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Los helechos actuales son un legado genético 
de gran valor. Se trata de plantas vasculares con una 
organización primitiva cuyo ciclo vital consta de 
una fase gametofítica (haploide) y otra esporofítica 
(diploide), que se hallan separadas en el espacio y en 

-
fológicamente muy sencilla y también muy vulnera-
ble a factores ambientales. La reproducción sexual 
en este conjunto de especies implica la formación de 
órganos sexuales femeninos (arquegonios) y mascu-
linos (anteridios) en distintas secuencias cronológi-
cas. Una de estas secuencias implica la formación 
inicial de órganos femeninos seguida de la forma-
ción de los órganos masculinos que es controlada 
por la presencia de un sistema anteridiógeno. Este 
sistema inductor se ha relacionado tradicionalmente 
con las giberelinas [1], aunque en Blechnum spicant
aún no se conoce su naturaleza química exacta [2-4]. 

-
mafrodita (Ceratopteris) o femenino (Blechnum), y 
éste, una vez alcanzada la madurez, producirá y se-
cretará activamente anteridiógeno que actuará sobre 

la masculinidad. Este mecanismo está destinado a 
evitar la autofecundación.

una única capa de células y no presenta interacciones 
con el tejido esporofítico, se presenta como un siste-
ma experimental ideal para profundizar en el estudio 
de procesos del desarrollo sexual en plantas. 

En este trabajo, se han empleado por primera 
vez técnicas proteómicas para estudiar la expresión 

desarrollado en presencia y en ausencia de sustan-
cias con acción anteridiógena.

En primer lugar se extrajeron anteridiógenos de 

de Yamauchi [5], y posteriormente se añadieron a 
medio de cultivo MS para generar un sistema de in-
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ducción de masculinidad. A este medio se añadieron 

de cultivo de 20 dias, se caracterizaron (estado de 
desarrollo, órganos sexuales) y se compararon con 

de cultivo sin anteridiógeno (Control).

-
trógeno líquido (50 mg de peso seco por muestra) y 

seguida de precipitación en acetato de amonio en 
metanol descrito por Carpentier [6]. La concentra-
ción de proteínas se midió por medio de Bradford 
y las muestras se almacenaron a -80ºC hasta que 
se realizó el isoelectroenfoque. Para ello se utili-
zaron 10 tiras de 24 cm con un rango de pH 3-10 
no lineal, que fueron rehidratadas todas a la vez de 
forma pasiva con 550 µg de proteína en 450 µL de 
tampón de solubilización. El isoelectroenfoque se 
realizó siguiendo las recomendaciones del fabrican-
te (GE Healthcare). Una vez terminado el enfoque 
las tiras fueron equilibradas posteriormente alma-
cenadas a -80ºC.

La segunda dimensión SDS-PAGE se llevó a 
cabo en geles de poliacrilamida al 13%. Posterior-
mente se tiñeron con azul de Coomassie coloidal 
G-250 durante 20 horas (3 veces) siguiendo el pro-
tocolo de Mathesius et al. [7]. Las imágenes de los 
geles se adquirieron con un densitómetro y se ana-
lizaron con software PDQuest 8 (Biorad). Tras una 
revisión manual, se contabilizaron 581 spots bien re-
sueltos. Solo se consideraron spots que aparecieran 
en al menos 3 de los 5 geles. Se asignaron valores 
perdidos empleando el algoritmo KNN aplicado de 
forma secuencial (R environment). Posteriormente 
se normalizó la intensidad de los spots y, para re-
ducir la dependencia de la media y la varianza, se 
realizó una transformación logarítmica. Tras aplicar 

como diferencialmente expresados.
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Se aplicó un análisis de componendes principales 
a todos los spots, permitiendo el PC2 la separación de 
las muestras en dos grupos. Teniendo en cuenta los 
análisis uni y multivariables se seleccionaron para su 

p-valor más bajo en el caso de la prueba T, y aquellos 

los componentes principales 1-3.

-
mitió describir por primera vez en helechos las 
rutas metabolicas cuya expresión varía en relación 
con el desarrollo sexual dependiente de la acción 
del anteridiógeno. 
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Needle differentiation is a very complex process 
which leads to the formation of a mature photosyn-
thetic organ. This fact implies important changes in 
protein accumulation and gene expression which 
must be regulated, amongst others, by epigenetic 

3m,
Histone H3K93m and acetylated Histone H4) present 
in immature (1 month old) and mature (12 month 
old) Pinus radiata needles (Figure 1a), determining 
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the differential expression levels of histone epigene-
tic marks, being the levels of acetylated Histone H4 
and Histone H3K43m, associated to gene expression, 
higher in immature needles whereas the Histone 
H3K93m was only found in mature needles (Figure 
1c). This could be explained by the fact that chro-
matin needs to be altered and restructured during the 
differentiation to regulate gene expression [1].

To determinate which genes and proteins 
showed as differential during needle development 


