verde 

mientras que las muertas permanecían con su autofluorescencia 

amarilla. 

Para su posterior estudio mediante microscopía óptica y 

electrónica se procesaron anteras control que no habían sido sometidas a 

ningún tipo de tratamiento (A0), microsporas aisladas mediante 

centrifugación en gradiente de maltosa tras el pretratamiento de estrés 

con manitol (A3) y microsporas cultivadas durante diferente número de 

días en medio rico tras el pretratamiento de estrés (C3,C6,C9,C13 y C18). 

Estas mismas muestras fueron ultracongeladas en nitrógeno 

líquido y almacenadas a –80ºC hasta la extracción posterior de ADN, ARN 

y proteínas para los estudios de expresión génica y de proteínas. 
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4. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL PARA MICROSCOPÍA ÓPTICA Y 
ELECTRÓNICA  

 

Se utilizaron dos metodologías distintas: 

1. Para el seguimento de la evolución morfológica y ultraestructural 

de nuestros embriones se utilizó una fijación severa incluyendo una 

postfijación en osmio y una inclusión en una resina epoxi, el Epón, con 

lo que se consiguió una mejor preservación estructural. 

2. Para las inmunocitoquímicas y las hibridaciones in situ es 

necesario que tanto las proteínas como los ácidos nucleicos estén 

accesibles a las sondas y anticuerpos, además es necesario que estos 

últimos puedan penetrar fácilmente; por ello, en estos casos se utilizó un 

fijador más suave, no se realizó post-fijación y se incluyó en una resina 

acrílica, el Unicryl (British Bio Cell International, Cardiff, U.K.). 

 

4.1. Procesamiento para visualización de estructura y 
ultraestructura 

 

4.1.1.Fijación  

El material fue fijado a 4ºC inmediatamente después de ser 

recogido. Se utilizó como fijador el Karnovsky (Karnovsky, 1965), una 

mezcla de paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 2% en tampón 

cacodilato 0.05M que se preparó en el momento de su uso como a 

continuación se especifica: 

Se disolvió calentando al baño María 1 g de paraformaldehido en 6 

ml de H2O destilada a la que se añadieron 2 o 3 gotas de NaOH 1M. A 

continuación se dejó enfriar la disolución y se añadieron 2 ml de 

glutaraldehido al 25% y 12.5 ml de tampón cacodilato 0.1M pH 7.2. Se 

ajustó el pH a 7.2 y se llevó a un volumen de 25 ml con agua bidestilada. 
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La preparación del fijador y la fijación de las muestras se realizó 

con guantes y bajo campana debido a que se desprenden gases tóxicos. 

Tras poner las muestras en el fijador se aplicó vacío a las muestras 

varias veces para hacer que éstas se hundieran y penetrara mejor el 

fijador. 

A continuación se eliminó el fijador mediante 3 lavados de 30 

minutos con tampón cacodilato 0.05M. 

Posteriormente se realizó una postfijación con tetróxido de osmio 

al 2% en tampón cacodilato 0.05M  durante 2 horas a 4ºC. Tanto la 

preparación como la posterior manipulación del tetróxido de osmio se 

realizó con guantes y bajo campana debido a su elevada toxicidad. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 30 minutos con 

cacodilato 0.05M a 4ºC para eliminar los restos de tetróxido de osmio. 

 

4.1.2. Deshidratación 

A continuación se deshidrató utilizando un gradiente creciente de 

etanol: 

•  Etanol 30%: 1 hora (4ºC). 

•  Etanol 50%: 1 hora (4ºC). 

•  Etanol 70%: 1 noche (4ºC). 

•  Etanol 90%: 1 hora (4ºC). 

•  Etanol 100%: 1 hora (4ºC). 

•  Etanol 100%:  3 veces 1 hora (4ºC). 

 

4.1.3. Inclusión en Epón 

El Epón es una resina epoxi soluble en óxido de propileno. Las 

muestras pasaron por las siguientes soluciones: 

•  Óxido de propileno 5 minutos. 

•  Óxido de propileno:Epón, en proporción 3:1, 1 hora (4ºC). 
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•  Óxido de propileno:Epón, en proporción 1:1, 1 noche(4ºC). 

•  Óxido de propileno:Epón, en proporción 1:3, 1 hora (4ºC) 

•  Epón puro, 1 noche (4ºC). 

•  Epón puro, 3 horas (4ºC). 

 

4.1.4.Polimerización 

Para la polimerización se colocaron las muestras con la 

orientación adecuada en el fondo de unas cápsulas de gelatina que 

contenían una gota de resina. Tras lo cual se rellenaron las cápsulas de 

resina y se dejaron polimerizar durante dos días en una estufa a 60ºC. 

Todos los pasos de la inclusión y polimerización se realizaron con 

guantes y bajo campana puesto que se trata de compuestos tóxicos por 

inhalación y contacto.  

 

4.2. Procesamiento para inmunocitoquímicas e hibridaciones in situ 

 

4.2.1. Fijación  

 Se fijó con una mezcla de paraformaldehído al 4% y 

glutaraldehído al 0.2% en tampón cacodilato 0.05M. 

Se eliminó el fijador mediante 3 lavados de 30 minutos con 

cacodilato 0.05 M. 

 

4.2.2. Deshidratación 

Se deshidrató utilizando un gradiente creciente de etanol: 

•  Etanol 30%: 1 hora (4ºC). 

•  Etanol 50%: 1 hora (4ºC). 

•  Etanol 70%: 1 noche (4ºC). 

•  Etanol 90%: 1 hora (4ºC). 

•  Etanol 100%: 1 hora (4ºC). 
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•  Etanol 100%:  3 x 1 hora (4ºC). 

 

4.2.3. Inclusión en Unicryl  

•  Etanol: Unicryl , en proporción 3:1 durante 3 horas (4ºC). 

•  Etanol: Unicryl , en proporción 1:1 toda la noche (4ºC). 

•  Etanol: Unicryl , en proporción 1:3 durante 3 horas (4ºC). 

•  Unicryl  puro toda la noche (4ºC). 

•  Unicryl  puro 3 horas (4ºC). 

•  Unicryl  puro toda la noche (4ºC). 

 

4.2.4. Polimerización 

Para la polimerización se procedió igual que en el caso del Epón, 

se colocaron las muestras con la orientación adecuada en el fondo de 

unas cápsulas de gelatina donde se había depositado una gota de resina 

y posteriormente se rellenó hasta el borde de la cápsula con más resina. 

Tras esto las cápsulas se cerraron porque la presencia de oxígeno 

interfiere en la polimerización del Unicryl. La polimerización se realizó 

con luz ultravioleta a -20ºC durante 3 días. 

Al igual que con la fijación e inclusión en Epón todos los pasos 

excepto la deshidratación se realizaron bajo campana y con guantes por 

la toxicidad de los componentes. El Unicryl además presenta un peligro 

adicional su alta volatilidad que lo hace más alergénico. 

 

4.3.Obtención de cortes semifinos 
 

Para la obtención de cortes semi y ultrafinos se utilizó un 

ultramicrotomo "Ultracut E" Reichert Jung. En primer lugar, se tallaron 

las muestras ya incluidas en resina y polimerizadas. Para ello se 

colocaron las muestras en el soporte porta-cápsulas del microtomo y se 

talló con la ayuda de una cuchilla de afeitar una pirámide con una base 
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con forma de trapecio que contenía el material biológico. Los cortes 

semifinos, de aproximadamente 1 µm de espesor, se realizaron con una 

cuchilla de vidrio sobre la cual se montó una balsa llena de agua en la 

que, una vez realizados los cortes, flotaban las secciones. Estos cortes 

fueron recogidos con la ayuda de un asa de siembra  y depositados sobre 

una gota de agua en un portaobjetos. El portaobjetos se colocó una placa 

calefactora para que el agua se evaporara lentamente quedando el corte 

estirado y adherido al portaobjetos. 

  

4.4. Tinción de cortes semifinos para su observación al microscopio 
óptico 

 
Para conseguir una mejor visualización de las estructuras 

celulares se utilizó una solución de azul de metileno/ azul de toluidina / 

bórax que se preparó disolviendo 0.5g de bórax en 30ml de agua 

destilada para lo que se calentó al baño María. A continuación se le 

añadieron 0.25g de azul de metileno y 0.25g de azul de toluidina, se 

enrasó a 50 ml y se filtró la solución. 

Para teñir los cortes semifinos ya adheridos al portaobjetos se 

cubrieron los cortes con una gota del colorante y se dejó actuar durante 

un tiempo que varió dependiendo del tipo de tejido. Transcurrido este 

tiempo se eliminó el resto de colorante lavando con agua bidestilada y se 

dejó secar de nuevo el portaobjetos sobre la placa calefactora. 

Para poner las preparaciones en definitivo se utilizó como medio de 

montaje el Merckoglass. Se dispuso una gota sobre la preparación y se 

colocó sobre ella un cubreobjetos. 

Las secciones se observaron utilizando un microscopio Zeiss 

Axioplan y se obtuvieron fotografías mediante una cámara digital Canon 

Power Shot S40 acoplada a este microscopio.  
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4.5.Obtención de cortes ultrafinos  

 

Se visualizaron los cortes semifinos al microscopio óptico y se 

identificó la región cuya observación al microscopio electrónico era de 

interés. Con la ayuda de la lupa del ultramicrotomo se localizó esa región 

en el bloque y se talló una nueva pirámide más pequeña, de 

aproximadamente 1 mm de lado, que la contenía. Los cortes ultrafinos, 

cuyo espesor variaba de 60 a 80 nm,  se realizaron con cuchilla de vidrio 

o diamante y al igual que los cortes semifinos, quedaron flotando sobre la 

balsa. El color de los cortes variaba según su espesor, siendo los de 80 

nm de color gris plateado. Para ayudar a su recolección se agruparon 

utilizando una pestaña adherida al borde de un palillo. Una vez 

agrupados se recogieron por contacto con una rejilla de níquel. Las 

rejillas habían sido recubiertas con anterioridad con una película de 

formwar al 0.3% en cloroformo que proporcionaba una mayor estabilidad 

a los cortes facilitando su posterior manipulación.  

 

4.5.1 Recubrimiento de las rejillas con formwar  

Se preparó una disolución de formwar al 0.3% que se vertió sobre 

un embudo cilíndrico que había sido limpiado previamente dos veces con 

cloroformo. Este embudo tenía un diámetro ligeramente superior al de la 

anchura de un portaobjetos y disponía de una llave que permitía la 

salida del líquido a velocidad constante. Se introdujo en el embudo un 

portaobjetos limpio y se abrió la llave para que saliera el formwar. A 

continuación se sacó el portaobjetos y se dejó secar al aire. Cuando éste 

estaba seco se rasparon los bordes del portaobjetos con una cuchilla y se 

introdujo el portaobjetos en un recipiente con agua bidestilada de 

manera que la película de formvar se desprendía y quedaba flotando. A 

continuación, con la ayuda de unas pinzas finas, se colocaron las rejillas 
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sobre el formwar dejando la cara mate en contacto con la película. Las 

rejillas se recogieron con otro portaobjetos recubierto de una etiqueta 

adhesiva, este se hundía sobre un extremo de la película de formvar de 

manera que las rejillas quedaban entre el formwar y la etiqueta adherida 

al portaobjetos. Antes de la utilización de las rejillas se comprobó en el 

microscopio electrónico el grado de espesor de las películas y su 

homogeneidad.  

 
4.6. Tinción de cortes ultrafinos para la observación de su 
ultraestructura mediante microscopía electrónica  

 
Las rejillas se contrastaron en primer lugar con acetato de uranilo 

y posteriormente con citrato de plomo. 

 

4.6.1. Acetato de uranilo 

Se preparó una disolución de acetato de uranilo al 5% que se 

protegió de la luz con papel de aluminio y se guardó a 4ºC.  Antes de su 

utilización, se centrifugó esta solución a 12000g durante 2 minutos. Se 

tomó una gota de la parte superior del tubo y se depositó sobre un papel 

parafilm. A continuación, se hizo flotar la rejilla, protegiéndola de la luz, 

sobre esta solución durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se lavó 

la rejilla con abundante agua bidestilada, se secó y se depositó sobre 

papel de filtro Whatman con los cortes dispuestos hacia arriba. 

 

4.6.2. Citrato de plomo 

La tinción con citrato de plomo incrementa el contraste obtenido 

con el acetato de uranilo.  

El citrato de plomo se preparó disolviendo 0.665g de nitrato  

plumboso y 0.835g de citrato sódico dihidratado en 30 ml de agua 

bidestilada. Se dejó reposar durante al menos 30 minutos y se añadió 4 



 
 

Materiales y Métodos  
 

 
66 

ml de NaOH 1N. A continuación se enrasó a 25 ml con agua bidestilada y 

se diluyó con NaOH 0.01N en proporción 1:8 (citrato de plomo:NaOH 

0.01N). 

Al igual que con el acetato de uranilo, se centrifugó el citrato de 

plomo durante dos minutos antes de ser utilizado. Tras la centrifugación 

se depositaron sobre el papel parafilm gotas de citrato de plomo y sobre 

estas se dispusieron las rejillas con los cortes en contacto con el reactivo 

durante 1 minuto. La tinción con citrato de plomo es delicada ya que éste 

puede precipitar al combinarse con el CO2 del aire formando carbonato 

de plomo. Por esto, la tinción se realizó dentro de una placa Petri 

recubierta de parafilm en las que se dispusieron alrededor unas lentejas 

de sosa que producían una atmósfera seca que impedía que el citrato de 

plomo precipitase. A continuación las rejillas se lavaron con agua 

bidestilada a chorro y se secaron con papel Whatman. 

 

5. TÉCNICAS CITOQUÍMICAS  

 

5.1.Técnicas para microscopía óptica 

 

Para la realización de las citoquímicas al microscopío óptico los 

cortes semifinos del material de interés se recogieron sobre portaobjetos 

que habían sido tratados previamente con TESPA. 

 

5.1.1. Tratamiento de los portas con TESPA  

El TESPA (3-aminopropiltrietoxi-sileno) es un reactivo que hace 

que los cortes se adhieran a los portaobjetos evitando así que se pierdan 

en los sucesivos tratamientos a los que se les somete en los protocolos de 

citoquímica, inmunocitoquímica e hibridación in situ.  
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En primer lugar los portaobjetos fueron lavados con mezcla 

sulfocrómica durante toda la noche, después se lavaron repetidamente 

con agua bidestilada y se secaron a 60ºC durante varias horas. Una vez 

secos se introdujeron  durante 5 minutos en jarras Coplin que contenían 

TESPA al 3% en acetona. Posteriormente se lavaron dos veces con 

acetona, dos veces con agua bidestilada y se dejaron secar a temperatura 

ambiente. 

 

5.1.2. Detección de proteínas mediante el método de la cloramina T-

reactivo de Schiff  

Para la realización de la citoquímica todas las incubaciones se 

realizaron sumergiendo los portas que contenían los cortes de interés en 

jarras Coplin con las diferentes soluciones. En primer lugar se incubaron 

los portas en Cloramina T al 2% en tampón fosfato 0.1M pH 7.2 durante 

4 horas a 40ºC . Tras lavar con agua destilada se lavó con tiosulfato 

sódico al 5% durante 10 minutos. Después se trataron los portas durante 

2 horas a 40ºC y oscuridad con el reactivo de Schiff. Transcurrido este 

tiempo se lavaron una vez con agua destilada, tres veces con agua 

sulfurosa (metabisulfito sódico al 0.5%) durante 5 minutos cada vez y 

tras lavar de nuevo con agua destilada se dejaron secar durante 15 

minutos. 

Preparación del reactivo de Schiff.  Se disolvieron 0.5g de fuchsina 

básica en 100 ml de ClH 0.15 N y se añadieron 0.5 g de metabisulfito 

sódico, agitando cada dos horas hasta su disolución. Posteriormente se 

añadieron 300 mg de carbón activo para decolorar, se agitó 5 minutos y 

se filtró hasta conseguir un filtrado claro y sin color. Este reactivo puede 

conservarse en nevera, protegiéndolo de la luz durante 2 meses. 
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5.2. Técnicas para microscopía electrónica 
 

5.2.1 Detección de proteínas mediante digestión con proteinasa K 
Para determinar la posible naturaleza proteica de los depósitos 

encontrados en la pared mediante microscopía electrónica se incubaron 

las secciones ultrafinas recogidas en rejillas de níquel  con proteinasa K 

en diferentes concentraciones (de 20 a 200µg/ml) durante 30 minutos a 

37ºC. Transcurrido este tiempo se lavaron las rejillas con agua, se 

secaron con papel Whatman y se contrastaron con acetato de uranilo al 

5% como se explicó con anterioridad. 

 

5.2.2. Determinación de cationes mediante tratamiento con EDTA 

Para determinar el carácter catiónico mediante microscopía 

electrónica se hicieron flotar las rejillas que contenían cortes ultrafinos 

sobre gotas de una solución de EDTA 0.2M durante 40 minutos a 

temperatura ambiente. A continuación las rejillas fueron lavadas con 

agua, secadas con papel Whatman y teñidas con acetato de uranilo como 

se ha descrito con anterioridad. 

 

6. MICROSCOPÍA ANALÍTICA DE RAYOS X 
 

Para el análisis de rayos X de los depósitos de la intina se utilizó 

un microscopio electrónico de transmisión Philips CM-20 de alta 

resolución en modo STEM que tenía acoplado un espectrómetro de 

energía dispersiva de rayos X y un analizador EDAX. Las secciones 

ultrafinas de 60-80 nm fueron recogidas en rejillas de níquel sobre las 

que se depositó posteriormente una película de carbón. El análisis se 

realizó a 200 kV y el tamaño de la sonda del espécimen era de 70Å de 
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diámetro. Se hizo una media de 2000 cuentas por segundo durante 100 

segundos y el ángulo de toma utilizado fue de 40º. 
 
7. TÉCNICAS INMUNOCITOQUÍMICAS  
 
7. 1. Inmunocitoquímicas para microscopio óptico 
 

Se localizaron hordeínas/gliadinas, calosa y pectinas mediante 

inmunofluorescencia. Para ello se utilizaron los anticuerpos: anti-calosa, 

un monoclonal comercial obtenido en ratón; JIM5 y JIM7 que fueron 

cedidos por el Dr. Roberts del John Innes Centre, U.K.  y fueron 

obtenidos en rata y, por último, anti-hordeínas (R3, R4 y R5), 

anticuerpos monoclonales obtenidos en ratón y cedidos por el Dr. 

Enrique Méndez de la Unidad de Análisis Estructural de proteínas del 

CNB (Madrid). El anticuerpo secundario utilizado estaba conjugado con 

fluoresceína. 
Se realizaron los siguientes tratamientos sobre los portaobjetos 

que contenían los distintos cortes semifinos. En primer lugar se lavaron 

con PBS durante 5 minutos en jarra Coplin y se bloquearon con BSA al 

5% y Tween 20 al 0.1% en PBS durante 1h a temperatura ambiente. Tras 

el bloqueo se incubaron con los anticuerpos primarios: anticalosa, JIM5, 

JIM7 y anti-gliadinas (R3, R4 y R5)  diluidos en proporción 1:50 en BSA 

al 0.5% y Tween 20 al 0.01% en PBS. Se depositaron 20 µl de la dilución 

de anticuerpo sobre los cortes y se cubrieron con papel parafilm. La 

incubación se realizó en una cámara húmeda a 4ºC durante toda la 

noche. Después, tras lavar 3 veces durante 15 minutos con PBS en jarra 

Coplin, se incubaron con los anticuerpos secundarios: anti-ratón IgG 

marcado con FITC diluido en proporción  1:100 en BSA al 0.5%  y Tween 

20 al 0.1% en PBS para la calosa; en proporción 1:40 en BSA al 1% en 
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PBS para las hordeínas/gliadinas y anti-rata IgG FITC para JIM5 y JIM7 

diluido en proporción 1:100 en BSA al 0.5%  y Tween 20 al 0.1% en PBS. 

La incubación se realizó en cámara húmeda y en completa oscuridad 

durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente se lavaron las 

preparaciones tres veces con PBS a temperatura ambiente y en 

oscuridad, durante 20 minutos cada vez; se añadió un antidesvanecedor 

para evitar la extinción de la fluorescencia, se colocó un cubreobjetos y 

se observó en el microscopio de fluorescencia anteriormente descrito. 

Estas preparaciones se pueden conservar a –20ºC en completa oscuridad 

durante al menos un mes. 

 

7.1.1. Preparación del PBS 

Se preparó una disolución 10x que se puede conservar durante 

bastante tiempo a temperatura ambiente. Para ello se disolvieron en agua 

bidestilada 5.68g de  Na2HPO4 (80mM), 0.9g  de KH2PO4 (15mM), 38.0g 

de NaCl (1.3mM) y 0.84g  de KCl (30mM). Se ajustó el pH 7.2 y se enrasó 

a 1 litro. Posteriormente para su utilización se diluyó en proporción 1:10 

en H2O bidestilada. 

 

7.1.2. Preparación del antidesvanecedor de fluorescencia 

Se prepararon 5 ml de PBS de pH de 9 a 12 (cuanto más cercano a 

12 mejor) y se le añadieron 25mg de fenilendiamina controlándose de 

nuevo el pH. Se tomaron después 2ml de esta solución y se mezclaron 

con 8ml de glicerina. Se hicieron alícuotas y se guardaron a –20ºC. 

 

7. 2. Inmunocitoquímicas para microscopio electrónico 
 
Se inmunolocalizaron calosa, pectinas, proteínas 

arabinogalactanos y hordeínas mediante microscopía electrónica de 

transmisión. Para inmunolocalizar las proteínas arabinogalactanos se 
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utilizaron los anticuerpos JIM4 y JIM8 que, al igual que los anticuerpos 

JIM5 y JIM7, fueron proporcionados por el laboratorio del Dr. Roberts. 

Las rejillas que contenían los cortes ultrafinos de nuestro material 

fueron sometidas a una serie de tratamientos que se detallan a 

continuación. Las distintas soluciones con las que se trataron las rejillas 

fueron depositadas en gotas sobre papel parafilm y las rejillas se hicieron 

flotar sobre ellas dejando la cara de los cortes en contacto directo con las 

soluciones. En primer lugar se bloqueó con BSA al 5 % en PBS pH 7.4 

durante 1 hora y posteriormente se lavó con PBS durante 10 minutos. 

Después se incubó con el primer anticuerpo: para la  calosa el anticuerpo 

fue diluido en proporción 1:50 en BSA al 0.1% en PBS pH 7.4 y se incubó 

durante 2 horas a temperatura ambiente; para JIM5, JIM7, JIM4 y JIM8 

la dilución fue 1:5 en BSA al 0.1% en PBS pH 7.4 y se incubó durante 2 

horas a temperatura ambiente y  para anti-hordeína/gliadina (R5), se 

utilizó el anticuerpo puro y se incubó toda la noche a 4ºC. En todas las 

ocasiones las incubaciones se realizaron en cámara húmeda. 

Posteriormente, tras lavar 5 veces durante 10 minutos cada vez con PBS, 

se incubó con el segundo anticuepo: para la calosa se utilizó un 

anticuerpo IgG anti-ratón unido a partículas de oro de 10 nm diluido en 

proporción 1:50 en BSA al 0.1% en PBS; para JIM5, JIM7, JIM4 y JIM8, 

se utilizó un IgG anti-rata unido a partículas de oro de 15 nm diluido en 

proporción 1:50 en BSA al 0.1% en PBS y para las hordeínas se utilizó 

un IgG anti-ratón unido a partículas de oro de 20 nm con una dilución 

de 1:50 en BSA al 0.5% en PBS. Estas incubaciones se realizaron en 

cámara húmeda a temperatura ambiente durante 3 horas. Transcurrido 

este tiempo se lavó 5 veces con PBS durante 10 minutos cada vez y 10 

veces con agua bidestilada durante 2 minutos cada vez y posteriormente 

se procedió a la tinción con acetato de uranilo al 3% en agua tal y como 

se ha descrito con anterioridad. Tras la tinción se lavó abundantemente 

con agua bidestilada a chorro y se secó con papel con papel Whatman. 
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8. MANIPULACIÓN DE ADN 
 

8.1. Extracción de ADN 
 

El método empleado fue el  del TRI REAGENT® LS (Molecular 

Research Center, Inc.) según el protocolo indicado por la casa comercial. 

Se utilizó este método porque permitía en un sólo protocolo la extracción 

de ADN, ARN y proteínas de pequeñas cantidades de muestras, que era 

lo indicado  para el material del desarrollo androgénico, muy escaso y 

difícil de obtener.  

Los primeros pasos del protocolo: homogenización y separación de 

fases fueron comunes para la extracción de ADN y ARN.  

 

8.1.1.Homogenización 

Antes de proceder a la extracción fue necesario aislar las 

microsporas en distintos momentos del desarrollo gametofítico (A0, 

microsporas vacuoladas; P9, polen bicelular avanzado y P12, polen 

tricelular) y las microsporas después de la inducción androgénica con 

manitol (A3) para evitar así contaminaciones de la parte esporofítica, es 

decir del tejido de la antera. Esto se realizó mediante un gradiente de 

Percoll como se ha explicado con anterioridad en el asislamiento de 

microsporas para el cultivo. Posteriormente, para concentrar las 

microsporas de estas  muestras y las procedentes del cultivo de 

microsporas durante 3 y 13 días (C3 y C13), se centrifugó a 60g durante 

5 minutos y se congeló el precipitado en nitrógeno líquido. El precipitado 

congelado se transfirió a un mortero enfriado con nitrógeno líquido donde 

se molieron las muestras añadiendo nitrógeno de vez en cuando para que 

se conservara la temperatura (-80ºC) y se mantuvieran las RNAsas 

inactivas. 
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Las semillas 10 días después de la antesis (S10) se recogieron e 

inmediatamente fueron congeladas en nitrógeno líquido y guardadas a    

–80ºC hasta el momento de la extracción en el cual se molieron 90 mg en 

el mortero tal y como se ha descrito anteriormente. Lo mismo se hizo con 

los embriones diseccionados 14 DPA. 

En todos los casos, se añadieron a continuación 750 µl de TRI 

REAGENT® LS que se mezcló con el producto de la molienda. Se recogió 

todo en un eppendof, se añadió H2O-DEPC hasta conseguir un volumen 

de 1 ml y se homogenizó con la ayuda de una pipeta.  

 

8.1.2.Separación de fases 

Tras la homogenización se añadieron 100 µl de BCP (1-bromo-3-

cloropropano) y se incubó durante 5 minutos a 60ºC. Se agitó con un 

vortex durante 15 segundos y se dejó durante 2-3 minutos a temperatura 

ambiente. Después  se centrifugó a 13000 g a 4ºC durante 15 minutos y 

se transfirió posteriormente la fase superior acuosa (FA) que contenía el 

ARN a un nuevo tubo para su aislamiento tal como se describe 

posteriormente (ver apartado 9.2). La fase orgánica (FO) de color rosa  

contenía el ADN y las proteínas.  

 

8.1.3. Precipitación del ADN 

Para aislar el ADN de la fase orgánica (FO) se añadieron 300 µl de 

etanol 100%, se mezclaron por inversión y se incubó durante 2 o 3 

minutos a temperatura ambiente. Después se precipitó el ADN 

centrifugando a 2000g a 4ºC durante 5 minutos. El sobrenadante se 

guardó a 4ºC para el aislamiento de proteínas (ver apartado 12.1) y el 

precipitado se lavó dos veces durante 30 minutos cada vez con citrato 

sódico 0.1M en etanol al 10%. Después se centrifugó a 2000g durante 5 

minutos a 4ºC, se añadieron 1.5 ml de etanol al 70% y se guardó a -20ºC 

hasta su utilización. Para precipitar el ADN se centrifugó a 13000g 
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durante 20 minutos, se lavó con etanol al 70%, se dejó secar y se 

resuspendió en 50µl de H2O ultrapura. 

En este momento se procedió a cuantificar 

espectrofotométricamente la cantidad de ADN de la muestra, para lo cual 

se midieron las absorbancias a 260 y 280 nm de diluciones 1:100 de las 

muestras.  La relación A260/A280 era próxima a 2 en todas las 

extracciones. Para la cuantificación del ADN se tuvo en cuenta que 1 

unidad de absorbancia a 260nm equivale a 50µg/ml (Sambrook et al. 

1989). 

 

8.2. Amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR 
 

Las reacciones se realizaron en un volumen total de 25 µl de la 

mezcla siguiente: 

0.5 µl de mezcla de desoxirribonucleótidos: dATP, dCTP. dGTP y 

dTTP (dNTPs) 10µM. 

2.5 µl de tampón de reacción B (10x) (suministrado con la 

polimerasa, Taq DNA Polymerase, Promega). 

2.5 µl de MgCl2 25mM (suministrado con la polimerasa, Taq DNA 

Polymerase, Promega). 

0.2 µl de Taq polimerasa (1U) (DNA polimerasa de Thermus 

aquaticus, Promega). 

ADN molde, distintas cantidades 

1 µl de cada uno de los cebadores utilizados (10µM) (tabla 3) 

H2O ultrapura hasta completar el volumen. 

Esta mezcla, una vez desnaturalizado el ADN a 94ºC durante 3 

minutos, fue sometida a 30-40 ciclos sucesivos de desnaturalización del 

ADN molde (94ºC, 1 minuto), hibridación (50-60ºC, 1 minuto) y 

polimerización (72ºC, 1 minuto). Por último se incubó a 72ºC durante 10 

minutos adicionales para una extensión adicional de las cadenas. 
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8.3. Electroforesis en geles de agarosa de fragmentos de ADN 
 
La separación de fragmentos de ADN se realizó según se describe 

en Sambrook et al. (1989). Las muestras fueron preparadas mezclando 1 

volumen de ADN con 1/6 del volumen del tampón de carga 6x (glicerol al 

25%(v/v), azul de bromofenol al 0.25% y xilenocianol al 0.25% (p/v)). Los 

geles de agarosa al 1% se prepararon en tampón TBE 0.5x (tris-borato 

45mM, EDTA 2mM pH 8.0) o TAE 0.5x (Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM). 

Las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas de electroforesis 

horizontal “Minisub DNA Cell” (Bio-Rad, USA), a voltaje constante de 100 

V. Como marcador de tamaño se utilizó el 1Kb PLUS DNA Ladder de Life 

technologies, GIBCOBRL. Para la detección del ADN se añadió a los geles 

bromuro de etidio a una concentración de 0.5µg/ml, y el ADN se 

visualizó iluminando el gel con un transiluminador de luz ultravioleta 

(Gel.Doc 1000/2000, Bio-Rad) utilizando el programa Quantity One 4.1.0 

incorporado en el sistema. 

 

8.4. Secuenciación de ADN 
 

Las secuenciaciones fueron realizadas en el servicio de 

secuenciación del “Laboratoire Génome et développement des plantes” de 

la Universidad de Perpignan (Francia). Los productos de la PCR fueron 

secuenciados mediante el método de Sanger et al. (1997) basado en la 

terminación de la elongación de cadenas de ADN por la incorporación de 

didesoxinucleótidos marcados cada uno por un fluorocromo diferente 

(Prism Read Reaction DyeDeosy Terminator Cycle Séquense Kit, Applied 

Biosystems). Cada reacción necesitó 250 ng de ADN molde y 5 pmoles de 

cebador y fue realizada con la ayuda de un robot (Genesis Work Station 

150, Tecan). Los productos de la reacción fueron analizados por 
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electroforesis en capilares de 50 cm utilizando el secuenciador 3100 

Genetic Analyser (Applied Biosystems).   

 

9. MANIPULACIÓN DE ARN 
 

9.1. Tratamiento del material para manipulación de ARN 
 
Para evitar la degradación del ARN por acción de las RNAsas que 

son muy estables y activas se tomaron las siguientes precauciones:  

•  El material de vidrio fue autoclavado y posteriormente se 

sometió a calentamiento en un horno a 140ºC durante 2 horas. 

•  Las disoluciones utilizadas, excepto los tampones Tris, 

fueron preparadas con H2O-DEPC y esterilizadas en  autoclave. 

•  El material de plástico o bien era comercialmente estéril o 

se esterilizó en el autoclave y posteriormente se horneó durante 2 

horas a 140ºC. 

 

9.1.1. Preparación de H2O-DEPC  

Se incubó 1 l de H2O ultrapura con DEPC (dietilpirocarbonato) al 

0.1% (v/v) durante 12 horas a temperatura ambiente en agitación. Esto 

se realizó bajo campana ya que los vapores son tóxicos. A continuación 

se esterilizó en autoclave dejando escapar los vapores generados.  

 

9.2. Aislamiento de ARN de plantas 
 

EL ARN se extrajo utilizando el método del TRI REAGENT® LS 

como ya se explicó anteriormente. Tras la homogenización y la 

separación de fases obtuvimos dos fases. La fase superior acuosa (FA) 

que contenía el ARN  fue transferida a un nuevo tubo. A continuación, 

para precipitar el ARN se añadieron 500 µl de isopropanol y se incubó 
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durante 10 minutos a temperatura ambiente centrifugándose 

posteriormente a 12000 g durante 10 minutos a 4ºC. El precipitado fue 

lavado a continuación con 1 ml de etanol al 75% previamente enfriado. 

Por último se precipitó el ARN centrifugando a 12000g durante 30 

minutos a 4ºC, se lavó con EtOH 70% y se resuspendió en 50µl de H2O-

DEPC, excepto para las semillas de 10 días después de la antesis (S10) 

que se resuspendió en 100µl porque había más ARN. 

En este momento se procedió a cuantificar 

espectrofotométricamente la cantidad de ARN de las muestras, para lo 

cual se midieron las absorbancias a 260 y 280 nm de diluciones 1:100 de 

las muestras.  La relación A260/A280 estaba próxima a 2 en todas las 

extracciones. Para la cuantificación del ARN se tuvo en cuenta que 1 

unidad de absorbancia a 260nm equivale a 40µg/ml (Sambrook et al., 

1989). 

Para ver si había habido una posible degradación del ARN aislado, 

se analizaron 2 µg del mismo mediante electroforesis en un gel de 

agarosa preparado como se explica a continuación. Cuando el ARN no 

estaba degradado se observaban dos bandas mayoritarias y nítidas 

correspondientes a los ARN ribosómicos 18S y 25S. 

 

9.3. Electroforesis de ARN en geles de agarosa  
 
Para analizar la posible degradación del ARN se utilizó la 

electroforesis en geles de agarosa tal y como se utiliza normalmente para 

los fragmentos de ADN pero inactivando previamente las RNAsas. En el 

caso de la cubeta y los peines, estos fueron lavados durante 3 horas con 

NaOH 0.5M y posteriormente se lavaron varias veces con H2O-DEPC. 
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9.4. RT-PCR 
 
Esta técnica permite la amplificación mediante PCR de los ADNc 

resultantes de la retrotranscripción de los ARNs aislados de los diferentes 

tejidos. 

En la retrotranscripción se utilizaron 2.5 µg de ARN total aislado y 

tratado con DNAsa I para eliminar los restos de ADN genómico 

contaminantes.  Para ello, se utilizó la Dnasa RQ1 RNase-Free DNase de 

Promega incubando a 37ºC durante 45 minutos. El tampón de la DNasa 

contiene Mg2+ que puede afectar posteriormente a la reacción de 

retrotranscripción por lo que antes de ésta se realizó una purificación 

fenol/cloroformo. Para ello se añadió el mismo volumen de 

fenol/cloroformo (1:1) que había de muestra y se centrifugó a 13000 g 

durante 5 minutos. Se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo, se 

añadió de nuevo un volumen igual de cloroformo y se centrifugó otra vez 

a 13000 g durante 5 minutos. Tras esta, se transfirió la fase acuosa a un 

nuevo tubo y el ARN fue precipitado adicionando 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto y 0.1 volúmenes de acetato sódico 3M pH 5 durante toda la 

noche a –20ºC. Al día siguiente se centrifugó 30 minutos a 12000g a 4ºC, 

se lavó con etanol al 80% frío, se dejó secar y se resuspendió en 38µl de 

H2O-DEPC.   

La reacción de retrotranscripción se realizó con ayuda del kit 

“ProSTARTM First-Strand RT-PCR Kit” (Stratagene). El kit utiliza la 

transcriptasa inversa StrataScriptTM y como cebador un oligo dT. Se 

añadieron 3 µl de oligodT (100mM) y se incubó a 65ºC durante 5 minutos 

para separar las posibles estructuras secundarias del ARN, después se 

dejó enfriar lentamente hasta temperatura ambiente para el que oligodT 

se uniera a los ARNm. Posteriormente se añadieron sobre hielo el resto 

de los componentes: 5 µl de tampón “first strand buffer 10x”, 1 µl del 

inhibidor de RNasa “RNase Block Ribonuclease Inhibitor” (40 U/µl), 2 µl 
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de 100mM dNTPs y 1 µl de la reverso-transcriptasa “StraptaScript 

Reverse Transcriptase” (50 U/µl) y se incubó a 42ºC durante 1 hora. Para 

parar la reacción se incubó a 90ºC durante 5 minutos.  

Por último, se llevaron a cabo las PCRs sobre los ADNc obtenidos a 

partir de la retrotranscripción utilizando los oligos especificados en la 

tabla 3. En el caso de los genes EMB615, Naglu de Arabidopsis y la 

proteína poligalacturonasa de Zea mays se buscaron mediante el 

programa BLAST (ver apartado Herramientas de bioinformática) las 

secuencias EST (Expressed sequence tags) de cebada homólogas a estos 

genes. En el caso de la proteína hordeína B1, se procedió de manera 

similar. A partir de estas secuencias EST y de las secuencias de los genes 

de cebada se diseñaron los cebadores que aparecen en la tabla 3.  

Gen/Procedencia Cebador Secuencia Tm Ta Uso 

615F AAGTTGCGGTCATCAATCTCGAC 68 EMB615 (arabidopsis)→ 

ESTcebada 615R CAGGTCTTGGACATCAGTGTAGA 68 
60 RT-PCR 

Nag5 GAATGGTCCCAGTTCTTCCATCA 68 Naglu (arabidopsis.)→ 

EST cebada Nag3 AACCCTGCATTAACCACACTGCA 68 
60 RT-PCR 

End5 AGAGACGGCTCTAGTGTAGCAGA 70 
END1 cebada 

End3 TGTGAGGCCAGCAACATGGAATG 70 
60 RT-PCR 

Hor5 AACCATTTCCACAGCAACCACCA 68 Hordeina B1 (cebada.)→ 

EST cebada Hor 3 ATTGTCCGACAAGCTCCTGCTGC 72 
65 RT-PCR 

Poly5 GACAGAATGGCGTTCAAGAACGT 68 Polygalacturonasa (maíz)→ 

ESTcebada Poly3 AGCAAGTTGCCTTCCAGCTTGAT 68 
60 RT-PCR 

ECAB5 TCATGCTGTCCGTCATCGGGTTC 72 
ECA1 cebada 

ECAB3 TGCTGGGGTTAGCAACTACTCGC 72 
60 RT-PCR 

EF5 GGCTGTCAAGGATCTCAAGC 60 
EF1α cebada 

EF3 AACTATCGCCACCACCAAAC 60 
60 RT-PCR 

promotor T7 T7 TAATACGACTCACTATAGGG 48 

promotor Sp6 SP6 GCTATTTAGGTGACACTATAG 50 
50 

Sec./PCR 

col. 

 

Tabla 3. Cebadores utilizados en las reacciones en cadena de la polimerasa 

(PCR)).EST: “expressed sequence tags”. Sec.: secuenciación, PCR col.: PCR de colonias. 

Tm: Temperatura de “melting” (hibridación)  Ta: Temperatura de “annealing”  

determinada empíricamente.  
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10. OBTENCIÓN DE LAS SONDAS PARA LAS HIBRIDACIONES IN 
SITU 

 

10.1. Ligación 
 

Los productos de la PCR para los diferentes clones fueron 

clonados en el vector pGEM-T-Easy del pGEM-T-Easy Vector System I 

(Promega) utilizando el principio del “TA-cloning”. Este plásmido, al 

contener los promotores de las ARN  polimerasas SP6 y T7, es adecuado 

para la construcción posterior de las sondas sense y antisense. Además 

este plásmido contiene como marcadores de selección los genes que 

confieren la resistencia a la ampicilina y una región de clonación múltiple 

dentro de la región que codifica para el péptido α del gen de la β-

galactosidasa. La inactivación insercional del péptido α permite la 

selección por color de las colonias que contengan los plásmidos que 

hayan integrado efectivamente el inserto. La ligación de fragmentos de 

ADN se realizó en un volumen final de 10 µl mezclando 3 µl del producto 

de PCR con 5 µl del tampón 2x, 1 µl de ligasa (DNA ligasa del 

bacteriófago T4) y 1 µl de vector. Se incubó a 14-16ºC durante 12 horas, 

a 4ºC durante 48 horas o bien durante 2 horas a temperatura ambiente.  
 
10.2. Manipulación de Escherichia coli 

 

Para disponer de una cantidad suficiente de ADN plasmídico para 

poder sintetizar posteriormente las distintas sondas se transformaron 

bacterias E. coli cepa DH5α (Hanahan, 1983) (genotipo supE44 ∆lacU169 

(Φ80 lacZ ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1) con los 

plásmidos  pGEM-T-easy que contenían los fragmentos de los genes 

estudiados. 
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10.2.1.Medio de cultivo 

El medio de crecimiento de las bacterias fue el de Luria-Bertani 

(LB) (Maniatis et al., 1982) de composición 5g/l de NaCl, 10 g/l de 

bactotriptona y 5 g/l de extracto de levadura. 

Para preparar el medio sólido para las placas (LBA), se adicionó al 

medio LB Bacto-Agar al 1.5%. Los medios se esterilizaron en autoclave. 

El antibiótico utilizado fue la ampicilina, que se preparó 

disolviéndola en H2O a una concentración final de 100mg/ml, 

diluyéndose después para su utilización hasta una concentración de 

100µg/ml. Para seleccionar aquellas colonias que tuvieran el plásmido 

con el inserto se añadieron 100 µl de IPTG 0.5mM y 20 µl de X-gal 

50mg/ml (5-bromo-4-cloro-3indolil-β-D-galactopiranósido) sobre las 

placas 30 minutos a 37ºC antes de plaquear.  

 

10.2.2. Preparación de bacteria competentes 

Esta técnica se basa en el hecho de que la exposición de E.coli a 

CaCl2 y otros cationes divalentes a temperaturas próximas a 0ºC favorece 

la penetración de ADN extraño en la célula (Cohen et al., 1972). Para 

preparar células competentes se tomaron 3 ml de un cultivo en fase 

estacionaria y se diluyeron en 500 ml de medio LB, incubándose a 37ºC y 

en agitación hasta alcanzar la fase exponencial temprana de crecimiento 

(A600=0.4-0.6). Posteriormente se recogieron las células por centrifugación 

a 3000 g durante 10 minutos a 4ºC y se resuspendieron en 30 ml de una 

solución de CaCl2 60mM y glicerol al 15% (v/v) en PIPES 10mM, pH 7, 

todo ello sobre hielo. Se incubó durante 40 minutos en hielo y se 

centrifugó de nuevo durante 10 minutos a 2000g. Se resuspendieron las 

células de nuevo en 6 ml del tampón anterior y se fraccionaron en 

alícuotas de 200 µl guardándose hasta su utilización a –80ºC. 
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10.2.3. Transformación de bacterias competentes 

Para la transformación se añadieron de 0.1 a 1 µg de ADN 

plasmídico a una alícuota de 200 µl de células competentes previamente 

descongeladas sobre hielo y se incubó también sobre hielo durante 20 

minutos. A continuación se sometieron a choque térmico a 42ºC durante 

45 segundos, se añadieron 800 µl de LB y se incubó durante 1 hora a 

37ºC con agitación. Por último se centrifugó el cultivo y se sembraron 

100 µl en placas selectivas de LBA-ampicilina-Xgal. Las placas se dejaron 

crecer a 37ºC durante toda la noche. Las colonias con plásmidos 

recombinantes mostraron color blanco por la inactivación insercional del 

gen lacZ  mientras que las que no poseían inserto eran de color azul. 

 

10.2.4. PCR de colonias 

Para asegurarnos de que las colonias poseían inserto se realizaron 

reacciones de PCR en las que el ADN molde venía dado por la propia 

bacteria. Para ello se recogían las colonias con una punta amarilla de 

micropipeta y se añadía ésta al tubo de reacción en el que previamente se 

habían puesto 10.35 µl de H2O ultrapura. A continuación se añadían el 

resto de los reactivos necesarios para la reacción en un volumen total de 

15 µl: 

Tampón polimerasa  10x  1.5 µl 

MgCl2 (25mM)   1.5 µl 

dNTPs  (10µM)   0.3 µl 

cebador 1 (10pmoles/µl)  0.6 µl 

cebador 2 (10pmoles/µl)  0.6 µl 

Taq (5U/µl)            0.15 µl 

Como cebadores se utilizaron los oligos comerciales T7 y SP6 

descritos en la tabla 3. Si la colonia poseía el plásmido con el inserto la 

electroforesis en gel de agarosa debía mostrar una banda que tuviera un 

tamaño correspondiente a la suma del tamaño de nuestro inserto más el 
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correspondiente a la secuencia comprendida entre SP6 y T7 en el vector 

pGEM-T-easy. 

 

10.2.5. Preparación del ADN plasmídico molde 

Para la síntesis de la sonda fue necesario aislar una cantidad 

suficiente de ADN plasmídico y linearizarlo digiriendo con las enzimas de 

restricción adecuadas para dejar actuar a las ARN polimerasas SP6 y T7 

y así obtener las sondas sense y antisense. Estas últimas hibridaban con 

los transcritos de los genes estudiados mientras que las sondas sense  

servían de control negativo.  

La extracción del ADN plasmídico de bacterias se realizó utilizando 

el kit “WizardTM Plus Miniprep DNA Purification System” (Promega) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit está basado en el 

método de la lisis alcalina (Maniatis et al., 1982). 

 

10.2.6. Digestión del ADN plasmídico  

Para verificar si el plásmido contenía el inserto se realizaron 

digestiones con la enzima EcoR I que tiene dos sitios de corte que 

flanquean el inserto y se comprobó que efectivamente se separaban dos 

fragmentos: uno de aproximadamente 3 Kb y otro del tamaño 

correspondiente al inserto.  

Para linearizar los plásmidos se utilizaron enzimas que cortaran el 

el sitio de clonación múltiple pero no en la secuencia clonada y 

preferentemente que tuvieran extremos romos para que fuera más difícil 

que se recircularizara el plásmido. 
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SÍNTESIS SENSE SÍNTESIS ANTISENSE 

Clon ARN pol. E. Restricción ARN pol. E. Restricción 

615.12 SP6 Nco I T7 Spe I 

Naglu.30 SP6 Nco I T7 Spe I 

End.12 SP6 Msp I T7 Spe I 

Hor.14 SP6 Nco I T7 Spe I 

Eca.3.5 SP6 Nco I T7 Nde I 

Poly.2.6 T7 Nde I SP6 Nco I 

EF.7 T7 Spe I SP6 Nco I 

 
Tabla 4. Enzimas de restricción empleadas en la linearización del plásmido 

pGEM-T-Easy para la posterior transcripción in vitro de cada una de las sondas. ARN 

pol.: ARN polimerasa. 

 

Las digestiones se realizaron en las condiciones óptimas de 

tampón, concentración y temperatura fijadas por el fabricante para cada 

enzima. Se digirieron 5 µg de ADN plasmídico a 37ºC durante toda la 

noche para asegurar la completa digestión lo cual se comprobó después 

mediante electroforesis en gel de agarosa. 

Los plásmidos digeridos fueron purificados con 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico para limpiar de contaminaciones con 

otras proteínas, entre ellas las posibles RNasas que podrían degradar las 

sondas posteriormente. Para ello se añadió el mismo volumen de 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) que había de muestra (50 

µl) y se centrífugó a 13000 g durante 5 minutos. Se transfirió la fase 

acuosa a un nuevo tubo, se añadió de nuevo un volumen igual de 

cloroformo/isoamílico y se centrifugó otra vez a 12000g durante 5 

minutos. Se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo y el ADN fue 

precipitado mediante la adición de 2.5 volúmenes de etanol absoluto y 

0.1 volúmenes de acetato sódico 3M pH 5 durante toda la noche a –20ºC. 

Al día siguiente se centrifugó 25 minutos a 12000g a temperatura 
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ambiente, se lavó con etanol al 70% y se resuspendió en 25 µl de H2O-

DEPC. 

 

10.2.7. Síntesis de las sondas ARN 

Una vez linearizado el plásmido se procedió a la síntesis de la 

sonda utilizando la siguiente mezcla: 

2 µg de plásmido digerido que contiene el clon de interés (10 µl) 

2 µl  de tampón de transcripción de la polimerasa 10x  

1 µl de  inhibidor de RNasas HPRI (130 U/µl ) (Amersham) 

2 µl de digRNA labeling mix 10x (Roche) 

2 µl de RNA polimerasas SP6 o T7 (Roche) 

3 µl de H2O-DEPC 

La mezcla de transcripción se incubó durante 2 horas a 37ºC y 

posteriormente se realizó una electroforesis en gel de agarosa para ver si 

el ARN había sido sintetizado correctamente. El ARN fue precipitado tal y 

como se ha descrito con anterioridad y resuspendido en 15 µl de H2O-

DEPC. 

 

11. HIBRIDACIÓN IN SITU PARA MICROSCOPÍA ÓPTICA 
 

11.1. Prehibridación 
 
Los portaobjetos recubiertos de TESPA sobre los que se habían 

recogido cortes de 1 y 2 µm de espesor fueron sometidos a un 

tratamiento con proteinasa K a una concentración de 1µg/ml en el 

tampón TrisHCl 100mM pH 8, EDTA 50mM incubando a 37ºC durante 

20 minutos. La proteinasa K digiere las proteínas unidas a los ARNs por 

acción del fijador. Posteriormente se lavaron los portaobjetos con PBS, se 

bloquearon con glicina 2mg/ml en PBS durante 2 minutos y se volvieron 

a lavar dos veces con PBS. A continuación se incubaron durante 10 
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minutos a temperatura ambiente con trietanolamina 100mM pH 8 y 

otros 10 minutos con una solución de trietanolamina 100mM en la que 

se había añadido un 0.25% de anhídrido acético. Tras la acetilación se 

deshidrataron con un gradiente creciente de alcoholes: etanol 30%, 

etanol 50%, etanol 70%, etanol 90% y etanol 100% y se dejaron secar 

durante varias horas a temperatura ambiente. 

 

11.2. Hibridación 
 
Para la solución de hibridación se preparó la siguiente mezcla para 

dos cubres.  Se utilizaban 25 µl de solución de hibridación por cubre y se 

preparaban dos por muestra: uno para la sonda sense y otro para la 

antisense: 

25 µl de formamida desionizada 

10 µl de 50% sulfato de dextrano 

1 µl de 50x Denharts (Ficoll 25mM, BSA 25mM, PVP 

(polivinilpirrolidona) 25mM) 

3 µl de NaCl 5M 

1 µl DTT 3M 

1 µl de inhibidor de RNasas PRI (Amersham). 

5 µl  de solución TrisHCl 100mM, EDTA 10 mM, pH8 

0.5 µl tRNA (10mg/ml) 

0.5 µl H2O-DEPC  

Se tomaron 23.5 µl en dos tubos eppendorfs y se les añadió 1.5 µl 

de las sondas sense y antisense siendo la primera el control negativo del 

experimento. Los 25 µl de mezcla fueron depositados sobre los cortes y 

extendidos y tapados con un cubreobjetos. Se incubaron a 50-55ºC en 

cámara húmeda durante toda la noche. 
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11.3. Lavados 
 
Se realizaron una serie de lavados en jarras Coplin para eliminar 

la sonda que no se había unido específicamente al ARN de los cortes. Las 

soluciones de lavado se prepararon a partir de 20x SSC (citrato sódico 

300mM, NaCl 3M, pH 7). 

Se lavó con SSC 2x durante 5 minutos. Después se incubó en una 

solución de RNasa A (20µg/ml) preparada en SSC 2x durante 20 minutos 

a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó con DTT 1mM  en SSC 

2x durante 30 minutos a temperatura ambiente haciéndose cambios de 

solución de lavado cada 5 minutos. A continuación se lavó con DTT 1mM 

en SSC 0.1x durante 60 minutos también realizando cambios cada 5 

minutos a la temperatura utilizada para la hibridación (50-55ºC). 

 

11.4. Detección inmunocitoquímica de la sonda 
 
Para detectar la sonda marcada con digoxigenina unida al ARN de 

las secciones se lavó primero con PBS en jarra Coplin durante 5 minutos 

para eliminar los restos de SSC, después con NH4Cl 0.1M en PBS y por 

último se volvió a lavar con PBS 2 veces más. A continuación se bloqueó 

durante 1 hora a temperatura ambiente en cámara húmeda con BSA al 

5%  y Tween 20 al 0.1%  en PBS para bloquear las proteínas que 

pudieran reaccionar inespecíficamente con el anticuerpo anti-

digoxigenina. Tras el bloqueo se incubó con el anticuerpo anti-

digoxigenina conjugado con oro coloidal de 10 nm de diámetro diluido 

1:40 en BSA al 0.5%, Tween 20 al 0.01% en PBS durante 2 horas a 

temperatura ambiente también en cámara húmeda. Posteriormente se 

lavó 2 veces con PBS y 3 veces con H2O bidestilada. Para detectar la 

sonda se utilizó el método de la intensificación con plata “silver 

enhancement” (Stierhof et  al., 1992 y 1995). Este método está basado en 
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el hecho de que las partículas de oro en presencia de cationes plata y un 

agente reductor pueden actuar como catalizadores de la reducción de los 

cationes a plata metálica que se deposita sobre las partículas de oro 

aumentando su tamaño. Este hecho permite la visualización mediante 

microscopía óptica de las partículas de oro de unos cuantos nanómetros 

sólo visibles en principio al microscopio electrónico. Para ello, justo en el 

momento de su utilización se mezclaron volúmenes iguales de los dos 

componentes de la mezcla del iniciador y el intensificador y se depositó la 

mezcla sobre los cortes. Se incubó durante 10 minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad y se lavó abundantemente con H2O destilada.  

Para visualizar las estructuras bajo el microscopio óptico se 

tiñeron los cortes una vez que estos estaban bien secos con safranina 

preparada al 1% en etanol y diluida en proporción 1:4 en H2O destilada. 

 

12. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS DE ALMACENAMIENTO: 
PROLAMINAS 

 

12.1. Extracción de hordeínas y gliadinas 
 

Las hordeínas son un tipo de proteínas pertenecientes al grupo de 

las prolaminas, proteínas de almacenamiento presentes en todas las 

gramíneas. Para poner a punto las técnicas de extracción y análisis de 

las hordeínas durante el desarrollo androgénico de cebada se extrajeron y 

analizaron previamente las gliadinas (prolaminas del trigo) y las 

hordeínas de semillas maduras de trigo y cebada en distintos estadios de 

desarrollo de la semilla 2, 4, 6, 8, 10 y 12 DPA (días postantesis) (fig.2). 

Posteriormente, se realizaron las extracciones de proteínas de los 

primeros estadios del desarrollo androgénico de cebada.  
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Fig. 2. Semillas de cebada en formación 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 20 y 35 DPA. 

 

Las gliadinas y las hordeínas, al igual que el resto de las 

prolaminas, son solubles en etanol al 60% en agua por lo que se utilizó 

esta mezcla para separarlas del resto de las proteínas de 

almacenamiento.  

•  Para extraer las gliadinas y las hordeínas de las semillas 

maduras se molieron 0.125g de semillas con un molinillo de café 

hasta que adquirieron la consistencia de una harina. A continuación, 

se añadieron 5 ml de  etanol al 60% y se pusieron en un agitador 

orbital durante 1 hora para que se extrajeran completamente las 

gliadinas y hordeínas. Tras la extracción se centrifugó a 3220g 

durante 10 minutos para eliminar toda la fase sólida.  

•  Para extraer las gliadinas y las hordeínas de las semillas en 

desarrollo se utilizó un homogenizador Ultra-turrax (Janke and 

Kunkel, Ika Labortechnick). Se molieron 0.250g de semillas en 

desarrollo (3, 6, 8 y 10 días después de la antesis) se añadieron 2.5 

ml de etanol al 60% y se procedió igual que anteriormente: extracción 

durante 1 hora y centrifugación a 3220g. 

•  Para extraer las hordeínas de las microsporas antes (A0) y 

después de la inducción androgénica (A3) y tras distintos días de 

cultivo (C3, C6, C9 y C13) se utilizó el homogenizador utilizado para el 

aislamiento de estas microsporas a velocidad máxima. Posteriormente 

se extrajo igual que anteriormente con etanol 60% durante 1 hora en 

agitación y se centrifugó a 3220g para eliminar los restos sólidos. 

       1                  2                     4                     6                        8                   10                     12                       20                    35    
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A partir de los extractos en etanol al 60% se realizaron los análisis 

por Western blot y los ensayos de ELISA. Estos extractos se pueden 

conservar durante 1 mes a temperatura ambiente ya que estas proteínas 

son termoestables. 

 

12.2. Cuantificación de gliadinas y hordeínas mediante ELISA 
 

Para cuantificar las gliadinas y las hordeínas durante el desarrollo 

zigótico de trigo y cebada utilizamos el método ELISA desarrollado en el 

laboratorio del Dr. Enrique Méndez para cuantificar prolaminas en todo 

tipo de muestras (Valdés et al., 2003). Este sistema ELISA “sandwich” 

utiliza el anticuerpo R5 y consigue una alta sensibilidad en la detección: 

0.39 ng/ml para la cebada y 0.78 ng/ml para el trigo (Valdés et al., 

2003).  

Se hicieron 3 diluciones de cada una de las muestras primero en 

etanol al 60% y posteriormente en Tween 20 al 0.05% en PBS justo en el 

momento de su utilización para evitar que precipitaran. 

Se utilizaron placas de poliestireno EIA/RIA (Costar) en las que los 

pocillos fueron recubiertos incubándolos toda la noche a 4ºC en cámara 

húmeda con el anticuerpo R5 a una concentración de 2.2 µg/ ml en 

tampón carbonato/bicarbonato 50mM pH 9.6. Se lavaron las placas 3 

veces con Tween 20 al 0.05% en PBS en un lavador ELISA 1250 

Inmunowash (Biorad) y se bloquearon con BSA al 1% y Tween 20 al 

0.05% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación 

se incubó con los diferentes extractos de nuestras muestras diluidos en 

Tween 20 al 0.05% en PBS durante 1hora a temperatura ambiente. Tras 

esto se incubó con el anticuerpo R5 diluido en proporción 1: 30000 en 

Tween 20 al 0.05% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Posteriormente se lavaron las placas 6 veces y se añadió el sustrato de la 

peroxidasa, el TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbencidina)(Neogen). Se detuvo la 
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reacción diez minutos después con H2SO4 2.5M y se midieron las 

absorbancias a 450 nm utilizando un lector de microplacas (Microplate 

reader model 550, Biorad). Se utilizó el estándar europeo de gliadinas 

para establecer la curva patrón que determinara qué concentración 

correspondía a cada absorbancia. 

 

12.3. Análisis por Western blot de las hordeínas 
 

12.3.1. Electroforesis 

Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida al 18% en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemli, 1970) según el 

método desarrollado por el Dr. Enrique Méndez (Rocher et al., 1996). 

Para ello se tomaron los volúmenes correspondientes de los extractos 

alcohólicos y se llevaron a sequedad centrifugando a vacío. A 

continuación se añadieron 20 µl del tampón de ruptura que contenía 

mercaptoetanol  y se resuspendió con la ayuda de un vortex. 

Tampón de ruptura 

SDS al 20%       6  ml 

Tris-HCl 1M pH 6.8   2.4  ml 

Azul de bromofenol 0.2%  150  µl 

Glicerol         3  ml 

β- Mercaptoetanol             1.35  ml 

H2O               100  ml 

Tras la resuspensión se desnaturalizaron las proteínas a 100ºC 

durante 3 minutos. A continuación, las electroforesis se realizaron en 

geles discontinuos compuestos de un gel concentrador y un gel 

separador. 
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 Separador Concentrador 
Tampón Tris HCl  2M  pH 8.9 2.03 ml 0 

Tampón Tris HCl  1M  pH 6.8 0 0.31 ml 

Acrilamida 40% 2.30 ml 0.2 ml 

Bisacrilamida 2% 0.63 ml 0.31 ml 

SDS 10% 50 µl 25 µl 

Agua 18.8 µl 1.65 ml 

TEMED 5 µl 2.5 µl 

Persulfato amónico 0.2g/ml 15 µl 9.8 µl 

 

Las electroforesis se realizaron en el tampón de electroforesis TGS 

(Tris 25mM, glicina 1.92M, SDS 1%, pH 8.3) en un equipo MiniPROTEAN 

II (Biorad) a una intensidad constante de 50 mA durante 1 hora y 15 

minutos. Se utilizó un marcador preteñido de rango amplio (Prestained 

Protein Marker, Broad Range, Biolabs).  

 

12.3.2. Transferencia 

Las proteínas separadas mediante SDS-PAGE, se transfirieron a 

membranas  de PVDF (Immobilon P; poro 0.45 µm, Millipore) utilizando 

el  sistema Trans-Blot Cell (BioRad Lab., Hercules, CA, USA). La 

electrotransferencia se llevó a cabo en CAPS 10mM (ácido 3-

ciclohexilamino-1-propanosulfónico, Sigma, St. Luis, Mo., USA) en 

metanol al 10% utilizando una intensidad constante de 400 mA durante 

2 horas.  Antes de la transferencia fue necesario tratar las membranas 

con metanol, agua ultrapura y CAPS 10mM en ese orden para hacer las 

membranas menos hidrofóbicas.  

 

12.3.3. Incubación con el anticuerpo 

Acabada la transferencia se tiñó el gel de proteínas en solución 

azul de Coomassie (azul de Coomassie al 0.1%, metanol al 40% y ácido 
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acético al 10%) para comprobar que la transferencia había transcurrido 

bien y se bloqueó la membrana toda la noche a 4ºC en BSA al 1% y  

Tween 20 al 0.05% en PBS. Al día siguiente se lavó la membrana 3 veces 

con Tween 20 al 0.1% en PBS durante 5 minutos con agitación suave. 

Posteriormente se incubó durante 1 hora  a temperatura ambiente en 

agitación lenta con el anticuerpo CR5 (R5 conjugado con peroxidasa) 

diluido en proporción 1:5000 en BSA al 0.5%, leche desnatada en polvo 

al 1% y Tween-20 al en PBS. Antes del revelado de la membrana se 

realizaron 6 lavados de 5 minutos de duración con Tween 20 al 0.1% en 

PBS. 

 

12.3.4. Detección por quimioluminiscencencia 

Se siguió básicamente el protocolo descrito por Valdés et al. 

(2003). Para el revelado se utilizó el kit ECL Western blotting analysis 

system (Amersham). Para preparar la solución de revelado se mezclaron 

5 ml de las soluciones nº1 y nº2 contenidas en el kit para conseguir 10 

ml de la solución de revelado. Esta solución se conserva a 4ºC y puede 

utilizarse hasta 10 veces. En una cámara oscura se retiró la solución de 

lavado, se añadió la solución de revelado sobre la membrana y se incubó 

durante 1 minuto. Tras este tiempo en la solución de revelado se sacó la 

membrana escurriéndola lo más posible y se puso sobre un film 

transparente de doble cara cubriéndola bien para evitar que se 

humedeciera la película posteriormente y procurando que no quedaran 

burbujas. A continuación se puso la película (KONICA AX Q4AD) sobre la 

membrana y se incubó durante 30 segundos. Posteriormente se reveló la 

película y dependiendo del resultado se volvió a exponer películas 

durante más tiempo: 1 minuto, 10 minutos, 30 minutos, 1 hora... 

Para la detección de la señal en el caso de las muestras 

androgénicas se utilizó el sistema de adquisición digital de imágenes 

Fluor S Max de Biorad. 
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13. HERRAMIENTAS DE BIOINFORMÁTICA 
 

Se utilizaron diversos bancos de datos para estos estudios, 

principalmente ENTREZ. ENTREZ es un conjunto de bancos de datos 

localizado en el National Center for Biotechnology Information al que se 

accede a partir de la dirección http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/. 

ENTREZ incluye la conocida base de datos de bibliografía MEDLINE y 

además permite la búsqueda de secuencias de nucleótidos, aminoácidos 

y estructuras. Para los estudios de expresión sobre genes relacionados 

con la gametogénesis, embriogénesis zigótica y androgénesis se realizó 

una búsqueda bibliográfica utilizando PubMED y otras bases de datos 

bibliográficos de artículos de interés. A partir de estos artículos, ENTREZ 

nos proporcionó las secuencias de las proteínas y de los ARNm de los 

genes de interés. Algunos de estos genes  eran de cebada otros sin 

embargo eran de otras especies. Para estos últimos se realizó una 

búsqueda utilizando el programa BLAST a partir de la página web del 

laboratorio de la Dra. Martine Devic (Genoma y desarrollo de plantas de 

la Universidad de Perpignan, Francia), (http://lgdp.univ-perp.fr/), que 

nos proporcionó las secuencias EST “Expressed Sequence Tags” de 

cebada homólogas a las secuencias de interés. Se utilizaron dos 

modalidades distintas de BLAST en esta búsqueda: tblastn que alinea la 

secuencia de la proteína en cuestión con todas las secuencias de 

nucleótidos traducidas a aminoácidos disponibles en la base de datos 

(esta modalidad se utilizó para hallar las ESTs de cebada homólogas a la 

poligalacturonasa de maíz y a la proteína hordeína B1 de cebada) y 

tblastx que traduce la secuencia requerida de nucleótidos a aminoácidos 

y las alinea con todas las secuencias nucleotídicas traducidas a 

aminoácidos disponibles en la base de datos (esta fue la modalidad 

utilizada para conseguir las ESTs de cebada homólogas a los genes 

EMB615 y Naglu de arabidopsis).  
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Las secuencias obtenidas por RT-PCR fueron analizadas mediante 

dos programas Sequencher y el BioEdit. 
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1. ESTABLECIMIENTO DE PARÁMETROS MACROSCÓPICOS 
INDICADORES DEL ESTADIO DE DESARROLLO DE LAS 
MICROSPORAS DE CEBADA. 

 
Con objeto de poder establecer una relación entre las fases de 

desarrollo del polen  y caracteres externos de la espiga y la antera 

fácilmente evaluables se  analizaron algunos parámetros morfológicos de 

las espigas y de las anteras  a lo largo del periodo de floración de la 

cebada (tabla 5). Los parámetros considerados fueron: la posición de la 

espiga con respecto a las lígulas de la hoja bandera (fig. 3B), el color de la 

espiga y el color de las anteras. En paralelo, se tiñeron las anteras con 

DAPI para determinar la fase de desarrollo en la que se encontraba el 

polen de cebada en cada momento. Así establecimos unos criterios para 

seleccionar las anteras cuyo polen estaba en el estadio óptimo para la 

inducción androgénica lo que facilitaba la selección de las espigas. Este 

estadio en el caso de cebada es microspora vacuolada (fig. 3A).  La tabla 

5 muestra los resultados para los caracteres analizados correspondientes 

a los diferentes estadios del polen determinados mediante tinción con 

DAPI.  

Estos parámetros también nos permitieron establecer el momento 

en el que se producía la antesis. La antesis marca el inicio del desarrollo 

zigótico, definir este momento facilita el seguimiento de dicho proceso en 

el tiempo. Así, el estudio de las anteras nos permitió establecer que las 

anteras de color verde oscuro se iban tornando amarillentas conforme el 

polen bicelular que contenían sufría la segunda mitosis. Cuando estas 

anteras eran prácticamente amarillas sufrían una elongación muy rápida 

(sólo un par de horas) que marcaba el momento preciso de la antesis en 

el que prácticamente todas las microsporas de la antera se encuentran 

en el estadio de polen tricelular. Justo en este momento dos tercios de la 

espiga se encontraban ya en el exterior.  
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Estadio del 
polen (DAPI) 

Posición relativa 
espiga y hoja bandera 

Color de la 
espiga 

Color de la 
antera 

Tetrada -4.5 cm verde muy 
claro 

verde 
blanquecino 

Microspora Joven 
 0 cm verde muy 

claro 
verde muy 

claro 
Microspora 
Vacuolada 

 
1-2 cm verde claro verde claro 

Polen Bicelular 3-5 cm verde verde oscuro, 
rayas 

Polen Tricelular 7cm amarillo 
 amarillo 

 
Tabla 5. Relación entre el estadio de desarrollo de las microsporas dentro de la 

antera y la posición de las barbas de la espiga con respecto de la lígula de la hoja bandera 
(considerando 0 cuando están al mismo nivel), el color de la espiga y el color de la antera.  

          
 
 
 
       
 

    
 
 

2. ESTUDIO CITOLÓGICO DEL DESARROLLO GAMETOFÍTICO DEL 
POLEN DE CEBADA. 

 
Al establecer la relación entre los distintos parámetros 

macroscópicos y el estadio de desarrollo del polen pudimos estudiar 

algunas características citológicas del desarrollo gametofítico del polen de 

cebada. En la figura 4 se muestran fotos de las distintas etapas del 

desarrollo del polen obtenidas mediante tinción con DAPI sobre 

Extremo barbas 
 
 
 
 
 
 
Lígula hoja bandera 

Distancia medida 

Fig. 3.  
A. Espiga extraida de la vaina y anteras 
conteniendo microsporas vacuoladas (A0), 
el estadio utilizado para la inducción 
androgénica. 
B. Distancia medida entre la lígula de la 
hoja bandera y el extremo de las barbas de 
la espiga utilizada en la tabla 5 para 
determinar el estadio de desarrollo de las 
microsporas.  

A 
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aplastados (figs. 4A-F), que nos permitió seguir la evolución de los 

núcleos, y en semifinos teñidos con azul de toluidina (figs. 4G-K),  que 

nos permitió ver los cambios estructurales que se producen en el polen 

durante su desarrollo gametofítico. La célula madre del polen de cebada 

presentaba una morfología poliédrica (fig. 4G), poseía un citoplasma muy 

pobre y en su núcleo la cromatina estaba muy condensada. La célula 

madre del polen después de la meiosis daba lugar primero a la formación 

de las diadas (fig. 4A) y seguidamente a la formación de las tetradas (fig. 

4B) que permanecían unidas encerradas dentro de una pared de calosa. 

Tanto las diadas como las tetradas presentaban núcleos con una 

cromatina muy condensada e igual intensidad de fluorescencia. En el 

estadio de microspora joven o microspora recién liberada (fig. 4C) el 

núcleo ocupaba una posición central en la microspora y la cromatina 

aparecía más descondensada que en el estadio anterior. Posteriormente, 

en el estadio de microspora vacuolada el núcleo era desplazado hacia la 

periferia por la presencia de una gran vacuola que ocupaba una gran 

parte del citoplasma (figs. 4D e I). Este es el estadio más adecuado para 

la inducción androgénica ya que produce los mejores resultados de 

obtención de embriones. Tras la división asimétrica de la microspora 

vacuolada, en el estadio de polen bicelular joven, (figs. 4E y J) se 

observaron dos núcleos: el núcleo vegetativo que poseía una cromatina 

más dispersa y el núcleo generativo que tenía una mayor condensación 

cromatínica y por tanto una mayor intensidad de fluorescencia. 

Posteriormente, en el polen bicelular maduro el núcleo vegetativo 

ocupaba una posición central en la célula vegetativa mientras que el 

núcleo generativo, que presentaba una mayor intensidad de 

fluorescencia, se disponía próximo al núcleo vegetativo. Finalmente, el 

polen bicelular tras la división simétrica del núcleo generativo daba lugar 

al polen tricelular maduro (figs. 4F y K). El polen tricelular estaba 

formado por la célula vegetativa que poseía un núcleo con una cromatina 
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muy descondensada y por los dos núcleos espermáticos procedentes de 

la división de la célula generativa que presentaban una cromatina muy 

condensada y una alta intensidad de fluorescencia (fig. 4F). Durante esta 

última etapa del desarrollo la célula vegetativa acumulaba una gran 

cantidad de sustancias de reserva en forma de almidón (fig. 4K). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Distintas fases del desarrollo gamétofitico en cebada.  
Figs. A-G: Tinción con DAPI para ADN en aplastado. A: Diada con sus dos núcleos con 
una intensidad de fluorescencia semejante, B: Tetradas con sus cuatro núcleos 
fluoresciendo, C: Microspora joven con  un núcleo central, D: Microspora vacuolada el 
núcleo se encuentra en un extremo de la microspora ocupada principalmente por una 
gran vacuola (V). E: Polen bicelular en el que el núcleo generativo (NG) presenta una 
mayor intensidad de fluorescencia que el núcleo vegetativo (NV). F: Polen tricelular los 
dos núcleos espermáticos (NE) presenta mayor intensidad de fluorescencia que el núcleo 
vegetativo (NV).  
Figs. G-K: Secciones semifinas teñidas con azul de toluidina. G: Célula madre del polen 
en profase meiótica. H: Diadas en las que se distinguen restos de calosa (Ca).I: 
Microspora vacuolada la pared de las microsporas ya está formada, el citoplasma y el 
núcleo se distribuyen en la periferia de la microspora relegadas por la gran vacuola (V). J: 
Polen bicelular joven con su células vegetativa con gran nucleolo (CV)  y generativa (CG) 
bien visibles en polos opuestos del grano que conserva la vacuola (V). K: Polen tricelular 
en el que el citoplasma de la célula vegetativa es muy rico en almidón (al). 
Las barras representan 10 µm. 
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3. CAMBIOS ESTRUCTURALES DURANTE LA INDUCCIÓN Y LAS 
PRIMERAS ETAPAS DE LA ANDROGÉNESIS. 

 
Con el fin de estudiar la inducción y las primeras etapas del 

proceso androgénico se analizaron, en primer lugar, las anteras control, 

es decir anteras antes de ser sometidas al pretratamiento de inducción 

(denominada fase A0).  Para la inducción androgénica en cebada se 

utilizaron, como anteras de partida, anteras que contenían microsporas 

en el estadio de microspora vacuolada porque este estadio era el que 

producía un mayor rendimiento en la producción de embriones. En estas 

anteras las microsporas vacuoladas se distribuían en la periferia del 

lóculo de la antera en contacto directo con el tapetum (fig. 5A). Algunas 

de estas microsporas presentaban un tamaño menor y se localizaban en 

parejas con una de las microsporas más hacia el interior del lóculo de la 

antera. El número de estas microsporas dimórficas era pequeño si se 

comparaba con el número total de microsporas presentes en la antera. 

 

 

 

 
Fig. 5. Inducción embriogénica en cultivo de anteras. 
Figs. A,D,E: Secciones semifinas teñidas con azul de toluidina. A: Antera antes de la 
inducción androgénica (A0) microsporas vacuoladas distribuidas en la periferia de la 
antera. Nótese la presencia de microsporas de menor tamaño (estrellas). D: Anteras 
después de 15 días en frío (F15) las microsporas pierden su contacto con el tapetum y se 
distribuyen más al azar haciéndose menos redondeadas. Algunas son muy similares a las 
microsporas vacuoladas de anteras no pretratadas pero en otras se distinguen ya dos 
células (flechas). E: Anteras después de la inducción androgénica tras cuatro días en 
manitol (fase A4), las microsporas se ven menos redondeadas muchas veces parecen  
vacías y como en el caso de (F15) se observan también microsporas con dos células 
(flechas). 
Figs. B y C: Tinción con DAPI para ADN en aplastado. B: Después de la inducción (A4) 
nótese la presencia de un polen embriogénico binucleado en el que los dos núcleos 
presentan igual intensidad de fluorescencia resultado de una división simétrica junto con 
una microspora uninucleada que parece no haber respondido a la inducción. C: Después 
de la inducción (A4) polen binucleado en el que los dos núcleos presentan distinta 
intensidad de fluorescencia resultado de una división asimétrica. 
Las barras representan 100 µm. 
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Para la inducción androgénica en cebada se utilizaron dos 

pretratamientos de inducción diferentes: por un lado, un tratamiento con 

manitol (A3 o A4), que ocasionaba un estrés por ayuno combinado con 

un estrés osmótico y  por otro, un tratamiento de choque frío (F15), 

estrés ocasionado al someter a las anteras dentro de las espigas a una 

temperatura de 4ºC durante 15 días.  

El pretratamiento con manitol fue de dos tipos dependiendo de si 

posteriormente se iba a realizar el cultivo de anteras (manitol 0.7M 

durante 4 días, denominado A4) o de si se iba a realizar un cultivo de 

microsporas aisladas (manitol 0.3M durante 3 días, denominado A3).  

Las microsporas, independientemente del pretratamiento de 

inducción aplicado (F15, A3 o A4), aparecían desorganizadas dentro de la 

antera perdiendo el contacto que la mayoría de ellas tenía, antes de la 

inducción, con el tapetum. Además, ya no presentaban su redondez 

original ni su aspecto homogéneo. Así, junto a algunas que parecían no 

haber cambiado mucho su aspecto, encontrábamos otras vacías y 

algunas con dos células (figs. 5D y E).  

La respuesta a estos diferentes 

métodos de inducción fue evaluada 

además mediante tinción con FDA (foto al 

margen). Esta tinción nos mostró la 

viabilidad del polen tras los 

pretratamientos de inducción. El FDA es 

un fluoróforo que penetra en las células 

viables que presentan entonces una 

fluorescencia de color verde a diferencia 

de las células muertas en las que no 

penetra y por tanto no presentan 

fluorescencia. El pretratamiento de 

anteras con frío proporcionó una baja 

Tinción con FDA. Las 
microsporas viables 
presentan  fluorescencia 
(flechas blancas) 

100µm 
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respuesta a la inducción por lo que para este método de inducción nos 

limitamos a estudiar solamente las divisiones obtenidas tras el 

pretratamiento de frío durante 15 días (denominado F15). Nuestros 

estudios sobre el desarrollo androgénico se basaron en los resultados 

obtenidos con los otros dos métodos de inducción: cultivo de anteras y 

cultivo de microsporas aisladas pretratadas en ambos casos con manitol. 

La diferencia básica entre ambos métodos es que en el segundo caso se 

aislaron las microsporas del tejido esporofítico de la antera. Este hecho 

nos permitió a su vez ver la influencia del tejido esporofítico sobre el 

proceso de inducción  androgénica. 

 

3.1. Seguimiento de la evolución de los núcleos. 
  

El DAPI es un fluorocromo que permite ver la evolución de los 

núcleos, su posición dentro de las microsporas y el grado de 

condensación de la cromatina, por lo que es de gran utilidad para el 

seguimiento de las primeras divisiones androgénicas obtenidas tras los 

pretratamientos de inducción. La tinción con DAPI se aplicó tanto sobre 

material aplastado (figs. 5 y 6) como sobre secciones semifinas (fig. 7) de 

anteras sometidas a los distintos pretratamientos y posteriormente de 

anteras y microsporas aisladas cultivadas durante 3, 6, 9 y 13 días tras 

los pretratamientos con manitol. Independientemente del método de 

inducción utilizado para la obtención de embriones la tinción con DAPI 

mostró que los resultados obtenidos eran semejantes en cuanto a las 

primeras divisiones obtenidas. Así, junto a microsporas que no habían 

respondido al pretratamiento de inducción se observaron,  por un lado, 

divisiones simétricas (más abundantes) que daban como resultado dos 

núcleos idénticos (figs. 5B y 6E) y, por otro lado, divisiones asimétricas 

que producían núcleos de diferente tamaño y con distinto grado de 
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condensación cromatínica, similares a los núcleos vegetativo y generativo 

del polen bicelular (figs. 5C y 6A).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 6. Inducción embriogénica en cultivo de microsporas aisladas. 
Figs. A-G: Tinción con DAPI para ADN en aplastado. La respuesta a la inducción y cultivo 
de microsporas no es ni homogénea ni sincrónica. A y E: Microsporas inmediatamente 
después de la inducción con manitol (A3). A: Divisiones asimétricas: dos núcleos con 
distinto grado de condensación de la cromatina y E: simétricas: dos núcleos iguales. En 
algunos casos (fig. A) aparece ya una segunda división de la célula con el núcleo  más 
fluorescente.  
C y D: Microsporas cultivadas durante 3 días después de la inducción (C3). El resultado 
no es homogéneo hay microsporas vacías y otras que han sufrido divisiones sucesivas. 
Población no sincrónica de pólenes embriogénicos es decir que se han dividido un 
número distinto de veces. En ellos pueden verse además de distinto  número de núcleos, 
núcleos a veces con igual y otras con distinta intensidad de fluorescencia. C: División 
asimétrica inicial, pueden ser  más abundantes los núcleos más fluorescentes. D: 
También es posible distinguir en algunos casos los cromosomas (C) de células en división 
y una cierta polarización de los núcleos (estrella blanca).  
B: Microspora cultivada durante 6 días después de la inducción (C6). División asimétrica 
seguida de posteriores divisiones de la célula con el núcleo menos fluorescente. 
F y G: Microsporas cultivadas durante 9 días después de la inducción (C9). F: 
Proembrión con gran número de núcleos en los que puede verse la salida de la pared de 
la microspora. G: o en casos más avanzados sólo los restos de dicha pared (puntas de 
flecha blancas) . 
 Las barras representan 100 µm. 
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Posteriormente, cuando se cultivaron las anteras y las microsporas 

durante tres días en sus respectivos medios tras los pretratamientos con 

manitol, se observó que en ambos casos, a las primeras divisiones bien 

simétricas, bien asimétricas siguieron nuevas divisiones (figs. 6 y 7) 

siendo los granos multinucleares procedentes de la división simétrica, 

con núcleos iguales entre sí, mucho más abundantes. En el caso de las 

divisiones asimétricas se observaron por un lado granos multinucleares 

en los que el núcleo con una menor condensación cromatínica semejante 

al núcleo de la célula vegetativa del polen bicelular, se había dividido 

posteriormente varias veces mientras que el núcleo con una cromatina 

más condensada, similar a la del núcleo de la célula generativa, no había 

sufrido ningún tipo de división (fig. 6B) y, por otro lado, también se 

observaron otros granos en los que tanto el núcleo menos fluorescente 

como el núcleo más fluorescente se habían dividido tras la primera 

división asimétrica.(fig. 7C).                        

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 7. Inducción embriogénica en cultivo de anteras. 
Figs. A-C: Tinción con DAPI para ADN en secciones semifinas. A: Distribución de las 
microsporas vacuoladas en las anteras antes de someterlas a ningún tratamiento (A0). B: 
Antera cultivada durante 6 días después de la inducción (C6). Microsporas que no 
parecen responder a la inducción androgénica junto con otras en las que se han 
producido distinto número de divisiones. C: Antera cultivada durante 9 días después de 
la inducción (C9).  Granos  multinucleados con distinto tamaño y número de núcleos que 
además presentan distinta intensidad de fluorescencia. Proembrión con dos tipos de 
células unas con núcleos más pequeños y alargados en un extremo y otros más grandes y 
redondeados en otro (flecha blanca). 
Las barras representan 100 µm. 
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En líneas generales, el número de núcleos presentes en estos 

granos multinucleares aumentaba con el número de días de cultivo tanto 

en el cultivo de anteras como en el de cultivo de microsporas, sin 

embargo tampoco había sincronización en las microsporas en este 

sentido (figs. 5, 6 y 7). Tras 6 días de cultivo se encontraron granos 

multinucleares en los que se observaba una cierta polarización de 

manera que los núcleos se localizaban en uno de los polos del grano de 

polen apareciendo el otro vacío (fig 6D). La autofluorescencia que 

presenta la pared con la luz UV que excita el DAPI nos permitió observar 

dónde estaban situadas las estructuras embriogénicas en la antera (fig. 

7B). Posteriormente, tras 9 días de cultivo se observó que en algunos 

granos de polen multinucleares la pared de la microspora, que 

continuaba presentando autofluorescencia, parecía romperse y liberar la 

estructura embriogénica (fig. 6F y G). En algunos casos esta ruptura se 

producía antes, tras 6 días de cultivo. Los proembriones de 9 días 

poseían ya un número considerable de núcleos (fig. 6G), de manera que 

al aplastarlos se producía una gran fluorescencia que hacía difícil 

determinar si los núcleos que los componían eran similares en cuanto a 

condensación de la cromatina o no. En cambio la tinción con DAPI sobre 

secciones semifinas evitaba este problema y nos permitía ver que en 

anteras cultivadas durante 9 días (fig. 7C) tras el pretratamiento de 

inducción se observaban unos núcleos situados en la periferia del grano 

similares entre sí y diferentes del resto de núcleos que componían el 

grano. Estos núcleos diferentes parecían proceder de aquellas 

microsporas que, como se ha descrito anteriormente, se habían dividido 

por primera vez asimétricamente.  
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3.2. Cambios citológicos tras la inducción androgénica. 
 

Aunque la tinción con DAPI permite obtener una gran información 

sobre las primeras divisiones androgénicas es necesaria la observación 

de secciones semifinas teñidas con azul de toluidina para ver con más 

detalle los cambios morfológicos que se producen en las microsporas y 

anteras en cultivo tras los pretratamientos de inducción.  

Tras el pretratamiento por choque térmico (F15) las anteras de 

cebada contenían microsporas que habían sufrido divisiones tanto 

simétricas como asimétricas, microsporas que no habían sufrido 

aparentemente ningún cambio y por último otras que parecían muertas 

(fig. 5D). Muchas de estas microsporas habían perdido el contacto directo 

con el tapetum y aquellas que presentaban divisiones tenían, en general 

una localización más o menos central en el lóculo de la antera.  

Por otro lado, el estudio de las anteras que habían sido 

pretratadas con manitol (A3 o A4) daba lugar a resultados similares. Al 

igual que ocurría con el tratamiento de frío, estas anteras contenían 

microsporas que se habían dividido junto a otras que o no parecían 

haber sufrido ningún tipo de cambio o parecían haber muerto (Fig. 5E). 

El pretratamiento con manitol (A3 o A4) también produjo 

desestructuración en las microsporas, en la que se producía una pérdida 

del contacto directo de las microsporas con el tapetum.Como se ha 

explicado con anterioridad, el estrés por frío dió como resultado un 

rendimiento más bajo de inducción androgénica por lo que no se 

prosiguió su estudio de manera que, en adelante, nos limitaremos a la 

descripción de los cambios citológicos producidos en anteras y 

microsporas cultivadas tras los respectivos pretratamientos en manitol. 
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3.2.1. Cultivo de anteras. 

Cuando se cultivaron las anteras de cebada durante 3 días tras el 

pretratamiento de inducción con manitol (lo que denominamos C3) se 

confirmó que la respuesta a la inducción no había sido homogénea: 

mientras que algunas microsporas habían respondido dividiéndose y 

mostrando diferente número de células, otras no habían sufrido 

aparentemente ningún cambio o habían muerto (fig. 8A). Esta situación 

como era de esperar se repitió en cultivos más prolongados (C6, C9, C13) 

(figs. 8 y 9). Entre las microsporas que sí habían respondido, había 

algunas que presentaban unos domininios multinucleados, es decir, 

varios núcleos entre los que no era posible encontrar paredes celulares 

(fig. 8B).  Sin embargo la mayoría de los granos de polen multicelulares sí 

mostraban entre sus células las paredes celulares completas (fig. 8C). En 

muchos de estos granos multicelulares se apreció una cierta polarización 

debido a la presencia de una o varias vacuolas de gran tamaño que 

probablemente procedían de la vacuola de la microspora vacuolada 

inicial (figs. 8B y C). Tras 6 días de cultivo (C6) la respuesta a la 

inducción siguió sin ser homogénea (fig. 9). Dentro de la antera 

encontramos una población de granos de polen multicelulares en los que 

se podían distinguir por un lado unos granos formados por células 

semejantes entre si (fig. 9A) a los que llamamos granos multicelulares 

homogéneos y por otro granos multicelulares, a los que llamamos 

heterogéneos, que eran mucho menos frecuentes y contenían dos tipos 

de células de diferente morfología (figs. 9B y C). 
 

 
Fig. 8. Cultivo durante tres días (C3) de anteras tras la inducción androgénica. 
Figs. A-D: Secciones semifinas teñidas con azul de toluidina. A: Antera en la que se 
distinguen granos  multicelulares o multinucleares (en los que no se han formado la 
paredes entre células),  junto con microsporas que parecen seguir como al inicio 
(microsporas vacuoladas) y con microsporas muertas. B: A mayor aumento detalle de 
polen multinuclear. C y D: Granos multicelulares con distinto número de células y restos 
de la vacuola de la microsapora  vacuolada de diferente tamaño (estrella blanca). 
Las barras representan 10 µm, salvo que se especifique otro valor. 
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En los granos de polen multicelulares heterogéneos las células 

situadas en el centro poseían unas características similares a las células 

de los granos homogéneos descritos anteriormente mientras que las 

células del otro tipo celular que se disponían hacia la periferia del grano, 

poseían un citoplasma mucho más denso (fig. 9B). A pesar del gran 

número de células que poseían los granos multicelulares tras 6 días de 

cultivo, la pared que los rodeaba permanecía intacta en la inmensa 

mayoría de ellos. Sin embargo, en este momento del cultivo, encontramos 

por primera vez algunos granos multicelulares en los que esta pared 

había comenzado a romperse (fig 9C). Los granos que presentaban la 

pared rota pertenecían en general a los que hemos denominado 

heterogéneos y la pared se rompía precisamente justo donde se 

encontraban las células de citoplasma más denso. Estas células parecían 

liberar al lóculo de la antera el material de su citoplasma que allí se 

disgregaba.  

 

 

 

 

 

 
Fig. 9. Cultivo durante seis, nueve y trece días (C6, C9 y C13) de anteras tras la 
inducción androgénica. 
Figs. A-F: Secciones semifinas teñidas con azul de toluidina. Figs. A, B y C.Cultivo de 
anteras después de 6 días (C6), granos de polen embriogénicos con distinto tamaño y 
número de células. A estas estructuras también se las denomina granos embriogénicos, 
granos de polen multicelulares o granos multicelulares. A: Grano multicelular constituido 
por un único tipo de células (homogéneo). B: Grano de polen multicelular homogéneo  
junto con otros dos de tipo heterogéneo (con dos tipos distintos de células) todos 
desarrollándose dentro de la pared del polen C: Polen multicelular heterogéneo en el que 
se observa la ruptura de la pared del polen. Fig. D: Proembrión con un gran número de 
células encontrado tras nueve días de cultivo (C9), quedan algunos restos de pared 
(puntas de flecha). Figs. E y F. Estructuras de aspecto embrionario (“embryo like 
structures”) semejantes al embrión tipo bate o pera de la embriogénesis zigótica obtenidas 
tras trece días de cultivo (C13). F: estructura embrionaria más avanzada que la de la fig. 
E, en la que la protodermis (Pr) parece ya diferenciada. Las barras representan 20 µm. 
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Después de 9 días de cultivo, el número de células y el tamaño de 

las estructuras multicelulares aumenta. En estos proembriones la pared 

aparecía generalmente rota (fig. 9D). En prácticamente todos los casos la 

ruptura ocurrió justo al lado de las células de citoplasma denso y se 

continuó después a lo largo del resto de la estructura multicelular. Tras 

13 días de cultivo se observó que las estructuras multicelulares 

globulares empezaron a dar paso a un estructuras embrionarias 

bipolares con una forma semejante a la del embrión zigótico globular 

avanzado con forma de bate o pera (figs. 9E y F). En estos embriones más 

avanzados nunca se observó el tipo celular con citoplasma denso, sólo se 

encontraban células de citoplasma poco denso. Las estructuras 

embrionarias más avanzadas mostraban claramente algunos signos de 

diferenciación como la presencia en su capa más externa de unas células 

de morfología semejante a las que integran la protodermis en el embrión 

zigótico (fig 9F). 

 

 

 

 

 
Fig. 10. Cultivo durante tres,  seis y nueve días (C3, C6 y C9) de microsporas aisladas 
tras la inducción androgénica. 
Figs. A-G: Secciones semifinas teñidas con azul de toluidina. Figs. A-D. Cultivo de 
microsporas aisladas durante tres días (C3). A: Polen bicelular resultado probablemente 
de una división simétrica. B: Polen bicelular en el que una de las células, la más 
vacuolada (estrella blanca) parece tener el citoplasma mucho más denso que la otra. C y 
D: granos multicelulares con distinto número de células y vacuolas (estrella blanca) de 
diferente tamaño. 
Fig. F: Cultivo de microsporas aisladas durante nueve días (C9).  Grano multicelular 
heterogéneo en el que comienza la ruptura de la pared del polen en las células de 
citoplasma más denso (puntas de flecha), dispersión en el lóbulo de la antera del material 
de estas células. 
Fig. E y G: Cultivo de microsporas aisladas durante seis días (C6). E: Grano de polen 
multicelular heterogéneo en el que la pared se conserva íntegra. G: Vista general en la 
que prácticamente todos los granos multicelulares son de tipo homogéneo,  otras 
microsporas parecen no haber reaccionado a la inducción androgénica (punta de flecha), 
estar a penas empezando a dividirse (estrella negra) o muriendo (M). 
Las barras representan 10 µm salvo que se indique otro valor. 
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3.2.2. Cultivo de microsporas. 

Cuando estudiamos las microsporas aisladas cultivadas tras el 

pretratamiento de manitol (figs. 10 y 11) observamos resultados muy 

similares a los descritos para el cultivo de anteras. A pesar de que tras el 

pretratamiento con manitol las microsporas fueron aisladas y purificadas 

mediante un gradiente de maltosa, no se consiguió ni homogeneizar ni 

sincronizar la respuesta. Así, tras tres días de cultivo (C3) se observaron 

granos multicelulares con diferente número de células junto con otros 

que no habían respondido a la inducción y otros que justo estaban 

sufriendo la primera división simétrica (fig. 10A). También se observaron 

algunos granos que parecían proceder de una división asimétrica (fig. 

10B) en los que las células procedentes de la célula con un citoplasma 

más denso, semejante al de la célula generativa del polen bicelular, 

presentaban grandes vacuolas. Estas vacuolas, ya descritas en el cultivo 

de anteras, también estaban presentes durante los primeros días del 

cultivo de microsporas aisladas (figs. 10B-D) y se reabsorbían conforme 

aumentaba el tiempo en cultivo.  

 

 

 

 

 
 
Fig. 11. Cultivo durante  nueve y dieciocho días (C9 y C18) de microsporas aisladas tras 
la inducción androgénica. 
Figs. A-C: Secciones semifinas teñidas con azul de toluidina.  
Figs. A y B: Cultivo de microsporas aisladas durante nueve días (C9). A: Estructura 
embriogénica semejante a la fase globular del embrión zigótico, restos de pared del polen 
aún visible y ruptura por células de citoplasma más denso (flechas abiertas). B: Inicio de 
la polarización de la estructura embriogénica con restos de células de citoplasma denso 
(flecha abierta). 
Fig. C: Cultivo de microsporas aisladas durante dieciocho días (C18). Estructura 
embrionaria más avanzada con claros signos de diferenciación, células meristemáticas 
(Me) y células de la protodermis (Pr) 
Las barras representan 10 µm salvo que se indique otro valor.  
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Tras 6 días de cultivo (C6) la respuesta siguió sin ser homogénea 

ni sincrónica (fig. 10G). Así se observaban granos multicelulares con 

distinto número de células junto con microsporas unicelulares cuyo 

citoplasma normalmente presentaba una gran cantidad de almidón y 

otras que parecían vacías o muertas. Los granos multicelulares tras 6 

días de cultivo, aunque algunas veces eran heterogéneos (fig. 10E), en su 

mayoría eran granos homogéneos (fig. 10G).  Sin embargo, tras 9 días de 

cultivo las estructuras multicelulares en las que se estaba rompiendo la 

pared eran, al igual que ocurría en el cultivo de anteras, 

mayoritariamente heterogéneas (figs. 10F y 11A y B) y la pared también 

se rompía justo donde se encontraban las células de citoplasma más 

denso que parecía salir al lóculo de la antera. Algunas de estas 

estructuras embrionarias empiezan a presentar cierta polaridad (fig. 

11B). Tras 18 días de cultivo se obtuvieron embriones con un número 

mucho mayor de células que poseían evidentes signos de diferenciación 

con células de tipo meristemático y células semejantes a la de la 

protodermis zigótica (fig 11C). 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 12. Cuerpos proteicos. 
Figs. A-E: Secciones semifinas de cultivos tanto de anteras como de microsporas aisladas. 
A y C: Tinción con azul de toluidina preferencial para proteínas. Secciones de cultivo de 
microsporas después de 13 (C13) y dieciocho (C18) días de cultivo repectivamente, 
estructuras embriogénicas en las que se observan cuerpos proteicos teñidos de azul 
(puntas de flechas). B, D y E: Tinción con el método de la cloramina T-reactivo de Schiff 
para proteínas, cuerpos proteicos teñidos de rosa intenso (puntas de flechas). B: Cultivo 
de anteras después de 6 días (C6), D y E: cultivo de microsporas aisladas después de 13 
(C13) y 18 días (C18)respectivamente. 
Las barras representan 20 µm salvo que se indique otro valor. 
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3.2.3. Cuerpos proteicos durante el desarrollo androgénico.  

Para seguir la evolución de las microsporas en la androgénesis 

obtenida tanto mediante cultivo de anteras como de microsporas aisladas 

se utilizaron secciones semifinas que fueron teñídas con azul de 

toluidina. Esta técnica colorea de azul preferentemente las proteínas. En 

los granos de polen multicelulares obtenidos en la androgénesis 

observamos con esta técnica lo que parecían ser cuerpos proteicos (fig. 

12). Estos cuerpos, presentes a partir de 6 días de cultivo androgénico 

tanto en cultivos de anteras como de microsporas aisladas, poseían una 

forma redondeada y presentaban con esta tinción una coloración azul 

turquesa, clara y brillante (Fig. 12A y C). Los cuerpos se localizaban en el 

citoplasma, algunas veces en el interior de vacuolas y estaban presentes 

a lo largo de las primeras etapas del desarrollo de los proembriones 

androgénicos a partir de 6 días de cultivo, tras 9, 13 y 18 días de cultivo. 

Para asegurarnos de que eran efectivamente cuerpos proteicos se realizó 

una tinción citoquímica específica para proteínas, el método de la 

cloramina T-reactivo de Schiff. Esta citoquímica nos mostró que los 

cuerpos que encontrábamos presentaban el color rosa intenso que 

presentan las proteínas con esta citoquímica (fig. 12B, D y E).   

 

 

 

 
Fig. 13. Grado de ploidía. 
Figs. A-D: Secciones semifinas de cultivos después de 6 días (C6) tanto de anteras como 
de microsporas aisladas teñidas con azul de toluidina, las estructuras cromosómicas (c) 
son bien visibles así como los nucleolos (Nu). A y  C: cultivo de microporas. B y D: cultivo 
de anteras 
Fig. E: Tinción con DAPI para ADN en aplastado cultivo de microsporas (C6) en el que los 
nucleolos (Nu) se muestran como áreas claras en el núcleo.  
Figs. F y G: Cortes ultrafinos contrastados con Ur-Pb cultivos después de 6 días (C6) 
mostrando núcleos interfásicos con más de dos nucleolos (Nu). F: cultivo de microsporas. 
G: Cultivo de anteras. 
Las barras representan 10 µm salvo que se indique otro valor. 
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3.2.4. Ploidía durante el desarrollo androgénico. 

Estudiando las estructuras multicelulares generadas tras la 

inducción androgénica (en cultivo de anteras y microsporas aisladas) se 

encontraron en muchas ocasiones células en división. Estas células 

permitían distinguir los cromosomas bien patentes. El número de 

cromosomas visibles en una sección semifina era la mayor parte de las 

veces igual o menor que 7 (fig. 13A). Sin embargo, se encontraron casos 

en los que los cortes de las células en división parecían mostrar un 

número mayor de cromosomas lo que podría ser indicio de un mayor 

grado de ploidía (fig. 10F y 13B). Teniendo claro que no era posible sacar 

conclusiones sobre la ploidía de estas células sólo a partir del número de 

cromosomas que se pudieran contar en secciones semifinas buscamos 

otros posibles indicadores que apoyaran esta información. Por ello 

consideramos además el número de nucleolos presentes en los núcleos 

de células en interfase (figs 13C-G). Los núcleos de cebada tienen sólo 2 

organizadores nucleolares por lo que como máximo estas células 

deberían tener dos nucleolos. Al estudiar las estructuras multicelulares 

de cultivos de a partir de 6 días (C6) en secciones semifinas teñidas con 

azul de toluidina,  encontramos que en algunas de ellas las células 

interfásicas tenían 3, 4 y hasta 5 nucleolos (figs. 13C y D). Además, el 

número de nucleolos de las distintas células que constituían un mismo 

grano multicelular no era constante y mientras que en algunas células 

sólo se distinguían 1 o dos nucleolos, existían otras con 4 o 6. En todos 

los casos hay que tener en cuenta que estábamos estudiando secciones 

por lo que cabía la posibilidad de que hubiera más nucleolos no visibles 

en otro plano. Lo mismo ocurría al estudiar cortes ultrafinos de estos 

granos multicelulares (figs. 13F y G). 

Por otro lado, la tinción con DAPI realizada sobre la célula entera 

en aplastado también si nos permitió calcular exactamente el número de 

nucleolos en un núcleo ya que éstos, a diferencia del resto del núcleo, no 
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presentaban fluorescencia. La tinción con DAPI permitió contar 4 o 6 

nucleolos en los núcleos de las distintas células que formaban los granos 

multicelulares (fig. 13E). Además a diferencia de lo que ocurría en 

secciones tanto semi como ultrafinas aquí el número de nucleolos era 

prácticamente igual en todas las células que constituían el mismo grano 

multicelular.    

 

4. CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES Y CARACTERIZACIÓN DE LA 
PARED CELULAR DURANTE LA INDUCCIÓN Y LAS PRIMERAS 
ETAPAS DE LA ANDROGÉNESIS.  

 

Para proseguir nuestro análisis de la inducción y primeras etapas 

de la androgénesis se realizó un estudio de la ultraestructura de las 

anteras y microsporas antes y después de los pretratamientos de 

inducción con manitol y tras 3, 6, 9 y 13 días de cultivo en los 

respectivos medios (figs. 14-18). La observación de los cortes ultrafinos 

bajo el microscopio electrónico de transmisión de las anteras control (A0), 

es decir de las microsporas que estaban en la fase óptima para la 

inducción androgénica, mostraba que en estas microsporas la exina 

estaba totalmente formada. El citoplasma que presentaba mitocondrias, 

plastidios y numerosos ribosomas estaba ocupado fundamentalmente 

por una gran vacuola que desplazaba al núcleo a un extremo de la 

misma. En el núcleo, la cromatina comenzaba a condensarse y el 

nucleolo, fundamentalmente formado por componente fibrilar denso, 

presentaba centros fibrilares homogéneos y pequeñas vacuolas  (fig. 

14A).  

Tras el pretratamiento de inducción con manitol (A3 o A4) o con 

frío (F15), las microsporas perdían su redondez inicial como se ha 

mostrado en las imágenes al microscopio óptico (figs. 5D y E) y en 

general presentaban una ultraestructura muy alterada.   



 
 

Resultados  
 

 
128 

Los granos de polen multicelulares obtenidos tras 3 días de cultivo 

(C3) tanto de anteras como de microsporas aisladas, presentaban un 

citoplasma más rico con una gran abundancia de orgánulos. En algunas 

ocasiones se observaban amiloplastos. Además, eran visibles 

dictiosomas, numerosas vesículas, gran cantidad de ribosomas y de 

retículo endoplásmico. Destacaba también el gran número de 

mitocondrias que aparecían alrededor del núcleo y cerca de la pared 

celular (figs. 14B y C).  

Entre los granos de polen multicelulares obtenidos tras 6 días de 

cultivo (C6) en cultivo de anteras y en cultivo de microsporas aisladas, 

encontramos una gran mayoría de los que hemos denominado 

homogéneos, es decir,  formados por células iguales entre si (fig. 15A)  y 

algunos de los que hemos llamado heterogéneos, formados por dos tipos 

celulares diferentes (figs. 15C-F). Las células de citoplasma menos denso 

tanto de los granos homogéneos como de los heterogéneos tenían el 

aspecto de células meristemáticas típicas con un citoplasma rico y 

conectadas entre si por numerosos plasmodesmos (fig. 14D). Sus núcleos 

presentaban una cromatina bastante descondensada y contenían, en 

general, uno o dos nucleolos (fig 15A) sin embargo, como ya se ha 

descrito, existían también algunas células de granos multicelulares que 

poseían más nucleolos, a veces hasta 5 eran visibles en un corte ultrafino 

(figs. 13F y G, 15C). 
 
Fig. 14. Cultivo de anteras observadas al microscopio electrónico 
Figs. A-D: Cortes ultrafinos contrastados con Ur-Pb. 
A: Microsporas antes de haber sido sometida a ningún tratamiento de inducción (A0). 
Micropora vacuolada avanzada constituida por una gran vacuola (V) que relega al núcleo 
(N) a uno de las extremos de la misma, con la exina bien formada (Ex) y la intina a penas 
visible bajo la exina.  
Figs. B y C: Cultivo de anteras después de 3 días (C3). B: Polen multicelular, se 
distinguen tres células. C: detalle a mayor aumento dónde se pone de manfiesto la gran 
riqueza en orgánulos del citoplasma de éstas células, se distinguen: mitocondrias (m), 
dictiosomas (dc), plastidios con almidón (al),  retículo endoplásmico rugoso (flechas) así 
como numerosos ribosomas. 
Fig. D: Cultivo de anteras después de 6 días (C6). Detalle de grano multicelular en el que 
se distinguen numerosos plasmodesmos (P) conectando las células que lo constituyen. 
Las barras representan 2 µm 
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 En los granos multicelulares heterogéneos, las células de 

citoplasma muy denso se encontraban normalmente en la periferia (figs. 

15C y D), sin embargo, en ocasiones, era posible observar este tipo 

celular en el interior del grano (fig. 15 E) lo que hacía pensar en 

invaginaciones de este tipo celular dentro de las células de citoplasma 

menos denso. Estas células de citoplasma más denso poseían siempre un 

núcleo muy lobulado (fig. 15E) con una cromatina muy condensada y en 

el que destacaba también la presencia de abundantes granos inter y 

pericromatínicos (fig. 15 E). La cromatina aparece blanqueada como 

ocurre en algunos casos al procesar el material para Unicryl. 

La pared de la microspora se mantenía intacta en estos granos 

multicelulares (fig.15A) igual que ocurría en C3, pero en C6 ya se 

observaban casos en los que esta pared se rompía. La mayoría de los 

granos multicelulares con la pared rota eran heterogéneos y, en general, 

la ruptura se producía justo donde se encontraban las células de 

citoplasma más denso (fig. 15D) aunque también encontramos algunos 

ejemplos en los que la pared se rompía en la zona de células con 

citoplasma menos denso (fig. 15 B). 

 
 
Fig. 15. Cultivo de microsporas aisladas observado al microscopio electrónico. Figs. A-F: 
Cortes ultrafinos contrastados con Ur-Pb de cultivos de 6 días de duración (C6). 
Figs. A y B: Granos de polen multicelulares de tipo homogéneo constituido por células del 
mismo tipo. A: Grano multicelular con pared intacta, la exina (Ex) bien visible todo 
alrededor del grano lo mismo que la intina (I), cromatina blanqueada por efecto de la 
inclusión. B: Grano multicelular con la pared rota en la zona de células semejantes a las 
que constituyen los granos homogéneos, el citoplasma sale al exterior del grano. 
Figs. C-F: Granos multicelulares de tipo heterogéneo constituidos por células de dos 
tipos: unas son semejantes a las que constituyen los granos homogéneos y otras de 
citoplasma más denso situadas en la periferia (estrellas). C: Granos con pared intacta y 
células homogéneas con más de dos nucleolos (Nu). D: Granos con pared rota en la zona 
de las células de citoplasma más denso (estrellas). E: Células de citoplasma más denso 
(estrellas) en el interior del grano. F: Detalle del núcleo de una célula densa con las 
masas de cromatina (blanqueada) muy condensada (Cr) rodeadas por numerosos granos 
inter y pericromatínicos. Nucleolo (Nu) de aspecto muy irregular constituido 
fundamentalmente por componente fibrilar denso. 
Las barras representan 2 µm 
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Tras nueve y trece días de cultivo se encontraban granos 

multicelulares de los dos tipos descritos junto con estructuras de aspecto 

más parecido a los embriones zigóticos en etapas tempranas de 

desarrollo. Los casos de granos multicelulares con paredes rotas se 

hacían mucho más abundantes y a medida que se alargaba el tiempo en 

cultivo sólo se observaba algún resto de pared y las células de citoplasma 

más denso iban siendo más raras.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16. Ultraestructura paredes. Cultivo de anteras.   
Figs. A-C: Cortes ultrafinos contrastados con Ur-Pb de cultivos de 3 días de duración 
(C3). A: Aspecto de la pared de un  grano de polen embriogénico multicelular; la exina 
(Ex) se conserva como en las microporas sin tratar (A0) pero la intina presenta un 
engrosamiento muy acusado (I). B: Pared lateral formándose a partir del fragmoplasto 
entre dos células recién divididas (flechas negras). C: Pared lateral  (flechas blancas) en 
contacto directo con la intina (I). 
Las barras representan 1 µm 
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4.1. La pared celular en androgénesis inducida mediante cultivo de 
anteras. 

 
La pared celular ejerce un papel muy importante en los procesos 

de división, elongación y comunicación célula-célula por lo que tiene 

importantes implicaciones en la embriogénesis y por tanto en la 

androgénesis. Las microsporas vacuoladas tienen una pared en la que se 

puede distinguir la exina extremadamente electrondensa y la intina (fig. 

14A). Cuando estudiamos las microsporas de anteras que habían sido 

sometidas al pretratamiento en manitol (A4), observamos que las paredes 

que las rodeaban sufren un engrosamiento en la intina (fig. 16). Este 

engrosamiento, permaneció visible mientras la pared de la microspora 

estuvo presente en los granos de polen multicelulares resultado de la 

inducción. Todas las microsporas de una antera no se comportaban igual 

pero la ruptura de la pared se iniciaba tras 6 días de cultivo (C6) y en 

cultivos más avanzados (C13) la pared de la microspora prácticamente 

había desaparecido de las estructuras multicelulares.   

Las paredes que separaban las células que formaban los granos de 

polen  multicelulares presentaban numerosos plasmodesmos (fig. 14D). 

Estas paredes se formaban a partir de la placa celular (fig. 16B). Sin 

embargo, en ocasiones, observamos algunas paredes que parecían 

formarse como una prolongación de la intina (Fig. 16C).  

 
 
 
 
 

 
Fig. 17. Ultraestructura paredes. Cultivo de anteras y microsporas aisladas (C6). Figs. A-
C: Cortes ultrafinos contrastados con Ur-Pb. A: Microporas sin tratar (A0) en la que se 
observa la exina (Ex) y la intina es a penas visible. B: Grano multicelular obtenido tras  
cultivo de anteras en el que  se observa la intina (I) engrosada. C: Polen multicelular 
obtenido tras  cultivo de microsporas aisladas presentando también un engrosamiento en 
la intina (I) en la que aparecen unos precipitados densos a los electrones (flechas). Las 
barras representan 1 µm 
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4.2. La pared celular en androgénesis inducida mediante cultivo de 
microsporas.  
 

La pared de los granos de polen embriogénicos obtenidos mediante 

cultivo de microsporas aisladas presentaba, como en el caso de los 

obtenidos mediante cultivo de anteras, un engrosamiento en la intina 

que se hacía patente desde el pretratamiento con manitol (A3) y 

permanecía tras 3, 6 y 9 días de cultivo, mientras era posible detectarla 

(figs. 17 y 18). Sin embargo, en la parte más externa de la intina de la 

pared de los granos multicelulares obtenidos tras 3 días de cultivo de 

microsporas aisladas aparecían además unos depósitos densos a los 

electrones (fig. 17C) que no eran visibles en la intina de los obtenidos 

mediante cultivo de anteras (fig. 17B). Estos precipitados no estaban 

presentes en ninguna microspora ni antes (A0) ni justo después de la 

inducción (A3). Además, estaban presentes en aquellas microsporas que 

parecían vivas pero no se observaban en las vacías o muertas. Los 

depósitos se mantenían a lo largo de las primeras etapas del desarrollo 

de los  granos embriogénicos tras 3 (fig. 18A), 6 (fig. 18B), 9 (fig. 18C) e 

incluso 13 días de cultivo (fig. 18D) en todas aquellas estructuras 

multicelulares en las que la pared de la microspora estuviera todavía 

presente aunque fuera ya fragmentada. 

 

 
Fig. 18. Depósitos de las paredes de los granos de polen embriogénicos obtenidos 
mediante cultivo de microsporas aisladas. Figs. A-D: Cortes ultrafinos contrastados con 
Ur-Pb. A: Cultivo de 3 días de duración (C3), grano multicelular con la intina  (I) 
engrosada en donde observan depósitos densos a los electrones (flechas) B: Cultivo de 6 
días de duración (C6) polen multicelular en el que se distinguen depósitos densos 
(flechas) tanto en la intina (I) como en las paredes de las células que lo integran. C: 
Cultivo de 9 días de duración (C9) grano multicelular de tipo heterogéneo en el que la 
pared del mismo está rota pero los depósitos de la intina (flechas) son aún visibles. D: 
Cultivo de 13 días de duración (C13) en el que además de los proembriones más 
desarrollados se encuentran también granos multicelulares menos avanzados en los que 
en la zona apertural (Ap) se detectan los depósitos densos (flechas). 
Las barras representan 1 µm 
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 Depósitos similares eran visibles también en las paredes que 

separaban las células de los granos multicelulares tanto homogéneos 

como heterogéneos cuando estas paredes estaban  en contacto directo 

con la intina  (fig. 18B).  Las aperturas de los granos de polen 

embriogénicos también presentaban también gran cantidad de estos 

depósitos (fig. 18D).  

 

4.3. Determinación de la naturaleza de los precipitados presentes en 
la pared celular durante la androgénesis inducida mediante cultivo 
de microsporas aisladas. 

 
Con el fin de conocer la naturaleza de estos depósitos se realizaron 

distintas pruebas citoquímicas.  

 

4.3.1.Tratamiento con proteinasa K. 

Para saber si los depósitos de la pared de los granos embriogénicos 

que se producían tras el cultivo de microsporas aisladas tenían carácter 

proteico las muestras se trataron con altas concentraciones de 

proteinasa K. Los resultados de estas digestiones aplicadas después de 

distintos días de cultivo (C3, C6, C9 y C13) mostraron que los depósitos 

permanecían intactos tanto en la intina como en las paredes laterales 

donde estaban presentes (figs. 19A y B). 

 

 
Fig. 19. Tratamientos con proteinasa K y EDTA. Ultraestructura paredes. Cultivo de 
microsporas aisladas. Figs. A-B: Cortes ultrafinos tratados con proteinasa K. A: Cultivo 
de 9 días de duración (C9) grano multicelular en el que los cúmulos de material denso a 
los electrones (flechas) siguen siendo visibles después del tratamiento con la enzima tanto 
en la intina (I) como en las paredes laterales. B: Cultivo de 3 días de duración (C3) grano 
con depósitos (flechas) en la intina (I). Figs. C-E: Cortes ultrafinos tratados con EDTA. 
Cultivo de 9 días de duración (C9). C: Depósitos de la intina digeridos (puntas de flechas). 
D: Depósitos de la apertura (Ap) digeridos (puntas de flechas). E: Grano multicelular en el 
que no se observan depósitos electrondensos en ninguna pared. 
Las barras representan 1 µm 
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Para determinar si estos depósitos tenían carácter catiónico se 

trataron las muestras con EDTA. Cuando tras aplicar este tratamiento se 

observaron las muestras bajo el microscopio electrónico los depósitos 

habían desaparecido de la intina (fig. 19 C), paredes laterales (fig. 19 E) y 

las aperturas (fig. 19D).  

 

4.3.3. Microanálisis de rayos X de los depósitos. 

Para saber cual era el catión que quelaba el EDTA, nuestro 

siguiente paso fue estudiar mediante microanálisis de rayos X estos 

precipitados.      

          
Fig. 20. Espectros de microanálisis de rayos X obtenidos usando microscopía electrónica 
de transmisión. Figs. A-F: Cultivo de microsporas aisladas de 9 días de duración (C9). 
Espectros de A: depósito denso en la intina, B: depósito en pared lateral, C: zona de la 
exina, D: zona de la intina sin depósitos, E: zona de la pared lateral sin depósitos y F:  
zona del citoplasma de un grano  multicelular. (Escala vertical: 150). 
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La figura 20 representa algunos de los espectros más 

representativos de los obtenidos cuando se analizaron por microanálisis 

de rayos X distintos puntos de los granos multicelulares inducidos con el 

cultivo de microsporas aisladas. 

En los espectros correspondientes a los depósitos densos a los 

electrones tanto en la pared del grano (intina) como de las paredes 

producto de las divisiones androgénicas se identificaron picos 

correspondientes a los elementos: O, Si, P, K, Ca, Fe y Ni (figs. 20A y B). 

El pico del Fe resultó ser el más característico de estos depósitos; los 

picos de Ca y K eran muy poco visibles mientras que los del O y Si eran 

muy evidentes. Por último, el del Ni correspondía a las rejillas sobre las 

que se depositaron los cortes para el análisis.  

Cuando se analizaron zonas de la intina o de las paredes laterales 

que no contenían depósitos se observó que el pico correspondiente al Fe 

no estaba presenten los espectros correspondientes (figs. 20 D y E). Lo 

mismo ocurría en los espectros obtenidos en zonas tomadas al azar de la 

exina (fig. 20 C) o del citoplasma de las células que constituían los 

granos multicelulares (figs. 20 F).  

 
 
Fig. 21. Cultivo de microsporas aisladas  utilizando distintas concentraciones de Fe. Figs. 
A-D: Cortes ultrafinos contrastados con Ur-Pb. Ultraestructura de  paredes. A y B: 
Microsporas cultivadas durante 6 días (C6) en un medio de cultivo con una concentración 
de Fe 2.5 veces superior a la utilizada al inicio para cultivo de anteras y de miscrosporas 
aisladas (40 mg/ml de FeNa2 EDTA). A: Un buen número de granos multicelulares 
encontrados en estas condiciones presentan síntomas de degeneración celular, parecen 
estar muriendo. En la intina de estos granos son bien visibles un gran número de 
depósitos densos a los electrones (flechas negras). B: Los granos multicelulares con mejor 
aspecto también presentan depósitos densos a los electrones incluso en las paredes que 
separan las células que los componen (flechas negras). C y D: Microsporas cultivadas 
(C6) en un medio de cultivo sin Fe. C: Granos multicelulares con una intina (I) muy 
sinuosa pero que no presenta cúmulos de  material denso a los electrones. D: Grano 
multicelular con la pared (exina (Ex), intina (I)) mejor conservada en la que no pueden 
verse depósitos densos a los electrones, las paredes laterales también están libres de 
depósitos (flechas blancas). 
Las barras representan 1 µm 
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Para confirmar que los depósitos contenían hierro y que 

probablemente procedía del medio de cultivo se realizaron nuevos 

ensayos de cultivo de microsporas aisladas utilizando un medio de 

cultivo exactamente igual al inicial pero que contenía distintas 

concentraciones de Fe: 0.015x, 0.5x, 0.75x, 1x, 2.5x, 9xFe y sin Fe 

(siendo 1xFe la concentración inicial de FeNa2EDTA que se aplicaba tanto 

al cultivo de anteras como al de microsporas aisladas, es decir, 40 

mg/ml). La inducción en todos los casos se llevó a cabo, igual que al 

inicio, pretratando con manitol 0.3M.  

Cuando se estudiaron las estructuras multicelulares obtenidas 

utilizando los  medios que contenían una concentración superior a 1xFe 

se observaba que los depósitos densos a los electrones estaban presentes 

en la parte más externa de la intina (fig. 21A) y en las paredes que 

separaban las células de los distintos granos multicelulares (fig. 21B). 

Sin embargo cuando se eliminó el hierro del medio de cultivo o se 

utilizaban concentraciones iguales o inferiores a 0.75xFe los depósitos 

desaparecían por completo de las granos de polen multicelulares 

resultantes (fig. 21C y D). Además, la observación de la ultraestructura 

de los pocos granos de polen multicelulares obtenidos cuando las 

concentraciones de Fe eran altas (2.5X) o inferiores a 0.75x mostró que 

existían algunas anomalías: algunos granos de polen tenían la pared 

alterada (fig. 21C) o se estaban muriendo presentando síntomas claros de 

degeneración celular (fig. 21A). 

Asimismo, para determinar cómo afectaba la concentración de 

hierro en el medio a la inducción de androgénesis, se evaluaron el 

número de proembriones obtenidos así como el número de plantas 

verdes regeneradas cuando se utilizaban las concentraciones de hierro 

anteriormente citadas: 0.015x, 0.5x, 0.75x, 1x, 2.5x y 9xFe. Se realizaron 

4 ensayos para cada una de las concentraciones y los resultados de los 

contajes están resumidos en la tabla 6 así como en los histogramas 1 y 2. 
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Como resumen se puede decir que el número de estructuras  

embrionarias obtenidas disminuye con la concentración de Fe cuando 

ésta es superior a 0.75x. Sin embargo el número de plantas verdes 

regeneradas se incrementa con la concentración de Fe hasta que ésta es 

1x, de manera que a partir de esta concentración también disminuye. 

 

 

 
 

 

 

 

 

Histograma 
1. Número de proembriones obtenidos a partir de ensayos de cultivo de microsporas 

utilizando distintas concentraciones de hierro. Los resultados se expresan como la media 

± SEM. n=4. p=0.1     
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istograma 2. Número de plantas verdes obtenidas a partir de ensayos de cultivo 

poras utilizando distintas concentraciones de hierro. Los resultados se expresan 

edia ± SEM. n=4. p=0.1     

0
0,015x 0,5x 0,75x 1x 2,5x 9x
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[Fe] proembriones SEM plantas verdes SEM 

0.015x 0 0 0 0 

0.5x 1763 622.95 62 22.53

0.75x 2163 588.02 113 20.11

1x 1404 191.50 120 29.29

2.5x 557 409.79 58 13.96

9x 0 0 0 0 

  
Tabla 6. Número de proembriones y plantas verdes regeneradas a partir de ensayos de 

cultivo de microsporas utilizando distintas concentraciones de hierro. Los resultados son 

la media y la desviación estandar (SEM) de 4 experimentos. 

 

4.4. Inmunolocalización de componentes de la pared celular. 
 

Para proseguir con nuestro estudio sobre la pared de la 

microspora durante la inducción y las primeras etapas de la inducción 

androgénica se inmunolocalizaron algunos de los componentes de la 

pared celular vegetal durante este proceso (fig. 22-27). Los componentes 

estudiados fueron: calosa, pectinas y proteínas arabinogalactanos 

(AGPs). Para ello se estudió la distribución de estas moléculas en las 

paredes de microsporas vacuoladas antes (A0) y después del 

pretratamiento de inducción (A3 y A4) así como en las estructuras 

multicelulares obtenidas tras el cultivo de anteras y microsporas aisladas 

(C3, C6, C9 y C13). 

 

Fig. 22. Inmunocitoquímica con anticuerpos anti-calosa. Cultivo de anteras y 
microsporas aisladas. Figs. A y B: Cortes ultrafinos contrastados con Ur. Cultivos de 
anteras. A: Polen embriogénico después de 3 días de en cultivo (C3).El marcado (flechas) 
se acumula en la parte más externa de la intina (In). B: Polen embriogénico después de 6 
días de en cultivo (C6).El marcado se acumula en zonas de las paredes que separan las 
células que componen a estos granos y que corresponden a los plasmodesmos (P). 
Las barras representan 1 µm 
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4.4.1.Calosa. 

Para localizar la calosa en las paredes celulares se utilizó un 

anticuerpo comercial. No se encontró ningún marcado en las 

microsporas vacuoladas antes de la inducción. Tras la puesta en cultivo 

el inmunomarcado se distribuyó en la parte más externa de la intina 

engrosada de los granos multicelulares obtenidos tras 3, 6, 9 y 13 días de 

cultivo (fig. 22A). También encontramos un marcaje muy abundante para 

la calosa dentro de los plasmodesmos de las paredes que separaban las 

células que constituían las estructuras multicelulares en formación (fig. 

22B).  

 

4.4.2. Pectinas. 

La distribución de pectinas fue estudiada utilizando dos 

anticuerpos monoclonales: JIM5 (fig. 23), que reacciona frente a  pectinas  

con un bajo grado de esterificación, y JIM7 (fig. 24), que reacciona frente 

a pectinas altamente esterificadas. 

 

 

 

 

Fig. 23. Inmunodetección de pectinas con bajo grado de esterificación (JIM5). Cultivo de 
anteras. Figs. A-E: Cortes ultrafinos contrastados con Ur. A y B: Anteras antes de la 
inducción androgénica (A0). A: Tejido de la antera en el que se observa abundante 
marcado en las paredes (flechas). B: Microspora vacuolada donde sólo se observan 
marcado con oro en algunas zonas de los dictiosomas (dc). C: Grano multicelurar 
obtenido tras 3 días de cultivo (C3), en el que la parte más externa de la intina (I) está 
marcada (flechas). D y E: Granos multicelurares obtenidos tras 6 días de cultivo (C6). D: 
Las paredes que separan las células que los integran no presentan inmunomarcado. E: 
Las partículas de oro están localizadas en  la parte más externa de la intina (I) (flechas). 
Las barras representan 1 µm 
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Antes del pretratamiento de inducción de androgénesis (A0), se 

observó que tras incubar con ambos anticuerpos, JIM5 y JIM7, el 

inmunomarcado estaba presente en las paredes de las células de los 

diferentes tejidos que componen la antera incluyendo epidermis, capas 

medias y tapetum (fig.23A y 24A). En las microsporas se encontró 

marcado en la intina cuando incubamos con el anticuerpo JIM7 (fig. 

24A), que localiza pectinas metilesterificadas, pero no cuando incubamos 

con el JIM5, que reconoce pectinas desesterificadas. En las microsporas 

vacuoladas (A0) sólo encontramos partículas de oro con JIM5 en algunas 

zonas de los dictiosomas (fig. 23B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24. Inmunodetección de pectinas esterificadas (JIM7) en cultivo de anteras. Figs. A-
D: Cortes ultrafinos contrastados con Ur. A: Antera antes de la inducción androgénica 
(A0), las células del tapetum (T) presentan inmunomarcado (flechas) también se 
encuentra marcada la intina de las microsporas(flechas).B: Grano multicelurar obtenido 
tras 3 días de cultivo (C3), tanto la intina (I) como la pared lateral visible en este corte 
están marcadas (flechas). C y D: Granos multicelurares obtenidos tras 6 días de cultivo 
(C6). C: Polen multicelular homogéneo marcado tanto en la intina como en las paredes 
laterales (flechas). D: Polen multicelular heterogéneo marcado tanto en la intina como en 
las paredes laterales (flechas).   
Las barras representan 1 µm 
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En los granos de polen multicelulares obtenidos tras el cultivo de 

anteras durante 3 y 6 días, el inmunomarcado con el anticuerpo  JIM7 se 

encontraba distribuido al azar en la intina engrosada y en las nuevas 

paredes que se formaban separando las células que constituían estos 

granos, tanto cuando eran homogéneos como cuando eran heterogéneos 

(fig. 24B-D). Sin embargo, cuando se incubaban las secciones ultrafinas 

con el anticuerpo JIM5 las partículas de oro sólo se localizaban en la 

región más externa de la intina de estos granos tanto tras 3 (fig. 23C) 

como 6 días de cultivo (fig. 23D). Este patrón de marcado coincidía 

prácticamente con el de la calosa en la intina, pero con el anticuerpo 

JIM5 no se encontraba marcado en los plasmodesmos presentes en las 

paredes laterales como ocurría con el anticuerpo anti-calosa ni en 

ninguna otra zona de estas paredes (figs. 23C-E). El inmunomarcado de 

las células de los distintos tejidos de la antera (epidermis, capas medias y 

tapetum) se mantuvo tanto tras 3 como 6 días de cultivo con ambos 

anticuerpos. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25. Inmunodetección de pectinas en cultivo de microsporas. Figs. A-B: Cortes 
ultrafinos contrastados con Ur. A: Inmunodetección de pectinas desesterificadas (JIM5). 
Polen multicelular obtenido tras 3 días de cultivo (C3), marcado en la parte más externa 
de la intina (I) (flechas).B: Inmunodetección de pectinas esterificadas (JIM7). Polen 
multicelular obtenido tras 6 días de cultivo (C6) con partículas de oro decorando toda la 
superficie de la intina (I) (flechas). Nótese la presencia tanto en A como en B de depósitos 
densos a los electrones (círculos blancos). 
Las barras representan 1 µm 
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En las estructuras multicelulares obtenidas tras el cultivo de 

microsporas aisladas se realizó un estudio paralelo de localización de 

pectinas tanto esterificadas como desesterificadas (fig.25) para ver si 

existía alguna diferencia en cuanto a la composición de estas paredes al 

estar más directamente expuestas a los distintos componentes del medio 

de cultivo. Al igual que ocurría en el cultivo de anteras, en el cultivo de 

microsporas aisladas las pectinas metilesterificadas se distribuían a lo 

largo y ancho de la intina pero las pectinas desesterificadas se 

localizaban sólo en la parte más externa de la intina, justamente donde 

se acumulaban especialmente los depósitos densos a los electrones que 

se han descrito en el capítulo anterior. Sin embargo y a pesar de su 

proximidad, nunca observamos colocalización de este tipo de pectinas y 

los depósitos, como se puede observar en la figura 25A. Para distinguir 

los depósitos del marcado fue necesario fijarse en el menor tamaño y en 

la forma más redondeada que presentan los granos de oro (fig. 25). 

Tampoco existía colocalización con las pectinas metilesterificadas (fig. 

25B). 

 

4.4.3. Proteínas arabinogalactanos 

Dado que se había descrito que existían dos tipos de AGPs 

implicadas en la embriogénesis somática se estudió si estas proteínas, 

que reaccionaban frente a los anticuerpos JIM4 y JIM8, también estaban 

implicadas en la inducción y primeras etapas de la androgénesis (figs. 26 

y 27).  

 
Fig. 26. Inmunodetección de AGPs (JIM8) en cultivo de anteras. Figs. A-D: Cortes 
ultrafinos contrastados con Ur. A: Microspora vacuolada antes de la inducción 
androgénica (A0), la intina (I) y distintas zonas del citoplasma especialmente el retículo 
endoplásmico presentan inmunomarcado (flechas). B-D: Granos multicelurares obtenido 
tras 6 días de cultivo (C6). B y D: Granos multicelulares homogéneos marcados tanto en 
la intina (I) como en las paredes laterales y en zonas membranosas del citoplasma 
(flechas). C: Polen multicelular heterogéneo presenta poco marcado.   
Las barras representan 1 µm 



 
 

 Resultados  

  
155 

 

 A 

D 

C 

B

Ex 

Ex 

Ex 

I

I 

I

Fig. 26



 
 

Resultados  
 

 
156 

En cuanto a la distribución de la marca tras la incubación con el 

anticuerpo JIM8 (fig. 26), en microsporas vacuoladas (A0) se encontró 

marcado en la intina y en el citoplasma cercano a la pared celular, 

especialmente en vesículas y en retículo endoplásmico (fig. 26A). Sin 

embargo, no se encontró inmunomarcado tras el pretratamiento de  

inducción. 

Cuando se incubó con el anticuerpo JIM8 después de 3 y 6 días de 

cultivo el marcado fue bastante abundante localizándose las partículas 

de oro en la intina (figs. 26B y D) y en las paredes formadas entre las 

células que componían el grano multicelular (fig. 26D), especialmente en 

los granos de polen multicelulares homogéneos. Los granos 

multicelulares heterogéneos no presentaban prácticamente marca (fig. 

26C).  

Los resultados obtenidos tras incubar con JIM4 fueron bastante 

diferentes (fig. 27).  No se encontró marcado en las microsporas antes de 

la inducción de androgénesis. Sin embargo sí se encontró tras la 

inducción (A4) y en granos de polen multicelulares obtenidos tras 3 y 6 

días de cultivo (fig. 27A y B) aunque la marca era muy escasa. En la 

figura 28 se muestra esquemáticamente la distribución del marcado 

cuando se utilizó este anticuerpo.  

 

 

 

 

Fig. 27. Inmunodetección de AGPs (JIM4) en cultivo de anteras. Figs. A y B: Cortes 
ultrafinos contrastados con Ur. Grano multicelurares obtenidos tras 6 días de cultivo 
(C6). A: Grano multicelular homogéneo, aparece marcado en las paredes laterales y 
algunas zonas del citoplasma (flechas) B: Grano multicelular heterogéneo. El marcado, 
escaso, aparece en el citoplasma de ambos tipos de células (flechas). 
Las barras representan 1 µm 
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     Fig. 28. Esquema de los resultados de las inmunocitoquímicas para los anticuerpos 

JIM4 y JIM8. 

 

5. HORDEÍNAS.  

 

En nuestro estudio de las primeras etapas de la androgénesis 

observamos la presencia de unos cuerpos de carácter proteico que ya 

hemos descritos con anterioridad. Dada la importancia de las proteínas 

de almacenamiento en cereales, en particular de las prolaminas, se 

realizó un análisis para ver si estos cuerpos proteicos contenían 

prolaminas. En primer lugar para poner a punto las técnicas que se iban 

a utilizar para este estudio, se analizó primero la presencia de 

prolaminas durante la embriogénesis zigótica de trigo y de cebada puesto 

que los anticuerpos empleados, cedidos por el Dr. Enrique Méndez (R3, 

R4 y R5) reaccionaban frente a todas las prolaminas de cereales 

incluyendo por tanto las gliadinas del trigo y las hordeínas de cebada.  

 

Microspora antes de  
Inducción androgénica 

Microspora tras 
Inducción androgénica 

Estructuras 
embriogénicas 
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5.1. Prolaminas durante el desarrollo zigótico de trigo y cebada. 

 

5.1.1. Cuantificación de prolaminas mediante ELISA.  

Para la cuantificación de prolaminas se utilizó el sistema ELISA 

“sandwich” desarrollado en principio para determinar la presencia de 

gluten en alimentos. Los resultados se pueden ver en la tabla 7. Aunque 

para el análisis de alimentos los resultados se expresan en partes por 

millón de gluten (ppm), en nuestro estudio que incluye semillas de trigo y 

cebada en distintos estadios de desarrollo los expresamos como µg de 

gliadinas u hordeínas en un gramo de muestra (ppm prolaminas).  

 

Tabla 7. Cuantificación mediante ELISA de gliadinas y hordeínas durante el desarrollo 
zigótico de trigo y cebada respectivamente. DPA: días post-antesis. ppm: partes por 
millón(µg de gliadinas u hordeínas en un gramo de muestra). Los resultados son la media 
de 3 ensayos El error de esta técnica ha sido valorado en un 10% de acuerdo a las 
normas ISO. 

 

En la tabla 7 se puede ver que 2 días después de la antesis se 

pudieron detectar ya gliadinas y hordeínas en las semillas de trigo y 

cebada respectivamente. Sin embargo, la cantidad de prolaminas fue 

TRIGO CEBADA 

DPA ppm gliadinas DPA ppm hordeínas 

2 0.093 3 0.065 

6 2.15 6 268.55 

8 52.75 8 4666.67 

10 2590 10 8572 

12 3190 12 32440 

Semilla madura 14670 Semilla madura 54075 
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realmente baja tanto en trigo como en cebada en este estadio siendo 

ligeramente superior en trigo que en cebada. Sin embargo, 6 días 

después de la antesis la cantidad de hordeínas fue ya significativamente 

mayor en las semillas de cebada que la cantidad de gliadinas en la 

semilla de trigo. La cantidad de prolaminas aumentaba progresivamente 

en ambas semillas en formación pero la cantidad de hordeínas seguía 

siendo mayor que la cantidad de gliadinas incluso en las semillas 

maduras de cebada y trigo. 

5.1.2. Detección de gliadinas y hordeínas mediante inmunofluorescencia. 

Para inmunolocalizar gliadinas y hordeínas durante el desarrollo 

zigótico de las semillas de trigo y cebada se utilizaron los tres anticuerpos 

antes citados: R3, R4 y R5. Como anticuerpo secundario se utilizó un 

anticuerpo acoplado a fluoresceína. La observación de estas muestras 

con el  microscopio de fluorescencia mostró que estas proteínas se 

concentraban en forma de cuerpos proteicos (figs. 29, 30 y 31).  

 

 

 

 

 

Fig. 29. Inmunolocalización de gliadinas. Secciones semifinas transversales de semilla de 
trigo en formación 12 DPA. Fig. A: Tinción con azul de toluidina. El endospermo amiláceo 
presenta numerosos cuerpos proteicos (puntas de flecha) que aparecen teñidos de azul. 
Figs. B-D: Inmunolocalización de gliadinas mediante los anticuerpos R3, R4 y R5. B: 
Inmunofluorescencia con el anticuerpo R3:Además de en los cuerpos proteicos (puntas de 
flecha) aparece marcado en la periferia de los granos de almidón (flechas). No aparece 
marca en la capa aleurona (A). Figs. C y D: Inmunomarcado con R4 y R5 
respectivamente. Aparece marcado en los cuerpos proteícos (puntas de flecha) pero no se 
observa fluorescencia en la superficie de los granos de almidón ni en la capa aleurona (A). 
Las barras representan 10 µm 
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Estos cuerpos proteicos habían sido observados en el endospermo 

de las semillas de trigo y cebada mediante microscopía de campo claro al 

teñir con azul de toluidina (fig. 29A) y no eran visibles hasta 8 días 

después de la antesis. Cuando se utilizó el anticuerpo R3 se observó que 

además de los cuerpos proteicos en el endospermo también aparecían 

marcados los límites superficiales de los granos de almidón (fig. 29B). 

Esto no ocurría cuando se utilizaba ni el anticuerpo R4 (fig. 29C) ni el 

anticuerpo R5 (fig. 29D), sin embargo cuando se empleaba este último se 

observaba una mayor intensidad de fluorescencia por lo que R5 fue el 

anticuerpo seleccionado a partir de ese momento para los estudios de 

localización mediante inmunofluorescencia y también el empleado en el 

análisis mediante Western blot.  

Se observó además con los 3 anticuerpos que en todas las 

ocasiones, la capa de aleurona no presentaba cuerpos proteicos. Estos 

cuerpos que en la semilla de trigo 10 días después de la antesis 

presentaban una forma completamente redonda, (fig. 30A) iban creciendo 

conforme la semilla seguía desarrollándose (fig. 30B) y comenzaban a 

fundirse unos con otros 14 días tras la antesis. La fusión de los cuerpos 

proteicos hizo que perdieran su forma redondeada haciéndose más 

amorfos (fig. 30C). En la semilla madura se observó que la fusión de los 

cuerpos proteicos daba lugar a una matriz proteica que ocupaba junto 

con los granos de almidón casi todo el citoplasma (fig. 30D). 

 

Fig. 30. Inmunolocalización de gliadinas con el anticuerpo R5. Fig. A-C: Secciones 
semifinas transversales de semilla de trigo en formación. A: 10 DPA, los cuerpos proteicos 
comienzan a unirse entre si. B: 12 DPA los cuerpos proteicos aumentan de tamaño y 
continúan uniéndose unos a otros. C: 14 DPA, los cuerpos proteicos adquieren formas 
irregulares como consecuencia de su fusión. Fig. D: Semilla madura en la que se observa 
una matríz proteíca marcada que está presente prácticamente en todo el citoplasma no 
ocupado por los granos de almidón(al).La capa aleurona (A) no aparece marcada.  
Las barras representan 10 µm 
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En cuanto a la semilla en formación de cebada, 8 días después de 

la antesis, en el endospermo todavía en proceso de celularización y 

desarrollo ya eran visibles los cuerpos proteicos aún de pequeño tamaño 

(fig. 31C) que se distribuían en el endospermo de la siguiente manera: 

encontrándose un número mayor de cuerpos proteicos donde el 

endospermo estaba más desarrollado y disminuyendo esta cantidad 

hacia el centro del espacio vacuolar central (fig. 31A y B). Los cuerpos 

proteicos fueron creciendo y desarrollándose en la semilla de cebada, 

igual que ocurría en la de trigo, hasta formar la matriz proteica 

característica de la semilla madura (fig. 31E). Los cuerpos proteicos eran 

también visibles y aparecían marcados con granos de oro cuando se 

realizaba una inmunocitoquímica para microscopía electrónica con el 

anticuerpo R5 (fig. 31D). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 31. Localización de hordeínas en semillas de cebada. Figs. A-C: Secciones semifinas 
transversales de semilla de cebada en formación 8 DPA. A: Tinción con azul de toluidina, 
el endospermo está todavía en formación. Espacio vacuolar central (VC).Figs. B y C: 
Inmunolocalización de hordeínas mediante el anticuerpo R5,  el marcado se presenta en 
cuerpos proteicos. Fig. D: Inmunodetección de hordeínas mediante el anticuerpo R5. 
Cortes ultrafinos de semillas en formación 8 DPA contrastados con Ur. El marcado 
aparece dentro de los cuerpos protéicos.  Fig. E: Inmunolocalización de hordeínas con el 
anticuerpo R5. Secciones semifinas transversales de semilla madura, la matriz proteica 
presente en prácticamente todo el citoplasma no ocupado por los granos de almidón (al). 
No aparece marcado en la capa aleurona (A). Las barras representan 100 µm salvo que se 
indique otro valor. 
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5.1.3. Análisis mediante Western blot.  

Los extractos de proteínas de semillas de trigo y cebada en 

formación fueron separados mediante SDS-PAGE, transferidos a una 

membrana y detectados con el anticuerpo R5 acoplado a peroxidasa  

(figs. 32 y 33).                                                 . 

 

No fue posible detectar estas proteínas 2 días después de la 

antesis mediante esta técnica. En las figuras 32 y 33 se pueden observar 

los perfiles proteicos correspondientes a  las gliadinas y hordeínas 

obtenidos para las semillas de trigo y cebada en formación, todas las 

bandas aparecían entre 30 y 70 kDa. Tanto en trigo como en cebada el 

patrón de estas bandas varió a lo largo del desarrollo de la semilla. Así, 

en trigo la banda superior, de 70 kDa, que se corresponde con una        

ω-gliadina y se podía ver claramente en los primeros días de desarrollo de 

la semilla desaparecía posteriormente y no estaba presente en la semilla 

madura. Posiblemente esto se debía a que proporcionalmente este tipo de 

proteínas sean menos abundantes en semillas maduras. Lo mismo 

ocurrió en cebada, también desaparecía esta banda superior en la 

semilla madura correspondiente a una hordeína de tipo C. Además, 

también variaba la abundancia relativa de las proteínas durante el 
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Fig.32. Western blot de gliadinas de 
semillas de trigo en formación. DPA: días 
postantesis. Se señala con llaves los 
distintos tipos de gliadinas. 
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Fig.33. Western blot de hordeinas de 
semillas de cebada en formación. DPA: 
días postantesis. Se señala con llaves 
los distintos tipos de hordeínas. 
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desarrollo de las semillas de  trigo y  de cebada. En cebada parecen 

aumentar las hordeínas tipo B. 

Los resultados del estudio de la expresión del gen que codifica 

para la hordeína B1 en el desarrollo zigótico se detallaran más adelante 

en comparación con la expresión de este gen durante el desarrollo 

androgénico y gametofítico. 

 

5.2. Hordeínas durante la inducción y las primeras etapas de la 
androgénesis 

 

5.2.1. Expresión del gen de la hordeína B1 durante el desarrollo 

androgénico, zigótico y gametofítico mediante RT-PCR e hibridación in 

situ 

Con el fin de estudiar la expresión del gen que codifica para la 

hordeína B1 en el desarrollo zigótico y androgénico de cebada se extrajo 

el ARN total de las siguientes muestras entre las que también se 

incluyeron algunos estadios del desarrollo gametofítico: A0 (microsporas 

en el estadio de microspora vacuolada), P9 (polen tricelular 9 días 

después de microspora vacuolada), P12 (polen maduro en antesis,  

desprendido de la antera por agitación 12 días después de microspora 

vacuolada), A3 (microsporas tras 3 días de tratamiento de inducción con 

manitol), C3 (microsporas aisladas después de 3 días de cultivo), C13 

(microsporas aisladas cultivadas durante 13 días), S10 (semillas de 

cebada en formación 10 días después de la antesis) y E14 (embriones 

zigóticos diseccionados de semillas de cebada en formación 14 días tras 

la antesis). 

Para asegurarnos de que la cantidad de ARN total de partida era 

equivalente en todas las muestras analizadas, y con objeto de obtener 
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resultados semicuantitativos, se amplificaron también mediante RT-PCR 

los transcritos del gen EF1α de cebada (elongation factor 1-alpha, 

número de acceso al GenBank L11740). Este es un gen que se expresa de 

manera constitutiva en todos los tejidos, independientemente del estado 

de la célula. Los resultados de la RT-PCR (fig. 34) utilizando los oligos 

EF5 y EF3 (tabla 3) mostraron la amplificación de un fragmento de 500 

bp de este gen con una intensidad de banda cuantitativamente similar en 

todos los estadios analizados, lo que sirvió de control de que la cantidad 

de ARN total de partida era similar en todos los estadios ensayados.  Por 

tanto, se puede concluir que los resultados de la amplificación reflejaban 

de manera semicuantitativa el nivel de transcritos presentes en cada 

estadio del desarrollo. 

 

 

 

Fig. 34. Expresión del gen de la hordeína B1(Hor) estudiada mediante RT-PCR. EF1α: gen 
del factor de elongación 1α de cebada. A0: microspora vacuolada. A3: microsporas tras el 
pretratamiento de inducción. C3: microsporas cultivadas durante 3 días. C13: 
microsporas cultivadas durante 13 días. P9: polen tricelular 9 días después de 
microspora vacuolada P12: polen maduro. E14: embriones diseccionados 14 DPA. S10: 
semillas en formación 10 DPA. 

 

Mediante la pareja de oligos Hor5 y Hor3 (tabla 3) se amplificó un 

fragmento de cDNA de 418 bp homólogo a la secuencia de la proteína 

hordeína B1 de cebada (número de acceso al Genbank T04474). Los 

cebadores fueron diseñados a partir de la secuencia EST BE195546 de 

cebada disponible en la base de datos. Los resultados de RT-PCR (fig. 34) 

muestran que el gen de la hordeína B1 se expresaba en todos los 

estadios estudiados excepto en los embriones zigóticos diseccionados de 

semillas de cebada en formación 14 días tras la antesis (E14). La mayor 

amplificación se obtuvo, como era esperable, en las semillas en formación 

EF1α 
Hor 

A0     A3    C3    C13    P9    P12   E14   S10  
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10 DPA. Se observa también un ligero aumento de expresión en las 

microsporas tras tres días de cultivo. 

La distribución espacial de los transcritos del gen de la hordeína 

B1 se estudió mediante hibridación in situ (fig. 35) utilizando una sonda 

ARN antisense marcada con digoxigenina y visualizada mediante la 

intensificación con plata de los granos de oro acoplados a un anticuerpo 

antidigoxigenina.  Al igual que en los análisis de RT-PCR se detectó la 

presencia de transcritos de este gen primero durante el desarrollo 

gametofítico en las microsporas vacuoladas (fig. 35A), el polen bicelular 

(fig. 35B) y el polen tricelular (fig. 35C), aunque en estos estadios el 

marcado era realmente escaso. También se detectaron los transcritos del 

gen de la hordeína B1 tras el pretratamiento de inducción (fig. 35D), en 

las primeras etapas del desarrollo androgénico a los 3 (fig. 35E), 6 (fig. 

35F) , 9 (Fig. 35G) y 13 (Fig. 35H) días de cultivo. Además, durante el 

desarrollo de los proembriones androgénicos, no se apreciaban 

diferencias en el marcado entre los dos tipos celulares presentes en los 

granos de polen multicelulares heterogéneos tras 6 y 9 días (fig. 35F y 

35G) de cultivo ni en ningún tipo de dominio dentro de estos granos de 

polen multicelulares. Tras 13 días de cultivo (fig. 35H) en los 

proembriones androgénicos más avanzados se apreciaba una mayor 

presencia de transcritos en las células situadas en la periferia que en las 

células situadas en el interior. Estas células tenían, como ya se ha dicho, 

una apariencia más meristemática. En cuanto al desarrollo zigótico se 

observó marcado en el endospermo de semillas de cebada en formación 

10 días después de la antesis (fig. 35I) pero no en el embrión. En todos 

estos estadios, no se observó marca en las vacuolas, granos de almidón o 

paredes celulares lo que constituyó un control interno de la fiabilidad de 

los resultados de hibridación in situ control que se completaba con los 

resultados negativos obtenidos al usar la sonda sense.  
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Fig. 35. Localización mediante hibridación in situ al microscopio óptico de los 
transcritos de la hordeína B1. Secciones semifinas teñidas con safranina. Figs. A-C: 
Desarrollo gametofítico. A y B: Microspora vacuolada y polen bicelular respectivamente, el 
marcado escaso (flechas negras), aparece en el citoplasma y núcleo, no se observa 
marcado en la vacuola (V) o en la pared celular. C: Polen tricelular. En el citoplasma son 
visibles los granos de plata. Figs. D-H: Desarrollo androgénico.  D: microsporas tras la 
inducción androgénica, presenta escaso marcado.  E y F: granos de polen multicelulares 
tras 3 y 6 días de cultivo respectivamente, presentan un marcado abundante tanto en el 
núcleo como en el citoplasma de todas las células. Fig. G: grano de polen multicelular 
heterogéneo en el que se está rompiendo la pared tras 9 días de cultivo. El marcado 
aparece igualmente distribuido en los dos tipos celulares. H: células periféricas de un 
proembrión androgénico obtenido tras 13 días de cultivo. Fig. I: Endospermo de semilla 
de cebada 10 DPA en el que son visibles ya los cuerpos proteicos (puntas de flecha 
blanca) el marcado aparece distribuido en el citoplasma de todas las células. Nótese que 
no aparecen granos de plata ni en vacuolas, ni en paredes ni en granos de almidón (al). 
Las barras representan 20 µm. 
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5.2.2. Cuantificación de hordeínas mediante ELISA  

Los extractos alcohólicos de proteínas obtenidos de microsporas 

antes (A0) y después de la inducción androgénica (A3) y de las 

microsporas embriogénicas resultado del cultivo durante 3 (C3), 6 (C6), 9 

(C9) y 13 (C13) días fueron analizados mediante el sistema ELISA 

“sandwich” descrito con anterioridad. Los resultados de este análisis 

cuantitativo aparecen en la tabla 8. 

ANDROGÉNESIS EN CEBADA 

Fase ppm hordeínas 

A0 3.85 

A3 3.09 

C3 94.03 

C6 30.58 

C9 3.58 

C13 19.23 

 

Tabla 8. Cuantificación mediante ELISA de hordeínas durante el desarrollo androgénico 
de cebada. A0: microspora vacuolada. A3: microsporas tras el pretratamiento de 
inducción. C3, C6, C9 y C13 microsporas cultivadas durante 3, 6, 9 y 13 días. ppm: 
partes por millón(µg de gliadinas u hordeínas en un gramo de muestra). Los resultados 
son la media de 3 ensayos. El error de esta técnica ha sido valorado en un 10% de 
acuerdo a las normas ISO. 

 

Como se puede ver en la tabla 8 existen ya hordeínas en las 

microsporas vacuoladas antes del pretratamiento de inducción (A0), 

aunque en una  cantidad muy baja. La cantidad de hordeínas no sufre  

prácticamente ninguna modificación tras el pretratamiento de ayuno en 

manitol (A3) y aumenta en gran medida tras 3 días de cultivo en medio 

rico. Tras 6 días de cultivo la cantidad de hordeínas decrece de nuevo, 
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disminuyendo aún más a los 9 días de cultivo. Por último tras 13 días de 

cultivo la cantidad de hordeínas vuelve aumentar. 

 

5.2.3. Análisis mediante Western blot 

Puesto que se encontraron hordeínas en las microsporas 

vacuoladas antes (A0) y después del pretratamiento de inducción (A3) y 

tras los primeros días de cultivo se realizó un análisis mediante Western 

blot de los mismos extractos proteicos utilizados para la cuantificación 

por ELISA. Los resultados se pueden ver en la figura 36. El patrón de 

bandas resultante para estos extractos mostró que para todos los 

estadios estudiados (A0, A3, C3, C6, C9 y C13) se podían distinguir las 

bandas correspondientes a las hordeínas detectadas por el anticuerpo 

R5. 

 

Fig. 36. Western blot de gliadinas de semillas de trigo en formación. DPA: días 
postantesis. A0: microspora vacuolada. A3: microsporas tras el pretratamiento de 
inducción. C3, C6, C9 y C13 microsporas cultivadas durante 3, 6, 9 y 13 días tras el 
pretratamiento de inducción. 

 

5.2.4. Detección de hordeínas mediante inmunofluorescencia durante la 

androgénesis y el desarrollo gametofítico 

Para inmunolocalizar las hordeínas se utilizó el anticuerpo R5 ya 

que este era el anticuerpo que proporcionaba mejores resultados para la 

localización de estas proteínas durante la formación de la semilla. Como 
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resultado de la inmunocitoquímica durante el desarrollo gametofítico 

(fig.37) se observó fluorescencia en algunos puntos del citoplasma de las 

microsporas vacuoladas (fig. 37A), del polen bicelular (fig. 37C) y del 

polen tricelular (fig. E), aunque esta marca  era realmente escasa. En 

cuanto a la inducción y primeras etapas de la androgénesis (figs. 37 y 

38), se observó muy poca marca tras el pretratamiento de estrés con 

manitol (A3) (fig. 37G) aunque posteriormente, tras 3 (C3)(fig. 37I), 6 (C6) 

(fig. 37J) y 9 (C9) días de cultivo (fig. 37M) se aprecia la presencia de 

estas proteínas en cuerpos proteicos fluorescentes. Estos cuerpos 

proteicos estaban presentes en el citoplasma de los dos tipos celulares de 

los granos multicelulares heterogéneos (figs. 37K y 37M). Estos cuerpos 

proteicos no eran visibles mediante tinción con azul de toluidina. 

También se encontró marca en pequeños cuerpos proteicos cuando se 

observaron los proembriones androgénicos obtenidos tras 13 días de 

cultivo (fig. 38A), esta marca era más abundante en la periferia de estos 

proembriones, en las células más meristemáticas. Lo mismo ocurría en 

proembriones obtenidos tras 18 días de cultivo. Sin embargo, en estos 

proembriones se podían observar cuerpos proteícos que eran visibles 

mediante tinción con azul de toluidina (fig. 38E) pero que no presentaban 

fluorescencia (figs. 38C y 38D) o sólo la presentaban en ciertos puntos de 

la superficie (fig. 38B). No se observó nada de inmunofluorescencia en 

embriones zigóticos (fig. 38F). 

Fig. 37. Inmunolocalización de hordeínas en la gametogénesis y primeros estadios de la 
androgénesis. Cada pareja de imágenes está compuesta por una inmunofluorescencia y 
otra imagen equivalente teñida con azul de toluidina.  Figs. A-F: Desarrollo gametofítico, 
se distinguen sólo unos pocos puntos fluorescentes (puntas de flecha). A y B: Microspora 
vacuolada. C y D: Polen bicelular  E y F: Polen tricelular. Figs. G-N: Desarrollo 
androgénico, se hacen patentes más cuerpos fluorescentes (puntas de flecha).  G y H: 
microspora tras el pretratamiento de inducción con manitol, la marca es muy escasa. I y 
J: polen multicelular obtenido tras 3 días de cultivo. La microspora que parece muerta no 
presenta fluorescencia, la que presenta varias células aparece marcada.  K y L: Polen 
multicelular heterogéneo obtenido tras 6 días de cultivo. Ambos tipos celulares presentan 
fluorescencia, el marcado es más abundante y se concentra en forma de cuerpos 
proteicos que no son visibles mediante tinción con azul de toluidina. M y N: Polen 
multicelular heterogéneo obtenido tras 9 días de cultivo en el que la pared se está 
rompiendo. Ambos tipos celulares presentan inmunofluorescencia.. Barras 20µm.  
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Fig. 38. Inmunolocalización de hordeínas en androgénesis y embriogénesis zigótica. Figs. 
A-E: Desarrollo androgénico. A. Proembrión androgénico obtenido tras 13 días de cultivo 
la inmunofluorescencia se concentra en pequeños cuerpos proteicos (puntas de flechas 
blancas). C-E: Proembrión androgénico obtenido tras 18 días de cultivo. B: Cuerpos 
proteicos (puntas de flecha blanca) que presentan algo de fluorescencia en su superficie. 
C y D: Cuerpos proteicos que no presentan fluorescencia (flechas). E: tinción con azul de 
toluidina de la imagen correspondiente a la fig. E. Figs. F y G: Embrión zigótico 10 DPA, 
inmunolocalización e imagen equivalente en azul de toluidina respectivamente. No 
aparece marcado en las células del embrión que se encuentra en el estadio escutelar 
temprano. Las barras representan 20 µm. 
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6. EXPRESIÓN GÉNICA DURANTE LA INDUCCIÓN Y LAS PRIMERAS 
ETAPAS DE LA ANDROGÉNESIS. 

 

La androgénesis supone el paso de las microsporas de la ruta 

gametofítica a la vía espofítica, por ello se seleccionaron algunos genes 

implicados en estos procesos y estudiamos su expresión mediante RT-

PCR e hibridación in situ. Para gametogénesis elegimos el gen homólogo 

en cebada al de una poligalactarunosa de polen de maíz al que hemos 

denominado Hvpg1, para androgénesis el gen ECA1, para embriogénesis 

zigótica los genes ortólogos en cebada a los genes EMB615 y Naglu  

(HvEMB615 y HvNaglu) y como marcador de endospermo el gen END1 de 

cebada. EF1α es el gen del factor de elongación 1-alpha que se expresa 

de manera constitutiva en todos los tejidos. 

Las dos técnicas utilizadas fueron aplicadas a muestras obtenidas 

en distintas etapas de la androgénesis: A3, C3 y C13 (en el caso de la 

hibridación in situ también se estudiaron en C6 y C9), de la 

gametogénesis: A0, P9 y P12 y de la embriogénesis: S10 y E14. Los 

resultados de la expresión temporal de estos genes a lo largo de los 

distintos puntos de los tres procesos descritos (gametogénesis, 

androgénesis y embriogénesis zigótica) obtenidos mediante RT-PCR 

coinciden con los datos obtenidos mediante hibridación in situ pero con 

esta última técnica además obtuvimos información sobre su localización 

espacial. 

Aunque se describirán los resultados obtenidos para cada uno de 

estos genes, en la figura 39 se presentan juntos los resultados de la 

expresión de todos los genes mediante RT-PCR. Además, también se 

estudió la expresión de los genes Hvpg1, HvEMB615 y HvNaglu en hoja 

(fig. 40). Los ARNs de las distintas muestras fueron tratados con DNasas 

para eliminar las posibles contaminaciones de DNA genómico, 
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purificados y sometidos a RT-PCR con los primers de la tabla 4 

(materiales y métodos): POLY, ECA, NAGLU, 615, END y  EF. En todos 

los casos se utilizó como control positivo ADN genómico y también se 

realizó un control negativo para el que no se añadió molde al tubo de 

PCR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 39. Expresión de todos los genes estudiados mediante RT-PCR. Los genes estudiados 
son: gen implicado en gametogénesis: Hvpg1, gen implicado en la androgénesis: ECA1, 
genes implicados en la embriogénesis zigótica: HvEMB615, HvNaglu y Hor (gen de la 
hordeína B1) y gen expresado en endospermo: END1. EF1α: gen del factor de elongación 
1α de cebada. A0: microspora vacuolada. A3: microsporas tras el pretratamiento de 
inducción. C3: microsporas cultivadas durante 3 días. C13: microsporas cultivadas 
durante 13 días. P9: polen tricelular 9 días después de microspora vacuolada. E14: 
embriones diseccionados 14 DPA. S10: semillas en formación 10 DPA. 

 

 

 

 

Fig. 40. Expresión de los genes Hvpg1, HvNaglu, HvEMB615 y EF1α en hoja mediante 

RT-PCR. EF1αg:Amplificación mediante PCR del gen EF1α sobre ADN genómico.  
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6.1. Gen expresado en la gametogénesis: Hvpg1 

 

De los genes expresados en gametogénesis se seleccionó el gen 

ortólogo en cebada al de una poligalacturonasa de maiz que había sido 

descrito como un gen de expresión tardía, es decir, se expresaba tras la 

división haploide de la microsporas. Así, Hvpg1 es un fragmento de 353 

bp de un gen homólogo al gen de una poligalacturonasa de polen de Zea 

mays (número de acceso a GenBank X57628). Su aislamiento se realizó a 

partir de RT-PCR utilizando los oligos Poly5 y Poly3 obtenidos a partir de 

la secuencia EST BQ753380 de cebada disponible en la base de datos. 

Los resultados de expresión mediante RT-PCR muestran que este 

gen, como se puede ver en la figura 41, no se expresaba en microspora 

vacuolada (A0) pero sí lo hacía tras el pretratamiento de inducción 

androgénica (A3). También se detectó expresión en polen tricelular (P9) y 

en polen maduro (P12). Este gen no se expresaba ni en el embrión 

zigótico ni en las semillas en formación, tampoco se expresa en los 

polenes multicelulares obtenidos tras la inducción androgénica. En la 

figura 40 podemos ver que este gen no se expresaba tampoco en hoja.  

 

 

 

 

Fig. 41. Expresión mediante RT-PCR del gen de una poligalacturonasa de polen (Hvpg1), 
EF1α: gen del factor de elongación 1α de cebada. A0: microspora vacuolada. A3: 
microsporas tras el pretratamiento de inducción. C3: microsporas cultivadas durante 3 
días. C13: microsporas cultivadas durante 13 días. P9: polen tricelular 9 días después de 
microspora vacuolada. E14: embriones diseccionados 14 DPA. S10: semillas en formación 
10 DPA. 
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Los resultados de hibridación in situ utilizando un ARN antisense 

marcado con digoxigenina (fig. 42) muestran que los transcritos de este 

gen no estaban presentes en las microsporas vacuoladas ni en el 

tapetum (fig. 42A). En el polen bicelular joven (fig. 42B) y en el polen 

tricelular (fig. 42C) encontramos marcado que también está presente en 

las células del tapetum (fig. 42B). Tras la inducción androgénica con 

manitol, las microsporas presentaban poca marca (fig. 42D) pero los 

tejidos de la antera no estaban marcados. Los controles realizados con la 

correspondiente sonda sense no presentaron marca. Tampoco se 

observaron granos de plata en estructuras como la pared, vacuolas o los 

granos de almidón al hibridar con la sonda antisense.  

 

6.2. Gen expresado durante la androgénesis: ECA1. 

 

El gen ECA1 cuya expresión había sido descrita como específica de 

androgénesis en cebada se estudió además de en este proceso, en 

distintos estadios de la gametogénesis y de la embriogénesis zigótica. 

Utilizando la pareja de oligos Eca5 y Eca3 (Tabla 4) se amplificó un 

fragmento de 322 bp del gen ECA1 (número de acceso a GenBank 

AF109193). Los resultados de la RT-PCR (fig. 43) muestran que este gen 

se expresaba únicamente tras el pretratamiento de inducción de 3 días 

en manitol (A3) y después de 3 días de cultivo (C3). 

Los resultados de hibridación in situ utilizando una sonda 

antisense de este gen (fig.44) confirmaron que los transcritos de este gen 

no estaban presentes en las microsporas vacuoladas (fig. 44E) sin 

embargo si se observaba ya marca en las microsporas tras el 

pretratamiento de inducción con manitol (fig. 44F) y tras 3 (C3) (fig. 44G). 

Estos resultados también mostraron que posteriormente, en el polen 

multicelular obtenido 6 (C6) (fig.44H) y 9 (C9) (fig. 44I) días de cultivo 
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tras el pretratamiento de inducción, seguía existiendo marcado. Además, 

en los granos multicelulares heterogéneos el marcado estaba presente en 

los dos tipos celulares de estos granos (fig. 44I).  

 

 

 

 

Fig. 43. Expresión del gen ECA1 obtenida mediante RT-PCR. EF1α: gen del factor de 
elongación 1α de cebada. A0: microspora vacuolada. A3: microsporas tras el 
pretratamiento de inducción. C3: microsporas cultivadas durante 3 días. C13: 
microsporas cultivadas durante 13 días. P9: polen tricelular 9 días después de 
microspora vacuolada. E14: embriones diseccionados 14 DPA. S10: semillas en formación 
10 DPA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 42. Localización mediante hibridación in situ (HIS) al microscopio óptico de los 
transcritos de Hvpg1 (gen de una poligalacturonasa de polen) y ECA1 (gen de 
androgénesis). Tinción con safranina. Figs. A-D: HIS para Hvpg1. Fig. A-C: Desarrollo 
gametofítico. A: microsporas vacuoladas (A0) en la que no aparece marcado. B y C: polen 
bicelular joven y polen tricelular (P9) respectivamente en las que aparece abundante 
marcado (flechas negras), también hay marcado en el tapetum (T). Tanto la vacuola (V) 
como los granos de almidón (al) aparecen libres de marca. D: Microspora tras el 
pretratamiento de inducción(A3), presenta escaso marcado. Figs. E-I: HIS para ECA1. E: 
Microspora vacuolada antes de sufrir el pretratamiento (A0), no presenta marcado. Figs. 
F-I: Desarrollo androgénico. F: Microspora tras el pretratamiento de inducción con 
manitol (A3), presenta ya marcado, aunque este es escaso. G y H: granos de polen 
multicelulares obtenidos tras 3 (C3) y 6 (C6) días de cultivo respectivamente que 
presentan abundante marcado distribuido en todas las células que los componen. I: 
grano de polen multicelular heterogéneo liberándose de la pared de la microspora tras 9 
días de cultivo (C9). El marcado aparece en ambos tipos celulares. Las barras 
representan 20 µm. 
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6.3. Genes implicados en la embriogénesis zigótica: HvEMB615 y 
HvNaglu 

 

Como genes implicados en la embriogénesis zigótica se 

seleccionaron los genes ortólogos en cebada de dos genes responsables 

de mutaciones que afectaban a las primeras etapas de la embriogénesis 

zigótica en arabidopsis (EMB615 y Naglu). 

 

6.3.1. HvEMB615. 

HvEMB615 es un fragmento de 497 bp de un gen homólogo al gen 

EMB615 de A. thaliana cuya secuencia nos fue proporcionada por la la 

Dra. Martine Devic “Laboratoire Génome et développement des plantes” 

de la Universidad de Perpignan (Francia). Su aislamiento se realizó 

mediante RT-PCR utilizando la pareja de oligos 615F y 615R (tabla 4) 

diseñados a partir de la secuencia EST de cebada AV835069 disponible 

en la base de datos.  

Los resultados de expresión para este gen obtenidos mediante RT-

PCR aparecen en la figura 44. Así, se observó que este gen se expresaba 

en microspora vacuolada antes (A0) y después de la inducción 

androgénica (A3), y en proembriones androgénicos obtenidos tras 3 y 13 

días de cultivo (C3) y (C13). Como era de esperar, al tratarse un gen de 

embriogénesis zigótica, también se produjo amplificación en semillas de 

cebada en formación 10 días tras la antesis (S10) y en embriones 

zigóticos diseccionados 14 días después de la antesis (E14). Este gen 

también se expresa durante el desarrollo gametofítico en microsporas 

vacuoladas, polen tricelular y polen maduro (A0, P9 y P12). En la figura 

40 además se puede ver que este gen también se expresa en hoja.  
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Fig. 44. Expresión de los genes HvEMB615 y HvNaglu obtenida mediante RT-PCR. EF1α: 
gen del factor de elongación 1α de cebada. A0: microspora vacuolada. A3: microsporas 
tras el pretratamiento de inducción. C3: microsporas cultivadas durante 3 días. C13: 
microsporas cultivadas durante 13 días. P9: polen tricelular 9 días después de 
microspora vacuolada. E14: embriones diseccionados 14 DPA. S10: semillas en formación 
10 DPA. 

 

                              

        Fig. 45.  Sección longitudinal de un embrión zigótico en formación 10 DPA. 

Los resultados de hibridación in situ utilizando la correspondiente sonda 

antisense para este gen (fig. 46) confirman los resultados obtenidos 

mediante RT-PCR y muestran que este gen se expresa en el grano de 

Meristemo 
apical del 

tallo 

Meristemo
apical de la 

raíz 

ESCUTELO

EJE DE 
DESARROLLO 

EF1α 
HvEMB615 
HvNaglu

A0     A3    C3    C13    P9    P12   E14   S10  

 

SUSPENSOR



 
 

Resultados  
 

 
186 

polen en desarrollo tanto en microsporas vacuoladas (A0) (fig.46A) como 

en polen bicelular y en polen tricelular (P9) (fig. 46B) y también en las 

microsporas tras el pretratamiento de inducción androgénica (A3)(fig. 46 

C) y tras 3 (C3) (fig. 46D), 6 (C6), 9 (C9)(fig. 46E) y 13 (C13) días de 

cultivo. Además el gen EMB615 parece expresarse igualmente en los dos 

tipos celulares presentes en los granos de polen multicelulares 

heterogéneos (fig. 46E). El marcado se distribuye también 

homogéneamente en el embrión zigótico 10 DPA (fig. 46F) que se 

encuentra en el estadio escutelar temprano y en el que ya se puede 

diferenciar el meristemo apical de la raíz y el meristemo apical del tallo 

(fig.45). También aparece marcado en el endospermo.  

 

 6.3.2. HvNaglu 

Mediante RT-PCR con los oligos Nag5 y Nag3 se amplificó un 

fragmento de 354bp de un gen homólogo al gen Naglu de A. thaliana cuya 

secuencia nos fue proporcionada por la Dra. Martine Devic “Laboratoire 

Génome et développement des plantes” de la Universidad de Perpignan 

(Francia). Los oligos Nag5 y Nag3 (tabla 4)fueron diseñados a partir de la 

secuencia EST de cebada BG301263 disponible en la base de datos. 

 

 

Fig. 46. Localización mediante hibridación in situ al microscopio óptico de los transcritos 
de HvEMB615 (gen de embriogénesis zigótica). Tinción con safranina. Fig. A: Microspora 
vacuolada (A0) con marca (puntasnegras), la vacuola (V)no presenta marcado. Fig. B: 
Polen tricelular (P9), el almidón (al) aparece libre de marca. Figs C-D: Desarrollo 
androgénico. C: Microspora tras el pretratamiento de inducción (A3) presenta marcado. 
D: Granos de polen multicelulares homogéneos y heterogéneos obtenidos tras 9 días de 
cultivo (C9), ambos presentan marcado. Los dos tipos celulares del grano tienen marca. 
Fig. E: Embrión zigótico 10 DPA, estadio escutelar, está homogéneamente marcado en el 
citoplasma. Las barras representan 20 µm.  
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Los resultados de RT-PCR (fig. 44) mostraron que este gen se 

expresaba durante el desarrollo gametofítico en microspora vacuolada 

(A0), polen tricelular (P9) y polen maduro (P12). No había amplificación 

tras el pretratamiento de inducción con manitol (A3). Sin embargo este 

gen sí se expresaba tras 3 y 13 días de cultivo (C3 y C13). En el 

desarrollo zigótico el gen se expresaba tanto en el embrión diseccionado 

(E14) como en la semilla en formación 10 DPA (S10). Sin embargo, las 

bandas correspondientes a A0, C13, P9, P12 y E14 eran muy débiles, lo 

mismo ocurría en hoja (fig. 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 47. Localización mediante hibridación in situ al microscopio óptico de los 
transcritos de HvNaglu (gen de embriogénesis zigótica). Tinción con safranina. Figs. A-C: 
Desarrollo gametofítico. Fig. A: Microspora vacuolada, presenta muy poco marcado. El 
tapetum (T) también aparece marcado. Figs. B y C: Polen bicelular y tricelular 
respectivamente. El marcado no es muy abundante. No aparecen marcados la vacuola (V) 
ni el almidón (al). Figs. D-G: Desarrollo gametofítico. Fig. D: microspora tras el 
pretratamiento de inducción que no presenta marcado. E: Polen multicelular obtenido 
tras 3  días de cultivo que presenta abundante marcado. F: Polen multicelular obtenido 
tras 6 días de cultivo.  G: Polen multicelular heterogéno tras 9 días de cultivo 
prácticamente liberado de la pared de la microspora. La marca, abundante, aparece en 
los dos tipos de células presentes en el grano. Fig H e I: Desarrollo zigótico, 10 DPA. H: 
Endodermo, presenta poca marca. I: Embrión, hay muy poca marca que se distribuye 
uniformemente en todo el embrión escutelar. Las barras representan 20 µm salvo que se 
indique otro valor. 
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Mediante hibridación in situ  (fig. 47) se confirmaron los resultados 

obtenidos mediante RT-PCR. Por otro lado esta técnica permitió observar 

la presencia de transcritos de este gen en las células del tapetum además 

de en las microsporas vacuoladas (A0) (fig. 47A), en el polen bicelular 

joven (fig. 47B) y el polen tricelular (P9) (fig. 47C). No se encontró marca 

tras el pretratamiento de inducción con manitol (fig. 47D) pero sí se 

encontró abundante marca en los granos de polen multicelulares 

obtenidos tras 3 (C3) (fig. 47E), 6 (C6) (fig.47F), 9 (C9)(fig. 47G) y 13 

(C13)días de cultivo. También se observó la presencia de marcado en el 

tapetum en las anteras cultivadas durante 6 días (C6). Por otro lado, al 

igual que en el caso del gen EMB615 tras la observación de un gran 

número de granos multicelulares heterogéneos no se encontraron 

diferencias en la presencia de transcritos en los dos tipos celulares (fig. 

48G). En el embrión zigótico 10 DPA (Fig. 47I) el escaso marcado se 

distribuía homogéneamente en todo el embrión que se encontraba en el 

estadio escutelar temprano. Los transcritos tampoco eran muy 

abundantes en el endospermo 10 DPA (fig. 47H).  

 

 

 

 

 
Fig. 48. Localización mediante hibridación in situ al microscopio óptico de los 

transcritos de End1 (gen de endospermo).Tinción con safranina. Fig. A: Microspora 
vacuolada antes de la inducción androgénica, no presenta marcado. Figs. B-D: Desarrollo 
androgénico. B: Polen multicelular obtenido tras 3 días de cultivo, presenta marcado en 
todas las células.  C: Polen multicelular heterogéneo obtenido tras 6 días de cultivo, los 
dos tipos celulares presentan marcado. D: Polen multicelular obtenido tras 13 días de 
cultivo. Figs. E y F: Desarrollo zigótico. E: endospermo 10 DPA. F: embrión zigótico 10 
DPA en estadio escutelar, el marcado se distribuye en todo el embrión. 
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6.4. Gen expresado en el endospermo: END1. 

 

Se amplificó un fragmento de 422 bp del gen END1 de cebada 

(Z69631) utilizando la pareja de oligos End5 y End3 (tabla 4). Mediante 

RT-PCR  (fig. 49) se observó que este gen no se expresa en microsporas ni 

antes (A0) ni después del pretratamiento de estrés (A3), sin embargo sí se 

expresa tras 3 y 13 días de cultivo (C3 y C13). En cuanto al desarrollo 

zigótico, este gen se expresaba fuertemente en las semillas en formación 

10 DPA (S10) y también en los embriones zigóticos diseccionados 14 DPA 

(E14). Estos resultados también mostraron que el gen END1 no se 

expresa durante el desarrollo gametofítico (A0, P9 y P12). 

 

 

 

 

Fig. 49. Expresión del gen END1 obtenida mediante RT-PCR. EF1α: gen del factor de 
elongación 1α de cebada. A0: microspora vacuolada. A3: microsporas tras el 
pretratamiento de inducción. C3: microsporas cultivadas durante 3 días. C13: 
microsporas cultivadas durante 13 días. P9: polen tricelular 9 días después de 
microspora vacuolada. E14: embriones diseccionados 14 DPA. S10: semillas en formación 
10 DPA. 

 

Los resultados de hibridación in situ utilizando una sonda 

antisense de este gen (fig. 48) mostraron que no se expresaba en las 

microsporas antes (A0)(fig. 48A) ni después del pretratamiento de 

inducción. Sí se expresaba en el polen multicelular y en los proembriones 

androgénicos obtenidos tras 3 (C3)(fig. 48B), 6 (C6),  9 (C9)(Fig. 48C) y 13 

(C13) (fig. 48D) días de cultivo. Al igual que con los otros genes 

estudiados, en la preparación en general no se observaron grandes 

diferencias en la expresión de este gen en los dos tipos celulares 

EF1α 
END1 

A0     A3    C3    C13    P9    P12   E14   S10  
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presentes en los granos de polen multicelulares heterogéneos (fig. 48D). 

En cuanto al desarrollo zigótico, se confirmó la presencia de transcritos 

de END1 en el endospermo (fig. 48E) y en el embrión zigótico de cebada 

10 DPA (fig. 48F). Tampoco se encontraron diferencias en la localización 

de estos transcritos en el embrión zigótico en estadio escutelar.  
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1. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE LA INDUCCIÓN Y 
PRIMERAS ETAPAS DE LA ANDROGÉNESIS. 

 

Una característica general de la androgénesis obtenida mediante 

cultivo de anteras es que la respuesta al pretratamiento de inducción 

androgénica no es homogénea ni está sincronizada (Raghavan, 1997). En 

cultivo de anteras de cebada, nosotros tampoco hemos conseguido una 

respuesta homogénea ni utilizando el pretratamiento de frío ni el 

pretratamiento con manitol.  

Cuando se inició la inducción de androgénesis en cultivo de 

microsporas aisladas uno de los objetivos era conseguir, entre otras 

cosas, aumentar la producción de embriones. Se intentó buscar un 

método que seleccionara las microsporas embriogénicas, así se habló de 

granos P (Heberle-Bors y Reinert, 1979) o de granos S (Horner y Street, 

1978; Kyo y Harada, 1986) que responderían bien a la inducción. Sin 

embargo, no se ha conseguido obtener estructuras multicelulares de 

todas las microsporas cultivadas ni que todas evolucionen al mismo 

tiempo. Así, después de unos días de cultivo siempre se encuentran 

microsporas que no se dividen y microsporas que se han dividido un 

número distinto de veces, estando unas más adelantadas que otras en el 

desarrollo androgénico. En nuestro caso en cebada tampoco 

conseguimos obtener una respuesta homogénea ni sincrónica cuando 

empleamos el cultivo de microsporas aisladas a pesar de que intentamos 

partir de una población homogénea. Otros autores utilizando diferentes 

pretratamientos de inducción y diferentes sistemas de purificación de las 

microsporas tampoco han conseguido homogeneizar la respuesta 

(Magnard et al., 2000; Hoekstra et al., 1992). De esto se puede deducir 

que la respuesta no homogénea a los tratamientos de inducción no se 

debe a factores externos sino que es algo intrínseco a las propias 

microsporas. En numerosas especies se ha observado que en una misma 
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antera se encuentran microsporas o granos de polen con dos tipos de 

morfologías diferentes (dimorfismo del polen) y que además están 

predispuestos a desarrollarse de forma distinta tras la inducción 

androgénica. Normalmente las microsporas más grandes tienen más 

tendencia a seguir la ruta gametofítica mientras que las más pequeñas 

tienden a seguir la esporofítica. Nuestras observaciones confirman la 

existencia de dimorfismo en cebada descrito por otros autores (Dale, 

1975; Idzikowska et al., 1982; Roberts-Oehlschlager y Dunwell, 1991). 

Los granos de polen dimórficos más pequeños y ligeramente menos 

teñidos han sido descritos en diferentes especies: Paeonia (Sunderland y 

Huang, 1985), otros cereales como Secale cereale (Wenzel y Thomas, 

1974), Triticum monococum (Tan y Halloran, 1982)  y también en 

Nicotiana tabacum (Horner y Street, 1978). Estos últimos autores 

encontraron en tabaco una correlación positiva entre el número de 

granos de polen dimórficos y el de los embriones androgénicos 

desarrollados in vitro, es decir que los granos dimórficos más pequeños 

serían los que parecen responder a la inducción androgénica. En cebada, 

Idzikowska et al. (1982) mostraron la existencia de pequeños granos 

dimórficos presentes siempre en el centro del lóculo de la antera sin 

contacto con el tapetum. Sin embargo el número de microsporas más 

pequeñas localizadas en el centro del lóculo de la antera era menor que el 

de embriones obtenidos (Roberts-Oehlschlager y Dunwell, 1991). Además 

estos autores observaron que había estructuras multicelulares que se 

desarrollaban a partir de granos de polen situados en la periferia de la 

antera. Sin embargo nosotros, estudiando secciones longitudinales de la 

antera en lugar de las transversales de los autores antes citados, hemos 

encontrado microsporas más pequeñas dimórficas no sólo en el centro 

del lóculo sino también en su periferia (Pulido et al., 2001a). La 

existencia de esas microsporas más pequeñas en la periferia del lóculo, 

que no había sido descrita previamente, podría explicar la presencia de 
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los granos multicelulares detectados en esta posición y también el mayor 

número de estructuras multicelulares encontradas. Se han intentado 

distintos métodos para enriquecer los cultivos de microsporas aisladas 

en microsporas más androgénicas pero hasta la fecha no se ha 

conseguido. Pensamos que la predisposición a la androgéneis es un rasgo 

genético que hemos postulado que podría ser un rasgo atávico (la 

capacidad del polen para formar estructuras multicelulares) (Bonet et al., 

1998), que no siempre tiene que venir unida a un rasgo morfológico de la 

microspora o del grano de polen.  

 

1.1. Rutas androgénicas en la androgénesis de cebada. 
 

Independientemente del pretratamiento de estrés utilizado, 

manitol o frío, y de que se utilizara para la inducción cultivo de anteras o 

de microsporas aisladas las primeras divisiones androgénica producto de 

la inducción fueron siempre de dos tipos: simétricas y asimétricas, 

aunque predominaron las simétricas. Esto coincide con los resultados de 

otros autores entre ellos los de Kasha et al. (2001).  A esta primera 

división androgénica, le sucedieron nuevas divisiones con la puesta en 

cultivo en  medio rico en el que se sustituye el manitol por maltosa. En el 

caso de las divisiones asimétricas, tras la primera división que dio como 

resultado dos células de características morfológicas parecidas a las de 

las células generativa y vegetativa presentes en el polen bicelular, se 

sucedieron otra serie de divisiones, bien únicamente de la célula 

vegetativa o bien de las dos células. Estos resultados muestran que el 

polen androgénico de cebada sigue fundamentalmente las rutas A y B 

que Raghavan cita en la revisión de (1997) y que también siguen una 

ruta no descrita como tal por Raghavan que hemos incluido en la figura 

51 como ruta F. Indicios de esta ruta F habían sido apuntados en 

trabajos realizados en Nicotiana tabacum (Anand et al., 1980) y en 
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algunos cereales entre los que está la cebada (Bouharmont, 1977; 

Sunderland et al., 1979).  

       
 
Fig. 51. Esquema de la ruta gametofítica y posibles rutas androgénicas del polen. 

(Basado en el esquema de Raghavan (1997)). NV: Núcleo vegetativo. NG: Núcleo 

generativo. V: vacuola. 

 

La tinción con DAPI sobre aplastados nos fue de gran ayuda para 

determinar la naturaleza de estas primeras divisiones. Además permitió 

contar el número total de núcleos presentes en estos granos 

multinucleados, que resultó ser casi siempre un número par, lo que 

indicaba que el polen sigue principalmente las rutas B y F de la figura 

51. Estos resultados están de acuerdo con los de otros autores, que 

utilizando otros pretratamientos y otros medios de cultivo habían 

descrito que el polen androgénico de cebada seguía estas tres rutas 

(Sunderland et al., 1979, Chen et al., 1984a) y también apuntaban que el 

polen de cebada podía seguir una cuarta ruta, la ruta C, lo que ha sido 
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mostrado posteriormente por Kasha et al., 2001. En esta ruta, tras la 

división simétrica o asimétrica de la microspora, se produce la fusión de 

los núcleos generativo y vegetativo para dar lugar a un único núcleo que 

posteriormente se sigue dividiendo para dar lugar al embrión, aunque 

también era posible que las fusiones se produjeran entre los núcleos 

producto de divisiones posteriores. Nosotros no hemos observado estas 

fusiones pero sí se ha observado un aumento de ploidía que se discutirá 

más adelante.   

En relación con las rutas androgénicas anteriormente citadas, a 

los 6 días de cultivo mediante tinción de secciones con azul de toluidina, 

observamos dos tipos diferentes de granos de polen multicelulares: unos 

a los que hemos llamado homogéneos que están formados únicamente 

por un sólo tipo de células, y otros a los que hemos denominado 

heterogéneos que están formados por dos tipos celulares distintos: unas 

células de citoplasma muy denso situadas en la periferia del grano y 

otras células de citoplasma menos denso situadas en el centro del grano 

de aspecto similar a las de las que forman los granos homogéneos (Pulido 

et al., 2001a). Los granos multicelulares homogéneos que tienen todas 

sus células iguales entre si, parecen proceder de una primera división 

simétrica de la microspora y seguir la ruta B. El hecho de que los granos 

multicelulares heterogéneos contengan dos tipos celulares diferentes y la 

disposición de estos tipos celulares dentro de estos granos hace pensar 

que proceden de una división asimétrica de la microspora y que siguen la 

ruta F. Así, las células de citoplasma menos denso procederían de la 

división de la célula “vegetativa”, mientras que las células de citoplasma 

más denso, situadas en la periferia del grano, procederían de la célula 

“generativa”. La presencia de estas células de citoplasma denso dentro de 

los granos de polen multicelulares de cebada ya había sido descrita 

anteriormente (Sunderland et al., 1979; Chen et al., 1984b; Huang, 

1986) y  Sunderland et al., (1979) ya habían sugerido la procedencia de 
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estas células de la célula generativa.. Estas células de citoplasma denso 

también están presentes en otros cereales como trigo (Szakács y 

Barnabás, 1988) y maíz (Magnard et al., 2000). Mediante tinción con 

DAPI también era posible distinguir los dos tipos celulares debido a las 

diferentes características que presentaban sus núcleos. Los núcleos de 

las células procedentes de la célula “generativa” tienen la cromatina más 

condensada que aquellos que pertenecen a las células que proceden de la 

célula “vegetativa”.  

 

1.2. Dominios cenocíticos dentro de los granos de polen 
multicelulares 

 

Como consecuencia del pretratamiento de inducción, los granos de 

polen sufren una serie de divisiones. Nuestros resultados tanto en cultivo 

de anteras como de microsporas aisladas muestran que en ocasiones, las 

primeras divisiones nucleares no estaban acompañadas de la formación 

de las correspondientes paredes, es decir, no se producía la citoquinesis. 

Esto ocurría en los granos multicelulares homogéneos y en las células de 

citoplasma menos denso de los granos multicelulares heterogéneos. 

Como consecuencia de estas divisiones nucleares sin las 

correspondientes citoquinesis, se formaban dominios de organización 

cenocítica similar a los que se forman al comienzo de la formación del 

endospermo (Olsen et al., 1995 y 1999; Schweizer et al., 1995; Brown et 

al., 1996;). Estos dominios de organización cenocítica han sido descritos 

anteriormente en cebada (Wilson et al. 1978; Sunderland et al., 1979; 

Chen et al., 1984a ; Huang, 1986) y en otras especies (Magnard et al., 

2000, Testillano et al., 2002). Mediante microscopía óptica y electrónica 

observamos que en estos dominios las paredes celulares, formadas tras 

varias divisiones nucleares, crecían zigzagueantes a partir de la intina, 

dejando el otro extremo libre sin que coincida con otra pared. A este 
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extremo se le van incorporando nuevos materiales para la formación 

completa de la pared. Este mecanismo es similar al mecanismo de 

crecimiento libre propuesto para las paredes celulares en el endospermo 

(Newcomb, 1978; revs.: Olsen et al., 1995, Heese et al., 1998 y Berger, 

1999). También observamos en otros dominios paredes formándose a 

partir del fragmoplasto y la placa celular, que es el mecanismo normal de 

formación de las paredes celulares vegetales. Estos dos mecanismos de 

formación de las paredes celulares ya habían sido descritos 

anteriormente en embriones de cebada por Idzikowska y Młodzianowski 

(1979) y Huang (1986).    

 

1.3. Ploidía  
 
Los embriones androgénicos se producen a partir de la división de 

las microsporas que poseen un número haploide de cromosomas, y por 

tanto, es de esperar que las células que componen estos embriones sean 

también haploides. Sin embargo, al contar el número de cromosomas en 

algunas células en división de los embriones androgénicos de cebada 

hemos observado que éste parecía ser superior a 7, que es el número de 

cromosomas que corresponde a una célula haploide de cebada. Aunque 

hay que decir, que no era fácil contar los cromosomas a partir de las 

secciones semifina porque algún cromosoma se puede quedar en otro 

plano con lo que no sería posible contarlo y también es posible que los 

cromosomas se encuentren plegados con lo que se cuenten de más. Pero 

además, hemos observado que algunos núcleos de los granos 

multicelulares poseían más de 2 nucleolos como se había descrito 

anteriormente (Wilson et al., 1978). El número de organizadores 

nucleolares (NORs) y de nucleolos es una característica constante de 

cada especie y en cebada este número es  2 (Norstog, 1972). El hecho de 

que estas células tengan más de 2 nucleolos muestra que estas células 
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no son haploides y por tanto en ellas se ha producido un aumento de 

ploidía. La diploidización es un fenómeno que produce plantas dobles 

haploides que son de gran interés para la mejora vegetal. Normalmente la 

diploidización se induce mediante agentes químicos como la colchicina. 

Sin embargo, también se ha descrito que puede ocurrir espontáneamente 

en el cultivo de anteras y microsporas aisladas de distintos cereales, 

entre los que está incluida la cebada (Wilson et al., 1978, Sunderland et 

al., 1979; Chen et al., 1984a; Chen et al., 1984b; Kasha et al., 2001) de 

manera que se ha observado que en trigo y cebada los dobles haploides 

fértiles representan del 75 al 85% de las plantas regeneradas (Höekstra 

et al., 1992 y 1993; Hu y Kasha, 1999; Kasha et al., 2001). Todos estos 

autores apuntaron a la fusión nuclear como mecanismo de diploidización 

y Chen et al. (1984b) además apuntó a que también se produce por 

endomitosis. En este sentido, nuestros resultados muestran que en 

ocasiones se producen divisiones nucleares que no están acompañadas 

de la formación simultánea de la pared celular produciéndose como se ha 

descrito anteriormente dominios de organización cenocítica. En estos 

dominios, la ausencia de la pared celular entre los núcleos favorecería la 

fusión nuclear ya que ésta supone un impedimento para esta fusión. 

Además, la limitación de este fenómeno de fusión nuclear a estos 

dominios cenocíticos explicaría el hecho de que en un mismo grano 

multicelular existan células haploides y células con un grado de ploidía 

mayor lo que es un fenómeno no muy extraño en androgénesis 

(Raghavan, 1997). 

 
1.4. La evolución del polen multicelular al proembrión androgénico  

 
En los granos de polen inducidos, tras la primera división 

androgénica, las células siguen dividiéndose continuamente dentro de la 

pared celular que originalmente rodeaba la microspora vacuolada, esta 
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pared adquiere como se discutirá más adelante unas características 

especiales. El grano de polen multicelular, encerrado dentro de esta 

pared, no puede aumentar demasiado su tamaño a pesar del número 

creciente de células. Después de 6 días de cultivo observamos por 

primera vez en algunos granos de polen multicelulares la ruptura de la 

pared que rodea al grano de polen que liberado de la presión de esta 

pared, aumenta su tamaño. La ruptura de la pared ocurre a partir de un 

punto de la pared celular y se extiende posteriormente a lo largo de todo 

el grano de polen. Nuestros resultados muestran que en los granos de 

polen heterogéneos casi siempre la ruptura de la pared celular ocurre en 

la parte de la pared próxima a las células de citoplasma más denso. 

Estas células de citoplasma más denso en este momento parecen estar 

muriendo: sus núcleos tienen la cromatina muy condensada, están 

lobulados y el citoplasma aparece lleno de vesículas. Todas estas 

características apuntan a que estas células están sufriendo un cierto 

grado de degeneración o de muerte celular. Conforme el grano de polen 

se va liberando de la pared, estas células muestran cada vez un aspecto 

más degradado, comienzan a disgregarse y a verter su contenido al 

medio. Por lo que sabemos una degeneración de las células de citoplasma 

denso semejante a la que hemos observado en cebada sólo había sido 

descrita con anterioridad en trigo (Szakács y Barnabás, 1988). El hecho 

de que la mayoría de los proembriones parezcan obtenerse a partir de la 

liberación de la pared de los granos multicelulares heterogéneos podría 

indicar que estos granos heterogéneos son los que predominantemente 

van a dar lugar a proembriones androgénicos. Sin embargo, hemos 

observado también ruptura de la pared en granos de polen homogéneos, 

aunque en una menor medida, y en la literatura en la que se han 

contemplado estos diferentes tipos de granos multicelulares en 

androgénesis de cebada indicaban que no hay un tipo en especial que 

degenere (Sunderland et al., 1979). Lo que sí parece claro es que las 
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células de citoplasma denso degeneran antes de la completa liberación de 

la pared del polen ya que en los proembriones androgénicos no 

observamos este tipo de células. El hecho de que estos proembriones 

androgénicos carecieran de estas células densas nos hizo pensar, en un 

principio, que los granos multicelulares heterogéneos no iban a dar lugar 

a estos proembriones, sin embargo, ahora nos inclinamos a pensar que 

los proembriones androgénicos proceden tanto de los granos 

multicelulares homogéneos como de los heterogéneos que sufren una 

degeneración de las células procedentes de la célula generativa.  

Nuestros resultados muestran que los proembriones androgénicos 

tienen un aspecto parecido al embrión globular zigótico cuando se 

liberan de la  pared del polen y siguen un desarrollo paralelo al de los 

embriones zigóticos y somáticos de monocotiledóneas. Primero 

adquirieren la forma de pera o bate y comienza a diferenciarse una capa 

de células en la superficie de iguales características que la protodermis 

(Pulido et al., 2001b). La protodermis es la primera etapa reconocible de 

la histogénesis en la embriogénesis y se caracteriza porque dentro de ella 

el plano de división de las células es estrictamente anticlinal dejando 

todas las células hijas en la misma capa superficial. Esto hace de esta 

capa un linaje celular independiente (Steeves y Sussex, 1989) a partir de 

la cual se desarrollo la epidermis (Laux y Jürgens, 1997). Como en la 

androgénesis de cebada, los proembriones androgénicos de otras 

especies parecen desarrollarse de manera muy similar a los embriones 

zigóticos correspondientes (Reynolds., 1997; Touraev et al., 1997). Esto 

parece indicar que tras el pretratamiento de inducción se inician las 

primeras divisiones androgénicas y comienza un programa de expresión 

génica que, en gran medida, tiene que inducir la expresión de muchos de 

los genes que se expresan durante la embriogénesis zigótica. Lo mismo 

debe ocurrir con la embriogénesis somática ya que estos embriones 

también siguen un patrón de desarrollo muy parecido al de los 
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embriones zigóticos (Kohlenbach, 1978). En relación con el proceso de 

embriogénesis somática, en los embriones androgénicos de cebada 

hemos observado y descrito por primera vez la presencia de una matriz 

extracelular similar a la que ha sido descrita en embriogénesis somática. 

Este tipo de matriz no había sido descrita con anterioridad en 

androgénesis pero sí en la embriogénesis somática de distintas especies 

vegetales: en Coffea (Sondahl et al., 1979), Cichorium (Dubois et al., 1991 

y 1992), Drosera (Šamaj et al., 1994 y 1995) y Papaver (Ovečka et al., 

1998) donde se ha denominado “red de superficie de matriz extracelular”. 

Mediante microscopía electrónica hemos observado que esta matríz tiene 

una naturaleza fibrilar similar a la observada en cultivos de embriones 

somáticos de Zea mays (Fransz y Schel, 1991 y 1994, Šamaj et al. 

1999a)y Pinus nigra (Jásik et al., 1995).  

Por otro lado, en los granos de polen multicelulares, y 

posteriormente, en mayor medida en los proembriones androgénicos 

encontramos unos cuerpos que tienen naturaleza proteica, según hemos 

comprobado utilizando una tinción específica de proteínas. Hasta la 

fecha no se conocía la existencia de cuerpos proteícos en embriones 

androgénicos. Sí se ha descrito sin embargo, la presencia de cuerpos 

proteicos y lipídicos similares a los vistos en embriones zigóticos en 

embriones somáticos de Crambe abyssinica, que pertenece a la familia de 

las Brásicas (Jones, 1974). La presencia de cuerpos proteicos en 

embriones androgénicos y somáticos similares a los que aparecen en 

embriones zigóticos muestra una vez más la similitud existente entre 

estos procesos de embriogénesis producidas in vivo e in vitro.  
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2. LA PARED CELULAR EN LA INDUCCIÓN Y PRIMERAS ETAPAS DE 
LA ANDROGÉNESIS  

 

Mientras que la pared del grano de polen durante su ontogenia y 

desarrollo ha sido ampliamente estudiada en distintas especies (Larson y 

Lewis, 1962; Rowley, 1962; Heslop-Harrison, 1968; Angold, 1967; 

Dickinson, 1970; Rodríguez-García et al., 1983; Fernández y Rodríguez-

García, 1988 y 1989; Blackmore y Barnes, 1987), no existen estudios tan 

exhaustivos de la pared en el polen embriogénico. La pared celular 

determina la forma y tamaño de la célula, además, juega un papel crítico 

en el crecimiento de la planta y en su desarrollo (Carpita y Gibeaut, 

1993; Côte y Hahn, 1994). Nuestros resultados muestran que durante 

las primeras etapas de la androgénesis la pared de la microspora limita el 

crecimiento y mantiene la forma globular de las estructuras androgénicas 

en desarrollo. El hecho de que la pared permanezca intacta durante este 

tiempo a pesar del gran número de células que poseen los granos de 

polen embriogénicos tras seis días de cultivo, que es cuando se comienza 

a romper, parece indicar que debe jugar un papel importante en el 

comienzo de la androgénesis. Además, una de las manifestaciones 

morfológicas más patentes de la inducción androgénica es la 

modificación de la pared de la microspora, en concreto el engrosamiento 

de la intina. Algunos autores han descrito este engrosamiento como una 

acumulación de material fibrilar alrededor del citoplasma entre la intina 

y el plasmalema (rev. Rodríguez García et al., 2000). En cebada hemos 

comprobado que se trata efectivamente de un engrosamiento de la intina 

como ya había sido descrito (Chen et al., 1984a; Huang, 1986) que 

presenta los componentes propios de esta pared como se discutirá más 

adelante. Esta modificación de la intina ha sido descrita en otras 

especies como trigo (Huang, 1986; Bonet y Olmedilla, 2000), Datura 
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(Dunwell y Sunderland 1976), Hyosciamus niger (Reynolds 1984, 1985) y 

Nicotiana tabacum  (Rashid et al. 1982). 

La modificación estructural de la pared viene acompañada, como 

muestran nuestros resultados, por un cambio en la composición de la 

intina que será discutida en los próximos apartados. También hemos 

incluido en nuestro estudio las paredes que se forman entre las células 

que constituyen los granos de polen embriogénicos.  

 
2.1. La composición de la pared celular  

 
2.1.1. Calosa 

Aunque la calosa no es un componente habitual de las paredes 

celulares, la mayoría de las plantas superiores la sintetizan en respuesta 

a ciertas circunstancias especiales que incluyen situaciones de estrés 

(Schlüpmann et al., 1993). Por ello la inducción androgénica que se 

consigue aplicando un tratamiento de estrés era una situación en la que 

resultaba interesante comprobar su presencia. Nuestros resultados 

muestran que la calosa estaba presente en la región más externa de la 

intina que se engrosaba tras la inducción androgénica (Pulido et al., 

2002). Encontramos dos posibles explicaciones de la función de la calosa 

en esta región de la intina. La primera está relacionada con el hecho de 

que la calosa puede servir como matriz para que se depositen otros 

materiales de la pared celular como se ha descrito, por ejemplo, en las 

placas celulares y en los poros de la placa cribosa (Yim y Bradford, 1998). 

Además, se ha postulado que en los microsporocitos la pared de calosa 

es necesaria para la formación posterior del correcto patrón de la exina 

en las microsporas maduras (Waterkeyn y Beinfait, 1970; Worral et al., 

1992). En este sentido, se puede suponer que la presencia de calosa en la 

intina de las microsporas tras la inducción podría ser necesaria para que 

se depositaran otros materiales de la pared responsables, entre otras 
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cosas, del engrosamiento de la intina como consecuencia de la inducción 

androgénica. La segunda está en relación con la regulación por la calosa 

de la permeabilidad de las paredes, que ha sido estudiada en numerosos 

tejidos y tipos celulares ya que se ha propuesto que la calosa puede 

actuar como “filtro molecular”. Sin embargo, la 

permeabilidad/impermeabilidad de las paredes de calosa sigue siendo 

una cuestión ampliamente debatida. Así por ejemplo, en los 

microsporocitos, se ha supuesto que la pared de calosa actuaba como 

una barrera que impedía el paso o intercambio de ciertas moléculas 

(Heslop-Harrison, 1966; Heslop-Harrison y MacKenzie, 1967), mientras, 

en contra de la impermeabilidad de la calosa ha habido también 

numerosos argumentos y evidencias (Rowley y Dunbar, 1970; Dunbar, 

1973; Mascarenhas, 1975). En este sentido, más recientemente, 

Rodríguez-García y Majwska-Sawka (1992) mostraron que la calosa no 

actuaba como una barrera impermeable al paso de sustancias de alto 

peso molecular como los iones cerio y los precipitados de perhidróxido de 

cerio. En semillas de pepino, calabacín, sandía y cebada también se ha 

descrito que la capa de calosa era responsable de la semipermeabilidad 

de la cubierta del endospermo evitando en los embriones la pérdida de 

elementos solubles y permitiendo la incorporación del agua necesaria en 

la imbibición de la semilla (Yim y Bradford, 1998). Con estos datos y 

estableciendo un paralelismo entre estos embriones zigóticos y los 

androgénicos, la calosa depositada en la parte más externa de la intina 

de las microsporas embriogénicas podría actuar como un filtro molecular 

que permitiría el control del agua y podría evitar la pérdida de elementos 

importantes al medio.  

Por otro lado, nuestros resultados también muestran una 

abundante presencia de calosa en los numerosos plasmodesmos 

presentes en las paredes que se forman entre las células en los granos de 

polen multicelulares, especialmente al comienzo de la formación del 
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embrión (Pulido et al., 2002). La presencia de plasmodesmos en estas 

paredes también ha sido descrita en especies relacionadas como trigo 

(Bonet y Olmedilla, 2000) y maíz (Alché et al., 2000) o en otras como N. 

tabacum (Garrido et al., 1995). La presencia de la calosa en los 

plasmodesmos ha sido ampliamente descrita anteriormente (Olesen, 

1986; Northcote et al., 1989).  Aunque normalmente se considera que los 

plasmodesmos dejan paso libre a moléculas solubles de menos de 1000 

Da (Terry y Robards, 1987), hay muchas evidencias de variaciones en 

permeabilidad dependiendo del tipo celular y del tejido (Kempers et al., 

1993) así como de la regulación del tamaño del poro en respuesta a una 

gran variedad de estímulos como las diferencias de presión osmótica 

(Oparka y Prior, 1992) y señales químicas tales como el Ca2+ y los 

fosfatos de inositol (Erwee y Goodwin, 1983; Tucker, 1988, 1990). Se ha 

sugerido que la disposición de las moléculas de calosa entremezcladas 

con el material fibroso de la pared podría permitir el control del tamaño 

del conducto de los plasmodesmos y así modular el crecimiento y 

desarrollo de las células a través del control del tráfico de moléculas 

entre ellas (Olensen, 1986;  Wolf et al., 1991; Turner et al., 1994). En 

este sentido, los plasmodesmos, muy abundantes al principio de la 

formación de las microsporas embriogénicas, podrían ejercer importantes 

funciones de regulación durante la androgénesis. Nuestros resultados 

muestran que el anticuerpo anti-calosa es muy adecuado para seguir la 

evolución de los plasmodesmos a lo largo del desarrollo del  embrión 

androgénico.  

 

2.1.2. Pectinas 

El contenido pectínico de las paredes primarias de las gramíneas 

difiere en gran medida del de las paredes primarias de las dicotiledóneas 

y el resto de monocotiledóneas (Bacic et al., 1988; Jarvis et al., 1988). En 

las paredes de las gramíneas la mayoría de las pectinas han sido 
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sustituidas por glucoarabinoxilanos. Sin embargo, se ha postulado que 

aunque las cantidades de pectinas sean menores deben ser las 

suficientes para construir una pared completamente funcional 

(Wiethölter et al., 2003). Esta singularidad en la composición pectínica de 

las paredes celulares de las gramíneas y la implicación de las pectinas en 

los procesos de elongación celular (Hayashi et al., 1980; Mc Cann et al., 

1993) y comunicación célula-célula (rev. Darvill et al., 1992 Mohnen y 

Hahn, 1993; Côté y Hahn, 1994) hacen especialmente interesante el 

estudio de la localización espacial y temporal de las pectinas durante el 

desarrollo androgénico de cebada. Para este estudio utilizamos los 

anticuerpos JIM5 y JIM7 que permiten diferenciar homogalacturonanos 

con bajo y alto grado de esterificación respectivamente (Knox et al., 

1990).   

En primer lugar, nuestros resultados mostraron que, a diferencia 

de lo esperado al ser la cebada una gramínea, las pectinas tanto de bajo 

grado de metilación como de alto grado de metilación son bastante 

abundantes en las paredes celulares de los tejidos de la antera, de las 

microsporas vacuoladas y del polen embriogénico. Knox et al. (1990) 

encontraron también una abundante presencia de pectinas en ápices de 

raíz de avena, por lo que dedujeron que la menor presencia de pectinas 

en las paredes celulares de gramíneas podría estar restringida a ciertos 

tejidos y ciertos tipos celulares. 

Por otro lado, nuestros resultados muestran que antes del 

pretratamiento de estrés con manitol ya existen diferencias espaciales en 

la localización de los dos tipos de pectinas (Pulido et al., 2002). Las 

paredes de las microsporas vacuoladas (A0) están prácticamente sólo 

formadas por pectinas con un alto grado de esterificación que se 

distribuyen a lo largo de toda la pared de la microspora y en el 

citoplasma próximo a esta pared. En estas microsporas la presencia de 

pectinas con bajo grado de metilación próximas a los dictiosomas está en 
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discordancia con la ruta general de síntesis descrita para las pectinas. Se 

ha propuesto que la ruta general de síntesis de pectinas da lugar a la  

formación de pectinas altamente esterificadas en el aparato de Golgi. Así, 

la síntesis de pectinas se inicia en la parte cis del Golgi (Lynch y 

Staehelin, 1992; Zhang y Staehelin, 1992) y continúa en el Golgi medio 

(Moore et al., 1991; Zhang y Staehelin, 1992, Staehelin y Moore, 1995). 

En el Golgi medio y en la parte trans del Golgi se produce entonces la 

esterificación (Vian y Roland, 1991; Liners y Van Cutsem, 1992; Zhang y 

Staehelin, 1992; Sherrier y VanderBosch, 1994; Staehelin y Moore, 1995) 

mientras que el ensamblaje final de las pectinas se produce en las 

vesículas del Golgi cuando éstas son transportadas a la membrana 

plasmática e insertadas en la pared como polímeros altamente 

esterificados (Carpita y Gibeaut, 1993; Liners et al., 1994; Dolan et al., 

1997). Sin embargo, a diferencia de lo propuesto en esta ruta y de 

acuerdo con nuestros resultados, se ha descrito la presencia de pectinas 

con bajo grado de metilación en las cercanías de los dictiosomas del 

polen de Brugmansia suaveolens (Geitmann et al., 1995), en el cambium 

de chopo (Guglielmino et al., 1997) y en el polen de Pinus densiflora 

(Mogami N et al., 1999). También en desacuerdo con la ruta general de 

síntesis de pectinas está el hecho de que algunos tipos celulares como las 

células de callo de melón secreten en la pared pectinas no esterificadas 

(Vian y Roland, 1991) y la presencia de este tipo de pectinas en la 

superficie más interna de la pared celular en contacto con la membrana 

plasmática (Knox et al., 1990; Casero y Knox, 1995). Roberts (1990) ya 

sugirió la existencia de una ruta alternativa  que podría explicar todos 

estos hechos y que implica la síntesis de pectinas con un bajo grado de 

esterificación. Esta ruta vendría apoyada además por numerosos 

resultados que indican que la síntesis de las pectinas no está 

directamente unida a la esterificación (Doong et al., 1995; Schaumann et 

al. (1993); Driouich et al., 1993; Staehelin y More, 1995). Además, en 
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polen de Pinus densiflora, Mogami et al. (1999) también apuntaron la 

posibilidad de la presencia de una pectin metil esterasa en las vesículas 

del Golgi que generara pectinas con un bajo grado de esterificación. 

Nuestros datos por tanto confirman la existencia de rutas alternativas 

además de la ruta general de pectinas inicialmente propuesta. 

Hasta la fecha, a pesar de que se habían realizado distintos 

estudios de composicion pectínica durante la ontogenia y la germinación 

del polen (van Aelst y van Went, 1992; Jauh y Lord, 1996; Mogami et al., 

1999; Stepka et al., 2000; Noher de Halac et al., 2003), no se había 

estudiado la distribución de pectinas durante el desarrollo androgénico. 

Nuestros resultados muestran que tras el pretratamiento de inducción de 

androgénesis, tanto las pectinas de alto como las de bajo grado de 

esterificación están presentes en la intina engrosada a consecuencia de 

la inducción androgénica (Pulido et al., 2002). Al igual que la calosa, las 

pectinas no esterificadas se concentran en la capa más externa de la 

intina mientras que las metilesterificadas se distribuyen al azar dentro de 

la intina. Todo esto nos indica que la intina además de engrosarse está 

sufriendo una modificación y redistribución de sus componentes de 

manera que se están formando diferentes capas o estratos con diferente 

composición y probablemente con diferente función. 

Las nuevas paredes que se forman entre las células que 

constituyen el grano de polen multicelular contienen pectinas con alto 

grado de metilación. Esto estaría de acuerdo con la ruta principal de 

síntesis de pectinas en la que las pectinas serían secretadas a la pared 

como pectinas metilesterificadas y posteriormente se desesterificarían in 

muro por pectin-metilesterasas (PME). En la parte más externa de la 

intina sí hay una abundante presencia de pectinas con bajo grado de 

metilación. La desesterificación de las pectinas tiene importantes 

implicaciones en la pared celular (McCann y Roberts, 1994). Las pectinas 

esterificadas forman un gel elástico en presencia de Ca2+. Este gel cuando 
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el grado de esterificación es bajo pierde extensibilidad ya que las pectinas 

no esterificadas se unen al Ca2+ para formar una estructura rígida 

(Carpita y Gibeaut, 1993). Esta desesterificación en las paredes celulares 

es importante en la regulación de procesos de crecimiento (McCann y 

Robert, 1994). En células u órganos en elongación, las paredes jóvenes 

altamente plásticas están generalmente caracterizadas por un alto grado 

de metilación en las pectinas mientras que las paredes maduras, más 

rígidas, por un bajo grado de metilación de las mismas (Goldberg et al., 

1986 y 1996; Li et al., 1994; McCann y Roberts, 1996). Con estos datos 

podemos pensar que la desesterificación de las pectinas en la intina tiene 

como consecuencia que la pared que rodea el polen multicelular en 

desarrollo sea más rígida o menos plástica. Una pared más rígida impide  

el crecimiento del grano de polen multicelular dentro de la pared. Por ello 

probablemente, los granos multicelulares no aumentan en tamaño hasta 

la ruptura de la pared del polen y es necesaria esta ruptura para que el 

proembrión continúe su desarrollo.  

 

2.1.3. Proteínas arabinogalactanos 

Existen muchos trabajos que indican que las proteínas 

arabinogalactanos (AGPs) ejercen un papel importante tanto en la 

embriogénesis zigótica como en la somática y se han descrito  numerosos 

cambios cuantitativos y cualitativos en estas AGPs durante el inicio y el 

desarrollo del proceso embriogénico (rev. Majewska-Sawka y Nothnagel, 

2000). Sin embargo, hasta ahora no se había estudiado el papel de estas 

glicoproteínas en el proceso de embriogénesis del polen. Para su estudio 

durante el proceso androgénico se utilizaron dos anticuerpos JIM4 (Knox 

et al., 1989) y JIM8 (Pennell et al., 1991) debido a que se había descrito 

que se unían con diferentes tipos de AGPs implicadas en la 

embriogénesis somática (Stacey et al., 1990; Toonen et al., 1996; McCabe 

et al., 1997; Šamaj et al., 1999a y 1999b). El anticuerpo JIM8 se 
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describió inicialmente como un marcador de un estado de transición muy 

temprano dentro de las células que rodeaban la masa proembriogénica 

en suspensiones embriogénicas de zanahoria (Pennel et al., 1992). 

Además, se demostró que la mayoría de los embriones somáticos 

obtenidos en este cultivo se desarrollaban a partir de células que 

carecían del epitopo JIM8 (Toonen et al., 1996) y que, aunque estas 

proteínas no estuvieran presentes en las células embriogénicas, eran 

necesarias para la formación del embrión somático (McCabe et al., 1997). 

Por ello se postuló que la proteína con el epitopo de JIM8 representaba 

una señal soluble liberada por las células no embriogénicas y regulada 

por la densidad celular en suspensiones de células de zanahoria en 

cultivo necesaria para que se formaran los embriones somáticos (McCabe 

et al., 1997). Durante la androgénesis en cebada hemos encontrado este 

epitopo en microsporas vacuoladas antes de la inducción (A0) lo que no 

había sido descrito con anterioridad (Pulido et al., 2002). Además se ha 

encontrado esta AGP en polen multicelular después de 3 y 6 días de 

cultivo pero no en las microsporas inmediatamente después de la 

inducción. A la luz de estos resultados es posible pensar que la proteína 

AGP que reacciona frente a este anticuerpo puede actuar también como 

una señal en la inducción de androgénesis. Es posible que la estructura 

proembriogénica que no está marcada con JIM8 durante la 

embriogénesis somática sea equivalente en androgénesis a la microspora 

inmediatamente después de la inducción (designado por nosotros como 

A3 ó A4). Pero sólo con este paralelismo con la embriogénesis somática 

no podemos explicar el hecho de que este epitopo esté presente en el 

polen multicelular después de 3 y 6 días de cultivo.  

Sin embargo el hecho de que en embriones zigóticos tempranos 

esta proteína reconocida por JIM8 esté presente nos hace pensar en que 

las estructuras multicelulares encontradas tras la inducción andogénica 

podrían ser consideradas similares a este embrión temprano de la 
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embriogénesis zigótica (Pennel et al., 1991; Coimbra y Salema, 1997). En 

colza y Amaranthus hypocondriacus se ha descrito también que estas 

AGPs están presentes además de en los embriones zigóticos en las 

células haploides (gametos) y somáticas de las anteras y del saco 

embrionario. Con estos datos se postuló que la presencia de las AGPs 

reconocidas por JIM8 parece estar relacionada con el proceso de 

gametogénesis y de embriogénesis zigótica (Coimbra y Salema, 1997). Por 

ello no es de extrañar por un lado que estén presentes en las microsporas 

vacuoladas de cebada y por otro que estén implicadas en la 

embriogénesis androgénica de esta planta.  

Algunos autores consideran que los mecanismos que controlan la 

embriogenesis somática y zigótica son similares (Zimmerman, 1993; 

Goldberg et al., 1994) sin embargo parece que las AGPs reconocidas por 

el anticuerpo JIM8 que actúan como molécula señal en la embriogénesis 

somática ejercen un papel distinto durante la embriogénesis zigótica y la 

embriogénesis androgénica.  

En conclusión se puede decir que las proteínas a la que se une 

JIM8 parece estar implicado en la embriogénesis androgénica de cebada 

al igual que se ha visto anteriormente en las embriogenesis zigótica y 

somática, aunque probablemente ejerzan un papel distinto al de estas 

AGPs en embriogénesis somática. 

Por otro lado, las proteínas reconocidas por el anticuerpo JIM4 

han sido descritas como posibles marcadores tempranos de células con 

competencia embriogénica en cultivo de callos de maíz (Šamaj et al., 

1999a). Estos autores observaron que la matriz extracelular de las 

células embriogénicas de los callos de maíz poseía el epitopo JIM4 

mientras que las células de callo no embriogénicas estaban desprovistas 

de este epitopo. Nuestros resultados mostraron que el epitopo de JIM4 

estaba totalmente ausente en las microsporas antes del pretratamiento 
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de inducción (A0). Sin embargo, las AGPs reconocidas por este 

anticuerpo sí estaban  presentes en las microsporas tras el 

pretratamiento de inducción (A3 y A4) y en el polen embriogénico tras 6 

días de cultivo (C6); tanto en las granos multicelulares homogéneos 

compuestos de un sólo tipo celular como en los granos de polen 

multicelulares formados por dos tipos de células. Por tanto, en 

androgénesis de cebada estas AGPs estaban presentes en las estructuras 

embriogénicas, al igual que ocurría en la embriogénesis somática. Sin 

embargo encontramos de nuevo una diferencia entre la androgénesis y la 

embriogénesis somática: la ausencia del epitopo JIM4 en la matriz 

extracelular presente en los proembriones androgénicos obtenidos tras 9 

y 13 días de cultivo (C9 y C13). Por otro lado, nuestros resultados 

muestran una abundante presencia de los epitopos de JIM4 en las 

paredes celulares del tapetum, aún presentes tras 6 días de cultivo de 

anteras. La presencia de estas proteínas debe tener sin duda una función 

durante la androgénesis de cebada quizás relacionada con la ruptura de 

la pared de la microspora que coincide justamente con el momento de su 

expresión o quizás relacionada con la muerte celular de este tejido puesto 

que, como se ha descrito, existen AGPs que parecen estar implicadas en 

procesos de muerte celular programada (Dolan et al., 1995; Gao et al., 

1999).   

Con estos datos podemos decir que las AGPs estudiadas están 

implicadas no sólo en embriogénesis somática sino también en 

embriogénesis androgénica aunque el papel que juegan en estos dos 

procesos no es completamente equiparable. En la figura 52 se pueden 

observar las diferencias encontradas entre ambos procesos.  
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2.2. Depósitos de Fe en la pared celular durante la androgenesis 
mediante cultivo de microsporas 

 

En nuestro estudio comparativo entre la inducción de 

androgénesis mediante cultivo de anteras y de microsporas aisladas, la 

diferencia más significativa que encontramos fue la aparición, en el caso 

de la inducción mediante cultivo de microsporas aisladas, de unos 

precipitados densos a los electrones tanto en la intina como en algunas 

de las paredes formadas entre las células de los granos de polen 

multicelulares. El primer análisis que realizamos de estos depósitos nos 

llevó a concluir que no tenían un carácter predominantemente proteico 

dado que no se alteraban al tratarlos con proteinasa K. Sin embargo la 

extracción de estos depósitos al tratarlos con EDTA mostró que 

contenían cationes que eran quelados por este compuesto. 

        

 

Fig. 52.  Esquema de los resultados obtenidos con los anticuerpos JIM4 y JIM8 en 

embriogénesis somática y en androgénesis. 
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Para conocer la naturaleza de estos cationes recurrimos al 

microanálisis de Rayos X. Como consecuencia de este análisis 

observamos que la composición de estos depósitos se distinguía de la 

composición de otros puntos de la pared fundamentalmente por la 

presencia de Fe.  

No había datos previos de presencia de Fe en la pared de las 

microsporas pero se había descrito que elementos similares como el Al se 

podían acumular en las paredes de otras células como las de la raíz de de 

Sorghum bicolor para aliviar la toxicidad provocada por la presencia de 

este elemento en el medio (Hodson y Sangster, 1993). También se ha 

detectado la presencia de Al en las paredes celulares de otro cereal, 

Triticum aestivum (Zhang et al., 1994). La presencia de Al en las paredes 

vegetales viene a menudo asociada a la del silicio o, mejor dicho, a la de 

sus compuestos en forma de sílice (SiOn(OH)4-2n)(rev. Perry y Keeling-

Tucker, 1998). En este sentido, también se ha descrito la presencia de Al 

en otros organismos como por ejemplo la coprecipitación del Al y el Si en 

las placas seniles de cerebros de enfermos de Alzheimer (Candy et al., 

1986) o el papel del sílice en la protección frente a la toxicidad provocada 

por alumnio en el salmón (Birchall et al., 1989).  

También se ha descrito que la sílice interacciona con el Fe en 

diferentes organismos, el carácter de esa interacción determina que el 

hierro adopte una forma más soluble (Birchall, 1990; Iler, 1979) o que se 

produzca su minerilización (rev. Perry y Keeling-Tucker, 1998). Nuestros 

resultados de microanálisis mostraron que efectivamente se detectaba 

silicio entre los elementos presentes en los depósitos lo que puede indicar 

la posible presencia conjunta de estos elementos. La cebada es una 

gramínea que al igual que Sorghum tiene tendencia a acumular sílice en 

las paredes. Es precisamente la acumulación de sílice en las paredes de 

Sorghum lo que, según se ha descrito (Hodson y Sangster, 1993), le 

permite protegerse frente al envenenamiento con Al, sin embargo otras 
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especies como el algodón que no acumulan sílice se ven afectadas por 

este elemento (Li et al., 1989). Todo esto lleva a pensar que los depósitos 

observados en la pared celular durante el cultivo de microsporas pueden 

producirse al precipitarse el hierro por interacción con la sílice presente 

en esta pared celular. Es posible que la sílice, al igual que hace con el Al, 

precipite el Fe para aliviar la toxicidad producida por un exceso de Fe en 

el medio. 

Por otro lado, en el análisis de la intina engrosada del polen 

multicelular embriogénico obtenido tanto mediante cultivo de anteras 

como mediante cultivo de microsporas aisladas, hemos observado que las 

pectinas desesterificadas están presentes en la parte más externa de la 

intina, que es la zona donde vemos estos depósitos. Las pectinas 

desesterificadas pueden unirse a iones de metales como Fe,  Zn, Cu, Mn, 

Ca y Al para transportarlos a través de la pared celular hacia el 

citoplasma (Franco et al., 2002). Todos estos cationes excepto el Al, que 

es tóxico aún en mínimas concentraciones, son nutrientes importantes 

para la célula. La afinidad del Al por los carboxilos de las pectinas 

desesterificadas tiene importantes implicaciones ya que puede alterar 

funciones de las pectinas en las paredes celulares, alterando la red 

responsable de muchas de sus propiedades estructurales tales como la 

extensibilidad, la porosidad, etc. o producir una reducción de la 

capacidad de intercambio iónico de dichas paredes (Schmohl y Horst, 

2000). Las pectinas desesterificadas tienen aún más afinidad por Fe que 

por Al (Franco et al., 2002) por lo que cabría la posibilidad de que 

interaccionaran y precipitaran el Fe. Sin embargo, nuestros resultados 

muestran que no existe colocalización de las pectinas y los depósitos lo 

que parece indicar que no existe interacción de Fe y pectinas.  

Por otro lado, es también posible que la calosa, que como hemos 

mostrado también se localiza en la parte más externa de la intina, 

imposibilite actuando como un filtro molecular el paso del hierro al 
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citoplasma. En este sentido, se ha descrito en Triticum aestivum la 

síntesis de calosa en respuesta a la toxicidad provocada por aluminio 

(Zhang et al., 1994).  

En cuanto a la presencia de depósitos presentes en algunas de las 

paredes formadas tras las divisiones androgénicas, es posible que las 

paredes que contienen depósitos sean sólo aquellas que se forman a 

partir de la intina. Como ya se ha descrito anteriormente, en el polen 

androgénico de cebada, algunas paredes no se forman a partir de la 

placa celular sino que se forman como una prolongación de la intina. 

Este hecho podría propiciar que los depósitos pasaran también a estas 

paredes. 

De los datos obtenidos a partir de los cultivos que empleaban 

distintas concentraciones de Fe en el medio,  en primer lugar podemos 

decir que se confirma que el origen de esos depósitos es el FeEDTA 

suministrado en el medio. El Fe es un elemento esencial para el 

desarrollo androgénico (Nitsch, 1969) y además se ha descrito que su 

concentración tiene una gran importancia en uno de los principales 

problemas de la formación de embriones haploides mediante 

androgénesis en cereales: el albinismo (Chen, 1986). La producción de 

plantas albinas en cereales es aún un problema sin resolver. No se 

conoce exactamente cuál su origen, aunque se han hecho algunas 

aproximaciones (Huang, 1986; Day y Ellis, 1984 y 1985) y se han 

realizado algunos avances más o menos empíricos para paliar este 

problema (Ouyang et al., 1983; Bernard, 1980; Chen, 1986; Sorvari y 

Shieder, 1987; Feng y Ouyang, 1988). Así, se ha visto que una 

concentración demasiado baja de Fe puede hacer disminuir la formación 

de plantas verdes (Chen, 1986).  

Cuando utilizamos diferentes concentraciones de FeEDTA desde la 

concentración de partida del medio de Olsen (1991) (1x equivale a 40 

mg/ml), observamos que el número de proembriones obtenidos 
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disminuye cuando utilizábamos concentraciones superiores a 0.75 veces 

la inicial. Sin embargo, el número de plantas verdes regeneradas a partir 

de estos proembriones parece aumentar con la concentración, aunque 

con concentraciones superiores a la 1x el número de plantas verdes 

también disminuía. Parece, por tanto, que una concentración de Fe baja 

favorece la formación de proembriones, sin embargo, la regeneración de 

plantas verdes a partir de estos proembriones se ve disminuida por esta 

concentración baja de Fe como se había descrito anteriormente (Chen 

1986). Por otro lado, nuestros estudios mediante microscopía electrónica 

de la pared de los proembriones obtenidos a partir de los cultivos 

utilizando diferentes concentraciones de Fe nos muestran que los 

depósitos no están presentes cuando se utiliza una concentración de Fe 

menor o igual que 0.75 veces la inicial. De todos estos resultados 

podemos deducir que la concentración óptima para cultivo de 

microsporas aisladas de cebada estaría entre 0.75x y 1x. 

El hecho de que se presenten estos precipitados en los 

proembriones androgénicos de cebada y no se hayan descrito en otras 

especies, puede deberse a que esta especie sea especialmente sensible al 

Fe.  

Estos resultados además podrían ser debidos a que cuando se 

pusieron a punto las técnicas de cultivo de microsporas aisladas se 

utilizaron medios de cultivo muy semejantes a los empleados para el 

cultivo de anteras. Nuestros resultados parecen apuntar que se ha 

aplicado un exceso de Fe en el medio para el cultivo de microsporas 

aisladas y así surge la cuestión de si los medios optimizados para el 

cultivo de anteras son apropiados o no para el cultivo de microsporas 

aisladas. En el cultivo de anteras, los tejidos que la componen pueden 

ejercer como barrera entre las microsporas embriogénicas en desarrollo y 

el medio de cultivo. En este sentido se ha descrito que la pared de la 

antera parece crear un ambiente cerrado hasta que el conjunto interno 
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de nutrientes para las microsporas se reduce suficientemente (Hoekstra 

et al., 1992). En el cultivo de miscrosporas aisladas no existe esta 

barrera y los depósitos de Fe parecen indicar que la concentración de 

éste resulta excesiva por lo que las microsporas lo acumulan en la pared 

para evitar su entrada. Esto lleva a pensar que tal vez se debería revisar 

las concentraciones de otros elementos de estos medios y ver si se 

deberían hacer ciertas variaciones que mejoraran los rendimientos de la 

inducción en cultivo de microsporas aisladas.  

En cuanto al posible papel que ejerce la pared de la microspora en 

la protección frente a un exceso de Fe en el medio, existen muchos 

antecedentes. Así, se ha descrito ampliamente la acumulación de metales 

tóxicos en la pared celular de distintas plantas y, además del Al ya 

citado, se ha mostrado la acumulación de otros metales pesados (rev. 

Hall, 2002). En este sentido existen plantas hiperacumuladoras (Brooks 

et al., 1977)que se protegen de metales tóxicos como el Cd, el Zn y el Ni 

acumulándolos en ciertos compartimentos celulares entre los que 

destaca la pared celular (Krämer et al., 2000 y Küpper et al., 2000).    

 

3. HORDEÍNAS 
 

El estudio de la expresión durante la embriogénesis androgénica 

de genes normalmente expresados en la embriogénesis zigótica es una de 

las fuentes principales de marcadores de androgénesis y en general de 

embriogénesis (Reynolds, 1997). Las proteínas de almacenamiento en 

cereales suponen el 50% del contenido proteico total de la semilla 

(Shewry y Halford, 2002). En cebada las hordeínas son las principales 

proteínas de almacenamiento de las semillas por lo que el estudio de la 

expresión de estas proteínas durante la androgénesis nos pareció de 

interés puesto que hasta la fecha no se había estudiado en este proceso. 

Las hordeínas han sido consideradas proteínas específicas del 
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endospermo de la semilla de cebada siendo expresadas exclusivamente 

en el endospermo amiláceo durante la etapa media y tardía de su 

desarrollo (Davies et al., 1993; Shewry y Halford, 2002). Sin embargo, 

dado que se había especulado sobre la existencia en embriones 

androgénicos de un dominio estructural que podría ser equivalente al 

endospermo seleccionamos el gen de la hordeína B1 para estudiar su 

expresión durante la androgénesis.  Al detectar la presencia de los ARN 

mensajeros correspondientes en embriones androgénicos decidimos 

además estudiar la presencia de hordeínas en los mismos.  Este estudio 

lo realizamos en primer lugar en el desarrollo zigótico con objeto de poner 

a punto las técnicas que posteriormente utilizaríamos en la androgénesis.  

Sin embargo este estudio en el desarrollo zigótico aportó además datos 

novedosos que se discutirán más adelante.  

 

3.1. Prolaminas durante el desarrollo zigótico de cebada y trigo 
 
Durante la formación de la semilla, las células del endospermo de 

cereales acumulan gran cantidad de proteínas de almacenamiento que 

suponen fuentes de carbono, nitrógeno y azufre necesarias 

posteriormente para la  germinación. Las proteínas del gluten, sobre todo 

las gliadinas del trigo y sus equivalentes en el resto de cereales de grano 

(hordeínas de cebada, secalinas de centeno y aveninas de avena) han 

sido objeto de intenso estudio debido no sólo a su abundancia en las 

semillas sino también a su importancia en la fabricación del pan, la 

pasta y otros alimentos. Se ha descrito ampliamente la presencia y 

localización de gliadinas y hordeínas en el endospermo de las semillas de 

trigo y cebada. A ello han contribuido en gran medida los anticuerpos 

monoclonales y policlonales desarrollados para su reconocimiento 

(Stenram et al., 1991; Levanony et al., 1992; Rubin et al., 1992; Skerrit 

et al., 1990; Rechinger, 1993). Entre estos, los anticuerpos R3, R4 y R5, 
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usados en esta tesis y desarrollados en el laboratorio del Dr. Enrique 

Méndez (CNB del CSIC), permiten reconocer prolaminas de cereales tales 

como gliadinas, hordeínas, secalinas y aveninas (Sorell et al., 1998) de 

gran importancia para  los celiacos, es decir, los enfermos alérgicos al 

gluten (Marsh, 1992). En la unidad de gluten del Centro Nacional de 

Biotecnología, el anticuerpo R5 se utiliza de forma rutinaria para la 

detección de prolaminas en alimentos para celiacos mediante las técnicas 

de ELISA y Western blot y tiras inmunocromatográficas. Dado que el 

trigo es el cereal predominante en nuestra alimentación las gliadinas son 

las más frecuentemente detectadas. Por ello, para poner a punto estas 

técnicas en nuestro material realizamos un estudio en paralelo de las 

gliadinas y hordeínas durante el desarrollo de las semillas de trigo y 

cebada respectivamente.  

Para la inmunolocalización de estas proteínas utilizamos además 

del anticuerpo R5 los otros dos disponibles: R3 y R4. Aunque los tres 

anticuerpos marcaban igualmente los cuerpos proteicos, presentes en el 

endospermo de las semillas de trigo y cebada en formación, se observaba 

una diferencia fundamental entre ellos: Cuando se utiliza el anticuerpo 

R3 además de marcarse los cuerpos proteicos aparecía también marca en 

la estructura proteica que rodeaba a los granos de almidón. No 

encontrábamos marcadas estas estructuras ni cuando incubábamos con 

R4 ni con R5. Se ha descrito que muchos anticuerpos desarrollados 

contra la fracción proteica del gluten presentan reacción cruzada con las 

proteínas de los granos de almidón (“starch granule proteins” o SGPs) 

(Skerritt et al. (1990)). Estos autores especificaban que si la marca se 

presentaba en la periferia del grano de almidón se estaban reconociendo 

epítopos de SGPs de bajo peso molecular mientras que si la marca estaba 

presente en el interior de los granos de almidón se trataba de SGPs de 

alto peso molecular. Teniendo en cuenta estos datos y con nuestros 

resultados podemos decir que el anticuerpo R3 no es específico de 
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prolaminas sino que también reconoce SGPs de bajo peso molecular. 

Debido a que el anticuerpo R3 no reconoce específicamente ni gliadinas 

de trigo ni hordeínas de cebada, no se utilizó para los restantes estudios 

de inmunolocalización e inmunodetección.  

La inmunolocalización de prolaminas a lo largo del desarrollo de 

las semillas de trigo y cebada nos permitió además seguir la evolución de 

los cuerpos proteicos, con lo que confirmamos que estos cuerpos 

aumentan en tamaño a lo largo del desarrollo en el endospermo de la 

semilla. Los mecanismos que conducen a este aumento han sido 

ampliamente descritos (Larkins y Hurkman, 1978; Bechtel et al., 1982a y 

b). Asimismo, observamos cómo estos cuerpos se fusionaban perdiendo 

su forma esférica para adquirir formas más irregulares. La última 

consecuencia de la acumulación progresiva de los cuerpos proteicos y de 

su fusión fue la formación de la matriz proteica visible en la semilla 

madura. Esta matriz proteica que aparecía homogéneamente distribuida 

rodeando a los amiloplastos había sido descrita en trigo (Bechtel et al., 

1982b; Stenram et al., 1991), en cebada (Bechtel y Pomeranz, 1979) y en 

centeno (Bechtel et al., 1982b) aunque no está presente en otros cereales. 

A esta matriz se le atribuyen las cualidades de estos cereales para hacer 

pan (Cunningham et al., 1955a y b).   

Aunque con las técnicas inmunocitoquímicas ya fuimos capaces 

de detectar prolaminas (gliadinas y hordeínas) en un estadio muy joven 

del desarrollo de las semillas de trigo y cebada (8 días después de la 

antesis (DPA)),  mediante el sistema ELISA “sandwich” las detectamos 

incluso en estadios todavía más jóvenes (2 DPA). No se había descrito 

anteriormente la presencia de gliadinas u hordeínas en etapas tan 

tempranas del desarrollo zigótico, lo más pronto que se habían detectado 

en el desarrollo de cebada era después de 5 DPA (Davies et al., 1993). 

Estos autores emplearon la variedad Sundance de cebada crecida 

también en condiciones de cultivo controladas; la técnica que utilizaron 
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para el análisis de la presencia de hordeínas fue la inmunocitoquímica. 

Debido a que las cantidades de prolaminas en estas etapas tempranas 

del desarrollo de la semilla son tan pequeñas sólo es posible detectarlas 

con técnicas muy sensibles. Nuestro estudio consigue encontrarlas tan 

pronto gracias a las altas sensibilidades conseguidas con el método 

ELISA: 0.39 ng/ml para la cebada y 0.78 ng/ml para el trigo (Valdés et 

al., 2003). 

Nuestros resultados del ELISA durante el desarrollo de las 

semillas de trigo y cebada, muestran también la progresiva acumulación 

de estas proteínas en las semillas en formación conforme aumenta el 

número de días de desarrollo. Aunque esta acumulación es progresiva 

dista mucho de ser lineal ni en cebada ni en trigo. En los primeros días 

de desarrollo de la semilla las cantidades de estas proteínas son 

prácticamente inapreciables, sin embargo estas cantidades aumentan 

considerablemente tras 8 y 10 DPA tanto para la cebada como para el 

trigo. El hecho de que la cantidad de estas proteínas aumente tanto en 

etapas posteriores estaría de acuerdo con lo descrito en la bibliografía ya 

que la acumulación de proteínas de almacenamiento ha sido descrita 

como un acontecimiento tardío que ocurre durante la etapa la 

maduración del endospermo (Barceló et al., 1998). Por otro lado, es 

claramente apreciable que los valores para las hordeínas son siempre 

superiores a los correspondientes de las gliadinas. Sin embargo a la hora 

de interpretar estos resultados es necesario tener en cuenta que estos 

valores dependen de una serie de factores. Uno de ellos podría ser el 

protocolo utilizado para la extracción de prolaminas, pero en este trabajo 

fue el mismo en ambos casos. Otro factor que puede influir son las 

condiciones fisiológicas de la planta durante la formación de las semillas, 

por ejemplo la disponibilidad de nutrientes como el N y el C y/o las 

condiciones ambientales antes y durante el periodo del desarrollo del 

grano (Davies et al., 1993). Es necesario pues destacar que nuestra 
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cebada creció en cámara, bajo condiciones controladas, mientras que el 

trigo creció en campo, estando sometido por tanto a una serie de 

variables difícilmente controlables lo que podría explicar la mayor 

cantidad de hordeínas. 

Nuestros resultados obtenidos con Western blot confirmaron los 

datos de ELISA aunque no fue posible detectar estas proteínas antes de 4 

DPA. La sensibilidad de ambas técnicas las convierte en herramientas 

muy valiosas para detectar la posible presencia de hordeínas durante las 

primeras etapas del desarrollo androgénico de cebada. 

En el embrión zigótico no hemos detectado presencia de 

mensajeros del gen de la hordeína B1 ni de hordeínas  con ninguna de 

las técnicas utilizadas. Con trigo también obtuvimos los mismos 

resultados negativos. 

 

3.2.Hordeínas durante la inducción y primeras etapas del desarrollo 
androgénico  

 

En primer lugar estudiamos la presencia de transcritos de la 

hordeína B1 mediante RT-PCR e hibridación in situ durante las diferentes 

etapas de la androgénesis. Estos resultados mostraron clara y 

sorprendentemente la expresión del gen que codifica para la hordeína B1 

en los embriones androgénicos. Con ambas técnicas pudimos observar 

que estos transcritos aparecían ya en microsporas que habían sufrido la 

inducción androgénica  (A3) aunque la expresión aumenta tras la puesta 

en cultivo (C3). También se observó expresión en el polen embriogénico 

obtenido tras y 6 días de cultivo (C6) y en los proembriones obtenidos 

tras la ruptura de la pared después de 9 (C9) y 13 (C13) días de cultivo. 

No encotramos diferencias entre los pólenes embriogénicos homogéneos y 

heterogéneos lo que mostraba que este gen se transcribía en ambas 

estructuras. Dentro de los granos heterogéneos los transcritos también 
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estaban presentes en ambos tipos de células lo que mostraba que estos 

transcritos no sirven como marcadores de uno u otro dominio.  

Hasta la fecha no se había descrito la presencia ni de mensajeros 

ni de proteínas de almacenamiento en los embriones androgénicos de 

cebada ni de ninguna otra monocotiledónea. En dicotiledóneas, Boutilier 

et al. (1994) mostraron la presencia de mensajeros que codificaban para 

un tipo de proteínas de almacenamiento de embriones zigóticos (las 

napinas) durante el desarrollo androgénico de Brassica napus. 

Anteriormente, Crouch (1982) había detectado otro tipo de proteínas de 

almacenamiento (una glicoproteína 12S) que estaba presente en 

embriones zigóticos, androgénicos y somáticos de esta misma planta. 

También ha sido descrita la presencia de otras proteínas de 

almacenamiento de embriones zigóticos en embriones somáticos de 

distintas especies (Shoemaker et al., 1987, Crouch, 1982; Joy et al., 

1991; Misra et al., 1993; Koltunow et al., 1996; Chatthai y Misra, 1998; 

Šunderlíková y Wilhelm, 2002). 

Las proteínas de almacenamiento anteriormente citadas que 

aparecían en embriones androgénicos y somáticos habían sido 

detectadas previamente en los correspondientes embriones zigóticos. En 

cebada, aunque encontramos estas prolaminas en el embrión 

androgénico no las podemos detectar en el embrión zigótico, son propias 

del endospermo. Durante el desarrollo de la semilla en monocotiledóneas 

el endospermo actúa como un tejido de almacenamiento pero en los 

embriones androgénicos al no existir este tejido podría pensarse que es el 

propio embrión el que se ve obligado a sintetizar todas las sustancias de 

almacenamiento necesarias para que se forme la futura plántula. 

Recientemente hemos encontrado en la literatura otro caso de genes de 

endospermo que se expresan en los embriones en los embriones 

androgénicos de maíz pero no en los correspondientes zigóticos aunque 

no codifican para proteínas de almacenamiento (Magnard et al., 2000).  
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Por otro lado, Blumenthal et al. (1990) revelaron la presencia de 

varios elementos de choque térmico corriente arriba de la caja TATA de la 

secuencia de 2 genes de gliadinas. Estos elementos eran secuencias 

conservadas asociadas con la activación de todos los genes de choque 

térmico conocidos. En este sentido ha sido ampliamente descrita la 

expresión de proteínas de choque térmico durante la inducción y las 

primeras etapas de la androgénesis inducida tanto mediante choque 

térmico (Pechan et al., 1991) como mediante otros tipos de estresés 

incluido el ayuno (Zarsky et al., 1995). Es posible por tanto, que la 

expresión de las hordeínas se active en las microsporas cultivadas como 

consecuencia del estrés a las que éstas han sido sometidas.  

 Volviendo a la expresión de genes de endospermo en los 

embriones androgénicos, Magnard et al. (2000) apuntaron además la 

posibilidad de la existencia de dominios con características de 

endospermo dentro de los granos de polen androgénicos. En principio, 

con nuestros resultados de inmunolocalización e hibridación in situ no 

podemos diferenciar dominios dentro de ninguno de los dos tipos de 

granos multicelulares encontrados (ni homogéneos ni heterogéneos).  En 

estados más avanzados del desarrollo androgénico donde empieza a verse 

ya una cierta diferenciación celular los resultados de la 

inmunolocalización de hordeínas muestran que estas proteínas parecen 

acumularse con cierta preferencia en las células de la periferia que tienen 

un aspecto más meristemático que las células centrales más vacuoladas 

de los proembriones. Estas células meristemáticas presentan un serie de 

cuerpos de naturaleza proteica, que mientras que se teñian con azul de 

toluidina de forma semejante no reaccionaban de igual forma con el 

anticuerpo anti-hordeína. Este hecho nos hizo pensar que estos cuerpos 

podrían no estar exclusivamente formados por hordeínas habiendo zonas 

donde éstas sí están presentes y otras donde o no están o están en una 

forma que hace que los epitopos de las hordeínas no estén accesibles al 
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anticuerpo. A diferencia de lo observado en estos proembriones 

androgénicos, los cuerpos proteicos del endospermo de cebada tras la 

inmunocitoquímica aparecen uniformemente marcados en su superficie 

lo que parece indicar que los cuerpos presentes en el endospermo están 

homogéneamente formados por hordeínas. Rechinger et al. (1993) estudió 

la composición de los cuerpos proteicos de cebada en endospermo y vió 

que efectivamente éstos estaban compuestos homogéneamente por 

hordeínas: polipéptidos de hordeínas B y C que se ensamblan en el 

centro del cuerpo y están rodeados por una capa más externa de 

hordeínas γ1 y γ2. Sin embargo, en otros cereales como avena y trigo los 

cuerpos proteicos del endospermo pueden estar formados por diferentes 

proteínas de almacenamiento. Así, en avena las globulinas y las 

prolaminas colocalizaban en los mismos cuerpos proteicos de las células 

del endospermo amiláceo pero estaban presentes en distintas zonas del 

cuerpo proteico, en concreto las prolaminas se localizaban en las 

inclusiones menos contrastadas (Lending et al., 1989). Los cuerpos 

proteicos del endospermo de semillas de trigo en desarrollo también 

pueden, en ocasiones, contener además de las gliadinas inclusiones de 

una globulina: la triticina (Bechtel et al., 1991). Es posible por tanto que 

al igual que ocurre en los cuerpos proteicos de trigo y avena, los cuerpos 

proteicos que aparecen durante las primeras etapas del desarrollo 

androgénico en cebada estén compuestos de diferentes proteínas de 

almacenamiento. Si este fuera el caso probablemente las otras proteínas 

presentes en los proembriones androgénicos serían globulinas 7S que 

son las proteínas que se expresan en embriones zigóticos de cereales 

(Shewry y Haldford, 2002). Estas proteínas han sido caracterizadas en 

maíz (Kriz, 1989 y 1999; Kriz y Schwartz, 1986; Kriz y Wallace, 1991; 

Wallace y Kriz, 1991) y se han encontrado proteínas homólogas en 

embriones de cebada, trigo y avena (Burgess y Shewry, 1986; Heck et al., 

1993).  
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La técnica ELISA sandwich nos ha permitido además de detectar, 

cuantificar las hordeínas durante el desarrollo zigótico y el desarrollo 

androgénico. A lo largo del desarrollo zigótico se observa un aumento 

progresivo de la concentración de hordeínas, imputable sólo al desarrollo 

del endospermo porque, como hemos dicho, en el embrión zigótico no 

hemos detectado estas proteínas. Sin embargo en el desarrollo 

androgénico observamos fluctuaciones en la concentración de estas 

proteínas. Así, el pretratamiento de inducción con manitol no parece 

influir en la síntesis de hordeínas (en A0 detectamos prácticamente la 

misma cantidad que en A3) pero tras 3 días de cultivo (C3) sí se advierte 

un claro incremento de estas proteínas. A lo largo del desarrollo del 

embrión androgénico las hordeínas no se acumulan de forma continua 

como en el desarrollo del endospermo. Todo esto nos hace pensar que 

mientras que en la semilla se están acumulando estas proteínas para su 

posterior uso en la germinación, en androgénesis se sintetizan y 

consumen a medida que progresa el embrión androgénico que no posee 

endospermo.  

La mayoría de las prolaminas y las glutelinas de los cereales 

pertenecen a una única clase de proteínas de semillas relacionadas que 

tienen raíces evolutivas comunes (Shewry y Tatham, 1990) con excepción 

de las glutelinas de arroz que pertenecen a las leguminas y la α-zeina, 

que es una prolamina de relación desconocida con la superfamilia de 

prolaminas de cereales (Müntz, 1998). En este sentido, nuestros 

resultados del estudio de la expresión de hordeínas durante el desarrollo 

androgénico abren perspectivas de posible expresión de otras prolaminas 

como las gliadinas y las secalinas durante el desarrollo androgénico en 

otros cereales relacionados como el trigo y el centeno. 

Por otro lado, el empleo de técnicas tan sensibles como la RT-PCR 

para detectar transcritos y del sistema ELISA sandwich y el Western blot 

con el anticuerpo R5 nos han permitido detectar la presencia de 
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hordeínas y de los transcritos correspondientes a la hordeína B1 durante 

el desarrollo gameofítico de cebada. Hasta ahora se había creído que los 

genes de las prolaminas en cereales se expresaban exclusivamente en el 

endospermo amiláceo durantes las etapas media y tardía de su desarrollo 

(Shewry y Halford, 2002). Sin embargo nuestros resultados muestran que 

los genes que codifican para las hordeínas se expresan no sólo en 

proembriones androgénicos sino también durante el desarrollo 

gametofítico del polen de cebada. Sin duda, la sensibilidad de estas 

técnicas ha sido clave a la hora de detectar las bajísimas cantidades de 

ARNs y proteínas que se sintetizan durante el desarrollo gametofítico. 

Además la detección de estas macromoléculas propició el estudio de 

localización de los transcritos de la hordeína B1 y de las hordeínas 

mediante las técnicas de citología molecular: inmunocitoquímica e 

hibridación in situ. La expresión de los genes que codifican para estas 

proteínas es realmente baja durante el desarrollo gametofítico pero la 

coincidencia de resultados obtenidos por técnicas muy distintas refuerza 

el valor de estos datos. 

Aunque se ha descrito que las proteínas de almacenamiento 

sintetizadas durante la maduración del polen proporcionan los 

materiales necesarios para el crecimiento rápido durante la germinación 

del tubo polínico (rev. Mascarenhas, 1989; Herman y Larkins, 1999) no 

existe mucha bibliografía sobre proteínas de almacenamiento en polen y 

hasta la fecha no se había descrito la presencia de prolaminas en el 

desarrollo gametofítico. Por otro lado, Boutelier et al. (1994) estudiando 

la expresión de genes que codifican para proteínas de almacenamiento de 

embrión zigótico (napinas en Brassica napus) encontraron la presencia 

de estos mensajeros tanto en desarrollo gametofítico como en el 

desarrollo androgénico, lo que tiene cierto paralelismo con nuestros 

resultados para hordeínas. 
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Las hordeínas junto con el resto de prolaminas de otros cereales 

(gliadinas,  secalinas y  aveninas) tienen un alto potencial alergénico 

siendo la causa de la alergia al gluten y también del asma del panadero 

causada por las gliadinas, globulinas y albúminas inhaladas en las 

harinas. Aunque no se conoce el mecanismo, se ha descrito que la 

introducción temprana de cereales en la dieta de los niños podría tener 

una cierta relación con el incremento en ellos del riesgo de sufrir asma 

causado por polen de gramíneas (Armentia et al., 2001).  La presencia de 

hordeínas en polen hace pensar que entre los posibles desencadenantes 

de la respuesta alérgica al polen de gramíneas podrían estar las 

prolaminas, aunque su presencia en el polen es realmente baja. 

Por último decir, que el empleo de todo este conjunto de técnicas 

ha permitido obtener una imagen bastante detallada sobre la presencia 

de las hordeínas durante la inducción y primeras etapas de la 

androgénesis y ha propiciado el hallazgo de la expresión de estas 

proteínas durante el desarrollo gametofítico. El amplio abanico de 

técnicas empleadas en este estudio refuerza sin duda el valor de los 

resultados obtenidos.  

 

4. EXPRESIÓN GÉNICA DURANTE LA INDUCCIÓN Y LAS PRIMERAS 
ETAPAS DE LA ANDROGÉNESIS. 

 
4.1. Hvpg1 

 

Los genes que se expresan durante el desarrollo del polen han sido 

clasificados atendiendo a su patrón de expresión temporal en genes de 

expresión temprana  (“early pollen genes”) y genes de expresión tardía 

(“late pollen genes”) (Mascarenhas, 1990). Los transcritos de genes de 

expresión temprana se detectan por primera vez inmediatamente después 

de la meiosis y su expresión se reduce o cesa completamente en polen 
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maduro. Por el contrario, los transcritos de genes de expresión tardía se 

detectan por primera vez coincidiendo con la mitosis de las microsporas y 

continúan acumulándose mientras el polen madura. En general, se 

asume que los genes de expresión temprana codifican para proteínas del 

citoesqueleto, para proteínas necesarias en la síntesis de la pared o en la 

formación de depósitos de almidón mientras que los de expresión tardía 

codifican para proteínas requeridas en la maduración del polen, la 

germinación o el crecimiento del tubo polínico (McCormick, 1993). 

En esta tesis hemos estudiado la expresión de un gen de expresión 

tardía en polen que codifica para una poligalacturonasa específica de 

polen. Las poligalacturonasas actúan, según se ha descrito en la 

literatura, modificando la estructura de las pectinas y su actividad ha 

sido asociada a la maduración de los frutos (rev. Haldfield y Bennet, 

1998), la abscisión de órganos (Taylor et al., 1990; Bonghi et al., 1992), 

la dehiscencia de la vaina y la antera (Meakin y Roberts, 1991) y la 

maduración del grano de polen y el crecimiento del tubo polínico (Pressey 

y Reger, 1989; Pressey, 1991). En el polen de maíz y en el de otras 

monocotiledóneas, entre ellas trigo, avena y centeno, se han detectado 

bioquímicamente poligalacturonasas (Pressey y Reger, 1989) y se han 

descrito secuencias de poligalacturonasas de polen de Oenothera 

organogensis (Brown y Crouch, 1990), maíz (Allen y Lonsdale, 1992; 

Niogret et al., 1991) y tabaco (Tebutt et al., 1994). En todos los casos se 

trataba de familias multigénicas que se expresaban sólo después de la 

mitosis del polen (Allen y Lonsdale, 1993; Brown y Crouch, 1990;  Tebutt 

et al., 1994). Por tanto, los genes de las poligalacturonasas de polen 

están incluidos, como ya se ha dicho, dentro de los genes de expresión 

tardía del polen. Se piensa que la función de las poligalacturonasas en el 

polen es la de degradar  la pared, facilitar la dehiscencia de la antera, la 

penetración del tubo polínico en el estigma y el crecimiento del tubo 

polínico (Allen y Lonsdale, 1993). Probablemente, las pectinas 
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hidrolizadas en el tubo polínico por la poligalacturonasa y por otras 

enzimas proporcionan los precursores para el crecimiento de la pared 

celular (Pressey y Reger, 1989).  

Nuestros resultados del estudio de la expresión del gen de la 

poligalacturonasa Hvpg1 obtenidos mediante RT-PCR e hibridación in 

situ durante el desarrollo gametofítico de cebada muestran que este gen 

sigue un patrón de expresión similar al de los genes de 

poligalacturonasas en pólenes como los de la Oenothera organogensis 

(Brown y Crouch, 1990), el maíz (Allen y Lonsdale, 1992; Niogret al., 

1991) y el tabaco (Tebutt et al., 1994). Al igual que el resto de los genes 

de poligalacturonasas implicadas en el desarrollo de polen, no se expresa 

en microspora vacuolada y comienza a expresarse tras la mitosis de la 

microspora en el polen bicelular joven manteniéndose su expresión hasta 

la maduración del mismo.  

Además, en el proceso de androgénesis hemos comprobado que 

este gen también se expresa tras el pretratamiento de inducción con 

manitol (A3). Se ha descrito que la primera mitosis es un punto crítico 

durante el desarrollo del polen, en este momento las microsporas puede 

ser más vulnerables a estímulos externos (Reynolds, 1997), pudiendo 

seguir la gametogénesis o ser inducidas hacia androgénesis (Bedinger y 

Ederton, 1990). Nuestros resultados muestran que los transcritos del gen 

de la poligalacturonasa, gen que se expresa en el desarrollo normal del 

polen tras la mitosis de las microsporas, están presentes también en 

microsporas vacuoladas sometidas al tratamiento de inducción de 

androgénesis. Este hecho parece indicar que durante el tratamiento de 

estrés con manitol las microsporas vacuoladas mantienen, al menos en 

parte, el patrón de expresión génica que conduce de la formación de los 

gametos.  

Se ha postulado que para que se produjera la desviación del polen 

desde la ruta gametofítica a la esporofítica requerida para la 
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androgénesis era necesaria: la  inhibición del desarrollo del polen, la 

entrada de las microsporas en la ruta embriogénica, que se produce 

como una respuesta a las señales de estrés, y, finalmente, el desarrollo 

irreversible de la ruta embriogénica independientemente ya de las 

señales de estrés (Pechan et al., 1991).  Touraev et al. (2000) añadieron 

que el tratamiento de estrés no sólo detiene el desarrollo del polen sino 

que realmente lo reprograma hacia el desarrollo esporofítico. Para estos 

autores los cambios en la expresión génica deben producirse durante el 

tratamiento de estrés que es el responsable del paso al nuevo modelo de 

desarrollo. Nuestros resultados muestran, sin embargo, que tras el 

tratamiento de estrés no se ha detenido la expresión de este gen  

gametofítico: las microporas inducidas por el estrés con manitol han 

sintetizado transcritos de un gen involucrado en el desarrollo 

gametofítico, es decir, presentan transcritos que no estaban en el estadio 

de microspora vacuolada, cuando se inició la inducción androgénica, 

pero que sí estaban en el estadio inmediatamente posterior al de 

microspora vacuolada del desarrollo gamétofítico: el polen bicelular 

joven.  

Por otro lado, Garrido et al. (1993), trabajando con tabaco en 

donde el estadio  óptimo de partida para la inducción androgénica  es el 

polen bicelular joven en lugar de la microspora vacuolada como en 

cebada, compararon los patrones proteicos mediante electroforesis 

bidimensional de polen bicelular antes y tras el pretratamiento de 

inducción y no encontraron ninguna diferencia entre ellos. Sin embargo, 

estos mismos autores mostraron mediante traducción in vitro de los 

mensajeros correspondientes, que a diferencia de lo que ocurría con los 

patrones proteicos, sí existían diferencias con respecto a los patrones de 

ARNm de polen embriogénico y no embriogénico, de lo que dedujeron la 

existencia de genes nuevos que se transcribían como consecuencia de la 

inducción pero no se traducían. Es decir, sugirieron una regulación a 
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nivel postranscripcional de los nuevos transcritos consecuencia de la 

inducción, que no se traducen hasta después de la transferencia del 

polen a un medio rico. Esto nos hace pensar en la posibilidad de que 

ocurra lo mismo con algunos transcritos de genes implicados en la ruta 

gametofítica, es decir, que estén también regulados 

postranscripcionalmente y aunque se sinteticen los transcritos, no se 

traduzcan en ese momento. Sin embargo es posible que el cambio en la 

expresión génica al pasar de la ruta gametofítica a la esporofítica tenga 

lugar más tarde, cuando se pasan las microsporas del medio con manitol 

al medio rico ya que nuestros resultados muestran que tras 3 días de 

cultivo el gen de la poligalacturonasa no se expresa en el polen 

embriogénico. 

Por otro lado, estos mismos autores posteriormente (Zarsky et al., 

1995) describieron la expresión durante la inducción y las primeras 

etapas de la androgénesis en Nicotiana tabacum de un gen de una 

proteína de choque térmico (Nthsp 18P) cuya expresión se activaba justo 

antes de la antesis durante el desarrollo del polen. Esto coincide en gran 

parte con nuestros resultados ya que se trata de un gen que se activa al 

final del desarrollo gametofítico y que se expresa durante la inducción 

androgénica obtenida sometiendo a un pretratamiento de ayuno al polen 

bicelular. En este caso se postuló que la proteína de choque térmico que 

se activaba durante el desarrollo gametofítico ejerciera también alguna 

función durante la inducción androgénica ya que la expresión de este 

tipo de proteínas ha sido ampliamente descrita durante este proceso 

(Pechan et al., 1991, Cordewener et al., 1995). En el caso de la 

poligalacturonasa se podría especular que estas proteínas ejercieran 

también alguna función durante la inducción androgénica, por ejemplo, 

que estuvieran implicadas en el engrosamiento que sufre la intina tras la 

inducción androgénica. 
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4.2. ECA1 
 
Ha sido postulado que la inducción de embriogénesis del polen 

requiere entre otras cosas el inicio de un nuevo programa de expresión 

génica (Cordewener et al., 1994). En este sentido hasta la fecha sólo se 

han descrito unos pocos genes que se expresen específicamente durante 

las etapas tempranas de la androgénesis (revs. Touraev, 1997; Reynolds, 

1997). Entre estos genes está el gen ECA1 “early culture abundant 1” que 

se expresa de forma diferencial en las primeras etapas del cultivo de 

microsporas tras la inducción androgénica en cebada (Vrinten et al., 

1999). Nuestros resultados de RT-PCR e hibridación in situ muestran que 

este gen no se expresa durante el desarrollo gametofítico, ni en 

microsporas vacuoladas ni en estadios posteriores, sin embargo sí se 

expresa en las microsporas justo después del pretratamiento de 

inducción con manitol (A3), esto parece indicar que su expresión es una 

consecuencia de la inducción de la androgénesis. Sin embargo Vrinten et 

al. (1999) no encontraron expresión tras la inducción con manitol 

cuando utilizaron para el análisis la técnica del Northern blot. Esta 

diferencia puede ser atribuída a la menor sensibilidad de esta técnica 

comparada con la de RT-PCR e hibridación in situ que nosotros hemos 

utilizado. Sin embargo, Vrinten et al. (1999) sí detectaron los 

correspondientes mensajeros posteriormente, en los primeros días de 

cultivo al igual que nosotros hasta que la expresión desaparecía en los 

proembriones androgénicos tras 13 días de cultivo. En los experimentos 

de hibridación in situ en los que analizamos más estadios del desarrollo 

de la androgénesis (C3, C6, C9 y C13) que en los estudios meditante RT-

PCR (C3 y C13) observamos que en C9 todavía hay expresión de este gen. 

Los mensajeros desaparecen a partir de C13 donde la pared de la 

micrsopora prácticamente ha desaparecido por completo y el patrón de 

desarrollo del embrión ya está establecido. El hecho de que el gen ECA1 
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se exprese únicamente tras el pretratamiento de inducción y los primeros 

días de cultivo en el medio con maltosa índica que este gen puede ejercer 

una función en la inducción androgénica. Además nuestros resultados y 

los resultados de Vrinten et al. (1999) muestran que este gen parece ser 

específico de androgénesis ya que no se expresa en hojas, raíz o tejidos 

meristemáticos y tampoco durante la embriogénesis zigótica, aunque no 

se ha estudiado su expresión en embriones somáticos. Todo esto parece 

indicar que este gen podría ser clave en la inducción y en la primera 

etapa de la androgénesis. Aunque la secuencia de ECA1 no tiene 

homología significativa con ningún gen conocido, Vrinten et al. (1999) 

propusieron que probablemente codificara para una proteína extracelular 

secretada al medio durante el cultivo, cuya su secuencia de aminoácidos 

recordaba a una AGP atípica deficiente en hidroxiprolina que era 

secretada por cultivos de células de zanahoria en suspensión (Baldwin et 

al., 1993).  Las proteínas AGPs que se han estudiado en esta tesis están 

implicadas en la embriogénesis somática: las AGPs reconocidas por el 

anticuerpo JIM4 están presentes únicamente en las células 

embriogénicas (Šamaj et al., 1999a) mientras que las que se unen al 

anticuerpo JIM8 representan una señal soluble necesaria para la 

inducción de embriogénesis somática (McCabe et al., 1997). En este 

sentido la proteína ECA1 contiene un potencial péptido señal que indica 

que es una proteína secretada y su expresión parece estar regulada por 

la densidad celular de las microsporas en cultivo (Vrinten et al., 1999) al 

igual que ocurre con las AGPs que reaccionan con JIM8 (McCabe et al., 

1997). Esto nos hace pensar, por homología con la embriogénesis 

somática, que ECA1 podría ser un gen que se expresase como 

consecuencia del pretratamiento de inducción con manitol y codificara 

una proteína que se va a secretar al medio pudiendo representar una 

molécula señal necesaria para las primeras divisiones androgénicas. En 

este sentido, Garrido et al. (1993) apuntaron que uno de los posibles 
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mecanismos para la inducción de androgénesis era que el tratamiento de 

ayuno indujera una señal que activara la expresión de genes específicos 

tras la transferencia al medio rico. Sin embargo estos autores 

propusieron que la señal fuera intracelular. Twell et al. (1998) también 

apuntaron una señal celular o la disrupción de señales como 

responsables del paso de la ruta gametofítica a la ruta esporofítica. 

Según nuestros resultados que muestran que ECA1 se expresa 

justo tras la inducción de androgénesis (A3),  ECA1 podría utilizarse 

como marcador de la inducción androgénica en cebada.  

En relación con nuestros resultados para el gen de 

poligalacturonasa de polen se puede deducir que durante el tratamiento 

de estrés con manitol se expresan simultáneamente genes del desarrollo 

gametofítico y genes relacionados con la inducción de androgénesis. Los 

resultados para estos dos genes también apuntarían que antes de que se 

detenga el desarrollo gametofítico ya se expresan genes relacionados con 

la inducción y por tanto que las dos primeras etapas en las que Pechan 

et al. (1991) dividen la inducción androgénica, la inhibición del desarrollo 

del polen y la entrada de las microsporas en la ruta embriogénica como 

respuesta a las señales de estrés, podrían coincidir en el tiempo. 

 

4.3. HvNAGLU y HvEMB615  
 

Aunque los diferentes tipos de embriogénesis (zigótica, somática y 

androgénica) se activen mediante diferentes señales y se produzcan a 

partir de diferentes tejidos de partida, es razonable asumir que los tres 

procesos converjan en una etapa muy temprana en una  misma ruta que 

de lugar a un embrión completo. En este sentido los embriones 

somáticos y los embriones androgénicos muestran la misma morfología 

general que los embriones zigóticos y expresan algunos genes y 

acumulan ciertas proteínas que se expresan normalmente en embriones 
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zigóticos (Crouch, 1982; Shoemaker et al., 1987; Joy et al., 1991; Misra 

et al., 1993; Boutelier 1994; Koltunow et al., 1996; Chatthai y Misra, 

1998; Šunderlíková y Wilhelm, 2002; Maraschin et al., 2003). Por ello 

una de las aproximaciones utilizadas para el estudio de la androgénesis 

es el análisis, durante el desarrollo androgénico, de genes que se 

expresan durante la embriogénesis zigótica. En este sentido, nosotros 

hemos estudiado la expresión de EMB615 y Naglu, dos genes 

identificados a partir de una colección de mutantes de las primeras 

etapas de la embriogénesis zigótica de Arabidopsis. Nuestros resultados 

de RT-PCR e hibridación in situ muestran que estos genes se expresan 

durante la embriogénesis zigótica y también durante la androgénesis 

pero además encontramos que estos genes se expresan durante el 

desarrollo gametofítico e incluso en hoja. 

 El número de genes EMB, cuyo nombre viene de “embryo-letal” o 

“embryo-defective” (Meinke y Sussex, 1979), es superior a 500 y codifican 

funciones únicas que no pueden ser complementadas por otros 

mecanismos (Depres et al., 2001). Muchos de estos genes es probable 

que lleven a cabo funciones esenciales implicadas más o menos 

directamente en la morfogénesis y por ello se expresan en diferentes 

tejidos además del embrión. Las expresiones de los genes Naglu y 

EMB615 en diferentes tejidos refleja que estos genes están realizando 

una función celular general en todos ellos, tanto durante las 

embriogénesis zigótica  y androgénica como durante el desarrollo 

gametofítico y en hoja. En este sentido, por ejemplo, el gen identificado 

por Boutilier et al. (2002) BABY BOOM que está implicado en la iniciación 

del patrón embrionario y se expresa en la androgénesis y primeras etapas 

de la embriogénesis zigótica de Brassica napus resultó tener mucha 

semejanza con la familia AP2/ERF de factores de transcripción. En 

cuanto al gen EMB615, no parece tener homología con ningún gen hasta 

ahora descrito pero parece estar implicado en el establecimiento del 
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patrón radial en el embrión y en la formación del tejido vascular. Al igual 

que Naglu parece codificar una proteína presente en distintos tejidos y 

tipos celulares, además de en el embrión zigótico. Su expresión en la 

androgénesis y embriogénesis zigótica es un ejemplo más de expresión 

paralela de genes en ambos procesos embriogénicos.  

El gen Naglu de Arabidopsis tiene homología con enzimas N-

acetilglucosaminidasa. Estas enzimas están implicadas en la N-

glicosilación de proteínas. En plantas, como en el resto de los eucariotas, 

la mayoría de las proteínas solubles y unidas a membrana son 

glicoproteínas, incluyendo las que se van a exportar al aparato de Golgi, 

lisosomas, la membrana plasmática y la matriz extracelular. Los glicanos 

juegan un papel fundamental para el plegamiento y ensamblaje correcto 

de las proteínas, para su estabilidad y también parecen estar implicados 

directamente en el reconocimiento de proteínas (Lerouge et al., 1998). La 

N-glicosilación es la modificación postraduccional más compleja que 

ocurre en las células eucariotas y tiene lugar principalmente en el 

retículo endoplasmático y en el aparato de Golgi (Maia y Leite, 2001). La 

N-acetilglucosaminidasa es una enzima que hidroliza grupos N-

acetilglucosamina de muchas glicoproteínas cuando estas ya están en la 

vacuola camino a su destino final y por tanto, esta enzima es esencial 

para su correcto procesamiento. En los embriones zigóticos, somáticos y 

androgénicos, como en todas las células,  hay numerosas glicoproteínas 

que desempeñan importantes y diferentes funciones: son componentes 

de la pared celular, proteínas de almacenamiento, moléculas señal…Las 

AGPs son una de las pocas moléculas de la pared celular que pueden 

contener N-acetilglucosamina y glucosamina (van Hengel et al., 2001) 

Aunque las AGPs son glicoproteínas principalmente O-glicosiladas, van 

Holst et al. (1981) mostraron que también poseen una pequeña cantidad 

de N-acetilglucosamina. Las AGPs, como ya se ha descrito en esta tesis, 

juegan un papel importante en los procesos de embriogénesis. En este 
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sentido, ha sido descrito que proteínas arabinogalactanos que contienen 

N-acetilglucosamina y glucosamina controlan la embriogénesis somática 

(van Hengel et al., 2001). En el procesamiento de estas moléculas están 

probablemente implicadas la N-acetilglucoaminidasas por lo que estas 

enzimas son imprescindibles para el correcto procesamiento de estas 

moléculas. Probablemente, al igual que ocurre en la embriogénesis 

somática, en la androgénesis y en la embriogénesis zigótica estén 

implicadas AGPs con restos de N-acetilglucosamina. Asimismo, la N-

acetilglucoaminidasa por su papel en el procesamiento de AGPs puede 

afectar a los procesos en los que las AGPs que poseen N-

acetilglucosamina estén implicadas, alterando por tanto sus funciones 

celulares.  
 

4.5. END1 

 

Recientemente se ha descrito la presencia de ARNm de genes 

específicos de endospermo que codificaban para proteínas que no eran de 

reserva en embriones androgénicos tempranos de maíz (Magnard et al., 

2000). Además, se ha descrito la presencia en estos embriones 

androgénicos de  regiones con una organización cenocítica similar a la 

que aparece en el inicio de la formación del endospermo en cereales, es 

decir, de regiones donde se producen una serie de divisiones nucleares 

sin que tenga lugar paralelamente la citoquinesis (Magnard et al., 2000, 

Testillano et al., 2002). Nuestros resultados también muestran la 

existencia de este tipo de dominios con organización cenocítica en el 

polen multicelular androgénico de cebada. En base a estos datos, en esta 

tesis se planteó el estudio durante las primeras etapas de la 

androgénesis de la expresión del gen END1 que ha sido descrito como un 

marcador del endospermo cenocítico de cebada y cuyos transcritos 

también se habían encontrado posteriormente en el desarrollo del 
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endospermo en algunas zonas del endospermo amiláceo (Doan et al., 

1996). Nuestros resultados de RT-PCR e hibridación in situ muestran que 

este gen se expresaba ya en polen multicelular tras 3 días de cultivo, y se 

seguía expresando tras 6, 9 y 13 días de cultivo. No encontramos 

ninguna preferencia de los transcritos por un dominio o región 

determinada en el polen multicelular homogéneo o heterogéneo ni en los 

proembriones androgénicos. Estos resultados coinciden con los de 

Magnard et al., (2000) que tampoco encontraron una localización 

preferencial de los transcritos de genes de endospermo en los 

proembriones androgénicos de maíz. Su expresión en estadios tempranos 

de la androgénesis (3 días después del comienzo del cultivo) hace de 

END1 una herramienta valiosa como marcador de androgénesis 

temprana.  

Por otro lado, estos resultados también muestran que el gen END1 

además de expresarse en el endospermo, se expresa en el propio embrión 

zigótico de cebada lo cuál no había sido descrito con anterioridad en el 

trabajo dónde se había estudiado su expresión (Doan et al., 1996). Este 

patrón de expresión coincide con el de otros genes que muestran una 

expresión similar en el endospermo y el embrión de cereales (Olsen et al., 

1995; Brown et al., 1996). Por otra parte, esta expresión está de acuerdo 

con la probable homología en la evolución del embrión y el endospermo 

(Friedman, 1992, 1994, 1998). La presencia del producto de este gen en 

el embrión no permite la utilización del mismo como marcador de 

endospermo por lo que no se pueden extraer conclusiones en este 

sentido. Sin embargo sí se puede concluir que dado que es un gen 

expresado tanto en el embrión zigótico con el  embriones androgénico 

podría tratarse de un gen necesario en procesos de embriogénesis 

producida tanto in vivo como in vitro. Para reforzar esta idea quizas sería 

conveniente ver su posible expresión en embriones somáticos aunque en 

cebada no es fácil la obtención de este tipo de embriones in vitro. 
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De nuestros resultados de expresión génica se pueden extraer 

distintas conclusiones. Por un lado estos análisis han contribuido a un 

mayor conocimiento de cómo se producen en el tiempo los distintos 

procesos implicados en la inducción androgénica. En este sentido, 

nuestros resultados han mostrado que durante el tratamiento de estrés 

se expresan genes implicados en el desarrollo gametofítico y también 

genes relacionados con la propia inducción androgénica. Se podría 

deducir con estos datos que no es necesaria la completa inhibición del 

desarrollo del polen para que comiencen a expresarse los genes 

implicados en la inducción. Por otro lado, se han identificado dos genes: 

ECA1, que puede ser utilizado como marcador de la inducción y primeras 

divisiones androgénicas y END1, que muestra una vez más el paralelismo 

existente entre los procesos de embriogénesis zigótica y androgénica.Por 

otro lado, considerando los resultados de hibridación in situ del gen de la 

hordeína B1, del gen END1 y de los ortólogos en cebada a los genes Naglu 

y EMB615 de Arabidopsis no hemos encontrado diferencias de expresión 

entre los dos tipos celulares encontrados en los granos multicelulares 

heterogéneos. Según nuestros resultados parecen seguir un mismo 

patrón de expresión génica. Aunque estos resultados tanto citológicos 

como moléculares han contribuido al mejor conocimiento del proceso de 

androgénesis en cebada, este proceso es todavía un gran puzzle en el que 

faltan muchas piezas y para su total comprensión aún queda un largo 

camino plagado de preguntas sin resolver. 

 

 

 

 

 

 



 



 
 

   

 

 
 
 
 
 

ConclusionesConclusionesConclusionesConclusiones    

 

 

 



 



 
 

 Conclusiones  

  
251 

1. El estudio morfológico de los embriones obtenidos mediante 

cultivo de anteras y microsporas aisladas de cebada ha mostrado que no 

existen diferencias significativas entre ellos y que, además,  siguen un 

patrón de desarrollo similar en ambos casos. Se ha comprobado que una 

vez alcanzado el estadio globular se desarrollan también de manera muy 

semejante al embrión zigótico de esta especie.  

 

2. Se han descrito dos posibles rutas de formación de embriones 

androgénicos en cebada. Estas rutas se distinguen fundamentalmente 

porque mientras que la primera se inicia por una división simétrica de 

las microsporas, la segunda lo hace a través de una división asimétrica, 

con la particularidad de que, en este último caso, ambos tipos de células 

se siguen dividiendo hasta que, una vez rota la exina, uno de ellos 

degenera. 

 

3. Los estudios inmunocitoquímicos realizados en las paredes de 

los granos multicelulares androgénicos han permitido determinar la 

existencia de cambios en la composición de la pared de la intina como 

consecuencia de la inducción androgénica. Comprobándose que, antes 

de la inducción, las pectinas presentes en la intina están altamente 

esterificadas mientras que, tras la inducción, se produce una 

estratificación de la intina: en la capa más externa se acumulan pectinas 

con bajo grado de esterificación y calosa que antes no estaba presente. 

Las pectinas altamente esterificadas se distribuyen en todas las capas de 

la intina. 
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De esta forma se ha establecido que la calosa puede servir como 

un marcador de plasmodesmos, facilitando el seguimiento de la evolución 

de los mismos durante la androgénesis. Asimismo, se ha puesto de 

manifiesto que se producen cambios en las AGPs como consecuencia de 

la inducción androgénica aunque su papel no parece ser completamente 

equiparable al asignado para ellas en embriogénesis somática.   

 

4. En la intina de los granos de polen multicelulares obtenidos 

mediante cultivo de microsporas aisladas se han detectado depósitos 

densos a los electrones que contienen hierro. Estos depósitos no están 

presentes en la intina de los granos embriogénicos obtenidos mediante 

cultivo de anteras. Esta diferencia apunta a un posible exceso de este 

elemento en el medio que debe corregirse en el caso del cultivo de 

microsporas aisladas.  

 

5. Se ha puesto de manifiesto la presencia de hordeínas y 

gliadinas en etapas muy tempranas del desarrollo zigótico de cebada y 

trigo. Por otro lado, se ha detectado la presencia de hordeínas y la 

expresión de sus genes durante la androgénesis y el desarrollo 

gametofítico de cebada. 

 

6. Se ha mostrado la expresión del gen de una poligalacturonasa 

de polen durante el desarrollo gametofítico y tras la inducción 

androgénica de cebada. Esto indica que tras la inducción no se inactiva 

la expresión de todos los genes específicos de la ruta gametofítica. 
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7. Se ha demostrado el gen ECA1, que en principio se describió 

como específico de las primeras etapas de la androgénesis, no sólo se 

expresa tras estas etapas sino también justo después de la inducción 

androgénica por lo que se ha propuesto su utilización como marcador de 

la inducción androgénica en cebada. 

 

8. Se ha determinado que los genes ortólogos en cebada de los 

genes EMB615 y Naglu implicados en la embriogénesis zigótica de 

Arabidopsis thaliana se expresan también en la embriogénesis 

androgénica y zigótica de cebada. 

 

9. Se ha mostrado que el gen END1, en principio descrito como 

específico de endospermo de cebada, se expresa también en el embrión 

zigótico de esta planta. Además,  se ha puesto de manifiesto que se 

expresa en las primeras etapas de la androgénesis lo que demuestra la 

existencia de genes que tienen una expresión paralela en embriogénesis 

zigótica y androgénica. 
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