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RESUMEN. 

La biotecnología de plantas es un campo de investigaci6n que 

ha tenido en los dltimos af!os un gran auge en paises desarroll~ 

dos. En nuestro país un área que puede ser impulsada y en la 

cual existe la infraestructura tácnica y científica necesaria es 

en propagación clonsJ. de plantas. ·De los sistemas de propagaci6n 

clonal !!! vitro, la embrio~nesis somática posee amplias perspec­

tivas, para producir masivamente plantas de inter6s comercial o ~ 

grfoola. 

Como remü.taclo de la presente investigaci6n, se propone una 

metodología para el manejo de embriones somáticos en forma indiv,! 

dualizada, e trav&s de la encepsulaci6n de embriones adventicios, 

en ella ae siguieron dos lineas de trabajo: 

l.) Lograr la obtención de embriones asexuales de alta calidad, -

en el sistema de embr1og6nesis somática de alfalfa ( ~edicago !!,!!­

~ L. ), utilizando como principale.s criterios de calidad: la 

respuesta en embriog6nesis, el rendimiento en el nW.ero de embri~ 

nea, el contenido de proteill8s de reserva 7 S y 11 s ( marcador 

bioquímico y la frecuencia de conversi6n de embriones eomáti--

cos. 

2.) Desarrollar una metodología de encapsulaci6n de embriones so­

máticos, lo que incluye: producir una mqtriz de encapsulaci6n, -

que cubra, proteja y pern'ita la ge:nrinnci6n y desarrollo de em--­

briones somáticos encapsulados, evaluando sus condiciones de p~ 

ducci6n, redisoluci6n y manejo; y evaluar el comportamiento de 

los embriones en la matriz de encapsulaci6n. 

Con respecto al rrimer punto, se propone u~ nuevo protocolo 

de erobriog~nesis en alfalfa A 70.34, en donde se utilizan pecio--
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loe como fuente de inóculo. La inducción de la embriog4nesie se 

llevó a cabo en medio B
5
e suplementado con l.O mg/l de 2 1 4-D, 0.2 

mg/l de Kn, l.75 g/l de caaaminoácidos { opcional ), 30 g/l de e~ 

oaroea y 9 g/l de bacto agar, durante 1.2-15 días. Para la dif!_ 

renciación de l.os embriones, se transfirieron los inóculos a m!_ 

dio de desarrol.lo ( B
5

e sin reguladores y suple~entado con 1~75 

g/l de casaminoácidos, 30 g/l de sacarosa y 9 g/l de bacto agar ), 

durante 24-27 d!se. La germinación de embriones somáticos madu­

ros se obtuvo en medio MS basal al 50 %, suplementado con 15 g/l 

de sacarosa, O.Ol mg/l de GA
3 

y 8 g/l de bacto agar. 

Se encontró que la respuesta de alfalfa A 70,34 ( una línea 

cuya mayor aportación genética proviene de l\!edicago ~ ) , es 

relativamente baja cuando se parte de semilla ( 10-15 " ), por -

selección recurrente se alcanzaron respuestas mayores al. 90 "· En 

alfalfa Pl.l ( genotipo de Medicago ~ ), l.a respuesta es c2 

múnmente mayor al 90 "' sin selección recurrente. 

Se separaron las fases de inducción y desarrollo de loe sis­

temas de embriog4neeis somática de alfalfa A 70,34 y a~io, con lo 

que se obtuvieron: mejor morfología en loe embriones, di1!111inuci6n 

en el grado de aeincronia de las etapas de desarrollo embrionario 

y en a1fa1fa A 70,34 una mayor tasa de sintesis de proteicas de 

reserva 7 S y ll S. Además, se probó el efecto de casaminoácidoe 

en ambas fases de la ontogenia de los embriones somáticos de a1-

fal.fa A 70,34 1 encontrandoee que 1.75 g/l de casaminoácidoe en el 

medio de desarrollo, contribuye a aumentar el rendimiento y ca1i­

dad de los embriones. Loe casaminoácidoe no son esenciales en la 

inducci6n de la embriog4neeis somática de alfalfa A 70.34. 

El ácido absc!eico ( O.l-l.O mg/l ), aplicado al medio de d!_ 

earrollo, hace aumentar el grado de sincronía de embriones somát! 
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cos de alfal.fa A 70.34. 

Se prob6 el efecto de diferentes tipos de ''etree/ ( h!drico, 

obscuridad, ABA, disminución en la fuente de carbono, etc. ) en 

el deearro1lo de embriones e0111áticos de alfalfa A 70.34 y Fl.l, 

la respuesta no ee ve afectada por la presencia del~stress~ no a­

sí el rendimiento que disminuye; pero en cambio se observó un in­

cremento en la síntesis de proteínas de reserva, principalmente 

por efecto del ácido absc!sico a 0.5 mg/l y ppr desarrollo de los 

embriones en completa obscuridad. 

Se caracterizó el patr6n de proteínas de reserva en embrio­

nes s0111áticos de alfalfa A 70.)4 y Fl.l, se encontró que corres­

ponde con el determinado en semillas. Las proteínas de reserva -

7 S y 11 s, pueden ser utilizadas co'llo Wl marcador bioquímico 

del proceso de diferenciación de embriones somáticos de alfalfa, 

para 8.Ulllenter la calidad de sus embriones. 

En la segunada linea de trabajo, se encontr6 que el algina­

to de sodio al 1.25 '!-y el ácido poligalacturónico (pectinato) al 

7.5 '!-, :fUncionan adecuadamente como matriz de encapsulaci6n para 

contener embriones somáticos de apio y alfalfe; las cápsulas de 

al.ginato y pectinato se forman por reacci6n de intercllllbio iónico 

con cloruro de calcio 100-200 mll!, estas tuvieron un diámetro de 

4-6 mm, permiten la difusi6n de nutrimentos del medio de cultivo 

hacia las cápsulas y no limitan el desarrollo y germinaci6n de ~ 

briones somáticos de estas dos especies, lo que se comprobó c~n 

la evaluación de las cinéticas de creci'lliento de embriones de a­

pio encapsulados y no encapsulados. 

El cloruro de trifeniltetrazoleo al O.l '!-, es un bue!' indiC,! 

dor de la viabilidad-de embriones somáticos de apio y alfalfa. 
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Con la inclusi6n de medio de cultivo en las cápsulas de algi 

nato y pectinato y con un preacondicionamiento de embriones somá­

ticos de apio se alcanzaron porcentajes de conversión de embrio-­

nes encapsulados cercanos al 80 ~. en comparación con los contro­

les sin encapsular que fueron común~ente del 90 ~. 

Con la aclimatación de plántulas de apio en invernadero, pr~ 

venientes de embriones encapsulados y no encapsulados, se com-­

pletó el sistema de propagación masiva in vitro de apio, que in­

cluye la encapsulaci6n de embriones somáticos. 

La tecnología de producción de "semillas artificial.ea" está 

en el inicio en nuestro pata. Al igual que en otras áreas de la 

biotecnología, es necesario una gran cantidad de trabajo constQ!) 

te y metódico, para aprovechar la riqueza de nuestros recursos. 
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I, INTRODUCCION. 

El cultivo de tejidos vegetales es un término que abarca 

diferentes metodologías como: Obtención de plantas haploides, 

Obtención de plantas tolerantes a algún estrés ambientsJ., Obte~ 

ción de metabolitos secundarios, Preservación de ger:noplasma, R! 

combinación de DNA, Fusión de protoplastos, Cultivo de merist! 

mos para la obtención de plantas libres de virus y llicropropa­

gaoión. De esta última los principsJ.es caminos para la regene~ 

ción de plantas i:.,!! ~ son: propagación por ápices y yemas ax! 

lares, organogánesis formación de organos adventicios y e!_ 

briogénesis 110>:1ática formación de embriones a partir de cél,!! 

las que no son producto de fusión gamética ). 

En varios cientos de especies se ha logrado obtener embri~ 

nea somáticos. Una de las principales aplicaciones de la embri~ 

gánesis no sexual es la posibilidad de producir semilla clona1 o 

artificial a través de la encapsulaci6n de embriones somáticos, 

como una alternativa a los altos costos que requiere la propaga­

ción clonal .!!! ~ de especies vegetales econó~icamente impor 

tantee, mis.,,os que hasta ahora han limitado en gran medida la 

aplicación comercisJ. del cultivo de tejidos vegetales. 

El i~oacto de la producción de semillas artificia1es a bajo 

costo sería muy grande, ya que se utilizaría la infraestructura 

de los siste~as de producción de semillas sexuales, con lo que 

se podría incrementar la producción de cultivos importantes a 

partir de la propagación por semilla clonal, aprovechando princ! 

pal.,,cnte los sistemas altamente mecanizados, como los utilizados 

en la siembra de semil~as peletizadas. 
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La producción de semilla seleccionada requiere de altos 

costos, los cultivos destinados para la producción de semillas, 

generalmente ocupan zonas de altos rendimientos agrícolas, con 

suelos f6rtiles y con una amplia provisión de humedad. Los agr,! 

cultores necesitan anualmente enonnes cantidades de semillas p~ 

ra sus cultivos, en Estados Unidos cada año se utilizan 310 mi­

llones de i'.g de semilla de maíz y 56 millones de Kg de semilla 

de sorgo ( USDA, 1979 ). 

El rendimiento de los campos destinados para la producción 

de semillas, se ve disminuído por una gran cantidad de factores 

como: sequías, plagas, heladas, etc., con lo que los costos de 

producción se ven incrementados al invertir en riego, plaguici-­

das, insumos, mayor uso de maquinaria y mano de obra. 

Posteriormente, para la producción de semilla certificada 

son necesarios: maquinaria, instalaciones y trabajo para cose~ 

char, secar la semilla, seleccionarla y almacenarla. Adem~s la 

adición de fungicidas e insecticidas a las semillas para preser­

varlas en buenas condiciones, hace que aumenten los precios que 

el agricultor tiene que pagar al proveedor de semillas. 

Para el desarrollo de la tecnología de producción.de sem! 

llas artificiales a partir de la encapsulación de embriones som! 

ticos se deben superar dos objetivos: primero, contar con uno o 

más sistemas de embriogánesis somática que produzcan embriones 

de alta calidad y segundo, desarrollar una matriz de encapsul~ 

ción que proteja al embrión, pero que no li~ite su desarrollo, 

con la posibilidad de incluir diferentes componentes como: sales 

minerales, fertilizantes, reguladores del crecimiento e incluso 

microorganismos. La tecnología una vez probada 'n uno o dos si~ 

temas de embriogánesis, se podría extrapolar a otras especies i~ 
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portantes donde el proceso embriogénico !!!, ~ sea posible. 

Una especie importante' en donde se ha lograJo regenerar 

plantas vía embriogénesis somática es la alfalfa Medicago ~­

~L. ) ( McCoy y Walker, 1984 ), sus embriones so~áticos pre­

sentan cualidades que los hacen buenos candidatos para ser enea~ 

sulados ( Redenbaugh, 1986 ), poseen un tamaño adecuado para ser 

manejados 2 a 5 mm ), los embriones pueden ser obtenidos en r! 

lativamente poco tiempo ( 5 a 7 semanas ) y además es un sistema 

que ha sido estudiado ampliamente por cultivo de tejidos vegeta­

les. 

La aJ.faJ.fa es una leguminosa forrajera mu,y utilizada en la 

alimentación de ganado, es importante por su al to contenido prg_ 

téico, aunque presenta notable deficiencia en metionina, tript.!!, 

~ano y cisteína. 

La regeneración de plantas de alfal.fa iJ:! ~. parece e.!!. 

tar controlada por tres factores: cantidad y tipo de reguladores 

del crecimiento utilizados ex61>;9namente como fuente de auxina, -

concentración de citocinina exdgena y fuente y nivel de nitró­

geno en el medio de regeneracidn ( McCoy y Walker, 1984 ). 

Otro sfstema de embriogénesis somática que ha sido amplia­

mente estudiado es en apio ( Apium graveolena L. ) ( Orton, 1984), 

la obt~nción de embriones a partir de hoja cotiledonar en prese!! 

cia de 2,4-D es un hecho bien establecido ( Vega, 1987 ). 

La producción de semillas de origen no sexual ha sido pro­

pues ta por Murashige, (1978), Posterinrmente, siguiendo este 

~in ltitto y Janick (1980), iniciaron trabajos de encapBUl.ación 

con embriones sexuales de cítricos, a los cuales les eu.stituy! 

ron sus cubiertas naturales, por una cubierta artificial. 
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Actualmente en Estados Unidos y Francia, se tiene ya la met~ 

dología establecida para la producci6n de semillas artificiales, 

pero en Máxico apenas se están desarrollando trabajos sobre el t~ 

ma, además es necesario crear metodologías acordes a las condici~ 

nes econ6micas y de desarrollo de nuestro pais, para frenar laya 

de por sí, gran dependencia económica y tecnológica con los paí~ 

ses desarrollados. 

II. H I P O T E S I S 

El sistema de embriogé~esis somática !.!:! ~ que produzca 

embriones, con al.tos porcentajes de germinación y contenido de 

proteínas de reserva, será el más adecuado para producir semilla 

clonal vía encapsulación de embriones somáticos. 

El alginato de sodio y el ácido poligalactur6nico (pectinato), 

producen geles que peI"lliten encapsular embriones soMáticos obten! 

dos ,!!! ~. las cápsulas que permitan el desarrollo y ger:uin_! 

ci6n de embriones encapsulados, serán las más adecuadas para la 

producción y manejo de embriones, como semilla clonal. 

A. O B J E T I V O S GENERALES 

Obtener embriones somáticos !.!:! !l!!:2 de alta calidad, en uno 

o más sistemas de embriogénesis somática, por manipulación de las 

condiciones de cultivo. 

Producir un análogo de una semilla sexual a través de la en-­

capsulaci6n de embriones so~áticos obtenidos !.!:! ~. utilizando 

geles que produzcan esferas que no limiten el desarrollo y ger:ni~ 

ci6n de embriones encapsulados. 
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B. OBJETIVOS p A R T I e u L A R E s· 

l.- Optimizar el sistema para la obtención de embriones somáticos 

de alfalfa ( Medicago ~ L. ) línea A 70.)4, por varia­

ción a los 0omponentes de los medios de cultivo, así como el 

ajuste de la duración de las etapas de inducci6n, desarrollo 

y ge:nninaci6n. 

2.- Evaluar, analizar y cuantificar la síntesis de proteínas de 

reserva 7 S y 11 S de embrione~ somáticos de alfalfa, ( -

líneas A 70.34 y Fl.l ) durante el desarrollo, en condiciones 

similares a las c¡ue sufre un embrión seJtUal antes de entrar 

en latencia, con el fin de obtener embriones de alta calidad 

nutricional y con mayores perspectivas de supervivencia y ge;r, 

minación. 

).- Obtener masivamente embriones somáticos de apio ( ~e:!:: 

~ L. ) tipo Tall Utah 52-70, por medio de embriog~ne-­

eis somática ,!!! ~. para su encapsulaci6n. 

4.- Desarrollar unn matriz de encapsulaci6n en fonna de esfera, -

c¡ue cubra, proteja y per.nita la nutrici6n de emb;·iones somáti 

cos encapsulados, evaluando sus co~diciones de praducci6n, 

redisoluci6n y manejo. 

;.- Evaluar la ger.ninaci6n y desarrollo de embriones somáticos de 

apio encapsulados en alginato y pectinato. 

6.- Obtener plántulas de apio acli~atadas en invernadero, prove­

nientes de embriones so~áticos encapsulados y no encapsulados. 
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III. BEVISION DE LITERATURA. 

A. ALFALFA. 

A.l. Agronomía. 

La alfalfa ( Kedicago ~ L. ) , es una de las especies f~ . 

rrajeras más productivas del mundo, actualmente se c11ltivan al­

rededor de 35 millones de.hectáreas con esta especie ( McCoy y 

Walker, 1984 ). 

Se utiliza principalmente para la alimentaci6n de sanado le­

chero, por su alto contenido proteico. 

•edicall!l ~. es una leguminosa originaria del cercano O­

riente y centro de Asia. Irán constituye el centro geográfico 

que más comunmente se menciona como lugar de origen de la al.fa! 

fa, este cultivo se considera como la primera especie forrajera 

domesticada por el hombre. 

Es una especie de pol.inizaci6n cruzada, tetraploide (2n= 32) 

y depende de los insectos para su reproducci6n. 

Lesins y Gil.lies (1972), describen a~· ~ como: hierba 

perenne, con florea color púrpura, vairu:w sin espinas y enrolla­

das en estrecha rosca, la vaina mide de 2 a 5 lll!ll de diámetro 

y los pétalos presentan nervaci6n paralela, asimismo indican que 

se conocen aproximada~ente 62 especies pertenecientes al gánero 

Medicago. 

Como leguminosa, la alfalfa tiene relaci6n simbiotica mutua-
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lista con la bacteria Rizhobium meliloti ( Burton, 1972 ). 

Es un cultivo de cli~a templado, los principales factores -

Blllbientales que la afectan son el frío y el exceso de lluvias. 

Varias enfermedades e insectos causan una sensible disminución -

en la producción de alfalf~. Barnea ,!!,! ~· (1977), indican que 

21 enfermedades, 10 insectos y 3 nemátodos son los principales -

problema.$ patológicos en alfalfa, entre los más importantes es­

tán: la marchitez bacteriana ( Corynebacterium insidiosum ), la 

pudrición de la raiz ( Pl!ytophtora megasperma ), la antracnosia 

( Colletotrichum trifolii 

dopeziza medicaginis ). 

y la enfermedad de las hojas ( ~ 
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A.2. Embriogénesis sexual en alfalfa. 

La polinización de alfalfa la realizan princinalmente los i~ 

sectos, en condiciones naturales del 80 al 90 ~ de la fecundación 

ea cruzada, entre los principales insectos polinizadores están 

los géneros ~. ~ · y Apis ( Barnes !!. ,!!! • , 1977 ) • 

La fecundación generalmente ocurre entre las 24 y 27 horas 

posteriores a la polinización. Por lo común sólo un tubo polín! 

co penetra en el micrdpilo y entra luego al saco embrionario, -

entre les sinergidas y la ovocélula. Las sinergidas no son des~ 

truidas por el tubo po1inico, sino que persisten algún tiempo de~ 

pués de la fecundación ( Stanford !!. .!!:!•• 1972 ). 

El tubo pol!nico libera los dos gametos masculinos cerca de 

la ovocélula. Un gameto se adhiere al núcleo de ésta mientras 

que el otro se une a los núcleos polares que se fusionan para fo~ 

mar la célul.a madre del endospermo. El núcleo del gameto mesculi 

no, que está adherido al núcleo de la ovocélula awnenta de tamaflo, 

y por .U.timo se fusiona con la cromatina de los dos núcleos. El 

cigoto se divide tranaversalJnente, alrededor de 31 horas después 

de la polinización se produce un proembri6n bicelulsr que consis­

te en una célula basal agrandada y otra apical más pequeña. Des­

pués de 120 horas de que ocurrio la polinización, el embrión con 

tiene hasta 16 células ( Stanford !!. !!•, 1972 ). 

Pridriksson y Bolton (1963), describen el desarrollo del em­

brión: Las células del cigoto se dividen en sentido transversal 

y periclinal para formar una masa esférica estadc globular ), 

el embrión tiene entonces una simetria radial. Al principio esta 

masa esférica es de aproximadamente 0.2 mm de diá:netro pero llega 
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a 0.6 """ antes de que la or,.anogénesis de los cotiledones comie~ 

ce. 

Posteriormente ciertos grupos de células de los lados opue.!!. 

tos de la periferia del ápice se transfonnan en meristeT.áticos P.!!. 

r.:. producir los cotiledones, en este punto el embri6n tiene una 

forna acorazada. Luego los cotiledones se alargan y ocupan une. 

posicidn paralela al eje principal y producen el estado de "tor­

pedo". 

Los cordones provasculares se diferencian tempranamente en 

el embrión. En el 8'1bri6n maduro, los primordios de las nuevas -

hojas están en el ápice del tallo. 

Los primeros eventos organizacionales en la embriogénesis s.!!_ 

xual son similares tanto en monocotiledóneas como en dicotiled6-­

neas, pero en etat>as posteriores se aprecian diferencias, una -

de ellas es la deposición de proteinas de reserva. 

Alrededor de la mitad y etapas finales del desarrollo del el! 

briun, ocurre la síntesis de proteinas de reserva, que serán la 

fuente de nitrógeno durante la genninacidn. A diferencia de las 

semillas de cereales, en leguminosas el endospermo no es el sitio 

pri~ario de acu~ulaci6n de proteinas de reserva, sino el embri6n 

mismo ( Larkins, 1981; en Villegas, l9BE ). 

En muchas leguminosas el endospermo es cons11:?1ido a ~edida 

que son formados el eje embrionario y los cotiledones, estos 11! 
ti~os forman la mavor parte del embri6n y la semilla. 

Una característica de las semillas de alfalfa es que pueden 

pel"'.l!anecer en latencia por largos períodos ( hasta 10 años ), 

mientras no tenira.n condiciones favorables para geminar. 



- 10 -

B. APIO. 

B.l. Agronomia y características general.es. 

El apio ( ~ graveolens L. ), pertenece a la familia Umb! 

lliferae, su origen se situa en el sureste de Europa y la costa 

mediterránea de Asia menor, probablemente los Griegos, hace 3,0uO 

años lo utilizaron .como medicina y condimento Orton, 1964 ), 

Actualme~te el apio tiene gran aceptaci6n en Eurcpa y Est! 

dos Unidos, de aqui su importancia como produc~o de expcrtaci6n. 

De la especie !• graveolens tres variedades son cultivadas a 

nivel mundial: variedad Dulce (Mill) Pera.; var. Rapaceum (Mill) 

Gared Beaup y var. Secalium (Mill), la primera variedad se divi 

de en dos tipos: el blanco dorado y el verde o Utah. En nuestro 

pa!s los tipos que tienen mayor área de cultivo son; Tall Utah -

52-70 y Florida ( Vega, 1967 ), 

El apio es una planta herbácea bienal 1ue crece aproxi~ad! 

mente un metro, su número cromos6mico diploide es 2n = 22 = 2x, 

Como planta ·adulta presenta peciolos nervados, anchos en la 

base y con gran acumulaci6n de granos de almid6n, posee un sist! 

ma radicular poco extenso. En el primer año de desarrollo la 

planta produce. ·un tallo corto y rígido de 7.5 a 15.0 cm de largo, 

en el. segundo año nace el tal.lo noral, muy ramificado, alcanzan­

do en la madurez una al.tura de 60 a 90 cm, Las nares, pequeñas 

e individuales ( 2 a 3 mm ), son de color blanco verdoso y tienen 

la cargcteristica de autopolinizarse ( Jacobsen !! .!!!_., 1979 ). 

La semilla madura mide de 1.5 a 2;0 mm de longitud, presenta 

un embri6n pequeño; local.izado en la parte central de la semilla, 
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rodeado por e1 endospermo, 1a semilla presenta latencia, c¡ue s_e 

·rompe cuando es cultivada !;! ill.!2. en presencia de humedad y luz 

continua ( Vega, 1987 ). 

E1 proceso de ger:ninaci6n de semillas de apio se inicia con 

la elongaci6n del embri6n dentro de la semilla, aumenta el tamaño 

de los cotiledones y al sexto día la radicula penetra completamen 

te en e1 endospermo y la cubierta de la semilla, A medida c¡ue -

1os cotiledones y la radícula se elongan, el endospermo se va d! 

gradando progresiva~ente, el tipo de ger:ai~aci6n es epigeo, pr! 

sentando dos cotiledones alargados y fotosintéticos. 

El. m4todo de propagaci6n tradicional de apio es por semilla, 

resultando plántulas pequeñas y con alta susceptibilidad a varia­

ciones ambientales. Para obtener un mejor desarrollo es práctica 

com~n el uso de aLmácigos, el crecimiento de la plántula es len­

to, principaL~ente en los estadios tempranos, e1 trasplante a 

campo se rea1iza cuando la plántula a1canza de 10 a 15 c::i de alt~ 

ra, proceso c¡ue to~a de 6 a 10 semanas. 

Es un cu1tivo de clima templado, necesita una buena provi--­

si6n de agua, altos niveles de nitrógeno ( 2) Kg/ha ), sulfa•os 

( 46 Kg/ha ) y potasio ( 46 Kg/ha ), con un 6ptimo de temperat~ 

ra para su desarro1lo entre 20 y 22 ºe ( Crton, 1984 ). 

En nuestro país se siembra todo el año en las zonas de Xochi 

milco, Tláhuac y el Bajío y en los estados de Baja California y 

Sonora en los meses de octubre y noviembre ( Vega, 1987 ). 
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C. PROPAGACION CLONAL POR CULTIVO DE TEJIDOS VEGE'l'ALES. 

La propagación clonal ~ ~. posee un gran potencial para 

producir a gran escala plantas de interés comercial, es crítica 

' cuando se tiene gennoplasma de alta calidad y no se quiere que se 

experimente meiosis y recombinación genética, como es el cnso c~ 

miln de la reproducción sexual ( Redenbaugh ~ &•, 1986 ). 

Algunas especies vegetales son propagadas vegetativemente in 

~ a nivel comercial; fresa, papa, espárrago, helechos, 

clavel y jitomate ( Sharp ~ &·• 1984; Redenbaugh ~al., 1986 ). 

Ha habido poco uso comercial del cultivo de tejidos en la -

producción de mayor ntlmero de especies vegetales porque los méto­

dos utilizados requieren intenso trabajo manual, se obtienen ~ 

jos volW!lenes de producción y el costo por unidad es mé.s alto en 

comparación con las prácticas agrícolas actuales ( Lutz ,!!! .!!!•• 
l.985 ). 

Loe métodos de mul.tiplicación vegetativa !,e ~ más comu-­

nes son: propagación por yemas BJtilares, meristemos y ápices; º! 

ganogénesie y embriogénesis somática. 

El primer método implica colocar el tejido en un medio de 

prol.iferación para inducir la producción y desarrollo de brotes, 

éstos son reciclados ( medio de multl.ipicación ), ha.eta que se o~ 

tiene el. nivel. de producción deseado, posteriormente los brotes 

se enraizan y finalmente se aclimatan en invernadero, usualmente 

se obtienen de 5 a 10 propágulos por cicl.o de cultivo, de este m~ 

do se propaga clavel ( Navarro, l.985 y otros cultivos como cr! 

santemo y fresa. Algunas de sus ventajas son: es posible obtener 

pl.antas libres de virus y la variación fenotipica es menor, com~ 
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rada con otros sistemas de propagación clona1 ( Hu y \Yang, 1983 ), 

sin embargo el método requiere una gran cantidad de trabajo m~ 

nuai. 

Por otro lado el proceso organogénico requiere la formación 

de brotes o raíces adventicias, ya sea directamente del inócu1o 

( hoja, tallo, raíz, pecíolo, etc. ) o con intervención de una f~ 

se de callo, los brotes deben enraizarse y posteriormente acl:im~ 

tarse en invernadero, este método requiere menos manipulaciones 

que el anterior, pero necesita una mayor cantidad de fuente de i 
nóculo y se obtiene una baja cantidad de propágul.os ( Styer, 1985). 

La producción de plantas vía embriogénesis somática es el 

método de propagación !!! ~ que muchos investigadores consid~ 

ran con mayor potencia1idad ( Lutz !! !!_., 1985; Aarnirato, 1987; 

Gupta y Du.rtan, 1987 ) • 

La embrioBénesis somática proporciona muchas ventajas: gran 

cantidad de embriones, en muchas líneas celulares de zanahoria se 

pueden obtener millones de embriones somáticos en cultivos en ~ 

pensión o biorreactores Sung .!!! !!.·• 1984; Styer, 1985 ); pr~ 

sencia de meristemos radical y apical en el mismo embrión biP2 

laridad ); mayor facilidad de manipulación y escalamiento: la -

posibilidad de inducir latencia en los embriones ( Ammirato, -

1987 ); la acumulación de reservas energéticas a utilizar en el 

proceso de conversión y la producción de semilla clonal a través 

de la encapsulaci6n de embriones somáticos ( Redenbaugh ,!!! J!1_., 

1984 ), con la opción de optimizar el proceso, hacerlo al.temen_ 

te mecanizado y a bajo costo. 
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C,l, Embriogénesis somática por cultivo de tejidos vegeta­

les. 

Le célula es la unidad fundamental de los organismos vivos 

y s6lo pueden aparecer nuevas células a partir de las preexisteE 

tes, tales son los postulados de le teoría celular propuesta por 

Schwann y Scbleiden en 18)8, las primeras investi¡;aciones en cll! 

tivo de tejidos vegetales se avocaron a comprobar esta teoría. 

Te6ricamente cualquier célula de una planta tiene la cepaci 

dad de regenerar une planta comcleta, a esta característ1ca se -

l.e conoce como totipotencie. 

La regeneración puede obtenerse por or€SJ1ogénesis o por e~ 

briogénesis asexual, ambos procesos son comunes tanto ,!n ~ c2 

mo !!l !!!!:2• Tisaerat .!! !!l• (1979), indican que se han report~ 

do 59 familias de angiospermas que incluyen 239 especies donde 

se ha observado embriogénesis asexual ,!E ~· Además re?ortan 

que hasta entonces se había logrado regenerar a 132 especies. de 

32 familias por embriogénesis somática !!l ~. a la fecha el -

nár!ero de espeoies regeneradas por esta vía debe ser mucho mayor. 

El proceso de embriogéneeis asexual ha sido identific~do 

con diferentes té:nninbs: apomixis¡ poliembrionia; embriogénesis 

nucelar, esporof!tica, adventicia y somática. En el caso de em 
briogénesis ;!;.:: ~. un t6:nniro general y de uso común es em-­

briogénesis somática o adventicia, mismo que emplearemos aquí. 

' En especies que presentan embriogéneeie asexual natural se 

ha observado que tiene su origen en tejidos específicos: endos­

pe:rmo, integumento interior, cél•.llas antipodales, suspensor y el 

mismo embri6n cig6tico, como regla ~eneral la embriogénesis ase­

xual !!l !.!!E. ha sid> confinada a estructuras intraovuleres ( -



- 15 -

Tisserat ~ ~·• 1979 ), ejemplos importantes, en la fa~ilia An!!, 

cardiacea el género ll!anirifera sp. y en le.s Rutaceae el género 

~ sp. ( ºLitz, 1987 ). 

En el caso de la e'llbrio<.:énesis so."1ática .J& ~· e:i:iste una 

gran variedad de tejidos y Óri;anos de ~onde se han obtenido em-­

briones adventicios ( tallo, hoja, endos~er-no, cotiledón, hipoc6-

tilo, embrión cigótico, ra!z, peciolo, etc, ), 

Hace )O afios que f'~eron publicados los primeros re:oortes de 

re~eneración v!a embriogéneois so~ática en zanahoria { ~ -

~ }, desde ento11ci:!s s~~ han pu!:>licado umt gran ca.-i.tidad de e! 

t•~dios para obtener embriones somáticos. 

En ~é!"11.inos gener~les l~ res~uesta enbri~~énica e~ u..-i.a espe­

cie se ve afectada ,or: el genoti~o y edad del in5culo: ti~o y 

concentr"l.cidn de s~les inor-r.\nicas •1 9.ditivoa or;ránicos; re~ula.d2_ 

res del creci~iento y condiciones de incubación. Como es de n~­

tar muchas variables están involucradas en l~ re~ener~ci6n i!!. :!i­
!!2 por embriogénesis so~ática, lo cual constituye un reto que 

puede ser su9erado con trabsjo constante y raet6dico, analizando -

no factores aislados, sino el cor.i.portamiento integral del c11!tivo. 

El proceso embrio~&nico asexual puede seguir dos gr~ndes P!. 

trones de desarrollo: 1) embriogénesis direc•a, en la cual los -

embriones se originan directamente del tejido en ausencia de pr2 

liferaci6n de callo ( proceso se!1'1i.do principalmente en l<> em­

briogénesis asexual .!:.!! !iY2 ) y 2) embriogénesis indirecta, en 

donde pa~ el desarrollo de un embrión es un prerrequisito la fo! 

maci6n de una masa de células relativamer.•e organizadas llamada 

callo ( Sharp il !l•, 1980 ) 

En la mayor!a de los reportes de re~eneraci6n i!!. ~ vía 
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embriogénesis so~ática se sigue la ruta indirecta. 

En un cultivo l!! ~. las células pueden clasificarse en 

competentes y determinadas. El término competencia se le asigna 

a las células que poseen la información genétic~ necesaria para 

tomar un camino de diferenciación ( embriogénesis so~ática u º! 

ganogénesis ) , cuando son coloco.das en condiciones de cultivo ! 

decuadas ( Ammirato, 1987; Christianson, 1985 ). Una vez compe­

tente un tejido responde al balance hormonal de un medio y expe­

rimenta inducci6n hacia un camino de diferenciación. La detenn!_ 

nación, se refiere a células que ya tomaron un camino de dif ere_!! 

ciaci6n, en este proceso el potencial de desarrollo viene a ser 

restringido a un camino particular ( Ammirato, 1983; Litz, 1987 ). 

Aunque no existe duda de que hny células competentes y de­

t,erminadaa en plantas superiores, no se conoce aún si estas P%'2. 

piedades son de células individuales o de grupo Ohriatianson, 

1987 ), porque no todas las células de un inóculo se dividen, ni 

mucho menos terminan su desarrollo en una planta. En callos de 

una variedad es posible distinguir diferentes tipos de células, 

desde simples diferencias en fonna, color y textura, pasando por 

las que tienen respuesta embriogénica o no ( Sondhal y Sharp, -

1977 ), hasta las que tienen diferencias a nivel bioquímico en 

su contenido de proteínas, como ea el caso de callos embrio,reni­

cos y no embrioglínicos de zanahoria, chícharo y arroz ( Ohoi y 

Zung, 1984; Stirn y Jacobsen, 1987; Ohen y Luthe, 1987 ). 

La importancia del proceso de embriogénesis somática, rndi­

ca en que los embriones somáticos siguen durante su desarrollo 

las etapas morfológicae ceracteristicas de la embriogénesis se­

xual ( Ammirato, 1983; Dos S"ntos !! ~·, 1983; Sung !1 al., 

1984 ). 
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C.2. Eventos organizaciona1es en embriogénesis somática. 

Las principales etapas de desarrol1o del proceso de embri,!?. 

génesis somática pueden ser divididas en amplias categorías: 1~ 

ducci6n, Desarrollo y Conversi6n o Germina~i6n ( Ammirato, -

1987 ). 

Inducción. 

El proceso de inducci6n puede ocurrir en una de dos formas: 

les tejidos de algunas especies sólo necesit!Ul ser co1ocados en 

un medio basal y las células comienzan a ser embriogénicas ( pr.!!, 

sencia de c~lulas determinadaS pre-embriogénicamente ), otros d.!!, 

ben ser colocados es un medio mds complejo, con reguladores del 

crecimiento proporcionados ex6genamente. En el primer caso, las 

células son ya determinadas y sólo necesitan las condiciones ad.!!, 

cuadas para producir embriones somáticos, sin la intervención de 

una fase de callo ( embriogénesis directa ). En el segundo las 

células se dediferencian y re~roducen fo:nnando callo ( embriog~ 

nesis indirecta )., estas células pueden encontrarse en estado 

com~etente y pasar al estado de determinaci6n, donde pueden en .!?. 

casiones observarse estructuras proembrionarias, la producci6n 

de callo es típica cuando se sigue la ruta de embriogénesis ind! 

recta. 

Desarrollo. 

En algunos casos como alfalfa el desarrollo de embriones S,!?. 

máticos puede obtenerse en el mismo medio de inducción ( Meijer 

y Brown, 1987 ). En zanahoria el desarrollo sólo se inicia cu~ 

do el callo es transferido de un medio con reguladores ( usua!. 

mente 2,4-D) a un medi~ sin re~ladores ( Sung !E,.!!:!•• 1984 ). 
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E1 de~arrollo de embriones so~áticos in ~ exhibe los e~ 

tados morfogenéticos característicos de la embriogénesis sexual 

( estados glob'.llar, cor'<ZÓ!! y torpedo ), El estado globul?.r se 

caracteriza por presentar una estructura esférica de células con 

cito?las~g denso, grandes :;ranos de almidón, núcleos urominentes 

y ~oco vacuoladns, las ~ismas c~r~cterísticas se presentan en e! 

1ulas e'?1brion3rias sexuales ·1 meristemáticas ( Shar9 il !!!•, 
198•)¡ Dos :>antas il !!!•, 1983 ). Posteriormente en los embri~ 

nes somáticos se observan centroe de actividad celul'<r qutl darán 

origen a los pri~ordios cotiledonares, en este momento el em­

brión adquiere una típica for<ns de corazón, finalmente con la ! 

long;,.ción de loa cotiledones y el desarrollo del meristemo api­

cal el l!!'lbrión llega a la eta9a de torpedo ( Anrnirato, 1987 ). 

Conversión. 

La gerninaci6n o conversión dei embrión somático es la últ~ 

ma etapc, del desar'"Ollo de un embrión para llegar a plántu1a. En 

la conversión de embriones somáticos generalmente no se requie­

ren regul3dores del crecimiento y en ocasiones sólo las sales al 

50 -~ de alglin r1edio de ~ultivo. Desafortunadamente l'< "l?.yor!a 

de los reportes en embriogénesis so~ática no indican porcentajes 

de co:.versi6n, los est11dios se centran ?rincipal'T!.ente en el P?"2 

ceso de embriogénesis, en los factores que la controlan y e:-i t! 

ner la segu.ridrtd de obtener por conversión algunas plántulas. 

Ta~~oco indicnn que ~orcentajes de las plántul~s obte~idas, so-­

l°'reviven en condiciones de invernadero. Esto es probableme!"lte -

debido ~ que no s~ tie!1e un criterio bio;uímico que diafnost:.que 

C'\llidad y virror de un e:nb!"iÓn durante su desarrollo. l]on los 

porcentajes de conversión únicamente se CO!'!lflrueba si u!'l e-n ori6n 

es d~ c~lidad nl fir.al de su desarrollo, o~ro no nos i~dica que 



- 19 -

factores pudieron haberse cambiado durante su desarrollo, para ~ 

segurar su conversión. Este es el fin del análisis de proteínas 

de reserva, utilizarlas como un marcador bioquímico para ~etermi 

nar las condiciones necesarias _!!! ~ para obtener embriones s~ 

máticos de alta calidad. 

Ailn cuando se ha renortado que cientos dé. especfes pueden 

tomar el camino embriogénico .!!'.! ~. existen muchos retos a s~ 

perar. Ammirato (1987), se refiere a los principales: 1) Rl pr~ 

ceso embriogénico es repetitivo, el embrión mismo puede ser cen-­

tro de embriogénesis y desarrollar embriones secundarios en la b~ 

se de la radícula, ésto es causa da uno de los princicales probl~ 

mas en embriogénesis somática, la falta de sincronía en las dif_! 

rentes fases de desarrollo, de aquí la importancia de separar las 

fases de inducción y desarrollo proporcionando "pulsos" cor­

tos ( pulso - exposici6n del in6culo a reguladores o a algÚn otra 

variable ), para evitar la continua acción de los reguladores del 

crecimiento, 2) Pueden existir embriones dobles, triples o en 

grupos que al geminar generan brotes mÚltiples. 3) El desarro-­

llo de los cotiledones puede ser anormal, poseer uno, dos o más -

en un solo eje embrionario, su desarrollo ~uede ser pobre o in-­

cluso estar fusionados o incompletos. 4) El embri6n cuyo desar?'E 

llo fue nonnal puede no germinar o hacerlo parcialmente con apar.!_ 

ción s6lo de brotes o raíces. 5) Algunas etapas de desarrcllo, -

pueden ser muy rápidas, lentas o no presentarse. 6) Como embriSn 

al fin de su desarrollo no presenta ningún tipo de latencia, como 

el que experimentan embriones de origen sexual. 7) Final.mente no 

se han encontrado las condiciones para que los embriones somáti-­

cos acumulen substancias de reserva utilizables durante la ~ermi- . 

nación. 

Algunos de los problemas anteriores pueden ser sol•1cionados 
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optimizando las condiciones particulares de un sistema de embri2 

génesis somática. 

El conocimiento de los eventos bioquímicos y fisiol6gicos 

del proceso embriogénico proporcionará más elementos para la ~ 

plicaci6n comercial de esta fonna de propagaci6n clonal. 

Usando como modelo la zanahoria, ha sido posible regular el 

proceso de embriogénesie somática por la adici6n de poliaminae -

espernidina, eepermina y putrescina al medio de desarrollo 

Bradley _!i !!•• 1984; Feirer !! !!!•• 1964 ). For otro lado~ 

comprobando estas observaciones Feirer !! !!!• (1965), encontr~ 

ron que la adici6n.de inhibidores de síntesis de poliaminas esp~· 

cialmente de eepermidina trajo consigo la reducci6n del desarr2 

llo embriogénico sn zanahoria. Sin embargo Litz y Schaffer ( --

1987 ) , han encontrado que al adicionar poliaminas al medio de 

cultivo no afectan el inicio de la embrio~nesis somática en te­

jido nuceler de mango, incluso la espermidina inhibió el desarr2 

llo de callo en uno de loe cultivares estudiados. En el mismo e~ 

tudio Litz y Schaffer encontraron que la embriogénesis somática 

proveniente de tejido nucelar de mango, no es dependiente del e~ 

tímulo con 2,4-D, explican que el papel del 2,4-D puede ser el 

de clonar células dete:nninadae pre-embriogénicamente, hasta que 

una suficiente densidad de células permite unn alta respuesta e~ 

briogénica. Sugieren que el estudio a nivel bioquímico del des~ 

rrollo in ~ puede proporcionar mavor comprensión de los ~ec! 

nismos que controlan la embrior.énesis so~ática, aunque finel~en­

te no aportan pruebas que coT.prueben su teoría. 

Otro <>TUPO de substancies que se cree que tienen actividad 

moduladora en embriogénesis soTática son las oligosecarines ( o­

li~osacáridos C3naces de regular procesos fisiológicos ). En t~ 



- 21 -

baco se ha reportado la modulación de la re~eneraci6n de plantas 

por oligosacarinas ( !lBrvill, 1985 ). 

Los estudios realizados hasta la fecha, indican que el con~ 

cimiento de los procesos morfogenéticos de plantas desarrolladas 

.!,!! ~ es disperso y que se necesita una g1an cantidad de in­

vesti¡raci6n tanto a nivel básico como aplicativo. 



- 22 -

c.3. Embriogánesis som4tica en alfalfa. 

Los primeros reportes de regeneración ,!!!. .Y.!!!2 de alfalfa 

Medicego ~ L. ) , fueron publicados a partir de 1972 por el 

grupo de E. T. Bingham de la.Universidad de Winsconsin. 

La organogénesis fue el ca"1ino de regeneración de alfalfa -

hasta principios de la década de los 80's ( Stavarek !,! !!!·, 1980; 

Reisch y Bingham, 1980 ) a partir de entonces la mayoría de las 

publicaciones son vía embrior,énesis somática. 

Para la propagación de Medicago, prácticamente se utiliza 

cualquier parte de la planta, predominando el uso de tejidos jó­

venes como hipocótilo y cotiledón. 

El cuadro 1 muestra una revisión de estudios sobre regene­

ración de alfalfa por embriogénesis somática, en donde se resalta: 

el genotipo, fuente de inóculo, med.ios de C'.lltivo y regulado­

res del crecimiento. 

Una característica importa.'lte de la regeneración .!.!! ~ de 

alfalfa es su fuerte dependencia del genotipo, como lo de.,,uestran 

los estudios de Mi tten .'!! ~· (1984) y Brown y Atanassov (1985), 

quienes determinen, estudiando 35 y 76 cultivares respectivamen-­

te, que existe una mayor respuesta embrio~énica cuando la varie­

dad en cuestión posee una mavor contribución genética de Medicago 

f"llc<1tn que de l'ledica¡¡o ~· 

Los porcentajes de res::;eneraci6n en alfalfa son t'll.lY variables, 

dependiendo de la fuente de ge?"lloplasma, de cultivar a cultivar y 

de planta a planta, por su característica de ser una especie pr.!:_ 

do"linantemente de polinización cruzada y consecuentemente con 

al ta variabiliaad ~néÚca. 
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Cuadro l.- h'nbriogénesi~ so-n~tic~ en alfalf~ ( ~ ~ L. ). 

Variedad Inóculo Medios y reguladores {mg/l) 
Ref. 

Inducción Desarrollo Conversión. 

Regen S Ovario y SH 4. 65 A:iA SH 11 2 14-D SH O.'.l5 ANA 143 
pecíolo 2.15 K."l 1.08 Kn 10 GA

3 

A-15 Hipocótilo Boi 22 2 ,4-D Boi 0.2 ANA Boi S/R 97 
cotiledón 1.IJ8 Kn 2.15 Y-"l 
peciolo y 
ho;!a 

Lucerna Cotiledón MS 2 2 14-D 11!$ S/R Boi S/R· 76 
hipocótilo 0.25 BAP 

Sar:uiac Hipocótilo Boi 2 2 14-D Boi S/R Boi S/R 45 
2 Kn 

Ladak
8 

Hipocótilo St! 4,55 ANA SH 11 2,4-D Boi S/R 86 
Norseman 2 .15 lrn 1.08 Kn 
TUrkistan 
Nomad 

Regen S ovario y SH 4.65 ANA SH 11 2,4-D 114 
pecíolo 2.15 Kn 1.08 Kn 

Rangelan:!? Cotiledón B
5
h 1 2,4-D Boi 5/R SH 0.02 ANA 13 

der hipoc6tilo 0.2 Kn 
Regen S ó 
Kan e SH 11 2,4-D 
SCM1'3713 l Xn 

Br l c Raíz e SH l 2,4-D SH S/R 94 
Le l hit)oc6tilo 21. 5 Kn 
Heirichs 6 

LS l ANA LS S/R 
6 Xn 

6 
SH 11.2 2,4-D Boi S/R Boi S/R 

1.08 Kn 

Continua ••• 
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Cuadro l.- Contirruaci6n ••• 

Variedad Inóculo 
1'1edios v reguladores {rn:. l.) Ref. 

Ind'..lcr.id:t Des,;,rrollo Conversi6:i 

Heirichs Raíz e Eoi 2,¿-D 3oí S/R lloi S/R 95 
hipocótilo 2 f.'.n 

6 
s¡¡ ll.2 2,~-D 

l'l.l Pec:í9lo 
hi¡ioc6t;ilo 
hoja 

l.08 Kn 

S/R ~·s S/R 83 

a - Más 31 variedades; b - r.ás 72 v~riedades; e - ~és 7 va~íedades~ 
se presentar. liis "·~:riedades con n:o:i.vor r~spueste. 

Abreviat'..lras: 

r;s ''urashiire '.' s~:oo;; (1962) 

3'l Schenk y Hildebra..,dt (1972) 

LS Lins~~ier y Skoog (lS65) 

~oi Blaydes (1966) 

Gabor~ !i !1· (19é8); ~odifi 

c?.io ( Bro· .. :n ~r Atfi.."'la.sscv, 

OA
3 

ácido ~iberélico 

2 ,4:""D ácido 2 ,4-diclorofeno:i.~ia­
cético 

ANA ácido naíta1en~c~ti~' 

Kn 

!l/R ii:i. re,;uladores 
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Una fo:nna de obtener altas respuestas embriogenicas es sele~ 

cionar y clonar plantas embrio,,énicas mediante un proceso conoci­

do como 0 selecci6n recurrente•• ( mismo que fue empleado en este -

estudio ). 

Los ciclos de selección recurrente pueden incrementar una 

frecuencia de regeneraci6n de menos del 10 'I> hasta 70, 80 6 in-­

cluso el 100 ~. De hecho, la variedad Regen S, de donde se han 

obtenido diferentes lineas que han servido par<\ varios estudios -

en embriogénesis somática, proviene de un~ selecci6n y cruza de 

s6lo 5 genotioos, 4 provenientes de le v"riedad s~ra..~ac y 1 de.­

la variedad rupuits ( McCoy y Walker, 1984 ), estas variedades de 

acuerdo con Brown y Atanassov (1985), poseen baja respuesta em---· 

briog.Snica. 

La selecci6n recurrente indica que el proceso embriogénico 

es hered'lble, Reisch y Bingham (1980), plantean que la capacidad 

de re¡;eneraci6n en alfalfa puede estar controlada por dos genes -

que denominan n,,_ y Rn
2

, sin e"'bargo no aportan evidencias exp!_ 

rimentales suficientes para comprobar su aseveración. Brown y 

Atanas~ov (1985), creen que el ná~ero de genes implicados debe 

ser mavor al observar la re~puesta de 76 cultivares. 

La regeneraci6n in ~ de alfalfa vía embriogénesis somát! 

ca, parece est~r controlada por tres factores: 1) tipo y cantidad 

dP. re15'tl ador de creci.,,iento usado como fuente de auxina, 2) con­

cent~ci6n de citocinina end6genA y 3) nivel y fuente de nitróge­

no reducido en el "11edio de regeneraci6n ( llcCoy v \'ial~er, 1984 ). 

Se necesita un mínimo de 25 mM de NH4 para l" diferenciaci6n de 

er.ibriones somáticos de alfalfa ( !f.cCoy y .Yalker, 1984 ). La adi­

ción de "'11inoácidos ( caseína hidrolizadR ), mejora la cantidad y 

posible'llente la C'llidad de eMbriones so:oáticos ( Meijer v Brown, 
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l9B7 ), específicamente prolina, alanina, arginina y glutamina 

( Stuart .!!.! ~·• l9BS ). Los reguladores de1 creci~iento se uti­

lizan para la inducción de la embriogénesis, comúnmente se em-­

plea una auxina o una combinación auxina-citocinina. Para el de­

sarrollo se disminuye o eliminan los reguladores del crecimiento. 

La conversión generalmenoe se lleva a cabo en un medio sin re;ru.l~ 

dores, aunque existen reportes donde se utilizan bajas concentr~ 

ciones de auxinas y giberelinas ( Dos Santos.!!.!~·• 1983; Brown 

y Atanassov, 1985 ). Con respecto a la fuente de carbono Meijer 

y Brown (l9B7), han verificado que el 3 ~de sacarcsa usado cn-·12 

mente en los medios de cultivo es la concentrnci6n más adecuada y 

no hay raz6n para variarla. 

A partir de cultivo de protoplastos también se han obtenido 

embriones somáticos. El cuadro 2 contiene una revisión de est~ 

dios sobre regeneración de alfalfa por cultivo de protoplastos. 

En esvos reportes se observa que la embriogénesis somática pu~de 

ser obtenida en diferentes condiciones a oartir de callo o direc­

tamente de tejido de hoja, ea de notar la carencia de estudios s~ 

bre fusión de protoplastos en alfalfa. 

Recientemente, Groose v Bingham (l9B4) y Nagarajan y Walton 

(l9B7}, han estudiado diferentes características de plantas reg•­

neradae !!! ~de alfalfa por variación somaclonal, aprovech~ 

do la variabilidad genética~,!!.!!. que ?roporciona el desarrollo 

y regeneración a partir de callo. 

Con reenecto a la selección i!! ~ de nlfalfa Croughen !!!_ 

~· (197B), selecr.ionan lineas celulares tolerantes a 1 ~de NRCl 

en el medio de cultivo. Reisch y BinghR1!1 (1981), obtienen el de­

sarrollo de plantas resistentes a etionina, un· análogo de la m• 

tionj~a. 
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C1.l3.d~o 2.- E'":'.hrioger..e.sis so..,ática !>Or c1.iltivo de orotoplasto~ en 

~se.tiV:l t. 

Variedad In6culo Medios y reguladores ( mg/l ) lle f. 

Cultivo Inducción Desarrollo Conversión 

Canadisn Hoja Kao Irao Kao 55 
O.l Zea S/R 
l 2,4-D 

Lucerna Hoja Kao UM l!S ~s 29 
0.2 2 ,4-D 2 2,4-D 0.05 ANA S/R 
l ANA 0.25 Kn 0.5 BAP 

llegan S Callo SH Boi SH 53 
de ll 2,4-D S/R 0.05 ANA 
pecíolo 10 GA

3 
Citation Callo Kao o a

5 
SH Boi o LS SK 6 

l.nswer de l 2,4-D ll 2 ,4-D S/R il/R 
Regen S cot., o. 5 Jrn l Kn 

hip. y 
hoja 

Rangelander Hoja Kao mi NR NR 27 
Regen S 

l[ao Kao (1977) GA
3 

ácido geberélico 

U1I Uchimiya j' Murashige (1974) 2;4-D ácido 2,4-diclorofenoxi-

llS llurashige y 3koog (1962) aclltico 

Boi Bl~dee (1966) 
ANA ácido naítalenac6tico 

SH Schenk y Hildebrandt (1972) Zea Zeatina 

LS Linsmaier y Skoog ( 1965) BAP Bencil amino purina 

ªs Gamborg .!! .!!_. ( 1968) 
Kn hnetina 

NR No reportó 
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0.4. Ernbrio~énesis so~ática en apio. 

Williams y Oollin (1976), fueron los primeros en publicar la 

regeneración !!! ~ vía embriogénesis somática en apio ( Apium 

graveolens L. ), en su estudio utilizaron cultivos de células en 

suspensión, en donde obtuvieron: embriones somáticos en difere!!_ 

tes fases de desarrollo, grupos de células y estructuras radicul~ 

res, a este respecto sugieren que la organogénesis puede ocurrir 

cambiando condiciones de c;ultivo. 

En apio el desarrollo de embriones somáticos puede ser obte­

nido en el mismo medio de inducción, incluso de nuestros result~ 

dos el proceso completo de embriogénesis ( inducción, desarrollo 

y conversión ), es "osible obtenerlo en un solo medio, no obst~ 

te es preferible separar cada etapa de desarrollo porque en un s2 

lo medio la continua acción de la ~uxina 2,4-D, redunda en bajos 

porcentajes de genninación y poblaciones altamente asincrónicas. 

A diferencia de alfalfa, en apio el genotipo no es un factor 

determinante para la regeneración de plantas por embriogénesis s2 

mática, en cambio la proporción auxina-citocinina es critica para 

lograr la obtención de embriones somáticos ( Orton, 1984 ), otro 

factor que parece ser importante es la fuente de nitrógeno. Al-A!! 

ta y Oollin (1978), en uno de los pocos trabajos donde se estudió 

el efecto de la fuente y nivel de nitrógeno en apio, encuentran 

que el incremento al doble en la concentración de amonio en el m.!!_ 

dio de desarrollo ( MS ), aumenta la cantidad de embriones obten.!_ 

dos, sin emb~rgo, cuando se triplica o cuadruplica la concentra­

ció~ de amonio, se inhibe el desarrollo embriogénico, quedando 

los embriones en estado globular. En el mismo estudio confirman 

que el 3 ~ de sacarosa usado como fuente de carbono es la concen-
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traci6n más adecuada para el desarrollo de e~briones so~áticos de 

apio. 

En el cuadro 3 se presentan diferentes estudios de embrio­

génesis somática en apio, se aprecia que la fuente de inóculo ha 

sido comúnmente pecíolos y en algunos casos hipoc6tilo y que el 

medio empleado es por lo comán el propuesto por Murashige y Skoog 

(1962). 

El desarrollo embriogénico de apio, sigue el patr6n general 

de otras especies cultivadas _!!! vitro, es decir se presenta la e~ 

cuencia de fases de desarrollo globular, corazón y torpedo ( A1-

Abta y Collin, 1978; Zee y Wu, 1979; Vega, 1987 ). 

Al igual que en otras especies el sistema de embriogénesis 

somática de apio, produce poblaciones de embriones con asincronía 

en sus fases de desarrollo. A1-Abta y Collin (1978), obtienen 

sincronía en la etapa globular al someter a callos embriogénicos 

a altas concentraciones de sacarosa y amonio, desafortunadamente 

esta sincronía se pierde con el desarrollo posterior. 

Como fue propuesto por Vega (1987), el sistema de embrio~n~ 

sis somática de apio posee un amplio potencial para ser usado co­

mo un modelo biol6gico, desde la aplicación biotecnol6gica e pro­

ducci6n de semillas artificiales ), haBta estudios en biología -

básica ( análisis de proteínas embriogénicas ). El trabajo real! 

zado por Vega (1987), pennitió usar el sistema de apio para des~ 

rrollar algunos aspectos de la tecnología de producci6n de semi~ 

lla clonal. 
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Cuadro 3.- Embriogénesis somática en apio ( Apiu.m grnveolens L. ) 

Dulce ( Mill ) Pera. 

Cultivar In6culo 
Reguladores del crecimiento ( M ) 

Inducción Desarrollo 

Latha."U 
Blanching 

Peciolos 0.23 2,4-D 0.23 2,4-D 

Latham Peciolos 
Blanching internos 

Latha~ Self Peciolos 
:1anching 

Plorimart Peciolos 
j6venes 

New Dwarf Peciolos 
White 

2.2 2,4-D 
2.7 Kn 

2,2 2,4-D 
2.7 Kn 

5,4 ANA 
0.47 Kn 

2,2 2 ,4-D 
2.7 Kn 

Ne?i Dwarf 
lfhi te 

Hipoc6tilo 2.2 
2.7 

2,4-D 
Kn 

Apio Chino 

Tall Utah 
52-70 R 

Tendercrip 

New !).o.·arf 
1r.,1te 

Tall Utah 
52-70 R 

'1aud-Beaup 
PI169)01 y 
Fil 715'JO 

,ew I>Harf 
i'ft.ite 

Peciolos 

Yemas 
axilares 

Hojas y 
peciolos 

!l. R. 

Peciolos 

Pecíolos 
j6veneo 

.Pecíolne 

2.2 2,4-D 

4.5 2,4-D 
4.4 BA 

6,6 2,4-D 
2,7 Kn 

2.2 2,4-D 
2.7 Kn 

9,2 2,4-D 
4,4 BA 

2.2 2,4-D 
2.7 Kn 

2.2 2,4-D 
2.7 Kn 

2.2 2,4-DL 
2.7 Kn 

2.2 2,4-DL 
2.7 Kn 

4,5 2,4-D 
4.7 In 

22. 6 2 14-D 

0.25 2 14-DL 
2.7 Kn 

2_.2 2,4-DL 

2.2 2 1 4-DL 
0.46 Kn 

6.6 2,4-D 
2.7 Kn 

2.2 2 ,1t-D 
2.7 Kn 

0.45 - 2.7 
2,4-D 

0.4 BA 

2.2 2 1 .;-n 
2.7 Kn 

Conversi6n 

S/R 

S/R 

S/R 

O. 54 ANA 
13.9 Kn 

S/R 

S/R 

2.8 Kn 

2,3 2,4-D 
4.5 Zeatina 

S/R 

S/R 

S/R 

S/R 

va.riAS 
.hoI'!Donas 

Reí. 

107 

144 

l 

16 

30 

2 

147 

100 

11 

30 

37 

12 

145 

2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético; Kn - Kinetina¡ BA - ?encila­

minopurina; ANA - Acido naftalenacético; S/R - sin re;,uladon;s, 

~iC:'t.l ;: En todns los casos se reportr1ran co::i:> 11edio (s) al r!.·cpuesto 

r,o,- :.:•,rashi•·e \' 3koog (19:,2) •. !'\tente; Vern (1987). 
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D. PROTEINAS DE RESERVA EN SEMILLAS. 

Las proteínas presentes en el desarrollo embrionario son de 

dos tipos ( Danielson, 1976; en Villegas, 1986 ): 

l) Proteínas metab6licas: enzimáticas y estructurales, relaci~ 

nadas con la actividad celular normal, incluyendo la sínte­

sis del segundo tipo: 

2) Proteínas de reserva, de acuerdo con Derbyshire (1976), pu! 

den ser definidas como cualquier proteína acumulada en cent! 

dadas significativas durante el desarrollo embrionario y que 

durante la germinación son hidrolizadas rápidamente. 

Las ~roteínas de reserva en la semilla, proporcionan nitr~ 

geno y aminoácidos al embrión mientras viene a ser autótrofo, ":B 
tropocántricamente son fuente de proteína en la dieta humana. 

Por razones operacionales las proteínas de reserva pueden 

ser divididas en cuatro grupos de acuerdo a su solubilidad ( Os­

borne .!!! !!:!.•• 1898¡ en Villegae, 1986 ): AlhWninRs, Globulinas, 

Prolaminas y Glutelinas, las cuales son solubles en agua, sol~ 

ción salina, solución alcohólica y solucio~es ácidas o alcali­

nas, respectivamente. 

Las semillas de cereales y leguminosas difieren en el tipo, 

cantidad y sitio de depos'ción de proteínas de reserva. En pro­

medio las semillas de cereales contienen 10 ~ de proteína, mien­

tras que en leguminosas el contenido varia entre 25 y 35 "· En 
cereales la fracción de proteínas prolaminaa constituyen la ma­

yor parte de las proteínas de reserva, en leguminosas lo es la 

fracción de globulinas. Las proteínas de reserva en cereales se 

localizan en el endospermo, en leguminosas en el embrión y cot! 
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ledones. 

En semillas de leguminosas, la fracción de proteínas de re­

serva globulinas, produce en gradientes de sacarosa dos grupos 

de ~roteinas con coeficientes de sedimentaci6n de 6-8 S y 11-13 S 

con pesos moleculares de 150-200 Kd y 350 Kd, respectivamente y 

con puntos isoeléctricos en un intervalo de pH de 4 a 6 ( Vill! 

gas, 1986 ). A partir de 1976 la fracci6n 6-8 S se le ha llama­

do Vicilina y a la de 11-13 S Legumina o simplemente proteínas -

7 S y 11 S, respectivamente. 

La legumina ( 11 S ), son proteínas hexaméricas, compuestas 

de seis eubunidadee ( 'M = 60 Kd ) , cada una de las cuales consi.!!_ 

te de un polipéptido relativ~ente ácido enl.azsdo por puentes d! 

sulfuro a un polipéptido básico ( Iqcett, 1984 ). 

La vicilinn ( 7 S ), son proteínas menos de:Cinidas, con un 

peso molecular de 150,000, con eubunidadee de 50,000 l)altoos. 

Ambas globulinas se encuentren presentes en ls familia Le~ 

minosae y adn en otras plantas dicotiledóneas. 

La síntesis de proteínas de reserva en leguminosas inicia 

con la endoreduplicaci6n del genoma, durante el desarrollo em­

brionario y termina cuando la semilla va perdiendo humedad y e~ 

tra sl estado de latencia. Las proteinse 7 S y ll S se depos,! 

tan en cuerpos protéicos. 

Aún cuando la relacidn en proteínas 11 S y 7 S no ha e,! 

do completamente estudiada, hay una gran similtud en la composi­

ci6n de aminoácidos de las proteínas vicilina y legumina entre -

diferentes especies leguminosas, lo que hace pensar que tienen -

ancestros genéticos comunes. 
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D,l, Proteicas embrio-espec!ficas en embriogénesis soma­

tica. 

Las proteínas de.reserva han sido propuestas por Stuart !! 
!!!• (1985), como un buen marcador bioquímico del proceso de em­

briogénesis somática en alfalfa, con el fin de obtener embriones 

somáticos de alja calidad. 

Uno de los primeros estudios en donde se analiz6 la síntesis 

de proteínas de reserva en embriones somáticos, fue llevado a ca­

bo p'or Crouch .(1981, 1982), ·quien dete:nnin6 el patr6n de síntesis 

y acumulación de proteínas en embriones somáticos y cig6ticoa de 

Brassica napus, encontr6 dos proteinaa de reserva embrioespecíf! 

cas; una ~licoprote!na 12 S y una proteína básica 1.7 s. Aun-­

que ambas proteínas se encuentran presentes en embriones cigtSti-­

cos y somáticos, el tiempo y extención de acumulaci6n son dife-­

rentes, siendo mucho menores en embriones somáticos. 

En el sistema de embriogénesis somática de zanahoria Sung y 

Okimoto (1981), encontraron dos proteínas embrio-especificas, sin 

embargo su presencia no ea constante y no obtuvieron suficientes 

evidencias para decir que el control interno de la embriogénesis 

es debido a cambios bioquímicos ocurridos antes de la determina-­

oi6n embriogánica de las oálulas ( el cembio de competencia a d! 

terminación ocurre en zanahoria cuando se elimina la auxina del -

medio de cultivo ), 

En alfalfa, Stuart !! !!· (1985), demostraron que existe sía 

tesis de proteínas de reserva en embriones somáticos, en el aná­

lisis de proteínas en geles de poliaorilamida, las bandas 7 S y 

11 S corresponden a las encontradas en embriones cig6ticos, asi­

mismo, encontraron que una baja expoeioi6n y concentrac.ón de 
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2,4-D en el •edio de inducción se traduce en una mayor síntesis 

de proteínas de reserva, en un mejor desarrollo de loe embriones 

y en una me,yor tasa de con7erei6n. Concluyen que las proteínas 

~e reserva pueden ser un buen marcador bioquímico para el diag-­

n6stico de embriones con calidad y vigor. 

Recientemente Stirn y Jacobsen (1987), analizan el patr6n 

de prote!nas de call.os embriogénicos y no embriogénicos de chí­

charo, encontrando que son idánticos a excepci6n de dos polip6p­

tidos ( M = 45 Xd y 70 Kd, respectivamente ) , que se encontra-­

ron consistentemente en cailos embriog~nicos, a'1n cuando no ~ 

cen ninguna mención que estas proteínas se relacionen con ~rotef 

nas de reserva. 

En un estudio similar Chen y Luthe ( 1987), encuentran dos 

polip6ptidos ( M = 54 Xd y 24 Kd ), presentes en callo embriogf 

nico de arroz ( ~ ~ L. ), pei:o Bl!lbos polipéptidos no -

fueron detectados en callo no embriogénico de la misma especie, 

en este estudio tS111poco se hace comparaci6n alguna con las prot.2,Í 

?lBS de embriones cigdticos. 

El estudio a nivel bioquímico de los eventos organizacio?lB~ 

les v de desarrollo de la embriog6nesis somática, seguramente P2 

drá dar IDBl{or int'ormaci6n para el manejo y aplicación de la Pi:!. 

pagaci6n clonal por cultivo de tejidos, éin embargo es de recon2 

cer que hace falta una gran cantidad de estudios a este nivel pa­

ra llegar a comprender los procesos de dediferenciaci6n y redife­

renciaci6n de plantas .!:!! ~· 
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E. INMOV!LIZACION Y MICROENCAPSULACIOP. DE MATERIAL 

BIOLOGICO. 

La inmovilización de cálul.as es una técnica utilizada en cu! 

tivo de tejidos vegetales, principalmente para la producción de 

metabolitos secundarios, las técnicas de atrapamiento incluyen el 

uso de diferentes polímeros como: quitosanas, agar, agarosa, g~ 

latinas, alginatos, carragenina, poliacrilamida, etc. ( Paredes, 

1986 ). Uno de los geles que es muy utilizado en la irrnoviliz! 

ción de células vegetales es el alginato, quien mantiene desoués 

de la innovilización altas tasas de viabilidad, res9ira.ción, des! 

rrollo y división celul.ar, en compf\I"ación con otros polímeros -

Knorr !!_! .!!:!·, l.985 ) • 

Para encapsul.ar embriones somáticos Redenbaugh !!_! .!!:!• (1986) 

retoman el procedimiento de inmovilización de células vegetal.es y 

lo adaptan para proponer la producción de semilla clonal con el 

desarrollo de plántul.as hasta invernadero. sus resultados son p~ 

sitivos y concluyen que los al.ginatos son los geles más adecuados 

para encaosular embriones somáticos de alffllfa, coliflor y a0io. 

De aquí la importancia de conocer más acerca de las caracte­

rísticas de los al.ginatos. 

E.l. Propiedades y estudios donde se utiliza al.ginato. 

El alginato de sodio es un polisacárido soluble en agua, a 

diferencia del alginato de calcio que es un gel insoluble ( Gisby 

y Hal.l, 1980 ). El alginato de sodio es un gelificante que es e! 

traido de algas marinas pardas, entre las cuales se encuentran: 

Macrocystis pyrifera L., Laminaría hyperborea L., Laminaría digi-
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~ L. y Laminaria saccharing ( 'Nindholz, 1975 ). 

El alginato de sodio es insoluble en alcohol, cloroformo, ../ 

éter y soluciones ácidas que tiene,·, un :iH menor de 3. 

El alginato de sodio que es extraído del alga Laminaria &­
perborea L., tiene una alta relación ácido gulourónico/ácido man!! 

rónico ( G:M ), por lo que al entrar en contacto con soluciones 

de salea de calcio, ocurre una reacc16n de intercambio i6nico, 

formándose inmeiiatamente el gel de alginato de calcio, la consi.!!. 

tencia del gel estará dada.en base a la relaci6n G:M y por loa 

enlaces fo1111ados entre loa grupos carboxílicos y moléculas de áci 

do gulour6nico. 

Algunos de los estudios donde se utiliza al. alginato de e~ 

dio como agente illlnovilizante o como matriz de encapsulaci6n, son 

los siguientes: 

Kierete.n y Bucker (1977), han·tenido éxito en la inmovil.iz! 

ción de células de levadura ( Saccbaromyces cerevisiae y ~­

romyces marxianus ), enzimas ( glucosa oxidasa ) y organelos ( -

cloroplastos y mitocondrias ), en alginato de calcio al 1 6 2 "· 

Las células perme.necieron vivas y con actividad metabólica para -

producir etanol hasta por 10 días, de igual modo mencionan que 

tanto enzimas como organelos manifiestan· actividad metabólica, 

Gisby y Hall (1980), inmovilizan cloroplastos en esferas de 

al~inato de calcio, en presencia de un buffer biológico, ácido 

N-2 hidroxietilpipirizine-N-2 etanosulf6nico (HEPES) a un pH de 

7.5, más l ~de albumina de suero bovino. Sus estudios de inmovi 

lizaci6n dP. orge.neloa son con el fin de realizar estu~ios -etab6-

licos, en la producción de hidrógeno en organelos encapsulRdos. 

El alginato puede "estar combinado con otras substancias, P! 
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ra proporcionar diferentes propiedades a la matriz de encapsul~ 

ci6n. Kumaraswamy !! ~· (1981), reportan la inmovilización de 

enzimas en una matriz de ácido alg:{nico y copolímeros de polia~­

crilamida, los grupos carboxilicos del ácido algínico y los gru­

pos amida del copolímero proporcionan sitios de enlace para las 

enzimas, lo que les da una mayor estabilidad química. 

Por su parte Franklin y Moss (1981), utilizan c~lulas y tej.!_ 

dos de rata, microencapsulan islotes pancreáticos y c4lulas hep~ 

tiesa en alginato de calcio, además cubren a dichas cápsulas con 

una membrana semipermeable de polilisina, afirmando que las cálu­

las encapsuladas mantienen su actividad, hasta por 24 días. 

Matteau y Saddler (1982), encapsulan al hongo Trichoderma sp. 

en alginato de calcio, logrando producir glucosa en base a la as2 

ciaci6n micelio-:S-D-glucoaidasa de Trichoderma. Encuentran que 

la vida media de la enzima es superior a les 1,000 horas. La enz.!_ 

~a B-D-glucosidasa es esencial para la conversión enzimática de 

celulosa a glucosa. 

Cheethan ü U• (1982), trabajando con células de ~ 

rhapontici, producen isomaltul.osa a partir de soluciones concen­

tradas de sacarosa, con células inmovilizadas en alginato de ca! 
cio. 

Tipayang y Kosak (1982), producen cuentas geli~icadas da a! 
ginato de calcio, conteniendo I.actobacillus vaccinosterium ( bac­

terias fermentadoras ), loa organismos enoapaulados pe:nnaneoen -

viables h~sta por 30 días, proponen el método de encapaulaci6n p~ 

ra producir ácido láctico. 

Reciente.,,ente Kcya y Nalaon { l.98 5), proponen una nueva ttlon,! 

ca para el control de insectos, la cual se basR en lA encapsula-
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ci6n de los nemátodos Steinernema ~ y Heterohabditis helio­

~ en alginato de cal~io. Producen cápsulas con 300 nemáto­

dos cada una, en estado infectivo, que utilizan para alimentar a 

insectos, con lo que esperan tener un m~todo para implementarlo 

como control biol6gico de plagas, 

Fravel !! ~· (1985), estudian el potencial del biocontrol 

de enf'ennedades vegetales, con organismos enca9sulados en una m~ 

triz de arc11la-a1ginato, utilizan cloruro de calcio y gluconato 

de calcio para producir por intercambio i6nico con alginato de s~ 

dio, una matriz de encapsuiaci6n. Encuentran que el gluconato de 

calcio produce un gel en donde significativamente ~ una mayor 

sobrevivencia de ore;e.nismos encapsulados, que si el intercambio 

i6nico se realiza con cloruro de calcio, 
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E.2. Propiedades y usos de las pectinas. 

En el presente estudio se utilizó al ácido poligalactur6nico 

como u.no de 1os geles para desarrol~ar la matriz de encapsulacidn 

de embriones somáticos obtenidos !.!:! ~. a continuacidn se pr! 

sentan algunas características gener,.les de las pectinas. 

Las pectinas son un amnlio grupo de polisacáridos presentes 

en las plantas terrestres, se encuentran principalmente en frutos 

y en combinación con celulosa y almidón funcionan como componen­

tes estructurales de la pared celalar. 

Las pectinas son muy conocidas por la propiedad que presen­

tan de formar geles cuando se hacen reaccionar con azdcares y ác! 

dos. Los polímeros de las pectinas están compuestos por unidades 

de ácido D-gnlacturdnico en configuración pirenosa, con enlaces 

glicosídicÓs o<.-1,4 ( Glicksman, 1969 ). Los grupos carboxilo 

del ácido poliga.l.actur6nico pueden encontrarse: esterificados 

por grupos metilo, neutralizados con cationes o como ácidos l! 

bree; de acuerdo al grado de esterificacidn las pectinas se nom­

bran de diferente forma ( ácidos pectinicos, substancias pácticas, 

pectinstos, etc. ), pero todos son modificaciones del ácido poli­

ga.l.actur6nico y se diferencian sólo por su grado de metilacidn. 

Las propiedades de las substancias p~cticas dependen grand!_ 

mente de su peso molecular o de su grado de metilaci6n. Las pe.!<_ 

tinas industriales contienen un al.to grado de metilaci6n y gelif! 

can co~ azdcares o ácidos, en cambio los ácidos poligalactur6n!_ 

cos con bajo grado de metilacidn tienen la prcpiedad de gelifi-­

car con iones de ca1cio, a menor grado de metilaci6n hav una m~ 

yor cantidad de grupos carboxilo para reaccionar con iones de 

calcio ( Towle y Christensen, 1973 ). 
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En el presente estudio se usará el ténnino ácido poligalac­

tur6nico o pectinato para distinguirlo de las pectinas industri~ 

les. 

La formación del gel de peotinato se lleva a cabo de manera 

similar a como se lleva en los alginatos, es decir funcionan como 

intercambiadores cati6nicos altamente selectivos ( Vijayalakshmi 

.!!! !!·· 1979 ). 

Para la gelificaci6n del pectinato se requiere un pH _liger~ 

mente ácidv o neutro, porque únicamente grupos carboxilos dieoci~ 

dos toman parte en la reacción de entrecruzamiento. 

Las pectinas son ampliamente utilizadas en la fabricaoi6n de 

conservas y jaleas. 

Aún cuando loe pectinatos tienen una composición y ·estruc~ 

ra similar a los alginatos, han sido poco utilizados para estu-­

dios de inmovilización de material biológico. En uno de loe po-­

cos reportes donde se utiliza el pectinato como matriz de encape~ 

lación Vijayalashmi .!!! _!l. (1979), reportan que en la encapsula-­

ci6n de células de levadv.re. el pectinato pennanece estable en un 

intervalo de pH de 2 a 11, el tamafio de las esferas puede ser 

bien con~rolado en un intervalo de 200 a 400 .JI, prácticamente no 

tuvieron problemas de contaminación y las células inmovilizadas 

mantuvieron su viabilidad y estabilidad por más tiempo que si no 

estuvieran encapsuladas. 

Recientemente Arjona y Magaña (1987), utilizan pectinato al 

5.0 %, para inmovilizar células que hidrolizan el almidón de la -

harina del barbasco, indican que el pectinato puede f'uncionar m.!!. 

jor como matriz de encapsulación que el alginato mismo, en la in­

movilización de las células mencionadas. 
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F. ENCAPSULACION DE EMBRIONES SOMATICCS. 

La propagaci6n clonal masiva ~ ~ de plantas superiores 

a nivel comercial es un objetivo que en estos mo~entos avisora.n 

diferentes investigadores. 

La posibilidad de producir un gran número de plantas clona­

das es una alternativa que ofrece el proceso de embriogénesis s~ 

mática. 

A la fecha gran cantidad de reportes de regeneraci6n in !!­
!!:2 por embriogénesis somática, indican que probablemente cual­

quier especie vegetal puede regenerarse por esta vía, aún espe­

cies que hasta hace poco aran consideradas como recalcitrantes, 

como es el caso de los cult_ivos más importantes a nivel mundial: 

trigc, arrcz y maíz. 

Ha habido poco uso comercial del cultivo de tejidos vegeta­

les, los métodos de propagaci6n por cultivo _!!! vitre únicamen­

~e son aplicados a espeoies ornamentales y borticolas con un al­

to valor unitario. 

El escalamiento de la producci6n de plantas .!.!! ~ es P2 

sible si se desarrollnn sistemas de cultivo altamente eficientes 

·y en forma mecanizada ( Murashige,· 1978: Lutz .!!1 .!!!•• 1985 ), P.! 

ra competir econ6micamente con los métodos de propagación por s! 

milla. Una vez que un sistema de embriogénesis som~tica es bien 

establecido, es necesario utilizar métodos de fácil y econ6mico 

manejo de los embriones producidos. 

Se han propuesto diferentes metodoloP!as '!lllrA propar,ar mas! 

vamente a embriones somáticos: EncapsulAci6n de embriones sornát! 

cos ( Redenoaugh !! !!!•, 1984 ) ; SUspeasi6n en gel, en un pro c.!!_ 
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so llamado "fluid drillir.g" Sharp !! !!1·, 198J; Lutz !! .!!!•, 
1985 ) v secado de embriones somáticos ( Villegas, 1988; comu­

nicaci6n personal ). 

A la fecha los mfl.yores avances han sido hechos en encapsul,!! 

ci6n de embriones so~áticos, por un grupo de investigaci6n de 

Plant Genetics Inc., dirigidos por Keith Redenbaugh. 

El objetivo de encapsular embriones somáticos es proporcio­

narles una cubierta "bastante flexible para S!l10rtiguar y prote~ 

ger al embri6n, que peni>ita su germinaci6n y sin embargo lo sufi 

cientemente rígida para soportar el rudo manejo de las cápsulas 

durante su fabricaci6n, transporte y plantaci6n" ( Redenbaugh et 

!'!.!.·' 1986 

Para producir un análogo de una semilla de origen sexual 

( un embri6n somático encapsulado ), se toma como base la simil_ 

tud que existe con los embriones cig6ticos en morfología, fisio­

logía y bioquímica ( Redenbaugh !! .!!!•, 1986a ). 

Los embriones somáticos obtenidos .!!:! ~. siguen durante 

su desarrollo, las mismas etapas morfol6gicas que en la embriog! 

nesie sexual ( Dos 3antos !! !'!.!.·, 1983;. SUng !! !'!.!.·, 1984; Ammi 

rato, 1987 ). A nivel histol6gico las células que disparan la 

embriogénesis somática, tienen grandes· semejanzas citol6gicas y 

morfol6gicas con células sexuales embrionarias y meristemáticas1 

núcleos prominentes, poco vacuoladas, ricas en citoplasma, etc. 

( Sharp !! !'!.!.·• 1980 ). A nivel bioquímico Crouch (1982), de­

mostr6 que en embriones somáticos de Brassica napus hay síntesis 

de proteínes de reserva ( 12 S y l. 7 S ) , mismas que son caract,!_ 

rísticas y específicas del desarrollo embrionario sexual. En Ji! 
dicago sativa L. Stuart !! !'!.!.· (1985), llegan al mismo resulta-
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do, s6lo que las proteínas de reserva son la 7 S y 11 s. 

Pa2'I prod'lcir semillas artificiales se debe desarrollar una 

matriz de encapeulaci6n que eea capaz de contener y liberar n~ 

trimentos, reguladores del crecimiento y otros compuestos neces! 

rioe para la conversi6n del embri6n en plántula. Idealmente la 

cápsula podría contener substancias y microorganismos para cul.t! 

vares y condiciones ambientales específicas. Además el embri6n 

encapsulado podría ser manejado y plantado usando los equipos de 

alambra de eemil.las sexual.es. 

Se necesita inveetigaci6n en diferentes áreas: eincroniza­

cidn del desarrollo de embriones somáticos. y producción de ·~.;~,::-·· 
brionee eo~áticoe en biorre~ctor, para lograr el escalamiento de 

semillas artificiales. En zanahoria la sincronizaci6n de embri2 

nes somáticos es obtenida por diferentes métodos y en diferentes 

etapas. li'uji'!IUra y Koma'lline (1979), obtienen i1nicamente pobla­

ciones de embriones gl.obul.ares por filtración y tratamiento con 

zeatina 10-7 M, aunque el desarrollo posterior es asincr6nico. -

Lutz ,!! !!• (1985), obtienen hasta 70 ~ de embriones en estado -

torpedo por separación en gradientes de Percoll, filtración y 

tratamientos con ácido abscísico 10-6 M· Giuliano ~ !!.• (l.983), 

obtienen embriones en etapa corazón y torpedo por filtración en 

mallas de l.70 ..«. Por otra parte la nroducci6n de embriones som! 

ticos en biorreactor ya es posible en zanahoria y probablemente 

en un futuro cercano en otros cultivos ( Styer, 1985 ). 

Kitto y Janick (1980), iniciaron trabajos para utilizar di­

ferentes compuestos como cubiertas artificiales de embriones, en 

sus primeros estudios utilizaron embriones sexual.es de c!tricoe 

a los que les sustituyeron sus cubiertas naturales, pcr una art! 
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ficial; continuando con sus investigaciones Kitto y janick ( 1981 

y l985a ) , reportan diferentes compuestos que utilizan como cu­

biertas artificiales en embriones somáticos de zanahoria, encuea 

tran que Polyox WSR-N, Viscalex HV30 y Laponite XLS, son los -

compuestos más adecuados pare usarse como cubierta artificial. De 

estos tres compuestos, Polyox WSR-N ( óxido de polietileno ) , !!. 

rroj6 los mejores resultados y es el más utilizado en investiga-­

ciones posteriores, para 1982 los mis'TIOS autores encuentran que 

embriones so~~ticos de zanahoria encapsulados, pernanecen via-­

bles después de ser cubiertos con Polyox al 2. 5 J' y secados du­

rante 6 horas. 

Kitto y Janick (1983), determinan la sobrevivencia de e~bri~ 

nes somÁticos de zanahoria encapsulados con Polyox WSR-N, al som~ 

terlos a tratamientos con frio ( 4 ºe y ácido abscisico ( 10-ó 

M ), durante los tres Últirros d!as de inducci6n, encontraron que 

estos tratamientos favorecían la sobrevivencia de embriones encaE 

sulados sobre los testigos sin tratamiento. También encontraron 

que el ta.maño del embrión es determinante en los porcentajes de -

conversi6n, de tres tama.~os probados ( J,2, 0,4 y 0.6 mm ), la m~ 

jor respuesta para desarrollar plántulas a partir de embriones -

encapsulados, fue con los de mayor tamaño. Sin embargo, Kitto y 

Janick (1985), combinan tratamientos tales co~o: altas concentr!!. 

cienes de sacarosa, fria, ABA y difere~:es densidades de in6~ 

lo, y observan que hay disminución en la viabilidad de los em-­

briones encapsulados ( Kitto y Janick, l985b ). 

Un problema importante en los estudios de Kitto y Janick, 

es que la cubierta de encapsulaci6n utilizada, tiene un espesor 

muy pequeño 1 por lo ~ue los embriones a pes~r de estar proteg!_ 

dos contra cambios B:%1bientales, tienen el inconveniente de que 
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se dañan fácilmente y su manejo seria mu.y delicado, yor lo que el 

uso del 6xido de polietileno como matriz de encapeulaci6n, es di­

ficil de implementar a nivel comercial. 

Redenbaugb .!!! .!!!• (1986a), utilizan diferentes hidrogeles n~ 

turales para encapsular embriones somáticos, encuentran que el 

alginato de calcio es un gel adecuado para encapsular embriones -

somáticos de alfalfa, coliflor y apio. .El Blginato no presenta -

toxicidad para el embri6n, es soluble a temperatura ambiente, no 

requiere calor para gelificar y presenta una consistencia adecua­

da para su manejo en forma de pequeñas cuentas esféricas ( Knorr 

.!!! .!!!•, 1984; Redenbaugh .!!!. &·, 1984 ). 

Los embriones somáticos obtenidos por Redenbaugh y col., son 

encapsulados con alginato de sodio al 3.2 ~. La frecuencia de 

conversi6n de embriones encapsulados a plántulas, fue de JO a 40 

!> en embriones de alfalfa y de 60 a 90 'lo en embriones de apio, 

cuando son colocados para su germinación en substratos de agar; -

en cambio cuando el substrato fue vermiculita, arena o turba, hu­

bo una baja frecuencia de conversi6n a plántulas ( 5 ~ ), sin e!!!. 

bargo demostraron la factibilidad de sembrar a los embriones en-­

capsulados dirsctamente en invernadero. 

Recientemente, Redenbaugh ll .!!!• (1987), continuando con sus 

estudios de encapsulaci6n de embriones somáticos de alfalfa, en­

cuentran que substituyendo la fuente de carbono por maltosa en el 

medio de germinaci6n, aumenta el porcentaje de conversi6n de e!!!. 

briones encapsulados a casi el 50 ~. 

Con respecto a otras metodologías para lograr la producci6n 

de grandes cantidades de plantas por embriogénesis so~ática, Drew 

(1979), propone adap~or la tecnologia de siembra mecanizada de s~ 

millas prer.erminadas ( •Fluid drilling'' ) , para liberar grandes C":!! 
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tidade~ de embriones somáticos en invernadero o campo. 

La siembra de semillas pregerminadas, proporciona: germill!! 

ción más unifor:ne, menor tiempo de emergencia en condiciones de 

campo adversas y precisión y eficiencia en la siembra de semillas 

sexuales ( Lutz et ~·, 1985 ). El prcceso consiste en suspen-­

der a las semillas en un gel portador suplementado con aditivos, 

las cuales son bombeadas a suelo. 

El problema de este sistema de prouagación en el caso de z~ 

nahoria es que sus embri9nes somáticos son demasiado pequefioe p~ 

ra manejarlos y se necesita condiciones de esterilidad y alta h~ 

medad por un largo periodo, mientras los embriones vienen a ser 

autotr6ficos ( Drew, 1979 ). 

otra metodología tendiente a la propagación masiva de plan­

tas por embriogéneeis somática es secando gradual~ente a los em 

briones somáticos, con lo que las.actividades metabólicas se re­

ducirían al mínimo y el embrión entraría a un estado de latencia 

forzado. La idea proviene del grupo de D.c.w. Brown de la uni­

versidad de ottawa, y fu.e propuesta en contraposición al. proceso 

de encapsulación que se lleva a cabo en condiciones de alta hum,! 

dad. 

tas semillas de origen cig6tico pasan le un estado de alta 

humedad a uno de desecación o baja hwnedad en poco tiempo, du~ 

te este proceso la semilla sufre una gran cantidad de cambios f! 

eiol6gicoe que tienen como fin alcanzar el estado de latencia 

Tran y cavanngh, 1984 ) • 

La idea de Brown y col., quiza tiene el problema de"nueetro 

pobre conocimiento de loe procesos de inducción, mantenimiento y 

rom~imiento de lateneia en semillas sexuales para extrapolar. 

conclusiones a embriones .somáticos. 
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F.l. Potencial de semillas artificiales. 

Los avances logrados en embriogánesis somática permiten pr! 

ver que diferentes grupos interesados en desarrollar la tecnolo­

gía de producción_ de semillas artificiales, competirán para al­

canzar la supremacia en el campo, lo que seguramente traerá pro­

blemas a grupos o países que tarden en enfocar su apoyo a este -

tipo de tecnologias. Un ejemplo ·palpable son las patentes, en 

el caso de semillas artificiales, Redenbaugh !! al. (1987), obt~ 

vieron la patente y consecuentemente poca o vaga información se­

rá obtenida durante un tiempo considerable. 

La producción de semillas artificiales proporcionará siste­

mas de rápida propagación clonal, en donde se combinen las vent! 

jae de la propagaoión vegetativa ( incremento en la producción, 

uniformidad en las cosechas y resistencia a enfermedades ), con 

los bajos costos de los sistemas de producción de semillas ver~ 

deras ( Redenbaugh !! al., _1986 ). 

Los usos potenciales de semillas e0111áticas son dobles: como 

sistema de producci6n y como instrumento analítico. Laa semillas 

artificiales ofrecen la posibilidad de desarrollar sistemas de 

propagación masiva a bajo costo que puedan competir con semi--­

llas verdaderas. La tecnología probablemente será utilizada Pr!. 

mero·en cultivos con alto valor unitario; ornamentales y horta­

lizas y posterior.nante en monocultivos. 

Como instrumento analítico las semillas artificiales po~­

drían ser una ayuda en estudios de embriogánesis; deter.ninac16n 

del papel del endospermo en el desarrollo y germinac16n del em­

brión, estudios de formación de cubiertas de semilla y en varia-

ción eomaclonsl Redenbuugh !!_ ~·· 1987 ). 
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La tecnología de producción de semillas ·artificiales una _vez 

probada en una especie, podrá con sus modificaciones, ser adapt.!!. 

da a cualquier sistema de embriogénesis so~ática. 

La industria de semillas será radical~e~te cambiada a medida 

que se optimicen los procesos de propagación !.;:! ~· 

Actualmente la experiencia muestra la posibilidad de dismi-­

nuir costos de producción si la conducta del cultivo .:!:,!! ~ e.!!_ 

ta bien conocida y optimizada ( Boxus y Druart, 1980 ). 

El costo de semillas artificiales ( basado en el sistema de 

alfalfa ), fue calculado en 261.36 dólares por millón de unidades 

ó 0.026 oentavos por unidad Redenbaugh .!!.! al., 1987 ). Este 

costo incluye todo el proceso de cultivo de tejidos, encapsula--­

ción y gastos generales, y ha probado ser menor que en algunas 

especies híbridas y ornamentales. Las semillas de begonia, gera­

nio híbrido, gerbera y petunia tienen un costo unitario_ de 0.3, -

6.0, 1.4 y 0.35 centavos de dólar. 

Redenbaugh .!! .!!:!• (1987), enlistan 10 etapas para la comer-­

cialización de semillas artificiales: l) seleccionar un cul.tivo -

en base a su potencial biotecnol6gico y comercial, 2) desarrollar 

el sistema de embriogénesis somática, 3) optimizar el sistema, iE 

cluyendo la conversión de embriones somáticos, 4) automatizar la 

producción ( uso de biorreactores ), 5) sincronizar laa etapas de 

desarroilo de los cultivos, 6) detener el desarrollo de los em-­

briones en etapas especificas, 7) desarrollar la matriz de encap­

sulación, 9) identificar plagas y enfermedades específicas de se­

millas artificiales y 10) evaluar la producción agronómica de 

plantas provenie-ntes de semillas artificiales. 
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G. PELETIZADO DR SEMILLA:'l. 

El peletizado de semillas consiste en que unidades de semi­

lla o semillas son recubiertas con alg\Úl material que les cembia 

el tamaño, forma y peso original, las semillas pueden ser recu~ 

biertas parcial o totalmente ( Moreno, 1984 ). 

Es importante conocer espectos de peletización si consider.!, 

mos que con la producción de semillas artificiales, sería posi-­

ble utilizar estos sistemas de producción con sus ventajas ), 

y así lograr una más fácil aceptación de los agricultores, por -

embriones somáticos encapsulados. 

Las semillas cubiertas y con una fonna determinada, presen­

tan varias ventajas sobre las semillas naturales, como lo son: 

precisión en la plantación de semillas pequeñas y de fer.na irre­

gular, reducción de costos en op~rsciones manuales, inclusión 

de substancias quí~icas benéficas para la semilla, uso de menor 

cantidad de semillas, uniformidad en el microambiente de la se­

milla y la implementación de una alta mecanización en los cul.ti­

vos ( Roos y Moore, 1975; Hasley y White, 1980 ). 

E1 peletizado es utilizado am?li""'ente en la producción de 

semillas de cultivos ornamentales y hort!colas SSchs ,!!! _!!:!., 

1981; Sachs ,!!! .!!:!•, 1982 ) • 

Una se~illa peletizada all:l'enta la mec911izaci6n, con los si! 

temas de producción existentes, es posible colocar a la semilla 

en un espacio y profundidad determinada ( ~iller, 197J.; ~iller y 

Bensin, 1974 ), con lo que se logra U!l3 mayor uniformidad en los 

cultivos y en ocasiones una mRyor producción. 

Sin embargo, las. cubiertas proporcic~aaas a las semillas -
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( arcilla, arena, carb6n activado, polímeros, etc. ). muchas v~ 

ces lLmitan la eficiencia de la germinación y emergencia de las 

semillas ( Sharples, 1981 ), o en otros casos la velocidad 'de 

germinsci6n se ve disminuida ( Chrimes y Gray, 1982 ). Reportes 

recientes sugieren que la falta de un buen aprovisionamiento de 

oxígeno y/o agua, son responsables de la poca germinación de s~ 

:rillas peletizadas ( Millar, 1971 ), por lo que se han hecho 

dive!"Sos estudios ( Sharples, 1978; Sharples y Gentry, 1980; 

Sachs !! .!!l·• 1981 }, para encontrar materiales que no limiten 

la ger.ninaci6n y emer•enéia de las semillas. 

De los diferentes materiales utilizados como cubierta, el 

carb6n activado y la arenilla, han dado buenos resultados en el 

peletizado de semillas ( Sharples !! .!!l•• 1980 ). El carbón a~ 

tivado adsorbe una substancia inhibitoria de la ge:nninaci6n, de 

acuerdo con Sharples (1978), esta (s) substancia es producida 

por la mi!l'1a semilla, por su parte la arenilla pe:nnite un adecll!!: 

do intercambio de oxigeno entre la semilla y su microambiente 

Sacha _tl !!!_. , 1982 ) • 

La cubierta de las semillas, puede darles forma de tabletas, 

pero lo i~portante es utilizar materiales que favorezcan la ge! 

minaci6n y desarrollo de las semillas, Una alternativa es pro­

porcionar a la se?lli.lla diferentes substancias como: herbicidas, 

fertilizantes, reguladores del crecimiento, microorganismos, etc. 

con lo que se tendría mayor seguridad de que a partir de una se­

~i lla se obtendrá uná planta. En el caso de embriones somáticos 

encaps~lados, se puede optar por la misma alternativa, para pr~ 

ducir en lo posible a un verdadero análogo de una semilla de or! 

gen sexual.. 
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IV. lf.ATERIALES Y METODOS. 

A. MATERIAL VEGETATIVO. 

En el presente estudio se trabajó con semillas de alfalfa 

Me di cago ~ L. ) , variedad Rangelander línea A 70. 34 pro­

porcionadas por el Plant Research Center de agricultura de Ca­

nadá, con plántulas de alfalfa ( ~ledicago ~ ) línea Fl.1 

provenientes del mismo centro de investigaci6n y con semillas de 

apio ( Apium graveolens L. ), variedad Dulce Mill. Pera. tipo 

Tall Utah 52-70 ( semillas marca ITSCO ) , importadas de Estados 

Unidos. 

B. CULTIVO !!!. VITRO. 

B.l. Preparación de medios y condiciones de cultivo. 

Los medies basales utilizados en la presente investigación 

fueron: MS (.ll!uraahige y Skoog, 1962 ), MS modificado ( en cent! 

nido de nitrógeno por Meijer y Brown, 1987 ), SH ( Schenk y Hi!, 

deb:randt, 1972 ) y B
5

e ( Vill.egas y Brown, 1987, modificado de 

Gamborg .!!i !1·• 1968 ), la composición de cada medio se indica 

en el ap~ndice. 

El pH de ].os medios de cultivo se ajustó previamente a la -

esterilización: el. MS, MS modificado y SH a 5.8 z 0.1 y el 

B
5

e a 5.5 z 0.1 con NaOH o HCl 1.0 N. La esterilización de 

los medios fue realizada a 15-17 1bs/pulg2 de preaidn y 121 ºe 
de temperatura durante 20 minutos. 
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La incubación de los cultivos fi.ie lograda en un fotoperiodo 

de luz-obscuridad de 16/8, a uns temperatura de 27 .:t 3 ºe; la i­

luminación fue proporcionada por 6 lámparas fluorescentes de 39 

watts ( marca Pbilips ), colocadas a 150 cm de distancia de los 

frascos de cultivo. 

El manejo del material vegetativo se realizó dentro de una 

cámara de flujo la'Tlinar de aire filtrado marca Veco unidad GHFL­

Al2 y se trabajó con material esterilizado y/o flameado en al-­

cohol. 

B.2. Obtención de material aséptico. 

La desinfestación superficial de las semillas de apio y al­

falfa A 70.34 consistió en sumergirlas en etanol absoluto duran­

te l 'llinuto, imediatamente después se_ colccaron en solución de 

cloro comercial al 30~ durante 5 minutos ( con agitación constan 

te ), pusteriormente para eliminar los agentes desinfestantes se 

lavaron las semillas con agua esterilizada y se dejaron 24 horas 

inmersas en agua. Al cabo de este periodo se trataron una vez 

más con cloro comercial al 30~ durante 5 minutos y se lavaron 

3 veces con agua ( Vega, 1987 ). 

Las semillas ya desinfestadas se sembraron en frascos ger-­

ber o magentas de 70 x 70 x 100 mm, con 20 y 60 ml respectivB'llen 

te de medio de cultivo basal SH o MS al 50~, suplementado con 

10 g/l de sacarosa y 8 g/l de Bacto agar. En cada recipiente se 

sembraron de 15 a 20 semillas de alfalfa o de 40 a 50 de apio. 

La incubación de semillas de alfalfa A 70.34 fue primero 24 

horas en obscuridad y posterior traspaso a las con?-iciones de f~ 
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toperiodo y .te'1'1rnratura ya descritas. Para semillas de a,,io la 

incubación fue en luz continua a la ~emoeratura mencionada ( Ve-

ga, 1987 }. 

En el caso de plántulas de alfalfa Fl.1 ya se tenían en coE 

diciones asépticas y s6lo se propagaron por entrenudos. 

C. b1r!3RIO'lENESIS SO~lATICA. 

A continuación se describen los prot•colos empleados par~ 

la obtención de embriones somáticos y plántulas, desarrollados o­

·riginalmente por Villegas {1986), Meijer .V Brown (1987) y Vega, 

·(1987), para alfalfa A 70.)4, Fl.l V apio, respectivamente, -

se separan las fases de inducción, .desarrollo y conversión o ge~ 

minaci6n. 

C.l. Inducción y Desarrollo. 

Tanto en alfalfa A 70.34 como en Fl.l, se utiliz6 como fueE 

te de inóculo a peciolos de plántlll.as de más de 45 dias de edad, 

se colocaron de 5 a 7 fracciones de pecíolos de 5-8 mm en cajas 

de petri de 60 x 15 mm y frascos de vidrio de 50 x 30 mm con 7-8 

ml de medio de cu1tivo. Bn alfalfa A 70.34 los peciolos se sem­

braron en medio B
5
e, suplementado con 1 mg/l de 2,4-D, 0.2 mg/l. 

de Kn, 30 g/l de sacarosa y 9 g/l de Bacto agar, con un tiempo -

de incubación de 40 a 45 días { Villegas, 1986 ), lo que incluye 

las etapas de inducción y desarrollo, que posteriormente fueron 

separadas. 

En alfalfa Fl.l se sembraron pecíolos en medio MS modifica-
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do, suplementado con 5 mg/l de 2,4-D, l mg/l de Kn, 30.g/l des~ 

carosa y 8 g/l de Bacto agar, durante 12-15 días ( Meijer y 

Brown, 1987 ) • 

El desarrollo de embriones somáticos de alfalfa Fl.l se 11~ 

v6 a cabo transfiriendo callos, provenientes de pecíolos, de 12 

a 15 días de edad, al medio MS modificado sin reguladores del 

crecimiento y suple~entado con 30 g/l de sacarosa y 8 g/l de Ba.2. 

to agar ( Meijer y Brown, 1987 ). Los cultivos son incubados 

por 20-25 días, despu~s de este tiempo se rescatan los embriones. 

Durante la siembra de alfalfa A 70. 34 y Fl. l, los intern.2, 

dos de plantas embriog~nicas fueron seleccionados y sembrados en 

medio MS al 50 ~ sin reguladores del crecimiento, para su clona-

ción proceso de selección recurrente ). 

En apio la fuente de inóculo fueron hojas cotiledonares Pl".2. 

venientes de plántulas ge:nninadas !!! ~ de 16-20 días de edad, 

se sembraron 15-18 hojas cotiledonares por frasco gerber con 20 

ml de medio SH, al. que se le sustituyeron los micrornltrientee 

por los del MS, suplementado con 0.5 mg/l de 2 1 4-D, 30 g/l de s~ 

carosa y 8 g/l de Bacto agar, durante 45 días ( Vega, 1987 ) , lo 

que incluye las etapas de inducci6n .V desarrollo. 

C.2. Germinaci6n de embriones somáticos. 

Los embriones sol!' áticos de alfalfa A 70. 3~ ele 4,;-45 d{ss 

desde la siembra del in6culo ), con un tamaño entre 2 y 4 mm y 

en estado torpedo, fueron puestos a geminar en frascos !"'rber 

con 20 ml de medio SH, suplementado con 0.02 mg/1 de AIA, 10 g/1 

de sacarosa y B g/l de Bacto agar ( Ville¡;!!s, 1~86 ). En alfal-
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fa I'l..l la gerninBción de embriones somáticos se obtiene en medio 

MS al 50;ó, suplementado con 15 g/l de sacarosa y 8 .Vl de Bacto 

agar. En caau frasco se colocan de 15 a 20 embriones so~áticos -

con un tamaño entre 2 y 4 mm y en estado torpedo, se evalúa la 

ger.!linación des)lllés de 30 dÍ3S ( Villegas, 1986 ), 

El medio de ~el"'!linación de embriones so~áticos de apio fue 

el b!S, suplementado con O.l mg/l de Kn, 30 g/l de sacarosa y 8 

g/l de Bacto agar ( Vega, 1987 ). Se colocaron de 15 a 20 embri2 

nes sor.iáticos con un tamaño entre 2 y 5 mm y en estado torpedo, 

en cada frasco gerber con 20 ml de medio, después de 3J días de -

sembrados los embriones se evalúa germinación. 

D. !llANIPULACIONES REALIZADAS EN MEDIO Y COIIDICIONES DE CU!! 

TIVO, PARA OBTENE'l EMBRIONES SO'.!ATICCS DE i>.LTA CALIDAD. 

D.l. Separación de las fases de inducción y desarrollo de 

embriones somáticos de alfalfa A 70.)4 y a'pio tipo -

Tall Utah 52-70. 

Con objeto de mejorar las respuestas y rendimientos obteni­

dos con los protocolos de embriogénesis originales, hubo necesi­

dad de hacer experimentos tratando de optimizar algunas condici2 

nes de cultivo, para obtener e~briones somáticos de alta calidad. 

En primer lugar se intentó separar las fases de inducción y 

desarrollo, del proceso embriogénico de alfalfa A 70.34 y apio. 

Para esto, se sembraron 300 peciolos de alfalfa A 70.)4 en el m! 

die de inducción ( B
5

e con l mg/l de ~.4-D, 0.2 mg/l de Kn, 30 -



- 56 -

g/l de sacarosa y 9 g/l de bacto agar ) y se siguió la siguie1 

te secuencia de trasplante: 

Inducción (--) - (- - -) Desarrollo 

----------------------------------------------------------------------
==================-=-:....::- = = = = = = = = = = -------------------- - - - - - - - ----------------------- - - - - - -
o 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 42 

días 

a medio de desarrollo ( B5e sin reguladores, suplementado con 

30 g/l de sacarosa y 9 g/l de bacto agar ), tomando de 25 a 30 ~ 

nidadee experimentales por cada trasplante de medio de inducción 

a medio de desarrollo. Al. término del desarrollo ( días 40-42 ), 

se evaluó: la respuesta ( mlmero de inóculos con embriones/nmn~ 

ro de inócUloa ), el rendimiento ( promedio del número de em-­

briones/inóculo ) y el contenido de proteínas de los embriones 

somáticos ( ver análisis de proteínas ), para cada uno de loa -

diferentes tie~pos de trasplante. 

En apio se sembraron 600-700 hojas cotiledonares dietribu~ 

das ( 16-20 ), en 36 frascos gerber, ceda uno con 20 m1 de me­

dio de inducci6n ( SH con loa micronutrient.es del Tl!S, con 0.5 

mg/l de 2,4-D, 30 g/l de sacarosa y 8 g/l de bacto agar ) y -

se siguió la siguiente secuencia de trasplante: 
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Inducción(---) - (-- -) Desa~;oll~ 

---------------------~------------------------------------------------------------------------------

o 5 10 15 2J 25 30 35 40 45 50 55 60 
días 

a medio de desarrollo ( MS suplementado con 0.1 mg/l de Kn, 30 

g/l de sacarosa y 8 g/1· de Bacto agar ), to~ando en cada tras--­

plante los callos de hojas cotiledonares de 3 frascos gerber. De~ 

puáe de 60 díae ee evaluó la producción de embriones so,,áticos 

por frasco, para cada uno de los diferentes tie~pos de tl'IUlsplan 

te. 

En al.f'.llfa Fl.l Meijer y Brown (1987), han lot?;rado separar 

las fases de inducción y desarrolio en esta línea. 

D.2. Efecto de casaminoácidos en el desarrollo de embri<r.­

nos somáticos de alfalfa A 7~.34. 

Diferentes autores ( Stuart !! !!!•• 1985; Meijer y Brown, 

lj87 ), han reportado au~ento en la calidad y producción de em­

briones sc1'áticos de alfalfa, por adición de aminoácidos a los -

medios de cultivo. Con el fin de deter-niruo.r la concentración ó:¡a 

ti1'a de ca~'l.'11inoácidos en el medio de desarrollo, para a'.t"!entar 

el rendimiento de embriones so"láticos de alf~lfa A 7•J. 34 y al 

mis~o tiempo abtener mayores porcentajes de srer-ninación y plánt!:!_ 

las con mavor vigor, se sembraron 180 peciolos de alfalfa A 70. 

34 en medio de inducción, despuP.s de 13 días se tr3r.afirieron 
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25-30 cal.los de peciolos a cada uno de los siguientes tratamien 

toa: o.o ( testigo ), 0.5, l.O, l.5, 2.0 y 5.0 g/l de c~ 

saminoácidos en el medio de desarrollo ( B
5
e sin reguladores con 

30 g/l de sacarosa y 9 g/l de bacto agar ). Cada 4 días a P";!: 

tir del día 8 de estar los in6culos en el medio de desarrollo, 

se evalu6; el número de embriones en estado globular, coraz6n y 

torpedo con ayuda de un microscopio estereoscópico, y finalmen­

te en el momento del rescate de los embriones trasplante a m! 

dio de germinación ), se hizo la evaluación del rendimiento, la 

respuesta, etapas de desarrollo y porcentaje de germinaci6n de 

los embriones somáticos. 

D.3. Efecto de casaminoácidos en la inducción de embrio­

nes somáticos de alfalfa A 70.34. 

Para observar si la mejor concentraci6n de aminoácidos d! 

te:nninada para el desarrollo de embriones somáticos de al.fal.fa 

A 70.34, tenia algiln efecto en la fase de inducción, se real.izó 

el siguiente experimento: 

lnóculos sembrados 

56 

56 

56 

32 

Induoci6n 
(15 días) 

Tratamiento 

Desarrollo 
( 27 días) 

Sin casaminoácidos Sin casaminoácidos 

Sin casaminoácidos l.75 g/l casaminoác. 

l.75 g/l casaminoác. l.75 g/l casaminoác. 

l.75 g/l caseminoác. Sin casaminoácidos 
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Se evaluó la respuesta, el rendimiento, calidad y germina­

ción de los embriones somáticos en cada uno de los tratamientos. 

D.4. Efecto del ácido absc:!sico ( AllA ) , en el. desarrollo 

de embriones somáticos de alfa1fa A 70.34. 

El desarrollo de sincronía es uno de los principales probl! 

mas en embriogénesis somática ( Lutz ~ !1·• 1985 ), l.a asincr~ 

nía de los cultivos limita no sólo la aplicación biotecnológica 

de esta forma de propagación clonal, sino también su estudio b! 

sico. Por un ledo le selección de embriones maduros en una po-­

blación de embriones compuesta por diferentes etapas de desar:r'E. 

llo, aumenta los costos de producción, por el gran trabajo m! 

nual requerido y por otro lado, el estudio a riivel bioquímico -

de a.lguna etapa de desarrollo, puede verse enmascarado por la -

presencia de embriones en otras etapas. Con el fin de aumentar 

la.sincronía de embriones somáticos de alfalfa A 70.)4, se re! 

lizó el siguiente experimentoa 

Se sembraron 160 peciolos de alfalfa A 70.34 en medio de 1n 
ducción, después de 13 dias se transfirieron 25-30 callos de P! 

ciolos a ceda uno de los siguientes tratamientos: o.o (testigo), 

0.1, o.;, l.O, 5.0 y 10.0 mg/l de ABA en el medio de desa?T2 

llo ( B
5

e sin regul.edoree oon JO g/l de sacarosa y 9 g/1 de bac­

to agar ). Cada 4 días e partir del día 6 de estar los callos en 

el medio de desarrollo se evaluó: el nW.ero de e~briones en est~ 

do globular, corazón y torpedo con ayuda de un microscopio este­

reoscopio, y finsl.mente en el mo~ento del rescate de loe embri~ 

nes ( trasplante a medio de germinación ), se hizo la evaluación 

del rendi~iento, la ·respuesta, etapas de desarrollo y porcentaje 
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de ge:rr.inaci6n ·.de· ernbrfones .so!!>áÚcos.· 

Con el protocol~ original de gel-riin"1ci6n de e'i1b!~1ai.:es soor1át,i 

coa proruesto ror Ville5"t5 (1986), se obtuvo u~ porcenta~e de ge! 

minRci6n de alrededor del 10 ~. para mejorar los porcer.tajca de 

.convers16n, Se probaron los siguientes diseños experimentales: 

D.5.1. Ger.ninación de e~briones somáticos de alfalfq A ?J. 

34 en 3 medios b~sales a 3 concentraciones. 

Medio Concentración ( ¡, ) 

basal 
ÜlO 50 25 

MS + + + 

B
5

e + + + 

SH + + + 

Del experimento anterior, se obtuvo el mejor porcentaje de 

germinaci6n con el medio MS basal al 5J ~. Utilizando este medio 

se probó el efecto de diferentes reLniladores del crecimiento en 

la ~erminaci6n de embriones so~áticos de alf~lf~ A ?9.34, de a­

cuerdo al siguiente diseño ex~erimental: 

D.5.2. Ge:rniin~ció,-, de embriones so.,.át icos de alhlf:l A 7J. 

34, en presenci3 de diferentes reguladores del cre­

cimiento a diferentes concentr3ciones. 
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Regulador del crecimiento concentración ( mg/l ) 

0.01 0.1 1.0 

Acido indolacético AIA + + + 

Acido indolbutirico AIB +, + + 

6-Bencil-a.~inopurina BAP + +. + 

Acido giberélico + + + 

Se colocaron en cada tratamiento un mínimo de 90 y 60 embri2 

nes somáticos ( experimentos D.5.1. y D.5.2., respectivamente ), 

en estado torpedo, distribuidos de 15 a 20 embriones por frasco 

gerber con 20 ml de medio de germinación, de acuerdo al experimen 

to y tratamiento en cuestión, Transcurridos 30 días de incubj! 

ción, se evaluó el porcentaje de germinación de cada tratamiento. 

E. EFECTO DE DIFERENTES TIPOS DE ''sTRESS DURANTE EL DESARllQ 

LLO DE Eli!BRIONES SOMATICOS DE ALl:'ALl'A A 70.34 Y Pl.l. 

Con objeto de tratar de emular algunas condiciones que su­

fren los embriones sexuales dentro de la semilla, antes de entrar 

en latencia, en los embriones somáticos desarrollados 1!! ~. 
se aplicaron diferentes tipos de "stress" d·.irante el desarrollo -

de los embriones somáticos de alf~lfa A 70.34 y l'l.l, de acue! 

do al sit<Uiente procedimiento experimental: 

270 peciolos de alfalfa A 70.34 y 240 de Pl.l, fueron se~ 

brados en sus respectivos ~edios de inducción, después de 15 dias, 



- 62 -

30 .cal1os de pecio1os fueron tra.ns!eridos a cada uno de los si­

guientes tratamientos, aplicados en el medio de desarrol1o: 

Tratamiento Variedad 

A '70.34 PJ..l 

I Sin reguladores Sin reguladores 

II Con reguladores Con reguladores 

III ABA O. 5 mg/1 ABA O. 5 mg¡'l 

rv Sacarosa 10 g¡'l Sacarosa 10 g/l 
Manitol 20 g/l Manitol 20 o/l 

V Polietileng1icol Polietilengllcol 
1000 al 10 " 1000 al 10 " 

VI Obscuridad Obscuridad 

VII Tratamientos III Tratamientos III 
a VI juntos a VI juntos 

'Efecto 

Testigo 

Desarrollo en con 
tinua presencia­
da reguladores. 

Sincronización e 
inhibición de 
germinación. 

Disminución de la 
fuente de carbono 
metabolizable. 

"stress" hidrico. 

Evitar el efecto 
del fotoperiodo. 

Combinar efectos. 

En· alfalfa A '70. 34, a partir del día 15 de haberse .transfe­

rido los in6culos a los diferentes tipos de "stress", se evaluó -

cada 5 días; e1 IlÚl!!ero de embriones en estado globular, corazón y 

torpedo en el microscopio estereoscopio. Para alfalfa Pl.l la 

misma evaluación se hizo cada 4 días a partir del día 5 de la 

transferencia de los inóc\.tl.os al medio de desarrollo con condici~ 

nes de "stress". 
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El rescate de los embriones somáticos se realizó para la A 

70;34 en el día 30 de estar en el medio de desarrollo y para la 

Fl.l en el día 17, previamente se evalaaron: respuesta, rendimien 

to v número de embriones en estado globular, corazón y torpedo. 

Con los embriones somáticos de alfalfa A 70.34 y Fl.l se 

realizaron estudios de germinación y el análisis de proteínas de 

reserva. 

F. ANALISIS DE ~AS PROTEINAS DE RESERVA 7 S y 11 S. 

Con el objetivo de tener u.~ marcad~r bioquímico que determ! 

nara las condiciones in Y.!!!:P. necesarias para obtener embriones -

so~áticos de alta calidad en alfal!'R, se seleccionó a las protef 

nas de reserva 7 S y 11 S, para tal fin. Los procedimientos de 

extracción de proteínas, cuantificación y caracterización se -

describen a continuación: 

F.l. Extracción de proteínas de semillas de alfalfa A 70. 

34 y de embriones so~iticos de alfalfa A 70.34 y 

Fl.l 

La extracción de proteínas de se~illas de alfalfa A 70.34, 

' callos v embriones somáticos de A 70.34 y Pl.l, se llevó a cabo 

aprovechando las características de solubilidad de los diferen­

tes tipos de proteína.a: Alb~~in~s ext~aídas con buffer simple, 

Globulinas que se extraen en buffer salino, Prolaminas en bu~fer 

alcohólico y Glutelinas solubles en álcali o ácidn diluidos ( Vi 
ller.~s, 1986 ). En todas las soluciones de extracción se utili-
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zó buffer de fosfatos pH 7 e inhibidores dé ¡;rcíte~as· c'ri1SP, 

EDTA, etc. ), 

Las solucio!'les buffer e!Tlpl.eadas en 11 extr:.:¡~~-~6ri'.·j.~ -~-~-~oa:~a-­
ción de proteínas de reserva, se resu"le en el sigtiÍ.e~;;e:' .;~;el~~;,' 

Bufferª Composición 

I Fosfatos 5J ~!, I'll!SP 200 .Mir. y ED!.\ l·J mM 

II Fosfatos 5J "1M. :W.S? 2u0 ,111;;, j;!DTA 10 mM, ll'M' 10 .m.V. 
y Nac1 1 M. 

III Fosfatos 50 iru:, ?.i:SP ;;oo .4AM, E:MA 10 mM, en propano! 
al 70 %. 

IV Poshtos 50 rn~I, PMSF 200 .<1M, EDTA 10 Jlll.! y NaOH O.l ¡¡, 

V Acetatos 50 mi!!, FMSP 200 MM, EDTA 10 mM y NaCl 1 :f, 

PMSF - Fenilmetil sulfonil fluoruro 
EDTA - Etilen dimetil tetracetato de sodio ( sal disódica ) 

JlT'l' - Ditiotreitol 
a - Buffers 1 a IV pH 7, buffer V pH 4,75, 

El protocolo de extracción de proteínas se indica en la fi­

gura 1, todo el proceso se lleva a cabo en frío ( J - 4 ºe ) . 

P.2. Separación de las proteínas de réserva 7 S y 11 s. 

De la fracción de globulinas; extr~ídas ~ ~a~tir de semilla, 

se colocaron 15 ml de muestra en una membr•na de diálisis, cun 

el fin de separar las proteínas de reserva por precipitación iSR 

eléctrica, de acuerdo al si:uiénte procedi~ie~to1 



- 65 -

Pigura 1.- Diagrama de extracci6n de proteínas, 

Pesar embriones somáticos o 
500 mg de semillas de alfalfa 

1 
Extraer con un volumen 10 veces 
e1 peso de 1a muestra con buffer l 

Centrifugar J 3500 rpm 
durante 30 minutos 

Extraer 1a pastilla con 
buffer ll 

1 
Centri:f'ugar a 3500 rpm 
durante 30 minutos 

Extraer la pastilla con 
buffer III 

1 
Centri:t'ugar a 3500 rpm 
.durante )0 minutos 

Ext er la pastilla con 
buffer IV 

1 
Centrifuear a 3500 rpm 
durante 30 mir.utoe 

Precipitado 
eliminar 

Sobrenadante con la fracci6n 
de albúminas guardar en con 
ge1aci6n. 

Sobrenadante con la fracci6n 
de globulinas ¡;uardar en con 
ge1aci6n. l 
Posterior separaci6n de pro­
teínas 7 S y 11 S por pr! 
cipitaci6n isoel~ctrica. 

Sobrenadante con la fracci6n 
de proleminas guardar en con 
gelaci6n. 

SobrellEldante con 1a fracr:i6n 
de glutelinas l".1.lnrdar en con 
gelaci6n. 
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1racci6n 1e globulinas 

contra el bui'fer V 
24 horas con agit~ 

Dializar 
durante 
ci6n constante. 

Oentrifugar·a 3500 rpm 
durante 30 minutos. 

' La pastilla fundamentalmente 
formada por la proteína 11 S 
se redisuelve con buffer II 
y se conserva a -20 °o. 

La pastilla !undamentalmente 
formada por la proteína 7 S · 
se redisuelve en el bui'fer 
II y se conserva a -20 °o. 

El sobrensjf.,.nte se dializa 
contra agua deionizada con. 
EDTA 10 mM y n!SP 200 AM 
durante 24 ¡oras, en frío. 

Centrifugar a 3500 rpm 
durante 30 ~inutos. 

1 
Sobrenadante 
congelacidn. 

l 
guardar en 

P.3. Cuantificación de proteínas por el m6todo Bradford. 

Reactivo de Bradford: Se disuelven 100 mg de i~dicador a­

zul brillante G-250 en 50 ml de etanol al 95 ~. a esta solución 

se le adiciona 100 ml de ácido fosfórico al 65 \(, la sol'.lción -

resultante se dili.ve a 1 litro, se filtra y guarda en obscur!_ 

dad ( Brfl.dford, 1976. ). 
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Solución patrón de proteínas: Se disuelven 25 mg de albÚ­

mina de suero bovino (.BSA ), en 100 ml de agua deionizeda, le 

solución se guarde en frío, se tiene así una solución patrón con 

250,i.<g de proteína/ ml de solución. 

Preparación de la curva tipo: Se tomaron muestras de pro-

teína con diferentes alícuotas, de acuerdo con el siguiente cua ... 

dro: 

Concentración de o 5 10 15 20 25 proteína BSA (Ag ) 

.lll da solución patrón o 20 40 60 80 100 de proteína. 

.lll de egua deionizede 100 80 60 40 20 o 

A ceda muestra se afiada l ml del reactivo de Bradford y se 

agita inmediatamente en un vorte~ - y se lee absorbancie de les 

muestras en espectrofotómetro a 595 nm ( le curva tipo se hizo 

por triplicado ). 

cuantificación de proteína: Los extractos de las_diferen­

tes fracciones de proteínas, provenientes de los experimentos -

de: separación de la.a fases de inducción y ieserrollo on embriS?_ 

nes so..,áticos de alfalfa; efecto de diferentes tipos de "stre::is" 

en el desarrollo de embriones somáticos y de las.semillas de a! 
falfa A ?J.34, fueron diluidas ( 1:100 ó 1:50 ), de acuerdo a 

si la muestra se observaba concentrada o diluída, a estas dilu­

ciones se les determinó contenido de proteína de acuerdo al a.!_ 

1ZUiente cuadro: 
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Muestra Diluci6n de Volwnen H2o 
muestra tomado ailadida 

Proteínas de 1:100 50 ..l(l 50 .l(l 
semilla 

Proteínas de 
embriones S~ 1:50 l.00 .lll. 0 .. 1 
máticos 

Proteínas de 
l.:50 l.00 .All. o .Ml callo 

Blanco O Ml. 100 ..Ml 

A cada muestra se l.e egregó l. ml. del reactivo de Bradford y 

se agit6 inmediatamente en un vortex antes de leer absorbancia 

en el espectrofot6metro a 595 nm. La concentraci6n de proteínas 

de cada muestra se determinó por interpolaci6n en l.a curva tipo, 

la cual fue ajustada por el. método de mínimos cuadrados, 

F.4. Caracterizaci6n del patrón de proteínas por electro­

foresis en gel de poliacrilamida-SDS. 

Para seguir l.a síntesis de proteínas durante el. desarrol.lo 

de embriones somáticos de alfalfa A 70.34 y Pl..l sometidoe a 

diferentes tipos de "stress", a.sí como en la separación de la."' f!!_ 

ses de inducción y desarrollo de embriones somáticos de alfalfa 

A 70.34, se utilizó la técnica de electroforesis en gel de poli! 

crilamida con dodecil sul.fato de sodio ( SDS ), en condiciones 

desnnturalizantes de acuerdo al método de Laem:nli (l.97'J). Se 

ple6 un aparato de electroforesis vertical con c~~acidad para 2 
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geles por corrida, cada gel con un espesor de l. 5 mm. 

Las principales soluciones empleadas en la técnica se indi­

· can en el siguiente cuadro: 

Solución Stock Volumen Composición 
(ml) 

I Buffer de 5 X 50 SDS 5 g, glicerol 5 ml, Tris-b.!!. 
muestra se 2. 5 g p:i 5.8. D1 el tJo,¡1entu 

de preparar la muestra agregar 
5% de :S-mercaptoetanol y O.Olj(, 
de azul de bro:nofenol. 

II Bui'fer para el 4 X 100 Tris-lmse 18.2 g pH 8.8 
gel de corrida 

III Buffer para el 2 X 100 Tris-base 3. 5 g pH 6.8 
gel de cargado 

IV Buffer de 10 X 1000 Tris-base 30.2 g, elicina 144 g, 
corri<la SDS al l %. pH 8.4 

V Acrilamida 1 X 100 Acril~:nida 30.0 g y Tris-base 
o.e g, filtrar y guardar en 
obecuridad. 

VI Fijador y l X 1000 Metanol 50;it., Acido acético ..:la-
colorante cial 10%, azul de Coumasie 0.25;4 

en agua de ionizada. 

VII Desteihdor 1 X 1000 V.etanol 40j(,, ácido acético gla-
cial l()j(, y ap,ua 50l'. 

Preparaci6n de muestras. 

Una vez deter;ninada la concentraci6n de proteir.a dr las mue~ 

tras, provenientes· de semilla y embriones somáticos, se prepara-
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ron para la electroforesis. Se hicieron los cálculos respectivos 

para preparar muestras con una concentración de proteína. de 60 Aff!i 

50-All de buffer de muestra. 

ejemplo: 

Si el contenido de proteína de una muestra de e~briones som! 

tic os o semilla fuera de 10 ,Mg/.111 de muestra, y se ne ce si tara 350 

..Ul de solución con 60 .<lg de proteína/ 50 ,111 de buffer de muestre. 

( suficiente para 3 6 4 corridas por electroforesis en gel de po­

liacrilamide.-SDS ) , se e.gregaria; 70 .Ml de buffer de muestra 

el stock se encuentra 5 veces concentrado ), 42 Al de muestra 

para tener 420 Ag de proteína y 238 .All de e.gua deionize.de. 

para co~pletar los 350Ml de soluoión requerida.. 

Las muestras se agitaron en un vortex por 1 minuto y se col~ 

caron en un bailo de agua hirviendo por 5 minutos. Como me.rea.do­

res de peso molecular se preparó una solución estandar de proteí­

nas ( laboratorios BIO-RAD ) , tomando 10 Al de proteine.a estandar 

y agregando 190 Al de buffer de muestra ( dilución 1:20 ) , de i­

gual. forma le. eoluci6n con marcadores se agitó y se puso en e.gua. 

hirviendo. El peso molecular de las proteínas usadas como marca­

dores se muestra en el siguiente cuadro: 

Proteína. 

Fosforilaaa B 

Albúmina de suero bovino 

.Ovoalbúmina 

Anhidrasa carbónica. 

Inhibidor de tripsine. 

Lisosima 

~molecular 

92,500 

66,200 

45,000 

31,000 

21,500 

14,400 
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Preparación del gel. 

El gel de coi:rida se preparó al 11%, mezclando: 21.6 ml de 

agua, 14 ml de buffer 4 X, 200 Al de SDS al 201' y 20 ml de acri.!. 

amida. Como catalizadores para polimerizar la acrila~ida se agr~ 

gó 40 Al de TEMED y 600 .111 de persulfato de amonio al 10;'. En e!_ 

te momento se debe tener ya montadas las placas de vidrio, perfeE 

tamente limpias, para vaciar el gel. 

El gel fue adicio~do a las placas de vidrio, inmediatamente 

que se preparó, ein llenarlas, dejando un espacio de aproximada­

mente 4 cm para posteriormente colocar el gel de cargado. Para -

que el gel de corrida tenga un frente homogéneo se agregan algu­

nos mililitros de SDS al 1%, se espera a que la acrila~iaa gelifi 

c¡·~e, entonces se lava 2 ó 3 veces la superficie del gel, con ague 

deionizada, para eliminar el SDS. Una vez que ocurrió la gelifi­

cación se coloca un peine con un número de "dientes" de acuerdo -

al número de carriles que se desee en el gel ( 10, 15 ó 20 ). 

El gel de cargado se prepar6, aproximadamente al 4.5 ~. me~ 

clando: 6.2 ml de agua deionizada, 8.7 ml de etock 2 X, 100..lll 

de SDS al 20~ y 2.5 ml de acrilamida. Como catalizadores se a-­

gregó 20 Al de TE!dED y l'.lO Al de persulfato de amonio al l~. E!_ 

te gel se agrega inmediatamente sobre el gel de corrida. 

Pasados 20...JO minutos de que el gel de cargado gelificó, se 

quitó el peino cuidadosamente, para evitar reecquedal ~o llena~· 

ron los carriles con buffer de corrida. El tamaño del gel es de 

140 X 120 X 1,5 m.m. 

Cargado y corrido de muestras. 
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Las muestras ye preparadas se colocaron en los carriles del 

gel, el volumen fue de acuerdo al nlimero de carriles por gel, -

70, 120 y 160 ..Ul para geles con 20, 15 y 10 carrales res pe~ 

tivarnente ( en cada gel se colocó un carril con 30 .111 de mues--

tra con loa marcadores de peso molecular ). 

La corrida del gel se llevó a cabo, primero a corriente 

constante, 40 miliamperes durante 20-25 minutos, entonces se au­

mento la corriente a 70 miliamperes, cuando el voltaje alncanzó 

210-230 volte, se disminuía la corriente de manera que no pasara 

este intervalo de voltaje. El tiempo de corrida por lo general 

fue de 4 a 5 horas, entonces se bajo a cero la corriente, se de~ 

ensambló el aparato y se sacaron cuidadosamente los geles, para 

distinguirlos se marcó el lado superior derecho de uno de ellos. 

Teñido y desteñido del gel. 

La coloración del gel se realizó con azul de Coumasie ( e~ 

lución VI ), cada gel se colocó en un recipiente cerrado con c~ 

lorante durante 24 horas. Para desteñir el gel se quito el col~ 

rente y se colocó el gel en solución desteñidora, la operación 

se repite hasta que las bandas de proteína sean bien definidas. 

Tomando como referencia el patrón de proteínas de semilla -

de alfalfa A 70.34 en cada una de sus fraccio~es, se hizo un a­

nálisis del tipo de proteínas presentes en embriones somáticos y 

callos provenientes de diferentes tratamientos y eX9<Jrimentos. 

El peso molecular aproximado de las diferentes bandas se deterrn!. 

n6 por co~paraci6n con los estandares de proteína, cuyo peso m~ 

lecular es conocido. 
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G. DESARROLLO DE LA lf.ATRIZ DE ENOAPSULAOION PARA 

EMBRIONES SOYATICOS. 

G.l. Producci6n de cápsulas de alginato y pectinato. 

Con el objetivo de desarrollar una matriz de encapsulaci6n 

para embriones so~áticos, que tuviera: forma esférica, tamafio -

suficiente pare. contener embriones somáticos de 2 a 4 m~ de lon­

gitud, consistencia adecuada para su manejo y al miS'.110 tiempo 

que permitiera la nutrición y germinaci6n de embriones somáticos, 

se probaron dos tipos de geles; alginato de sodio y ácido poiiga 

lactur6nico ( pectinato ). La producción de cápsulas de gel se 

obtuvo aprovechando sus propiedades químicas. En cuanto el ali>i 

nato de sodio ( soluble en agua ) o el pectinato ( soluble en a­

gua a pH mayor a 4 ), entran en contacto con soluciones de sa-­

les de calcio, ocurre una reacción de intercambio i6nico, fo:nn~ 

dese los geles de alginato de calcio ( Redenbau¡;h et al., l986a) 

y poligalacturonato de calcio ( Magaña, 1987 ). 

Se utilizaron 3 tipos de alginato; baja, media y alta vi~ 

cosidad ( 250, 3500 y 14000.centipoises, respectivamente ) y áci 

do poligalactur6nico ( 98 % de pureza ), ambos geles de Sigma Ch!!_ 

mical Co., para producir cápsulas de slginato de calcio y poli~ 

lacturonato de calcio. 

Cada tipo de alginato de sodio se preparó a diferGntee con 

centrnciones ( cuadro 4 ), en sol~ci6n salina de NaCl al 0.85 ~ 

( Mullen, 1987 ), cuidando que el alginato quedara bien disuelto. 

Ta~bien se preparó ácido poli~lactur6nico a diferentes concentr~ 

cienes en agua ·deiotJizada ( cuadro 5 ) , ajustando el p!! da las S!!_ 

luciones a 6.0 ;1: 0.1 coi; NH40H cor.centrado ( lf.agaña, 1987 ). 
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Cuadro 4·.- Determinación de la concentración de gel y agente de 

complejeci6n pare producir esferas de elginRto 

Concentreci6n Alginato de sodio& " ) de CaCl.2 
( mi! ) 0.5 l..O l..5 2.0 

l.2.5 + + + + 

25.0 + + + + 

50.0 + + + + 

l.00.0 + + + + 

200.0 + + + + 

& - Concentraciones utilizadas en l.oa 3 tipos de alginato. 

Cuadro 5.- Determinaci6n de la concentración de gel y agente de 

complejaoi6n para producir esferas de pectinato 

Concentración Acido poligalactur6nico ( 1') 
de CaCl.2 (111111) 6.0 1.0 B.O 

50.0 + + + 

100.0 + + + 

200.0 + + + 

300.0 + + + 

400.0 + + + 
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Como_agente de complejaci6n (sal de calcio) para producir 

lae cápsulas se utiliz~ron soluciones de cloruro de ca1cio a d! 

ferentes molaridades ( ver cuadros 4 y 5 ). 

La producción de cápsulas de gel se llevó a cabO, goteando 

lentamente las soluciones de alginato y pectinato en las soluci~ 

nes de calcio. La reacción de intercambio iónico entre gel y 

sal de calcio es il'l!lledista y se obtienen cápsulas de gel insolu­

bles en a.gua. Como instrumento de goteo se usaron capilares de· 

3.5 ~ O.l 11t111 de diámetro. El.. tiempo de complejaoi6n que se apl! 

co para formar las cápsulas fue de 25 a 30 minutos. Se eva1ua-­

ron fo:nna, peso, temallo y consistencia de lee cápsulas forma­

das. 

G.2. Redisoluci6n de cápsulas de alginato y pectinato. 

Con fin de liberar de su cápsula a embriones somáticos enea}? 

sulados y as! evaluar directamente su comportamiento a la enoapll!!: 

laci6n e viabilidad, ganancia de peso fresco y seco, etc. ), se 

desarrollaron pruebas de solubilizaci6n de cápsulas de alginato y 

pectinato. 

Para la redisoluci6n de cápsulas de alginato se utilizaron 

soluciones de citrato de amonio y citrato de sodio a diferentes 

concentraciones y pH.s, de acuerdo al diseño presentado en el si­

g11iente cuadro, cada soluci6n en presencia de ·BD'fA al 2 ~ ~ 

ra quelar el calcio liberado. 
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Citrato de sodio pH 
o amonio ( '/. ) 
+ 2.,; EJJl!A 5.5 6.5 7.5 

2.0 + + + 

3.0 + + + 

4.9 + + + 

Se col.oca.ron l.5 cápsul.a.s de al.ginato ( viscosidad media., 3500 . 

cps. ) al. l..25 ~en 7.5 ml. de cada solución de citrato y a ce.da. -

pH, .en cada. uno de los tratamientos se probaron dos tipos de co~ 

diciones: con agitación oroducida. por un pequeño agitador magn! 

tico ) y sin agitación. Se eval.uó el tiempo que tardaron en re­

disolverse la.e cápsulas. 

Un procedimiento de redisoluci6n de cápsulas de pectina.to, 

que fUe utiliza.do en la presente investigación, es el propuesto 

por Garcia y Arellano (1988). Las cápsulas de pectinato a.l 7.5 ~ 

:fUeron redisueltas en buffer de fosfatos 200 mli! a. pH 6.0 ± 0.1 en 

presencia de EDTA a.l 1.5 .,;, el tiempo de redisoluci6n es de 1 a 

2 horas, se se desea. redisolver en menos tiempo se puede aplicar 

agitación con una parrilla de agitación magnética. 

G.3. Difttsi6n de nitr61!"no de medio de cultivo a cápsulas. 

Con el fin de comprobar y evaluar la difusión de nitrógeno 

del medio de cultivo a cápsulas de gel en e. tiempo, se realizó 

el siP:Uiente experimento, se preparó medio de cultivo SH para -

germin~ci6n de embriones somáticos ( usado en el protocolo ori~l 

nsl para alfalfa A 70.34 ), en cada frasco Y.erber se colocaron_ 
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20 ml de medio de cultivo. Se ~repararon 480 cápsulas de pecti­

nato al 7.5 ~en cac12 200 mM y se sembraron ( en condiciones de 

esterilidad ) en los frascos con el medio de cultivo, se coloca­

ron 30 cápsulas por frasco. Cada 3 horas se muestre6 30 cápsulas 

hasta completar 16 muestras. 

Digesti6n de cápsulas. De cada muestra.se colocaron 15 cáE 

sulas de pectinato ( aproximadamente 1.1 g ) en matraces micro-­

Kjeldahal y se les agreg6 2.0 ml de H2so
4 

concentrado, 1.5 ml de· 

tt2o2 ( catalizador ) y O.l g de Na2so4 ( para elevar el punto -

de ebullición del ácido ), Se digirieron las ~uestras por 30 mi 
nutos, el digerido se neutra1iz6 con NaOH al 40 ~ y se afor6 a 

20 ml con agua deionizada. 

Preparación de la curva tipo. Se prepararon diluciones de 

1, 2, 3, •••• 10 .ug de nitr6geno/ml de soluci6n a partir de una 

soluci6n patrón de (NH4 J2so4 de 10 .Alg de nitrógeno/ ml de solu­

ción ( pesar 47.16 mg de la sal y diluir a .l,000 !111 ). 

A cada dilución 1 ml de volll!llen total ), se le agreg6 50 

Al de EDTA al 5 :< y 50 ..111 de reactivo de Nessler. Inmediata­

mente se tom6 lectura de absorbancia en el eapectrofot6metro a 

420 nm ( De león, 1965 ), 

Cuantificación de nitrógeno. Del digerido de las 16 mues~ 

tras se tomaron alícuotas de 1 ml de cada muestra ) y se les ~ 

;.reg6 50 ..ul de EDTA al 5 '/, y 50 .41 de reactivo de Nessler y se 

lev6 absorb~ncia a 420 nm en el espectrofot6metro. PosteriormeE 

te con base en la curva tipo se determin6 la concentracién de n!, 

tr6geno que difundi6 del medio de cultivo a las cápsulas. 
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H. ENCAPSULACION DE E'.'r'BRIONES SOMATICOS. 

H.l. Proceso de encapsulación. 

A continuación se desacribe el procedi~iento empleado para 

encapsular embriones eo~áticos de apio, producto de diferentes 

experimentos con el fin de estandarizar lse condiciones de enea~ 

eulaci6n para subsecuentes dieeBoe experimentales, 

.se utilizó alginsto de sodio de viscosidad media 3500 -

cps ) al 1.25 ~. disuelto en eoluoión salina de NaCl al 0.85 ~. 

La concentración de agente de complejaci6n ( Cac1
2 

fue de 100 

mM. En el cseo de pectinato ee utilizó al 7,5 ~a pH 6,0 z 0.1, 

la concentración de cloruro de calcio en este caso fue de 200 mM. 

Se utilizaron en todos loe experimentos de encapeulaci6n s 

embriones somáticos. en estado torpedo con un temafio de 2 a 4 mm. 

Todo el material y reactivos utilizados fueron esterilizados a 

15-17 lb/1n2 y 121 °c durante 15-20 mi:rmtos. 

Para encapsular e~briones somáticos de apio, se me .. claron 

los embriones con el gel en cuestión ( alginato o pectinato ). 

Los embriones fueron succionados en condiciones de esterilidad -

con un capilar de 3,5 mm de diámetro, entonces fueron goteados 

individualmente en la solución de calcio, Las cápsulas se deja­

ron en la solución complejadora por 25-30 minutos, entonces se 

lavaron 3 veces con agua estéril para quitar el exceso de calcio. 

Finalmente los embriones encapsulados f'Ueron puestos en medio de 

genninación y de ahí a las condiciones de incubación descritse. 

El testigo para evaluar el efecto de la enca~sulaci6n de e~ 
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briones so~áticos de apio fueron embriones sin encapsular. 

Después de JO días s~ evalu6 loa porcentajes de germinación 

de embrio.nes somáticos encapsulados y no encapsulados. 

La viabilidad de embriones somáticos de apio encapsulados y 

no encapsulados se determinó usando cloruro de trifeniltetrazoleo 

( TTC ), la técnica es muy utilizada en el análisis de viabilidad 

de semillas y consiste en colocar el embrión de una semilla ex-­

puesto a una solución de TTC 0.1-1.0 % durlll\te cierto tiempo -

{ generalmente 4-6 hora~ ), los productos de respiración del em­

brión reaccionan con el TTC formando un complejo colorido si el -

embrión es viable, si el embrión no es viable no se presenta co­

lorAci6n ( Moreno, 1964 ). En el presente estudio nara determi-­

nar viabilidad de embriones somáticos, únicamente se sumergían -

los embriones ( encapsulados o no ), en una solución de TTC al 

0.1 % ( concentración determinada despu6s de varios ensayos ), -

despu6s de 7-6 horas se contó el.n1'mero de embriones coloreaaos. 

ri.2. Ci::iética de creci"liento :; viabilidad de embriones s~ 

máticos de apio encapsulados en algineto y pectinato. 

Para deteI"'llinar si la cubierta artificial, proporcionada a 

l~s e~briones som~ticos de apio, li~itab3 su ge?T.:inRción o con­

versión normal, se evaluó el c~eci~ie~to de e~briones sc~áticos 

Je a~io utilizando el siguiente procedimiento: 

25'J embriones so~áticos de apio fueron encapsulrct<>s en alg!_ 

nato de calcio, 250 en pectinato y 250 se deja~on sin e::ic,psu­

l".!r, 9e empleA.rOn las condiciones desc?-it~s e:t 13 secc: ~!"; ::.!1te--
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rior. Todos los embriones fueron puestos en medio de ~rnina--­

ción. Cada 3 días desde l~ siembra ( día cero ) hasta el 48, se 

tomaron muestras de 15 embriones de cade tratamiento { encapsul~ 

dos y no encapsulados v se evaluó: primero, uorcentaje de 

viabilidad usando TTC al O.l ~. posteriormente se redisolvieron 

las cápsulas con citrato de amonio al 2 f. en presencia de ED·::.'A 

al 2 ~ y finalmente se evaluó peso fresco v seco en cada una de 

las muestras. 

H.3 Encapsulación de embriones somáticos de apio con geles 

de alginato y pectinato en medio de cultivo y de em-~ 

briones sometidos a un pretratamiento con fr!o y obs­

curidad. 

Para mejorar loe porcentajes de germinación de embriones ª2 

máticos encapsulados de apio, se prob6 encapsular embriones in~ 

cluyendo en el gel de alginato o psctinato al medio de cultivo. 

Se preparó alginato de sodio al 1,25 ~ en solución salina 

0.85 ~ y ácido poligalacturónico al 7.5 ~ pH 6.0 ± 0.1, ambos 

geles en medio de germinación, se eliminó del medio el calcio -

para evitar gelificación prematura, como aeente de complejaci6n 

se utilizó cloruro de calcio 100 mN. para producir cápsulas de a! 
ginato y 200 mM para cápsulas de pectinato { calcio disuelto en -

medio de cultivo ). El proceso de encapsulación fue el descrito 

en secciones anteriores con la excepción de que una vez formadas 

las cápsulas, estas se levaron con medio de cultivo. 

En el experimento de encapsulación con medio de cultivo el 

control fueron embriones somáticos de apio encaps•tlados sin medio 
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de cultivo. 

Otro experimento para mejorar la geMlinación de embriones 

somáticos de apio encans:.U.ados en alzinato al l.25 % y pectina­

to al 7.5 %, coneieti6 en pretratar a los embriones ( antes de 

encapsu1ar ), en frío a 3 ºe! 2 y en obscuridad por 48 horas,­

el procedimiento de encapsu1aci6n fue el ya descrito. 

En el experimento de encapsulación con pretratamiento con 

frío y obscuridad se tomó un doble control: el pri!J1ero fueron 

embriones eomáticoe con,pretratamiento ein encapsular y el ªªBU!! 
do embriones somáticos encapsulados sin pretratamiento. 

Des'!lllés de 30 días de estar los embriones somáticos de cada 

experimento en el medio de germinación, se evaluó el número de 

embriones germinados. 

I. OBTENCION DE PLANTULAS EN CONDICIONES DE INVERl!ADERO. 

Con objeto de ver si la encapsulaci6n afecta la aclimata~­

ci6n de las plantas a condiciones de invernadero y para comple~ 

tar el esquema de pronagaci6n clonal por embriogénesis somática 

en apio, desarrollado por Vega (1987), se siguió el siguiente -

procedimiento para obtener plántu1as de apio en condiciones de 

invernadero. 

46 plántulas de apio provenientes de embriones so.,,át1cos e!! 

capsulados y 42 de embriones no encapsulados se trasplantaron a 

suelo para su aclimatación en invernadero. Pri~ero se sacaron -

las plántulas del recipiente de 'cultivo, se les lav6 el exceso 

de agar al chorro d~ la llave, posteriormente se sume~gieron 
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las ra!ces en una solución de fungicida ( Promil al 2%, Navarro, 

1985 ), en· un ensayo se vi6 que este paso no es ne~esario. In­

mediatamente se ~olocaron las plántulas en vasos de unicel oon 

una mezcla est&ril de suelo de monte-agrolita 2:1, se regaron 

las plilntulas con las sales del medio MS al 50 %. Para que la 

disminución de la hU1T1edsd relativa del cultivo fuera gradual, se 

cubrieron los vasos de unicel con una bolsa de polietileno tra":!. 

parente y se dejaron en fotoperiodo natural a media luz, la -

cual se incrementó gradualmente. 

Despu&s de 8 dias se comenzaron a hacer perforaciones a la 

bolsa de plástico hasta que pasados varios dias más, ya no fue 

necesaria la cubierta. Se evaluó el ~úr.iero de plántulas que 12 

graron aclimatarse en suelo. 
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V. llESUL1'ADOS Y DISCUSIO/I. 

A. PROTOCOLOS DE mBRIOGENESIS SOMATICA. 

El .proceso de re~nersci6n de plantas de alfalfa lineas A 70. 

34, P'l.l y spio, via embriogénesis so~átics, ha tenido éxito en los 

protocolos reportados por Villegas (1986), Meijer y Brown (1987), 

y Vega (1987), respectivamente, sin embargo es conveniente consi­

derar algunos jJU?>tos: 

La obtenci6n de material vegetativo en condiciones asépticas 

a partir de semillas de alfsl.fs A 70. 34 y apio no presento pro-­

blems alguno con el tratamiento de desiníestaci6n probado, una vez 

que se sdquiri6 destreza en el manejo de las semillas. En alfalfa 

A 70.34, de custro siembras se tuvieron diferentes porcentajes de 

contaminsc16n ( la., 20 J'; 2s., 100 :'; Ja., JO ;< y 4a •• , 60 f. ). 

En la siembra de semillas de a;iio ocasionalmente se ten!a co.!! 

ts'!linsci6n. 

La respuesta embrio0énics de plántulas provenientes de Sl9Tlli­

lla, es muy variable, para superar este problema, en la mayoría -

de los reportes de embriogénesis so~ática en ~lfslfs, se utiliza -

selecci6n recurrente ( Reisch y Bingham, 1980; '-itten ~ !!!_., 1984; 

l!!eijer y Brown; 1987 ) , en el presente estudio, tambi6n se utUic6 

el mismo proceso. En las pri"lleras siembras en do'!:"-e se utilizaron 

peciolos de plántulas de alfalfa A 70.34. seleccionadas al azar, la 

respuesta de embriogénesis !ue muy baja, alrededor del 15 ~. con -

un rendi~iento promedio de 5 embriones por in6culo. En experimen­

tos posteriores se identificaren las pliúttulas con ~syor respuesta 

y se clonaron ya sea por entrenudos o.por embriog,nesis somática, 
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con lo que se logró alcanzar respuestas de hasta 90-95 ~ 

Con respecto a la fuente de inóculo, práctica~ente cualquier 

parte de la planta es capaz de producir callo { McCoy y Walker, 

1984 ), en alfalfa bibliográficamente se aprecia un predominio en 

el uso de tejido embrionario cotiledón e hipocótilo, { ver cuadro 

1 en la revisión de literatura ), en la presente investigación,­

en alfalfa, se utilizó rutinariamente peciolos de plántulas, de ! 

cuerdo al protocolo de Villegas y Brown {1987). En apio la fuen­

te de in6cu1o fue comúnmente hojas cotiledonares de plántulas de 

18-20 días de edad. 

En alfalfa A 70.34 el proceso de embriogénesis somática se 

desarrolla del siguiente modo: peciolos sembrados en medio B
5
e -

con 2,4-D y Kn, se empiezan a hinchar después de 6 días de cultl 

vo, a los 12 días se observa un callo amarillento y friable, en­

tre los 18 y 22 días se identificaron los primeros embriones som! 

tices en estado globular, de los 22 a los 40 días se observa la -

inducción y desarrollo asincrónico de embriones somáticos globu­

lar, corazón y torpedo, a los 40 dÍas se aprecian gran cantidad 

de embriones so~áticos en diferentes etapas de desarrollo. El t~ 

mallo de embriones globulares de alfalfa A 70.34 es de alrededor -

de 0.5 mm, en estado corazón de 0.5 a 1.0 mm y embriones torpedo 

entre 2 y 4 mm, los embrionee torpedo presentan una típica forma 

de botella, con un par de primordios cotiledonares ( aunque los -

hay con 1 ó 3 cotiledones y meriste~os apical y radical. El -

color de los embriones es verde, siempre y cuando se desarrollen 

en fotoperiodo,si el desarrollo es en completa obscuridad, los e~ 

briones no adquieren la típica coloración verde; no obstante su 

rendimiento, respuesta y desarrollo es normal. Una descripción -

más amplia de le ontogenia de embrionee somáticos de alfalfa a n! 
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vel histol6gico e histoquímico se encuentra en un estudio llevado 

a cabo simultaneemnete a la presen~e investigaci6n ( Hernández, 

1988 ). 

El tiempo de obtención de embriones somáticos es variable, 

en alfalfa A 70.34 es posible observar embriones maduros, después 

de 25 días de cultivo, pero en la mayoría de los experimentos se 

dejaron los cultivos hasta los días 40-42, cuando se obtenían una 

mayor cantidad de embriones torpedo; a este respecto es de gran -

importancia obtener sincronía en las diferentes etapas de desar~ 

llo, más adelante se discutirá el efecto del ácido abscísico y a! 

gunos ensayos hechos para incrementar la sincronía en alfalfa A -

10.34. 

El porcentaje de germinación de embriones somáticos de alfa! 

fa A 70.34, obtenido inicialmente f'ue de 10.5 ~. asimismo se obse~ 

vó que la inducción de raíces fUe .J19bre. 

En la figura 2 se presentan fotografías que esquematizan 

el sistema de propagación ~ vitro por embriogénesis so!llática en 

alfalfa A 70.34. 

En alfalfa Pl.l, peciolos puestos en medio de inducción a 

los 5-6 días comienzan a hincharse, en el momento del trasplan~­

te a medio de desarrollo ( día 12-15 ), se observan proembriones 

y embriones globulares, después de 10 a 12 días de estar los e~ 

llos en medio de desarrollo se observa una mezcla de embriones en 

estado globular, corazón y torpedo. El tamaño y morfología de 

los embriones somáticos de alfalfa Pl.l en estado globular y cor~ 

zón, es muy similar a sus correspondientes de A 70.34, pero los 

embriones torpedo de alfalfa Pl.l son ligeramente mayores a los 

de A 70,34. Con respecto a su apariencia, los e!llbriones so~áti--
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Figura 2.~ Embriog~nesis somática ~ ~ en alfalfa A 70,34 

A) Pecíolos en medio de inducción. 

B) Callo en estado competente. 

C) Embriones somáticos en diferentes etapas de des! 

rrollo¡ a - globular, b - corazón, c - torpedo. 

D) Embriones somáticos maduros, listos para el tras­

pl'lllte a medio de germinación. 

E'> Plántula con 15 dí"9 en medio de gel"llinaci6n • 

. Pl Plántula después de 45 días en medio de germinación. 
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coa de alfalfa l'l.l presentan menor cantidad de embriones anorma­

les, poseen una coloraci6n verde más intensa que los de A 70.34 

y su tiempo de desarrollo es menor ( 35 días por 42 en alfalfa A 

70.)4 ). En alfalfa Fl.l no es necesaria la selecci6n recurrente 

para obtener a1tae respuestas y rendimientos, todas las diferen­

cias se deben a que alfalfa Pl..l es una línea con una alta contr! 

buci6n genética de Medicago ~. como ha sido reportado por 

Mitten ,!! !!!· (1984) y Brown y Atanassov (1985), a menor contri-· 

buci6n genética de Medicago ~. menor respuesta embriogéni­

ca. 

En alfalfa Fl.l, la ma;yor cantidad de embriones somáticos m~ 

duros se obtiene alrededor del día 35, aunque Kao y Micheyluk ( -

1960 ) y Skokut ~ ~· (1985), indican que obtienen embriones so­

máticos de alfalfa en 28 y 21 días, respectivamente, el tiempo no 

es el principal problema en la regeneraci6n vía embriogánesis so­

mática, sino la calidad y posteriormente la cantidad de embriones 

somáticos; lograr setos objetivos, requiere investigaci6n en cada 

una de las etapas de embriogénesis somática de cualquier especie. 

De 126 embriones somáticos de alfalfa Pl.l, sembrados en me­

dio de -erminaci6n, se obtuvo un porcentaje de germinaci6n del -

~~ 

En apio el sistema de embriogánesis somática presenta dife­

rencias con respecto a los sistemas de alfalfa ( fuente de in6cu­

lo, medio de cultivo, concentración de reguladores y tiempo de o~ 

tenci6n ). En apio el proceso de embriogénesis se desarrolla del 

siguiente modo: hoja.a cotiledonares, puestas en medio de indu~ 

ci6n comienzan a producir callo despuás de 8-10 dias, los prime­

ros embriones somáticos en estado globular se observan a partir -
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del día 20, el tamaño de estos embriones es más pequeño que el 

de sus correspondi~ntes en alfalfa ( alrededor de 0.3 mm ), no se 

observa claramente la etapa de desarrollo de corazón, porque esta 

es muy rápida, la etapa torpedo es más larga y con crecimiento -

continuo hasta germinar, el tamaño de los embriones torpedo ose.!_ 

la entre 2 y 5 mm. Los embriones somáticos de apio son estructu­

ras bipolares ( con meristemos apical y radica1 ) , de color verde 

claro, con incipientes cotiledones y más alargados que los de a!· 
falfa. 

No fue posible cuantificar la respuesta de embriogénesis en 

hojas ootiledonares de apio, por la necesidad de disgregar el C!, 

llo producido, por agitación del frasco de cultivo, para así lo­

grar una mayor producci6n de embriones, ee estima que existe una 

respuesta de alrededor del 20 ~. Tampoco se hizo selección recu­

rrente, siempre se parti6 de semillas, la respuesta se evaluó 

por fraeco, en algunos de ello9 erá. poeible distinauir hasta 600 

embriones somáticos en diferentes etapas de desarrollo. La germ.!_ 

naci6n de embriones somáticos de apio fue rutinariamente de 85 a 

90 %, para ello se utiliz6 embrionee en estado torpedo con un t!_ 

maño entre 2 y 4 mm. 

Bl eistema de embriog6nesis somática en apio, tue propuesto 

como un modelo biológico y ha sido descrito ampliameate por Vega 

(1987), en el presente estudio se continuaron desarrollsc,<lo al~ 

nos aspectos del cultivo .!,!! vitro de apio, para obtener la:i mejo­

res condiciones de cultivo y probsr ol efecto ele la encap.:iula-­

ción de embriones somáticos do eata especie. 

Se comprob6 que la obtención de embriones somáticos de apio 

es un proceso bien establecido, con rendimientos de más de 400 -

embriones por frasco de cultivo. En este sistema ee pooible obt!_ 
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ner más de 10,000 embriones somáticos en las primeras 6 semanas 

de cultivo en sólo 25-30 frascos gerber, de acuerdo con Ammirato 

(1987), esta cifra puede incrementarse por cultivo en suspensión 

o en biorreactor; sin embargo el objetivo principal de la pre­

sente investigaci6n fue desarrollar una metodología para encape~ 

lar embriones somáticos, oon el fin de producir un análogo de una 

semilla sexual y co1unque s_e observ6 que existen amplias perspec­

tivas para el escalamiento en la producción de embriones somáti­

cos de apio y alfalfa, se trabajó s6lo e nivel de laboratorio. 

En el caso del sistema de embriogénesis so~~tica en alfalfa se -

enfocaron los esfuerzos en lograr la obtenci6n de embriones som! 

ticos de al.ta calidad. 
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B, MANIPULACIONES REALIZADAS BN MEDIO Y CONDICIONES DB 

CULTIVO PARA OBTENER EMBRIONES SOMATICOS DE ALTA C! 

LIDAD. 

B.l. Separaci6n de las fases de inducci6n y desarrollo de 

embriones somáticos de alfalfa A 70.34 1 apio tipo 

Tall Uteh 52-70, 

Uno de los factores ·que limitan la obtenoi6n de embriones S.!l, 

máticos de alta calidad, es la continua acci6n de los reguladores 

del crecimiento ( principalmente el 2,4-D ), durante el. desarro­

llo de los embriones somáticos. Una vez que el proceso embriogé­

nico se ha disparado, la acci6n del 2,4-D puede redund8r en la o!! 

tenoi6n de embriones anormales, alta asincron!a 1 en algunas es­

pecies como zanahoria, inhibir el ftesarrol.lo embrionario a menos 

que se elimine o disminuya la conoentraci6n de la awcina en el m!. 

dio de cultivo Sung !! ~·, 1984 ) 

En alfalfa A 70. 34 es posible obtener embriones somáticos en 

el mismo medio de inducci6n ( ver protocolo original ), sin emba!: 

go con la separaci6n de las fases de inducci6n y desarrol.lo, se -

obtienen embriones de mejor aparienoia'1 es posible real.izar exp.! 

rimentos de eincronizaci6n sin el efecto de roguladoreo del cree! 

miento, en esto punto Stuart !! !!!• (l.985), han demostrado que a! 
tas concentraciones de 2 ,4-D en lo.a úl.tirnas etapas de dosa1·rollo 

disminuyen sensiblemente la tasa de síntesis de proteínas de re­

serva, resultados similares se obtuvieron en alfalfa A 70,34, 

En el cuadro 6 y gráfica l. se puede observar que s6lo se ne­

cesita de 12 a l.5 días de inducci6n en presencia de reguladores -
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CUadro 6.- Respuesta y rendimiento de embriones somáticos en P! 

cíolos de alfalfa A 70.34, sometidos a diferentes 

tiempos en medio de inducción con reguladores del 

crecimiento y posterior trasplante a medio de des! 

rrollo sin reguladores. 

~ratamiento, días en: 
Respuestaª Rendimientob 

•edio de •edio de ( ?' ) ( i ) Inducción Desarrollo· 

o 42 o.o o.o 
3 39 o.o o.o 
6 36 6.6 e.o :t 0.7 

9 33 60.0 5.0 :!: 3.7 

12 30 63.8 11.0 :!: 7.0 

15 27 84.6 12.0 :!: 8.2 

18 24 93.7 12.0 :!: 7.8 

21 21 so.o 13.0 :!: 6.9 

24 18 96.l 18.0 :!: 10.8 

27 15 95.8 12.0 :!: 8.3 

30 12 96.8 14.0 :!: 8.1 

33 9 77.7 10.0 ± 5.8 

42 o 67.5 10.0 :t 5.8 

a - Respuesta; Número de callos con embriones/número de callos. 

b - Rendimiento; Promedio del ndmero de embriones/callo. 
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Gráfica l.- :&nbriones som~ticos obtenidos en peciolos de alfalfa A -

70.34, sometidos a diferentes tiempos en medio de induc­

ción con reguladores del crecimiento y posterior tras~ 
plante a medio de desarrollo, sin reguladores. 
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para obtener respuestas y rendimientos altos, incluso se observa 

que el rendimiento de in6culos sometidos a inducción por 42 d!ae 

es menor, un par!odo adecuado pera inducir loe mejores randimi!n 

tos de embriones somáticos en alfalfa A 70.34 es de 12 a 24 d!as. 

En al mismo experi~anto se encontró que la mayor cantidad de 

proteínas sintetizadas ocurri6 cuando el transpla~te de medio de 

inducción a medio de desarrollo se hizo a los 15 d!ae ( gráfica -

2 ), an esta ea observa un constante recambio en la síntesis de 

proteínas, no hay un máximo aparente, en el caso de albúminas el 

.mayor valor se obtiene alrededor del día 15 y luego vuelve a su-­

mentar el día 27, en globulinas el mayor valor es alrededor del -

día 15, posteriormente hay una ligera tendencia a decrecer la sí!! 

tesis de proteínas con el tiempo, lo que indica que no hay acumu­

lación de proteínas de reserva, por.supuesto que el proceso no es 

sincrónico, pero con el tiempo la población de embriones torpedo 

aumenta y por lo tanto debería aumentar el contenido de globuli~ 

nas ( en donde se encuentran las proteínas 7 S y 11 S ). 

Hasta hace poco tiempo los reportes de embriog~neeis eomát! 

ca, hab!an basado la calidad de los embriones en criterios morfo­

lógicos, que dependían del punto de vista del investigador¡ el ~ 

so de marcadores bioquímicos proporcionará bases ~ objetivas, -

para obtener embriones somáticos de calidad. De acuerdo con Stu­

art et !!• (1985), las proteínas de reserva 7 S y 11 S al ser em­

brio y estado-específicas indican la calidad de un•embrión¡ a m! 

yor contenido de proteínas de reserva en un embrión, habrá mayor 

oportunidad de supervivencia y germinación, en el anterior experi 

mento ee demostró la síntesis de proteínas de reserva, el siguie~ 

te paso es lograr la acumulación de proteínas 7 S y 11 s. 

En la gráfica 3 se indica la curva tipo empleada para la ev! 
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Gráfica 2 .- Contenido de proteínas en embriones somáticos de alfe,h 

fa A 70.34, desarrollados en diferentes tie:npos en me­

dio de inducci6n y posterior trasplante a medio de d! 

sarrollo. 
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10 15 

Ecuaci6n 

Aba = (O.Ol90)'Conc. 

Coeficiente de correlaci6n 

r = 0,997 

20 25 
.,ug de prot. !ISA 

Gráfica 3.- curva tipo utilizada en la evaluaci6n de contenido de 

proteínas en embriones som!ticos de alfalfe A 70.34 y 

Pl.l ( proteína estsndar BSA, albúmina de suero bovino ) , 
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luaci6n del contenido de proteínas, en embriones somáticos de al­

fal.fa A 70,34 y Pl.l. 

En apio la continua aoci6n del 2,4-D produce poblaciones de 

embriones asincr6nicas, en el cuadro 7 se observa que despu6s 

de 30 días de inducción, muchos embriones empiezan a germinar en 

el mismo medio de inducci&n; mie,;tras que otros se enoontraban en 

diferentes etapas de desarrollo. 

En la gráfica 4 se observa que la mayor producoión de embril!, 

nes somáticos de apio, s~ obtiene cuando el transplante de medio 

de inducci6n a medio de desarrollo se realiza a los 45 días, no 

obstante a este tiempo una gran cantidad de embriones he germina­

do en el medio de inducción, lo que dificulta su manejo. Un tie~ 

po adecuado de inducción en presencia de reguladores del creci-­

miento en apio Tall Utah 52-70 es de 35 a 40 días, con lo que se 

asegura una al.ta producción de embriones somáticos. El desarro­

llo de los embriones se lleva a cabo en los siguientes 10 ó 15 -

d!as en medio sin reguladores, para finalmente rescatarlos y sem 

brarlos en medio de germ~nación, que en este caso fue el mismo 

que el de desarrollo, con la diferencia de que el embrión continua 

su desarrollo en forma individualizada. 

Actualmente y continuando con esta línea de investigación, -

se está trabajando en la caracterización del patrón de proteínas 

de semillas de apio, para compararlo con el de embriones somáti 

cos ( Vega, 1988; comunicación personal. ), 

B.2. Efecto de casaminoácidos en el desarrollo de e~brio­

nes somáticos de alfalfa A 70.34. 



- 99 -

Cuadro 7.- Rendimiento de e~briones somáticos de apio, provenie~ 

tes de hojas cotiledoneres so,,.et11a9 ?. diferentes 

tiempos en medio de inducción con reguladores y post~ 

rior transplante a medio de desarr~llo sin re1n1lado--

res. 

Trst!lllliento días en: 

Medio de Medio de 
Inducción Desarrollo 

o 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

55 

60 

60 

55 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

o 

Rendi.,,iento 
por frasco 

( i ) 

o.o 

3,0 ! 3.0 

43:0 ! 7,5 

! 15.3 

.:!: 4.0 

.:!: 6.0 

58.0 ± 16.0 

102.0 .t 25. 5 

253.0 ! 61.l 

433.0 .t 47.2 

380.') ! 95.3 

306.0 ! 58.5 

285.0 .:!: 39.:, 

Embrione3 que ger 
minaron en el ~e: 
dio de inducción 

( ¡( ) 

14~8 

17.9' 

13.8. 

16.i 
--,,---,-o-o~--.---;--

14;o 



Rmto, i 
400 No. emb./fco. 

300 
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o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 
días de inducción. 

Gráfica 4.- Embriones somáticos obtenidos en cotiledones de apio, 

sometidos a diferentes tiempos en medio de inducción con 

reguladores del crecimiento y posterior trssplan-e a me­
dio de desarrollo, sin reguladores. 
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La adici6n de aminoácidos a loe medios de cultivo aumenta la 

producci6n y mejora la morfología de embriones somáticos en alfe.1 

fa ( Stuart !!, !!!_., 1985; Skokut !! !!•• 1985; Meijer y Brown, 

1987 ), siguiendo este fin se evalu6 el efecto de casaminoácidoe 

( caseína hidrolizada ), en el desarrollo de embriones somáticos 

de alfalfa A 70.34. 

En la gráfica 5, se observa que la mayor producci6n de embri.2_ 

nea se obtiene, adicionando al medio de desarrollo 2 g/l de casa-· 

minoácidos, concentración propuesta por Meijer y Brown (1967), 

sin embargo de acuerdo al cuadro B, el mayor porcentaje de germi­

nación ( 33 f. ) y dende se obtuvieron plántulas de meyor tamaño y 

vigor fue a 1.5 g/l de casaminoácidos. De estos resultados y de 

otros experimentos ( análisis de proteínas, efecto de csswninoác! 

dos en la inducci6n de embriogénesie, etc. ), se cre6 un comprom! 

so, por un lado alta producci6n de embriones somáticos con 2 g/l 

de caswninoácidoe y por otro germiriaci6n que produce plántulas con 

meyor vigor y tamai'io con 1.5 g/l de casaminoácidos, de aquí que 

en posteriores experimentos se encontrd que la concentraci6n más 

adecuada de casaminoácido·s que ha.y que agregar al medio de desa­

rrollo, para mejorar la cantidad y calidad de embriones somáticos 

de alfalfa A 70.34 es de 1.75 g/l. 

En este experimento la respuesta en embriog6neeis somática -

alcanz6 porcentajes mayores al 60 :' y en algunos tratamientos h8!, 

ta el 80 % ( cuadro 8 ) , loe rendimientos tambi<!n aumentaron sen­

siblemente, lo que indica la efectividad de loe ciclos de selec­

ción recurrente, en experimentos posteriores se obtuvieron res-­

puestas y rendimientos mayores. 

Con respecto a la sincronización de les etapas de desarrollo 

en la gráfica 6 y la figura 3, se observan los porcentajes de e~ 
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Gráfica 5.- Producción y deesrrollo de embriones somáticos de alfaJ. 

fa A 70.34, con diferentes concentraci6nes de casamino! 

cides (caseína hidrolizada), en el ~edio de desarrollo. 
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cuadro 8 .- Respuesta, rendimiento y genninaci6n de embriones somáti 

cos de alfalfa A 70.34 en diferentes trata~ientos con c~ 

eaminoácidos (CASA), aplicados al medio de desarrollo. 

CASA (gil) Respuesta (~) Rendimiento Cx) Genninaci6n ( \() 

o.o 72.0 5.0 ! 2.3 27,0 

0.5 so.o 5.0 :!: 4.l 16.0 

i.o 64.0 a.o ! 7.2 24.0 

1.5 72.0 6.o :!: 3.5 33.0 

2.0 so.o 9.0 .:!: 7.4 31.0 

5.0 76.0 a.o .:!: 4.8 28.0 

o.o 2.0 5.0 
Casaminoácidos g/l 

Figura 3.- Porcentajes de embriones somáticos de alfalfa A 70.34, glo 

bular cg. corazón(~) y torpedo(~), al.final­

de su dc~~rrollo en d~ferentes tratamientos con casa~inoácidos. 
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/ 5 ,,,,,...-·-·-
./ 
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días de desarrollo d!as de desarrollo 
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CA,SA 2.0 gil " CASA 5.0 gil 

3 - -------· 
l 

o l 6 2 o l 16 20 
dias de desarrollo dias de desarrollo 

Gril.fica 6.- Efecto de caseminoácidos (CASA) en los porcentajes de eta~ 

pas de desarrollo globular (---), coraz6n (----·)y to!: 

pedo (·- ·-} de embriones somáticos de alfalfa A 70. 34. 
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briones en estado globular, corazón y torpedo durante el desarro­

llo y al f'inal del experimento. En cada uno de los tratamientos 

con casaminoácidos, se aprecia que la sincronización no es buena, 

durante el desarrollo se encontraron poblaciones de embriones, en 

cada una de las etapas de desarrollo y al final del experimento, 

los porcentajes de embriones en estado de torpedo, no sobrepasa-­

ron en ning¡Sn tratamiento el 60 ;'. 

B.3. Bf'ecto de casaminoácidos en la inducción de embriones 

somáticos de alfalfa A 70.34. 

Con el !in de determinar si la concentración más adecuada de 

casSl!linoácidos ( 1.75 g/l ) en el medio de desarrollo, tenía al-­

giin efecto sobre el rendimiento de embriones so~áticos de alfalfa 

A 70.34 durante la inducción, se prob6 adicionar esta concentra-­

ción de aminoácidos al medio de inducción. 

En el cuadro 9, se aprecia que si bien la adici6n de aminoác~ 

dos aumenta el rendimiento de embriones so~áticos, la diferencia 

no es significativa en compsración cuando no se agreg6 casaminoá­

cidos al medio de inducción, en cambio el rendimiento ea menor 

cuando loe embriones crecen sin aminoácidos tanto en le inducción 

como en el desarrollo; con respecto a la respuesta, todos los tr~ 

tamientos tienen resultados si~ilares, lo que permite inferir q~e 

los casaminoácidoe tienen influencie principal~ente en el rendi~ 

miento pero no en la respuesta embriogénica de alfalfa A 70.34. 

La germinación de los diferentes tratamientos es muy similar, 

sin embargo los tratamientos con casaminoácidos produjeron plé..~t~ 

las con mayor tamaflo y vigor, que cuando los embriones crecieron 
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en ausencia de aminoácidos. De este experimento es de suponer 

que los aminoácidos no tengan efecto en la inducci6n de la embri~ 

genesis somática de alfalfa A 70.34 y que su influencia principal 

sea durante la d1ferenciac16n de loe embriones somáticos. 

Cuadro 9.- Respuesta, rendimiento y gP.l:'m1nac16n de embriones eom! 

ticoa de alfalfa A 70.34 por efecto de 1.75 g/l de c~ 

saminoácidos, aplicados en la inducción y desarrollo 

de los embriones. 

h'atamiento Respuesta Rendimiento Germinaci6n 

atedio de 
Inducc16n 
(15 dias) 

SIN 
Cae aminoácidos 

SIN 
Casaminoácidoa 

CON 
Casaminoáoidoe 

CON 
Casaminoáoidoe 

Wedio de 
Deearrollo 
(25 d!as) 

SIN 
Cesaminoácidoe 

CON 
Caeaminoé.cidoe 

CON 
Casaminoácidos 

SIN 
Caaaminoácidoe 

( " ) 

89.0 

92.8 

89.2 

93,7 

( i ) 

9.3 ! 6.5 

16.6 :!; 9,3 

19.5 :!; 8.4 

12.0 !: 7.4 

en medio l!S 

basal al 5°" 
( " ) 
37.0 

41.8 

43,0 

33,3 
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B.4. Efecto del ácido absc!sico (ABA) en el desarrollo 

de embriones somáticos de alfalfa A 70,34, 

Una característica de la embriogánesis somática :!:,!! !!!!:2. es 

la asincron!a de las etapas de desarrollo ( Zee y Wu, 1979; Dos 

Santos il g., 1983; Sung il g. ,· 1984 ) , los sistemas de apio, 

alfalfa A 70.34 y Pl.l no son la excepción, diferentes m6todos 

pueden ser aplicados para la selección de embriones somáticos en 

diferentes etapas de desarrollo ( Loschiavo, 1984 ), los m6todos 

incluyen separ3ciones físicas filtración o centrifugación en 

gradientes de densidad ), o el uso de algdn compuesto químico que 

logre sincronía. En alfalfa A 70.34 se probó el efecto del ácido 

absc!sico ( ABA ) en la producción de embriones somáticos y se a­

nalizó el grado de sincronía durante el desarrollo y en el momen­

to del rescate de los embriones somáticos, relacionando estos r! 

sultados con el rendimiento, la respuesta y los porcentajes de 

gerninación. 

En l<i gráfica 7, se observa que la producción de embriones 

so~ático3 en la m~or!a d~ los tratamientos con ABA fue menor que 

el testigo (sin ABA). No obstante en la gráfica 8, donde se apr! 

cía el comportamiento de las etapas de embriog6nesis globular, c!!_ 

razón y torpedo durante su desarrollo, se observa que los trata-­

mientes con ABA 0,5 y 1.0 mg/l producen una mayor separación de 

estas etan99 de desarrollo en el tie~po, con lo que se obtuvó 

más del 6J .;i; de embriones en estado de torpedo al momento de res­

cate (trasplante a medio de germinación), en comparación con el -

control sin ABA, donde el porcentaje de embriones en estado de 

torp•do es del 54 ,;, A una concentración o.e 10 mg/l de ABA se o:!¡_ 

tuvieron muchos embriones anormales y la separación d: las -
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Gráfica 7.- Producción y desarrollo de embriones somáticos de alf~ 

fa A 70.)4 con diferentes concentraciones de &cido sbs­

c!sico (ABA), en el medio de desarrollo. 
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etapas de desarrollo ya no es ta.~ eficiente, En la figura 4, se 

puede observar que la mayor separación de fases de desarrollo oc~ 

rre con ASA a concentraciones de 0.1 - 1.0 'l!g/l, al final del di 

sarrollo de los embriones somáticos. 

Sin embargo, la germinación es otro punto importante a consi 

derar. El cuadro 10 resume los resultados de gerninación de em­

briones somáticos desarrollados en presencia de los diferentes 

tratamientos con ABA, en general los porcentajes de ~erminaci6n 

son muy similares, pero ~a germinación se retardó en relación a 

otros experimentos, en el mo'l!ento de ·?valuación ( día 30 en medio 

de !!'erminación )·, las plántulas apenas habían alcanzado una alt~ 

ra de 4-6 cm, mientras que los controles tenían plántulas de has­

ta 10 c.,, 

Aún cuando no se aprecia gran diferenciR ( cuadro 10 ), el 

rendi'niento dis.,,inuve cuando ª'lmenta. la concentración de ABA en 

el medio de desarrcllo, resultados similares se obtuvieron en la 

respuesta de embrio~énesis. 

En un cultivo de embriogénesis somática ,!:! vitre, el ácido 

abscísico tiene diferentes efectos: retarda o in.~ibe la germi"!! 

ci6n, detiene la for11aci6n de embriones secundarios ( aumento de 

sincronía ), e incluso con adecuados ·pulses es posible obtener 

e"11briones más nornRles ( Ammirato, 1987 ). En la gráfica 8 se 

observa que la separación de las etapas de desarrollo se lleva a 

cabo en los últi!!lOS días del desarrollo, lo que indica que el áci 

-jo 'lbscisico puede ser aplica:io en ,iulsos cortos, u.~os d!as antes 

del rescate de los e'l!briones, para evitar la continua acción del 

A'lA dur .. ~te todo el desarrollo de los embrior.c '. 1Jn experimento 
'l!U7 interesa..,te seria observar la síntesis de proteínas de reser­

va por efecto de diferentes pul.sos con A3A durante el desarr.ollo 
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Cuadro 10.- Respuesta, rendi~iento y ~erminación de embriones somáti 

cos de alfalfa A 70.34, en diferentes tratamientos con! 

cido abscisico (ABA), aplicados al medio de desarrollo. 

ABA {m.o:/l) 

o.o 
0.1 

0.5 

l.O 

5.0 

10.0 

Respuesta (~) 

so.o 

83,3 

60.0 

73,3 

62.9 

57.1 

Rendimiento (iJ Germinación (") 

6.o .:!: 3.5 

6,0 .! 3,7 

5.0 ± 3,0 

4.0 .:!; 2.7 

6.0 .:!: 5.3 

4.0 .:!; 2,8 

37 .o 
26.0 

37.0 

26.0 

25.0 

20.0 

l,O 5.0 10,0 
ácido absc!sico (mg/l) 

Pigura 4 .- Porcentajes de embrio!les somáticos de alfalfa A 70. 34 glo 

bular <m>. corazón(~) y tor!'edo (~), e.1 final ~e 
su desarrollo en diferen~es trata:nientos ·cor. ác!do gbscísico. 
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de los embriones soo:iáticos .de alfal.fa. 

B.5. Germinación de embriones somáticos de alfalfa, 

En la germinación de embriones somáticos de alfalfa A 70.)4 

con diferentes medios basales, el ma·1or porcentaje de germinación 

( 44.6 % ), se obtuvo con el medio MS al 50 % ( cuadro 1.1 ), el 

medio SH ( usado en el protocolo original ) alcanzó un porcentaje· 

de gerninación de 23,7 ~. Los más bajos porcentajes de ge~nin~ 

ci6n fueron obtenidos oon los tratamientos en medio B
5

, sin emba~ 

go se observó algo importante: embriones en estado globular y 

corazón sembrados en medio B
5 

al 1.00 %, terminaron su desarroll.o 

hasta embriones maduros, en csmbio la ma.yoría de los embriones en 

estado globular y corazón sembrados en los otros medios ( MS o 

SH ), fueron incapaces de terminar su desarrollo, de aquí se des­

prende que el medio B
5 

sin reguladores del crecimiento es un btlen 

medio para el desarrollo de embriones somáticos hasta su madura~ 

ción y que l.a conversidn de embriones somáticos de alfalfa A 

70.34 es m~or en el medio MS al 50 %• 

Por l.o general la conversión de embriones somáticos se l.leva 

a cabo en medios basales sin reguladores del crecimiento, no ob~ 

tante algunos autores Walker y Sato, 1.981; Brown y Atanassov, 

1985 ), incluyen en sus protocolos el uso de re!_!Uladore~ del cr! 

cimiento para la germinacidn de embriones somáticos; en el pre5~~ 

te trabajo, usando el medio V.S al 50 ~. se prob6 el efecto de -

diferentes reguladores del crecimiento, en la conversión de em--­

briones somáticos de alfalfa A 70.)4. 

En el cuadro 12, se observa que a una concentr~ción de 0.01 

mg/l de ácido giberélico ( GA
3 

) , hay un sensible aumento en el 
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cuadro 11.- PorcentajeA de ~et'"1inaci6n de embriones AO-~tico~ de 

alfalfa A 70, 34 en 3 medios basal.es y a 3 concentre-

ciones 

Concent:mci6n 
Medio basa1 

100 .,. 

44.6 .,. 

1.0 % 

23.0 .,. 

· MS - Murashi~ y Skoog (l.962) '. 

25 .,. 

33.3 % 

11.2.,. 

l.5.2 " 

B5e - Villegas y Brown (1987), modificado de Gamborg !! &· (1968) 

SR - Schenk y Hildebrandt (1972). 

cuadro 12.- Porcentajes de genninaci6n de embriones somáticos de D:l 
falfa A 70.34 en medio l!S b&sa1 al 50 f., en presencia 

de 4 reguladores del crecimiento a 3 concentraciones. 

Regulador del 

crecimientoª 

Acido indolac4tico 

Acido gibertllico 

A e ido indolbutírico 

Bencil Bminopurina 

(AIA) 

(GA3) 

(AIB) 

(BA:P) 

a - Testigo; Genninaci6n 

res = 41.8 

Concentraci6n (mg/l) 

0.01 O.l. 1.0 

48.1 .,. 43.6 .,. 31.5 ,,. 

57.8 .,. 40.8 .,. 40.8 .,. 

41.0 "' 39.2 .,. 
37. 5 " 

42.8 '!. 28.3 .,. 10.9 .,. 

en medio MS basal al 50 fo sin regulado 

f,. 
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porcentaje de germinación de embriones somáticos ( 57.8 ~ ), esta 

frecuencia de conversi6n fue la más alta en embriones somáticos -

de alfalfa A 70.34. Walker y Sato (1981), proponen en su estudio 

el uso de 10 mg/l de GA
3 

para la conversión de embriones somáti­

cos de alfalfa, en nuestro caso con 1.0 mg/l de GA
3 

se obtuvo u11 

porcentaje de germinación de 40.8 %, a 10.0 mg/l la germinación 

probablemente hubiera sido menor. En el mismo cuadro se observa 

que el más bajo porcentaje de conversión (10.9 %), se obtuvo con 

1.0 mg/l de BAP lo cual es lógico, al ser una citocinina, uno de 

sus principales efectos es la elon"'1ci6n de brotes y yemas y co­

mWm>ente no es utilizada para la germinación de embriones somáti­

cos, con BAP se observó incluso la inducción je callo en los em­

briones somáticos, principalmente a 1.0 mg/l. 

Con respecto al ácido indolbutÍrico, los porcentajes de coa 

versión no son significativamente diferentes al control, aunque 

es de notar que e. 1.0 mg/.l de AIB empieza a producirse callo, auu 

que en menor cantidad que con BAP. 

Le. frecue~cie. de c0nversi6n de embriones somáticos de alfal­

fa es buena, si se le com9ara con la obtenida por Redenbaugh 

~ !!l• (1986). En sus primeros estudios de conversión de embri2 

nea somáticos de alfalfa encapsulados y no encapsulados, Reden-

baugh y col. obtienen porcentajes de conversión de alrededor del 

30 ~. En el presente estudio una alternativa para le. encapsula-­

ci6n de embriones somáticos de alfalfa es seleccionar los embri2 

nes de mejor morfología y los ~ue tengan un ma,yor contenido de 

proteínas de reserva, ya que en todos los experimentos de germi­

nación se utilizaron embriones escogidos al azar, únicamente que 

tuvieran un tamaño de 2 a 4 mm y que estuvieran en estado de -­

torpedo. 
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C. EFECTO DE DIFERENTES TIPOS DE STRESS DURMiTE EL DESARRQ 

LLO DE ~BRIONES SO~ATICOS DE ALFALFA A 70.34 Y Pl.l. 

Con la aplicación de diferentes tipos de "stress" ( disminu­

ción de la fuente de carbono, desarrollo en completa obscuridad, 

disminución del contenido de humedad con polietilenglicol, acci6n 

del ácido abscísico, etc. ), durante el desarrollo de embriones 

somáticos de alfalfa A 70.34 y .Fl.l, se observaron interesantes 

resultados: 

En alfalfa A 70.34 y Fl.l, los testigos ( sin "streas" ), 

tienen una mayor producción de embriones somáticos ( gráficas 9 

y 10 ) • Como era de esperarse, la aplicaci6n de algún "stress" 

disminuye la cantidad de embriones somáticos obtenidos, los trst! 

mientos más fuertes como, la reducción en la fuente de carbono, 

el "stress" por a,.ua y le a!)liceci.6n de todos los treta.."lientos 

juntos, produjeron los rendimientos más bajos. 

ta respuesta y rendimiento de alfalfa A 70.34 ( cuadro 13 ), 

es menor que en l'l..l cuadro 14 ), en este experimento apenas 

se iniciaban los ciclos de selección recurrente en alfalfe A 

70.34, como ha sido reportado por Brown y Atanessov { 1985 ) y 

( 1987 ) ' la alhl.fa Fl .1 al ser una línea proveniente de 11· m­
~. tiene altas respuestas embriogénicas, aún sin selección 

recurrente. 

Como se observa en el cuadro 14, le respuesta en embrio~ 

nesis en los tratamientos con ácido ebsc!sico, secarosa-manitol y 

el testi~o sin reguladores de alfalfa Fl.l, es mayor al 90 ~. 

aunque es de notar que los rendimientos de los diferentes trat! 

mientas es '11enor que al testigo. De igual fc.:r.na en alfalfa A 

70.)4, se observa ( cuadro 13 ), q•.ie en le, "ªYoría de los trl".t~ 
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No emb./trat~· 

---.,,,,,.,,,,._. -------.~---

---· -·---------

S/B 

sac. 
1!nn. 

-==:::::::::::::==========-: PBG. 15 ;o 2'5 30 
a - Cada tratamiento 25 in6culos. d!aa de desarrollo. 

Gráfica 9.- Producción de embriones somáticos en alfalfa A 70.34, apl1 

cando tratamientos con: polietilenglicol al l<>;' (---), ácido abecf 

sico 0.5 mg(l ~ -), 33:' sacarosa-66" manitol (-----), sin regula­

dores (·--) y con reguladores (·-·-4, en el medio de desarrollo. 

··· .. 
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a - Cada tratamiento 25 in6cu1os. 

S/R 

ABA 

Sao • 

PBG. 

13 17 
días de desarro1lo. 

Gráfica 10.- Producción de embriones somáticos de alfalfa Fl.l, apli­

cando tratamientos con: ácido absc!sico o. 5 mg/l e- ~. sin 

reguladores <--·-), 33" sa.carosa-66¡(. manitol (---- -} y poli!. 

tilenglicol al 10 . .' (---), en el medio de desarrollo. 
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Cuadro lJ,- Respuesta, rendimiento, contenido de proteíllSS albúmi 

nas y ~lobulinas y germinación de embriones somáticos 

de alfalfa A 70,34, desarrollados en diferentes tipos 

de "stressº. 

Tratamiento Respuestaª Rendimiento b .Ub. Glob. Germinaci6n 

( .,, ) ( i ) (mg prot./g p.f,) ( :' ) 

Sin 46.0 5,0 i: 3,3 7,7 u.6 23.0 reguladores 

Con 43,5 s.o :!: 3.2 2,3 2.7 26,0 reguladores 

Acido abscís_i:. 
co J.5 mg/l 46.0 

Sacarosa 33 ¡(, 41.0 Manitol 66 'f. 

Polietilenelicol 7,0 1000 al 10 ':' 

Obscuridad 42.0 

Tratsr.iientos 
III a VI jun- o.o o.o !: o.o 
tos 

a - Respuesta; !111.~ero de callos con embriones/nú.~ero de callos. 

b - Rendimiento; Promedio del niirnero de embriones/callo. 

Insuficiente cantidad de embriones para la determinación. 
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Cuadro 14.- Respuesta, rendimiento, contenido de proteínas albúm! 

nas y gl.obulinas y germinación de embriones som~ticos 

de alfalfa Fl.l, desarrollados en diferentes tipos 

de "stress". 

Tratamiento Respuestaª Rendimiento b Alb. Glob. Germinaci6n 

( " ) ( i ) (mg prot./g p.f.) ( " ) 
Sin 93.0 15.0 J; 9.2 15.0 7.0 43.0 reguladores 

Con o.o o.o ±o.o o.o o.o o.o reguladores 

Acido abecísi 96.0 io.o ! 4.7 22.0 i.5 33.0 
00 0.5 mg/l-

Sacarosa 33 " 96.0 a.o ± 3.2 12.0 4.3 
Vanitol 66 " 

Polietilengli 
col 1000 l~ 73.0 6.0 ;!; 3.5 4.a 

Obscuridad a5.o 9.0 :!: 4.4 30.0 a.6 31.0 

Tratamientos 
III a VI j"!! 16.0 2.0 ± o.a 25.0 4,0 
tos 

a - Respuesta; Número de callos con embriones/número de callos. 

b - Hendimiento; Promedio del nl1inero de embriones/callo. 

Insuficiente cantidad de embriones para la determinaci6n. 
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mientes la respuesta es similar, entre 40 y 5~ ~. pero el rend! 

miento es menor en los tratamientos con "stress" más fuertes, de 

aquí se concluye que la aplicación de algún "stress" en general 

no tiene efecto sobre la respuesta en embriogénesis de alfalfa A 

70.)4 y Fl.l, pero sí disminuyen sensiblemente los rendimientos. 

En alfalfa Fl.l, se encontró que la completa diferenciación 

de los embriones somáticos necesita de un medio sin regulad,res 

del crecimiento, despuás de 10 - 12 días de inducción se observó 

una gran cantidad de proembriones y embriones globulares en º! 

llos provenientes de pecíolos de plántulas, sin embargo ninguno 

es capaz de llegar al estado torpedo si se mantiene en este me­

dio, además despuás de estar )O días en inducción los embriones 

degeneran a menos· que se eli11inen los reguladores del medio de 

cultivo transfiriendo los callos a medio de desarrollo ), antes 

del día 25 de la inducción. 

En este experimento, de los tratamientos probados el ABA a 

0.5 mg/l fue el ánico que logró mayor sincronía en las etapas de 

desarrollo de alfalfa A 70.)4 y Fl.l ( gráficas 11 y 12 ), se o~ 

serva que en los tratamientos con polietilenslicol y sacorosa-ma­

nitol los embriones torpedo tardaron más tiempo en aparecer. El 

bajo rendimiento de los diferentes tipos de "stress" combinados -

impidió incluir gráficas de este tipo, por la misma razón en el 

tratamiento con polietilenglicol en elfalfa A 70.34, no pudo eer 

graficado. 

Los embriones que tuvieron su desarrollo todo el tiempo en 

obscuridad, al momento de ser reacatadoa no presentaron el cara~ 

ter!stico color verde de los demás embriones, sino un color crem2 

so, aún así el rendimiento obtenido fue de loa más altos tanto en 

alfalfa Fl.l como en A 70.34 ( cuadro 14 y 13 ), la sincroniza 
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Gráfica ll.- Desarrollo de ombriones somi\ticos globular (---), co~ 

z6n (-----)y torpedo(·-·-~, de alfalfa & 70.34 en -

diferentes tratamientos aplicados al ~edio de desarrollo. 
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ci6n obtenida al momento del rescate figura 5 ), fue la mayor 

con excepci6n del tratamiento con ABA, con respecto al contenido 

de proteínas, también fue de los más altos y en la germinaci6n, 

este tratamiento produjo plántulas normales, ~orlo tanto puede 

decirse que los tratamientos con obscuridad y ABA: aumentan el 

grado de sincronía de las etapas de desarrollo, incrementan la 

síntesis de proteínas de reserva en los embriones somáticos y la 

conversión de embriones produce plántulas normales. 

De acuerdo a la figqra 5, los mejores tratamientos para o!? 

tener m~vor sincronía al momento del rescate de los embriones S.2, 

máticos de alfalfa A 70.34 y Pl.l, es cuando el desarrollo de 

los embriones se llev6 a cabo en presencia de ácido abscísico 0.5 

mg/l o en obscuridad, mezclas de estadios se observaron en los 

demás tratamientos. 

D. ANALISIS DE PROTEINAS DE RESERVA 7 S Y 11 S. 

En alfalfa A 70.34, el análisis de proteínas muestra que los 

tratamie~tos con ácido abscíeico y obscuridad tienen los mayores 

contenidos de proteínas ( determinación por el m6todo Bradford ), 

en comparación cuando el desarrollo de los embriones fue en cont! 

nua presencia de reguladores del >recimiento ( cuadro 13 ). De 

igual forma en alfalfa Pl.l la mayor cantidad de proteínas deter­

minada fue en los mismos tratamientos ( cuadro 14 ) • 

Por otro lado el análisis electroforético demostró que prác­

ticamente en todos los tratamientos hay presencia de proteínas -

de reservR 7 S y 11 S y que el patr6n dete::-:ninado corresponde 

con el de proteín'l.S de se~illas. 
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Figura 5.- Porcentajes de embriones somáticos de alfalfa A 70.34 

( t'igUrB a ) y n.1 ( figura b ), en estado globular 

(g), coraz6n ( ~) y torpedo(~), al 

final de su desarrollo en diferentes tipos de "stress": 

(ácido abscísico 0.5 mg/l (ABA); completa obscuridad 

(OBSC); sin reguladores (S/R); con polietilenglicol a1 

10 '!> (PEG); sacarosa 33 f. - manitol 66 1' (SAC-l!AN); 

con reguladores (C/R) y con todos los anteriores tra­

tamientos (!ODO) ) • 
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En el experimento de separación de fases de inducci6n y des~ 

rrollo en el proceso de embriog6nesis de alfa1fa A 70.34, cuando 

el trasplante de los in6culos de medio de inducción con regulad2 

res a medio de desarrollo sin reguladores fue a los días 15 y 21, 

se obtuvieron los geles de poliacrilamida con bandas de proteínas 

más intensas { figura 6 ) , lo que indica un mayor contenido de 

proteínas y pJr lo tanto mayor ca1idad de los embriones. 

Un punto importante es que en algunos geles de poliacrilamida 

se observó que en la fracción de albWninas proveniente de embri2 

nea somáticos, se encontraban bandas características de proteínas 

de reserva 7 S y 11 S ( fracci6n de globu1inas ), lo que po<lía 

indicar una posible mez~la de muestras, sin embargo la consiste!! 

cia de este resultado plantea otras posibilidades, una de ellas 

es que las proteínaa de reserva 7 S ( Vicilina y 11 S ( legu­

mins ) , no alcanzan a ensamblarse para formar su estructura tel'­

ciaria y cuaternaria,. la busquedR de cuerpos proteícos por mic~s 

copia electr6nica, podría comprobar o refutar esta hipótesis. 

De los diferentes geles de poliacrilamida, las bandas con 

proteínas de reserva que presentaron mayor intensidad fue en los 

tratamientos con ABA y obscuridad, lo que indica que las co.ndi­

ciones de "stress" obligan al embri6n somático en desarrollo a t!_ 

ner una tasa de síntesis de proteínas de reserva ~or. 

Actual~ente como resul.tado del uso de tácnicas de Biología -

Molecular, se tiene determinada la secuencia de aminoácidos de 

proteínas de reserva de se~illas de varias especies, entre ellas; 

chícharo y frijol Slighton y Chee, 1987 ). La tendencia es: -

buscar sitios en las proteínas de reserva 7 S y 11 S, que pue­

dan tolerar variación en la secuencia de a'llino~cidos. 

Combinando los conocimientos en proteínas de reserv2 de la -
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Figura 6.- Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. 

A) Praociones de proteínas globulinas ( G ), 7 S y 11 S 

de semillas de alfalfa A 70.34. Marcadoree de peso mp_ 

lecular ( Jlf ): a - fosforilasa B ( 95.2 Kd), b - albl1-

m1Da de suero bovino (66.2 Jrd), c - ovoalbúmina (45.0 

Kd), d - anhidrasa carb6nica (31.0 Kd), e - inhibidor 

de tripsina (21.5 J[d) y f - lisoeima (14.4 ICd). 

B) Pracci6n de sltnminas le embriones somtl.ticos de alfalfa 

A 70.34, desarrollados en diferentes tiempos de induc-­

ci6n 3 d!as (Jd), 9 d!as (9d), 15 días (15d), 21 -

d!as (2ld) y 42 días (42d_) con reguladores del cree! 

miento y posterior trasplante a·medio sin reguladores, 

al bWninas de semilla ( A ) • 

C) Pracci6n de globulinas de embriones somáUcos de alfalfa 

A 70.34, desarrollados en diferentes tiempos de induc--­

ci6n 3 días (3d), 9 ciías (9d), 15 días (l5d), 21 -

días (2ld) y 42 días (42d) . con reguladores del creci­

miento y posterior trasplante a medio sin reguladores, 

globul.inas de semilla ( G ). 
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embrio~nesis sexual y so~ática, con los recientes avances en 

tecnología de transferencia de genes vegetales, se podrán corre­

gir deficiencias en aminoácidos con azui're, que son in.~erentes a 

proteínas de reserva de semillas leguminosas, lo ;ue beneficiaría 

la dieta h1111ana. y animal. 
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E, DESARROJ.LO DE LA MATRIZ DE ENCAPSULACION PARA E!o'3RIONES 

SOMATICOS. 

La inmovilización y confinamiento de '!laterial biológico ( e~ 

Zi'!las, organelos, células animales v vegetales, microorganismos, 

insectos, etc. ), ha sido un procedimiento utilizado Bl!lpliamente 

( Kierstan y Bucker, 1977; Grisby y Hall, 1980; Matteau y Saddler, 

1982; Fravel .!! ~·• 1985 ), para facilitar el manejo del mate-­

rial y para otros objetivos específicos; ya sea dar estabilidad, 

obtener metabOlitos o desarrollar nuevas técnicas de producción, 

como es el caso del atrapamiento de células vegetales. 

Las técnicas de inmovilización incluyen el uso de diferentes 

polímeros ( quitosanas, agar, agarosa, alginatos, carragenina, p~ 

liacrilamida, poliureta.,o, etc. ), 

Para la encapsulación de embriones somáticos Redenbsugh et -

!!_., (1986), probaron diferentes hidrogeles na•urales, adaptando 

la metodología de inmovilización de células vegetales para enea~ 

sular embriones so'lláticos. Los soportes que necesitaran condici~ 

nes muy fuertes para su producción ( calor o sol ventes ) , o que 

fueran tóxicos para embriones so~áticos, fueron descartados para 

usarse como matriz de encapsulación. Encontraron que los algin! 

tos son los mejores soportes para encapsular embriones so~áticos, 

por su fRcilidad de '!lane jo, gelificación en ausencia de calor y 

porque producen esferas de gel con una consistencia adecuada para 

su manejo. 

Un soporte que práct' camente no ha sido utilizado para in~o­

Vilizar materi!U. biológico es el ácido poligalactur6nico, el gel 

nos fue proporcionado por •l Dr. !r'agana del CI~'VES'!'AV z,,ca~enco, 

~éxico. ( 'fagaila, ha reportado me jo res resulta dos e,, la i:''.'!10\"il:;_ 
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zaci6n de c~lulas de levadura con ácido poligalactur6nico, que 

con a1ginato ) • 

;:::, el presente estudio se probaron dos tipos de soporte; a! 

ginato j ácido poligalactur6nico ( PGA ) o pectinato. Se observ.!!. 

ron y cuantificaron diferentes caracteristicas en la obtenci6n de 

cápsulas de gel a partir de 3 tipos de alginato y uno de pectin,!!. 

to. 

En alg:i,_nato de baja viscosidad { 250 cps ), los resultados 

de producci6n de cápsula~ se presentan en el cuadro 15. Con una 

co~cer.traci6n de alginato de sodio de 0.5 ~ no fue posible obte­

ner cápsulas de gel a ninguna concentraci6n de cloruro de calcio, 

a unR concentración de 12. 5 m;\I de CaC12 , ta.,,poco fue posible obt~ 

ner cápsulas a ningun'1 de las concentraciones de alginat·o proba­

das. La obtención de cápsulas de alginato,de tamaño adecuado P!! 

ra encapsular embriones somáticos con alginata de baja viscosidad 

s6lo a~ da a altas concentraciones de gel y cloruro de calcio, a­

si~~s~o a bajas concentraciones de gel y agente de complejaci6n, 

ge obti~:len cáps11las amorfas, por otro lado con este ge1 el tie:m 

po de co~olejaci6n para que las cáps•Jlas tengan una consistencia 

'.ldec•iada, es mayor que en otros tipos de alginato, ae necesitan 

de 30 a 45 minutos de complejac~6n para formar esferas adecuadas, 

para manejarlas co~o matriz de encapsulaci6n de embriones somát! 

cos. 

En fllsinato de viscosidad "ledia ( 35:JO cps ) , la concent~ 

ci6n míni~a de CaC12 poc.ra fol:"T!ar cápsulas en forma de esfera fue 

a 25 rnM, a concentraciones de 50 y 100 mM hubo buena fonnaci6n de 

esferas, junto con una concentraci6n de alginato de sodio entre -

l.O y 1.5 ~. En el cuadro ló, se aprecia que a medida que au-­

~e~ta lq concentración de alginato aQ~enta el tamaño y peso de 
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Cuadro 15.- Producción de cápsulas de alginato de calcio, a partir 

de algi"ato de sodio de baja viscosidad ( 250 cps y 

clO?"UX'O de calcio a diferentes concentraciones. 

Alginato de sodio de baja viscosidad ( 250 cps 
Ci!.Cl2 

(~) 
0.5 ¡. 1.0 'f. 1-5 ;r, 2.0 1' 

p, -r. F. P. T. F. P. T. F. P. T. p, 

12.~ 62.a A 77.3 A 123.0 A 145.0 A 

25.0 39.6 A 56.0. A 75.0 A 70.t. 4,g G 

50.0 62~8 A 42.9 3.6 G 56.8 4.2 G 57.9 4,5 Eo--

i·n.') 63.7 A 41.8 3.6 G 50.:i 4.2 EO 54.2 4-3 E 

-200.0 79.6 A 43,9 3.9 G 51.0 4.0 E 56.1 4.0 E 

P. - peso (mg), T. - tamaño (mrn), l'· .- forma ( A - Morfa, G - gota, 

EO - esfera ovalada, B - esfera ) , No fue posible determinar. 

las esferaa obtenidas, de igual forma a medida que a~enta la co~ 

centraci6n de cloniro de calcio dis~inu.ve el tamaño v peso de las 

cápsulas, asi lgs cápsulas de menor tamru:o y peso ( 3.2 "·"'y 27.7 

Tg ), fueron !ornadas con al~inato de sodio al 0.5 i v CaC1
2 

200 -

.,,,,. v las de r.1a.v0r tamaño v peso ( 7 .O ,,.,, v 190.1 mg ) a 2 .O -1' de 

al~ineto y 12.5 mM de CaC12 . La fort'a de las cápsulas es esf~rica 

en U."l i!'lte!"V'llo de concentr<!ciones de al.gin?t:o de sodio l.J a 1.5.~ 

y cloZ1.1ro de calcio 50 a ¿QJ ~M, asimismo !~ consistencia de cáPB!!, 

lRs fo:M"adas con alF.inato de viscosidad .,,e·lia, dete:Minada man.ual­

~ente, ~ostró ser la ~avor en los tres tipos de alJP.nato, emplea­

dos en la ~resente inve~tigAci6n. 
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Cuadro 16.- Producci6n de cápsulas de alitinRto de calcio a partir 

de alginato de sodio de viscosidad ~edia ( 3500 cps 

y cloruro de calcio e diferentes concc~traciones. 

A1ginato de sodio de viscosidad media ( 3500 cps ) 

o. 5 " l.O :' l. 5 ,. 2.0 ..¡, 

P. T. P. P. T. P. P. T. P. P. T. P. 

12.5 58.8 

25.0 46.l 

A 81.6 4.6 G 118.5 5.9 G 190.3 7.0 G 

A 52.6 4.4 G 62,8 5,3 B 185.8 6.7 EO 

50.0 34.l A 

100.0 31.6 3,5 G 

200.0 27.2 3.2 B 

41.2 

37.0 

32.6 

4.0 B 49.l 4,4 B 87.3 5.3 IO 

3.7 B 44.0 4.0 E 79,6 4,9 B 

3.4 B 40.l 3,8 B 68.3 4.4 B 

P. - peso (mg), T. - tamsílo (an), P. - forma A - emorfs, G - gota, 

EO - esfera ovalada, B - esfera ), _. - !fo tue posible determinar. 

Bn alginato de alta viscosidad ( 14000 cps ) , el intervalo de 

concentraciones de alg:lnato para fo:nnar cápsulas es más estrecho 

( cuadro 17 ), a 0.5 "de alginato de sodio no se produjeron esf~ 

ras en ninguna concentraci6n de eac12 y a 2,0 !. la excesiva visco 

sidad del gel, impidi6 la fonnaci6n de cápsulas con el prccedi­

miento probado, a concentraciones de l.O y 1.5 ~ de alginato, el 

tamaño y peso de las cápsulas siguieron el comportamiento observa­

do en las c~psUlas de alginato de viscosidad media, es decir, di.!!, 

minuci6n en el peso y tamaiio de las cápsulas al aumentar la concen 

traci6n del agente de complejaci6n. 

Con este tipo de al~inato, se obtuvieron las cápsulas de mayor 
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peso, sin embargo la consistencia, determinada manualmente fue la 

más baja de los tre·s tipos de al!;inato, probablemente el mayor pe­

so moleeular del polisacárido impide la formaci6n de un gel de al­

ginato de calcio más estable. 

Cuadro 17 .- Producción de cápsulas de alginato de calcio a partir 

de alginato de sodio de alta viscosidad ( 14000 cps 

CaC12 

(m!J ) 
P. 

12.5 78.0 

25.0 61.5 

50.0 51.0 

100.0 48. 5 

200.0 49,5 

y cloruro de calcio a diferentes concentraciones. 

Alginato de sodio de alta viscosidad ( 14000 cps ) 

0.5 ~ 

T. P. P. T. p, p, T. P. P. 

A 155.9 6.1 G 208.1 6.4 G 

A 105.0 5.6 G 154.7 6.1 G 

A 84 .6 4.8 G 126.6 5,5 G 

A 73.9 4.4 EO 108.6 5.1 EO 

A 67.4 4,3 EO 106.9 4.9 E 

2.0 ~ 

T, I'. 

p, - peso (mg), T. - tamaño (mm), l.'. - forma ( A - a'1!orfa, G - go­

ta, EO - esfera ovalada, E - esfera ), -- - No fue posible dete?'11li­

nar. 

De acuerdo a los anteriores resultados se decidi6 utilizar P! 
ra el proceso de encapsulaci6n de embriones so'!láticos a alginato 

de sodio de viscosidad media a una concentraci6n de 1.25 ~ y como 

agente de complejaai6n a CaC12 100 mM. 

El ta.!llaí'lo de las cápsulas puede variarse de acuerdo al diáme-
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tro del instrumento de goteo, un tamafio menor de cápsulas puede 

obtenerse con un atomizador. Rehg !l !!• (1986), producen esfe-­

ras de alginato de 1.2 y 2.3 mm de diámetro, con una desviaci6n -

estandar del 10 ~. si se desea un alto grado de uniformidad en el 

tamaflo de las cápsulas o para diámetros menores de 1.0 mm, reco­

miendan no utilizar una concentración de alginatc menor al 0,5 ~. 

Un punto importante que eni'atizar, es el procese de gelific~ 

ci6n, por observaciones visuales, el use de Cacl2 a menos de 50 

m1I lleva a una gelificaci6n inicial más lenta, en cambio a 200 -

lllM la gelificaci6n es irunediata. Rochefort !l !!· (1986), expli­

can el fenómeno examinando la técnica de fonnaci6n de cápsulas. -

Cu.ande una concentración relativamente alta de agente de complej.! 

ci6n es colocada en contacto con la soluci6n de alginsto, la for­

maci6n del gel es ll!UJ' rápida, muchos sitios de intercambio cati6-

nico superficiales son ocupados y se desarrollan resistencias di 

fusionales, hay una alta superficie de entrecruzamiento, pero po­

ca di:f\l.Ri6n. Con 50 y 100 mM de Cac12 , la gelificaci6n inicial 

es más lenta, aei el agente de complejaci6n es capaz de penetrar 

más allá de la superficie y Jistribuir los sitios de entrecruza-­

miento más homogéneamente. Además en su estudio encuentran que -

gelificando a 100 mM de cac12 seguido de un lavado en nitrato de 

aluminio se estabiliza más el gel de alginato, sin que se limite 

la viabilidad de levaduras encapsuladas. 

El mecanismo de gelaci6n de alginato, se piensa que es int~ 

molecular e ·intermolecular ( Morris !l &·, 1~82 ), con enlaces -

covalentes y ccvalentes coordinados entre el calcio y los polime­

ros de ácido manur6nico y ácido gulour6nico. 

Es importante notar que en los diferentes estudios en donde 
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se utiliza a1ginato, las concentraciones reportadas varían desde 

0.5 hasta 5.0 ~. esto se debe a que existen en el mercado inter­

nacional una gran cantidad de marcas de alginato, cada una con d! 
ferente peso molecular, viscosidad, purez:i, etc. En un ensayo h!!_ 

cho con alginato de sodio mares BDH England Co., se requería un 

mínimo de alginsto del 3.0 ~ para formar cápsulas no completameE 

te esfáricas, y como se mencionó, el alginato Sigma se utilizó en 

concentraciones máximas del 2.0 ~.que incluso son ya difíciles-. 

de manejar. 

La producción de esferas de gel de un tamaño adecuado para -

encapsular embriones so~áticos con ácido .poligalacturónico ( pec­

tinato ), requiere concentraciones mayores del 5.0 ~. si se de­

sea cápsulas de menos de 4.0 mm de diámetro se puede utilizar una 

concentración más baja de pectinato. La formación de cápsulas 

con este gel requiere el uso de concentraciones de CaCl2 mayores 

a 50 m!ll, en donde se forman cápsulas de alginato ya adecuad.amen­

te, a partir de 100 mM de la sal de calcio, es posible obtener 

cápsulas del tamaflo requerido para la encapsulaci6n de embriones 

somáticos. 

En el cu~dro 18, se presentan los resultados de producción -

de cápsulas de pectinato, no se aprecia ninguna tendencia con 

respecto a aumento de peso o ta.maño de cápsulas en los diferentes 

tratamientos con cloruro de calcio o pectinato, como se observó -

en la producci6n de esferas de alginato. 

Muy pocos reportes se encuentran en la literatura sobre irnn_g, 

v1lizaci6n o encapsulaci6n de material biol6gico en donde se uti­

lice pectinato coMo soporte Maeafta, 1987 ). 

En el prese~te estudio se observó que con práctica se obtie-
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nen cápsulas en foma de esfera. Manualmente se apreció que la -

consistencia de cápsulas de pectinsto es mayor que las de al¡;ina­

to. Del cuadro 18 y de diferentes ensayos de producción de cáp­

sulas de pectinsto, se optó por utiliiar una concentración de 7.5~ 

de ácido poligal.acturónico y cloruro de calcio 200 mM, para los 

experimentos de encapsulación de embriones so~áticos, 

Cuadro 18.- Producción de cápsulas de pectinsto de calcio a partir 

de ácido poligalscturónico y cloruro de caJ.cio a dife­

rentes concentraciones. 

Acido poligalactur6nico 
CaC12 6.0 ~ 7.0 fo a.o 'fo 
(mM) 

P. T. l'. P. T. l'. p, T. F. 

50.0 98.3 A 72.2 A 95.1 A. 

100.0 101.7 A 96.5 5.0 G 108.6 5.4 EO 

200.0 92.1 5.3 G 92.9 5.2 E 92.1 5,3 E 

300.0 91.5 5.2 G 82.9 5,3 E 87.8 5,3 E 

400.0 86.l 4.9 EO 86.4 5.1 E 76.8 5,0 E 

P. - peso (mg), T. - tamaño (mm), F. - forma A - amorfa, G - go­

ta, EO - esfera ovalada, E - esfera ) , No fue posible deter­

minar. 

La transferencia de masa en el sistema embrión encapsulRdo-m~ 

dio de cu1tivo es uno de los eventos críticos psra la conversión 

de embriones somáticos encapsulados. Itamunoala (1987), in:!orma 



- 136 -

que los datos de coeficientes de difusi6n en geles de a1ginato son 

a menudo inconsistentes y variables entre diferentes reportes. En 

su estudio encontr6 que el coeficiente de difusión de glucosa en 

alginato ee incrementa a bajas y altea concentraciones del monosa­

cárido en el gel, lo atribuye en parte a las diferentes ~ondicio­

nes aplicadas, a la variación en los grados de error ( problemas 

de precisión ) y al proceso de difusión mismo. 

En la presente investigación se estudi6 la difusi6n de nitró~ 

geno del medio de cultivo a cápsulas de pectinato, en la gráfica 

13 se muestra que existe dii\lsión de nitr6geno del medio de culti 

vo a c'peulas de pectinato, se observa un constante recambio, que 

hasta cierto punto es normal porque; el contenido de humedad por 

c'psula es VAriable, ta.'tlbién puede variar el contenido de nitróge­

no en los medios preparados y como indica nsmunoal.a (1967), puede 

haber errores de precisión. Bn este experimen'to se observa ( grá­

fica 13 ), que despu.'8. 4e 9 horas de estar l.aa c'psuJ.as de pecti­

nato en el medio de c:ultiva, ba difundido una a1ta concentrac16n 

de nitr6geno a 1aa l:Apnl].u ( comparada con la determinada en el -

medio de cultivo ), des¡juls de 30 horas el nit~geno difundido en 

algunas 11Uestras es mayor que el encontrado en el medio de cultivo, 

lo cual puede ser lógico si el gel 'tiene afinidad por ionea, en e!!. 

te caso de IUI; y 1t0
3

• Sin embargo, el mejor criterio para ase­

gurar que embriones so,,.áticos encapsulados reciben suf'iciente·a ~ 

trimentos por difusión es el desarrollo y germinación de los em-~ 

briones, los resultados positivos de encapsulación hicieron inne­

cesario continuar con el análisis de difusión de otros nutrimentos 

( Carbono, Fósforo, Calcio, etc. ) del medio de cultivo a las cáp­

sulas de gel. 

Por otro lado, el cuadro 19, muestra los resultados de red.:!:, 
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_ug de nitrógeno/ g de cápsulas 

300 

l 

---- . 

o 9 18 27 36 45 horas 

Gráfica 13.- Difusión de nitrógeno de medio de eultívo SH a cápBJ! 

las de pectinato al 7,5 ~. La línea discontinua pa­

ralela a las abscisas indica la concentración de ni­

trógeno encontrada en el medio de cultivo. 
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soluci6n de cápsulas de alginato en citrato de sodio, en los tra­

tamientos con agitaci6n el tiempo mínimo de redisoluci6n fue de 

75 minutos, por lo que no se probaron los trat!llllientos sin agita­

ci6n, que seguramente hubieran tardado más tiempo en redisol.ver -

l.aa oápeul.as y se prefiri6 probar otro tipo de citrato, el. de am2 

nio. 

Cuadro l.9.- Tiempo de disoluoi6n en minutos, de cápsulas de algi­

nato de calcio al l..25 ~ con agitación ( C/A ) y 

sin agitaci6n ( S/A ), en citrato de sodio. 

Citrato de pH 

sodio 5.5 6.5 7.5 
+ 

2 " EJ7U C/A S/A C/A S/A C/A S/A 

2.0 " 95 a: 75 & 75 & 

3.0 " 95 a: 75 & 75 a: 

4.0" 80 a: 75 a: 75 & 

.&. - 15 cápsulas por tratamiento. 

a: - Ko detel'!linado. 

En el cuadro 20 se observan l.os tiempos de redieolución de -

cápsulas de alginato a cada una de las concentrRciones de citrato 

de amonio. Con este experi~ento l.os tiempos de redisol.uci6n se -

redujeron considerablemente, en iambos experime~tos parece no ha~ 

ber relación en el tiempo de rediaoluci6n con respecto al. pH, en 

l.aa concentraciones de citrato empl.eadas. En.subsecuentes experi 
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mentoe y cada vez que .ee necesitó redisolver cápsulas de a1ginato, 

ee utilizó una solución de citrato de amonio al 2.0 "a pH 6.5 en 

presencia de EDTA al. 2.0 ~. con ligera agitación. La presencia -

del EDTA tue con el fin de quelar loe iones de calcio liberados y 

facilitar la redieolución. 

Cuadro 20.- Tiempo de disolución en minutos, de cápsulas de al!li 

nato da calcio al 1.25 ~ con agitaci6n ( C/A ) y 

ein agitación ( S/A ), en citrato de amonio. 

Citrato de pH 

amomo 5.5 6.5 7.5 
+ 

2 " 
EDTA C/A S/A C/A S/A C/A S/A 

2.0 " 22 ea 21 30 19 65 

3.0 " 36 70 30 65 26 •60 

4.0 " 
3·5· 95 21 50 30 35 

A - 15 cápsulas por tratamiento. 

La redieoluci6n de cápsulas de peotinato tampoco preeent6 

problemas, com11nmente ee utilizó una solución amortiguadora de -

fosfatos 200 11111 pH 6.0, en presencia de BD'?A al 1.5 ft con ligera 

agitación, de acuerdo al. procedimiento proporcionado por Garcia y 

Arellano (1988). 

La redisoluci6n de c6psulaa s6lo presenta dificultades cuando 

ss requieren condiciones muy específicas, como rescatar material 

biológico ( c•1u11u1, organslos o microorganismos ), en el presente 

estudio el dnico requisito tue lograr una rápida y eficiente redi-
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solución de esferas de al.ginato y pectinato, por lo que los pr2 

tocolos de redisolución descritos para cada tipo de gel son ade­

cuados. 

P. ENCAPSULACION DE E!i!ERIONES SOMATICOS. 

Una vez que se hubo completado el estudio para estandarizar 

las condiciones de produgción de cápsulas de al.ginato y pecti­

nato, se procedió a incluir dentro de las cápsulas a embriones s2 

máticos de al.falfa y apio. El tamaño del capilar usado ( 3, 5 mm ) , 

para la producci6n de esferas de gel, fue el·edecuado; los em~. 

briones aWi cuando tuvieran un tar.iaño mayor a 3. 5 mm en longitud, 

su grosor difícilmente es mayor a ).O mm, además para encapsular 

embriones utilizando capilares de mayor diámetro, se necesitan a! 

tas concentraciones de.alginato o pectinato y las cápsulas pier­

den su forma esf~rica, en cambio empleando capilares menores a 

3.0 mm algunos embriones ( los mayores ), presentan problemas -

de manejo con la t6cnica de encapsulaci6n descrita. 

La concentraci6n de ~ente de complejaci6n ( CaCl
2 

100 mM y 

200 mir! p'1ra alginato y pectinato, respectivamente ), utilizada ~ 

ra la producci6n de cápsulas de gel, no afecta el desarrollo de 

e~briones so~áticos de apio encapsulados. En sus estudios de e~ 

ca~s~lRci6n Matteau y Saddler (1982), utilizan Csc12 300 mM para 

ir.movilizar al hongo Trichodel'l!la sp. en alginato a1 2.0 •, por su 

parte Tipayang y Kosak (1982), emplean concentraciones de Csc12 y 

al~inato de 270 11114 y J.O ~. respectiYamente. 

En los estudios de encapsulación de ~aterial biológico se u-
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tilizan concentraciones de alginato que van desde 0,6 ~ ( Frank-­

lin y Moas, 1981 ), hasta 3.0-4.0 ~ ( Tipayang y Kosak, 1982 ), -

las diferencias se deben a.la gran diversidad de tipos de algina­

tos presentes·· en el mercado, 

En el presente estudio, se tom6 como base para la selección 

del tipo de alginato a usar en la encapsulaci6n de embriones som! 

ticos a aquel que presentara mayor facilidad de manejo y que pro­

dujera es~eras de mayor.consistencia, con forma y twnaño adecua­

das para contener embriones somáticos de apio o alfalfa, . De los 

tres t~pos de alginato probados, se seleccionó al algin~to de s~ 

dio de viscosidad media ( 3500 cps ), por reunir los requisitos 

mene ionsdos. 

Aún cuando no fue posible evaluar cuantitativamente la con­

sistencia de cápsulas de gel con embriones somáticos, las carac­

terísticas de las esferas y sus condiciones de producción ( tama­

ño, forma, tipo de gel, 'agente de complejaci6n, etc. ), fueron 

mu;y similares a las reportadas por Redenbaugh !! ~· (1986a), por 

lo que ae puede inferir que las cápsulas utilizadas para el atra­

pamiento de embriones somáticos, tienen una consistencia iguale o 

mayor a 0,5 kg/cápsula. De acuerdo con Redenbaugh y col. una coE 

sietencia de 0,5 a 2,0 kg/cápeula proporciona suficiente integri­

dad a las cápsulas para manejarlas individualmente en equipos de 

siembra de semillas peletizadas. 

El tiempo mínimo de complejaci6n de gel es de 10 a 15 minu-­

tos, dependiendo de la concentración de gel y cac1
2 

utilizada, 

con tiempos menores no hay gelificaci6n completa y se producen e~ 

f'eras huecas. 

Los problemas de contaminación de embriones somáticos enc~p-
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sulados fueron nulos, siempre que se trabajó con material bien e! 

terilizado; a este respecto se observ6 que un excesivo tiempo de 

esterilizaci6n de los geles, principalmente pec•inato, produce 

disminución en la viscosidad del gel y consecuentemente en la C! 
lidad de las cápsulas formadas, se recomienda un tiempo máximo de 

esterilzaci6n de 25 minutos a 15-17 lb/in2 y 120-121 ºc. 

ED los primeros ensayos de encapsu1aoi6n se trabajó con em­

briones somáticos de ·alfalfa A 70.34, sim embargo el efecto de ~· 

la encapeul.aci6n sobre la frecuencia de conversi6n fue difícil de 

asegurar, ali.~ cuando se observó que los embriones somáticos de al 
falfa son capaces de romper la cápau1a y germinar como si no estl!_ 

viesen enoapeul.ados. 

Es posible encapsular embriones somáticos de cualquier espe­

cie, pero se consideró que s6lo deben encapeul.arae embriones som! 

tices de alta calidad y con altos p_orcentajes de genninaci6n, P!! 

ra que la tecnoloiia de producción de semillas artificiales tenga 

l.Ulll base más solida. Por eso ai1n cuando en los ·primeros experi­

mentos de germinación en _al.falfa A 70.34, se al.canzaron frecuen­

cias de conversión de alrededor del 40 %, se consideró; para 

que los resultados de encapsulaci6n no se vieran enmascarados, se 

necesitaba aumentar la calidad de los embriones somáticos de al­

falfa. 

De aqu! que se optara por dos rutas de trabajo: l) Para de­

sarrollar una metodología de encapsulaci6n de embriones somáticos, 

utilizar un sistema de embriog6nesis so~ática que produjere em-­

briones con altos porcentajes de conversi6n, la especie selecci!?_ 

nada fue apio, por ser una de las lineas de inves~i,gaci6n en el 

laboratorio y por poseer el sistema de embrio~nesis .!!! ~ 
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bien establecido ( Vega, 1987 ) y 2) manipul.ar las condiciones 

de cul.tivo del sistema de embriog.Sneeis somática en alfalfa A 70. 

34, con el fin de obtener embriones adventicios de alta calidad 

y con altos porcentajes de conversión. 

Con el fin de eval.uar el desarrollo de embriones somáticos 

de apio encapsulados y ne encapsulados, se siguieron sus respect!_ 

vas cinhicas de crecimiento. Las gráf'icaa 14 y 15, muestran el 

desarrollo de embriones somáticos ( hasta el din 48 ), encapsula­

dos en alginato al l.25 "y pectinato al 7,5 '/>, los resul.tados -­

del control ( desarrollo de embriones no encapsulados ), se pre-­

senta en la gráfica 16. En las tres gráficas se aprecia el ini­

cio del típico desarrollo observado en los sistemas biológicos en 

crecimiento ( fases de reposo y exponencial ), las fases resta.~­

tes ( lineal, disminución progresiva y estacionaria ) ( Inna, 

1987 ), no se evaluaron porque en este tiempo el desarrollo de· -

las plántul.as ya es independiente de la cubierta de encapsulación, 

Asimismo, se observa que el desarrollo de embriones somáti­

cos de apio encapsul.ados en alginato y en pectinato, es inicial­

mente más lento que el de sus correspondientes no encapsulados y 

tardan más tiempo en entrar a la fase exponencial, de este exper!_ 

mento se conclu,ye que la cubierta de encapsulación no limha el 

desarrollo de eabriones somáticos de.apio encapsulados. 

Oon respecto a la viabilidad de embriones somáticos de apio, 

no ss aprecia diferencia·entre embriones encapsulados en alginato 

y embriones no encapsule.dos ( cuadro 21 ) , en CBl'lbio la viabili­

dad de embriones encapsulados en pectinato, dismü,uye en los pri­

meros días de cul.tivo, esta dismil1ución puede ser atribuida a 

que el gel de pectinato es m'8 sensible a cwnbioe de pli, en el v~ 

lor empleado ( 6.0 ± 0.1 ), no obstante al final del desarrollo -
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Bcuaci6n 
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Bcuaci6n 

'1 • 5.064 e(0.092)x 

Coe:riciente de 
oorrelaci6n 
r • 0.972 
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Gráfica 15.- Cinética de crecimiento (peso seco) de embriones som! 

ticos de apio encapsulados en ácido poligalactur6nico 

el. 7. 5 'f. y sembrados en medio de germinación. 
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Cuadro 21,- Porcentajes de viabilidadªde embriones somáticos de 

apio encapsulados en a1ginato a1 1.25 ~y pectinato 

a1 7,5 {. y de embriones no encapsulados. 

Días en medio de A1ginato Pectina to Sin 

germinaci6n a1 1.25 f. a1 7,5 '1> encapsular 

o 100.0 94.1 94.1 

3 88.2 71,4 83.3 

6 90,9 56.2 87.5 

9 80.0 73,3 93.3 

12 77,7 72.2 100.0 

15 94,4 64.2 100,0 

18 90.9 68.7 92.8 

21 84.6 70.5 84.6 

24 94,1 92.8 85.7 

27 90.0 88.2 86.6 

30 94,4 87.5 81.2 

33 83.3 93,7 85.7 

36 92.3 100.0 84.6 

39 81.8 100.0 92,3 

42 93,3 100.0 100.0 

45 100.0 100.0 100.0 

48 100.0 100.0 100.0 

a - 15 embriones por muestra. 
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la viabil.idad es símil.ar en los tres tratamientos. Una al.ternat_! 

va para a\IJl\entar el. porcentaje de viabilidad de embriones somáti­

cos de apio encapsulados en pectinato, es incluir en este gel. a 

un buffer biológico para evitar variaciones en el pH del. gel de 

pectinato. 

En el. primer experimento de encapsulación donde se evaluó el 

porcentaje de conversión ( cuadro 22 ), se observa que tanto en -

al.ginato como en pectinato ha.y una sensible disminución en el ·yor, 

centaje de conversión de embriones somáticos con respecto a sus 

controles sin encapsular. E1 porcentaje de conversión de embrio­

nes somáticos cte -apio no encapSUlados fue rutinariamente de al.red!!_ 

dor del 90 %, lo que indica que la disminución en el porcentaje -

de conversi6~ de embriones encapsulados a plántulas se debía al 

proceso de encapsulación o bien a algón factor inherente, como: -

disponibilidad de nutrimentos, difusión de gases, el atrspamiento 

~ismo del embrión o incluso el estado fisiológico del mismo. 

Cuadro 22.- Porcentajes de conversión de embriones somáticos de ! 

pio encapsulados en alginato y pectinato. 

Tratamiento de Embriones % de ji. de embri.!?_ 

encapsulación encapsulados conversión nea muertos 

Al.ginato al 1.25 % l.46 56.l 43.8 

Control, embriones 98 90.8 9.1 sin encapsular 

Pectinato al 7. 5 % l.12 53.5 46.4 

Control, embriones 
95 87.3 12.6 sin encapsular 
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Redenbaugh ,!!,! .!!• (l986a), reportan el porcentaje de conver 

si6n·de embriones somáticos encapsule.dos en alginato ( alfalfa -

29 ~. apio 55 ~ ) y mencionan que no encontraron diferencias si~ 

nificativas con los embriones no encapsulados ( alfalfa 32 %, a-­

pio 61 % ) • En sus estudios de ence.psule.ci6n Redenbaugh y col. _! 

nicialmente utilizan alginato Bll!! al 3.2 'f. y CaC12 50 mM, para o]:! 

tener esferas de gel, recientemente ( Redenbaugh .!!! !!!•• 1987 ), 

emplean alginato Si€;11a al 2.0 % y CeC12 100 mlll, el porcente.;ja de. 

conversión que obtienen entonces es de casi el 50 % en alfalfa. 

En un reciente es~dio dé encapslil.aci_6n de embriones somáticos de 

pino, Gupte y Durzan (1987), utilizan a1ginato al l.O 'f. y eac12 -

100 mJI, sin embargo la frecuencia de conversi6n que .obtienen· es -

de o.o %. 

Loe estudios de la presente investigaci6n muestran que la -

conversión de embriones·somáticos enóapsulados está directamente 

relacionada con la calidad del embr'i6n. tos embriones de mejor.~ 

pariencia y morfología nonnal no tuvieron problemas para romper -

le cápsula de gel y continuar su desarrollo hasta ·plántula, en 

cambio embriones· anormales, pequeños o con bajo vigor~ienen may~ 

res problemas para romper su cubierta y algunos de ellos mueren 

en la cápsula. 

Ha!'ta la fecha Redenbaugh .2.! .!!· (1987), han reportado la e!! 

capsu1aci6n de embriones somáticos principal!!!ente en a.lginatoe. 

Una familia de polisacáridos si~ilares a los al.ginatos y que 

pueden ser utilizados como matriz de encapsuleci6n son les pecti-

nas. 

En el presente estudio se desarrolló una matriz de encapsul~ 

ci6n utilizando ácid~ poligalactur6nico e1 7.5 ~ y cac12 200 mi!. 
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Bn sus estudios de inmovilización de células Montes y Magaña 

(1987), emplean pectinato al 5.0 '!>, en nuestro caso la mayor con­

centración de pectinato UBada se debe a la necesidad de obtener -

cápsulas de diámetro mayor a 4.0 mm. 

En un segundo expertmento d.~ encapsu.laci6n y para mejorar el 

porcentaje de conversión de embriones somáticos, se probó incluir 

en las cápsulas de· alginato Y· pectinato al medio de cultivo. Bn 

el cuadro 23, se aprecia que la inclusión de medio de cul.tivo en 

el gel de a1ginato ~ejora el porcentaje de conversión de embriones 

somáticos de apio, siendo éste mayor al 60 ~. en cambio la incl:2_ 

sión del medio de culti'l'O en el giil de pectinato no mejora el· PO!: 

c~taje de :conversión, Una vez· más se hace referencia a Ios posi­

bles cambios de pH-en el gel· de pectinato, una.'soluoión que se Pl'.2. 

:pone a esta probl_ema es encapaul.ar en.J>resencia de un buffer bio­

lógico. 

Por otra parte y en relación a este experimento J'ujii a1' J!!• 
(1987), indicsn-4ue.uno de los princi'!'S-l~s factores que limitan~ 

el desarro'llo de semillas. artifici&l.es es probablemente la dispo­

nibilidad de nutrimentos ( sales y .carbOhidratos }¡- para superar 

superar este problema los 81!lbriones deben tener sus propios nutr! 

mentos (al.to contenido de proteínas y_carboh:i.d:ratos de reserva) 

o proporcionárselos exógenamente ( proponen el·desarrollo de un 

endospermo "artificial" ). 

Un objetivo a más largo pla11ó en la presente investigación 

es desarrollar una segunda cubierta de protección, hidrof6bica y 

semipermeable, con· el fin de·poder manejar' a los embriones indiv! 

dualmente y sin necesidad de tener rigurosas condiciones de asep­

sia. Los reportes publicados por el @nlpO de Plant Genetics Inc. 

·mencionan esta segunda cubierta, pero en nin&Wi m0111ento proporcil!. 
nan su composición. 
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Un compuesto que puede funcionar como segunda cubierta es l.a 

pol.il.ieina ( llullon, l.987 ), con una membrana de polil.ieina es 

posibl.e, ei ee desea, rediscl.ver el. interior de la cápsul.a y ésta 

no tendrá probl.emae de deshidratación, como los que ee presentan 

util.izando linicamente el. gel de alginato o pectinato. La causa 

por l.a que no se util.iz6 este polímero fue .su al.to costo. 

Cuadro 2J.- Porcentajes de conversi6n de embriones somáticos de ~ 

· pio ··encfipeul.a4os en ei~nato y pectinato, en donde se 

ino~~6 al. medio de cultivo. 

h'atamiento de Bllbriones j( de j( de embri~ 

encapsul.aci6n encapsulado e converai6n nas muertos 

Al.ginato al l..25 '1' en 191 62.B 37 .l. medio de germinaci6n 

Control., alginato al. 
1.25 ¡, sin medio de 108 4.2.5 57.4 
wl.tivO 

Pectinato al 7. 5 " en 92 51.0 48.9 medio de gel'lllineoidn 

Control., pectinato al. 
7. 5· " ain ae41o de ll2 53.5 46.4 
oul.tivo 

lti tto 'I Janiok (1985), reportan aument.o en el porcentaje de 

conversión de 911lbriones eom4tioos de zanahoria encapsulados en ~ 

xido de.pol.ietil.eno, por apl.ioaci6n de pretratamientoe con frío 
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y obscuridad, siguiendo el mismo fin, se encapaul.aron embriones -

somáticos de apio, dando a los embriones un pretratamiento en -­

frío 3 t 2 ºe y en obscuridad. En el cuadro 24, se observa que -

los embriones con pretratamiento y sin encapsular siguen mante~­

niendo su porcentaje de conversión ( 89,1 ~ ) comparable a em-­

briones sin pretratamiento y sin encapsular. Loa embriones en-­

capsulados y con pretratamiento mejoran su porcentaje de conver-­

eidn; en alginato se alcanza un porcentaje de conversión cercanu 

;.,¡ 60 ~y en pectinato supera el 60 ~ •. Por.otro lado el segundo 

contr<Jl ( embriones so.,,áticos encapsulados sin pretratamiento ), 

mantienen bajos porcentajes de conversión ( 59. 7 ~ en alginato y 

55,2 ~ en pectinato ), ei~ilares a loe obtenidos en experimentos 

previos. 

De loa resultadoa de encepsulaci6n de e~brionee somáticos se 

puede concluir que la cubierta de protección proporcionada a 

loa embriones no limita su desarrollo si se utilizan embriones -

somáticos de alta calidad y se determinan las condiciones de -­

germinación apropiadas en loe embriones somáticos. 

En el caso del sistema de emtriog6nesis somática de alfalfa 

A 7~.34, la encapsulaci6n de embriones sólo se llevo a nivel de 

ens911os, se obeerv6 que al igual que en_apio los embriones somá­

tiooa no limitan su desarrollo y germinación por presencie de la 

cubierta de enoapsulaci6n. 

Una alternativa pRra encapsular embriones somáticos de alfa! 

fa A 70.)4 es utilizar embriones seleccionados, aún cuando no se 

llevo a cabo, utilizando embriones con las mejores caracter!sti~ 

ca.a se tendría porcentajes de conve?""Bi6n m~s altos. 

Otra opción sería encapsular embriones aom~ticos de otra es­

pecie, incluso serviría co~o control para extrapolar resultados. 
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cuadro 24.- Porcentajes de conversión de embriones somáticos de a­

pio encapsulados en alginato y pectinato, con previo 

pretratamiento en frío y obscuridad. 

Gel 
Embriones 'f. de ,4 de embri-9_ Tratamiento de 

enea psulación encapsulados conversión nea muertos 

Control l. embriones 
pretratados en frío 
3 °c y obsc. por 48 
horas, sin encapsular. 

~ontrol 2, embriones 
encapsulados sin pr,!!_ 
tratamiento. 

Embriones con pretra 
tamiento encapsulados. 

Control 1, embriones 
pretratados en fr!o 
3 °c y obsc. por 48 
horas, sin encapsular. 

Control 2, embriones 
encapsulados sin pr,!!_ 
tratamiento. 

illbrionee con pretra 
tamiento encapaulado1. 

83 

97 

157 

70 

96 

110 

89.1 10.8 

59.7 40.2 

78.9 21.0 

l.2.ó 

55.2 

66.3 
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G. OBTENCION DE PLANTAS EN CONDICIONES DE INVERNADERO. 

Morfol6gicamente no se aprecia ninguna diferencia entre las 

p1ántul.as provenientes de embriones somáticos de apio encapsul~ 

dos y no encapsulados y tam;ioco hubo diferencias significativas 

( cuadro 25 ) en e1 porcentaje de aclimatación de plántulas a iB 

vernadero, sin embargo se observ6 que este paso es dif!ci1, las 

p1ántulas trasplantadas poseian un buen sistema radicular y buen 

desarrol1o de brotes, no obstante la frecuencia de aclilllatación 

fue baja, probablemente porque no se cuenta con un invernadero 

bien implementado. 

Con 1a aclimatación de plántulas de apio, provenientes de 

embriones somáticos desarrollados ~ ~. se completó un es­

quema de propagación clonal. en apio via embriogénesis somática, 

en e1 cua1 queda incluida la metodología de encapsulaci6n de e~ 

briones somáticos. 

Cuadro 25.- Porecentajes de plántulas de apio aclimatadas en in 

vernadero, provenientes de embriones somáticos en-­

capsulados y no encapsulados. 

Pl6ntul.as provenientes de 
embriones encapsulados 

Trasplantadas Aclimatadas 

( ~ ) 

46 28.2 

Plllntulas provenientes de 
embriones no encapsulados 

'?rae plantadas Aclimatadas 

( ~ ) 

42 26.l 
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CONCLUSIONES, 

Para proponer un sistema de propagación clonal masiva de 

plantas obtenidas ,!!!, ~. ya sea por vía directa ( propagación 

por brotes ápices o meristemoa ) o por vía indirecta ( organogén~ 

sis o embriogéneais somática ), ea necesario, no el análisis de 

algún factor aislado, sino la integraci6n de una gran cantidad de 

variables que van desde la desdiferenciación y redif erenciación 

de células de genotipos. seleccionados, hasta la evaluación de CO.!!. 

tos de producción. En el presente estudio donde el objetivo prl.!! 

cipal fue, desarrollar una metodología de encapsulación de embri.2. 

nes somáticos para la propagación masiva de plantas de interés C.2. 

marcial o agrícola, se lleg6 a las siguientes conclusiones: 

El alginato de sodio v el ácido poligalactur6nico ( pecti~ 

to ), son dos polisacáridos que por reacci6n de intercambio ióni­

co producen esferas de gel insolubles en agt¡a que funcionen ade­

cuadamente como matriz de encapsulación para contener embriones 

somáticos obtenidos !!! ~· En la encapsulación de embriones 

sooáticos de apic y alfalfa se utilizó alginato de sodio de visc.2. 

sid.ad media ( 3500 cps ) al l.25 'f. y pectinato al 7,5 !>, como i!! 

tercambiador catiónico se emplearon soluciones de caci2 100-200 -

mM, con lo que se produjeron esferas de gel de 4-6 mm de diáme­

tro, mismas que no limitan la germinación y desarrollo hasta plán 

tulas de embriones somáticos de apio v alfalfa encapsulados, 

La difusi6n de nutrimentos del medio de cultivo hacia las 

cápsulas es un factor crítico para la germinación de embriones S.2. 

máticos encapsulados, se encontró en cápsulas de pectinato, "sem­

bradas" en medio de. cultivo, que después de 9-12 horas, la canti­

dad de nitrógeno difundido del medio a las cápsulas, es similar -
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o superior a la determinada en el mismo medio, con lo que se co~ 

p~b6_que los embriones encápsulados no tienen carencia de nitr~ 

geno y probablemente tampoco de otros nutrimentos, durante su ge!: 

minaci6n en medio de cultivo. 

La redisoluoi6n de cápsulas se lleva a cabo en 15-30 mimitos 

en soluciones de cit:r1lto de amonio a1 2.0 " pH 6.5 ( esferas de 

eJ.ginato ) y buffer de fosfatos 200 mJ! pH 7.0 ( esferas de pec­

tinato ), ambos procesos en presencia de BD!A eJ. 1.5-2.0 "· 

El cloruro de trifeniltatrazoleo ( ftC ) , es un blien indic_! 

dor de la viabilidad de embriones somáticos encapsulados y no e!! 

oapauladoe, embriones viables, despu6s de ~ horas da estar en 

soluci6n da T'?C a1 0.1 " adquieren una coloraci6n roja, no asi 

los no viables. 

El patr6n de crecimiento, durante le germineci6n y deserr.2 

llo de emt~ionee somáticos de apio encapsulados en elgineto y pe!:. 

tinato y de embriones no encapsulados es idéntico, lo que in­

dica que la cubierta de ancapeulaci6n no tiene efectos daainos B.2 
bre el desarrollo del embri6n para 11egar a plántula. 

Para obtener un m~or porcentaje de oonverei6n de embriones 

somáticos de apio encapsulados, se necesita incluir en la matriz 

de encapeul.aci6n al medio de cultivo ~ preaoondicio~ a loa 8!. 
briones en frio ( 3 :!: 2 ºe ) y obacuridad por 48 horas, con el 

fin de que los embriones rompan~iis .fácilmente la cápsula y 11! 

guen a plántulas. La germinaci6n de embriones somáticoa de apio 

no encapsulados file conninniente del 85-90 "' en los experimentos 

de encapsulaci6n de e11brionea, 118 alcanz6 un porcentaje de genn!. 
naci6n de 78.g "· 

El protocolo b6aioo de enoapsulaci6n de embriones·eomáticos 
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desarrollado en la presente investigaci6n puede ser aplicado a ~ 

tras especies donde el proceso de embriogénesis !!: ~ sea pos! 

ble. Los resultados preliminares de encapsulaci6n de embriones s~ 

máticos de alfalfa, indican que la cubierta de protecci6n tampoco 

li'llita la germinación y desarrollo de sus embriones. No obstante 

faltan desarrollar algunoe aspectos de la tecnología de produc­

ci6n de "semillas artificiales"; .en primer lugar, proporcionar 

~ segunda cubierta de encapsulaci6n con el fin de manejar a las­

semillas "somáticas" en condiciones no asépticas; simultáneamente 

hacer estudios para el escalamiento en lá producción de embriones 

somáticos en biorreactor; tratar de inducir latencia en loe em­

briones somáticos; posteriormente evaluar costos de producción 

para ver si el proceso es costeable y finalmente comparar la re! 

puesta agronómica en campo o invernadero de plantas provenientes 

de embriones somáticos encapsuJ.ados, oon plantas de origen sexue.l. 

Con respecto a la manipulaci6n en las condiciones de cultivo 

de los sistemas de embriog6nesis estudiados, se lleg6 a las si­

guientes conclusiones: 

Se propone un nuevo protocolo de embriog6nesis somática para 

alfalfa A 70.34, en donde se utiliza peciolos como fuente de ini 

culo. En la inducción de embriog6neeis se sugiere el medio B
5

e 

suplementado con 1.0 mg(l de 2,4-D, 0.2 mg(l de. In, 1.75 g/l de 

casaminoácidoe, 30 g/l de sacarosa y 9 g/1 de bacto a,;;ar, durante 

12-15 días. Para la dif'erenciaci6n de embrion.es so!lláticos, trall! 

ferir loe in6culos a medio' B
5

e sin reg11ladores del crecimiento, ! 

dicionando 1.75 g/l de casaminoácidoe, 30 (!/l de sacarosa y 9 g/l 

de bacto agar, durante 24-27 días. Para la conversi6n, rescatar 

los embriones en medio llS basal al 50 ~. suplementado con 15 g/l 

de sacarosa, O.Ol mg/l de GA
3 

y 8 g/l de bacto 881lr· 
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La respuesta embriog6nica en alfalfa depende del genotipo, 

las variedades o lineas que tienen alta contribuci6n gen6tica de 

~edicago ~ poseen naturalmente alta respuesta embriogénica, 

así en alfalfa Fl.l, se encontraron respuestas en embriogénesis 

mayores al 90 f,. En al.fal.fa A 70.34, cuya mayor aportaci6n gené- -

tics proviene de !· ~. la respuesta en embriogénesis es rel~ 

tivamente baja cuando se parte de semillas, inicialmente se obtu­

vieron respuestas del 10 al 15 ~I por selecci6n recurrente ( i-­

dentificaci6n y clonaci6n de plantas embriogénicas ), se alcanza­

ron respuestas mayores al 90 <f,. 

Sin selección recurrente al rendimiento de embriones eomáti 

coa es significativamente mayor en alfalfa Pl.l que en A 70.34, -

en esta ~ltima línea se alcanzaron rendimientos similares a al.fa! 

fa lfl..l ( en promedio 20 embriones por inóculo ), por manipula~­

ci6n de las condiciones de cultivo. 

Con la eeparaci6n de las fases de inducción y desarrollo de 

loe sistemas de embriog6nesia en alfalfa A 70.34 y apio, se evita 

la aoción de los reguladores del crecimiento ( principalmente el 

2,4-D ) durante la diferenciación de loe embriones somá•icos, lo 

que redunda en una mejor morfología y mayor calidad de los e:n­

brionea obtenidos. 

Loe 111Dinoácido11 proporcionados al medio da desarrollo como 

caseína h1drolir;ada, aumentan el rendimiento de embriones socáti­

'ºª de alfalfa A 70.34, l5t1 acci6n se refleja principalmente dur~ 

te la diferenciación de los embriones más que en la inducci6n de 

la embriog6nesie, en esta dltima el auministro de aminoácidos se 

puede prescindir. Sarta interesante inveetigllr al afecto de llllli­

noácido11 espacificos para ver cual o CllBl.es son los lllÚ i'llportan­

tes en el proce110 de diferenciación de embriones so'!láticos de 81 



- 161 -

f'alfa A 70.34. 

El ácidó abscieico (ABA), en un intervalo de concentraciones 

de 0.1-1.0 mg/l, aplicado durante e1 desarrollo de embriones eom! 

ticos de alfalfa A 70.34, hace producir al momento del trasplante 

a medio de germinaci6n, poblaciones.de embriones predominantemen 

to en estado torpedo. Además, su acci6n continiia durante la ge!: 

'11inaci6n, retrasándola, aún cuando se heyan trasplantado a los e!!!. 

briones a un medio sin ABA. Una buena peepectiva seria probar -

pulsos cortos con ABA al final de1 deeB.ITo:lo de loe embriones, -

junto con otros tratami~ntos de "stress" ( obscuridad, deshidrat~ 

ci6n, etc. ), con ei f'in de lograr la acumu1aci6n de proteínas de 

reserva, mayor sincronizaci6n e incluso la inducci6n de latencia 

en los embriones eoeiáticos.· 

El desarrollo de embriones somáticos de alfal.fa A 70.34, b~ 

jo diferentes tipos de "stress" { dieminuci6n en la fuente de ca~ 

bono, deehidrataoi6n, acción del .ácido abscisico, desarrollo en -

completa obscuridad, etc. ), produce en general una disminuci6n 

en el rendimiento de embriones somáticos, en cambio se observ6 un 

incremento en la síntesis de proteínas de reserva 7 S y 11 s, 

principalmente bajo la acción del ABA 9 cuando el desarrollo de 

loe embriones fue en completa obscuridad. ta JllSYOr tasa de eínt! 

sis de proteínas de reserva indica aumento en la Clllidad de los -

embriones so~áticos. 

El análisis de p~cteínas por electroforesis en gel de pclia­

crilamida-SDS, revela que el patr6n de proteínas determinado en 

embriones somáticos de alfalfa A 70,34 es id,ntico, por lo menos 

en las proteínas de nHrva 7 S y 11 s, al patr6n de proteínas 

de semillas de alfalfa A 70.34, 
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La acci6n del 2,4-D durante todo el desarrollo de los em­

briones somáticos de alfalfa, produce una tasa menor de síntesis 

de proteínas de reserva 7 S y l1 s. Cuantitativamente ( método 

Bradf"ord y cualitativamente geles de poliacrilamida }, se 

comprobó que la mayor cantidad de proteínas de reserva, encontl"!! 

das en embriones somáticos de alfalfa A 70.34, ocurre cuando la 

inducci6n en presencia de reguladores es de 12-15 días y el des~ 

rrollo es sin reguladores y en presencia de 1.75 g/l de caaamin2 

ácidos. 

Las proteínas de reserva 7 S y 11 S, son un buen marca­

dor bioquímico :para utilizarlas como oriterio de calidad de em-­

briones somáticos de alfalfa. 

Con los protocolos de extracción de proteínas de embriones 

somáticos de alfalfa, se observó en los geles de poliacrilamida, 

que en la fracción de albWninas aparecían bandas características 

de proteínas de reserva 7 S y 11 S ( en semilla dnicamente pr! 

eentes en la fraoci6n de globulina.s ), lo que indica que posible­

mente los mon6meros de laa proteínas de reserva no se ensamblan 

para alcanzar su estructura terciaria y cuaternaria, en lo que 

puede ser la causa de la pobre acumulaci6n de proteínas de reser­

va en embriones som,tiooa de alfalfa. 

Finalmente, se encontró que no existe diferencia signiíicat! 

va en loa resultados de aolimataoi6n de plántulas de apio, prove­

nientes de embriones somáticos encapsulados y no encapsulados en 

condiciones de invernadero. 
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Apéndice I 

Medios ba~al.es; MS (~'uras!"'.ige y ·skoog, 1962), !l~S 1I1od. (tfeijer y -

Brown, 1987), SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) y B
5

e (Villegas y -

Brown, 1987, modificado de Gamborg !! !!l·, 19óa). 

MS l!S mod. SH B5• (mg/l) 

lrlACBO!IOrRIEllTES (ong/1) (mg/l) (mg/l) 

NH
4

No
3 

1650 400 

1rno
3 

1900 3538 2500 2528 

l!gS04 -7"2º 370 370 400 500 ••. 

Kll2P04 170 •e ,·~,\:l;~, :-,.;:º 

NaH
2
ro

4 
.tt

2
o '·úó .. 

N!14H2F04 300 '. . - -·~· 

(NH
4 

)
2

• cit. di básico -2827 

cac12 .H
2
o 332 )}2 751 · "151 

MICRO!IOTRlBN'l'ES 

KI 0.88 0.88 1 0.75 

H3B03 6.2 6.2 5 3 

lrlnS0
4 

.H
2

0 16.9 16.9 10 10 

Znso4 .7"20 B.5 8.5 1 2 

Na2Moo
4 

.2H
2

0 0.25 0.25 0.1 0.25 

cuso
4

.5H
2
o 0.025 0.025 0.2 0.025 

CoCl
2

.6H
2

0 0.025 0.025 0.1 0.025 

Na,BD'l'A 37.3 37.3 20.1 37.3 

PeS04 .7H20 27.8 27.B 14;9 ·21.8 

VITA.YI!IAS 

Acido nicot!nico 0.5 0.5 5.) 1.0 

Piritioxina-HCl 0.5 0.5 0.5 1~0 

Tia'llina-HCl 1.0 1.0 5.0 10.0 

11'io-inoeitol 100 100 .·100 .. ">:' 100·· 

IJliCi!lU 2.0 2.0 

Adenina ': i;~ 
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