Resultados y Discusion

con danos en las células oclusivas, un menor contenido de compuestos fenolicos, una pobre

organizacion del xilema e hipolignificacion.

Los resultados indican que la respuesta hiperhidrica pudiera implicar una disminuciéon de la
capacidad fotosintética, antioxidante y fotoprotectora de los brotes.

Determinacion del contenido de enddgeno de reguladores del crecimiento

La cuantificacion del contenido enddgeno de reguladores del crecimiento mostré que el mayor
contenido de Z se obtuvo en los brotes Tipo 3 (97,02 pg.gMF™). Aunque los niveles de Z se
incrementaron proporcionalmente de los brotes Tipo 1 al Tipo 2 y de este a los de Tipo 3, solo en

los brotes Tipo 3 el incremento fue significativo respecto al control (79,54 pg.gMF™) (Fig. 21).
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Figura 21. Contenido de fitohormonas endogenas en diferentes tipos de brotes de Tectona grandis
L., obtenidos en los SIT a las cuatro semanas de cultivo. A) Citoquininas (Z, ZR, DHZ). B)
Citoquininas totales (Z+ZR+DHZ). C) Acido Indol acético (AIA). D) Acido Abscisico (ABA). E).
Acido Jasmoénico (AJ). F) Acido salicilico (AS). Medias con letras distintas indican diferencias significativas
(ANOVA simple; Tukey; p< 0,05). Para el tratamiento estadistico, los datos fueron transformados de acuerdo con x'=

(x+0,5)". Los datos que se presentan en la figura son no transformados, (n=6). Leyenda: Control: brotes cultivados sin 6-
BAP, Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3: brotes cultivados con 4,44 uM de 6-BAP.

En cuanto al contenido RZ, se determind que respecto al control (17,83 pg.gMF™), los valores se
incrementaron significativamente en los brotes Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3 (114,05; 106,84 y 115,79
ng.gMF ™!, respectivamente), aunque no se observaron diferencias significativas entre ellos.

Los niveles de citoquininas totales se incrementaron significativamente en los diferentes tipos de
brotes, a medida que fueron mdas evidentes los rasgos de vitrificacion. Los valores detectados
fueron de 117,76; 141,37; 160,90 y 212,81 pg.gMF'1 en los brotes control, Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3,
respectivamente.

El mayor contenido de AIA se detectd en los brotes del control (103,94 pg.gMF™), este fue
superior al contenido de los brotes Tipo 1 y Tipo 2 (54,28 y 52,60 ug.gMF'l), respectivamente,
entre los cuales no se observaron diferencias significativas. En los brotes Tipo 3 no se detect6 la
presencia de AIA, posiblemente porque los contenidos eran muy bajos.En cuanto al ABA, los
mayores niveles se detectaron en los brotes del control (10691,07 pg.gMF™), este contenido se
redujo a la mitad en los brotes Tipo 1 (4585,05 pg.gMF™") y no se detectd la presencia de este
regulador del crecimiento en los brotes Tipo 2 y Tipo 3.

El contenido de AJ disminuy6 en los brotes Tipo 1 (310,57 pg.gMF™) respecto al control (378,59
ng.gMF ) y no se observaron diferencias significativas entre los brotes Tipo 1, Tipo 2 (334,06
ug.gMF'l) y Tipo 3 (322,94 ug.gMF'l).

De forma similar ocurrié con el AS, el contenido disminuy6 en los brotes Tipo 1 (1290,91
ng.gMF ™) respecto al control (1599,28 ug.eMF"' y no se observaron diferencias significativas
entre el Tipo 1y el Tipo 2 (1381,06 ng.gMF™), mientras que el menor contenido de AS se detecto
en los brotes Tipo 3 (843,49 pg.gMF™).

Los reguladores del crecimiento y los mensajeros secundarios (ej. Ca”") son los encargados de
transmitir la sefial desde la membrana, de ahi su gran poder para controlar la morfogénesis (Gaspar
et al., 2002). Los niveles de citoquininas detectados en los brotes control, podrian ser explicado
por la presencia de raices en estos brotes, las cuales pudieron haber sintetizado citoquininas. Las
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raices constituyen el lugar de sintesis de las citoquininas libres como la zeatina y la zeatina
ribosido (Barcel6 et al., 2006).

Los resultados demuestran que el contenido de citoquininas enddgenas se incremento
proporcionalmente a medida que fueron mas visibles los rasgos de vitrificacion en los brotes y el
incremento del contenido de agua. Por lo que pudiera atribuirse la hiperhidricidad observada en
los brotes Tipo 2 y Tipo 3 y mayormente en estos ultimos, a la sobreacumulacion de citoquininas
en formas activas como la Z y la ZR, lo cual es consistente con los resultados descritos durante la
cuantificacion del contenido enddgeno de reguladores del crecimiento en BH de Alloe pollyphyla
L. (Ivanova, 2009) y Actinidia deliciosa L. (Moncalean et al., 2009).

Santoni et al. (1997) durante el estudio del mutante cril de Arabidopsis thaliana L. capaz de
sobreacumular citoquininas, demostraron por primera vez una correlacion entre el incremento de
los niveles endogenos de citoquininas y el desarrollo de un fenotipo hiperhidrico. Sin embargo,
solo el incremento de los niveles endogenos no fue suficiente para inducir la hiperhidricidad,
teniendo en cuenta que el mutante ampl, el cual era capaz de sobreproducir citoquininas y que
mostraba similares niveles endogenos que el cril, no desarrolld un fenotipo hiperhidrico, pero
destacan que la causa pudo estar determinada por errores en la transmision de la sefial de la
citoquinina, con lo cual no se descarta que la sobreacumulacion de citoquininas enddgenas a
niveles toxicos pudo ser la causa de la hiperhidricidad.

Los valores de AIA detectados confirman claramente la relacion antagonica descrita para las
auxinas y citoquininas (Barcel6 et al., 2006; Vasquez y Torres, 2006). Mientras que en los brotes
control el balance auxina/citoquinina parece estar equilibrado, debido a que ambos niveles fueron
casi iguales (Fig. 21 B y C). En los brotes Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3, la relacion es cada vez mas
favorable a las citoquininas, alcanzando su mayor desbalance en los brotes Tipo 3, lo que coincide
con la apariencia vitrea y traslucida de los brotes y ademas el mayor contenido de agua. Este
desbalance auxina/citoquinina favorable a las citoquininas, principalmente por una
sobreacumulacion de citoquininas enddgenas en formas activas, podria ser el factor inductor de la
respuesta hiperhidrica en los brotes de teca.

La disminucion del contenido endogeno de ABA en los brotes Tipo 1 y la ausencia de esta
regulador del crecimiento en los brotes Tipo 2 y Tipo 3, podria ser justificada por el bajo

contenido de carotenoides detectados en estos tipos de brotes, teniendo en cuenta que la via de
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formacion del ABA en plantas superiores es a partir de los carotenoides (Taylor, 2005). Estos
resultados concuerdan con los descritos en estudios realizados en clavel (Dianthus caryophyllus
L.), donde se determin6 que las plantas normales tenian mayor contenido de ABA que las plantas
hiperhidricas (Kidelman et al., 1997). La limitada capacidad de las plantas in vitro para producir
ABA, constituye una de las principales causas de la pobre funcionalidad de los estomas (Aguilar et
al., 2000), lo que afecta la supervivencia de las plantas durante la aclimatizacion (Pospisilova et
al., 2009). En plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana L., el contenido reducido de ABA
estuvo asociado con defectos en el desarrollo, como la formacion de un mesoéfilo desorganizado y
alteraciones en la morfogénesis de los estomas (Barrero et al., 2005). Los niveles de ABA en los
brotes Tipo 2 y Tipo 3 fueron muy bajos y no se detectaron para los estdndares utilizados. Estos
bajos niveles de ABA podrian justificar la presencia de estomas mas abiertos y deformados, al
parecer no funcionales, observados en este tipo de brotes, principalmente en los brotes Tipo 3,
donde coincidi6 ademds con la apariencia vitrea y traslicida de los brotes y con el mayor
contenido de agua. A la vez esto podria justificar la excesiva transpiracion, debido al mal
funcionamiento de los estomas, que diferentes autores refieren en las plantas hiperhidricas durante
la aclimatizacion (Pospisilova et al., 1998; Hazarika et al., 2006; Moncalean et al., 2007). En las
hojas el ABA induce una cascada de sefiales de traduccion que conduce al incremento de la
concentracion de Ca" citosélico y la reduccién del potencial osmoético mediante la salida de Ky
Cl vy el cierre estomatico (Zhang y Outlaw, 2001). Aunque no se determind en este estudio el
contenido de Ca®", se conoce que los BH tienen un menor contenido de este idn, por lo que se
podria asumir que los brotes Tipo 3, debido a su condicion hiperhidrica podrian tener menor
contenido de Ca" citosolico, lo que sumado al bajo contenido de ABA justificaria la mayor
apertura estomatica detectada en estos brotes.

El AJ y el AS parecen jugar un papel fundamental en los mecanismos de defensa de las plantas, al
activar rutas que conducen a la expresion de fenomenos de resistencia a diversos agentes bidticos y
abioticos (Afroz et al., 2011). La disminucion del contenido de AJ y AS en los brotes Tipo 1, Tipo
2 y Tipo 3 y mayoritariamente en estos ultimos, para el caso del AS, indican que el desarrollo de
una respuesta hiperhidrica en los brotes, pudiera implicar una disminucion de la capacidad de
respuesta de estas plantas ante el ataque de patdgenos o condiciones ambientales adversas y por

tanto una menor capacidad adaptativa.
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4.3. Perfil protedmico de la hoja de Tectona grandis L. e identificacién de proteinas que se

expresan diferencialmente en los brotes durante la induccion de la respuesta hiperhidrica
4.3.1. Perfil protedmico de la hoja de Tectona grandis L

La electroforesis bidimensional permitié determinar 998 puntos resolutivos detectados en los geles
dentro de un pH lineal de 3-11 y un rango de Mr de 10-114 kDa. Un total de 120 puntos fueron
digeridos y sujetos a espectrometria de masas. Dentro de estas, 100 especies de proteinas no
redundantes fueron identificadas, para un 75% de efectividad en la identificacion.

Todas las proteinas identificadas, con su numero de acceso, organismo de referencia a partir del
cual fue identificada, el Mr y pl experimental y teodrico, los valores de la varianza biologica, el
valor acumulado asignado por el MASCOT, asi como la funcién molecular asignada para cada
proteina segiin el KEEG, se muestran en el Anexo 2. Mientras que el mapa protedmico de la hoja
de teca, con las 100 proteinas identificadas, se muestran sefialadas en el gel de la Figura 22.

El porcentaje de efectividad en la identificacion de los péptidos (75%), puede ser explicado por la
escasa disponibilidad de secuencias gendémicas y protedmicas depositadas en bases de datos
publicas de esta especie. Se utilizaron diferentes bases de datos publicas, pero algunos puntos no
se pudieron identificar aun cuando la secuencia de los péptidos estaba dentro del tamafo de los 10-
30 aminoacidos. Estas secuencias son probablemente caracteristicas de la teca, de ahi la baja
probabilidad de ser identificadas por homologia en bases de datos con otras especies. Por otro
lado, la longitud de estos péptidos identificados no fue suficiente para establecer una comparacion
estructural a partir de sus dominios, lo cual impidié ademas su clasificacion funcional. Esto es uno
de los inconvenientes que suele presentarse cuando se trabaja con especies consideradas
—huérfanas”, por su escasa presencia en bases de datos y explica ademés la baja eficiencia de
identificacion, comparada con especies modelos secuenciadas completamente como Populus
tricocarpa Torr & A.Gray o Arabidopsis thaliana L. Sin embargo, este porcentaje de
identificacion es similar al alcanzado en otras especies —huérfanas” como Pinus radiata Morelet
(66%) (Valledor et al., 2008) o Quercus suber L. (80%) (Jorge et al., 2005; Abril et al., 2011) y
son superiores por ejemplo a las descritas para embriones cigéticos de Phoenix dactylifera L.
(35%) (Sghaier-Hammami et al., 2009).

Por otro lado, para varias proteinas identificadas, se observo diferencias entre la Mr y el pl

experimental y el tedrico. Esto puede explicarse por la influencia de diferentes factores, como el
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hecho de que la proteina de referencia es a partir de una especie diferente a la teca, modificaciones
post-traduccionales o producto a la degradacion. En algunos casos, la misma proteina fue
detectada en multiples puntos, lo cual puede ser resultado de modificaciones post-traduccionales,

separacion de variantes, degradacion de proteinas o variacion alélica (Bianco et al., 2009).
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Figura 22. Mapa protedmico de la hoja de Tectona grandis L, obtenido a partir de plantas del
banco de donantes. Mr: Masa molecular relativa. pl: punto isoeléctrico. Los puntos sefialados,
corresponden a las 100 proteinas seleccionadas para su identificacion.

La proteinas identificadas fueron clasificadas en 13 categorias de acuerdo al KEGG y la funcién
molecular fue resumida en 24 categorias (Fig. 23A).

Las funciones mas abundantes fueron las referidas a transferencia de electrones (10%) actividad
sintasa (9%), seguidas por factor de traduccion, actividad oxido reductasa, GTP y unién de

proteinas, todas presentes en igual proporcion (7%). Algunas funciones como la actividad de
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transporte, degradacion de proteinas, unién de nucledtidos y empaquetamiento de proteinas

estuvieron presentes en igual proporcion, pero en pequefia fraccion (1%).

Funcion molecular

B Componente celular

C

Proceso bioldgico/rutametabdlica

® Transferencia de electrones, 10%

= Actividad sintasa, 9%

m Actividad factor de traduccion, 7%

®mUnién de GTP, 7%

= Unidn de proteinas, 7%

= Actividad oxidorreductasa, 7%

m Unién de carbohidratos, 6%

= Actividad oxidasa, 6%

m Actividad deshidrogensa, 6%

= Actividad hidrolasa, 4%

= Unidn de acidos nucleicos, 4%

mUnion, 4%

m Actividad kinasa, 3%

= Actividad catalitica, 3%

m Actividad transketolactasa, 3%

m Actividadtransferasa, 3%

m Actividad hidratasa, 2%

w Actividad detransporte, 1%

m Degradacion de proteinas, 1%

= Almacenamiento de proteinas, 1%
Actividad epimerasa, 1%

w Actividad xilosaisomerasa, 1%
Actividad sintetasa, 1%
Actividad tiolosa, 1%
Funcién molecular desconocida, 1%

= Cloroplasto, 47%
= Citosol, 20%
= Mitocondria, 10%
®Nucleo, 5%
= plastidio, 5%
= Citoesqueleto, 4%
= Membrana citoplasmatica, 2%
= Aparato de Golgi, 1%
Componente celular desconocido, 6%

® Traduccidn, almacenamiento y degradacion de proteinas, 20%
= Fotosintesis/Cadenatransportadora de electrones, 14%
= Fotosintesis/Metabolismo de carbohidrato, 14%
® Ruta del Piruvato/Ciclo del acido tricarboxilico, 12%
= Fijacion de nitrégeno/Metabolismo de aminoacido, 8%
® Mantenimiento redox, 6%
= Metabolismo de nucledticos, 4%
= Glicolisis, 4%
= Formacion de citoesqueleto, 4%
= Metabolismo de lipidos, 3%
= Proteinasrelacionadas con estrés, 2%
= Mitocondria/Transporte de electrones, 2%
Proceso bioldgico desconocido, 6%

Figura 23. Clasificacion de las proteinas expresadas, segun la Ontologia de la Enciclopedia de

Genes y Genoma de Kioto (KO). A) Funcion molecular. B) Componente celular. C) Proceso

bioldgico/ruta metabolica. Las proporciones relativas en cada término ontoldgico se expresan en

porcentajes.

Las proteinas fueron clasificadas en ocho grupos basadas en el correspondiente componente

celular en el cual se localizan (Fig. 23B). De acuerdo a esta localizacion, 77 de las 100 proteinas

no redundantes identificadas, correspondieron a tres componentes celulares: cloroplasto (47%),
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citosol (20%) y mitocondria (10%). En el aparato de Golgi y la membrana se localizé una pequeia

fraccion de proteinas, 1 y 2% respectivamente.

Teniendo en cuenta su funciéon en los diferentes procesos bioldgicos, las proteinas fueron
clasificadas en 12 categorias (Fig. 23C). Esta clasificacion reveld que las mas abundantes, fueron

proteinas involucradas en la fotosintesis, la traduccion y la produccion de energia.

De las 100 proteinas identificadas, 28 estan involucradas en la fotosintesis (cadena transportadora
de electrones y ruta de los carbohidratos). En este grupo abundaron también proteinas como la
Subunidad 2 del complejo Citocromo B6-F hierro-azufre, Subunidad II del centro de reaccion del
Fotosistema I, Proteina psbP del centro de reaccion del Fotosistema II y la NADP Ferrodoxina
reductasa, involucradas en la transferencia de electrones. Se identificaron otras proteinas como la
Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa y Fosforribulokinasa (PRK), las cuales estan involucradas en la
fijacion del carbono fotosintético y el proceso de competencia de la fotorespiracion y juegan un
importante papel en el ciclo de Calvin. Todas estas enzimas pueden ser definidas como potenciales
candidatas marcadoras de productividad en T. grandis, a partir de que son esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Watson et al., 2003).

Un gran nimero de proteinas estuvieron asociadas con la traduccion, el plegamiento y la
degradacion de proteinas (20%). Este grupo estuvo compuesto por diferentes proteinas de tipo
traslocasa, proteasa, peptidasas y proteinas facilitadoras del transporte de diferentes moléculas
dentro de los compartimentos celulares. El andlisis revelo la presencia del Factor de iniciacion de
la traduccion en Eucariotas 5SA (elF-5A), la Subunidad tipo beta del proteosoma, el Factor de
elongacion TuA (EF-TuA), la S10 proteina ribosomal 40S, la Adenosina quinasa, entre otras.
También se identificaron abundantes enzimas relacionadas con la ruta del Piruvato y el Ciclo de
los Acido Tricarboxilicos (12%). En este sentido, se detectaron varias enzimas con actividad oxido
reductasa y deshidrogenasa dentro de ellas la Aldo-ceto reductasa, Dehidroflavonol reductasa,
Isocitrato dehidrogenasa, Tetrahidrofolato dehidrogenasa, entre otras.

Un importante grupo de proteinas relacionadas con el mantenimiento redox (6%) y proteinas de
estrés (2%) estuvieron presentes en el perfil. En este sentido, se detectaron varias enzimas
involucradas en la detoxificacion y la respuesta a estrés. Dentro de estas, se detectaron enzimas
relacionadas con el mecanismo antioxidante como Ascorbato peroxidasa (APX), Polifenol

oxidasa, Tiorredoxina, entre otras. Se detectaron ademds dos importantes proteinas relacionadas
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con la respuesta a estrés por temperatura (HSP), la Proteina 1 de 70 kDa de Choque Térmico
(HSP70 kDa) y otra similar a Proteina de Choque Térmico (HSP). Estas estan generalmente
involucradas en la estabilizacion del empaquetamiento de las proteinas en respuesta a diferentes
tipos de estimulos y durante el desarrollo de las plantas. Su funcién ademas incluye la prevencion
de la desnaturalizacion o el desempaquetado de las proteinas desnaturalizadas y la regulacion de la
actividad de muchas proteinas de sefializacion (Muccilli et al., 2009). Estas proteinas identificadas
involucradas en el mantenimiento redox y la respuesta a estrés pudieran ser posibles candidatas
marcadoras de respuesta al estrés en teca, teniendo en cuenta que son esenciales para la adaptacion
de las plantas al ambiente.

El ntimero de proteinas involucradas en la glicolisis, metabolismo de los nucledtidos y la
conformacion del citoesqueleto estuvieron presentes en la misma proporcion (4%). También
estuvieron presentes proteinas relacionadas con el metabolismo de los lipidos (3%) y la
transferencia de electrones en las mitocondrias (2%).

Se detectaron seis proteinas con funciéon desconocida. En todos lo andlisis de proteomas,
generalmente aparecen proteinas de las cuales no se conoce su funcidn, al no mostrar homologias
con proteinas de otros organismos (Kwon et al., 2005; Jamet et al., 2006). Se plantea que estas
proteinas podrian ser especificas de la especie, ya que la funcion de la mayoria de las proteinas
identificadas se deduce por homologia con proteinas de otro organismos (Novo et al., 2009), en
algunos casos puede llegar a suponer el 26% del total (Borderies et al., 2003) Por lo general estas
proteinas constituyen las proteinas de mayor interés para ser identificadas completamente, ya que
serian nuevas proteinas descritas para la ciencia. Por lo tanto, las proteinas de funcion
desconocida son uno de los grandes retos para futuros estudios de protedmica en teca.

Las imagenes de los geles y los datos de las identificaciones empleadas se encuentran disponibles

en la base de datos publica: World 2-D PAGE de Expasy. (http://world-2dpage.expasy.org

/repository/0035/). Estos resultados constituyen los primeros estudios de protedmica en la especie

Tectona grandis L. y teniendo en cuenta la gran cantidad de puntos resolutivos obtenidos en los
geles tefildos y la deteccion e identificacion de una gran variedad de proteinas relacionadas con
diferentes rutas metabolicas, como la fotosintesis, la produccion de energia, el mantenimiento

redox, la biosintesis de proteinas, entre otras, se determind que los aspectos experimentales y
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analiticos utilizados fueron efectivos y pueden ser utilizados para futuros estudios de expresion
diferencial de proteinas en teca.

4.3.2. ldentificacion de proteinas expresadas diferencialmente en los brotes de teca (Tectona
grandis L.) durante la induccion de la respuesta hiperhidrica

El anélisis de la influencia del 6-BAP en la expresion diferencial de proteinas en brotes de teca con
diferente morfologia, se realizd mediante el analisis comparativo del perfil protedmico de los
brotes cultivados sin 6-BAP, considerados como control, los brotes cultivados con 4,44 uM de 6-
BAP que no mostraban cambios morfoldgicos considerados como normales (Tipo 1) y los brotes
que solo mostraban cambios morfolégicos en la forma y coloracion de sus hojas considerados
como Tipo 2 y brotes que mostraban una morfologia anormal de sus hojas y con una apariencia
vitrea y traslucida, considerados como hiperhidricos (Tipo 3).

La electroforesis bidimensional en gel de acrilamida permitié detectar mas de 1000 puntos
resolutivos en un rango de pH lineal de 3-11, el rango de masa molecular de las proteinas estuvo
entre 10 y los 114 kDa. El promedio de los puntos detectados fue 988+14, 1010+17, 99131 y
947+8 en valores de mediaxDS, en los brotes del control, Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3,
respectivamente.

El analisis estadistico (ANOVA simple y FDR, p<0,05), permiti6 determinar que 39 puntos
cambiaron significativamente de un perfil a otro, de ellos 36 fueron extraidos de los geles para su
identificacion. El analisis de componentes principales (PCA) clasifico las muestras proteicas
dentro de los diferentes tipos de brotes. El PC1, el cual aporta el 21,2% de la varianza total mostrd
una correlacion con el grado de hiperhidricidad (Fig. 24). Todos los grupos fueron claramente
diferenciados excepto los brotes Tipo 2, los cuales ocupan una posicion intermedia entre los brotes
Tipo 1 y Tipo 3. Teniendo en cuenta la habilidad del PC1 para diferenciar las muestras, los 10

puntos que mas aportaron a este componente fueron seleccionados para su identificacion.
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Figura 24. Clasificacion por componentes principales de muestras proteicas de diferentes tipos de

brotes de Tectona grandis L., obtenidos en los SIT a las cuatros semanas de cultivo. Leyenda: Ctrl)
brotes cultivados sin citoquininas. N) brotes Tipo 1. 1) brotes Tipo 2. H) brotes Tipo 3, cultivados con 4,44 uM de 6-
BAP.

Como resultado del ANOVA simple, prueba de FDR y el PCA, un total de 46 puntos fueron

seleccionados y sujetos a espectrometria de masas. La combinacion de la técnica de la huella
péptida y la espectrometria de masas permitid identificar 38 proteinas a partir de los puntos

seleccionados, para un 82,6% de efectividad, similar a la de especies no secuenciadas.

Los resultados obtenidos para la identificacion de proteinas en los brotes de teca, mediante la
busqueda en bases de datos de proteinas del NCBInr de la secuencia de los péptidos obtenidos por
espectrometria de masas se muestran en el Anexo 3, mientras que los resultados de la
identificacion de las proteinas del PC1, que mds aportaron a la varianza se muestran en el Anexo 4.
Los aspectos recogidos en las tablas comprendieron el nimero de identificacion del punto proteico

en la imagen del gel asignado por el programa PDQuest Advanced (SSP), el nombre de la proteina
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homologa, el organismo de referencia, el numero de acceso a la base de dato, la Mr y el pl
experimental y teorico, la media de la cantidad de proteina, la desviacion estandar, el valor

acumulado segun la comparacion del programa Mascot y la funcion molecular.

El analisis estadistico (ANOVA, FDR p <0,05) revel6 cambios en la intensidad de 17 puntos del
perfil de los brotes Tipo 1 con respecto al perfil de los brotes del control. Seis puntos
incrementaron de intensidad en los brotes Tipo 1 (puntos 113, 1008, 3017, 5414, 6451 y 7809),
mientras que un punto estuvo presente en los brotes Tipo 1, pero ausente en los brotes del control
(punto 5414). Otro grupo de cuatro puntos disminuy6d de intensidad en los brotes Tipo 1, en
comparacion con el control (puntos 1331, 2749, 7617 y 4609); mientras que siete puntos no

fueron detectados en los brotes Tipo 1 (puntos 4601, 6705, 8306, 3406, 4217, 4637 y 7722).

La intensidad de 17 puntos cambié significativamente en el perfil de los brotes Tipo 2, en
comparacion con el perfil de los Tipo 1. De ellos dos puntos incrementaron de intensidad en los
brotes Tipo 2 (puntos 4701 y 3017), mientras que tres puntos disminuyeron de intensidad (3302,
1331 y 5609) y un importante grupo de 12 puntos (4601, 6705, 8306, 1742, 3706, 3406, 4217,
4220, 4637, 7722, 2749 y 4609) no fueron detectados en el perfil protedmico de este tipo de brote.

Cuando se comparo el perfil de los brotes Tipo 3 con el de los brotes Tipo 1, se detectd que un
grupo de 21 puntos cambié de intensidad. De ellos, dos puntos incrementaron de intensidad
(puntos 4701 y 3017), un punto disminuy¢ de intensidad (punto 4814), mientras que un importante
grupo de 18 puntos (puntos 4601, 6705, 3017, 8306, 1742, 3706, 3406, 3302, 3417, 4217, 1331,
4220, 4637, 7722, 2749, 3301, 4609, 5609) no fueron detectados en el perfil protedmico de los
brotes Tipo 3. Todos los puntos resultaron ser proteinas conocidas y registradas en la base de datos
del NCBI vy su funcion metabolica fue asignada segin KEGG. El pl y la Mr experimental no
coincidid con el tedrico para varias proteinas, esto puede ser resultado de modificaciones post-
traduccionales o producto a la degradacion. En algunos casos, la misma proteina fue detectada en
multiples puntos, pero con el pl y la Mr diferente, lo cual puede ser resultado de modificaciones
post-traduccionales, separacion de variantes, degradacion de proteinas o variacion alélica (Bianco
etal., 2009).

En la Figura 25, se muestran imagenes comparativas de fracciones de los geles donde se pueden
observar algunos de los puntos proteicos que cambiaron significativamente de un perfil

protedmico a otro en los diferentes tipos de brotes de teca. Por ejemplo el punto 1008 que con
81



Resultados y Discusion

respecto al control aumenta de intensidad en los brotes cultivados con 6-BAP, aunque se observa
sobre-expresado en los brotes Tipo 1 y con respecto a este disminuye en los Tipo 2 y Tipo 3. El
punto 3406 aparece solo en el perfil de los brotes control, los puntos 10 y 113 disminuyen de

intensidad en los brotes control y el punto 8550 desaparece del perfil en los Tipo 2 y Tipo 3.

Control Tipo 1 ~ Tipo2 Tipo 3
& - @ - .
N ’ 1008 ‘ ’ \mua

Figura 25. Fraccion de geles 2-D con puntos correspondientes a un nimero representativo de
proteinas expresadas diferencialmente, en diferentes tipos de brotes de Tectona grandis L,

cultivados en SIT. Leyenda: Control: brotes cultivados sin 6-BAP. Tipo 1, Tipo 2, _Tipo 3: brotes cultivados
con 4,44 uM de 6-BAP.

Los resultados mostraron que los brotes Tipo 1, los cuales no difieren morfolégicamente de los

brotes control, mostraron un perfil de proteinas similar a estos ultimos, pero sensiblemente
diferente a los brotes Tipo 2 y Tipo 3. No obstante, se debe destacar que aun cuando en los brotes
Tipo 1 no se observaron diferencias morfologicas con respecto a los brotes control, si se
determinaron cambios anatomicos y bioquimicos en estos brotes. Estos resultados sugieren que la
presencia del 6-BAP en el medio de cultivo provoca cambios a nivel anatémico y molecular,
prueba de ello es el incremento del contenido de agua en los brotes Tipo 1, la disminucion del
contenido de fenoles totales, de carotenoides y mayores niveles de citoquininas endogenas. Esto
también es soportado por una menor presencia de ligninas en el tejido vascular y una mayor

apertura estomatica.
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Implicacion de las proteinas expresadas diferencialmente por efecto del 6-BAP en las rutas
metabdlicas

El listado general de todas las proteinas identificadas expresadas diferencialmente se muestra en el
Anexo 3 y las de mayor implicaciéon en las diferentes rutas metabolicas relacionadas con los
cambios morfo-anatdmicos y fisiologicos inducidos en los brotes por efecto del 6-BAP y descritos

en los acdpites anteriores se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion de acuerdo a su funcion en las diferentes rutas metabolicas, de las proteinas

expresadas en brotes de Tectona grandis L. con diferentes morfologia, cultivados en SIT.

Nivel de expresion
Control Tipol Tipo2 Tipo 3

Ruta metabdlica Proteina

Subunidad 2 del Citocromo

. XX XXX XXX XXX

complejo B6-F Fe-S

Isoforma 1de la Anhidrasa
. XX XX X -

cl I ) Carbonica (EC: 4.2.1.1)
, Orop asto: Isoenzima de la NADP-Ferredoxina
Fotosintesis: Cadena XXX - - -
reductasa
transportadora de

Ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa
electrones y ruta de XX XX - -

los carbohidratos (EC: 4 .1.39) :
Subunidad beta de unidn a la

subunidad mayor de la RuBisCO = xx ) i
Fosforribuloquinasa (PRK)
XXX - - -
(EC: 2.7.1.19)
Piruvato deshidrogenasa (EC: 1.2.4.1) XXX XX X -
Mitocondria: Ruta  Aldo ceto reductasa (EC: 2.3.1.170) XX XX - -
del Piruvatoy Monodehidroascorbato reductasa
Ciclo del ATC (EC: 1.6.5.4) XXX ) ) .
Adenil succinato sintetasa XXX - - -
Fiiacion d Cetol-acida reductoisomerasa
XXX XXX XX -
N_'{a?'on € (EC:1.1.1.86)
1trogeno - .
Metabo?ismoy de Cetol acida reductoisomerasa
XXX XX - -
S (EC:1.1.1.86)
aminoacidos .
Transaminasa mtnE (EC: 2.6.1.1) - XXX XXX XXX
Factor de iniciacion de traduccion XX XXX XXX XXX
.. Isoforma III del Factor 5A de
Traduccion, o .,
. iniciacion de traduccion en X XXX XXX XXX
plegamiento y .
., Eucariota
degradacion de _ -
. Pectina acetilesterasa (PAE)
proteinas XX XX - -
(EC: 3.1.1.6)
Peptidasa dependiente de Zn XXX - - -
Citosol: Glicdlisis  Germina (GL22) XXX XX - -
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I-aminociclopropano-1-carboxilato
oxidasa 1; (ACC oxidasa)
Ascorbato peroxidasa (EC: 1.11.1.11) XX - - -

XXX XXX XX -

Mantenimiento Redox Peroxirredoxina Q, (EC:1.11.1.15) XXX XXX XX X

Precursor de Peroxidasa 16

XXX XXX X -

(peroxidasa IIT) (EC: 1.11.1.7)

Properoxidasa (EC: 1.11.1.7) XXX XXX XX -
Proteinas de respuesta Proteina de estrés térmico (HSP)

) XX XX XXX XXX
a Estres (EC: 1.3.1.74)

Tabla simplificada del listado general de proteinas del Anexo 3. Leyenda: Control: brotes cultivados sin 6-
BAP. Tipo 1, Tipo 2, Tipo 3: brotes cultivados con 4,44 pM de 6-BAP

Fotosintesis: cadena transportadora de electrones y ruta de los carbohidratos

En presencia de 6-BAP se determind un aumento en la expresion de la proteina identificada como
la Subunidad 2 del complejo Citocromo B6-F Hierro-azufre involucrada en la cadena de transporte
de electrones, lo que pudiera indicar que el 6-BAP favoreci6 la transferencia de electrones. Sin
embargo, la disminucidon o ausencia de otras enzimas implicadas en la fotosintesis, ya sea en la
cadena transportadora de electrones o en la sintesis de carbohidratos sugieren una afectacion de la
actividad fotosintética. En este sentido, en los brotes cultivados con 6-BAP y en mayor medida en
los brotes Tipo 2 y Tipo 3, disminuyd de expresion o no fueron detectadas proteinas como la
isoforma 1 de la Anhidrasa carbonica, una isoenzima de la Ferrodoxina-NADP reductasa, la
Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa (RuBisCo), la subunidad Beta de unién a la subunidad mayor de
la RuBisCo y una Fosforribuloquinasa (PRK). La menor expresion de estas enzimas involucradas
en la fotosintesis en los brotes Tipo 2 y Tipo 3, sumado a los menores contenidos de pigmentos
fotosintéticos detectado en este tipo de brotes, podria indicar una disminucion de la actividad
fotosintética y justificaria la baja eficiencia fotosintética que diferentes autores atribuyen a los
brotes hiperhidricos (Kevers et al., 2004; Hazarika, 2006; Sreedhar et al., 2009; Ivanova y Van
Staden, 2011). Por otro lado, otro factor adicional que podria limitar la expresion de estas enzimas
principalmente de la RuBisCo en los brotes Tipo 3, podria estar asociado al limitado intercambio
de gases como el O, y el CO;, que pudiera provocar la capa de agua que rodea las células en los
tejidos hiperhidricos. Al respecto estudios realizados con lineas transgénicas (T"'L) de Tabaco
(Nicotiana tabacum L.), transformadas con el gen que codifica para la subunidad mayor de la
RuBisCo en girasol (Helianthus annuus L.) demuestran que con niveles de CO, del 0,5%, a

diferencia del control no transformado, en las lineas transgénicas ocurrid una disminucion del
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contenido de RuBisCo. Esto se manifestd ademés con cambios en el fenotipo de las hojas, las
cuales pasaron de estar completamente expandidas, con una forma aovada y bordes lisos en el
control a una forma lanceolada, con hendiduras en la zona del mesofilo y con bordes rizados y
encorvados hacia el haz de la hoja en las lineas transgénicas. Sin embargo, cuando la
concentracion de CO, se increment6 al 1%, en la linea transformada se incrementaron los niveles
de RuBisCo y las nuevas hojas formadas desarrollaron una morfologia similar al control, lo que
demuestra que tanto las modificaciones del gen que codifica para la subunidad mayor de la
RuBisCo, como los niveles de CO, disponibles pueden variar los niveles de esta enzima
(Sharwood y Whitney, 2010). Por otro lado, la relacion entre el menor contenido de la RuBisCo y
el cambio en la morfologia de las hojas descrito en estos estudios, podrian justificar el cambio de
la forma aovada hacia una forma lanceolada con bordes rizados y encorvados, observados en los
brotes Tipo 2 y en forma de cinta en los Tipo 3 y mayormente en estos ultimos, donde se
detectaron los menores niveles de expresion de esta enzima.

Ruta del Piruvato y Ciclo del Acido Tricarboxilico (ATC)

La ruta metabdlica del piruvato y el ciclo de los ATC fue afectada en los brotes cultivados con 6-
BAP y mayormente en los brotes Tipo 2 y Tipo 3. De cuatro proteinas implicadas en estas rutas y
detectadas en los brotes del control (Piruvato deshidrogenasa, Aldoceto reductasa,
Monodihidroascorbato reductasa (MDHAR) y Adenilsuccinato sintetasa), dos no fueron
detectadas en los brotes Tipo 1, tres en el Tipo 2 y las cuatro estuvieron ausentes en el Tipo 3, lo
cual sugiere una disminucion de la actividad de esta ruta y por lo tanto posiblemente la produccion

de NADPH a medida que se hacen mas visibles los rasgos hiperhidricos.

El NADPH y el NADH estan involucrados en muchas reacciones bioquimicas, dentro de ellas las
de tipo oxido reductasa, deshidrogenasas y la transferencia de electrones. El NADPH suministra el
poder reductor necesario para los sistemas antioxidantes y la eliminacion de las especies reactivas
de oxigeno (EROs). En las plantas las fuentes fundamentales de NADPH provienen de la
fotosintesis y del ciclo de las pentosas fosfatos en los tejidos no fotosintéticos (Kevers et al.,
2004). Estudios realizados en Prunus sp., demostraron que en los BH, existié una disminucion de
NADPH y de NADH en comparacion con los brotes normales, lo cual justifica la baja actividad de
la ruta Asada—Halliwell, referida por Frank et al. (1995) para este tipo de brotes (Kevers et al.,
2004). Los resultados demuestran que los sistemas antioxidantes representado por el ciclo
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ascorbato-glutation, enzimas neutralizadoras de EROs y la ruta de las pentosas fosfatos como
generadora de poder reductor, se encontraron disminuidos en los brotes cultivados con 6-BAP y
mayormente en los brotes Tipo 3, lo que coincidié con la apariencia hiperhidrica y con el menor
contenido de sustancias antioxidantes como los carotenoides y los compuestos fendlicos. Los
resultados indican que los sistemas antioxidantes tanto de naturaleza enzimatica como no
enzimatica se encontraron disminuidos en los brotes Tipo 2 y Tipo 3 y en mayor medida en estos
ultimos considerados como hiperhidricos, lo que indica que tienen una menor capacidad
antioxidante, por lo que pueden ser mas susceptibles a este tipo de estrés. Todos estos elementos
muestran que el metabolismo de respuesta al estrés oxidativo es menos eficiente en los brotes
cultivados con 6-BAP, mayormente en los brotes hiperhidricos, lo que pudiera justificar la baja
calidad morfo-fisiologica descrita para este tipo de brotes (Gaspar, 2002; Franck et al., 2001;
Kevers et al., 2004).

Los resultados también indican que los brotes del control se encuentran en condiciones de estrés,
pero que son capaces de activar adecuadamente los mecanismos de respuestas elevando los niveles
de sustancias y enzimas antioxidantes. Esto es soportado por el mayor contenido de carotenoides,
compuestos fenolicos, asi como una sobreexpresion de proteinas involucradas en el ciclo
ascorbato-glutation y de proteinas con funcion de enzimas que juegan un papel fundamental en la

produccion de poder reductor (NADPH) necesario para activar los sistemas antioxidantes.

Traduccidn, plegamiento y degradacion de proteinas

Con respecto a las proteinas relacionadas con la traduccidon, plegamiento y degradacion de
proteinas, se determind que en comparacion con los brotes control, dos proteinas identificadas
como el Factor de iniciacion de la traduccion y la Isoforma 3 del Factor de iniciacion 5A de la
traduccion en Eucariota incrementaron sus niveles de expresion en los brotes cultivados con 6-
BAP, independiente de sus rasgos morfologicos. Esto confirma el papel inductor y regulador que
se le atribuye a las citoquininas en la sintesis de proteinas (Criado et al., 2009; Nobel, 2009).
Relacionadas con esta ruta, se detectd que dos proteinas implicadas en la xilogénesis y la
biosintesis de la pared celular, disminuyeron de expresion o no fueron detectadas en los brotes
cultivados con 6-BAP, una de ellas identificada como una Peptidasa dependiente de Zn con
actividad hidrolasa y la segunda proteina correspondié a la Pectina acetilesterasa (PAE). Se ha

descrito que durante la formacion de la pared secundaria ocurre un aumento de la actividad de
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algunas enzimas hidroliticas, como la Peptidasa dependiente de Zinc y la Pectina acetilesterasa,
esta ultima incrementa su actividad al final del proceso de diferenciacion (Pesquet et al.,
2005; Ubeda-Tomas et al., 2007).

La disminuciéon de los niveles de expresion o la ausencia de estas enzimas involucradas en la
xilogénesis y la biosintesis de la pared celular, podria implicar cambios o modificaciones en la
estructura de la pared celular. Esto se corresponde con la poca organizacion del xilema observado
en las secciones transversales del tallo, tefiiddas con floroglucinol-HCI, en los brotes Tipo 2 y Tipo
3, lo que coincidié ademas con el incremento del contenido de agua en los brotes y la aparicion de
sintomas visibles de hiperhidricidad. Por lo que estos resultados sugieren que posibles
modificaciones en la estructura de la pared celular podrian ser una de las causas de la
hiperhidricidad.

Citosol: Glicolisis

Relacionado con la glicolisis, se encontrd que una proteina identificada como la Glioxisoma beta-
cetoacil-tiolasa disminuy6 de expresion en los brotes cultivados con 6-BAP, mientras que otra
proteina de tipo Germina (GL-22) disminuye de expresion en los brotes Tipo 1 y desaparece del
perfil protedémico de los brotes Tipo 2 y Tipo 3. Las germinas (GLPs) son proteinas que
pertenecen a la superfamilia de las cupinas y presentan un amplio rango de actividades
enzimaticas y aunque fueron descritas en principio en el contexto de la germinacion, se
expresan en muchos tejidos vegetales y en diferentes estados de desarrollo (Schlesier et al., 2004).
Algunas son enzimas oxidasas, con actividad superoxido dismutasa (SODs), que protege a las
células del estrés oxidativo (Khuri et al., 2001), otras son inhibidores de proteasas (Segarra et
al., 2003), mientras que otras parecen ser receptores o proteinas estructurales y oxidasas
fuertemente asociadas a la hemicelulosa y a la extensibilidad de la pared celular (Novo, 2008). Por
ejemplo la expresion de la germina en el embrion del trigo esta asociada con el desarrollo
de los tejidos y la diferenciacion de los tejidos vasculares (Lane , 2000). Las germinas
también se sintetiza en las hojas adultas que sufren estrés y muchas de ellas se inducen por
estrés bidtico (Schweizer et al., 1999) y abidtico (Vallelian-Bindschedler et al., 1998), lo que
sustenta que los brotes cultivados sin citoquinina (control) se encuentran bajo condiciones de
estrés oxidativo. Ademas, dado su papel en el desarrollo de la pared celular y la xilogénesis, la no

expresion de esta Germina en los brotes Tipo 2 y Tipo 3, podria justificar el pobre desarrollo y
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organizacion del xilema detectado mediante técnica histoquimica en este tipo de brotes. La baja
expresion de estas enzimas involucradas en la biosintesis de la pared celular sugiere que
probablemente estos brotes presenten modificaciones en la pared celular, por lo que en
concordancia con lo sefialado con anterioridad por otros autores, esta podria ser una de las causas
de la hiperhidricidad (George, 1998; Frank et al., 2001).

Fijacion de nitrégeno y metabolismo de aminoacidos

En cuanto al metabolismo del nitrégeno y la sintesis de aminoacidos, se pudo observar la ausencia
en los brotes control de la enzima Transaminasa mtnE con actividad transferasa involucrada en la
transferencia de grupos amino. Esto demuestra que las citoquininas podrian estimular la
asimilacion de compuestos nitrogenados, como resultado de la alta demanda necesaria para la
formacion de nuevos brotes (Ivanova, 2009). Sin embargo, la disminucién de los niveles de
expresion en los brotes Tipo 2 y Tipo 3 de la enzima Cetol-acida reductoisomerasa y otra
isoenzima de esta, involucrada en la sintesis de aminoacidos como cisteina, valina e isoleucina
pudieran indicar una disminucién en la sintesis de estos tipos de aminoacidos. Los aminoacidos
con un extremo de cadena hidrofobica como la isoleucina y la valina tienden a estar ubicados en el
interior de la membrana y en interaccion con los fosfolipidos le confieren propiedades hidrofobicas
(Nobel, 2009). Esta disminucion de la actividad de la Cetol-acida reductoisomerasa sugiere una
disminucion en la sintesis de este tipo de aminoacidos en los brotes Tipo 2 y Tipo 3, lo que podria
afectar el contenido de componentes hidrofobicos en la membrana celular disminuyendo su
capacidad para evitar la entrada de agua. Esto podria ser una de las causas del aumento del
contenido de agua en este tipo de brotes y en mayor medida en los BH (Tipo 3), en los cuales no se
detectd la presencia de esta enzima. Lo cual sustenta ademas la hipotesis de que la hiperhidricidad
pudiera estar provocada por el bajo potencial redox de la membrana plasmatica, debido a
modificaciones en su composicion y cambios en la pared celular (Franck et al., 2001).
Mantenimiento redox

Los resultados mostraron que algunas enzimas como la ACC oxidasa, que cataliza la ultima
reaccion en la formacion del etileno se encontrd sobre-expresadas en los brotes control, lo cual es
un indicador de que estos brotes se encuentran en condiciones de estrés. La ACC oxidasa
disminuye su expresion en los brotes Tipo 1 y Tipo 2 y no fue detectada en los brotes Tipo 3. Se

encontrd que la enzima Ascorbato peroxidasa (APX) involucrada en el ciclo Ascorbato-Glutation,

88



Resultados y Discusion

solo se detectd en el perfil protedmico de los brotes control, en los cuales se determiné un elevado
contenido de compuestos fendlicos y una abundante acumulacion de ligninas en el tejido vascular.
La APX se encuentra en cada compartimento de la célula vegetal, esta participa en la eliminacion
del peroxido de hidrogeno (H»O;) como parte del ciclo Ascorbato-Glutation o ruta Assada-
Halliwell-Foyer; su funcion es, en dependencia de la disponibilidad del sustrato, de reducir el
acido ascorbico y en algunos casos el glutation, lo cual esta en dependencia de la actividad relativa
de la Monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) y la Dehidroascorbato reductasa (DHAR)
(Miller y Poulos, 2005). Sin embargo, aunque el papel més atribuido a las APX es la de participar
en el control del estado redox de la pared celular, también tienen una implicacion en la biosintesis
de ligninas, ya que son capaces de oxidar sus precursores fenolicos, facilitando la polimerizacion
(Ros-Barcel¢ et al., 2006).

Se encontré6 ademas, que tres importantes enzimas con actividad peroxidasa, como la
Peroxiredoxina Q y dos peroxidasas de clase III, como el precursor 16 de la Peroxidasa y una
Properoxidasa, disminuyen de expresion o desaparecen del perfil protedmico de los brotes Tipo 2
y Tipo 3. Las peroxirredoxinas desempefian un papel fundamental en la respuesta al estrés
oxidativo en las células vegetales, necesitan ser renovadas para su actividad metabolica (Dietz et
al., 2002; Rouhier y Jacquot, 2002). En cuanto a las peroxidasas de clase III pueden considerarse
como enzimas bifuncionales, ya que oxidan varios sustratos en presencia de H,O, (Ros et
al., 2006) por lo que estan directamente implicadas en la eliminacion del H,O,, pero también
producen EROs debido a sus dos posibles ciclos cataliticos (peroxidativo y oxidativo)
(Passardi et al., 2005). Su implicacion en procesos fisiologicos y de desarrollo es muy amplio,
destacandose su papel en la respuesta a estrés (Novo, 2008), la polimerizacion de extensinas,
oxidacion de fenoles y el catabolismo de las auxinas y especialmente en la sintesis de ligninas
(Quiroga et al., 2000). La disminucion de los niveles de expresion en los brotes Tipo 2 y Tipo de 3
de estas enzimas peroxidasas de clase III, directamente implicadas en el proceso de lignificacion,
indican una baja actividad peroxidasa y justifican la hipolignificacion observada en el tejido
vascular de estos brotes. La ausencia de este tipo de enzimas del perfil protedmico de los brotes
Tipo 3, lo que coincidid con la apariencia vitrea de los brotes, indican que esta podria ser la causa
de la hiperhidricidad. Estudios realizados en tejidos hiperhidricos de Dianthus caryophyllus L.,

han demostrado que la baja actividad de enzimas involucradas en la sintesis de los precursores de
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las ligninas y en su polimerizaciéon (ej. Peroxidasa 4cidas), estuvo asociada con un menor
contenido de ligninas (Kevers et al., 1984).

La sobre-expresion de enzimas de tipo peroxidasa, sumado al aumento de los niveles de expresion
de enzimas involucradas en el ciclo ascorbato-glutation en los brotes control, justifican la
abundante acumulacion de ligninas detectados en este tipo de brotes. Los resultados también
confirman que los brotes cultivados sin 6-BAP, se encuentra en condiciones de estrés, pero que
son capaces de responder adecuadamente activando los mecanismos de respuestas, lo cual esta
sustentado por el incremento de la expresion de enzimas antioxidantes en estos brotes, lo cual
coincidié ademas con el mayor contenido de sustancias antioxidantes, como los compuestos
fenolicos y los carotenoides.

En cuanto a los brotes cultivados con 6-BAP, debido a la baja intensidad de expresion o la no
deteccion de proteinas marcadoras de estrés oxidativo en estos brotes, los resultados obtenidos
hasta el momento, sugieren que los brotes cultivados con 6-BAP no se encuentran en condiciones
de estrés. Sin embargo, esto es cuestionable, teniendo en cuenta que las especies reactivas de
oxigeno (EROs), se forman en todos los organismos vegetales como resultado de los diferentes
procesos metabolicos, como la fotosintesis y que ademés quedd demostrado que estos brotes
tienen disminuido los sistemas de enzimas y sustancias antioxidantes. En estos brotes podria estar
ocurriendo la formacion por ejemplo de anién superdxido, a partir de las enzimas de la cadena de
transporte de electrones, de las cuales una de ellas se encontrd sobre-expresadas en los brotes
cultivados con 6-BAP. En este sentido, se ha descrito que este tipo de enzimas son auto-oxidables
y bajo condiciones limitantes de NADP, pueden provocar la formacion de anidon superdxido
(Kevers et al., 2004). Esto cobra mayor relevancia si se tiene en cuenta que al analizar
anteriormente la ruta del Piruvato y el ciclo del ATC, se determind una disminucion de la actividad
de esta ruta y por tanto de la produccion de poder reductor necesario (NADPH) para activar los
sistemas antioxidantes. Existe la hipotesis de que la acumulacion de H,O; debido a la ausencia de
enzimas antioxidantes conduce a la hiperhidricidad (Le Dily et al., 1993; Wang et al., 2007).
Varios estudios sostienen esta hipotesis, como es el caso de Olmos et al. (1997) quienes
encontraron que el contenido de peroxidasas en el mesofilo y en la pared celular de las células del
xilema de hojas hiperhidricas de clavel fue significativamente menor que en las hojas normales;

mientras que Chen y Ziv (2001) mostraron que la baja actividad APX y catalasa (CAT) estuvo
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correlacionada con la hiperhidricidad en brotes de Narciso (Narcissus sp), lo cual segin ellos,
sugiere que las enzimas antioxidantes juegan un importante rol en la prevencion de la
hiperhidricidad de los brotes.

Proteinas de respuesta a estrés

Se detectd un aumento de la expresion de una proteina de la familia de Proteinas de Respuesta a
Estrés Térmico (Heat Shock Protein), conocidas como HSP, en los brotes Tipo 2 y Tipo 3, con
respecto a los brotes Tipo 1 y del control. La induccion de las HSP constituyen un mecanismo de
defensa para proteger los sistemas enzimaticos del dafio de las EROs (Cassells y Curry, 2001). En
pimiento (Capsicum annuum L), estudios de protedmica sefialan que la hiperhidricidad afecté la
sintesis de proteinas e indujo la expresion de proteinas BiP (Binding Protein), las cuales
pertenecen a la familia de las HSP70 (Fontes et al., 1999), estas se inducen en condiciones de
estrés y pudieran servir como un monitor de la hiperhidricidad (Picoli et al., 2001). Las EROs
generalmente se eliminan mediante una cooperacion del mecanismo de defensa de enzimas y
sustancias antioxidantes (Cassells y Curry, 2001). La primera respuesta defensiva de las plantas a
la formacion de las EROs, es la estimulacion de moléculas antioxidantes como ¢l acido ascorbico,
el glutation, los carotenoides, etc. y la activacion de enzima antioxidantes incluidas las superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation reductasa (GR) y ascorbato peroxidasa (APX). Una
respuesta adicional involucra la activacion de las HSP, para proteger las enzimas del dano
oxidativo y de proteasas para degradar proteinas dafiadas. El ciclo celular se hace més lento para
minimizar la transmision de mutaciones a las nuevas células que se forman producto de la mitosis
y facilitar la reparacion del ADN y se activan los mecanismos de respuesta a estrés oxidativo. Los
resultados del control del estrés oxidativo dependeran del equilibrio entre la magnitud o
concentracion de las EROs y la respuesta acoplada de los sistemas antioxidantes. El desequilibrio
puede conducir a una respuesta controlada, como la induccion de resistencia a patégenos, pero un
desbalance excesivo puede provocar dafios celulares, mutaciones y la activacion de la muerte
celular programada (Cassells y Curry, 2001).

Este andlisis aplicado a los resultados obtenidos, sugiere que las condiciones que se crean en los
SIT en un medio de cultivo sin 6-BAP, provocan la formacion de EROs en los brotes,
posiblemente H,O,. Sin embargo, los niveles de estas EROs no son suficiente para causar dafios

oxidativos, pero si para inducir una respuesta controlada, que involucra a toda la compleja red de
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enzimas y sustancias antioxidantes y que conduce a una resistencia a estrés bidtico y abiotico. Lo
cual esta sustentado por los indicadores fisiologicos descritos en acapites anteriores en los brotes
del control, como el mayor contenido de carotenoides, compuestos fenolicos, contenido de ABA y
la sobre-expresion de proteinas involucradas en el ciclon ascorbato-glutation. A esto podria
sumarse, que el ambiente ventilado de los SIT, podria evitar la acumulacion y el efecto toxico de
gases como el etileno (Berthouly y Etienne, 2005; Aragén et al., 2010), cuyos niveles de
formacion podrian ser mas elevados bajo estas condiciones de estrés (ausencia de citoquinina), lo
que es sustentado por el incremento de la actividad de la ACC oxidasa, la cual se encontr6 sobre-
expresada en los brotes control. Todo ello conduce a la activacion de mecanismos de defensa en
este tipo de brotes que le confiere mayor capacidad adaptativa. Sin embargo en los brotes
cultivados con 6-BAP y en mayor medida en los BH (Tipo 3), la sobreacumulacion endogena de
citoquininas en formas activas, de algin modo podria haber interferido en la transmision de la
sefial o en la formacion de EROs, que juegan un rol fundamental en activar los mecanismos de
defensa de la planta, como por ejemplo el H,O,. Esto pudiera inhibir la actividad de enzimas
dependiente del H,O,, como las peroxidasas, que participan en la xilogénesis y la lignificacion de
las paredes celulares, pero que a la vez también juegan un importante papel en la defensa
antioxidante. Es valido, recordar que cuatro de estas peroxidasas disminuyeron su expresion o no
fueron detectadas en estos brotes, lo que se correspondid con una pobre organizacion del xilema e
hipolignificacion en los brotes Tipo 3. La hipolignificacion de las células en los BH, debido a la
alteracion de las peroxidasas 4cidas pudiera debilitar las paredes celulares y facilitar el contacto
entre las células y el medio de cultivo desequilibrando el balance osmdtico de la célula (Gaspar,
1991; Olmos et al., 1997) y por otro lado disminuir la capacidad antioxidante de los brotes. El
agua contenida en los espacios intercelulares (Gribble et al., 1998) pudiera ademas reducir el
intercambio de gases induciendo un estrés adicional por hipoxia celular o alteracion del
intercambio del CO,; y el etileno (Frank et al., 2004), condiciones bajo las cuales se producen
EROs capaces de causar dafio oxidativo (ej. anion superoxido, radical hidroxilo, etc.) (Asada,
1992). Sin embargo, aunque se pudo demostrar que en los brotes cultivados con 6-BAP y en
mayor medida los BH (Tipo 3) se encuentran disminuidos los sistemas de enzimas y sustancias
antioxidantes, fue dificil determinar si estos se encontraban estresados o no, teniendo en cuenta

que no se detecto en ellos sobre-expresion de proteinas marcadoras de estrés oxidativo. Aunque el
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aumento de expresion en estos brotes de una proteina de estrés por choque térmico (HSP), las
cuales se activan para proteger los sistemas enzimaticos del dafo oxidativo, pudieran indicar un
aumento de los niveles de EROs.

Otros modelos disefiados para estudiar la hiperhidricidad desarrollado en Prunus sp. (Franck et al.,
2004) y clavel (Dianthus caryophyllus L.) (Saher et al., 2004) han demostrado que en los BH
ademas de los desordenes anatomicos y fisoldgicos, existe un incremento de la actividad de
enzimas marcadoras de estrés oxidativo. La causa de que en nuestro modelo no encontraramos una
sobre-expresion de este tipo de enzimas y la aparicion de los rasgos hiperhidricos, podria estar en
que en los modelos de Prunus y Clavel, se compararon los brotes con rasgos morfologicos
extremos, o sea brotes normales con BH, en los cuales se apreciaba la pérdida de la capacidad
morfogenética, sintomas de necrosis o muerte apical. Sin embargo, en nuestro estudio los BH
(Tipo 3) no presentaron ninguno de estos sintomas. Lo que indica que los BH de Prunus y Clavel,
se encontraban en una fase mas agravada del fenémeno de la hiperhidricidad, donde debido a
elevados niveles de EROs, sumado a una disminucion de la sefial de la citoquinina al final del
cultivo, quizas pudo favorecer el aumento de la actividad de enzimas involucradas en la respuesta
al estrés oxidativo. No obstante, los bajos niveles de sustancias antioxidantes de estos brotes
(Prunus y Clavel), sumado a la activacion tardia de los sistemas de enzimas antioxidantes, pudo
conllevar a un ineficiente control de las EROs y a un desbalance extremo, provocando dafios
celulares, mutaciones, la pérdida de la capacidad morfogenética, la activacion de la muerte celular
programada y la muerte celular (Cassells y Curry, 2001).

Con el modelo experimental de Tectona grandis L. se pudo demostrar que no existe un estado
hiperhidrico, sino que es un proceso progresivo, acompafiado de cambios graduales en la anatomia
y la fisiologia de los brotes, en el cual las citoquininas juegan el rol fundamental y donde se
afectan principalmente los sistemas antioxidantes. Nuestro modelo demuestra que incluso en la
fase final donde aparecen los sintomas de vitrificacion, pueden existir varios niveles de
hiperhidricidad antes de que ocurra la pérdida de la capacidad morfogenética. Los resultados
confirman lo planteado por Debergh et al. (1992), acerca de que pueden existir varios niveles de
hiperhidricidad, de manera que estos desdrdenes pueden estar presente en el material vegetal, sin
que exista manifestacion visual en la morfologia de los brotes, por lo que la apariencia vitrea seria

el indicador mas distintivo de la etapa final de la hiperhidricidad. Este generalmente coincide con
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un grado severo de desérdenes anatdmicos y fisioldgicos e incluso la pérdida de la capacidad
morfogenética o la activacion de la muerte celular programada (Ziv, 1991). Los resultados
obtenidos estan en concordancia ademas con los descritos durante el estudio de la hiperhidricidad
en Vanillia planifolia L., donde los autores sefialan un grado de desdrdenes anatémicos y
bioquimico cada vez mayor a medida que aparecieron cambios morfoldgicos en las hojas, la
coloracion de los brotes y la apariencia vitrea (Sreedhar et al., 2009).

Al integrar estos resultados con los ya expuestos hasta el momento se puede plantear que el 6-
BAP induce cambios en la morfo-anatomia y la fisiologia de los brotes de Tectona grandis L
cultivados en los SIT y que el incremento de la concentracion exdgena en niveles iguales o
superiores a 4,44 uM de 6-BAP conlleva a una sobreacumulacion en los brotes de citoquininas en
formas activas (Z y ZR). Esta sobreacumulacion de citoquininas disminuye la expresion de
proteinas involucradas en diferentes rutas metabolicas, lo que afecta la fotosintesis, la traduccion,
el plegamiento y degradacion de proteinas, el mantenimiento redox, la produccion de energia y el
metabolismo de los amino acidos. La disminucion de la expresion o ausencia principalmente
enzimas de tipo peroxidasa, involucradas en la lignificacion, la formacion de la pared celular, la
defensa antioxidante y los mecanismos de respuesta a estrés bidtico y abiotico, afecta la calidad
morfo-fisiologica de los brotes e induce una respuesta hiperhidrica en ellos que disminuye su
capacidad adaptativa. Esto ademas justifica, los resultados obtenidos en el acapite 4.1, donde el
menor porcentaje de supervivencia ex Vitro se obtuvo en los brotes cultivados con 6,66 uM de 6-
BAP, lo coincidi6 con una sobreacumulacion de citoquininas endogenas en formas activas, el
mayor numero de BH y el mayor contenido de agua en los brotes, la disminucion del contenido de
sustancias antioxidantes, desordenes anatomicos en el aparato estomatico e hipolignificacion del

tejido vascular, asi como una limitada capacidad de respuesta a estrés bidtico y abiotico.
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5. Conclusiones

1. Con una concentracion de 2,22 uM de 6-BAP se logrd incrementar el nimero de brotes en los
sistemas de inmersion temporal (4,1brote/explante) sin la presencia de brotes hiperhidricos.

Estos brotes sobrevivieron en un alto porcentaje (91,7%) durante la aclimatizacion.

2. Se demostrd que en los sistemas de inmersion temporal en ausencia o con baja concentracion
de 6-BAP (2,22 uM) se obtienen plantas con caracteristicas similares a las plantas in vivo. Las
plantas bajo estas condiciones desarrollaron estomas funcionales y un sistema conductor bien
lignificado y desde la fase in vitro fueron capaces de activar mecanismos de defensa
antioxidante y de respuesta a estrés bidtico y abidtico, que les permitido desarrollar mayor

capacidad adaptativa.

3. Se comprobd que el 6-BAP provocd cambios en la morfo-anatomia y la fisiologia de los
brotes de teca y la induccion de una respuesta hiperhidrica. Estos cambios implicaron un
incremento del contenido de agua en los brotes, desordenes en el aparato estomatico y un
sistema conductor hipolignificado. Ademads, de una disminucién de la capacidad antioxidante
y de respuesta a estrés bidtico y abidtico con un efecto residual de citoquininas en formas
activas, lo que en conjunto disminuy6 la capacidad adaptativa de los brotes y afectd la

supervivencia ex Vitro.

4. El perfil protedmico de la hoja de teca obtenido a partir de 100 proteinas identificadas
mediante espectrometria de masas y el analisis de la huella peptidica permiti6 establecer por
primera vez, aspectos experimentales y analiticos para los estudios de expresion diferencial de

proteinas en esta especie.

5. Los cambios inducidos por el 6-BAP en la morfologia de los brotes de teca y el desarrollo de
un fenotipo hiperhidrico correspondieron a cambios a nivel anatdmico y fisiologico, que son
el resultado de alteraciones en los niveles de expresion de proteinas involucradas en diferentes
rutas metabodlicas. La respuesta hiperhidrica implico afectaciones en la fotosintesis, la
traduccion, el plegamiento y degradacion de proteinas, el mantenimiento redox, la produccién
de energia y el metabolismo de los aminodacidos.
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6. Se demostrd que el mecanismo mediante el cual el 6-BAP provoco una respuesta hiperhidrica
en los brotes de teca, estuvo asociado a una sobreacumulacion de citoquininas endogenas en
formas activas, que provoco una disminucion o ausencia de expresion de varias enzimas de
tipo Peroxidasa, involucradas en la defensa antioxidante, la xilogénesis, la biosintesis de la
pared celular y la lignificacion, lo que constituye la causa principal de la hiperhidricidad y de

la baja capacidad adaptativa de estos brotes.
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6. Recomendaciones

1. Emplear los sistemas de inmersion temporal con una concentracion de 2,22 pM de 6-
BAP durante la multiplicacion de los brotes de teca, como pretratamiento in vitro para

lograr altos porcentajes de supervivencia durante la aclimatizacion.

2. Utilizar el modelo experimental descrito en este trabajo, para estudiar el efecto del 6-

BAP en la respuesta morfo-fisioldgica de otras especies agroforestales de interés.

3. Iniciar los estudios para identificar por otros métodos las proteinas no identificadas por
el método basado en la huella peptidica y la homologia en bases de datos, las cuales
podrian ser proteinas especificas de la especie Tectona grandis L. y cuya

identificacion podrian constituir nuevas proteinas descritas para la ciencia.
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Anexos

8. Anexos
Anexo 1. Caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos utilizados.

A) Composicion quimica de la cachaza (100%) (Complejo Agroindustrial

Azucarero —Efrain Alfonso”, Villa Clara).

Composicidén quimica Valor
Calcio CaO 231,23 mg/L
Potasio K5O 125,2 mg/L
Fosforo P,Os | 1008,80 mg/L
Materia orgénica 41,3%
C.E 1,14 mol/cm’
pH 7,6

B) Composicion quimica de la zeolita (100%) (Empresa GEOMINERA, Villa

Clara)
Composiciéon quimica %
Silicio Si0, 70,10
Aluminio Al,O; 11,20
Hierro Fe,O5 2,20
FeO 0,30
Magnesio MgO 0,60
Calcio CaO 4,50
Sodio Na,O 1,50
Potasio K,O 1,30
Fosforo P,0Os 0,07
Agua H,O 4,70
Composicién mineral %
Clinoptilolita 40,00
Modernita 40,00
Otros (Calcita, cuarzo, 20,00
feldespato)
Propiedades fisicas Valor
Tamafio de la particula 0,01-1,0 mm
Densidad () 0,37 g/lem’
Densidad de la fase solida (y) 1,77 g/em’
Porosidad total (PT) 80,59 % vol.
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Anexos

Anexo 2. Tabla con las 100 proteinas identificadas en el proteoma de la hoja de plantas de teca, del banco de donantes establecido en
casa de cultivo. Las proteinas fueron clasificadas de acuerdo a la Enciclopedia de Genes y Genoma de Kioto (KEGG, segln sus siglas en
inglés).

Traduccion, plegamiento y degradacion de proteinas

Translation factor

10 Translation initiation factor Carica papaya gi|151347490 2125 459 1743 5.60 2,101 0,071 91 activity
13 Eukaryotlc translation initiation factor SA Heve:a_ _ 033325121 2097 408 1760  5.60 0.398 0.690 404 Tra.nglatlon factor
isoform II1 brasiliensis activity
3003  Glycine-rich RNA-binding protein Nicotiana gi[187373099 1661 63 1562 523 1,734 0,059 348 Iranslation factor
tabacum activity
Similar to Elongation factor Tu, .. .. .
3613 chloroplastic Vitis vinifera 2i[225456880 5590 6.54 52,69 6.25 2,271 0,159 508 GTP-binding
Chloroplast elongation factor TuA (EF- Nicotiana .
3635 TuA) sylvestris 2i[218310 5577 647 49.73  6.09 2,135 0,142 255 GTP-binding
4305  Adenosine kinase, putative (EC:2.7.1.20)  ICnuS 2i[223528683 4692 652 3762 517 1,552 0207 211 . .
communis Kinase activity
4640 20 protease regulatory subunit 6B Solanum gil1709798 6213 65 4653 550 1215 0,348 289 .
homolog tuberosum Hydrolase activity
Predicted protein: Zn-dependent Populus . Translation factor
4601 peptidases (EC: 3.4.99.-) trichocarpa 2i[224141065 71.58 65 5849 6.42 1,883 0,271 283 activity
5803 Protein transport protein sec23, putative <o gi[223544497 9426 673 8633 597 1256 0,228 lo4  Lransporter
communis activity
Proteosome subunit beta type-1 Petunia x . Protein degradation
6108 (EC:34.25.1) hybrida gi|17380185 2688 7.12 2461 6.3 1,208 0,801 207
6451 mRNA-binding protein precursor Nicotiana 2i[32746733 4548 7.19 4424 651 1,804 0,185 125 Translation factor
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tabacum activity
7002  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, Ricinus gi[223545925 2068 734 275 958 1358 0491 227 Protein folding
putative (EC:5.2.1.8) communis
7101  GTP-binding nuclear protein Ran2 Solanum 1585778 2772 730 2516 639 1,717 0,122 710
& p lycopersicum & ' ’ ’ ’ ’ ’ GTP-binding
o . Arabidopsis .
7630  GTP binding protein thaliana gi|15221444 56.07 751 4447 635 1,944 0,067 249 GTP-binding
8060 Ubiquitin conjugating enzyme E2 (EC: Solanum ail441457 1616  7.76 165 772 1,526 0,129 248 Protein binding
6.3.2.19) lycopersicum
g1 Froteasome subunitbeta type, putative  piio o communis  gi23534323 2835 815 3276 826 1,195 0742 131 Hydrolase
(EC:3.4.25.1) activity
g210 FLK (Flowering KH domain); nucleic  Arabidopsis gi|15229321 3164 774 634 457 1,132 0,147 170 ~ Nucleicacid
acid binding thaliana binding
8707  Elongation factor 1-alpha Zea mays gi|195644104 65.66 811 4928 9.15 1,562 0,194 401  GTP-binding
9027 408 ribosomal protein S10-like Solanum 2il81076822 2081 10 20.12 973 1,402 0,352 333  Lranslation
tuberosum factor activity
. . . Translation
6705  Glycyl-tRNA synthetase (EC: 6.1.1.14)  Ricinus communis gi[223548633 8321 7.13 7726 6.60 1,338 0,390 109 £ ..
actor activity
Proteinas relacionadas con estrés
1731  Heat shock cognate 70 kDa protein 1 Vitis vinifera gi[225449497 83.65 576 7117 5.17 2,104 0,394 714 Binding
4701  Heatshock protein, putative (EC: Ricinus communis  gi223532877 8631 647 709 514 1,134 0,064 84 L
1.3.1.74) Binding
Cloroplasto/Fotosintesis/Cadena transportadora de electrones
Cytochrome B6-F complex iron sulfur . .
1008 subunit 2 (EC: 1.10.99.1) Sonneratia alba gi|146454654 21.89 5.9 16.59  6.04 1,894 0,091 277 Electron transfer
Cytochrome B6-F complex iron sulfur . .
2001 subunit 2 (EC: 1.10.99.1) Sonneratia alba gi|146454654 21.59  6.07 1659 6.04 1,927 0,051 226 Electron transfer
1112 Light harvesting chlorophyll a/b-binding  Nicotiana 213036942 2952 576 2813 515 1892 0,59 264  Electron transfer
protein sylvestris
2121  Chlorophyll a-b binding protein 6A, Solanum gil115764 2465 605 2657 583 1224 0235 301  Electron transfer
chloroplastic lycopersicum
3121 Cytochrome B6-F complex iron sulfur g oroia alha gi|146454654 2128 626 166 604 0,985 0,305 112 Electron transfer

subunit 2 (EC: 1.10.99.1)
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Hypothetical protein

Populus

5073 POPTRDRAFT 551203 (photosystem - gi]224062595 26.06 699 28.19 7.68 1,560 0,349 124 Protein binding
. . trichocarpa
II reaction center psbP protein)
5314 Carbonic anhydrase isoform 1 (EC: Gossypium 2il4754913 3575 694 3485 694 0817 0,067 182 Hydratase
42.1.1) hirsutum activity
7003  Photosystem [reaction center subunit I, 0 i oy gil148372347 2328 734 23 9.63 0930 0,923 133  Proteinbinding
chloroplastic
7067  Photosystem II 10 kDa polypeptide Sonneratia alba gi|146454590 1122 7.68 12.57 9.65 1,920 0,380 154 Protein binding
g045  Photosystem I reaction center subunit g\ o oleracea gil131178 2133 887 1336 999 2503 0,622 87  Electron transfer
IV, chloroplastic
g0ss  hotosystem I reaction center subunit I, i o communis 223540112 23.62 798 2308 9.68 0,541 0,698 360  Electron transfer
chloroplast precursor
Ferredoxin-NADP+ reductase enzyme Oryza sativa .
8233 (EC: 1.18.1.2) Japonica Group gi|218163 40.18 8.07 3556 7.59 1.407 0.167 154 Electron transfer
g306 Lerredoxin-NADP reductase, root Zea mays gill95640470 4047 778 4182 886  1.609 0346 155  Electron transfer
isozyme (EC: 1.18.1.2)
8639 NADH:flavin oxidoreductase Populus tremula 1190897006 57.52 849  20.17 7 1,272 0,324 176 Electron transfer
Metabolismo de nucleétidos
Nucleoside diphosphate kinase 2, . .
4017 chloroplastic (EC: 2.7.4.6) Nicotiana tabacum gi[75298577 18.54  6.69 253 8.46 0,888 0,586 309 Kinase activity
UTP-glucose-1-phosphate Catalvtic
7606  uridylyltransferase, putative (EC: Ricinus communis gi223534088 69.55 741 51.63 571 0,774 0,484 118 . yt
activity
2.2.7.9)
RHM1/ROL1; UDP-glucose 4,6- Arabidopsis . Catalytic
8803 dehydratase (EC:4.2.1.76) thaliana gi|15218420 87.24 7.6 7537 6.84 1,476 0,077 499 activity
8445  UDP-glucose 4-epimerase (EC: 5.13.2) catharanthus gi[148613129 4726 808 27.17 773 1,549 0,066 89 Catalytic
roseus activity
Cloroplasto/Fotosintesis/ruta de los Carbohidratos
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase . . Carbohidrate
714 large subunit (EC: 4.1.1.39) Salvia texana 21146326392 66.63 481 4987 6.34 2,077 0,437 283 binding
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase ~ Plagiochilion . Carbohidrate
1013 large subunit (EC: 4.1.1.39) oppositum gi78102956 11.26 5.2 48.79 6.3 0,647 0,569 73 binding
Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase ( . . Carbohidrate
1742 EC: 4.1.1.39) Tectona grandis L. 212598059 74.31 5.36 51.8 6.22 1,113 0,169 176 binding
8039  Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase ( Pisum sativum gi|12019640 13.49 7.8 16.2 7.86 2,368 0,150 436 Carbohidrate
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EC: 4.1.1.39) binding
g4  Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase (- by sativum gi|12019640 1358 879 162 786 2,780 0,148 445 Carbohidrate
EC:4.1.1.39) binding
Ribulose bisphosphate carboxylase small . . . Carbohidrate
8061 Cpiain 3A (BC: 4.1.1.39) Pisum sativum gi|132106 17.04 883 2023 9.0 1249 0,169 346 binding
3706 RuBisCO large subunit-binding protein oo cativym gi[2506277 7496 634 6298 585 1,140 0,283 116 ~ Proteinbinding
subunit beta
6106 Ribulose-3-phosphate-3-cpimerase (EC o5 oy gi[4105561 2758 7. 2908 893 1,692 0,076 430 Epimerase
5.1.3.1) activity
2522 Phosphoribulokinase (EC: 2.7.1.19) Pisum sativum gi|1885326 4945 627 39.02 541 2159 0,034 82 Kinase activity
4707 Transketolase I, chloroplastic (EC: Capsicum annuum gi[3559814 8651 661 801 616 2,071 0,204 226 Transketolactas
2.2.1.1) e activity
4814 Iransketolase I, chloroplastic (EC: Capsicum annuum gi[3559814 8688 67 801 616 2431 0,050 20p  Transketolactas
2.2.1.1) e activity
5808 Transketolase, putative (EC: 2.2.1.1) Ricinus communis gil223548870  87.11 676 8127 652 1,980 0,210 321 Tra:j;fitgilf;tas
Xylose isomerase family protein (EC Arabidopsis Xylose
4725 : gi[30696904 6379 656 5372 559 1,739 0461 364 isomerase
5.3.1.5) thaliana .
activity
AOAT?2 : L-alanine:2-oxoglutarate Arabidopsis . Transferase
6750 minotransferase (EC-2.6,1.2) thaliana gi|15223186 63.01 725 5344 621 1,540 0,544 389 activity
Mantenimiento redox
3005  Thioredoxin (EC: 1.8.1.9) Limonium bicolor gi|154721452 1644 639 2027 9.63 1,652 0232 92 Oxidase activity
3209  Ascorbate peroxidase (EC: 1.11.1.11)  -ycopersicon 2i[21039134 375 642 4217 865 2404 0,184 395 . .
esculentum Oxidase activity
1-aminocyclopropane-1-carboxylate Phelipanche .
3302 Cdase 1: (ACC oxidase) oo gi|115499665 4298 626 3604 533 2,065 0,241 249 ) idase activity
4108  Ascorbate peroxidase (EC: 1.11.1.11) Picrorhiza kurrooa 2i|194716772 2822 6.66 2738 553 2,473 0,019 307 Oxidase activity
4217 Ascorbate peroxidase, putative (EC: Cryptomeria 2190704781 3062 665 2722 547 1459 0,035 127 . .
1.11.1.11) japonica Oxidase activity
Polyphenol oxidase, chloroplastic (EC: L .
4604 9208 Spinacia oleracea gi[984207 6384 6.6 73.13 589 1,735 0,432 BU o idase activity
Mitocondria/Ruta del Piruvato y Ciclo del ATC
4200 Aldo-keto reductase, putative (EC: Ricinus communis  gi223538939 3933  6.69 3584 559 1431 0251 1p6 ~ Oxidoreductase
2.3.1.170) activity
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4311 NAD-malate dehydrogenase (EC: Nicotiana tabacum  gil5123836 4488 658 433 803 1352 0475 373  Dehydrogenase
1.1.1.37) activity
4626  Dihydroflavonol reductase, Putative Ipomoea trifida gil45935133 5508 676 4557 578 1,348 0,152 295 OX“;“CS&‘:;MS@
Monodehydroascorbate reductase (EC:  Acanthus . Oxidoreductase
4637 1.6.5.4) ebracteatus gi|117067068 55.54 6.6 4741  5.29 1,673 0,075 284 activity
6466  Putative aldo-keto reductase 1 Salvia miltiorrhiza ~ gi[151301846 4557 723 4007 597 2412 0,280 125 OX“;“CS&‘:;MS@
6628  Isocitrate dehydrogenase [NADPT(EC:  \iciana tabacum gil1708402 5449 723 4672 6.06 1,499 0,400 363  Dehydrogenase
1.1.1.42) activity
Tetrahydrofolate Populus
7448  dehydrogenase/cyclohydrolase (EC: op 21224067864 40.5 7.59 3953 821 1,678 0,067 71 Dehydrogenase
trichocarpa <
6.3.4.3) activity
772 Predicted protein: adenylosuccinate Vitis vinifera gi225441754 6292 748 5338 7.0 1,174 0214 214 Synthetase
synthetase activity
S-methyltetrahydropteroyltriglutamate- Solenostemon
7802  homocysteine methyltransferase . 2i|8134569 93.82 729 8458 6.09 1,719 0,063 497 Syntase activity
scutellarioides
(EC:2.1.1.14)
. . . .- - . Hydratase
7809  Aconitase, putative (EC: 4.2.1.3) Ricinus communis gi[223529808 1045 7.35 9854 590 0,803 0,010 138 activity
Succinyl-CoA ligase alpha 2 subunit Lycopersicon .
8321 (EC: 6.2.1.5) esculentum gi|49617539 43.06 8.19 3537 9.00 1,905 0,261 318 Binding
Serine hydroxymethyltransferase 2 N . . Transferase
8705 (EC:2.12.1) Flaveria pringlei gi|1346156 6897 794 5693 8.80 1,665 0,272 349 activity
Citosol/Glicolisis
Fructose-1,6-bisphosphatase, .. . . Dehydrogenase
1660 chloroplastic (EC:3.1.3.11) Ricinus communis 21223532738 60.06 585 44.06 5.15 1,419 0,226 408 activity
6526 Clyceraldehyde 3-phosphate Ricinus communis gi[223547801 5004 7.05 4311 8.14 2,434 0,121 184  Dehydrogenase
dehydrogenase, putative (EC 1.2.1.12) activity
6532 Formate dehydrogenase, putative (EC: pioin s communis 223543349 5067 7.23 426 628 2765 0207 259  Dehydrogenase
1.2.1.2) activity
Glyoxysomal beta-ketoacyl-thiolase . .
7617 (EC: 2.3.1.16) Brassica napus gi|1066163 57.6 7.57 48.66 8.48 1,981 0,056 211 Thiolase activity
Fijacion de Nitroégeno y Metabolismo de Aminoacidos
. Solanum . .
2430  Cysteine synthase (EC: 2.5.1.47) tuberosum gi|11131626 4155 621 3434 6.27 2,162 0,129 406 Syntase activity
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O-acetylserine(thiol)-lyase (Cysteine

ML o) (EC. 2.5.1.47) Sesamum indicum gi|158263556  43.19 622 3433 562 1,660 0,305 539 Syntase activity
3013 Glycine-rich RNA-binding protein Nicotiana tabacum  gi|187373099 1189 632 156 523 0,638 0,728 293 N‘L"iﬁ‘i‘i’n&g‘”d
4609  Cetol-acid reductoisomerase, chloroplast e o communis gil223535574 7024 67 6323 636 1,59 0,340 jog ~ Oxidoreductase
precursor, putative (EC:1.1.1.86) activity
S-adenosylmethionine synthetase, SAM . . .
3641 ihetase (EC 2.5.1.6) Medicago sativa gi[48093937 5865 649 428 567 1,594 0,200 438 GTP-binding
S-adenosylmethionine synthetase , SAM . . .
4633 1 hetase (EC 2.5.1.6) Medicago sativa gi[48093937 5806 657 4208 567 1,764 0,070 738 GTP-binding
4704 Acetolactate synthase (EC: 2.2.1.6) Q”g::f&g‘tﬂz gil121277641 7523 651 7276 688 1487 0,099 218 Syntase activity
s605  Cetol-acid reductoisomerase, chloroplast gy o communis gi[223538259 7034 678 6426 6.62 2,151 0,233 j1p  Oxidoreductase
precursor ( EC 1.1.1.86) activity
Mitocondria/trasporte de electrones
V-ATPase A2 subunit isoform (EC: Lycopersicon . .
3127 3631 oaculentum gi[27884018 8173 63 6871 530 2331 0,069 725  Syntase activity
ATP synthase subunit alpha, S . .
5602 | tochondrial (EC: 3.6.3.14) Oenothera biennis gi|114408 6921 674 5556 623 2,073 0,232 347 Syntase activity
Citoesqueleto
2719  Tubulin A Glycine max gil62546341 6249 622 49.69 499 1,375 1,303 908 Binding
3633 Actin Striga asiatica gi|1531674 5458 634 4174 538 2412 0,213 767  Protein binding
7203 LeArcA2 protein Solanum 2i[4589836 3954 735 3581  7.63 1,563 0235 334  Nucleicacid
lycopersicum binding
7209  ArcA2 protein-like Solanum 2i82621178 3956 7.5 3585 7.03 1,644 0,138 380 Nucleicacid
tuberosum binding
Metabolismo de lipidos
5727 Hypothetical protein (Peptidase M6\ iic vinitra gi225444535  60.82 696 6577 839 1774 0,740 92 Syntase activity
inactive domain)
7201  Naphthoate synthase (EC: 4.1.3.36) Ricinus communis £i[223535325 3528 734  36.89 8.28 2,071 0,159 122 Syntase activity
predicted protein: acetyl-CoA C- s . Transferase
7622 D ransforase (EC: 2.3.1.16) Vitis vinifera gi|147866537  57.76  7.64 4861 695 1655 0,203 157 activity
Proceso biolégico desconocido
25  predicted protein Populus 2i[224096197 17.14 520 1857 4.68 2,265 0,359 84 Protein binding
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trichocarpa

Populus

205  predicted protein trichocarpa 21224138546 31.18 439 11.67 5.67 2,930 0,379 76 Syntase activity
Populus Unknown
716  Unknown op gi|118487530  64.71 476 7829 598 2506 0,186 72 molecular
trichocarpa .
function
Unknown
3311  hypothetical protein Vitis vinifera gi|147805616  30.89 649 27.17 564 1,106 0,732 166 molecular
function
3607 Putative selenium-binding protein Ricinus communis 223540174  69.12 643 5291 577 1,152 0,480 172 OX“;‘;?&?;”SG
5311 Unknown Picea sitchensis i|116783747 3343 696 3588 675 0,980 0,168 161 Hayccggllf;e
5434  Hypothetical protein Plantago major gi|53748437 4329  7.02 2884 524 2422 0,185 135 Hayccggllf;e

Puntos no identificados

104, 207, 419, 1123, 1203, 2114, 3118, 3125, 3206, 4020, 4027, 4216, 5205, 6212, 7078,8123, 9030,9208, 9335

*Las proteinas fueron identificadas por MALDI-TOF-TOF

*El nimero de acceso a las bases de datos de acuerdo al SWISS-Prot (sp); NCBInr

®El Mr (en Da) y pl de proteinas homologas fue calculado con la herramienta disponible en el sitio http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html
“Los términos de funcion molecular fueron inferidas a partir del KEGG
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Anexo 3. Listado de proteinas identificadas expresadas diferencialmente en brotes de Tectona grandis L. con diferente morfologia, cultivados en
sistemas de inmersion temporal.

. Nro. de acceso Experim ol . . . g- Valor Funcién
SSP  Nombre la Proteina O:ge?;;:rr::?ade a base de ental LGS il JLECE Lz Qe valor Mascot molecular®
datos® Mr _ pl Mr pl X SD X SD X SD X SD
Cloroplasto/Fotosintesis/Cadena transportadora de electrones
Cytochrome B6-F Sonneratia Transferencia de
1008 complex iron sulfur gi|l46454654 2189 59 1659 6.04 1.894b + 0.091 2.120a =+ 0.089 2.114a 0.049 2.062ab 0.009 0.043 277
. alba electrones
subunit 2
3017 Predicted protein Populus 1794083366 1878 636 2112 5.53 14686 = 0.028 1.769a +0.061 1918a 0.167 2.052a 0.102 0019 o9 Iransferenciade
trichocarpa electrones
Carbonic anhydrase Gossypium . Actividad
5314 isoform 1 (EC: 4.2.1.1) hirsutum gi|4754913 3575 694 3485 694 0.817a + 0.067 0.965a + 0.045 0.546b 0.474 0.000ca 0.000 0.033 182 hidratasa
Ferredoxin-NADP Actividad
8306 . Zea mays gi|195640470 4047 7.78 41.82 886 1.609 =+ 0.346 0.000b + 0.000 0.000b 0.000 0.000b 0.000 0.000 155 oxido
reductase, root isozyme
reductasa
Cloroplasto/Fotosintesis/ruta de los Carbohidratos
Ribulose 1,5-
1747 Disphosphate Tectona gi[2598059 7431 536 518 622 1.113a + 0.169 1.54la + 0.523 0.000b 0.000 0.000b 0.000 0.006 176 Lmioncon
carboxylase grandis L. carbohidratos
(EC: 4.1.1.39)
3706 RuBisCO large subunit- Pisum gi|2506277 7496 634 6298 5.85 1,140a =+ 0,283 1,054a + 0,171 0,000b 0,000 0,000b 0,000 0,001 116 Protein binding
binding protein subunit  sativum
beta
3406 Fhosphoribulokinase gil195645472 4945 635 457 5.75 1.840a + 0240 0.000b + 0.000 0.000b 0.000 0.000b 0.000 0.000 145 Actividad kinasa
(PRK) (EC: 2.7.1.19)
Transketolase 1, Capsicum Actividad
4814 chloroplastic (EC: P gi|3559814 86.88 6.70 80.1 6.16 2.431a + 0.050 2.423a =+ 0.103 2.228b 0.058 2.212b 0.029 0.034 202
22.1.1) annuum transketolactasa
Mantenimiento Redox
1-aminocyclopropane-1- Phelipanche
3302 carboxylate oxidase 1; ranliosa gi|115499665 4298 6.26 36.04 533 2.065a + 0.241 1.816a + 0.138 1.195b 1.044  0.000c 0.000 0.042 249 Actividad oxidasa
(ACC oxidase)
Ascorbate peroxidase, Cryptomeria
4217 putative (EC: jzll))onica gi90704781  30.62 6.65 27.22 547 1.459a =+ 0.035 0.000b =+ 0.000 0.000b 0.000 0.000b 0.000 5.3E-1 127 Actividad oxidasa
1.11.1.11)
Peroxiredoxin Q, Populus
9025 chloroplastic ;opuiu gi[75127599  17.26 9.75 23.41 9.62 1211a + 0.270 1.306b + 0.183 1.129b 0.378 0.727c¢ 0.014 0.024 245 Actividad oxidasa
trichocarpa
(EC:1.11.1.15)
Peroxidase 16
93pg precursor, (EC: Riemus 103507445 5026 9.89 3638 9.43 1408a = 0457 1864a =+ 0.056 0.784b 0.947 0.000c 0.000 0.010 354 Actividad oxidasa
1.11.1.7) (full: communis

peroxidase 3, vacuole)
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Properoxidase (EC:

9433 11T 17) Piceaabies  gi[113531028 50.94 9.83 37.03 9.15 1458a + 0334 1494a =+ 0.083 0.976b 0.851 0.000c 0.000 0.010 113 Actividad oxidasa
Mitochondria/Ruta del Piruvato y Ciclo del ATC
Predicted protein: Populus . Actividad
1331 pyruvate dehydrogenase . gi[224053535 4505 6.01 3858 587 195la + 0420 1429 =+ 0.117 1.008c 0.879 0.000d 0.000 0.023 163 i)
(EC 1241) tric ocarpa esnidrogenasa
4200 Aldo-Keto reductase, Ricinus 0773538039 3933 6.69 3584 559 1431a + 0251 12692 + 0421 0.000b 0.000 0.000b 0.000 0.031 126 Actividadoxido
putative (EC: 2.3.1.170)  communis reductasa
Monodehydroascorbate Acanthus . 4.2E- Actividad oxido
4637 ductase (EC- 1.6.5.4)  cbracteatus  Z117067068 5554 6.6 4741 529 1.673a +0.075 0.000b +0.000 0.000b 0.000 0.000b 0.000 o7 284
Isocitrate Nicotiana Actividad
chydrogenase gl . . . . 499a = 0. 430a = 0. . . . . . .
6628 dehyd [NADP] (1708402 5449 7.23 46.72 6.06 1499 + 0.400 1430 0.375  0.000b 0.000 0.000b 0.000 0.037 363
(EC: 1.1.1.42) tabacum deshidrogenasa
Predicted protein: Actividad
7722 adenylosuccinate Vitis vinifera  gi[225441754 6292 7.48 5338 7.10 1.174a + 0214 0.000b = 0.000 0.000b 0.000 0.000b 0.000 9.4E-05 214
synthetase sintetasa
Traduccioén, plegamiento y degradacion de proteinas
10 gar;‘(l)srla“o“ AN (rica papaya  gill51347490 2125 459 1743 560 2.101b + 0.071 2.298ab = 0.121 2.405a 0.066 2.392a 0.046 0.041 91 Ecrl‘gz)r; fl(t)lrclzleicos
Eukaryotic translation Hevea Unién con
113 initiation factor SA Y gi|33325121 2097 4.08 17.60 5.60 0.398b + 0.690 2245a + 0.364 2.455a 0.167 2.264a 0.002 0.027 404 " .
isoform 11T brasiliensis acidos nucleicos
4601 Predicted protein: Zn- Populus = 1774141065 7158 650 5849 642 1.883a = 0271 0.000b + 0.000 0.000b 0.000 0.000 b 0.000 !8F- jg3 Actividad
dependent peptidases trichocarpa 05 hidrolasa
6451 MRNA-bindingprotein  Nicotiana 137746733 4548 7.19 4424 651 1.804b + 0.185 2203a =+ 0207 2.404a 0.105 2.4l1la 0.062 005 125 Unionde
precursor tabacum nucleétidos
Glycyl-tRNA Ricinus Unién con
6705 synthetase (EC: . gil223548633 8321 7.13 7726 6.60 1338a + 0.390 0.000b + 0.000 0.000b 0.000 0.000b 0.000 0.002 109 . i
6.1.1.14) communts acidos nucleicos
PAE (Pectina Litchi . Actividad
8550 cetylesterase) (EC o gil192764525 5343  7.82 5287 851 1.159a + 0361 1.023a + 0.912 0.000b 0.000 0.000b 0.000 0.046 72
3.1.1.6) chinensis esterasa
Proteinas de respuesta a estrés
4701 Heat shock protein, Ricinus 1773532877 8631 647 709 5.14 1.134b +0.064 1310b =+ 0.066 1.604a 0.095 1.625a 0.034 0.002 84 Unién
putative (EC: 1.3.1.74) communis
Citosol/Glicolisis
. . Arabidopsis . i
2749 Putative germin (GL22) VL PP gi26449711 80.78  6.12 2348 839 1.771a +0.897 1.029 =+ 0.081 0.000c 0.000  0.000c 0.000 0.038 164 Unién
7617 Glyoxysomal beta- Brassica 1066163 57.6  7.57 48.66 848 1.981a +0056 1.711b + 0.093 1.790b 0.103  1.675b 0.006 0.045 211 Actividad
ketoacyl-thiolase (EC: napus tioliasa
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2.3.1.16)
Fijacion de Nitrégeno y Metabolismo de Aminoacidos

2430 Cysteinesynthase (EC: - Solanum =0y 1131606 4155 621 3434 627 2.162a +0.129 1.886ab +0.127 1407b = 0218 1.624b = 0.116 0043 406 “ctividad
2.5.1.47) tuberosum sintasa
Ketol-acid

4609 reductoisomerase, Ricinus 0113535574 7024 6.7 6323 636 1.596a +0.340 0925b =+ 0.805 0.000c 0.000  0.000c 0.000 0043 109 ‘ctividadoxido
chloroplast precursor, communis reductasa
putative (EC:1.1.1.86)
Transaminase mtnE, Ricinus . Actividad

5414 s , . gi[223538651 53.81 6.86 5042 695 0.000b +0.000 1.347a + 0.195 1.346a 0.120 1.263a 0.012 0.000 303
putative (EC: 2.6.1.1) communis transferasa
Ketol-acid

5609 reductoisomerase, Ricinus 1773535574 7031 6.87 6323 636 2.196a +0230 2.050a + 0.158 1.282b 1.112 0.000c 0000 0043 381 Actividadoxido
chloroplast precursor ( communis reductasa
EC 1.1.1.86)

Puntos no identificados

104, 1123, 3206, 5205, 9208

Leyenda: Control: Brotes cultivados sin 6-BAP. Tipo 1, Tipo 2y Tipo 3: Brotes cultivados con 4,44 uM de 6-BAP
*Las proteinas fueron identificadas por MALDI-TOF-TOF vy clasificadas de acuerdo a la Enciclopedia de Genes y Genoma de Kioto (KEGG, segun sus siglas en inglés)
*El nimero de acceso a las bases de datos de acuerdo al SWISS-Prot (sp); NCBInr
®El Mr (en Da) y pl de proteinas homologas fue calculado con la herramienta disponible en el sitio http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html
“Los términos de funcién molecular fueron inferidas a partir del KEGG.
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Anexos

Anexo 4. Listado de proteinas identificadas a partir del PC1.

z Z Db - - z
ssp N o Organismo N;).Ssszgcdeso Experimental  Tedrico Control Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Valor oA Molecular
proteina de referencia datos? Mr pl Mr pl X DS X DS X DS X DS  Mascot Function®
Protein translation. folding and degradation
Proteasome subunit Ricinus Hydrolase
8110 beta type. putative . gi[223534323 2835 8.15 3276 826 1.195 +£0.742 1.7 +0.047 1.737 +0.065 1.73 +0.019 131 0.982 e
(EC: 3.4.25.1) communis activity
Proteasome subunit Petunia x Hydrolase
6108 beta type-1 . gi|17380185 26.88 7.12 2461 6.3 1.208 +0.801 1.678 +0.037 1.689 +0.082 1.645 +0.017 207  0.971 ..
(EC:3.4.25.1) hybrida activity
Chloroplast: Photosynthesis: electron transfer chain
Photosystem I reaction Protein
7003  center subunitIl.  Glycine max gi|148372347 2328 734 23  9.63 0.93 +0.923 1.603 +0.110 1.568 +0.09 1.657 +£0.057 133  0.972 binding
chloroplastic
Carbonic anhydrase Gossypium Hydratase
5314 isoform 1 (EC: SSYpIU gil4754913 3575 6.94 34.85 6.94 0.817 +£0.067 0.965 =+0.045 0.546 +0.474 0.000 0.000 182 0.979
42.1.1) hirsutum activity
Redox Maintenance
3417 Lactoylglutathione — Citrus X 4yr 13075 4r 59 637 32.64 546 1703 £0.037 1772 =0.123 1236 £1.071 0.000 0.000 203 0982  LY3€
lyase paradisi activity
Nitrogen Fixation and Aminoacid Metabolism
Cytosolic cysteine Solanum Cysteine
3301 synthase (EC: gi|12081917 4138 6.25 343 593 1.896 +0.254 1.946 +0.150 1.299 +1.128 0.000 0.000 182  0.969 synthase
tuberosum S
2.5.1.47) activity
Unknown biological process
Unknown
3311 Hypothetical protein Vitis vinifera gi|147805616 30.89 6.49 27.17 5.64 1.106 +0.732 1.614 +0.118 1.491 +0.082 1.541 +0.013 166  0.969 molecular
function
No identified

7073, 9208, 9030

Leyenda: Control: Brotes cultivados sin 6-BAP. Tipo 1, Tipo 2y Tipo 3: Brotes cultivados con 4,44 uM de 6-BAP
*Las proteinas fueron identificadas por MALDI-TOF-TOF y clasificadas de acuerdo a la Enciclopedia de Genes y Genoma de Kioto (KEGG, segun sus siglas en inglés)
*El nimero de acceso a las bases de datos de acuerdo al SWISS-Prot (sp); NCBInr
®El Mr (en Da) y pl de proteinas homélogas fue calculado con la herramienta disponible en el sitio http://www.expasy.ch/tools/pi_toolhtml
“Los términos de funcién molecular fueron inferidas a partir del KEGG.

133


http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html

	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
	4.3. Perfil proteómico de la hoja de Tectona grandis L. e identificación de proteínas que se expresan diferencialmente en los brotes durante la inducción de la respues
	4.3.1. Perfil proteómico de la hoja de Tectona grandis L 
	4.3.2. Identificación de proteínas expresadas diferencialmente


	5. Conclusiones 
	6. Recomendaciones 
	7. Referencias Bibliográficas 



